ce . sesundgubnya, sesudah kesuliten itu ada  kemu-—
dahan, sesudab kesulitan itu ada kemudshan. Maks apabila
kama telabh selesal mengerjskan  sesuabuy urusan, keriaksn-—
Tah  urusan yasng lain dengan sunggub-sunggdub, dan hanys

kepada Tuhan hendaknya kamwa berharap b

(QS. Alam Masyrah : 5 - 8)

¥upersenbahkan untuk orang-orang tercinbs
ibw, kaksk-kakakku serts was Dian
vang seilalu memberikan doa

dan dorongsn semsngst
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RINGKASAN

RETNO MASTUTI. Perbanyakan Tanamsn Pelargonium graveolens
L’Her. dengan Kultur Daun secara In Vitro (Di bawah bim~
bingan PUSPA DEWI TJONDRONEGORO, sebagaili pembimbing per—-
tama dan IKA MARISKA SUDHARMA sebagsail pembimbing kedusad.

Tujuan penelitian ini adalsah untuk mencari kowposisi
med ium yang optimal untuk pertumbuhan kultur daun
Pelargonium gravealens 1,'Her., secars In vitra,

Eksplan yang berups pobongan daun seluas + 0.5 cm2
dikulturkan pada medium Murashige dan Bkoog (MS) padat
vang diperkaya dengan zat pengatur tumbuh  =itokinin dan
auksin serta kombinasi keduanysa. Percobaan disusun secara
faktorisl dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap. Un-
tuk perlakuan pertunasan konsentrasi sitokinin vang diuji-
kan 1alah O, 1, 3, b dan 7 mg/l, sedangkan konsentrasi
auksin i1alah O, 0.5 dan 1 mg/l. Untuk perlakuan perakaran
mediunr  yang diujikan iglah medium M5 dan MS1/2 ditambah
NAA dengan konsentrasi 0, 0.5 dan 1 mg/i. Pada tshap
aklimatisasi medium yvang digunakan ialah medium pasir ste-
ril, campuran pasir dan tanah steril dengan perbandingan

1:1, serts campuran tanah dan pupuk kandang dengan perban-—

dingan 1:1.
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Peubah yang diamati islah waktu terbentuknva kalus,
waktu munculnys tunas dan akar serta Jjumlash +tunas dan
akar. Pada tahap aklimatisasi yang diamati sdalah persen-—
tase keberhasilan plantlet yang tumbuh.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pembentukan tunas
adventif melalui dus cara, yaitu secara langsung tanpa pem
bentukan kalus dan secara tak langsung vang didshului  de-
ngan pembentukan kalus. Jumlsh tunas adventif yvsng paling
banyak cenderung dicapal pada medium yang diperkaya dengdan
BAP 1 mg/1 + NAA 1 wg/l, yvaitu 24.33, Penggunaan BAP pads
konsentrasi 1 mg/]l cenderung menghasilkan tunas adventif
dalam Jumlah banyak. Pada Lkonsentrasi tinggi, yaitu
7 wg/l baik kinetin maupun BAFP wmemberikan pengaruh vang
menghambat pembentukan tunas adventif,

Pada medium perakaran, rata-rata jumlah skar terba-
nyak dicapal pada medium M3 dengan penggunaan NAA 0.5 mg/1,
tetapl keadaan akarnya kecil-kecil dan halus serta peman-—
jangan akarnysa terhambat. Induksi akar juga dapat terjadi
rada medium MS dan MS 1/2 tanpa penambshan auksin NAA.
Pertumbuhan akar dan tunas pada medium MS lebih baik bila
dibandingkan dengan medium M51/2. Keadaan tersebut sanga%

menunjang keberhasilan pertumbuhan plantlet pada +tahap

aklimatisasi.
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PENDAHUL UAN

{atar Belakang

Pelargonium adslah tanaman herba aromatik dari fami-
11 Geranlacese, yaitu golongan tanaman yang bijinya mirip
paruh burung bangau (kata Yunani geramos berarti burung
bangau). Nama Pelargonium jugs berssal dari kata Yunani
vang Juda berarti burung bangau. Pemberian nams tersebut
karena biljinva berbentuk kapsul yang menverupal paruh
burung bangau (Anonymous, 1888).

Pelargonium pmerupakan salalh sastu tanaman penghasil
minyak absiri, yaitu minysk karnium {(geranium oil} vang
banyak digunaksan dalam industri parfum, kosmetika dan
makanan (Osman, 1973). Penansman dalam skala besar untuk
tujuan komersial telah lams dilskuksn di Perancis bagian
selatan yvang memang terkenal dengan industri parfumnya.

D1 Indonesia minyek atsiri telah menjadl salsh satu
komoditl ekspor nonmigas yang diharapkan dapat berperan
sebagail sumber devisa negara. Pada tahun 1982 ekspor
minyak atsirl mencapai 2 337 452 kg, bahkan pada tahun
1980 mencapai 2 717 120 kg (Tjiptadi, 1985). Pada saat
ini pengembangan usaha minyak atsiri massih diarshkan pada
pengdgalian sumber minyvak atsiri alami daril berbagail jenis
tanaman dan peningkatan produksi. Penggalian sumber
minyak atsiri alami meliputi baik dari jenis tanaman vang

sudah ada di Indonesia tetapi belum dikembangkan, maupun



jenis tanaman dari luar Indonesia tetapl mempunyai poten-
si untuk dikembangkan di Indonesia (Tjiptadi, 1985).

Pelargoniuvm bukan tansman asli Indonesia, melainkan
berasal dari Afrika Selatan yand beriklim subiropik
(Bailey, 1948}. Walaupun demikian tanaman Pelargonium
mempunyai potensi untuk dikembangkan 4i Indonesia karena
mempunyal kKemampuan tumbuh di  daerab  tropis (Gulati,
et al, dalam Atal dan RKapur, 1883). Mendingat fundsinva
secara komersial cukup besar maka dalam usaha pengembang-
annva perliu dilakuksn penelitian mengenail budidavanys,
khususnya mengenai perbanyakan bashan tftanaman secara
massal. Salah satu alternatif teknologi pewmecahannys
adalah perbanvakan melaluil kultur jaringan.

Sebenarnya tanaman Pelargonium pudsh diperbanvak de-—
ngan Lteknik perbanyskan secara konvensional. Tetapi me-
nurut Murashige (1874}, teknik kultur jaringan mempunyal
suatu kelebihan, yaitu kemsmpuan laiu perbanyvakannya yang
ribuan kali lebih cepat.

Pada perbanyakan vedetatif melalui kultur Jaringan
sglalh satu faktor penting yangd menentukan pembentukan
tunas dan akar adalsh keseimbangan zat pengatur tumbuh
dalam medium. Pembentukan tunas dirangsang oleh zat pe-
ngatur tumbuh sitokinin, sedangkan pembentukan akar di-

rangsang oleh auksin {George dan SBherrington, 1984}.



Tunas—-tunas yang terbentuk dapat berupa tunas adven-—
tif dan tunas majemuk atau tunas genda. Tunas adventif
merupakan tunas yand munculnya tidak dari tempat yvang se-
mestinys. Tunas yang terbentuk ada yang dapat langsung
membentuk akar, tetapi umumnys masibh perlu dipindahkan ke

medium perakaran.

T u i u an

Penelitian ini bertujuan untuk mencari komposisi me-
dium vang optimal untuk pertumbuhan kultur daun

Pelargonium graveolens 1,’Her, zecars in vitro,

Hipotesis

Keberhasilan kultur daun Felargonium gravealens
L’Her., untuk tumbuh dan berdiferensiasi gsangat dipenga-
ruhi oleh konsentrasi sitokinin dan auksin vang ditambah-

kan ke dalsm medium tumbubl.



TINJAUAN PUBTAKA

Pelargonium spp. (Pelargonium graveolens | 'Her.}

Menurut Benson (1857}, klasifikasl Pelargonium gpp,

adalah sebagai berikut

Filum . Spermatophyta
Klas : Angiospermae
Ordo : Dicotyledonae
Famili : Geranlaceae
Genus : Pelargonium

Bailey (1349} serta Backer dan Van den Brink (1963) me-
ngatakan bahwa famili Geraniacease terdiri dari tiga ge-—
nus, yvaitu Erodium, Pelargonium dan Geranium, 3Sedangd we-
nurut Van Stennis (196B8), famili Geranlaceae fterdiri dari
empat genus, vaitu Geranium, Pelargonium, Erodiue dan
Sarcaecaulan Perbedaan utama genus Pelargonium dendan
tiga genus lainnya adalah adanyas +ajli penyimpan madu
{nectary spur) vang selurubnyve melekat/bersatu pada
tangkail bungsa, Tetapi menurut Macmillan {1954},
Pelargonium perupskan nams botani dari Geranium.

Tanaman -Pelargonfun mempunyal lebih dari 230G Jjenis
anggota (Bailey, 1849). Menurut Gulati, et al, dalae
ALbal dan Kapur (1882), sebagian besar dari jenis-jenis
tersebut berasal dari Afrika Selatan (tumbuh alami di
Afrika BSelatan) yang beriklim subtropik. Selain di

daeralh beriklim subtropik yang menunjukkan pertumbuban



terbaik, dikatasksan puls bahwa Pelargonium dapat tumbuh di
daerah-daerah dengan iklim sedang maupun tropik pada
berbagai ketinggian.

bebagian anggota Pelargeonium dibudidayvakan sebagsai
tanaman hias (Crocket, 1877), dan sebagian lagi merupakan
penghasil minvak aromatik (minyak atsiri) vang dinamakan
minyak deranium (Van Stennis, 1958). Minyak geranium
terdapat pada bagian bunga (Bailey, 1349) atau pada ram—
but kelenjar di bagian daun (Macmillan, 1954). Minyak

geranium diperoleh dari beberapa species dan varietas

felargonium, vaity Pelargonium graveclens 1LHer., £
capitatua Linn., Ait., P. odoratissium Linn. dan P,
radulata var. roseum L’'Her, (Dorazwany dan  Bundaram

dalam Atal dan Kapur, 1982}, Di India vang utama dibudi-
dayakan sebagai penghasil minyak gersnium hanyva varietas
dan galur dari P. gravecolens L’Her. (Gulati, et al, dalam
Atal dan Kapur, 1982). Pelargonium graveolens 1L Her.
jugs dibudidaysaskan di Mesir dendan skals luass sebsagal
sumber minyvak geranium (Macmillan, 1954).

Menurut Backer dan Yan den Brink (1983), Pelargonium
kebanyakan merupakan herba tahunan (perennial) stsu semak
(shrub}, ada yvang merawmbst dan ads yand wenjalsar, Ber-
daun tungdal, dengsn kedudukan atau tata letak daun ber-
hadapan satau wmelingkar (spirallvy), Bungsa terdsapsat di

ketiak daun, berjumlah satu sampai tak terhingga,



merupaskan bunga majemuk terbatss atau majemuk tak terba-
tas, yaitu bentuk payung {(umbelliform)}, =ertas bersimebri
banyak atau setangkup tunggal. Kelopak bunga (sepal)
berijumlah lima dan di bagian posterior terdapaﬁ satu yang
terbesar. Taji (spur ) gelurublnya melekat/bersstu  dengsan
tangkal bunga. Mahkota bunga (petal} berjumlsh lima,
dusa di baglian posterior berbeda dengan yang lain.
Benangsari (stamen) berjumlah sepuluh, dimana bagian
dasarnya bersatu. Dua sampai tujuh dari jumlah tersebut

bersifat fertil, sedangkan ssatu mereduksi menjadi stami-
ol

- s

nodia, serta tidak mempunyai kelenjar madu.

Menurut Bailey {19493, pertelaan Pelargoniunm
graveolens 1,’Her. adsalsh sebagai berikut

Pelargonium graveolens L’ Her. (Gawbar 1} merupakan
tanaman tegak yang pangkal batangnya ada yang berkayu dan
ada yang tidak. Batangnya tidak bersifat sukulen vang
artinya tidak bersifat sebagail cadangan air.

Kedudukan atau +tata letak daun hampir seluruhnya
berhadapan, sistem pertulandannya menyirip (pinnatus) de-
ngarn  tepian  berlekuk menjari dan bergigi halus, tanpa
bercak-bercak warna pada permukaan daunnya.

Bundganys merupakan bungda lengkap yvang terdiri dari
kelopak (kalik}, mahkota (korola), organ kelamin betina
{gynoecium} dan organ kelamin Jjantan (androecium), Kelo-

pak disusun oleh lima helai daun kelopak (sepal), dan



Gambar 1. Tanaman Pelargenium gravecolens 1, Her,

mahkctanya disusun oleh lima helsi daun mshkotz (petal)
Yang panjsngnys ssama, yaitu antara 1.27 - 3.87 cm.,  Petal

bertepi rata (entire), bervarna mersh madsa SsPpal ungil,

Eultur Jaringan

Perbanyakan tanamsn welalul kultur jaringan WETIADa—
kean metode perbanyakan dengan cara menmarbuhkan ordasn  ta-
namar yand  berukuran kecil atan bagisn  Jaringan dalsaw
suatu lingkungan buastan dimana penansmannya harus dalam

kondisi aseptik  (Drew, 1980b; George dan Sherrington,

1834}, Kondisi aszeptik disini  berarti  bahwa skaplan,



madium, lingkungan serta pelsksanasn penanaman harus da-
lam keadaan steril.

Menurut Murashige (1974}, awal perkembangan kultur
jaringan dimulai sejak dikemukakannya konsep totipotensi
zel tanamsn oleh Schwan dan Schleiden pasda tahun 18938,
Konsep totipotensi sel yang dimaksud adalah kemampuan sel
untuk tumbuh dan berkembang menjadi individu yang sempur-
na jika ditempatkan dalam lingkungan yang sesuai untuk
pertumbuhannyea.

Haberlandt merupakan orang pertama yang melakukan
percobaan untuk menumbuhkan sel yvang dipisahkan darl ba-
giannya vang diharapkan akan menjadi: plantlet pada larut-
an  mineral dendan menggunakan daun sebagai eksplan
(Bhojwani dan Razdan, 1983). Eksplan adalalh bashasn tanam—
an yvang digunakan dalam kultur jaringan berups organ ke-
cil atau bagian Jjaringan {(George dan Sherrington, 1984).
cedangkan plantlet adalah tanaman hasil kultur Jaringan
vang telah mempunyal tunas akar dan tunas batang serta
siap dipindahkan ke dalam pot.

Jaringan yang ditanam pada suatu medium akan meng-
alami diferensiasi, dapat langsung membentuk tunas atau
terlebih dehulu membentuk kalus {kumpulan sel yang bersi-
fat embrionik dan belum berdiferensiasi). Selanjutnya
kalus ini dapat berdiferensiasil membentuk tunas adventif.

Kalus pada umumnya terbentuk dari bagian Jjaringan tansman



vang terpotond sebagai reaksi iterhsdap pelukasn (Hussey,
19%873.

FPads prinsipnva dalaw teknik kaltur Jjaringan adas ti-
ga tahap pekerjaan utama, yaitu: (1) membusat kultur asep-
tik (2} maltiplikaszi dan (3} peumeliharaan/perawatan  un-
tuk wenumbubhksn tanawen di tansh kewbali (Murashige, 1974;
Drew, 1980a; Wetheresll, 1882),

Perbanyakan vedetatif dengan teknik kulitur  Jjeringan
mempunyal beberapa keuntungan, yaitu: (1) mendapatkan ta-
namarn yang sukar diperoleh secara konvensional, (2) men-
dapatkan bibit wvang bebas patogen, {(3) menghewat luasan
area yang didunskan unbuk penbibitan dan (4) tidak ter-—
gantung wusim {Margars, 1984,

Pada tahun 1952 Morel dan Martin berhasil mendapat-
kan tunas kentang dan dahlis yang bebas  virus. Kultur
Jaringan digunakan secara Romersial ypertama kali pads
Tabun 1890 oleh Morel untuk menghilangkan virus dan

miltiplikasi secars cepat pada anggrek Cymbidium {Drew,

18980a;,

Faktor—faktor vang Mempengaruhi

Keberhasilan Fultur Jaringan

Keberhasilan kultur jaringan ditentukan oleh bebers-—
pa faktor, antara lain eksplan dan kondizi  lingkungan.

Faktor-faktor vargw  wempendaruhi keberhasilan kultar
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jaringan diuraikan lebih jelaz pada subbsgian di bawah

ini.

Eksplan (Bahan Tanaman)

Pada setiap Jjenis tanaman, tingkat keberhasilan kul-
tur Jjaringan berbeda-beda, bahkan pada bagisn-bagian vang
berbeda dari satu Jenis tanaman dapat mewmberikan hasil
berbeda pula. Dalaw memilih eksplan menurut Murashige
(1874) terdapat beberapa faktor yang perliu diperhatikan,
vaitu: (1) ordan yang digunsaksn, (2) umur fisiologi s=atau
ontogeni dari eksplan, (3) saat (musim) pengambilan eks-
plan, (4} ukuran dan (H) kualitas tanaman secasrs keselu-
ruhan.

Jaringan vyang belum mengalami diferensiasi umumnya
lebih mudah tumbuh daripada jaringan yvang telah sengalami
diferensiasi. Selain itu pemakaian Jjaringan juvenil se-
bagal eksplan mempunyai tingkat keberhasilan vang tinggi
{Pierik, 1988}. Pada dasarnys semuia baglan tanaman vyang
mengandung sel meristematik dapat dipakail sebagal eksplan.
Organ tanaman Yangd telah berhasil dikulturksn adslsh
akar, batang, daun, ujung tunas, hipockotil, kotiledon,
embrio, tunas lateral, nuselus, petiol dan beberapa
komponen bunga (Murashige, 1874).

Ukuran eksplan merupakan salah satu faktor kritis.
Ukuran eksplan yang besar mengandung Jjumlah sel vang

lebih Dbanysk, sehingga kemungkinan untuk hidup lebih
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besar. Tetapi dengan ukuran vang besar eksplan sukar di-
bebaskan dari kontaminasi mikroorganisme. Dilain pihak
pemakaian eksplan yang terlalu kecil, ketahanan hidupnya

kurang baik (George dan Sherrington, 1884},

Medium Kultur Jaringan

Kultur Jaringan yang disebut juga kultur In vitro
merupakan suabu sistem tertutup. Keadaan tersebut menve-
babkan pengeburan komposisi medium yang merupakan zat
makanan yang diperlukan harus diusahskan sebaik mungkin. .
Medium kultur Jaringan umumnya terdiri dari garam—garam
mineral, sumber karbon dan energi, vitamin dan zalt penga-—

tur tumbuh {(Hughes dalam Conger, 19817,

Garam—daram_ _anorganik. Garam—garam anorganik vyang

terkandung dalam komposisi medium terdiri dari unsur ma-
kro dan mikro. Unsur makro yvang dibutuhkan dalam jumlah
banvak terdiri dari N, P, K, Ca, Mg dan 8. BSedangkan un-
sur mikro yang dibubtubhkan dalam jumlah sedikit ialah Fe,
Mn, Zn, B, Cu, Mo, Bo, Al dan Ni (Gautheret, 1955},

Bila daram mineral dilarutkan dalam air akan menga-
lami dissosiasi dan ionisasi. Tornn mervupakan faktor aktif
vang lebih penting dibanding bhentuk senyaws. Satu tipe
ion bisa diperoleh dari lebih dari satu  Jenis garam.
Contohnya, dalam medium Murashige dan Skoog (1962} ion

NOgm dapat dipercleh dari NH4NO3 MEGIDIAT KNOg dan ion K%
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dapat diperoleh dari KNOs dan KH2P04 {Bhojwani dan Razdan,
1883).

Sumber rbon. Pada tahun 1802 Haberlandt mencoba
mengkulturkan sel mesofil daun yang berwarna hijau dengan
dugasn bahwa sel yang berwarna hijsu kebutuhan nutrisinya
lebih sederhana. Tetapi ternyats dugsan tersebut tidak
dapat dibuktikan kebenarannya. Selanjutnya diketahul
bahwa Jjarindgan yang pada mulanyva hijau di dslam kultur
secara perlashan-lahan akan kehilangan pigmen hijaunya
{Bhojwani dan Razdan, 1983).

Umumnya pada keadaan awal eksplan bersifat hetero-
trof. Bel tanaman yveang diisolasi dalam kultur in vitre
hanys sebagdian kecil yand hersifat autotrof dan didugsa
kebutuhan sakan karbohidratnya dipenuhi cleh 002 selama
fotosintesis (George dan Sherrington, 1984). Umumnya un-
tuk mengkulturkan sel, Jjaringan atau organ perliu ditam—
bahkan karbon sebagali sumber energi ke dalam medium.
Sumber karbon yang dapat digunakan ialah sukrosa, gluko-
sa dan fruktosa. Pemberian sukrosa dapat menghasilkan
pertumbuhan yang lebih baik (George dan Sherrington,
1984). Gebagai sumber karbon sukrosa biasa digunakan de-~
ngan konsentrasi 2 - 3 ¥ (Seabrook dalam Staba, 1880),.
Ball (1955} dalaw Bhojwani dan Razdan (1983) menunjukkan
bahwa sukrosa yang disutoklaf mempunyail pengaruh yvang

lebih baik daripada sukrosa yang disterilisasi dengsan
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filter. Selama diautcklaf ternyata sukrosa mengalami
hidrolisis menjadi bentuk gula yvang kegunaasnnya lebih
efisien. Proses ini terjadi karena kerja enzim invertase
vang terdapet dalam dinding sel (Burstorm, 1957) atau
enzim ekstraselulasr yvang dilepaskan (King dan Street

dalam Street, 1877).

Yitamin. Tanaman mempunyail kemampuan mensintesis
vitamin yang dibutuhkan untuk pertumbuhan dan perkembang-
an (Gamborg dan Bhyluk, dalam Thorpe, 1881; Wattimens,
18987), tetapl sel yang dikulturksan kemsmpuan mensintesis-
nya menjadi berkurang (Czosmowski, 1852 dalas Bhojwani
dan Rardsan, 1883).

Untuk mendapatkan pertumbuhan jaringan wyang baik,
ke dalam medium sering ditambahkan satu atau lebih vi-
tamin. Menurut George dan Sherrington (1984}, vitamin di-
butuhkan oleh sel tanaman untuk proses katalisis dalam
metabolisme. Dalam hal ini thiamin (vitamin B1l} +telah
terbukti merupakan bahan essensial yang umum digunakan.
Jenis vitamin lain terutama piridoksin (vitamin BS), asam
nikotinat (vitamin B3}, kalsium pantothenat (vitamin B3B)
dan inositol diketahui dapat memperbaiki pertumbuhan ba-
han tanamsn yang dikulturkan (Seabrook dalam Staba, 1980).

Thiamin adalah jenis vitamin vang kritis (Seabrook
dalam J3taba, 1980} dan bissanya tersedia dalam kisaran

0.1 - 0.4 mg/l. Murashige dan Skoog (1962) menyatakan
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bahwa kombinasi campuran nmyo-inositol, thiamin, asam
nikotinat dan piridoksin telah diketahui berhasil untuk
kultur jaringan beberapa species tanaman.

Inositel +tidak bersifat essensial. Namun demikian
rata-rata digunakan pada konsentrasi tinggi sebanyak 100
mg/l  (Bhojwani dan Razdan, 1983). Menurut Hughes dalam
Conger (1981}, myo-inositol dengan konsentrasi 50 - 100
me /1 dapat mendorong pertumbuhan beberapa varietas
Pelargonium hortorum, Biotin (vitamin B}, cheolin, asam
folat, asam pantothenat dan riboflavin biasanya digunakan
untuk mencegah terhambatnya pertumbuhan eksplan. Asam
askorbat dan sasam sitrat Juga sering digunakan untuk
menghambat penccklatan (browning} pada Jarindan vang

disebabkan karena adanya oksidasi fenol (Bhojwani dan

Razdan, 1983).

Asam amino merupakan sum-
ber N organik yang pengambilannya lebih cepat daripada N
anorganik dalam medium yang sama {(Thome, e¢ al, 1881
dalam Georde dan Sherrington, 18984). Menurut Gautheret
(1955}, asam amino yang biasa digunakan adalah glisin,
histidin, leusin, lisin, valin, salanin dan asam aspartat.
Pada konsentrasi rendah asam amino tidak begitu ber-

pengaruh tetapi bila konsentrasinya semakin meningkat da-

pat berubah sebagai racun.
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Disamping dolondan persenyawaan ordanik vang konsti-
tuginya Jelas, dalam medium kultur kadang-kadang juga
ditambahkan persenyawsan vang kompleks, yvand komposisinya
dapat berbeda dari sumber yang satu dengan vang lainnya
(Winata, 19873}. Beberapa senyawa organik lain dengan
konsentrasi yang tidak terbatas biasanya digunakaﬁ pada
medium awal kultur Jjaringasn (George dan Sherrington,
1884). BSenyawa organik tersebut merupakan senysasws alami
antara lain kasein hidrolisat, air kelapa, ekstrak pati
dan sari buah. Tetapi penggunasn senyawa alasmi ini hen-
daknya sejauh mungkin dihindarkan (Bhojwani dan Razdsan,
1983). Senyawa alami hendaknya hanys digunsksan jika usa-—
ha dengan menggunakan komposisi medium tertentu mengalami
kegagalan atau bila diinginkan adanya keuntungan lain da-

ri penambahan senyvawa alami tersebut (Murashige, 1974).

Zat pengstur tumbubh, Selain penambahan nutrisi, di
dalam kultur Jjuga sering ditambahkan satu astau lebih =zat
rengatur tumbuh yang merangsang pertumbuhan jaringan dan
organ {(Bhojwani dan Razdan, 1983).

Zat pendgatur +tumbuh adalah senyawa organik vang
berfungsi werangsang pertumbuhan tanaman. Becara umum
fungsinya adalsh nengarahkan pertumbuhan eksplan.

Menurut George dan Sherrington (1984), =zat tumbuh
tanaman (plant growth substances) gtau hormon tumbuh adsa-

lah senyawa alaml yang terdapat dalam jaringan tansman
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(endogen) . Sedangkan zal pengatur tumbuh sintetik adalah
senyawa kimia yang mempunyeai aktifitasg atau pengaruh
figsiologis yang sams dengan yYang alami . Disamping ber-
Pengaruh langsung terhadap mekanisme selular, beberaps
zat pengatur tumbuh siﬁtetik Juda dapat memodifikasi gat
rengatur tumbuh endogen .

Pertumbuhan dan morfogdenesis in vitro digtype oleh
interaksi dan keseimbangan antara zat Pengatur tumbuh
Yang ditambahksn ke dalan medium dengan zat tumbuh yang
dihasilkan Secara endogen oleh gel vyang dikulturkan
(George dan Sherrington, 1984).

Menurut Margars (1884 beberaps sifat zat bengsatur
tumbuh yang perly diperhatikan ialah : (1) rada konsen-

trasi rendah merangsang Pertumbuhan Jaringan tanaman,

matikan, (2) pengaruh yang diberikan lebih disebsbkan
oleh keseimbangan atau interaksi zat pengatur tumbuh,
(3} dapat berpengaruh banyak terhadap respon fisiologi

tanaman, dan {4} senyawa alami lebih mudah dikontrol oleh

Zat pengatur tumbuh yang biasa digunakan dalam kul-
tur jaringan ada lima Jenis, yaity sitokinin, auksin, gi-
berelin, asam absisik dan etilen (Heier, Stocking dan
Barbour, 1974y, Tetapi pada umumnya yang paling banyak

dipaksai Pada kultyr Jaringan untuk mengatur Pertumbuhan
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sertg morfogenesis jaringan tanamay, dar Organ yang dikyi-

Sitekinin adalah ggy Pengatiy tumbhupy Yang MEng i ndyi -
51 Pembelahay, el (?eoman, 18823, nendorong Proliferags
tunas dayp dar diferensiasi tunag adventis dari kalus dan
Ordar (Szweykowska, 1974: Wetherell, 1982 Meruryt

Skoog darn Amstrong {19?0}, sitokinin berper&n dalsamy Sernus

Konsentrasi sitokinin Yang memungkinkan untylk Proli-
ferasi tunasg dapst “enghambat inisiag; dan pertumbuhan
akar (Wetherell, 1982y . Baj ini Juga dikatakan cleh
Prawiranat&, Harray dan Tjondronegore (19813, bahvws peg-
belahan Sel pads neristeom akar men jadj terhambat oleh gi.

tokinin darj lugp, Beber&p& aspek diferensiasi Selular

dar organogenesis j&ringan dari Organ Yang dikulturkan,

ternyata dikontrol Gleh interaksi antarg konsentrasi
sitokinin darn avksin. Umumnya Tasio auksin/sitokinin

Yang tinggi akay mendorang perakaran (George dan
Sherrington, 1984}.

Beberap& sitokinin Yang Biags dip&kai dalary kultur Ja-
ringan adalah 2—Isopentenil adenip (2~iP}, Zeatin,
benzylaminc Blurin {BAP) darn 6~furfurylamin0 Purin {kine-

tiny, Zeatin dan 2-ip adslap sitokinin alami

e,

ST ks,
s b2 RSP
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BAP dan kinetin adalah sitokinin Sintetik (Heier,
Stocking dan Barbour, 1974y . Kinetin dan BAP mempunysi
daya efektivitasg Yyang hampir Sama, tLetapi BApP aktivitag-
nya lebih tinggi (Murashige, 1974). Menupyut Jona dan
Gribaudo (1987 Yang melakukan Penelitian terhadap pemn-—
bentukan kuncup adventif dari eksplan daun Ficus Iyrata,
BAP merupakan kebutuhan vyang sangat penting untuk dife-
rensiasi kuncup adventif, Rumus bangun BAP dan kinetin

disajikan Pada Gambar 2.

Tz@ n_J

N =~ N o N
N N %>
L;jj:ﬂj”:> L;)i][:;
" N
Benzylamino Purin (BAP) S-furfurylamino Purin

(kinetin)

Gambar 2. Rumug Bangun RAP dan Kinetin

tuk  pembelahan sel dan diferensiagi akar (Bhojwani dan
Razdan, 18833y, Auksin Jugs mempunyai kemampuan mengin-
duksi bemanjangan gel tunas (Moore, 1979}, Beberapa ma-—
cam asuksin yang biagsg digunakan dalam kultur Jaringan a-

dalah indole&cetic acid (IAAY, indolebutyric acid (IBA},
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naphtaleneacetic acid (NAA), dan 2,4~dichlorophenoxyace—
tic . acid (2,4-D). Dari keewpat macam suksin tersebut,
148 merupskan satu-sstunys auksin alami vangd terbeptul
dari tryptophan, yang merupaksn suaty senyawa dengan inti
Indoele dan selalu terdspat dalsam Jaringan tanamarn
{Abidin, 1983). Jenis auksin IBA dan  NAA biasanva
digunakan untuk perskaran  dan berinteraksi dengan
sitokinin untuk proliferasi tunas. Sedang 2,4-D sangat

efektif untuk induksi pertunmbuban kalus (Bhojwani dan

Razdan, 1983). Rumus bangun NAA dan TAA disajikan pads

Gambar 3.
CH,COOH

‘e Icn-lzcoow
-
H

Naphtaleneacetic acigd Indoleacetic acid
{NAA) { IAA)
Gambar 3. Rumus Bangun NAA dan TAA
ondisi  fisik iup. Kondisi fisik wmedium Vareg

telah menunjukkan pengaruh bemar terhadap pertumbuhan ta-
naman pada kuliur aseptik adalsh kepadstan medium. Agar
yang wmerupakan polisakarida dari ganggang laut {Bhojwani

dan Razdan, 1983, telsh banyak digunakan urrbuk
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memperoleh medium padat atau semipadat pada kultur
jaringan tanaman (George dan Sherrington, 18984).
Menurut Georde dan Sherrington (1884), penggunasn a-—
gar mempunyail beberapa keuntungan, yaitu
- dalam bentuk gel bersifat stabil pada temperstur inku-
basi karena gel askan mencair pada temperatur 100°C dan
mulai memsdat pada temperatur 45°C.

- dalam bentuk gel tidak diuraikan oleh enzim tanaman.

- agar tidak bereaksi dengan konstituen medium.

Dalam mengdgunakan medium padat yang penting untuk
dipertimbangkan adalah konsentrasi dan kualitas agdar.
Pertumbuhan +terbaik terjadi pada medium yvang umengandung
agar murni DRifce, Kepadstan gel yvang ditentukan oleh
konsentrasi agar dan pH medium harus disesuaikan dengan
bagian tanaman yang akan dikulturkan (Murashige, 1974).
Konsentrasi agar yang digunaksan berkisar antara 0.8-1.0 %q
Bila konsentrasi ditingkstkan medium menjadi keras dimeana
keadaan ini tidak memungkinkan penyerapan nutrisi oleh
jaringan {(George dan Sherrington, 1984).

Menurut Murashidge (1974}, pH medium merupskan faktor
kritis. Biasanya pH distur sekitar 5 - 8 sebelum ste-
rilisasi. Bila pH lebhih dari 8 maka medium akan keras
dan bila pH 4i bawah 5 medium manjadi lunsak.

Banysknya medium yang diisikan ke dalam botol kultur

juga harus diperhatikan. Menurut Seabroock dalam Stabsa
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(1880), bila medium terlalu banyak akan menghambat
pertumbuhan. Sedang bila terlalu sedikit laju pertum-—
buhan Jaringsn menjadi lambat.

Medium padat banyak digunskan Xkarena kultur yang
demikian sangat baik untuk pemeliharaan, dan untuk bebe-
rapa tujuan tertentu memberikan hasil vang memusszkan.
Tetapi adsar bukan merupakan komponen vang essensial dalam
medium. Sel tunggal dan agregat sel dapat tumbuh pada
kultur suspensi dalam medium cair vyang mendandung
nutrien organik maupun anordanik dan faktor tumbuh lain
{Bhojwani dan Razdan, 1983).

Pada kultur yang menggunakan medium cair bila ja-
ringan ditengdelamkan maka Jjaringan akan mati karena ke-
kurangan oksigen (Bhojwani dan Rsazdan, 1983). Untuk
mengatasi hal tersebut biasanya dilakukan pengocokasn me-
dium sehingga respirasi Jaringan meningkat. Disamping i-
tu pengocokan medium cair juga bermaksud @ (a) memperluas
hubungan antara jaringan dan medium, {b} menghindarkan
polaritas yang ada dalam medium, dan (c) mendencerkan

senyawa racun {(Scully, 1887).

Kondisi Lingkungan Kueltur

Faktor fiszik lain ysng perlu diperhatikan pada ling-
kungan kultur jaringan adalah cahaya dan temperatur. Te-

tapi sering juga dilaporkan mengenai pengaruh kelsmbaban

relatif.
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Cahaya, Kebutuhan cahaya pada kultur jaringasn tidak
sama dengan perkewbangan autotrof pada tansman vang
tumbuh  secara konvensional. Pada kultur jaringan foto-
sintesis bukan merupakan aktifitas yang penting. Kultur
hanys terdantung pada sukrosa, kecuali mundgkin pada tahap
ITT1 dimana karbohidrat barus tersedia dalam jumlah cukup.
Cahaya lebih dibutuhkan untuk mengatur proses morfogenesis
(Murashige, 1874; George dan Shervington, 1984}.

Murashide (1974} wmenyvstsken bahwa intensitas penyvi-
naran untuk menumbuhksn Asparagus, Gerbera, dan Saxifraga
pads tahsap I dan 11 adalsh 1 000 luks, sedsng pads tshap
iII &adalah 3 000 - 10 000 lIuks smelama 18 Jjam sehari.
felar gonium dspat mengalsmi wultiplikesi tunas secara te—
rus — wenerus  dibawah  intensitss  penyinsran 500 luks
{Debergh dan Maene, 1877}). Jumlah tunas yang dihasilkan
tiapr eksplan tergantung panjang periode gelap terang
(Murashigse, 1974, Tetapi dari percobaan Pillai dan
Hilderbrandt (1988, wmernunjukkan bahwa kalus Pelargoniuwm
bila diberi intensitas penyinaran sangat tinggi tidak

akan berwarns hijau dan membentuk kuncup adventif.

Temperatur. Terperatur kultur wmannya mewpunysl
arti lebih tingdl daripada temperatur lingkungsn pada ta-—
naman yang tumbubh  secars in vive., Sebsgisn besasr  Ja-
rindsn  yangd dikulturkan disiwpan 4di ruasng tumbubh dengsn

Lemperatur yang sans pada siang dan wmalam.,. Padas kualtur
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in vitro temperatur konstan yang digunsksn adalsh sartarsa
20 - 25°C. Tetapi temperatur sntara 25 - 27°C juga  umum
digunakan (Georde dan Shervington, 1984). Hal tersebut
juga dikatakan oleh Hilderbrandt dalem Kruse dan Patter—

son (1873%, bshwa sebagian besar kultur dapat tumbuh baik

pada tewperatur 286 - 30°C.

ele an. Biasanya kelewbaban relatif di  ling-
kungan wmikro adalsh 100 % (Wetherell, 198%; Georde dan
sherrington, 1984}, Tetapi dalam botol kultur kelewbaban-—
nya wencapsi 85 %, Kelswmbaban relatif dalam rusng tumbuh
adalah 70 %. Bila kelewbsban dalaw ruang tumbub 1lebib
rendsh, meks pengusapan yang teriadi di dalam kultur sakan
meningkat.  Bila kelembaban dalam ruang tuwbuh  terialu
tingdi beberapa mikroorganisme akan tumbuh. Kondisi ini
Juga  dapat meningkatkan jumlah spora sehingga bisa me-—

ningkatkan laju kontaminasi (Wetherell, 19823.

Kultur Jaringan Pelargoniup spp.

Pada awalnya pembiakan Geraniuwm secara konvensionsl
dilskukan dendan cara pemotongan terminal atauw  kuncup
daun. Tetapl tansman yang dipelihara sering diszerang
penyakit. Benih wyang dibiskkan dari hibrid F1 sering
terserang virus sehinggs benih tidak dapat tumbuh. FPada
reubiskan vegetatif hibrid Geranium wenuniukkan bahwa

berkurangnya kegiatan fisiclogis tidak hanva disebabkan
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oleh vreduksi virus, tetaspi juga disebabkan bakteri dan
cendavan. Oleh karensa itu, untuk pembiskan kilonal
Geranium secara massal yang bebas patogen perlu digunakan
metode kultur Jariogan (Harney dalam  Tomes, 18827,

Fenelitian di laborstorium dimzlai dengsn induksi
kalus dari mats tunas dari beberaps species. Medium yang
digunakan adalah wedium dssar MS ditambah NAA 0.5 wmg/1
dan Rinetin 0.5 mg/l. Dua bulan setelah penanamsan terja-
di diferensiasi tunas, dan plantlet vang dihssilkan siap
dipindahkan ke tanah (Harney dalam Tomes, 1882},

Pads tahun 1887 Chen dan Galston berhasil menginduk-
&1 pembentukan kalus dari eksplan empulur, dengan zat pe—
ugatur tumbuh sitokinin dan auksin, Pada medium White
vang telah diperkays dengen TAA 1 wg,/1 dan PAP 1.5 mg/sl,
sel  ewmpulur Pelargonium dapat diinduksi untuk membelsh
dan meuwbentuk kalus. Selanjutnya jaringsn kalus tersehbut
disubkultur pada wmedium dengan kKomposisi kRimia vang sama
atau pads wedium Murashige dan Skoog {M3). Jaringan ka-
lus  dalam kultur berlanjubt tersebut tawpsk kekuningan,
sandat friable dan tidsek terordanisasi. Tetapi Jika
kalus vangd terinduksi tetap dikulturkan pada medium vang
sams selama dus bulan atau lebih akan terjadi diferensia—
51 dan pada permukasn Jaringsn skan  terbentuk nodul,

tetapi tidak +terjadi perkembangan tunas dan  askar.
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Perkembangan tunas dan akar baru terjadi jika Jaringan
kalus yvang mengandung nodul dipindahkan ke medium csair
White atau M3 dendan atau tanpa IAA 1 mg/l dan BAP 1.5
wg /1. Jika Jaringen kalus yang mendandung nodul dipin-
dahkan langsung ke medium semipadat dengan penambahan IAA
1 mg/l dan BAP 1 mg/l sel kalus akan terus membelsah meng-—
hasilkan jaringan kalus baru, sementara itu nodul berhen-
ti Dberkembang. Sebaliknya jika auksin dan sitokinin ti-
dak ditambahkan ke dalam medium tersebut, nodul akan mem-
bentuk tunas dan akar. Tunas akan terus berkembang dan
membentuk daun. Selanjutnya beberspa skar dibentuk dari
bagian dasar tunas,

Pillai dan Hilderbrandt (1988) dapat menginduksi
proses diferensiasi kalus menjadi tunas den sakar pada
medium M5 padat yang diperkaya NAA 0.1 mg/l dan kinetin
10.0 mg/l. Diketahui juga bahwa rambut akar dapat
ditumbuhken dengan mengkulturken plantlet pada jembatan
kertas filter. B8Belain itu juga dihasilkan tanaman secara
langsung yang berasal dari eksplan batang satu buku pada
medium M5 dendan penambahan kinetin 0.04 mg/1 dan IAA
10.0 mg/1 atau kinetin 10.0 mg/1 dan IAA 0.1 mg/1.

Selanjutnya Pillai dan Hilderbrandt (1969) dapat
menginduksi pembentukan kalus dari bermacam—macam eksplan
pada mediuwm vang diperkays dengan 2, 4-D. Kalus dapat

menghasilkan tunas jika dikulturkan segers ke medium MS
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vang mendandung NAA 0.03 - 4 mg/l dan kinetin 8 - 10 mg/1
(tergaentung varietas}), tetapi pelaksanaan subkultur dapat
menyebabkan kemampuan tunas beregenerasi skan hilang de—
ngan cepat.

Debergh dan Maene (1977} menghasilkan beberapa tunas
tiap kultur dalawm medium MS yang dimodifikasi dengan pe-
nambahan IAA 0.5 mg/l dan kinetin 10 wmg/l. Perakaran di-
lakukan pada medium yang mengandung IAA 0.1 mg/l.

Penelitian pada tangkal daun Pelargoniue (+ 2 om)
Juga telah dilaksanakan dengan cara pensnaman pada medium
M5 dengan sukrosa 3 ¥ dan zestin 1 mg/l. Perlakuarn ini
dapat menyebabkan tumbuhnya tunas adventif secara lang-
sung, setelah pembentukan sejumlah kecil kalus, atau dari
nodul hijau yang dibentuk dari kalus (Cassels, 1979 dalam
George dan Sherrindton, 1984).

Dari eksplan mata tunas lateral dapat pula dibentuk
tunas majemuk yang banyek bila pada medium ditambahkan
BAF 2 wg/l dan NAA 0.5 mg/l (Mariska, Gati dan Sukmad jaja,
1988). Penelitian lain yang juga dilakukan Marisks, Gati
dan Sukmadjaja (1988}, menunjukkan bahwa tunas adventif
dengan Jumlash yang banvak dapat dihasilksn oleh eksplan
tangkal daun pada medium M5 dengan penambahan BAP 1 mg/1,
HAA 0.5 mg/1 dan air kelapa 15 %. Diketahui juga bahwa

akar dapat terbentuk pada medium MS tanpa adanya IAA.
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Menurut Harney dalam Tomes (1982}, masalah utams da-
lam_mengkulturkan Pelargonium gdalah dihasilkannya senva-
wa fenol oleh eksplan. Senyawa ini bila dalam keadaan
teroksidasi dapat bersifat racun yang mwmenyebabkan
pencoklatan pada medium di sekitar eksplan. Hors et al.
(1876} dalam Tomesz (1982} menvatakan bahwa untuk mence-—
gah proses pencoklatan dapat dipakail senvawa myo-inositol
100 mg/l dan L-sistein 25 mg/l yvang ditambahkan ke dalsam
medium., Walaupun telah dicoba sejumlah antioksidan teta-
pi teknik terbaik adalah memindahkan eksplan ke medium

segar satu minggu setelsh kultur awal.



BAHAN DAN METODE

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanaken mulai bulan Agustus 1888
sampai bulan Desember 1988 di Laboratorium Kultur
Jaringan dan Rumah Kaca Balai Penelitian Tanaman Hewmpsah

dan Obat (Balittro)}, Bogor.

Hahan dan Alat

Pada penelitian pendshuluan eksplan (bahan tanaman)
vang digunakan adalsh potongan daun (+ 0.5 cmz} dan band-
kai daun (£ 2 cm) Pelargonium graveolens L*Her. vang di-
ambil dari plantlet dalam botol kultur yang +telah adas.
Sedangkan untuk penelitian, eksplan vang digunakan adalah
potongan daun P. graveolens L°Her, dengan ukuran sekitar
0.5 cme vang diambil dari plantlet dalam botol kultur ha—
51l penelitian pendahuluan.

Medium dasar yang digunskan adalsh medium Murashige
dan Skoog (MS;1982) ditambah sukrosa 30 g/1, vitamin grup
B, asawm amino, serta dengasn penambshan zat pengatur tum-—
buh sitokinin dan auksin serta kombinaci keduanya sebagai
perlakusan, Sebagal bahan pemadat digunakan agar Bakto
7.5 g/1. Untuk induksi tunas konsentrasi kinetin/BAP
vang diujikan masing-masing ialah O, 1, 3, 5 dan 7 mg/1.
Sedangkan konsentrasi NAA/TAA yvang diujiksan masing-masing

ialah O, 0.5 dan 1.0 wmg/1.
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Untuk wmenginduksi skar medium vang digunskan ialah
medium MS dan M81/2 (medium MS dicairkan setengahnya)
vang masing-masing diperkaya dengan zat pengatur +tumbuh
NAA O, 0.5 dan 1.0 mg/l1.

Pada tshap aklimatisazi digunakan dus macam medium,
vaitu pasir steril dan campuran pasir dan tansh steril
dengan perbandingan 1:1. 3Setelah plantlet dipindahkan ke
rumah kaca, medium yang digunakan adalah campuran tanah
dan pupuk kandang dengan perbendingan 1:1. Penyiraman
dilakukan dengan air biass.

Alast-alat yang digunskan ialah oven, autoklaf, tim-
bangan neraca, erlenmeyer, gdelas pials, gelas ukur, labu
ukur, corong, pH meter, hot plate dan stirer -nysa, CaWADN
Petri, pisau diseksi, pinset, gunting, pembakar hunsen,
kotak tanam (laminar air flow), rak kultur, alat-alst la-
boratorium lainnva serts poelvbag dan kantung plasztik

bening untuk tahap sklimatisasi.

Me t ode
Pada dasarnya penelitisn ini terdiri dari tiga tahap,
yaitu tahap pendahuluan yvang bertujuan untuk memnpersiap—
kan eksplan sebagai pohon induk sampai memnperoleh jumlsh
vang cukup, Tahap kedua merupakan tahap pembentukan
tunas dan akar dari eksplan vang berasal dari pohon

induk. Tahap ketiga adalah tahap aklimatisasi.
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Pada penelitian ini pertama kali vang harus dilaku-—
kan adalah pembuatan wedium. Garam—garam wineral makro
maupan wikro telsh disediskan dalam stok  larutan haku,
vang bertujuan untuk memudahkan pengambilan. Masing—
masing larutan baku dipipet dalam jumlal terternty sesual
dengan Komposisi medium Murashige dan Skoog (19852) zeper-
Li yang terdapat pada Tabel Lampiran 1 dan dicampurkan ke
dalam erlenweyer yang sebelumnys telah dibilas dengan
skuades steril terlebib dshulu, Pengaubilan zat pengatur
tumbul dilakukan dengan cara vang sama. Sukross sebanyak
30 g dimasukkan ke dalam larutan tersebut, kemudisn dien-
cerkan  sampal 1 000 ml. Deraiat keasaman {(pH} mediam
diukur dendasn pH meter dan diatur sekitar 5.5 dengan

menambahkan HCI 0.1 N ateu KOH/Ha0H 0.1 N.

Setelah  ditambahkan sgar Bskto sebhanyak 7.5 /1 ke
dalam larutan tersebut, kemadian dididihkan dan diaduk
dengarns stirer sampal sgar  larut SEMIANY A, Getelah
werdidih larutsn wediuw ditusang ke dslsm botol-botol kul-
tur yang bervolume 100 ml yvang sebelumnya telah disteri-
lisasl terlebih dabulu di dalam oven pada bemperstur 125°C
pelama 1 - 2 jamw.  Pengisian ke dalsw bobol kaltur s=seba-
nrak kirs-kira 1/5 botol, kemudian ditutup dengan  kertss
sluminium dan disterilisasi di dalaw autcklaf padsa

I'n . .
Ltemperatur 121%C dengarn tekanan 15 vsi selasma 15 menit.
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salalh  satu  aspek renting dalsm  kultur Jaringan
adulal  pelaksanaan penansaman ekaplan pada wmediuw  harus
dalam  keadsan steril agar tidak terkontauninasi olseh
cendawan maupun bakbteri., Penanaman eksplan dilakukan di
dalam kotaR tanam vang telab disterilisassi dengan allohaol
darn renyinaran sinar ultra vieolet selama lebih kurang
1 Jam. Alat-slat untuk penanaman seperti pisau, pinset
dan gunting sebelumnya disterilisasi terlebih dalralu da-
lam oven pada temperastur 12570 selama 30 menit. Bila
alat-alat telah siap sewmus wmaka pelaksansan kerja dapst
sedera dimulai. Skema urutan pelakeanaan metode TEYIar A
an dapat dilihat pads Gambar 4.

EBkeplan dalam botol kultur diambil dengan plinset
steril, kemudian diletakkan di cawsn Petri dan  dilskuksn
cewotongan daun  dengan ukuran  vang sudah ditentukan.
Sebelum digunakan pinset, gunting dan prisau harus selaluy
dibakar setelah dicelup ke dalaw alkochol untuk men jaga
adar tetap steril. Potongan-potongan daum dimasukkan ke
dalam botol kultur vang berisi medium. Tiap-tiap bhotol
kultur diisi dua potong daun. Cara meletakkan dasun adak
dibenawkan ke dalam mediun dan permuikaan sebelah  bawah
daun bersentubhan langsung dengarn medium.

Fkesplan yang telah dikulturkan kemudian digimpan 431
atas  rak kultur dalam rusng inkubssi dengsn  suho ruang

I's N
antara 2% - 27°C, Sumbey cahava berasal dari lamoy  neon
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fluorescen (TL} 40 watt dengan intensitas penyinaran
300 - 1 000 luks selama 16 jam sehari.

Bila tunas adventif telah terbentuk dan siap dipin-
dahkan, kemudian dilaskukan penanaman pads wmedium per-
akaran. Setelah lebih kurang tigas minggu dalam medium
rerakaran, plantliet telah siap dikeluasrkan dari botol
kultur untuk dilakukan aklimatisasi.

Tahap aklimatisasi werupakan tahap adaptazi plantlet
sebelum ditanam di lapang. Hal ini dimaksudkan agar da-
lam pemindahan ke lingkungan luar yang tidak steril dan
kurasng terkontrol plantlet tidak mengslami stress stau
kematian. Betiap pengambilan dari botel kultur plantlet
dicucli pada air mengalir sehinggs tidak ada medium vang
masih menempel. Medium yang masibh menempel pada plantlet
dapat mengakibatkan tumbublnya cendaswan atau bakteri vang
selaniutnya dapat menyverang plantlet. Sterilisasi medium
aklimatisasi sama dengan sterilisasi alat-alat.

Pada percobaan pendahuluan digunaksn dus wmacam me-—
dium, vyaitu pasir steril saja dan campuran pasir dan ta-
nah steril dengan perbandingan 1 : 1. Hal ini bertujuan
untuk mencari medium yang memberikan pengaruh lebih baik
terhadap’ keberhasilen pertumbuhan plantlet pada tahap
aklimatisasi. celama tige minggu pertams tanaman diberi
penyungkup dengan kantung plastik bening, untuk menjags

kelembaban dan disimpan di laboratorium. Setelah
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penyungkup dibuka kemudian dipindahkan ke rumah kaca.
Beberapra bhari kemudian dipindahkan ke medium tansh cam—
pur pupuk kandang dengan pevrbandingsn 1 :@ 1.

Pengamatan untuk induksi tunas pada bulan pertama
dilakukan setliap hari yand bertujuan untuk lebih dapst
mengamati saat pembentukan kalus dan tunas. Pengamatan
selanjutnya dilakuksn setiap minggu. Sedangksn pada in-
duksi akar pengamstan dilakukan setiap hari sampai wminggu
ketigs.

Peubal: wvang diamati selama eksplan dalam  botol
kultur adalah saat terbentuknya kalus, ssaat keluarnys tu-
nas dan akar, Jumlab bunas dan jumlah askar tiap botol
kultur, Pada +tahap sklimatisasi yang diamati adalah

persentase plantlet vang tumbuh.

Rancangan FPercobaan

Percobaan disusun secarsa faktorial dengan wmengguna-
kan Hancangan Acak Lengksp. Pada perlakusn pertunasan
terdiri darl tiga fakbtor, yaltu jenis dan konsentrasi
auksin (NAA/IAAY, jenis sitokinin dan konsentrasi sitoki-
kimin. Masing-masing perlakuan diulang 10 kali (Tabel
Lampiran 2). Model liniernya adalah sebagai berikut

Yijkl =u ok Ay 4 Bj + G+ (AB}ij + (AC) 5 + (BC}jk



Y3 5k1

(AB}ij

(AC) 5

(BC}jk

(ABC}ijk

E; 5x1

pengamatan terhadsp respon tanaman yang mem-—
percleh pengaruh faktor A pada taraf ke-i,
faktor B pada taraf ke-j, faktor C pada ta-
raf ke-k, dan pada ulangan ke-1

rata-rats umum

pengarubh jenis dan  konsentrasi auksin  pada
taraf ke-i, 1 = 1, 2, 3, 4, 5, 86

pengaruh jenis sitokinin pada taraf ke-j,
g=1, 2

pengaruh  konsentrasi sitokinim pada taraf
ke-k, k = 1, 2, 3, 4

pengaruh interaksi faktor A pada taraf ke-i
dan faktor B pada taraf ke-j

pengaruh interaksi faktor A pada taraf ke-i
dan faktor C pada taraf ke-k

pengaruh interaksi fakbor B pada taraf ke~j
dan faktor € pada taraf ke-k

pengaruh interaksi faktor A pads taraf ke-i,
faktor B pada taraf ke-j dan faktor C pada
taraf ke-k

pengaruh galat dalam percobaan perlakuan je-
nis dan konsentrasi auksin taraf ke—-i, Jjenis
sitokinin taraf ke-j, konsentrassi sitokinin

taraf ke-k dan ulangan ke-1
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Sedangkan pada percobaan induksi akar terdiri dari
dua faktor, yaltu medium (MS, MS1/2) dan auksin (NAA).
Zat pengatur tumbuh NAA terdiri dari tigas taraf, yaitu 0,
0.5 dan 1 mg/l serta masing-masing diulang 14 kali

{Tabel Lawmpiran 3). Model liniernvse adalsah sebagai

berikut
Yijk = w4+ Ay 4 By + {&B)ij + By 5k

Yijk = pengamatan tTerhadap respon tanaman Vang
memperoleh pengaruh fakitor medium pada taraf
ke-i, faktor auksin pdda taraf ke~3 dan pada
ulangan ke-k

L = rata-rata umim

Ai = pengaruh faktor wmedium pada taraf ke-i, 1 =
1, 2

Bj = pengaruh faktor auksin pada taraf ke-j, j =
1, 2, 3

(AB)ij = pengaruh interaksi faktor A pada taraf ke-i
dan faktor B pada taraf ke-3j

Eijk = pengaruh galat dalam percobaan perlskusn me-—

dium taraf ke-—i, auksin taraf ke-j dan

ulangan ke-k



HASIL DAN PEMBAHASAN

Keadaan Eksplan

Penggunaan daun sebagal eksplan merupakan salah satu
alternatif untuk perbanyskan tanaman secara in vitrae,
Karena daun yang ditanam pads medium yang diperkaya de-
rigan zat pengatur tumbuh umimnys dapat membentuk tunss
adventif. Steeves dalam Kruse dan Patterson (1873) me-
ngatakan bahwa kultur daun dapat mengalami pertumbuhan
dan diferensiasi pada medium kultur vang diperkaya dengan
zat—-zat mineral sebaik yang dihasilkan oleh daun autotrof.

Menurut Smith dan Nihgtingale (1978} yang melakukan
percobaan pada tanaman Kalanchoe dengan eksplan batang
dan daun serta mengdunakan medium cair den padat, yang
berhasil membentuk plantlet terbaik adalah kultur daun
pada medium padat.

Dari hasil pengamatan secara visual terlihat bahwa
warna eksplan yang semula hijau berangsur-angsur menga-
lami perubshan wmenjadil hijau muda, kuning dan coklat.
Keadaan 1ini terjadil pada sebagian besar eksplan pada
semua perlakuan. Perubahan warna ini disebabkan karena
hilangnya pigmen hijau pada daun. Hal ini sesuai dengan
pendapat George dan Sherrington (1984} yang menyatakan
bahwa ketika sel yvang mengandung Xloroplas dalam tanaman

utuh dipindahkan ke medium nutrisi, maka kloroplas sakan
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milai berdediferensiasi sehingga jumlah pigmen hijau a—
kan berkurang.

Pada umumnya tunas adventif terbentuk pada saat
eksplan masih berwarna hijau. Halaupun demikian padsa
eksplan wvang sudah berwarna coklat ada juga vyang masih
mampl  membentuk  tunas adventif. Bksplan vyang ditanam
vada medium Kontrol tanmpa zat pengatur tumbuh dan  pada
medium  yvang hanya diperkaya dengan auksin saja, umumnhya
pada minggu ketiga sudah berwarnsa coklat,

Tunas yang terbentuk pada percobaan ini termasuk
tunas adventif. Tunas adventif yang terbentuk pada kul-
tur daun berasal dari sel-sel parenkima. Menurut HEsau
{1853, Tbagian mesofil daun disusun oleh sel-sel paren-
kima yang bersifat tetap hidup, mampu membelah diri dan
umurnya berdinding sel primer. Ternyata selanjutnya
diketshui bahwa struktur adventif dibentuk cleh sel-
sel parenkims..

Eksplan ditanam agak tenggelam ke dalam medium
seperti yvang terlihat pads Gambar 5. Hal ini dimsksudkan
agdar teriadil kontsk langsung antara eksplen dengasn medium
sechinggda penyerapan zat-zat mineral dapat terjadi dendan
baik.

Stomata pada daun dapat dijumpal pada kedua sisi
permikaannya. Tetapi umumnye di sisi sebelalh bawah jum~

tah stomata lebih banyak. Cleh karena itu dalam
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meletakkan: eksplan, sebalknya sisi sebelah bawsh daun
dalam posisl bersentuhan langsung dengan medium. Hal ini
dimaksudkan untuk mengurangi laju penguapsan yang terjadi

melalui stomata.

Gambar 5. Cara Meletakkan Eksplan Daun padas Medium

Pembentukan Kalus dan Tunas Adventif

Proses pembentukan tunas adventif terjadl melalui
dua cara, yaitu morfogenesis landsung tanpa pembentukan
kalus terlebih dahulu, dan morfogenesis tak langsung yang
didahului dengan pembentukan kalus. Pada umumnye yang
terjadi adalah morfogenesis:takﬂlangsqng dengan pembentukan
kalus, Keadaan ini juga terlihat dari hasil penelitian
Johnson {(1l978) pada tansuman Gloxinia dan hasil penelitian
Johnson dan Mitchell (1978) pada tanaman Broccoli,

Pembentukan kslus pada awalnya terjadi pada bagian
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jaringan daun bekas potongan. Sebelum membentuk kalus
eksplan tampak mengalami pengembangan. Pada eksplan vang
mengdalami pembentukan kalus terlebih dshulu, tunsas
adventif akan muncul pada permukaan kalus tersebut.
Tunas tersebut tidak hanva dari permukaan sastas daun,
tetapl Juga darl permukasan daun sebelah bawah yang
bersentuhan langsung dengan medium, seperti yang terlihat
pada QGambar 6. Kgadaan ini jugda terlihat pada hasil
penelitian Hennen dan Sheechan (18Y8) pada tanaman

Platycerium stemaria {(Besuvoiz} Desv,

Gambar 6. Pembentukan Tunas Adventif pada Eksplan,
60 Hari Betelal Penanamen
Secara visual terlihat bahwa pada medium kontrol
tanpa zat pengatur tumbuh &an medium yang hanysa diperkaya

dengan auksin, -~ tidak ditemukan adanya pembentukan
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kalus maupun tunas adventif. Dengan demikian pada semua
perlakuan tanpsa sitokinin, eksplan tidak dapat- membentuk
kalus maupun tunas adventif. Dari hasil tersebut terlihat
bahwa penambahan sitokinin sangat berpengaruh terhadap
pembentukan tunas. Hal inil sesual dengan pendapsat Thorpe
{1981}, wvang menyvatakan bahwa tunas dapat terbentuk pada
medium kultur y#ng diperkaya dengan sitokinin.

Pada medium yvang diperkaya dengan sitokinin maupun
kombinasi sitokinin den auksin pada umumnys membentuk
kalus. Walaupun demikian dari hasil analisis sidik ragam
terlihat bahwa jenis dan konsentrasi sitokinin maupun
auksin yvang ditambahkan ke dalam medium tidak memberiksan
pengaruh yang nyata terhasdap kecepatan induksi kalus
{Tabel Lampiran 4)}. Pengaruh berbagail kombinasi perlaku-
an sitokinin dan suksin terhadap ratas-rata kecepatan
induksi kalus disajikan pada Tabel 1. Pada medium yang
harniya diperkaya dengan kinetin (7 mg/l} induksi kalus
cenderung paling cepat terjadi, yaitu pada saat kultur
berumur 13.55 hari.

Pembentukan tunas adventif umumnya mulail terjadi
pads mingdgu ketiga setelah penanawman. Dari hasil anali-
sis sidik ragam pada Tabel Lawmpiraen b, terlihat bahwa
interaksl antara jenis dan konsentrasi sitokinin maupun
suksin tidak memberikan pengaruh vang nyata terhadap

kecepatan induksi tunas. Tetapi interaksi antara jenis
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Berbagal Kombinasi Perlakuan Sitokinin

Rata~rata Kecepatan Induksi Kalus padsa
dan Auksin

Tabel 1.

Auksasin

Sitokinin

Kecepatan Induksi Kalus

1AA

NAA

BAP Kinetin

Lhari . oo,

.mg/1. ...
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dan konsentrasi auksin dengan jenis sitokinin memberikan
hasil yang berbeda nyata terhadap kecepatan induksi
tunas. Pengujian secara statistik menurut uji Duncan me-
ngenali pendarulh tersebut dapat dilihat pada Tabel 2.

Dari Tabel 2 terlihat bahwa induksi tunas yang pa-
ling cepat terjadi adalah pada medium vang diperkava
dengan BAP tanpsa penambshan asuksin, yvaitu saat kultur
berumur 19.902 hari. Hasil dari perlsaskusn ini berbeda

Tabel 2. Pengaruh Intersksi antara Jenis dan Kon-

gentrasi Auksin dengan Jenis Sitokinin
terhadap Kecepatan Induksi Tunas

Auksin
Sitokinin Kecepatan Induksi Tunas
NAA TAA

mg/sl ... Heri ........
BAP 0.0 - 19.902%
BAP 0.5 - 57,279
BAP 1.0 - 24.114P
BAP - 0.0 43.6207
BAP - 0.5 51.4370
BAP - 1.0 53.871P
Kinetin 0.0 - 57.279P
Kinetin 0.5 - 53.193P
Kinetin 1.0 - 32.875°
Kinetin - 0.0 85.889P
Kinetin - 0.5 64.525P
Kinetin - 1.0 35. 244P

Keterangan: Angka-angka yang diikuti huruf yang sama
menun jukkan tidak berbeda nyata menurut
wji Duncan pada taraf 0.05b
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nyata dengan perlakuan—perlakuan lainnva. Peuwbentukan
tunas yang cenderung paling lama ditemuksn pade medium
vang diperkaya dengan kinetin tanpa auksin, yaitu pada
saat kultur berumur 85.889 hari. Secara keseluruhan ter-—
lihat Dbahwa dalam menginduksi tunas BAP 1lebih efektif
daripada kinetin. Untuk kelompok auksin NHAA lebih cepat
menginduksi tunas daripadsa IAA.

Tanaman mempunyai dua fase pertumbuhan, vaitu faze
pembelahan sel dan fase pembesaran sel. Pada fase pembe-~
lahan sel zat pengatur tumbuh sitokinin lebih berperan.
Sedangkan auksin dapat menstimalir sel pada saat mengsala-
mi pembesaran. Kedua zat pengatur tumbuh ini  terbukti
berperan dalam menunjang pertumbubhan jaringan apabils di-
gunakan pada kombinasi Jjenis zat tumbuh dan konzentrasi
zat pengatur tumbuh yang tepat (Wareing dan Philips,
19813},

Pada medium untuk pertunasan ternyata ada beberapa

ekaplan yang telsh membentuk akar.

Jumliah Tunas

Pada minggu kedua pengaruh intersksi antara perlaku-
an sitokinin dan auksin terhadap pertumbuhan atau Jumlah
tunas adventif belum menunjukkan hasil vang nvata (Tabel
Lampiran 8}, Interaksi tersebut baru menunjukkan penga-—
rith  yang sangabt nyata (P=0.01) pada minggu ketiga, dan

keadasn ini berlangsung terus sampai akhir pengamatan
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rada minggu kedelapan (Tabel Lawpiran 7 sampal 12).
Pengujian statistik dengan uji Duncan terhadap pengaruh
interaksi perlakuan antars sitokinin dan auksin terhadap
jumlah tunas pada minggu ketiga, keenam dan kedelapan
digajikan pada Tabel 3.

Tabel 3 menunjukken bshwa rata—rata Jjumlabh tunsas
sdventif yvang dihasilken eksplan pada umumnya tidek ber-
beda nyata dengan perlakuan lainnya. Pada minggu ketiga
jumlah tunas adventif yang banyak berturut-turut dihasil-
kan pada medium dengan BAP 1 mg/1 + HAA 0.5 mg/l =ebanyak
5.50, medium dengan BAP b wmg/1 + MAA 1 nmg/l sebanysk 6.33
dan medium dengan BAP 1 mg/1 + MNMAA 1 mg/l sebanyak 5.70.
Ketiga perlakusn berbeda nyata dengan perlakuan-perlakuan
lainnya.

Setelah minggu keenam, kecenderungen Jjumlah tunas
adventif yvang banyak tetap dihassilkan pada tiga perlakusan
medium seperti yang terjadi pada minggu ketiga. Jumlah
tunas adventif yang banyak berturut-turut dicapai pada
medium dengan BAP b5 mg/1 + NAA 1 nmg/l sebanyak 18,50,
pads medium dengdan BAP 1 mg/1 + NAA 1 mg/l sebanyak 18.30
dan pada medium dengan BAP 1 mg/1 + NAA 0.5 mg/} sebanysak
14.10.

Fada minggu kedelapan peningkatan jumlah btunas ad-
ventif pada medium BAP 1 mg/l + NAA 1 mg/l terjadi sangat

cepat sehingga cenderung wmencapail Jumlah tunas  yang



46

Tabel 3. Rata-rata Jumlah Tunas pada Berbagai
Medium Tumbuh dengsn Feneambahan Si-—
tokinin dan Auksin

Sitokinin Auksin Umur {minggu)
RAP Kinetin NAR IRA 3 & a
............ 12 1 rs--- jumlah tunes .....
i - - ¢, Z.44b¢c 8.00cd 14.13d
3 - - 4.0 .00z 0,338 {.33zb
5 - - 0.0 {t.34ab 3.38abed 5.33ab
7 - - 8.0 . 00a 0.00z {.17ab
- i - G.0 {.00a (,88a 2.50ab
- 3 - 0.¢ ¢. 00z {,33: 0. 30ab
- 3 - G,Q 0.00a 0,00z 1.00ab
- 7 - 0.0 0, 00a {.00a .00
1 - - 0,5 G.20abc 4, 20abcd 9.33bc
3 - - Q.5 ¢.17a {,535a {.80ab
o - - 0.5 (. 33ab 2.42abcd 5.50ahb
7 - - 0.3 0.00a 0.00a 0,20ab
- 1 - 0,3 4.00a 1.17ab 1.17ab
- K - 0.5 0.00a 2.83abcd 3.00ah
- 5 - 0.3 G, 00z 0.33za 3.00ab
- 7 - 0.5 0.00a 0. Q00a .00z
i - - 1.0 {.80abc 5.20ahcd 9.1%tabc
3 - - 1.0 {.08a 0.83a 1.30ab
5 - - 1.0 .09z 5.44abcd 5.22ah
7 - - 1.¢ {4,002 ¢.18a {.40ah
- 1 - 1.0 .11z 1.13ab 2.25ab
- 3 - 1.0 0. 00a 1.00ab 1.00zb
- 3 - 1.0 {.00a 1.14zh 4.40ahb
- 7 - 1.0 {.00a G.00a Q.40
1 - Q.40 - {.44abc 5.13abcd 7.14ahbc
3 - 0. ¢ - . ¢0a ¢, {40a 0,002
3 - a,¢ - 0.46abc 8.75d &6.00abe
7 - 0. ¢ - 0. 00a . 40a 0. 00z
- 1 4.0 - 4. 00a {.25a S.30ahb
- 3 .0 - {0, 00a 0.00a {.00a
- 3 0.0 - 0.400a 0.00a .00z
- 7 4,0 - {.00a 7.46bcd 5.00a
i - 0.5 - 6.504d 14.10e 17.20de
3 - 4.5 - 0.00a 4,443bcd 46.88abc
5 - 0.5 - 2.55¢C 4.13abcd 9.7iabc
7 - 4.5 - Q. a0a ¢.00a .00z
- 1 0.3 - 0.002 .50a {0.50a
- 3 ¢.5 - 1.70abc 3.30abcd 4.40ab
- = 0.5 - i.00abc 3.58abcd 4,38ab
- 7 0.5 - ¢.00a Z.0Q00ahbhc 3,00ab
i - 1.0 - 5.704 18.30e 24,.33e
3 - 1.0 - 1.40abc 2.463abcd . 3.86ab
5 - 1.4 - 6.334d 18.50e 18.33de
7 - i.0 - 0. 00a 0. 00a G.0Ga
- i 1.6 - G.20a 0.30a 1.90Gab
- 3 1.¢ - 2.00abc 4,75abcd a.30ab
- S 1.0 - 0. 00a 0.38a 2.71ab
- 7 1.0 - G, 003 ¢.00a G.87ab

Keterangan: Angka-angka yang diikuti huruf yang sama dalam kolonm
menun jukkan tidak berbeda nyata menurut uji Duncan
pads taraf €.03
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paling banyak, yaitu 24.33. Keadaan tunas adventif wyang
terbentuk pada medium &&ng diperkaysa dengan BAP 1 mg/1
dan auksin, balk NAA maupun IAA pada berbagai konsentrasi

dapat dilihat pads Gambar 7.

.0 mg/1

0.5 mg/1

1 mg/1

NAA IAA

Gambar 7. Plantlet pada Medium yang Diperkaya
dengan BAP 1 mg/1 + Auksin (NAA, IAA)
pada Umur 2 Bulan
Perlakuan-perlakuan lain vang Jugs membentuk tunsas
adventif dalam Jumlsh banyak adalah pada medium RAP

5 mg/1 + MAA 1 mg/1l yaitu 18.33, pada medium BAP 1 mg/1 +

HAA 0.5 mg/l yaitu 17.20 serta pada medium BAP 1 wmg/l
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tanpa auksin yaitu 14.13. Dari hasil tersebutr terlihst
bahwa perlakuan dengan BAP tetap memberikan jumlah tunas
adventif yang lebih banyak bila dibandingkan pade medium
vang diperksya dengasn kinetin.

Setelah kultur berumur delapan minggu ternyata ada
eksplan yang belum wmembentuk tunas adventif, dan ini
umuamnys terjadi pada medium yang diperkaya dengan kinetin.
Keadaan 1ini sesual dengean hasil penelitian Rao, Handro
dan Harada (1973) terhadap tanaman Petunia Inflata dan
Petunia hybrida yang menysatakan bahwa kinetin werupskan
golongan sitokinin yang sktifitasnya lebih lemah dari BAP.

Secara keseluruhan dari hasil yang +terteras pada
Tabel 3 terlihat bahwa semus eksplan yang ditanam padsa
medium yang diberi sitokinin tanpa penambshan sauksin,
cenderung menghasilkan tunas adventif vang lebih sedikit
bila dibandingkan dengan jumlah tunas adventif vang diha-—
silkan pada medium dengan penambahan sitokinin dan asuksin.
Hal ini jelass menunjukkan bahwa pembentukan tunas membu—
tuhkan keseimbangan antara sitokinin dan auksin. Keadaan
ini sesuail dengan pendspat Skoog dan Miller (1857), yang
menyatakan bahwa proses diferensiasi dasn orgsnogenesis
dalam kultur jJaringan dikontrol oleh interaksi antars
konsentrasi sitokinin dan auksin. Sejalan dengan hal
tersebut, Bkirvin dalam Conder (1981} Jjuga wmwendetsakan

bahwa proliferasi tunas membutuhken adanya auksin dan
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sitokinin, tetapl dalam subkultur sitcokinin saja sering
lebih baik hasilnya.

Bila dilihat dari empat konsentrasi,BAP'yang diguna—
kan sebagal perlakuan yang dikombinasikan dengan auksin,
Jumlah tunas adventif yang dihasilkan selalu menunjukken
pola yvang sama. Jumlah tunas terbanyak selalu dihssilkean
pada penggunaan BAP 1 mg/l, kemudian diikuti pada penggu-
naan BAP 5 wmg/1, BAP 3 mg/l dan vang terakhir pada
penggunasn BAP 7 mg/l. Peningkatan konsentrasi ternyata
tidak selalu meningkatkan jumlash tunas adventif yang
terbentuk, tetapl cenderung berfluktuasi.

Pada minggdu kedelapan mulai ditemukan adanya gejals
vitrifikasi pada beberapa plantlet. Gejala tersebut
tampak dengan adanya perubshan warna plantlet dari hijau
menjadi kekuningan atau kecoklatan. Hal ini diduga dise-—
babkan karena adanya senyawa etilen di dalam botol kultur.
Keadasn ini sesual dengan hasil penelitiasn Dalton dan
Street (18Y6) dalam George dan Sherrington (1984} yang
menyatakan bahwa sintesis klorofil dan perkembangan klo-

roplas dihambat dengan adanya etilen.

Fembentukan Alar

Pemindahan tunas ke medium perskaran tidak selalu
harus dilakukan, karena tanpa pemindshan ke medium pera-
karan ternyata ada vyang telah mampu membentuk akar.

Tetapli pada beberapsa tunas yang terbentuk pada medium
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pertunasan tidask sedikit yang harus dipindshkasn dahulu ke
medium perakaran sebelum akhirnys dipindahken ke tanah.

Untuk pembentukan skar menurut Ben-Jaacov dan Dax
(1981), garam M5 sering dipakai pada setengah konsentrasi.
Pengurangan garam MS menjadi setengah bahkan sampai se—
perempat Ronsentrasi dilakukan terutama untuk tashap per-—
akaran (Bkirvin, Chu dan Gomez, 1981). Pada penelitian ini
ternyata tunas adventif yvang dipindahkan pada semus per—
lakuan medium perskeran uminnys dapat membentuk akar,
baik pada medium MS maupun MS51/2, dengan atau tanps pe-
nambahan zat pengatur tumbuh auksin (NAA). Keadaan ini
sesuail dengan penelitian Mariska, Gati dan Sukmadjaja
(1988) terhadap tanamsn Geranium dengan sksplan tangkai
daun dan mata tunas yang menunjukkan bahwa akar dapat
terbentuk baik pada medium MS maupun MS1/2 dengan atau
tanpa penambshan zat pengatur tumbuh auksin (IAA}. Hal
ini didugda karena adanya auksin endogen yang terdapat pa-—
da tunas yang dapat menginduksi perakaran tanpa perlu di-
tambahkannya suksin ke dalam medium pertumbuhan.

Dari hasil analisis sidik ragam pada Tabel Lampiran
13 terlihat bshwa terdapat pengaruh yang nyata dari
perlakuan medium MS terhadap kecepatan induksi akar. De-—
mikian pula terdapat pengaruh yang nyata dari konsentrasi
NAA yang dipakail terhadap kecepatan induksi akar. Pengu-

Jian secara statistik menurut uji Duncan mengenai



Tabel 4. Pengaruh Medium MS terhadap Kecepstan
Induksi Akar

Medium Kecepatan Induksi Akar
{hari)
M5 7.3638%
MS1,/2 10.0100°

Keterangan: Angka yang diikuiil huruf yang sama menun juk-
kan tidak berbeda nyata menurut uji Duncan
pada taraf 0,05
pengaruh perlakuan medium MS terhadap kecepatan induksi
akar dapat dilihat pada Tabel 4. Pada Tabel 4 terlihat
bahwa pada medium M3 pembentukan akar lebih cepat terjadi
bila dibandingkan pads medium MS51/2. Selama pada medium
perakaran, secara visual terlihat bahwa perkembangan tu-
nas yang terjadi antsra dua perlakusn medium menun jukkan
perbedaan. Pada medium MS umumnva perkembangan tunas
adventif lebih baik. Tetapi sebaliknya pada medium MS1/2
perkembangan tunas adventif terhawbat. Pengurangan kon-
sentrasi gdaram MS ternysta memberikan hasil yang berbeda
terhadap plantlet, karena jumlah mineral vyang tersedia
lebih sedikit. Pada minggu ketiga daun—-daun vang terben-
tuk menjadi berwarna kekuningan. Hal ini disebabkan
karena berkurangnya unsur N vyang sangat berpengaruh
terhadap pertumbuhan daun (Prawiranata, Harran dan

Tiondronegoro, 1981). Kesadsan plantlet terzebut skan



berpengaruh pada perkembangan selanjutnya, wvaitu pada
saat aklimatisasi.

Dalam kultur jaringan unsur N tersedia dalam bentuk
NOB" dan NH4+ (George dan Sherrington, 1984). Dalam wme-
dium Murashige dan Bkoog (1862}, NH4+ selain berfungsi
mensintesis. sitokinin endogen, juga dapat meningkatkean
absorbsil unsur lain seperti P, K, Ca, Mg dan 5.

Pengujian secara statistik menurut uji Duncan wmenge-—
nal pengaruh konsentrasi MAA terhadap kecepatan induksi
akar disajikan pada Tabel 5. Dari tiga konsentrasi NAA
vang diujikan, yang mempunyal kemsmpuan membentuk akar

Tabel 5., Pengaruh Konsentrasi NAA terhadap
Kecepatan Induksi Akar

NAA Kecepatan Induksi Akar
{(mg/1} {(hari)
0.0 9.0992"
0.5 7.1736%
1.0 9.5989"

Keterangan: Angka-angks yang diikuti huruf vang sawmsa
menun jukkan tidak berbeda nyata menurut uji
Puncan padsa taraf .05
paling cepat adalah konsentrasi 0.5 mg/l vang berbeda
nyvata dengan perlakuan konsentrasi 0.0 dan 1 mg/l.
Antara kedua perlskuan tersebut, yaitu medium tanpas =zat

rengatur  tumbuh  dengan perlakuan NAA 1 mg/l kecepatan

induksi akarnyas +tidak berbeda nyata. Konsentrasi NAA
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0.5 mg/l yang ditambashkan dalsm medium pembentukan akar
merupakan batas optimum dalam menginduksi skar, sehingga
peningkatan konsetrasi vang lebih tinggil memberikan hasil

vang semakin menurun.

Jumlah Akar

Dari hasil analisis sidik ragam padsa Tabel Lampiran
14, 15 dan 18 terlihat bahwa seisk mihggu pertama sampai
pengamatan  terskhir pada wminggu ketiga terdapat pengaruh
vang nyata dari interaksi antara perlakuan medium dengan
konsentrasi NAA terhadap jumlah akar vyang terbentuk.
Hasil penguijian statistik dengan ujil Duncan mengensi pe-—
ngaruh intersksi antara perlakuan medium dengan konsen-—
trasli NAA terhadap Jjumlah akar yang terbentuk dsapsat
dilihat pada Tabel 8.

FPada minggu pertamsa tunas adventif yang ditanam pada
medium M51/2 dengan penambahan NAA 1 mg/l telsh membentuk
akar dendan Jumlah rats-rata yang paling banyak, yaitu
8.50, serta berbeda nyata dengdan semua perlakuan lainnva.
Tetapl rada minggu kedua tunas adventif vang ditanam pa-
da medium MS dengan penambahan NAA 0.5 mg/l, pertambshan
jumlah akarnya cenderung meningkat dengan cepat walaupun
dari pengujian secars statistik tidak berbeda nyats de-
ngan  jumlah akar pada medium MS1/2 tanpa penambahsan HAA
dan medium M51/2 + NAA 1 wg/1l. Peningkatan tersebut

semakin Jelas padsa wminggu ketigsa, dimana akar yvang



Tabel 6. PBRata-rata Jumlah Akar pads Medium MS dsn
M81,/2 vang Diperkaya dengan HAA

Med 3ur MAA Minggu ke-
{mg /1)
1 2 3

........ Jumlah gkar e e
MS 0.0 0.21% 5,43 .g3%
M5 0.5 0.71% 31,298 55,078
M3 1.0 9. 43% 7.84P 15, 7%
MS1,/2 0.0 5. 38" 26, 43% 38,007
M31,2 0.5 0. 79% 8.71% 10.71°
M51 /2 1.0 . 50% 74, 148 34.54P

Keberangan: Angks-angke vang diikubti huruf vang ssus
dalam kolom wenunjukkan tidak berbeda nyata
menurut uil Duncan padas taraf 0,05

terbentuk pada medium MS + NAA 0.5 mg/l mewmpunyai Jjumliah
akar paling banyak, yaitu 55.07. Keadasn pertassbahsn
Jumlah akar pada Liga winggu pengamatan dapat dilihat
pada Gambar 8., Dari gambar tersebut jelas terlihsat bahwa
Jumlah akar Yyang terbentuk pada wmedium MS + NAA 0.5
wg /1 mengalaml peningkatan yang sandat pesat.

Tunas adventif yang ditanam pada medium MS maupun
M31/2 vyeng diperkaya dengasn NAA pada bagian dasar
tunasnya terbentuk kalus. Besarnyas Ralus vang terbentuk

e Jukkan respon vangd searah dengan semakin
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Gambar 8.

Minsau

M5 + NAA 0.0 mg/l
M5 + NAA O.5 mg/1
MS + NAA 1.0 mg/1
M51/2 + MAA 0.0 mg/l
M51/2 + NAA 0.5 mg/1
M51/2 + NAA 1.0 mg/1

Grafik Pengaruh Interaksi antaras Perlaku-
an Medium dengan Konsentrasi NAA terhadap
Rata-rata Jumlsh Akar
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meningkatnya kongentrasi NAA. Pada medium kontrol tidak
ditemukan adanva pembentukan kalus (Gambar 93.

Keadaan akar yang terbentuk pada medium M5 maupun
MS1/2 wvang dikombinasikan dengan tiga konsentrasi NAA (Q,
0.5 dan 1 ng/l}) pada umur tiga wminggu setelah penansamean

dapat dilihat pada Gambar 9.

e

. -

e

i
S
S

M5

MS51/2

NAA NAA NAA
(0.0 mg/1) (0.5 mg/1) (1.0 mg/1)

Gambar 9. Keadasan Plantlet Umur 3 Minggu setelah
Penanaman pada Medium Peraksran



Pada medium MS yang diperkaya dengan NAA 0.5 mg/l,
walaupun Jjumlah akar yang terbentuk banyak tetapi shkarnya
keeil-kecll dan halus, serta pemanjangan akar iterhambat.
Bila dibandingksan dengan keasdaan akar vang terbentuk pada
medium M5 tanpa penambshan NAA terlihat bahwa walaupun
Jumliah akar yang terbentuk tidak terlalu banyak, tetapil
akar tampak lebih kuat, penampang wmelintasngnya lebih
besar, dan pemanjangan akarnys tidak terhambat.

Pada Tabel 6 terlihat bahwa Jjumlah askar pada wedium
MS dan M3 + NAA 1 mg/l tidak berbeda nyata pada minggu
ketiga., Tetapi dari Gambar 9 terlihat bahwa keadaan akar
vang terbentuk pasda medium M5 tanpa penambshan NAA lebih
baik dari akar yang terbentuk pads wmedium MS + HAA 1 mg/1.
Hazil tersebut berlawanan dengan hasil vang dicapail diasn-
tara perlakuan medium MS1/2 yang dikombinasikan dengan
tiga konsentrasi NAA. Keadasn skar yvang baik terbentuk
rada medium M51/2 + HAA 0.5 wmg/l. Sedangksn pada medium
M51/2 + NAA 1 mg/l skar yang terbentuk kecil-kecil dan
halus. Daril hasil tersebut terlihat adanyva intersksi an-
tara medium dengan konsentrasi NAA. Pada medium MS1/2
vang Jumlash wmineralnya telah dikurangi, penambahan NAA
0.8 mg/l masih memberikan pengaruh yang baik terhadap

rembentukan akar.



Pada Gambar 9 secara keseluruhan dapat dilihat bahwa
pertumbuhan tunas maupun akar padsas medium ﬂS + NAA 1 mg/1
sangat terhambat. Sedangkan tunas adventif yang dipin-
dahkan padas medium MS tanpa penambahan auksin pertumbuhan
tunas maupun akarnya terlihat baik.

Menurut Lineberger (1983}, NAA mempunyal pengaruh
vang baik terhadap peraskaran. Bila dibandingkan dengan
hasil penelitian. Mariska, Gati dan Sukmadjaja (1988),
terlihat bahwa pemakalan JAA tidak sampai wmenghasilken
akar &ang kecil-kecil dan halus seperti pada percobasn
ini yang wmemakai NAA. Hal ini diduga kerena sktifitas
NAA 1lebih kuat bila dibandingkan dengan TAA.

Terlihat bshwa pengdaruh HNAA terlalu kust dalam
menginduksi perakaran terhadap tanaman Pelarganium,
Pemakaian NAA memacu induksi akar, tetapi menekan pertum-
buhan, dalam hal ini pemanjangan masing-masing skar yang
terbentuk.

Dari hasil secara keseluruhan terlihat bahwa dalam
mencari konsentrasi yang tepst dalam mempengaruhi pertum-—
buhan akar tidak hanya dilihat dari kemampuannya memben-
tuk sakar dalam jumlah banyak, tetapi juga harus dilihat
keadaan akar yang terbentuk sehingga pada saat sksn di-
pindahkan untuk aklimatisasi akar-akar tersebut dapat

menun jang pertumbuhan plantiet.



Aklimatisasi

Keberhasilan plantlet yang hidup di pot satau pada
tahap sklimatisasi sasngat dipengaruhi medium  kultur.
Persentase Lkeberhasilan plantliset karena pengaruh medium
kultur dapat dilihat pada Tabel 7.

Persentase keberhasilan plantlet dari medium M5 pada
rercobaan pendabuluan yang ditansm pada medium pasir
steril adslah 93.3 %. BSedangksn plantlet vyang ditanam
pada medium campuran pasir dan tanabh steril keberhasilan-
nya mencapal 84.3 %.

Plantlet vyang terlebih dabmiu mengalami perlskuan
medium perakaran, pada saat aklimatisasi menun jukkan
hasil yang berbeda antara perlakuan medium MS dan MS1,/2.

Tabel 7. Pengarubh Medium Kultur terhadsp Keberha-
silan Pertumbuhan Plantlet dalam Pot %}

Jumliah Plantiet - Jumlah Flantlet Keberhasilan
fisal Hediuvm  yang Bipindahkan yang Tusbub 1%}
A B i B & B
Fendahuluan :
#5 i1s i5 ig g 73.3 £4.3
Perakaran :
ME 18 - 17 - 24.4 -
ME1/2 i8 - ] - G.¢ -
¥£)IN5172 g - 2 - 22,32 -
Keterangan : A : medium pasir steril

B pmedium pasir 4+ tansh steril (1:13
*)  pemindahan usur 3 winggu
3} @ pemindshan umur 5 minggu
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Persentase keberhasilan pada plantlet yang wmengalami
medium perakaran dengan medium dasar MS yvang dikombinasi-
kan dengan zat pendatur tumbuh NAA mencapai 94.4 %. Dari
tiga konsentrasi NAA yang diujikan, pertumbuhan yang
terbaik dicapai oleh plantlet yang berasal dari medium MS
tanpa penambahan NAA, kemudien diikuti oleh plantlet yvang
bherasal dari medium MS + NAA 0.5 wmg/l, dan yang terakhir
adalah plantlet yang berasal dari medium MS + NAA 1 mg/l
{(Gambar 10}. Sedangkan yvang menggunakan medium MS51/2 pa-
da saat aklimatisasi semuanys mengalaml kematian pada
umur dua nminggu setelah penananan, Setelah dilsakuksn

pengulangan terhadap plantlet yang berassl dari mediun

Gambar 10. Plantlet pada Medium Pasir, Umur
8 Minggu setelah Penanamen
A. Dari Medium M5, B. Dari Medium MS +
NAA 0.5 mg/1, C. Dari Medium MS + NAA
1 mg/l
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M31/2, dengan waktu pemindshan enam ninggu setelah pena-
naman Keberhasilannya hanys mencapail 22.22 %, yalitu pada
plantlet dari medium MB1/2 yvang diperkaya dendgan NAA 0.5
mg /1 {(Gambar 11}. Dengan keadassn tersebut terlihat bahwa
plantlet yvang berasal dari medium MS1/2 dengan atsu tanpa
penambahan  NAA, walaupun dipindahkan pada umur yang
berbeda, yaitu tiga dan enam minggu keberhasiiamnya tetap
sangat keecil.

Kematian plantlet umumnya didabuluil dengan proses
kebusukan yang dissbabkan karena kelembaban lingkungan
vang terlalu tinggi. Pada medium campuran pasir dan
tanalh steril kelembsbannya lebih tinggi bila dibanding-

kann dengan keadaan pada medium pasir steril saja.

Gambar 11. Plantlet dari Medium MS1/2 + NAA
0.2 mg/1 pada Saat Dipindahksan
{setelah 6 Minggu dalam Kultur)
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Tingginyva kelembaban yang mempengaruhi keadsan tersebut
disebabkan karena adanya tanah yang mempunyail sifat me-—
nyimpan air. Sehingga pada sast ditutup dengsn penvyung-—
kup plastik kelembsbannya semskin meningket dan kejenuhan
akan uap alr lebih cepat terjadi. Readasen ini dapst d4i-
lihat dari uap air pada penyvungkup plastik. Pada medium
pasir dan tenah steril kejenuhan uap air sudah tampsk pa-
da hari ketigs setelah penaneman, sehingga harus dilaku-
kan pelubsngan pada penyvungkup. BSedandkan pada medium
pasir steril pelubangan pada penyungkup baru dilakukan
satu minggu setelah penanaman. Hal ini disebabkan karensa
kelembaban lingkungan yang lebih rendah sehingga untuk
mencapal kejenuhan uwep air diperlukan waktu vang lebih
lamea.

Setelah lingkungan 4di dsalam penyungkup tampsk lembab,
atau sudah mencapai btingkat kejenuhan, plastik penyungkup
dilubangi. Hal ini dimaksudksn untuk sedikit demi sedi-
dikit mengurangi kelembaban sehingga pada saat penyungkup
dibuka plantlet tidak mengalami perubahan lingkungsn yang
terlalu ekstrim. Walaupun demikisn setelah penvungkup
dibuka, tidak bisa dipindashkan langsung ke rumah Lkaca.
Hal ini untuk mencegseh kematiasn plantlet karena perbedaan
suhu rusng yang tinggi. Kegagalan tanaman hasil kultur

Jaringdan untuk tumbuh, lebih sering disebasbkan karena
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hilangnya air dalam jumlah besar, segera setelah tanamsan
dipindahkan ke lapangan {(Hughes, 1881)}.

Setelsh dipindahkan ke rumah kaca beberapa hari ke-
midian plantliet dipindahkan ke medium campuran tanah dan
pupuk kandang dengen perbandingan 1:1. Perubshan kesu-
buran plantlet yang teramati setelah dipindabhkan ke me-—
dium tersebut menunjukkan bashwa penawbahan sumber makanan
sangat dibutuhkan.

Dari proses-proses yang berjadi, terlihat bahwa
tahap aklimastisasi merupakan tahap penyesusaian tansaman
dengan lingkungan luar vyang terbuks setelah tumbuh

beberapa wakiu pada lingkungan vang terkendali.



KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Pada saat kultur berumur 8 minggu, tunas adventif
vang terbentuk paling banyvak mencapai jumlah 24.33
ditemukan pada interaksi antara sitokinin dan auksin,
vaitu BAP 1 mg/1 + NAA 1 mg/l.

Kinetin kurangd efektif dibandingkan dengan BAP da-
lam mempengaruhi jumlah tunas adventif vang terbentuk.
Penggunaan BAP pada konsentrasi 1 mg/l cenderung sudsh
cukup merangsang pembentukan tunas adventif. Peningkat-
an konsentrasi sitokinin, baik kinetin maupun BAP sampai
7T mg/l tidak searah dengan peningkatan jumlah tunas
adventif yang terbentuk.

Perakaran terjadi dengasn baik bila tunas adventif
dikulturkan dalam medium M3 tanps penambshan zat pengatur
tumbuh.

Diantara dua medium MS dan MS1/2, keberhasilan per-
tumbuhan plantlet yvang tinggi pads tzhap sklimstisesi di-

dapat dari medium MS.

Saran
Pada penelitisn lebih lanjut, untuk mendapatkan
tunas adventif dalam jumlah banyak dengan eksplan' daun
Felargonium graveolens L’'Her., make konsentrasi BAP vyang

diujikan kisarannya diperkecil dari 0.5 sampai 2 mg/1.



Karena tunas adventif yand terbentuk sangat banyak
serta pertumbuhannys ada yang terdapat dalam medium, maks
untuk lebih memudahkan penghitungan tunas advenfif terse—
but serta untuk mendapatkan tingkat ketelitian yang lebih
tinggi, disarankan untuk menggunakan medium adar vang
iebih bening seperti gelrite.

Perlu dicoba proses pembentukan akar di luar botol
dengan merendam tunas yang terbentuk secara in vitro da—
lam larutan yang dapat wmerangsang perakaran untuk memper—
pendek masa kultur aseptik serta memudshkan proses akli-

matisasi.
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Tabel Lampiran 1. Komposisi Medium Mursshigde-
Skoog (1962) vang Telah Di-

72

modifikasi
Unsur Makro mg/1
HE 4NOg 1 850
KNOg 1 900
CaClg. 2H0 440
MgS0,. 7THoO 370
KH,PO, 170
Unsur Mikro wg /1
KI 0.85
H4BO4 8.2
M50, . 4H50 22.3
InS0,. THyO 8.8
NasMoO,. 28,0 0.25
CuB0y,. 5Ho0 0.025
CoClg. BHu0 0.025
Fe-Versenate (EDTA) 43
Vitamin mg /1
Incsitol 100
Asam nikotinat 0.5
Piridoksin-HC1 0.5
Thiamin~HC1 0.1
Zat Pengatur Tumbuh © mg /1
bitokinin (kinetin, BAP) 0, 1, 3, B, 7
Auksin (NAA, IAA) 0, 0.5, 1
sukrosa 30 000
Agar 7 500

I« disesuaikan dengan perlakuan; Sumber @ Thorpe, T. A.

(1981}



Tabel Lampiran 2.
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Kombinasi perlakuan Sitokinin
dan Auksin pada Medium Pertunasan

AU KSIH
NAA (mg/1) {(a) IAA (mg/1) {(b)
4] 0.5 1 0O 0.5 1
S {mg/1)
K
I O - - - - - -
N K
N n (mg/1}
t (B}
o




Tabel Lampiran 3.

Perlakuan Medium Perskaran

T4

MEDTIUM
MS Ms1/2
* Auksin Auksin
0.5 1 o 0.5

10

11

12

13

14

konsentrasi auksin dalsam g/l



Tabel Lampiran 4. Sidik Ragam Kecepatan Induksi

Kelus
Sumber Keragaman db JK KT F-hit
Jenis & Konsentrasi 5 0.018 0.003 0.98
Auksin {(Ja;
Jenis Sitokinin (Js) 1 0.001 0.001 0.32
Ja x Js . 5 0.021 0. 004 1.30
Konsentrasi Sitckinin (Ks) 3 G. 018 0. 0086 1.79
Jaox Ks 15 0.064 0.004 1.31
Js x Ks 3 0.012 0.004 1.24
Ja x Js x Ks 14 0. 045 0. 003 0.97
Galat 280 0.919 0.003
Total 3286 1.098
Tabel Lampiran 5. Sidik Ragam Kecepatan Induksi
Tunas
Sumber Keragawan db JK KT F-hit
Jenig & Konsentrasi 5 0.033 G.008 2.28%
Auksin (Jaj
Jenis Sitokinin (Js) 1 0.015 0.015 4. 42"
Ja x Js 5  0.045  0.009 2.68%"
Kongentrasi sitokinin (Ks}) 3 0.038 0.013 3.74%
Ja x K= 15 0. 048 Q. 003 0.94
Js x Ks 3 0.03¢ ©0.011  3.39%
Ja x Js x Ks 14 0,024 0.002 0. 48
Galat 259 0.877 0.003
Total 305 1.119
*

Berbeda nyata pada taraf 0.05
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Tabel Lampiran 8. §Sidik Ragam Jumlah Tunas
rada Minggu Kedua
Bumber Keragaman db JK KT F-hit
Jenis & Konsentrasi 5] 0. 357 0.071 0.83
Auksin {(Ja}
Jenis Sitokinin (Js) 1 0.162  0.1862 1.89
Ja x Js 5 0.374  0.075 0.87
Keonsentrasi Sitokinin (Ks) 3 G. 185 ¢. 055 0.64
Ja % Ks 15 1.281  0.085 1.00
Js x Ks 3 0.185  ©0.055 0.64
Ja x Js x Ks 15 1.243 0. 083 0.97
Galat 480  41.100 0.088
Total 527  44.847
Tabel Lampiran 7. Sidik Ragam Jumlah Tunasg
pada Minggu Ketigsa
Sumber Keragaman db JK KT F-hit
Jenis & Konsentrasi 5 313.822 67.7684 11.52%%
Auksin (Ja)
Jenis Sitokinin (Js) 1 124.210 124.023 38, 14%*
Ja x Js 5 138.210 27.242  8.43%%
Konsentrasi Sitokinin (Ks) 3 114.404  38.135 15.24%*
Ja x Ks 15 134.515 8.968 2.17%*
Js x Ks 3 163.397  54.087 20.92%*
Ja x Js x K= 15 228.300 15.087  3.15%%
Galat 412 1870.0589 4.054
Total 459 2882.730
X Berbeda nyata pada taraf 0,01



Tabel Lampiran 8.

S8idik Ragdam Jumlah Tunas
pada Minggu Reempat
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Sumber Kergaman db JK KT F-hit
Jenis & Konsentrasi 5 520,191 104.038 11.52%%
Aukszin (Ja)
Jenis Sitokinin (Js) 1 344.574 344.575 38.14%*
Ja x Js 5 381.018 76.204  8.43%*%
Ronsentrasi 3Sitokinin (Ks) 3 412.9368 137.685 15.24**
Ja x Ks 15 293,803 18.574 2.17%¥
“Js x Ks 3 587.132 189.044 20.92%¥
Js x Js x Ks 15 427.168 28.478  3.15%%
Galat 386 3487.388 9.035
Total 433 6434.048
> Berbeda nyats pada taraf O.01
Tabel Lampiran 2. Sidik Ragam Jumlah Tunas
pada Minggu Kelimsa
Sumber Keragaman db JK KT F-hit
Jenis & Konsentrasi 5 999.801 199.920 13, 27%*
Auksin (Ja}
Jenis Sitokinin (Js) 1 668.480 688.480 46.72%%
Ja x Js 5 843.293 168.653 11.79%*
Konsentrasi Sitokinim (Ks) 3  662.411 220.084 15.43%*
Ja X Ks 15 530.970 35.398  2.47%F
Js x Ks 3 1081.081 360.360 25.19%%
Ja x Js x Ks 15 773.837 51.589 3.61%*
Galat 332 4750.103  14.308
Total 379 10308.778

** Berbeda nyata pada taraf 0.01



Tabel Lampiran 10.

S8idik Ragam Jumlah Tunas
pada Minggu Keenam
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Sumber Keragaman db JK KT F-hit
Jenis & Konsentrasi 5 1249.479 249.898 12.42%%
Auksin (Ja)
Jenis Sitokinin (Js) 1 1297.401 1297.401 84.48%F
Ja x Js 5 1239.101 247.820 12.31%¥
Konsentrasi Sitokinin (Ks)3  980.028 326.875 16.23%%
Ja x Ks 15  895.467 59.698  2.97**
Js x Ks 3 1851.635 554,212 27.53%F
Ja x Js x Ks 14 958.365 68.455  3.40%
Galat 302 6118.900  20.128
Total 350 14401.373
** -Rerbeda nyata pada taraf .01
Tabel Lampiran 11. B8idik Ragam Jumliah Tunas
prada Minggu Ketujuh
Sumber Keragamah db JK KT F-hit
Jenis & Komsentrasi 5 1706.835  341.387 15.09%%
Auksin (Ja)
Jenis Sitokinin (Js) 1 2008.634 2008.835 88.88%%
Ja x Js 5 1136.880 227.376 10.05%*
Konsentrasi Sitokinin (Ke)3 1829.603 609.868 26.96%*
Ja x Ks ' 15 £40.183 42.874 1.89%
Js x Ks 3 2177.085  725.688 332, 07%F
Ja x Js x Ks 14 828.084  59.149 2.61%*
Galat 304 6199.333 22.625 :
Total 320 16526.617

*

ok Berbeda nyata padsa taraf 0.01
Berbeda nyata pada taraf .05



738

Tabel Lampiran 12. 8idik Ragam Jumlah Tunas
prada Mindgu Kedelapan

Sumber Keragaman db JK KT F-hit
Jenis & Konsentrasi 5  968.003 193.601 7.25%*
Jenis Sitokinin (Js) 1 1736.350 1736.350 85,01%%
Ja x Js 5  758.024 151.805 5.68%F
Konsentrasi Sitokinin (Ks)3 2498.734 832.912 31.18%F
Ja x Ks 15 512.088 34.138 1.28
Js x Ks 3 2209.200 766.400 27.57%F
Ja x Js x Ks 14 686.258 49.018 1.84™%
Galat 238 6357,174 26.711
Total 284 15725.811

o Berbedsa nyata pada taraf .01

Tabel Lampiran 13. 8idik Ragam Kecepatan Induk-

si Akar
Sumber Keragaman db JK KT F-hit
Medium MS 1 0.0271  ©0.0271 10.25%%
NAA 2 0.0200 ©.1001 3.78%
Medium MS x NAA 2 0.0027 0.0013 0.52
Galat 78 0.2065  0.0026
Total 83  0.2563

**  Berheda nysta pada taraf Q.01

Berbeda nyata pada taraf ©.05
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Tabel Lampiran 14. 8idik Ragam Jumlah Akar pads
Minggu Pertams
Sumber Keragaman db JK KT F-hit
Medium MS i 411.857  411.857 28, 34™*
NAA 2 193.738 96.869 6.88%F
Medium M3 x NAA 2 229.3%57 114.879  7.89%*
Galat 78 1133.714 14.535
Total 83 1968.8686
A Berbeda nyata pads taraf (.01
Tabel Lawmpiran 15. $8$idik Ragam Jumlah Akar
pada Minggu Kedua
sumber Keragaman db JK KT F-hit
Medium MS 1 271.440 271,440 1.59
NAA 262.453 131.228 Q.77
Medium MS x NAA 2 8484.738 4242.389 24.82%*
Galat 78 13331.788 170.8920
Tatal 83 22350.417

¥ Berbeda nyata pada taraf 0.01



Tabel Lampiran 18.

Sidik Ragsm Jumlah Akar
pada Minggu Ketiga

31

Sumber Keragaman db JK KT Fehit
Medium MS 1 28.582 28.583 0.10
NAA 2 13681, 167 630.583 2.7%2
Medium ME x NAA 2 21946.167 10973.083 36.83%*
Galat 78 23385.643 299.580

Total 83 48701.580

A Berbeda nyata pada taraf 9.01
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