Karakter Anatomi Daun Kultur Purwoceng Pascakonservasi In Vitro
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ABSTRACT

Leaf Anatomy Characteristic of Pruatjan Cultures Post In
Vitro. Evaluation of anatomical characteristics regenerant
planlet of purwoceng (Pimpinella pruatjan Molk.) cultivated
on conservation medium was observed to determine the
difference of characteristics performance of the planlet grown
on conservation medium and those that was maintained on the
normal medium. Stomata was microscopically observed on
abaxial leaf paradermal section that preparated by whole
mount method and leaf structure on cross section by paraffin
method. The result showed that stomata density was greater on
the planlets regenerated in the conservation medium but
stomata length was lower than those on the normal medium.
Upper epidermis, mesofil and lower epidermis length of the
regenerant on the conservation medium were lower than those
on the normal medium. Sorbitol and paclobutrazol applied
reduced the performance of regenerated spesies than those of
planlet maintained on the normal medium. Combination of
both application resulted in anatomical character differences
on the plants regenerated on normal medium.

Keywords: Pimpinella  pruatjan  Molk,
regenerant, anatomical character.

conservation,

ABSTRAK

Pengujian terhadap karakter anatomi daun regeneran purwo-
ceng (Pimpinella pruatjan Molk.) pasca penyimpanan dalam
medium konservasi telah dilakukan untuk mengetahui karakter
anatomi daun regeneran pascakonservasi dalam medium
dengan penambahan kombinasi sorbitol dan paklobutrazol
selama 4 dan 8 bulan. Selanjutnya daun regeneran tersebut
dibandingkan dengan daun regeneran dalam medium normal
(kontrol). Pengamatan stomata dan struktur daun dilakukan
secara mikroskopis masing-masing terhadap sayatan parader-
mal daun yang dibuat melalui metode whole mount dan
sayatan melintang yang dibuat melalui metode paraffin. Hasil
pengamatan menunjukkan terdapat perbedaan anatomi daun
regeneran yang dikultur pada medium konservasi dan daun
regeneran pada medium normal (kontrol). Densitas stomata
daun regeneran yang tumbuh pada media konservasi rata-rata
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lebih tinggi dibandingkan dengan daun regeneran pada media
kontrol, tetapi stomata lebih pendek dibandingkan dengan
daun regeneran pada media kontrol. Panjang epidermis atas,
mesofil, dan epidermis lebih pendek dibandingkan dengan
kontrol. Penurunan daya regenerasi berkorelasi dengan perbe-
daan karakter anatomi. Pengaruh sorbitol dan paklobutrazol
selama periode konservasi masih bertahan (persisten) pada
tanaman regeneran. Kombinasi perlakuan keduanya mengha-
silkan perbedaan karakter anatomi pada daun regeneran
purwoceng.

Kata kunci: Pimpinella pruatjan Molk, konservasi, regeneran,
karakter anatomi.

PENDAHULUAN

Purwoceng merupakan tanaman obat bernilai
ekonomi tinggi. Akarnya memiliki khasiat utama
sebagai afrodisiak, yaitu meningkatkan gairah
seksual dan menimbulkan ereksi (Hernani dan
Yuliani, 1990). Menurut Rahardjo (2003), saat ini
populasi purwoceng di habitat alaminya sudah
punah akibat eksploitasi secara besar-besaran seba-
gai bahan baku jamu tanpa usaha penanaman kem-
bali. Purwoceng sulit dibudidayakan di luar habitat
alaminya karena memiliki persyaratan tumbuh yang
spesifik. Oleh karena itu, purwoceng dikategorikan
sebagai tanaman langka yang sangat dilindungi
(Rivai et al., 1992). Untuk menghindari kepunahan
purwoceng perlu dilakukan upaya konservasi sece-
patnya. Berbagai upaya untuk melindungi eksistensi
spesies ini telah dilakukan, di antaranya melalui
konservasi secara in vitro pada media konservasi.

Menurut hasil penelitian terakhir (Megia et
al., 2008), periode konservasi purwoceng pada
media in vitro dapat diperpanjang selama 8 bulan
melalui teknik pertumbuhan minimal dengan mem-
berikan regulator osmotik (sorbitol) dan retardan
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pertumbuhan (paklobutrazol) secara bersama-sama.
Namun kultur yang telah dikonservasi tersebut
mengalami penurunan daya regenerasi pada media
pemulihan. Selain itu, kultur menunjukkan gejala
kerdil pada perlakuan sorbitol dan paklobutrazol
konsentrasi tinggi. Untuk itu, diperlukan pengujian
pada berbagai aspek seperti anatomi, fisiologi, dan
sitologi bahkan molekuler (DNA).

Kondisi yang diharapkan pada protokol kon-
servasi adalah kultur dapat disimpan selama mung-
kin tanpa mengalami penurunan daya regenerasi
dan terjaminnya stabilitas genetik. Konservasi ta-
naman strawberi selama 15 bulan tidak mengalami
perubahan genetik berdasarkan pengujian DNA
(RAPD) (Neveen et al., 2008). Menurut Harding
dalam Sarkar et al., 2001, stres osmotik meng-
gunakan manitol dapat menimbulkan hiper-metilasi
terhadap DNA microplant kentang. Beberapa bukti
juga menunjukkan bahwa penggunaan retardan me-
rangsang terjadinya mutagenik (Sarkar et al., 2001).

Pengujian stabilitas genetik pada tingkatan
molekuler (DNA) sudah banyak dilakukan, tetapi
pada aspek anatomi sangat jarang. Padahal prosedur
dan biayanya relatif mudah dan murah dibanding-
kan dengan metode molekuler. Untuk itu, sebelum
melangkah lebih jauh, diperlukan pengujian karak-
ter anatomi daun kultur terlebih dahulu. Selanjutnya
pembuktian diikuti oleh analisis keterkaitan antara
penurunan daya regenerasi dengan struktur anatomi
daun kultur.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Ekofi-
siologi Balai Penelitian Tanaman Obat dan Aroma-
tik (Balittro) dan Laboratorium Anatomi Tumbuhan
Departemen Biologi FMIPA Institut Pertanian
Bogor pada bulan Juni sampai November 2008.

Sampel merupakan daun kultur regeneran
purwoceng berumur 3 bulan yang telah mengalami
periode konservasi 4 (RPPK4) dan & bulan
(RPPKS) dalam media DKW + sukrosa 2,5% yang
mengandung kombinasi sorbitol (0, 1, 2, 3, 4, dan
5%) dan paklobutrazol (0, 1, 3, dan 5 ppm). Adapun
media regenerasi, yaitu DKW + BA 4 ppm + TDZ
0,4 ppm + glutamin 100 ppm (Roostika et al., 2005)
dengan penambahan GA; 3 ppm. Sebagai bahan
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perbandingan dibuat pula preparat daun purwoceng
dari lapang.

Pengamatan karakter anatomi stomata daun
dilakukan secara mikroskopis terhadap preparat
irisan paradermal epidermis bawah daun. Sedang-
kan struktur daun diamati melalui preparat irisan
melintang daun. Preparat paradermal dibuat melalui
metode Whole Mount (Sass, 1951) yang dimodifi-
kasi, dengan pewarnaan safranin 2% (b/v) dan iris-
an melintang daun dibuat melalui metode paraffin
dengan dehidran n-butanol (Nakamura, 1995). Blok
sampel diiris melintang dengan ketebalan 10 pum
menggunakan mikrotom putar Yamato RV-240. Se-
lanjutnya diwarnai dengan safranin 2% (b/v) selama
3 malam dan fast green 0,5% (b/v) selama 1,5 jam.

Karakter anatomi daun pada preparat parader-
mal yang diamati ialah struktur stomata, bentuk sel
epidermis, kerapatan, dan panjang stomata. Peng-
amatan kerapatan stomata dilakukan sebanyak 3
ulangan, setiap ulangan meliputi dua luas bidang
pandang yang dipilih secara acak, sedangkan peng-
ukuran panjang stomata dilakukan 3 ulangan setiap
ulangan meliputi 10 stomata yang dipilih secara
acak.

Karakter anatomi irisan melintang daun me-
liputi: tebal epidermis atas dan bawah, tebal meso-
fil serta kualitatif struktur daun. Ketebalan epider-
mis dan mesofil merupakan nilai rataan pengukuran
pada tiga bagian helaian daun yang tidak mengan-
dung berkas pembuluh. Kualitatif struktur daun
yang diamati meliputi tingkat diferensiasi jaringan,
bentuk dan susunan sel serta kandungan kloroplas.
Pengamatan dilakukan sebanyak 3 ulangan di ba-
wah mikroskop cahaya pada perbesaran 100 dan
400X. Pengambilan foto dilakukan dengan meng-
gunakan fotomikroskop Olympus CX 40 yang di-
sambungkan dengan kamera Olympus OM-20.

Percobaan dilakukan secara faktorial dalam
rancangan acak kelompok lengkap (RAKL). Data
yang diperoleh dari ke-24 kombinasi perlakuan
dianalisis dengan ANOVA, dilanjutkan dengan uji
Duncan Multi Range Test (DMRT) pada taraf a =
5% menggunakan program SPSS for Windows 13.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Struktur Stomata dan Sel Epidermis

Pengamatan secara kualitatif terhadap sayatan
paradermal daun menunjukkan bahwa purwoceng
memiliki stomata pada kedua permukaan daun, baik
adaksial (atas) maupun abaksial (bawah), disebut
juga amfistomatik (Fahn, 1990). Jumlah stomata pa-
da permukaan daun abaksial lebih banyak atau lebih
rapat dari adaksial.

Stomata memiliki sel penjaga berbentuk se-
perti ginjal, dikelilingi oleh dua sel tetangga dengan
dinding bersama dari kedua sel tetangga itu tegak
lurus terhadap sumbu melalui panjang sel penutup
serta celah (diasitik). Selain itu, ditemukan pula tipe
stomata anomositik di mana bentuk sel tetangga
tidak dapat dibedakan dengan sel epidermis lainnya
(Fahn, 1990). Sel epidermis bervariasi, ada yang
memanjang-berlekuk (Gambar 1 A, B, D, F, G) dan
pendek-membulat (Gambar 1 C, E, H).

Pengamatan terhadap struktur kualitatif
stomata dan sel epidermis menunjukkan tidak ada
perbedaan di antara kontrol dan semua kombinasi
perlakuan. Variasi bentuk sel epidermis tidak hanya
pada kontrol, tetapi juga pada semua kombinasi per-
lakuan. Diduga perbedaan ini bukan pengaruh dari
perlakuan, tetapi merupakan variasi dari sifat
tanaman sampel.

Kerapatan Stomata

Hasil analisis ragam terhadap rata-rata kera-
patan stomata menunjukkan bahwa interaksi sorbi-
tol dan paklobutrazol selama periode konservasi 4
bulan nyata meningkatkan kerapatan stomata daun
yang telah diregenerasi (RPPK4). Kerapatan stoma-
ta paling tinggi terdapat pada daun dari planlet yang
telah mengalami penyimpanan dengan kombinasi
perlakuan S4P3 (239 stomata/mm?). Tingkat ke-
rapatan stomata paling rendah terdapat pada daun
yang diberi kombinasi perlakuan S2P1 (133,8 sto-
mata/mm?), lebih rendah dibandingkan dengan
kontrol (155,7 stomata/mm?), tetapi secara statistik
tidak berbeda nyata (Gambar 2). Daun dari dua
kombinasi perlakuan (S5P3 dan S5P5) tidak diamati
karena ukuran daun sangat kecil (lebar +0,3 cm)
sehingga sulit dibuat sayatan.

Pengamatan karakter anatomi daun regeneran
pascakonservasi 8 bulan (RPPKS) hanya dilakukan
terhadap 11 kombinasi perlakuan, karena sebagian
planlet mati pada saat dikonservasi atau diregenera-
si sebelum mencapai bulan ketiga. Kerapatan sto-
mata daun planlet RPPK8 menunjukkan hasil yang
bervariasi. Ada kecenderungan, semakin tinggi kon-
sentrasi kombinasi perlakuan semakin tinggi pula
nilai kerapatan stomata/mm’® daun (Gambar 2).
Sebagai pembanding, kerapatan stomata daun di la-
pang adalah 206,3/mm”. Kerapatan stomata daun
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Gambar 1. Stomata daun bulan ke-3 regenerasi pascakonservasi 4 bulan (RPPK4), 8 bulan (RPPKS), dan daun dari lapang (E). RPPK4:
Kontrol (A), SOP5 (B), S1P0 (C), S3P1 (D). RPPKS8: SOP5 (F), S1P0 (G), S3P1(H) (perbesaran 400x).
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kultur pada RPPKS8 secara umum lebih tinggi dari
daun pada planlet RPPK4 (Gambar 2).

Hasil pengamatan terhadap karakter kerapat-
an stomata daun regeneran pada periode konservasi
4 bulan (RPPK4) dan 8 bulan (RPPKS8) menunjuk-
kan bahwa aplikasi sorbitol dan paklobutrazol se-
lama periode konservasi masih berpengaruh. Nilai
kerapatan stomata cenderung meningkat seiring de-
ngan penambahan konsentrasi kedua faktor terse-
but. Hal ini berhubungan dengan pengecilan ukuran
daun seiring dengan peningkatan konsentrasi sela-
ma periode konservasi, meskipun planlet sudah di-
pindah ke media regenerasi. Menurut Kasele et al.
(1995), aplikasi retardan menurunkan luas daun dan
bobot kering daun, tetapi meningkatkan kerapatan
stomata s7-19%.
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Stomata daun pada bulan ketiga RPPKS8
cenderung lebih rapat dari daun RPPK4. Hal ini
menunjukkan bahwa semakin lama periode konser-
vasi semakin kuat pula efek perlakuan sorbitol dan
paklobutrazol, meskipun tanaman sudah disubkultur
ke media regenerasi selama 3 bulan.

Panjang Stomata

Menurut hasil analisis ragam, interaksi
sorbitol dan paklobutrazol nyata menurunkan pan-
jang stomata (PS) daun pada bulan ketiga RPPK4.
Rata-rata PS daun paling tinggi dimiliki oleh kon-
trol (37,8 um), terendah pada kombinasi perlakuan
SOPS (26 pm) (Gambar 3).
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Gambar 2. Interaksi sorbitol dan paklobutrazol terhadap kerapatan stomata/mm? daun akhir bulan ke-3 regenerasi pasca periode konservasi

4 bulan (RPPK4) dan 8 bulan (RPPKS).
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Gambar 3. Interaksi sorbitol dan paklobutrazol terhadap panjang stomata (um) daun akhir bulan ke-3 regenerasi pascakonservasi 4 bulan

(RPPK4) dan 8 bulan (RPPKS).

Buletin Plasma Nutfah Vol.17 No.1 Th.2011

33



Panjang stomata daun pada RPPKS8 berva-
riasi, paling besar terdapat pada kombinasi perlaku-
an S1P5 (32,8 um) dan terkecil SOP3 (25,6 pm).
Sebagai pembanding, panjang stomata dari lapang
rata-rata 29,1 pum. Panjang stomata daun RPPKS
pada sebagian kombinasi perlakuan mengalami pe-
nurunan dibandingkan dengan daun pada RPPK4
(Gambar 3).

Penurunan panjang stomata daun RPPK4
merupakan respon terhadap interaksi sorbitol dan
paklobutrazol selama periode konservasi. Semakin
tinggi konsentrasi kedua faktor tersebut semakin
kecil ukuran stomata. Panjang stomata pada daun
kontrol in vitro (37,8 um) lebih besar dari stomata
daun yang berasal dari lapang (29,1 um). Stomata
terpendek terdapat pada daun yang diberi perlakuan
SOP5 (26 pum), lebih pendek pula dibandingkan de-
ngan stomata daun dari lapang.

Sebagaimana halnya sorbitol, peningkatan
konsentrasi sukrosa sebagai regulator osmotik da-
lam media MS sampai 9% dapat meningkatkan kan-
dungan gula, pati, dan jumlah stomata tetapi menu-
runkan potensial air dan ukuran stomata planlet
Alocasia amazonica selama periode pertumbuhan in
vitro (Jo et al., 2009).

Menurut Ermayanti et al. (2004), karakter
anatomi daun yang menyangkut ukuran seperti jum-
lah, panjang, dan lebar stomata daun bagian bawah
tanaman merupakan karakter anatomi yang dapat
berubah karena pengaruh lingkungan. Diharapkan
perbedaan karakter kuantitatif anatomi ini dapat di-
hilangkan setelah kultur diaklimatisasi ke rumah
kaca.

Struktur Daun

Sayatan melintang daun purwoceng dari la-
pang tersusun dari bagian-bagian sebagai berikut:
epidermis atas, jaringan palisade, jaringan bunga
karang, berkas pembuluh, dan epidermis bawah.
Sel-sel epidermis atas berukuran relatif lebih besar
dari yang ada di bawah. Epidermis atas dan bawah
mengandung stomata (amfistomatik), kedudukan
stomata lebih tinggi dari epidermis (faneropor). Ja-
ringan palisade terdiferensiasi sempurna meman-
jang tegak lurus dengan epidermis, tersusun rapat
dan mengandung banyak kloroplas. Jaringan bunga
karang terdiri atas sel-sel yang berukuran relatif
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lebih kecil membulat, susunannya tidak teratur se-
hingga banyak mengandung rongga udara (Gambar
4A dan B).

Struktur daun purwoceng in vitro memiliki
sedikit perbedaan, yaitu jaringan mesofil tidak ter-
diferensiasi dengan sempurna, sehingga tidak dapat
dibedakan antara palisade dengan bunga karang.
Jaringan mesofil atas dapat dibedakan dari mesofil
bawah melalui distribusi kloroplasnya. Kloroplas
lebih banyak berada pada jaringan mesofil bagian
atas, selain itu sel-selnya berukuran relatif lebih be-
sar, tersusun rapat tetapi masih berbentuk membu-
lat. Jaringan bunga karang tersusun atas sel-sel de-
ngan ukuran lebih kecil dan tersusun rapat (Gambar
4C dan D).

Pengamatan kualitatif terhadap struktur ana-
tomi daun memperlihatkan adanya perbedaan antara
daun purwoceng dari lapang dan dari lingkungan
kultur (in vitro). Daun dari lapang memiliki me-
sofil yang terdiferensiasi menjadi parenkim palisade
dan parenkim spons, parenkim palisade terdapat
pada bagian adaksial (ventral) disebut juga daun
bifasial atau dorsiventral (Suradinata, 1998).
Mesofil daun in vitro tidak berdiferensiasi secara
sempurna menjadi parenkim palisade. Menurut
Sandoval et al. (1994) serta Dami dan Hughes
(1995), daun dari kultur in vitro memiliki helaian
lebih sempit, tipis, dan tingkatan diferensiasi jaring-
an lebih rendah daripada daun dari lapang. Hal ini
disebabkan karena adanya perbedaan kondisi ling-
kungan kultur dengan kondisi di lapang. Tanaman
di lapang menerima secara optimal cahaya dari
matahari langsung, sedangkan tanaman di lingkung-
an kultur terbatas pada pencahayaan dari lampu.
Akibatnya, daun tanaman kultur in vitro tidak dapat
berdiferensiasi sempurna membentuk jaringan pali-
sade dan bunga karang. Menurut Suradinata (1998),
air dan cahaya merupakan faktor yang mempeng-
aruhi diferensiasi jaringan palisade.

Hasil pengamatan kualitatif terhadap sayatan
melintang daun pada kombinasi perlakuan sorbitol
dan paklobutrazol menunjukkan adanya sedikit per-
bedaan ketebalan, struktur jaringan mesofil, dan
kandungan kloroplas. Struktur daun purwoceng
yang diberi perlakuan tidak menunjukkan kerusak-
an namun menghasilkan sedikit perbedaan diban-
ding kontrol (Gambar 5).
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Gambar 4. Sayatan melintang daun purwoceng lapang (A dan B) dan kontrol in vitro (C dan D). Epidermis atas (A), palisade (B), spons
(C), epidermis bawah (D), rongga substomata (E), stomata (F), mesofil (G). Gambar 4A dan 4C perbesaran 400x, Gambar 4B

dan 4D perbesaran 100x.

Struktur jaringan mesofil daun yang diberi
perlakuan paklobutrazol konsentrasi tinggi sedikit
lebih terdiferensiasi menyerupai palisade, di mana
kandungan klorofil terkonsentrasi pada mesofil atas,
susunan sel agak memanjang dan rapat. Bentuk dan
susunan sel-sel mesofil bawah lebih membulat. Di-
duga cekaman yang disebabkan oleh sorbitol dan
paklobutrazol berpengaruh terhadap diferensiasi
parenkim palisade.

Daun yang diberi pelakuan sorbitol dan
paklobutrazol konsentrasi tinggi mengandung ba-
nyak kloroplas dibanding kontrol sehingga mengin-
duksi diferensiasi jaringan palisade. Menurut Sinha
(1999), perkembangan kloroplas menginduksi di-
ferensiasi jaringan fotosintesis pada tomat. Selain
itu, cekaman osmotik pada daun planlet in vitro
tanaman anggur menyebabkan diferensiasi palisade
yang lebih nyata dan kloroplas lebih banyak di-

Buletin Plasma Nutfah Vol.17 No.1 Th.2011

bandingkan dengan daun kontrol in vitro. Diduga
zat osmotikum dapat memperbaiki anatomi daun
mendekati keadaan normal seperti daun dari rumah
kaca (Dami dan Hughes, 1995).

Tebal Epidermis dan Mesofil

Hasil analisis ragam menunjukkan interaksi
sorbitol dan paklobutrazol selama penyimpanan
nyata menghambat pertumbuhan epidermis atas
daun RPPK4. Rata-rata epidermis atas pada semua
kombinasi perlakuan lebih tipis dibandingkan
dengan epidermis atas kontrol (27,6 um), sedang-
kan epidermis atas paling kecil (14,3 um) pada
kombinasi perlakuan SOP1. Tebal epidermis atas
daun kombinasi perlakuan lainnya berkisar antara
24,2-15,8 um (Tabel 1).
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Gambar 5. Sayatan melintang daun regenerasi pascakonservasi 8 bulan (RPPKS8). Kontrol (A), S1P0 (B), S3P1 (C), SOP3 (D) (Perbesaran

400x).

Tabel 1. Interaksi sorbitol (%) dan paklobutrazol (ppm) terhadap tebal epidermis atas (um) daun
regeneran pascakonservasi 4 bulan (RPPK4).

Perlakuan Epidermis Atas (um)
PO P1 P3 P5

SO 27,6 a 143 f 17,3 cdef 18,1 cdef
S1 17,3 cdef 21,9 be 19,8 bede 16,9 def
S2 21,6 bed 18,8 cdef 16,3 ef 15,8 ef
S3 17,5 cdef 18,8 cdef 20,8 bede 18,2 cdef
S4 15,9 ef 20,3 bede 24,2 ab 18,1 cdef
S5 17,8 cdef 17,9 cdef 159 ef 17,2 cdef

S = sorbitol dan P = paklobutrazol. Angka yang diikuti oleh huruf yang sama dalam kolom dan baris
yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 5% menurut uji DMRT.

Tebal epidermis atas daun RPPKS bervariasi,
berkisar antara 14,6-19,3 pm. Tebal epidermis atas
daun RPPKS8 pada sebagian besar kombinasi per-
lakuan mengalami penurunan dibandingkan dengan
daun RPPK4 (Tabel 2).
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Interaksi sorbitol dan paklobutrazol selama
periode konservasi nyata menghambat pertumbuhan
tebal epidermis bawah daun RPPK4, epidermis ba-
wah paling tebal terdapat pada perlakuan kontrol
(24 pm), sedangkan paling tipis pada perlakuan
SOP1 (11,8 um). Tebal epidermis bawah daun kom-
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binasi perlakuan lainnya berkisar antara 19,1-12,0
um (Tabel 3).

Tebal epidermis bawah daun RPPKS8 berva-
riasi, berkisar antara 10,8-14,5 um. Tebal epidermis
daun RPPKS8 pada sebagian besar kombinasi per-
lakuan mengalami penurunan dibandingkan dengan
daun RPPK4 (Tabel 4).

Interaksi sorbitol dengan paklobutrazol nyata
mempengaruhi tebal mesofil daun RPPK4. Terdapat
dua kombinasi perlakuan yang menunjukkan tebal
mesofil melebihi kontrol (92,3 pm), yaitu SOP5

(104,4 pm) dan S5P5 (99,8 um), tetapi secara
statistik tidak berbeda nyata. Mesofil paling tipis
terdapat pada kombinasi perlakuan S3P0 (49,8 um).
Tebal mesofil dari kombinasi perlakuan lainnya di
bawah kontrol, berkisar antara 83,8-52,1 um (Tabel
5).

Tebal mesofil daun RPPKS bervariasi, ber-
kisar antara 41,8-79,7 um. Tebal epidermis daun
RPPKS8 pada sebagian besar kombinasi perlakuan
mengalami penurunan dibandingkan dengan daun
RPPK4 (Tabel 6).

Tabel 2. Pengaruh kombinasi sorbitol (%) dan paklobutrazol (ppm) terhadap tebal epidermis atas
(um) daun regeneran pascakonservasi 8 bulan (RPPKS).

Epidermis Atas (um)

Perlakuan

PO P1 P3 P5
SO X 16,3 14,6 15,9
S1 15,4 19,3 X 17,9
S2 15 16,8 X X
S3 X 15,4 X X
S4 19,2 X X X
S5 15,9 X X X

S = sorbitol dan P = paklobutrazol. Tidak semua perlakuan memiliki data karena planlet mati saat

penyimpanan atau regenerasi.

Tabel 3. Interaksi sorbitol (%) dan paklobutrazol (ppm) terhadap tebal epidermis bawah (um) daun
regeneran pascakonservasi 4 bulan (RPPK4).

Epidermis Bawah (pm)
Perlakuan

PO P1 P3 P5
SO 24,0 a 11,8 ¢ 13,3 cde 15,0 bede
S1 13,6 cde 18,8 b 14,8 bede 15,0 bede
S2 16,8 bed 15,6 bede 12,1 e 12,0 e
S3 12,9 cde 15,4 bede 15,8 bede 13,7 cde
S4 12,3 de 16,9 bc 19,1 b 13,9 cde
S5 13,3 cde 12,9 cde 13,1 cde 13,4 cde

S = sorbitol dan P = paklobutrazol. Angka yang diikuti oleh huruf yang sama dalam kolom dan baris
yang sama tidak berbeda nyata pada taraf uji 5% (DMRT).

Tabel 4. Pengaruh kombinasi sorbitol (%) dan paklobutrazol (ppm) terhadap tebal epidermis bawah
(um) daun regeneran pasca-konservasi 8 bulan (RPPKS).

Epidermis Bawah (pm)
Perlakuan

PO P1 P3 P5
SO X 12,7 10,8 10,8
S1 11,7 14,4 X 14,5
S2 11,1 12,1 X X
S3 X 12,3 X X
S4 14,1 X X X
S5 12,5 X X X

S = sorbitol dan P = paklobutrazol. Tidak semua perlakuan memiliki data karena planlet mati saat

penyimpanan atau regenerasi.
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Tingginya kematian regeneran pascakonser-
vasi 8 bulan disebabkan oleh cekaman perlakuan
yang terlampau berat dan lama. Kematian planlet
pada kontrol bukan pengaruh cekaman perlakuan
tetapi karena kehabisan nutrisi akibat terlampau
lama disimpan. Oleh karena itu, tidak dilakukan
pengambilan kesimpulan antar perlakuan. Pengam-
bilan kesimpulan hanya dilakukan berdasarkan hasil
perbandingan data dari planlet yang masih hidup
antara dua periode konservasi, yaitu RPPK4 dan
RPPKS.

Pada umumnya interaksi sorbitol dan paklo-
butrazol selama konservasi 4 dan 8 bulan nyata
menghambat pertumbuhan daun saat proses regene-
rasi. Epidermis atas, epidermis bawah, dan mesofil
cenderung lebih tipis dibandingkan dengan kontrol.
Anatomi daun yang telah disimpan 8 bulan pada
saat diregenerasi secara umum lebih tipis dari daun
yang disimpan selama 4 bulan.

Menurut Utrillas dan Alegre (1997), cekaman
air menyebabkan perubahan pada karakter anatomi

dan ultrastruktur sel, antara lain menurunkan tebal
daun, ukuran sel mesofil, ukuran kloroplas, per-
ubahan orientasi tilakoid, dan peningkatan tebal
dinding sel.

Interaksi perlakuan sorbitol dan paklobutrazol
selama konservasi masih berpengaruh meskipun
kultur telah diregenerasi selama 3 bulan dalam
media dengan penambahan giberelin (GA3) 3 ppm.
Penambahan giberelin belum mampu mendobrak
efek persisten paklobutrazol. Paklobutrazol adalah
retardan pertumbuhan yang mampu menghambat
sintesis giberelin, sehingga akhirnya menghambat
peluasan sel-sel. Selain itu, dapat mengecilkan
porus stomata, daun, dan kutikula lebih tebal, serta
peningkatan jumlah dan ukuran trikoma (Chaney,
2005). Oleh karena itu, perlu dikembangkan proto-
kol penyimpanan jangka menengah yang lebih
efisien tanpa disertai penurunan daya regenerasi dan
terjaminnya stabilitas karakter anatomi. Selanjut-
nya, disarankan penggunaan regulator osmotik yang
dikombinasikan dengan pengenceran media dasar.

Tabel 5. Interaksi sorbitol (%) dan paklobutrazol (ppm) terhadap tebal mesofil (um) daun regeneran

pascakonservasi 4 bulan (RPPK4).

Mesofil (um)
Perlakuan

PO P1 P3 P5
SO 92,3 abc 72,6 bedef 64,6 cdef 104,4 a
S1 61,7 def 61,3 def 62,1 def 61,6 def
S2 83,8 abed 80,0 abcde 60,8 def 52,3 ef
S3 498 f 79,6 abcde 81,9 abed 67,3 cdef
S4 61,6 def 81,3 abcede 70,8 cdef 52,1 ef
S5 69,4 cdef 56,0 def 65,3 cdef 99,8 ab

S = sorbitol dan P = paklobutrazol. Angka yang diikuti oleh huruf yang sama dalam kolom dan baris
tidak berbeda nyata pada taraf 5% menurut uji DMRT.

Tabel 6. Pengaruh kombinasi sorbitol (%) dan paklobutrazol (ppm) terhadap mesofil (um) daun
regeneran pasca periode konservasi 8 bulan (RPPKS).

Mesofil (um)
Perlakuan

PO P1 P3 P5
SO X 79,7 59,6 41,8
S1 54,2 523 X 56,1
S2 432 46,5 X X
S3 X 66,9 X X
S4 60,7 X X X
S5 473 X X X

S = sorbitol dan P = paklobutrazol. Tidak semua perlakuan memiliki data karena planlet mati saat

penyimpanan atau regenerasi.
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KESIMPULAN

Berdasarkan uraian di atas maka dapat di-
ambil kesimpulan sebagai berikut:

1. Pengaruh perlakuan sorbitol dan paklobutrazol
selama periode konservasi masih bertahan
(persisten) meskipun sudah disubkultur ke media
regenerasi.

2. Terdapat perbedaan karakter anatomi pada daun
regeneran pasca-kedua periode konservasi.

3. Semua karakter anatomi daun regeneran pasca-
konservasi 8 bulan lebih rendah dari konservasi
4 bulan, kecuali kerapatan stomata lebih tinggi.

4. Semua karakter anatomi daun yang diberi per-
lakuan sorbitol dan paklobutrazol lebih rendah
dibandingkan dengan kontrol, kecuali kerapatan
stomata lebih tinggi.

5. Diduga terdapat hubungan antara penurunan
daya regenerasi dengan perbedaan sejumlah
karakter kuantitatif anatomi daun regeneran.
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