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REPRODUKSI EMBRIO SOMATIK KOPI ARABIKA
DENGAN MENCGUNAKAN BAP DAN KINETIN SERTA REGENERASI
PLANTLET DENGAN MENGGUNAKAN Ca-P DAN BIOTIND)

SOMATIC EMBRYO PRODUCTION OF ARABICA COFFEE
WITH BAP AND KINETIN AND I'LANTLET REGENETION
WITH Ca-F AND BIOTIN

Priyono dan S. Danimihardja?’
ABSTRACT

The effects of cytokinin on somatic embryo reproduc-
tion of Arabica coffee has been studied in vitro using the
USDA 230762 clone. The success of reproduction of 58.5 up
to 1co percent was achieved. The greatest number of soma-
tic embryo was produced on media containing 4 mg/1 BAP.
On that media about 105.3 embryoids could be produced
directly without passing callus stage from each explant.
A part of the embyos (33.3 - 83.3 percent) has been suc-
cessfully developed into plantlet. The success of this
stage was determined by Ca-P and biotin. The highest
percentage of plantlet development was 83.3 percent,
while maximum number of roots per plantlet was observed on
media containing 10 mg/1 ca-P and 0.05 wmg/1 biotin.
Several plantlets have been transferred into the soil
medium.

RI NGKASAN

Pengaruh sitokinin Fada reproduksi embric somatik te-
lah dipelajari pada kultur embrio somatik kopi arabika
klon USDA 230762 secara in Vitro. Embrio somatik (58,5 -
100 %) dapat mengalami reproduksi pada media yang dicoba.
Jumlah terbanyak embric somatik dihasilkan dari media yang
mengandung 4 mg/1l BAP. Pada media tersebut sebanyak 105,3
embrioid aEat dihasilkan tanpa melalui fase induksi kalus
dari satu eksplan embrio. Sebagian embrio (33,3 = 83,3 %)
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telah berhasil ditumbuhkan menjadi plantlet. Keberhasilan
tahap ini dipengaruhi oleh Ca-P dan biotin. Prosentase
tertinggi embris yang ‘mampu tumbuh menjadi plantlet
(83,3%) maupun jumlah terbanyak akar/plantlet (18,3) di-
peroleh dari media yang mengandung 10 mg/l Ca~P dan 0,05
mg/1 biotin. Sebagian plantlet telah berhasil dltumbuhkan
pada media tanah. :

PENDAHULUAN

Kopi arabika. adalah komoditas komersial yang diguna-

kan untuk menghasilkan kopi instant. Keragaman genetik di
‘lapang sering ditemui, karena sampai saat ini bahan tanam
vang digunakan berasal dari benih. Menyadari hal tersebut
maka kétergantunganfpada tehnik perbanyakan vegétatif akan
3emakin besar. Metode untuk perbanyakan cepat melalui
kultur. jarlngan akan sangat bermanfaat untuk memperbanyak.
bahan tanam tanaman kopl.

.Q__Kultur jaringan kopi pertama kali dllakukan oleh
Starltsky (1970) “Kemudian dilanjutkan oleh beberapa pene-
lltl antara laln Herman dan Haas (1978), Sondahl et al.
(1984) yang mempelajarl embrlogene51s somatlk kopl arabi-
ka. Metode vang - mereka lakukan mellputl pengkomblnaszan
aukszn dan 51tok1n1n sebagai hormon pertumbuhan tanaman
untuk mengh351lkan embrio. somatlk melalul fase induksi
kalus.k Peluang terjadlnya varlaSL somaklonal pada tanaman
haall dari metode tersebut cukup tinggi (Dublln, 1981;
Evans, 1989- Mohmand dan Nabors, 1990) Embr10genesxs
‘spmatlk secara langsung untuk mengatasi kendala tersebut,
telah, dlha51lkan .oleh- Dublin (1981), Prlyono (19913), dan
'Prlyono et al (1991) walaupun Jjumlah embrlo yang dlhaSll”
kan relatlf terbatas dlbandlngkan dengan embrlogen951s
secara tidak. langsung Jumlah embrio’ somatlk tersebut da-
pat dltlngkatkan melalui proses reproduk51 embrlo somatlk
pada medla yang mengandung 5 mg/l BAP (Prlyono, 1991 b)
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Regenerasi embriocid menjadi. plantlet telah dapat
dilakukan (Priyono, 1291) walaupun tingkat keberhasiiannya
masih relatif,rﬁndah, Keberhasilan kultur embrio dapat
ditingkatkan dengan pemakaian vitamin (Pierik, 1987).
Biotin dan ca- ~P sering ditambahkan ke dalam media kultur
in vitro (Gamborg, 1584), keduanya diperlukan dalam kultur
embrio (Collins dan Grosser,1984), Pada tulisan ini dila-
porkan hasil penelitian reproduksi embrio somatik kopi
arabika dengan menggunakan BAP dan kinetin, serta regene-
rasi plantlet dengan menggunakan biotin dan Ca-p,

BAHAN DAN METODE

Eksplan yaﬁg digunakan dalam percobaan ini yaitu em-
brio somatik kopi arabika USDA 230762 vang dihasilkan dari
media yang'mengandung 5 mg/l BAP dan 0,1 mg/l IAA. - Kum-
pulan embrioid dibawa ke dalam laminar, lalu dengan meng-
gunakan forcep dan scalpel embrioid tersebut dipisah satu
per satu, selanjutnya dikulturkan ke dalam tabung reaksi
yang berisi 20 ml media. Embriod Yang telah lengkap de~
ngan calon akar dan kotiledon dihitung. pada umur 2 ‘bulan
setelah kultur, Embriod  tersebut selanjutnya dipisah satu
per satu lalu dikulturkan pada media bebas hormon. Setelah
2 bulan kultur, embrioid vang. dihasilkan dipisah satu per
satu dan dikulturkan dalam ~tabung reaksi yang ber181 20 ml
medla untuk perakaran, .

Kondlsl ruang kultur. balk untuk reproduksi embrioc so-<
matlk maupun untuk regenerasi plantlet dipertahankan pada
suhu 26~ 29°C dengan perlodlsltas .cahaya 16 jam terang dan
8 jam gelap _ o .

' Medla yang dlgunakan untuk reproduksi. embrio somatik
yaltu medla 1/2 MS yang dllengkapl dengan vitamin- BS ca-
sein h;drollsat (konsentraSL sedang}, Ca-P  (konsentrasi
tlnggl), IAA (konsentr331 rendah) dan 30 g/l sukrosa. BAP
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dan kinetin ditambahkan ke dalam media sesuai dengan per-—
lakuan (Gambar 1). Sedangkan media yang digunakan untuk
perakaran adalah media 1/2 B5 dengan vitamin B5 dan diper-
kaya dengan glutamin (konsentrasi tinggi), asparagin (kon-
sentrasi tinggi), casein hidrolisat (konsentrasi rendah),
IAA (konsentrasi sedang), BAP (konsentrasil rendah), dan 30
‘g/l‘suqusa. Biotin dan Ca-P ditambahkan ke dalam media
sesuai déhgan perlakuan (Gambar 3 dan 4). Campuran media
diatur pada pH 5,7 sebelum dipadatkan dengan penambahan 7
g/1 agar. Media agar (20 ml) diisikan ke dalanm tabung
reaksi selanjutnya ditutup dengan alumunium foil, dan
diautoklaf pada tekanan 21-psi selama 30 menit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Reproduksi Embrio Somatik

- Reproduksi embrio somatik dapat terjadi pada semua
jenis media yang dicoba. Keberhasilan regenerasi berkisar
dari 51,8 - 100%. Jenis maupun konsentrasi 81t0k1n1n ter—
nyata mempengaruhl keberhasilan proses reproduk51 Ki-
‘metin Yebih ‘berhasil mendoreng proses tersebut dlbandlngw
kan dengan BAP pada setiap level konsentra51 yang sama.
Baik’ BAP  maupun klnetln, kisaran konsentra51 2,5 - 4 mg/l
memberikan Ha&il lebih baik dlbandlngkan dengan konsentra—
si di luar kisaran- tersebut (Gambar 1).

" Seperti halnya dalam keberha51lan reproduk51, ternya—
ta jenis dan’ konsentrasm 51tok1n1n juga mempengaruhl jum=-
lah embrmold yang dlha811kan darl proses reproduk81 Na-
mun BAP- memberlkan pengaruh’ lebih baik dlbandlngkan de—
ngan kinetin pada setiap konsentrasi yang sama. Walaupun
telah terjadi- penurunan jumlah embrlold yang dlha511kan
pada media yang mengandung 5,5 mg/l BAP atau klnetln,.naw
mun hasgil: tersebut ma51h Tebih balk dlbandlngkan dengan
medla vang mengandung 2, 5 mg/l BAP ataupun klnetln. Hasil.
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terbaik diperoleh dari media yang mengandung 4 mg/l BAP
(Gambar 2). Hasil ini tidak jauh berbeda dengan hasil
penelitian sebelumnya (Priyono, 1991b), bahwa penambahan 5
mg/l BAP_pada media dapat mendorong terjadinya reproduksi
embrio somatik dengan tingkat keberhasilan cukup tinggi.
Sitokinin berperan dalam pembelahan sel dan diferensiasi
tunas, sedangkan auksin berperan dalam pembelahan sel dan
diferensiasi akar (Bhojwani dan Razdam, 1983). = Kombinasi
keduanya dalam konsentrasi yang tepat diduga mendorong
‘proses reproduksi embrio. somatik.

Proses reproduksi embrio somatik seluruhnya terjadi
secara langsung tanpa melalui induksi kalus, sehingga
'ﬁlantlet vang dihasilkan diharapkan mempunyai mutu yvang
homogen. Penerapan tehnik tersebut merupakan kunci keber-
hasilan dari embriogenésis somatik secara langsung karena
tingkat keberhasilannya cukup tinggi, jumlah embrioid yang
dihasilkan cukup banyak, dan waktu yang“digunakan;dalam

proses tersebut relatif singkat (dua bulan).

Regenerasi Plantlet )
Prosentase embrio yang dapat berakar dipengaruhi oleh
penambahan Ca-P dan biotin ke dalam media. o .
Penambahan Ca-P sampali konsentrasi 10 mg/l memperbiki
tingkat keberhasilan perakaran, tetapi penambahan.Ca-P
sampai 20 mg/l menyebabkan hal yang sebaliknya (Gambayx. 3).
Penambahan bzotln dalam jumlah yang relatif kecil (0,05
mg/l) telah dapat menlngkatkan preosentase embrio berakar.
Pengaruh balk tarsebut berkurang apabila konsentrasi
biotin dltlngkatkan menjadi 0, 5 mg/l (Gambar 4).- Hasil
terbaik dlperoleh dari medla yang mengandung 10 mg/l Ca-P
dan 0, 05 mg/1l blotln Pada media tersebut prosentase
embrio berakar dapat mencapai 83,3%. :
Penambahan Ca-P dan biotin ke dalam media-kultur juga
mempengaruhl jumlah akar yang. dlha311kan oleh -plantlet,
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Pengaruh Ca-P dan biotin terhadap jumlah akar/plantlet
mempunyai pola yang serupa dengan prosentase embrio bera-
kar (Gambar 5). Penambahan 0,5 mg/l bkiotin menghambat
pembentukan akar. ‘Hasil terbaik dicapai pada media yang
diperkaya dengan 10 mg/l Ca-P dan 0,05 mg/l biotin. Pada
media tersebut rata-rata setiap plantlet dapat menghasilwi
kKan 18,3 akar. :

Biotin dan Ca-P diperlukan dalam kutur embrio (Col-
lins dan Grosser, 1984), karena Ca-P sangat berperan dalam
reaksi enzimatik (Lehninger, 1976) sehingga dapat mempe£~
baiki pertumbuhan sel dalam kultur in vitro {(Bhojwani dan
Razdam, 1983). Biotin selain berfungsi dalam trénsfer
enzimatik dan pengikataﬁ €0, (Lehninger, 1976) juga berp-
eran dalam pembentukan klorofil (Pierik, 1987). '

Sebagian plantlet telah dapat ditumbuhkan ke media
tanah. Kendala yéng'dihadapi pada tahap tersebut yéitu
adanya gejala vitrifikasi, ialah gejala layu secara menda-
dak pada piantlet Yang baru adaptasi dengan ling- kungan

baru.
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Gambar 4. Pengaruh biotin pada prosentase embrio berakar.
Media kultur mengandung 10 mg/l Ca-P.
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Gambar 5. Pengaruh biotin pada jumlah akar/plantlet.
Media mengandung 10 mg/l Ca-P.
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Gambar 6. Pengaruh Ca-P pada jumlah akar/plantlet.
Media mengandung 0,05 mg/l biotin. '

KESIMPULAN

Peningkatan jumlah embrioid vyang dihasilkan dari

embriogenesis somatik secara langsung dapat ditingkatkan
mélalui proses reproduksi embrio somatik,deagan mengguna-
Kan sitokinin, baik BAP maupun kinetin.
" Kinetin lebih mendcrong proses reproduksi embrio
somatik, sedangkan BAP lebih berperan dalam menentukan
jumlah embrioid yang dihésilkan; Tinékét keberhasilan
reproduksi dapat mencapai 100% pada media yang mengandung
kinetin konsentrasi[z,s dan 4 mg/1l. Jumléh embrioid/eks-
plan dapat mehpapqi 105;5M§§da mgdiéﬁyahg mengandung 4
ng/l BAP. . - . |

Regenerasi plantlet dipacu dengan penambahan Ca-P dan

biotin. Prosentase tertinggi embrio berakar dan jumlah
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terbanyak akar/plantlet diperoleh dari media yang mengan-
dung 10 mg/l Ca-P dan 0,0% mg/l biotin. Pada media terse-
but 83,3% embrio dapat berakar dengan jumlah akar/plantlet
méncapai 18, 3.
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