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Abstrak

Perkembangan sistem perbanyakan klonal
melalui teknik kultur jaringan tanaman karet
masih terus dikaji. Embrio fase torpedo
berhasil diperoleh pada tahun 2012
menggunakan eksplan petiol klon PB 330,
namun persentasenya sangat rendah akibat
ketidakstabilan kalus friabel yang diperoleh,
dan adanya hambatan fase diferensiasi
selanjutnya. Hambatan tersebut berupa
tingginya tingkat kontaminasi dan intensitas
browning. Serangkaian penelitian pendahuluan
dilakukan dalam upaya optimasi perolehan
kalus friabel yang lebih baik. Penelitian
tersebut meliputi teknik sterilisasi untuk
meminimalkan tingkat kontaminasi, teknik
eliminasi browning, pemilihan bagian dan fase
eksplan dan kombinasi zat pengatur tumbuh
dalam media kultur. Rangkaian penelitian
tersebut dilakukan di Laboratorium
Bioteknologi, Fakultas Biologi, Universitas
Gadjah Mada (UGM) dan Laboratorium
Kultur Jaringan, Balai Penelitian Getas,
sepanjang Oktober 2013 hingga Oktober 2017.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa
beberapa optimasi perlakuan sumber eksplan
berhasil dilakukan. Kontaminasi berhasil
ditekan hingga 33% pada kultur petiol dengan
perlakuan prasterilisasi perendaman eksplan
dalam fungisida Dithane M-45 selama 24 jam,
kemudian disterilisasi dengan NaClO 5,25%
dan HgCl, 0,2%. Penurunan kontaminasi juga
didukung dengan  penempatan sumber
eksplan di luar area pembibitan karet.
Intensitas browning berhasil ditekan hingga
7,5% dengan merendam eksplan dalam

larutan asam askorbat steril selama 30 menit
sebelum tanam. Penurunan intensitas browning
diperoleh dengan pemilihan fase eksplan yang
tepat (pertengahan flush) dan minimal
pelukaan pada eksplan. Penambahan auksin
ganda NAA 0,1 ppm+2,4-D 1 ppm ke dalam
media MS modifikasi dan menempatkan
sumber eksplan di bawah kondisi ternaung
berhasil meningkatkan persentase kalus friabel
hingga 60%. Protokol tersebut perlu terus
dioptimasi untuk mengetahui respon
diferensiasi selanjutnya.

Kata kunci: klon karet, Hevea brasiliensis, PB
330, induksi kalus, kultur jaringan

Abstract

Establishment of clonal propagation through
tissue culture in rubber plant is still being studied.
Torpedo phase of embryo was obtained in 2012
generated from clone PB 330 petiole however the
percentage was very low due to an unstable friable
callus, high contamination and high percentage of
browning. Preexperiments were conducted to
optimized treatment for better friable callus, such as
sterilization treatment, browning elimination,
choice of the explant types and phase, and growth
regulator combination on culture medium. These
research were conducted at Biotechnology
Laboratory, Faculty of Biology, Gadjah Mada
University (UGM) and Tissue Culture Laboratory,
Getas Research Station since October 2013 until
October 2017. Result showed that treatments
optimation of explant sources were successfully
carried out. Contamination level was suppressed up
to 33% in petiole culture with prasterillization
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treatment which was soaked the explants in Dithane
M-45 for 24 hours and sterilization using 5.25%
NaClO and 0.2% HgCl,. The decrease in
contamination was also supported by isolating the
plant outside the nursery area. Browning intensity
was reduced to 7.5% by soaking explants in a sterile
ascorbic acid solution for 30 minutes before planting.
Decrease in browning intensity was also supported
by the selection of the right explant phase (mid-flush)
and minimal exposure to explants. The enrichment
used 1 ppm 2,4-D+0.1 ppm NAA in modified MS
media and placing explant sources under sheltered
conditions enhance the percentage of friabel callus
up to 60%. This protocol should be optimized mainly
to know the next of differentiation respons.

Keywords: rubber clone, Hevea brasiliensis, PB 330,
callus induction, tissue culture

Pendahuluan

Penelitian kultur jaringan pada tanaman
karet, terutama untuk tujuan embriogenesis
somatik, telah dimulai sejak tahun 1980-an
oleh beberapa peneliti, antara lain oleh
Chuangin ez al. (1980), Chen ez al. (1982) dan
Carron et al. (1995). Penelitian-penelitian
tersebut yang hampir seluruhnya
menggunakan eksplan jaringan generatif
seperti biji ataupun anter. Pada saat itu belum
diperoleh hasil yang memuaskan (Carron et al.,
1995). Penelitian kultur jaringan tanaman
karet hingga saat ini juga telah banyak
dilakukan baik di Malaysia, Cina, Perancis
maupun Ceylon, namun belum ada satupun
yang menggunakan sumber eksplan dari
jaringan vegetatif tanaman klonal.
Berdasarkan penelitian sebelumnya, eksplan
yang digunakan berasal dari jaringan generatif
seperti anter dan integumen atau kotiledon biji
(Blanc et al., 1999); (Cailloux et al., 1996) atau
bagian akar kecambah biji hasil kultur in vitro
(Zhou et al, 2010). Beberapa penelitian
embriogenesis somatik menggunakan jaringan
vegetatif tanaman berkayu dewasa telah
banyak dilakukan dan disimpulkan bahwa
jaringan vegetatif tanaman dewasa
memungkinkan digunakan sebagai sumber
eksplan(Ruaud & Paques, 1995).
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Pengujian penggunaan jaringan vegetatif
tanaman klonal karet sebagai eksplan telah
dilakukan oleh Balai Penelitian Getas
bekerjasama dengan Fakultas Biologi UGM
sejak tahun 2011. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa media MS+2,4-D 5 ppm
berhasil menginduksi kalus friabel pada klon
PB 330, namun persentase dan berat kalus
masih rendah (Admojo et al., 2012).
Rendahnya respon tersebut antara lain
disebabkan oleh faktor tingginya tingkat
kontaminasi eksplan, tingginya intensitas
pencoklatan (browning) selama fase tanam,
faktor pemilihan bagian eksplan, dan faktor
kombinasi media yang masih perlu
disempurnakan.

Tanaman karet mempunyai kandungan
getah pada hampir seluruh bagian tanaman.
Kondisi tersebut diduga berpengaruh pada
tingkat kontaminasi in vitro, selain kondisi
lapangan yang rentan terkontaminasi fungi.
Perlakuan pra sterilisasi dengan merendam
eksplan di dalam larutan fungisida sebelum
sterilisasi dan penanaman pada media, perlu
dicoba setelah perlakuan penyemprotan
fungisida pada tanaman di lapangan dan
rumah kaca belum menunjukkan hasil yang
memuaskan. Perlakuan prasterilisasi dan
sterilisasi ekplan menggunakan bahan sterilan
yang tepat perlu diupayakan untuk
menurunkan tingkat kontaminasi setidaknya
hanya 15-25 %. Pada kultur tunas muda klon
karet RRIC 100 dan RRIC 121, kontaminasi
eksplan berhasil ditekan hingga 80% lebih
rendah dengan sterilisasi menggunakan 0,2%
HgCl, dan etanol 70%, dibandingkan dengan
perlakuan sterilan tunggal yang hanya mampu
menekan sekitar 50% (Seneviratne ez al., 1995).
Penggunaan HgCl, dan NaClO untuk kultur
tebu dilaporkan terbukti lebih efektif
dibandingkan bahan sterilan lain (Tiwari ez al.,
2012). Penggunaan NaClO yang
dikombinasikan dengan etanol 70%, atau
beberapa surfaktan seperti H,0,, calcium
hypochlorite, alkohol, fungisida, antibiotik dan
bromine water mampu menghasilkan kultur
steril pada beberapa tanaman hingga 95%
(Kaviani, 2015).
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Browningjaringan eksplan merupakan salah
satu permasalahan yang sering terjadi pada
kultur in vitro tanaman karet. Browning
umumnya disebabkan oleh senyawa fenolik
yang biasanya muncul dan terakumulasi ketika
eksplan dilukai yang biasanya disebabkan oleh
aktivasi enzim polyphenol oxidase (PPO). Enzim
PPO dan peroxidase (POD) diketahui banyak
ditemukan pada family FEuphorbiaceae,
Moraceae, dan Anacardiaceae yang antara lain
berhubungan dengan kandungan getah (lateks)
yang tinggi (John er al., 2003). Umumnya,
pencokelatan merupakan hasil dari interaksi
antara aktivitas enzim PPO dan kandungan
polifenol. Seperti diketahui, perubahan
permeabilitas membran menyebabkan
pelepasan enzim dan substrat pada sitosol
yang memicu pigmentasi atau pencokelatan
(Mellidou et al., 2014). Upaya mengatasi
browning pada kultur tanaman berkayu dapat
dilakukan antara lain dengan penambahan
senyawa antioksidan seperti asam askorbat,
modifikasi lingkungan kultur dengan
menempatkan dalam ruang gelap total,
subkultur berulang atau pencelupan dalam
cairan seperti arang aktif dan sukrosa.

Beberapa faktor diketahui mempengaruhi
pembentukan kalus friabel, antara lain sifat
genetik sumber eksplan, juvenilitas sumber
eksplan, tipe jaringan eksplan yang digunakan
dan komponen media (Zhang et al., 2000).
Komponen media yang perlu
dipertimbangkan adalah komposisi zat
pengatur tumbuh yang sering mempengaruhi
tipe kalus yang dihasilkan, seperti auksin atau
kombinasinya dengan sitokinin (Carrier ef al.,
1990). Auksin diketahui berperan dalam
meningkatkan elastisitas dan permeabilitas sel.
Loschiavo er al. (1989) menyatakan bahwa
auksin dapat menyebabkan DNA lebih
termetilasi (hipermetilasi) yang memicu sel
melakukan reprogramming dari sel-sel yang
seharusnya berdiferensiasi. Hal tersebut
menyebabkan sel-sel mengalami dediferensiasi
(membentuk kalus) yang selanjutnya bisa
dipicu untuk melakukan morfogenesis atau
embriogenesis (Terzi & Schiavo, 1990).
Beberapa peneliti mencoba menggabungkan
jenis auksin yang berbeda, namun karena

pengaruh auksin tunggal dapat beragam pada
genotip yang berbeda, para peneliti akhirnya
cenderung menggunakan satu atau dua
kombinasi saja(Blackmon etal., 1981).

Tulisan ini merangkum serangkaian hasil
penelitian pendahuluan kultur organ vegetatif
klon karet PB 330 dalam rangka untuk
mengoptimasi perolehan kalus friabel. Tujuan
dari upaya optimasi protokol ini adalah untuk
mendapatkan respon kalus friabel dengan
persentase jumlah eksplan berkalus yang
tinggi, waktu berkalus yang lebih cepat dan
berat kalus yang lebih tinggi dengan mengatasi
kendala pra-respon seperti kontaminasi dan
browning saat tanam.

Beberapa Hasil Optimasi Prakondisi Eksplan
A. Sumber Eksplan

Eksplan dari daerah pembibitan diambil
dari kebun entres Balai Penelitian Getas,
sedangkan eksplan di luar daerah pembibitan
(non pembibitan) dengan menempatkan bibit
polybag di rumah kasa Fakultas Biologi UGM.
Kedua eksplan diambil sekitar bulan
Agustus—September 2013. Eksplan yang
dicoba berupa midrib (pertulangan daun) dan
petiol (tangkai daun). Sebelum dikultur,
eksplan diberi perlakuan prasterilisasi dengan
direndam di dalam larutan fungisida Dithane
M-45 selama 24 jam, dan sterilisasi
menggunakan alkohol 70%, NaClO 2,25%,
HgCl, 0,2%, dan akuades steril. Hasil
pengamatan menunjukkan, wilayah
pertanaman mempengaruhi tingginya tingkat
kontaminasi eksplan, baik untuk eksplan
midrib maupun petiol. Tingkat kontaminasi
sumber eksplan yang berasal dari kebun
pembibitan lebih tinggi dibandingkan dengan
sumber eksplan yang telah diisolasi jauh dari
lokasi pembibitan (Tabel 1). Perlakuan isolasi
sumber eskplan dengan menempatkan pada
lokasi yang jauh dari area pembibitan dapat
meminimalisir tingkat kontaminasi i vitro.

Kontaminasi eksplan merupakan fungsi
antara faktor tanaman dan lingkungan yang
saling berhubungan. Faktor-faktor tersebut
antara lain spesies tanaman, umur tanaman,
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Tabel 1. Tingkat kontaminasi berdasarkan lokasi sumber eksplan.

Tingkat Kontaminasi (%) Waktu kontaminasi (HST)
Sumber eksplan . . . .

midrib petiol midrib petiol
Daerah pembibitan karet 852 96,52 12,52 (7-18) 8,62 (5-18)
Daerah non pembibitan karet 25b 33,00 20,6P (14-25) 23,5 (12-28)

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata pada taraf
signifikansi 5% berdasarkan uji DMRT. HST : Hari Setelah Tanam

sumber eksplan, dan kondisi yang mendukung
berkembangnya mikroorganisme (Singh et al.,
2011). Sumber eksplan akan mudah terserang
penyakit bila ditempatkan di sekitar kebun
pembibitan sekalipun dengan pemeliharaan
yang intensif. Hal ini karena sumber penyakit
dimungkinkan tetap bertahan di area tersebut
sekalipun tidak menginfeksi. Kondisi tersebut
bisa diperparah dengan dukungan faktor
lingkungan, seperti faktor suhu, curah hujan
dan kelembaban. Mekanisme patogenisitas iz
vitro dapat menjelaskan mengapa bakteri, fungi
dan ragi yang awalnya tidak menginfeksi di
lapangan menjadi patogen ketika jaringan
dikultur. Salah satunya adalah kondisi
lingkungan dan media tumbuh menyebabkan
mikroorganisme yang awalnya bersifat laten
menemukan kondisi untuk berkembang
menjadi patogen(Leiferteral., 1994).

B. Bagian dan Fase Eksplan
Pengujian bagian dan fase eksplan diambil

dari bibit yang ditanam di bawah naungan di
area non pembibitan karet. Eksplan diambil

pada fase flush tengah pada pagi hari. Media
yang digunakan yaitu kombinasi MSmod+2 4-
D 1 ppm+NAA 0,1 ppm. Sebelum tanam,
eksplan diberi perlakuan eliminasi browning
dengan direndam kedalam asam askorbat
steril selama 30 menit. Hasilnya menunjukkan
bahwa eksplan petiol lebih prospektif, karena
menghasilkan respon kalus yang lebih baik,
yaitu karakteristik kalus lebih banyak yang
bersifat friable dan rata-rata berat kalus yang
lebih baik. Meskipun demikian berat kalus
masih perlu ditingkatkan dengan pengujian
lanjutan (Tabel 2). Pengujian eksplan petiol
selanjutnya dibedakan berdasarkan fase
pembentukan daun (flush) untuk melihat
pengaruhnya. Hasil pengamatan
menunjukkan bahwa fase awal flusi cenderung
lebih tinggi tingkat browning-nya dibandingkan
fase lain (Tabel 3). Hal ini karena faktor kadar
antosianin yang tinggi pada fase awal flush,
yang ditunjukkan dengan warna daun yang
kemerahan (Fang et al., 2016). Antosianin
merupakan salah satu senyawa fenolik yang
berpotensi menyebabkan browning pada kultur
in vitro. Pada fase akhir flush, saat daun sudah

Tabel 2. Pengaruh bagian - bagian daun sebagai sumber eksplan terhadap respon pembentukan

kalus.
Bagian eksplan Respon Waktu muncul  Berat kalus Karakteristik kalus
kalus (HST) (mg)
Midrib Sebagian besar kompak,
Kal 16,82 (13-26 42,52
(pertulangan daun) aus 8% ( ) ’ sebagian kecil friabel
Lamina Jaringan
(helaian daun) membengkak
Petiol Sebagian besar friabel
Kal 25,00 (22-31 55,5b ’
(Tangkai daun) aus 0 ) ’ sebagian kecil kompak

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata pada taraf
signifikansi 5% berdasarkan uji DMRT. HST : Hari Setelah Tanam
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Tabel 3. Pengaruh fase sumber eksplan terhadap intensitas browning dan respon pembentuk kalus.

Fase tunas ‘Waktu muncul Persentase Berat kalus Karakteristik
kalus (HST) browning (mg) kalus
(%)
Flush awal
_ b a :
(daun kemerahan) 29,8 (24-33) 85 21,6 Bening, kompak
Friabel
Fi h ’
lush tenga 25,0 (22-31) 352 5550 kehijauan/
(daun kehijauan) .
Kekuningan
Flush akhir Tidak terbentuk 45
(daun hijau segar) kalus

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata pada taraf
signifikansi 5% berdasarkan uji DMRT. HST : Hari Setelah Tanam

mulai membuka penuh dan berwarna hijau
segar, maka tingkat browning menurun.
Namun fase ini sama sekali tidak merespon
terbentuknya kalus. Fase pertengahan flush
(daun sudah mulai kehijauan), nyata lebih
rendah tingkat browning dan lebih respon
pembentukan kalus lebih baik. Fase
pertengahan flush menunjukkan warna
tangkai dan daun yang sudah kehijauan yang
menunjukkan rendahnya kadar antosianin
sehingga menurunkan potensi browning,
namun daun masih sangat muda sehingga sel-
sel nya berpotensi cepat merespon induksi
hormon dalam media untuk membentuk
kalus.

Beberapa faktor yang diketahui
mempengaruhi perbedaan respon
pembentukan kalus friabel antara lain genetik
sumber eksplan, juvenilitas sumber eksplan,
tipe dan fase jaringan eksplan yang digunakan
dan komponen media (Zhang et al., 2000).
Roberts et al. (1989) juga menemukan bahwa
pada spesies tanaman, jika eksplan diambil
dari bagian organ dan tahap perkembangan
tanaman yang berbeda akan memberikan
respon yang berbeda secara in vitro. Tekstur
kalus juga bisa dipengaruhi oleh tipe jaringan
eksplan yang digunakan untuk inisiasi
(Noriega & Sondahl, 1991). Perbedaan respon
eksplan tersebut antara lain juga dipengaruhi
oleh kondisi hormon endogen eksplan. Level
auksin alami di dalam jaringan eksplan

diketahui tergantung pada tanaman asal
(mother plant) serta bagian tanaman di mana
eksplan tersebut diambil (Cassells, 1979).

C. Perlakuan Naungan terhadap Tanaman
Sumber Eksplan

Eksplan yang digunakan yaitu petiol daun
fase pertengahan flush yang diambil dari bibit
yang ditanam di lokasi non pembibitan karet.
Tanaman ditempatkan di bawah naungan 75%
dan tanpa naungan. Fase pertengahan flush
dipilih berdasarkan pengujian fase pemilihan
sumber eksplan (Bagian B), dan pemilihan
naungan 75% karena diduga perlakuan
naungan pada sumber eksplan dapat
mempengaruhi kerja hormon auksin yang
diharapkan berpengaruh positif terhadap
respon eksplan. Eksplan ditanam pada media
MSmod + 2,4-D 1 ppm + NAA 0,1 ppm
dengan aplikasi perendaman asam askorbat
steril 100 mg/L selama 30 menit sebelum
tanam untuk mencegah browning. Hasil
pengujian menunjukkan, naungan
mempengaruhi respon pembentukan kalus,
berat kalus, dan intensitas browning. Pada
sumber eksplan tanpa naungan menunjukkan
respon kalus hanya pada bagian pinggir ujung
eksplan, dengan intensitas browning yang
cenderung lebih tinggi dibandingkan sumber
eksplan dibawah naungan (Tabel 4).
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Tabel 4. Pengaruh naungan terhadap respon pembentukan kalus.

Waktu ) Intensitas
. Bagian eksplan ) Berat kalus
Pemeliharaan muncul kalus berkalus Browning (mg)
(HST) (%) &
Dengan naungan 23,5 (12-28) ujung dan tengah 15 55,52
j lah satu sisi
Tanpa naungan 22,6 (15-29) wung saall sat st 65 30,3b

atau kedua sisi

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata pada taraf
signifikansi 5% berdarkan uji DMRT. HST : Hari Setelah Tanam.

Naungan dapat berperan dalam
memaksimalkan kerja hormon auksin.
Naungan mempengaruhi rasio fitokrom far red
light (FR) dan far light (F). Perubahan rasio
tersebut mendorong aktivasi respon auksin
transport, yang menyebabkan terjadinya
respon morfogenesis sebagai akibat respon
peran auksin (Vandenbussche et al., 2003).
Hormon auksin pada tanaman antara lain
berperan dalam menginduksi pembelahan sel,
yang dapat berperan meningkatkan biomassa
kalus. Naungan juga mempengaruhi aktivitas
senyawa fenolik yang memungkinkan
menghambat oksidasi penyebab browning.
Pada tanaman Hamamelis dan Garrya, oksidasi
senyawa fenolik tidak dapat dicegah hanya
dengan mengkultur eksplan dalam kondisi
gelap (tanpa cahaya) selama fase inisiasi in
vitro, namun juga sejak awal dengan
mengurangi intensitas cahaya (naungan) saat
tanaman sumber eksplan berada di lapangan
(Marks & Simpson, 1990).

Beberapa Hasil Optimasi Teknis Perlakuan
Eksplan

A. Prasterilisasi dan Sterilisasi Eksplan

Percobaan prasterilisasi dan sterilisasi
eksplan telah dilakukan oleh Admojo &
Indrianto (2016) yaitu melakukan pengujian
eksplan petiol dan midrib fase flush bagian
tengah yang diambil dari tanaman sumber
eskplan di area non pembibitan karet yang
dinaungi. Bahan yang digunakan untuk
prasterilisasi yaitu fungisida Dithane M-45
konsentrasi 10 g/L. Perlakuan yang diterapkan
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dalam upaya optimasi prasterilisasi yaitu
dengan perendaman fungisida selama 24 jam,
perendaman fungisida selama <24 jam dan
tanpa perendaman fungisida sama sekali
(Tabel 5). Selanjutnya, setiap perlakuan
tersebut diikuti dengan perendaman dalam
alkohol 70% selama 3 menit diulang 3 kali
dengan dibilas akuades steril. Sterilisasi
tersebut diulang sebanyak 3 kali. Adapun
perlakuan yang diterapkan untuk optimasi
sterilisasi yaitu sterilisasi dengan perendaman
eksplan dalam HgCl, 0,2% dan NaClO 5,25%
selama 3 menit, perendaman eksplan dalam
HgCl, 0,2% selama 3 menit, perendaman
eksplan dalam NaClO 5,25% selama 3 menit
dan tanpa perendaman kedua bahan tersebut.
Selanjutnya, setiap perlakuan tersebut diikuti
dengan perendaman dalam alkohol 70%
selama 3 menit diulang 3 kali dengan dibilas
akuades steril.

Hasil dari optimasi tersebut disajikan
dalam Tabel 5 diatas. Berdasarkan data
tersebut diketahui bahwa kontaminasi pada
eksplan petiol bisa ditekan hingga 33% dengan
mengkombinasikan perlakuan prasterilisasi
dan sterilisasi. Perlakuan prasterilisasi dengan
merendam eksplan dalam larutan fungisida
Dithane M-45 selama 24 jam dan perlakukan
sterilisasi dengan merendam eksplan dalam
NaClO 5,25% dan HgCl, 0,2% selama tiga
menit. Pada eksplan midrib, efektif dilakukan
dengan prasterilisasi yaitu merendam eksplan
dalam larutan fungisida Dithane M-45 selama
30 atau 60 menit dan perlakukan sterilisasi
dengan merendam eksplan dalam alkohol 70%
dan NaClO 5,25% selama 3 menit. Perlakuan
tersebut mampu menekan tingkat kontaminasi
yang hanya mencapai21,33% dan 21,67%.
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Tabel 5. Pengaruh perlakuan prasterilisasi dan sterilisasi kultur petiol terhadap tingkat kontaminasi

(Admojo & Indrianto, 2016).

Perlakuan Tingkat kontaminasi

(%)

Perlakuan prasterilisasi :

Prasterilisasi dengan direndam fungisida 24 jam 55

Prasterilisasi/perendaman fungisida <24 jam 90

Tanpa perlakuan prasterilisasi 100

Perlakuan sterilisasi :

Sterilisasi dengan HgCl, 0,2% dan NaClO 5,25% 65

selama 3 menit

Sterilisasi dengan HgCl, 0,2% saja selama 3 menit 80

Sterilisasi dengan NaClO 5,25% saja selama 3 menit 95

Sterilisasi tanpa HgCl, dan NaClO 100

Perlakuan prasterilisasi dan sterilisasi

Prasterilisasi direndam fungisida 24 jam dan Sterilisasi dengan HgCl, 33

0,2% dan NaClO 5,25% selama 3 menit

Kedua hasil penelitian tersebut
menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan
prasterilisasi dan sterilisasi yang tepat dapat
mengurangi tingkat kontaminasi eksplan
secara signifikan. Pada tanaman Agquilaria
malaccensis, perlakuan NaClO 5,25% saja
hingga pada konsentrasi tinggi (50% NaClO)
secara tunggal tidak cukup untuk mengontrol
kontaminasi fungi dan bakteri pada eksplan.
Penggunaan bahan sterilan HgCl, bersama
fungisida pada praperlakuan, menghasilkan
efisiensi sterilisasi yang lebih baik yaitu pada
kisaran 83-90% untuk eksplan daun, nodal
dan biji tanaman A. malaccensis yang diambil
dari lapangan dan dikultur selama 40 hari
(Daudetal., 2012).

Sterilisasi pada eksplan petiol
membutuhkan bahan sterilan lebih banyak
(HgCl, dan NaClO) serta durasi waktu
prasterilisasi yang lama (direndam fungisida
selama 24 jam) dibandingkan pada eksplan
midrib. Hal tersebut diduga berkaitan dengan
kandungan getah pada petiol yang lebih
banyak. Banyaknya kandungan getah
menyimpan potensi kandungan mikroba yang
lebih banyak. Enjalric er al. (1988) cit.
Seneviratne et al. (1995), menyatakan bahwa
terdapat sejumlah besar bakteri dan fungi yang

berasosiasi dengan jaringan tanaman, yaitu
sekitar 20 jenis berbeda yang menyebabkan
sekitar 73% infeksi penyakit pada tanaman
karet, terutama pada bagian batang yang
bergetah. Mekanisme HgCl, dalam mencegah
aktivitas mikroba yaitu dengan menurunkan
aktivitas protein akibat mekanisme pengikatan
grup thiol (-SH). Merkuri dapat
menonaktifkan sejumlah enzim dengan
memblok sisi fungsional yang berikatan
dengan grup —-SH yang merupakan bagian
katalitik enzim. Merkuri menginduksi
peningkatan akumulasi dari reactive oxygen
species (ROS) pada sel, meningkatkan
peroksidasi lipid, degradasi protein, dan
menyebabkan kematian sel (Rao & Patel,
2013). Efektivitas NaClO berhubungan
dengan tingginya pH larutan yang
mengganggu integritas membran sitoplasma
sel bakteri melalui mekanisme hambatan
enzim yang bersifat ireversibel, merubah
mekanisme biosintesis pada metabolisme sel
dan merusak struktur fosfolipid. Inaktivasi
enzim dapat teramati pada reaksi klorin
dengan grup amino (NH2-) dan oksidasi yang
bersifat ireversibel pada grup sulfidril (SH)
pada enzim bakteri(Estrela ezal., 2003).
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B. Eliminasi Browning

Eksplan yang digunakan yaitu midrib yang
diambil dari daun fase flusi bagian tengah dari
bibit yang ditempatkan di area non pembibitan
karet, dengan kondisi dibawah naungan. Hasil
pengujian Admojo & Indrianto (2016)
menunjukkan bahwa browning berhasil ditekan
hingga 30% dengan intensitas browning sebesar
7,5% (Tabel 6). Eksplan direndam di dalam
asam askorbat steril 100 mg/L selama 30
menit sebelum tanam, dan kultur diinkubasi
dalam ruang gelap hingga terbentuk kalus.
Perendaman eksplan dalam asam askorbat
tidak hanya memapar eksplan pada senyawa
reduksi tetapi juga pada pH rendah. Pada pH
di bawah 4, aktivitas enzim PPO menurun
karena reduksi dari Cu”'menjadi mononuclear
copper (Cu") pada sisi aktifnya, atau kehilangan
rantai copper pada sisi aktifnya, atau
berhubungan dengan reduksi senyawa quinon
menjadi difenol (Arpita ez al., 2010). Aktivitas
PPO tanaman karet terjadi pada rentang pH 4-

10, dengan aktivitas optimal terjadi pada pH
6.0 (Muhamad er al., 2012). Enzim PPO
dilaporkan terdapat pada fraksi lutoid dan
partikel Frey-Wyssling yang terdapat pada
pembuluh lateks, bahkan pada lutoid
ditemukan hingga 5-34 kali lebih tinggi
dibandingkan pada partikel Frey-Wyssling
(John et al, 2003). Enzim PPO diketahui
terdapat pada daun, biji dan suspensi sel dari
tanaman karet Hevea brasiliensis, dimana
catechol ditemukan paling banyak sebagai
spesifik substratnya(Muhamad ez al., 2012).

C. Perlakuan Auksin

Dari 24 kombinasi media, hanya 5
kombinasi media yang berhasil memicu
terbentuknya kalus dari eksplan midrib (Tabel
7). Media yang menginduksi kalus adalah
media yang diperkaya dengan auksin jenis 2,4-
D atau kombinasinya dengan NAA,
sedangkan jenis auksin lain seperti 3,4-D,
picloram dan dicamba tidak memicu respon

Tabel 6. Pengaruh beberapa perlakuan terhadap intensitas browning(Admojo & Indrianto, 2016).

Perlakuan Jumlah  Waktu Persentase  Persentase Waktu
eksplan awal Intensitas Jumlah >50%
browning  browning eksplan eksplan
(HST) (%) Browning browning
(%) (HST)
Kontrol terang 20 3 95,02+10,5 100 7
Kontrol gelap 20 5 90,02+10,4 100 7
Rendam asam askorbat - terang 20 12 45,0+27,6 70 35
Rendam asam askorbat - gelap 20 17 7,5¢£2,6 30 -
Rendam (sukrosa+arang aktif)- 20 15 52,50436.1 70 2
terang
Rendam (sukrosa+arang aktif)- 20 19 450431 4 60 33
gelap
Subkultur berulang 3x - terang 20 39 90,02+17,4 100 139
Subkultur berulang 3x - gelap 20 6" 52,5°+30,5 70 29
Subkultur berulang+rendam 20 49 105433 30 ]
asam askorbat-gelap
Subkultur berulang+rendam 20 59 4504222 70 19"

(sukrosa+arang aktif)-gelap

Keterangan: ’: Hari setelah subkultur pertama. HST (Hari Setelah Tanam). Angka yang diikuti huruf yang
sama tidak berbeda nyata pada taraf signifikansi 5% berdasarkan uji DMRT
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Tabel 7. Pengaruh perlakuan jenis auksin terhadap respon pembentukan kalus pada

eksplan midrib.
Perlakuan Respon
Media Konsentrasi Kalus Jumlah Rata-rata Karak- Rata-rata
auksin (terbentuk/ eksplan waktu teristik berat
(ppm) tidak) berkalus berkalus kalus kalus
(%) (HST) (mg)
MSO0 - Tidak - - - -
MS+2,4-D 1 Tidak - - - -
3 Tidak - - - -
5 Terbentuk 25 24 2P Friabel 24 6
MS+3,4-D 1 Tidak - - - -
3 Tidak - - - -
5 Tidak - - - -
MS+Picloram 1 Tidak - - - -
3 Tidak - - - -
5 Tidak - - - -
MS+Dicamba 1 Terbentuk 15 18,42 Kompak -
3 Tidak - - - -
5 Tidak - - - -
MSmod - Tidak - - - -
Msmod+2,4D 1 Terbentuk 50 16,82 Friabel 42,52
+ 3 Terbentuk 20 24,8b Friabel 13,8¢d
NAA 0,1ppm 5 Terbentuk 40 17,62 Friabel, 27,3b
kompak
Msmod+3,4D 1 Tidak - - - -
+NAA 0,1ppm 3 Tidak - - - -
5 Tidak - - - -
MSmod+Pic+ 1 Tidak - - - -
NAA 0,1 ppm 3 Tidak - - - -
5 Tidak - - - -
MSmod+Dic+ 1 Tidak - - - -
NAA 0,1 ppm 3 Tidak - - - -
5 Tidak - - - -
Rata-rata 30 20,36 22,52

Keterangan: HST (Hari Setelah Tanam). Angka yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata
pada taraf signifikansi 5% berdasarkan uji DMRT. MSmod adalah MS yang
dimodifikasi dengan penambahan Ca(NO,), 1.200 mg/L, L-cystein 50 mg/L dan

Casein hydrolysate 1 mg/L.

kalus. Hasil pengujian tersebut membuktikan
bahwa perlakuan jenis auksin yang berbeda
(2,4-D, 3,4-D, picloram dan dicamba)
memberikan pengaruh yang berbeda terhadap
respon kalus. Penampilan respon eksplan
terhadap perlakuan auksin tunggal (2,4-D) dan
kombinasi dua auksin (auksin ganda 2,4-
D+NAA) disajikan pada Gambar 1 dan 2.
Perlakuan jenis auksin yang berbeda dapat
memberikan pengaruh yang sangat berbeda,
sekalipun pada konsentrasi yang sama, apalagi

aksi auksin mempengaruhi genomik. Respon
auksin dapat dibedakan tingkat genomik atau
non genomik. Pada tingkat genomik, kontrol
auksin melalui berbagai ekspresi gen,
sedangkan non genomik auksin beraksi
meregulasi biologi dan fisiologi sel secara
langsung tanpa melalui proses transkripsi
(Tromas et al., 2010). Respon cell- dan tissue-
specific sangat ditentukan melalui variasi
spasial pada perangkat sinyaling auksin yang
secara khusus menyebabkan perubahan
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Gambar 2. Kalus eksplan petiol PB 330 pada media MS + auksin ganda.

ekspresi gen (Lokerse & Weijers, 2009; Kieffer
et al., 2010). Perlakuan bermacam variasi
auksin menunjukkan adanya ratusan gen yang
merespon dengan di up- atau down-regulated
(Okushima et al., 2005). Perbedaan respon juga
bisa dipengaruhi oleh respon reseptor auksin,
misalnya SCFAFBS5 berperan sebagai reseptor
Picloram (Walsh ez al., 2006), sedangkan TIR 1
dibutuhkan untuk pengenalan auksin 2,4-D
dimana mengandung binding pock yang dapat
mengikat 2,4-D(Parry et al., 2009).

Hasil senada juga diperoleh eksplan petiol
yang ditumbuhkan pada media dengan
kombinasi auksin 2,4-D dan NAA
menunjukkan respon pembentukan kalus yang
lebih baik (Tabel 8). Venkatachalam et al.
(2007) menyatakan bahwa media MS yang
dimodifikasi dengan penambahan casein
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hydrolisate, kalsium nitrat dan L-cystein, dengan
menambahkan 2,4-D dan NAA mampu
meningkatkan pembentukan kalus friabel pada
eksplan daun tanaman karet. Auksin sintetik
2,4-D dan NAA mudah sekali diubah setelah
memasuki jaringan tanaman, untuk
membentuk konjugat terutama dengan
glukosil ester (Klems er al., 1998). Sinergisme
peran dari 2,4-D dan NAA juga ditemukan
oleh Nikolaeva et al. (2009) pada tanaman
Camellia chinensis, yang menghasilkan
pertumbuhan kalus lebih cepat dan lebih baik
pada kombinasi 2,4-D 3.0 mg/1 dan NAA 1.0
mg/l dalam media MS. NAA terbukti
berperan dalam meningkatkan biomassa
kalus, jaringan atau organ tanaman,
dibandingkan perlakuan IAA dan IBA (Dabski
& Parzymies, 2007).
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Tabel 8. Pengaruh perlakuan jenis auksin terhadap respon pembentukan kalus pada eksplan petiol.

Konsen-

Persentase Waktu

. . Karak- Rata-rata
Media trast Total cksplan mulai teristik  berat kalus
2,4-D eksplan berkalus berkalus Kalus (mg)
(ppm) (%) (HST)
MSmod - 20 - - - -
1 20 20 21 Friabel, 13,50+ 3,2
kompak
MSmod 3 20 40 23 Friabel, 11,7+ 5,3
kompak
5 20 50 18 Friabel 47,02+ 10,2
MSmod 1 20 60 25 Friabel 55,52+ 8,9
+ 3 20 35 20 Friabel 35,6+ 6,1
NAA 0,1 ppm 5 20 30 27 Friabel 48,92+ 6,4
Rata-rata 39,2 22 35,37

Keterangan: HST (Hari Setelah Tanam). Angka yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf
signifikansi 5% berdasarkan uji DMRT. MSmod adalah MS yang dimodifikasi dengan
penambahan Ca(NO,),1.200 mg/L, L-cystein 50 mg/L dan Casein hydrolysate 1 mg/L.

D. Minimal Pelukaan Eksplan

Eksplan yang digunakan adalah petiol fase
flush pertengahan dari sumber eksplan non
area pembibitan, kondisi di bawah naungan,
dan diberi perlakuan eliminasi browning
menggunakan asam askorbat 100 g/L steril
sebelum tanam. Media menggunakan
kombinasi MSmod+2,4-D 1 ppm+NAA 0,1
ppm. Hasil pengujian menunjukkan bahwa
pelukaan dengan menyayat pada bagian
eksplan, atau pemotongan bagian pinggir
eksplan sebelum subkultur meningkatkan
peluang terjadinya browning secara signifikan
(Tabel 9). Browning umumnya disebabkan oleh
senyawa fenolik yang biasanya muncul dan
terakumulasi ketika eksplan dilukai, yang
biasanya disebabkan oleh aktivasi dari enzim

polyphenol oxidase (PPO). Pelukaan organ dapat
menyebabkan terjadinya ketidakseimbangan
metabolisme dari reactive oxygen species (ROS),
peroksidasi pada membran lipid, dan
kehilangan integritas membran sel yang dapat
memicu over akumulasi dari senyawa fenolik
dan menyebabkan terjadinya browning (Ru et
al.,2013).

Kesimpulan dan Saran

Beberapa optimasi protokol mulai dari
pemilihan sumber eksplan, isolasi tanaman,
prasterilisasi dan kombinasi media berhasil
meningkatkan pembentukan kalus dari kultur
organ vegetatif klon karet PB 330.
Kontaminasi pada kultur petiol berhasil
ditekan dengan perlakuan prasterilisasi yaitu

Tabel 9. Pengaruh pelukaan eksplan terhadap intensitas browning.

Perlakuan

Intensitas browning (%)

Tanam tanpa sayatan
Tanam dengan sayatan
Subkultur dengan dipotong

7,5%
87,5°
85,5°

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf signifikansi 5%

berdasarkan uji DMRT
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perendaman eksplan ke dalam fungisida,
kemudian disterilisasi menggunakan NaClO
dan HgCl,. Penurunan tingkat kontaminasi
juga didukung dengan mengisolasi sumber
eksplan di luar area pembibitan karet. Cara
menurunkan browning yaitu dengan
perendaman eksplan ke dalam larutan asam
askorbat, pemilihan fase eksplan yang tepat
dan meminimalkan pelukaan pada eksplan.
Pengkayaan dengan auksin ganda NAA 0,1
ppm+2,4-D 1 ppm ke dalam media MS
modifikasi dan penaungan sumber eksplan
meningkatkan persentase kalus friabel.
Protokol tersebut perlu terus dioptimasi
terutama untuk melihat respon dari
diferensiasi kalus lebih lanjut.
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