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ABSTRAK

Tebu (Saccharum officinarum L.) merupakan tanaman yang diperbanyak secara vegetatif sehingga berisiko
besar akan terjadinya akumulasi virus di dalam jaringan tanaman. Kultur meristem merupakan salah satu
teknik eliminasi virus yang umum digunakan, namun seringkali meristem memiliki daya hidup dan daya re-
generasi yang rendah. Salah satu penyebabnya adalah karena akumulasi senyawa fenol. Akumulasi senyawa
tersebut dapat direduksi melalui penggunaan senyawa adsorben dan antioksidan. Penelitian ini bertujuan un-
tuk mengetahui pengaruh polyvinylpyrrolidone (PVP) dan diethyldithiocarbamate sodium (DIECA) terhadap
regenerasi meristem tebu. Bahan tanaman yang digunakan adalah tebu PS864. Eksplan yang digunakan
adalah meristem dengan 1-2 primordia daun yang diisolasi di bawah mikroskop. Perlakuan meliputi PVP
(100 dan 300 mg/l) dan DIECA (0 dan 20 mg/l) serta kombinasi antara kedua zat tersebut, dengan 3 ulang-
an (botol) dan setiap botol terdiri atas 3 meristem. Hasil penelitian menunjukkan bahwa peningkatan kon-
sentrasi PVP atau kombinasi perlakuan PVP dan DIECA dapat meningkatkan persentase eksplan hidup, daya
regenerasi, dan jumlah tunas. Kombinasi perlakuan PVP 300 mg/l dan DIECA 20 mg/l merupakan perlakuan
terbaik karena persentase hidup dan daya regenerasi eksplan yang paling tinggi (100%) dengan jumlah tu-
nas 3,8 tunas/eksplan.

Kata kunci: Tebu, Saccharum officinarum L., kultur meristem, PVP, DIECA

ABSTRACT

Being vegetatively propagated, sugar cane faces a high risk of virus accumulation. Meristem culture is one
method that usually applied for virus elimination. However, it often has low survival and regeneration rate
due to an accumulation of phenolic compounds. Accumulation of those compounds can be reduced by apply
adsorbent antioxidant. This research aimed at evaluating the effect of PVP and DIECA on the regeneration
capacity of meristem. The plant material was sugar cane PS864. Meristems with 1—2 primoridial leaves were
used as the explants and isolated under microscope. The PVP (100—-300 mg/l) and DIECA (0— 20 mg/l), or
combined treatment of both antioxidants were used as treatments. Each treatment was replicated 3 times
(bottles), and each bottle contained 3 meristems. The result showed that the higher concentration of PVP or
combined treatment of PVP and DIECA could increase the percentage of survival, regeneration rate, and
number of shoot. The combined treatment of 300 mg/I PVP, and 20 mg/l DIECA produced the highest level
of survival rate (100%) which yielded 3.8 shoots/explants.

Keywords: Sugar cane, Saccharum officinarum L., meristem culture, PVP, DIECA

PENDAHULUAN lah penyakit mosaik yang disebabkan oleh su-

gar cane mosaic virus (SCMV) dan sugar cane

P enurunan produksi tebu dapat disebabkan streak mosaic virus (SCSMV) (Haider et al.
oleh berbagai faktor. Salah satunya ada-
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2011; Goncalves et al. 2012). Virus tesebut
mampu menurunkan rendemen gula hingga
10-30% (Bailey 2004; Putra & Damayanti
2009). Penggunaan benih yang sehat merupa-
kan syarat utama untuk mendapatkan hasil
yang optimal selama siklus budi daya (Goncal-
ves et al. 2012). Oleh karena itu, diperlukan
aplikasi teknik eliminasi virus.

Kultur meristem merupakan salah satu
teknik untuk eliminasi virus yang umum digu-
nakan. Terdapat empat alasan mengapa tek-
nik tersebut dapat mengeliminasi virus, yaitu
1) tingginya aktivitas metabolik di area me-
ristem sehingga menghambat replikasi virus,
2) tiadanya sistem vaskular di daerah meris-
tem sehingga virus tidak mampu menginvasi
jaringan tersebut, 3) tingginya kandungan
auksin endogenus dan eksogenus di dalam ja-
ringan meristem sehingga virus tidak dapat
bereplikasi, dan 4) meristem lolos dari infeksi
virus oleh karena mekanisme RNA silencing
(Goncalves et al. 2012). Kelebihan lain dari
teknik kultur meristem adalah dapat mengeli-
minasi beberapa macam virus secara ber-
samaan (Ramgareeb et al. 2010; Cheong et
al. 2012).

Teknik kultur meristem telah berhasil di-
lakukan pada tanaman tebu dengan menggu-
nakan meristem yang berukuran kurang dari 2
mm (Ramgareeb et a/. 2010), namun sering-
kali meristem tersebut memiliki daya hidup dan
daya regenerasi yang rendah (Wang & Valko-
nen 2012). Ukuran eksplan yang terlalu kecil
menyebabkan kendala teknis dalam proses re-
generasi jaringan menjadi tanaman utuh atau
planlet (Wang & Valkonen 2012). Kondisi de-
mikian dapat terjadi sebagai akibat dari perlu-
kaan pada saat isolasi maupun tingginya kan-
dungan senyawa fenolik dalam jaringan meris-
tem. Akumulasi senyawa fenolik dapat meng-
hambat pertumbuhan tanaman dan bahkan
bersifat toksik. Senyawa tersebut muncul ke-
tika tanaman mendapatkan cekaman atau
stres, salah satunya berupa luka pada jaring-
an (Sari et al. 2013). Akumulasi fenol pada
tanaman dapat diatasi dengan memberikan
polyvinylpyrrolidone (PVP) dan diethyldithio-
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carbamic acid (DIECA). Cara lainnya adalah
dengan melakukan subkultur secara berulang
atau periodik (Cheong et al 2012). Namun
demikian, cara tersebut akan berisiko terha-
dap terjadinya kontaminasi dan keragaman
somaklonal. Oleh karena itu pada penelitian
ini, digunakan PVP dan DIECA untuk mengu-
rangi terjadinya pencokelatan, sesuai hasil pe-
nelitian Yoruk & Marshall (2003). PVP meru-
pakan adsorban yang bersifat spesifik menye-
rap senyawa fenol (Zhou et a/. 2010). PVP ba-
nyak digunakan dalam kultur /n vitro tanaman
untuk mengurangi pencokelatan yang dapat
berefek negatif terhadap daya hidup eksplan.
Secara praktis, penggunaan PVP lebih mudah
daripada aplikasi DIECA karena PVP dapat di-
campurkan ke dalam media yang akan disteri-
lisasi menggunakan otoklaf, sedangkan DIECA
perlu disterilisasi dengan menggunakan miil/-
pore terlebih dahulu sebelum diteteskan pada
eksplan. Menurut Sari et a/. (2013) pengguna-
an PVP 100 mg/I hingga 20 g/l dapat menang-
gulangi pencokelatan pada biakan jati. Pada
penelitian ini, peningkatan konsentrasi PVP
atau aplikasi kombinasi perlakuan PVP dan
DIECA diharapkan dapat menekan pencokelat-
an dan meningkatkan daya regenerasi me-
ristem. Oleh karena itu, perlu dilakukan opti-
masi kultur meristem tebu sebelum diaplikasi-
kan untuk eliminasi virus. Penelitian ini bertu-
juan untuk mengevaluasi pengaruh PVP dan
DIECA terhadap regenerasi meristem tebu
PS864.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Unit
Produksi Benih Unggul Pertanian, Badan Pene-
litian dan Pengembangan Pertanian dan Labo-
ratorium Kultur Jaringan, Kelompok Peneliti
Biologi Sel dan Jaringan, Balai Besar Penelitian
dan Pengembangan Bioteknologi dan Sumber-
daya Genetik Pertanian di Bogor.

Bahan tanaman yang digunakan adalah
tebu varietas PS864 yang diperoleh dari kebun
koleksi Pusat Penelitian dan Pengembangan
Tanaman Perkebunan (Puslitbangbun) Cibi-
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nong, Bogor. Bahan tanaman merupakan tebu
ratoon ke-2 yang ditanam di dalam polybag
yang berisi media tanah dan pupuk kandang
sapi (2:1). Untuk memacu pembentukan tu-
nas, mata tunas disemprot dengan larutan
benzyladenine (BA) 0,25 mg/l. Penyemprotan
tersebut dilakukan setiap 2 minggu hingga
terbentuk banyak tunas samping.

Tunas muda diisolasi dan disterilisasi de-
ngan cara dibakar menggunakan alkohol 96%.
Selanjutnya, meristem diisolasi di bawah mi-
kroskop binokular dengan cara mengupas li-
gula dan helaian daunnya satu persatu hingga
diperoleh meristem. Oleh karena ukuran me-
ristem tebu sangat kecil, maka bagian yang
diisolasi adalah meristem dengan 1—2 primor-
dia daun (Gambar 1). Untuk meminimalkan
stres yang disebabkan oleh luka mekanis, ba-
gian basal disisakan sekitar 1 mm. Pada saat
penanaman, bagian basal tersebut dipegang
dengan menggunakan pinset. Meristem ditiris-
kan di atas kertas saring, lalu ditanam pada
media regenerasi, yaitu media MS (Murashige
& Skoog 1962) dengan penambahan BA 0,3
mg/| dan indole butyric acid (IBA) 0,5 mg/I.

Perlakuan yang digunakan meliputi kom-
binasi dari PVP (100 dan 300 mg/l) dan DIECA
(0 dan 20 mg/l) dengan 3 ulangan (botol) dan
setiap botol terdiri atas 3 meristem. PVP ditam-
bahkan pada media regenerasi, sedangkan
DIECA diberikan dengan cara diteteskan ke ba-
gian atas meristem yang telah ditanam pada
media regenerasi, sebanyak 1 tetes, sehingga
larutan DIECA tersebut mengenai eksplan dan
media di sekitarnya. Pengamatan visual dilaku-
kan terhadap pencokelatan yang terjadi pada
eksplan dan media. Peubah yang diamati me-
liputi persentase eksplan hidup, jumlah eks-
plan yang berkalus, jumlah eksplan yang be-
regenerasi, jumlah eksplan yang berakar, dan
jumlah tunas pada 1-7 minggu setelah tanam
(MST). Eksplan yang bertahan hidup ditandai
dengan warna krem yang kemudian menjadi
hijau atau krem kecokelatan terlebih dahulu
lalu menjadi hijau. Warna cokelat atau hitam
menandakan eksplan tersebut mati. Tunas mu-

lai dapat dihitung ketika muncul daun, kira-
kira dengan ukuran lebih dari 0,5 cm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada 1 MST, pencokelatan sudah terjadi
pada bagian basal eksplan. Hal ini bertentang-
an dengan hasil yang dilaporkan oleh AlMaarri
et al. (2012) yang menyatakan bahwa kultur
meristem tanaman kentang tidak mengalami
pencokelatan. Kentang merupakan tanaman
herbaseus sedangkan tebu memiliki batang
yang lebih keras dengan kandungan sukrosa
yang tinggi. Menurut Zhou et a/. (2010), pen-
cokelatan pada jaringan tanaman terjadi seba-
gai akibat dari konversi senyawa fenol menjadi
quinon melalui reaksi enzimatis oleh polifenol
oksidase, yang diikuti dengan konversi quinon
menjadi hidroksil quinon melalui polimerisasi
non-enzimatis menjadi senyawa yang berwar-
na cokelat gelap, yaitu melanin. Goncalves et
al. (2012) menjelaskan bahwa meristem yang
berukuran kecil bersifat lebih sensitif terhadap
desikasi, perlukaan selama isolasi, dan oksida-
si senyawa fenol. Oksidasi senyawa fenol da-
pat menghasilkan quinon yang bersifat toksik
terhadap jaringan tanaman. Jika pencokelatan
terjadi sangat parah maka jaringan tanaman
akan menjadi mati. Cheong et a/. (2012) me-
laporkan bahwa subkultur secara berulang
atau periodik dapat mereduksi pencokelatan,
namun cara tersebut berisiko terhadap terjadi-
nya kontaminasi dan keragaman somaklonal.
Penggunaan PVP dan DIECA lebih disarankan
oleh Yoruk & Marshall (2003) untuk mengu-
rangi pencokelatan.

Pada periode inkubasi berikutnya (2
MST), zona pencokelatan di sekitar meristem
tebu semakin meluas. Zona pencokelatan yang
terjadi pada meristem yang diberi perlakuan
PVP 100 mg/l tampak lebih besar daripada
yang diberi perlakuan PVP 300 mg/l (Gambar
1). Hal ini menunjukkan bahwa peningkatan
konsentrasi PVP dari 100 mg/l menjadi 300
mg/| dapat menekan pencokelatan pada me-
ristem tebu. Penekanan pencokelatan tersebut
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Gambar 1. Pengaruh PVP dan DIECA terhadap
pertumbuhan meristem tebu PS864, 2
MST: PVP 100 mg/I (A), PVP 100 mg/I
+ 1 tetes DIECA 20 mg/I (B) PVP 300
mg/l (C), PVP 300 mg/l + 1 tetes
DIECA 20 mg/I (D)

diharapkan dapat meningkatkan daya regene-
rasi meristem.

Respon regenerasi meristem menjadi tu-
nas dimulai dengan perubahan warna eksplan
menjadi krem kemudian langsung menjadi hi-
jau atau krem kecokelatan terlebih dahulu ke-
mudian menjadi hijau. Pertumbuhan meristem
ditandai dengan membengkaknya titik tumbuh
disertai dengan perubahan warna menjadi hi-
jau dan diikuti dengan elongasi tunas. Meris-
tem dapat tumbuh tanpa disertai dengan pem-
bentukan kalus maupun akar. Hal ini meng-
indikasikan bahwa media regenerasi yang di-
gunakan pada penelitian ini telah optimal, se-
hingga rasio sitokinin dan auksin di dalam ja-
ringan meristem diduga melebihi satu. Pene-
muan klasik menunjukkan bahwa perkem-
bangan jaringan tanaman tergantung pada ra-
sio sitokinin-auksin. Taraf sitokinin yang lebih
tinggi akan memacu formasi tunas, sedangkan

taraf auksin yang tinggi akan memacu formasi
akar, dan jika keduanya seimbang maka akan
terbentuk kalus atau jaringan yang tidak ter-
diferensiasi. Kedua hormon tersebut saling
berinteraksi dalam menentukan perkembang-
an tanaman (Moubayidin et a/. 2009). Fitch et
al. (2001) memperoleh regeneran yang berka-
lus dari eksplan meristem karena media tum-
buhnya mengandung auksin sintetik, yaitu d/-
chloro phenoxyacetic acid (2,4-D) 3 mg/| sela-
in BA 0,2 mg/I.

Nilai persentase eksplan hidup menun-
jukkan kemampuan suatu zat dalam mence-
gah pencokelatan dan mendukung regenerasi
meristem. Jika pencokelatan semakin parah
maka persentase eksplan hidup akan rendah.
Sebaliknya, jika zat yang digunakan mampu
mencegah pencokelatan maka meristem dapat
mempertahankan daya hidupnya. Tabel 1 me-
nunjukkan bahwa penggunaan PVP dengan
konsentrasi yang lebih tinggi (300 mg/l) mem-
berikan persentase eksplan hidup yang lebih
tinggi (89%) daripada konsentrasi PVP yang
lebih rendah, yaitu 100 mg/l (56%) pada 10
MST. Hal ini mengindikasikan bahwa pening-
katan konsentrasi PVP dapat meningkatkan
persentase hidup eksplan. Menurut Sari et al.
(2013) penggunaan PVP 100 mg/l hingga 20
g/l dapat menanggulangi pencokelatan pada
biakan jati. Hasil penelitian ini juga menunjuk-
kan bahwa kombinasi perlakuan PVP dan
DIECA terbukti mampu mempertahankan daya
hidup meristem hingga 100% pada 10 MST
(Tabel 1).

Tidak semua meristem yang hidup dapat
tumbuh atau beregenerasi dengan baik. Me-
ristem yang hidup tetapi tidak tumbuh, ditan-
dai dengan warna eksplan yang krem hingga
hijau tetapi tidak mengalami elongasi tunas
hingga 10 MST. Sebagian meristem bahkan

Tabel 1. Pengaruh PVP dan DIECA terhadap persentase eksplan hidup meristem tebu PS864

Rata-rata £ Sd Persentase eksplan hidup (%)

Perlakuan

1 MST 3 MST 5 MST 7 MST 10 MST
PVP 100 mg/I 100+ 0 100+ O 100+ 0 67 £ 58 56 + 51
PVP 100 mg/I + DIECA 20 mg/I 83+ 24 67 + 47 67 £ 47 67 £ 47 100+ 0
PVP 300 mg/I 100+ O 100+ O 100+ 0 89 + 19 89 + 19
PVP 300 mg/I + DIECA 20 mg/I 89 + 19 89 + 19 89 + 19 100+ 0 100+ 0
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Tabel 2. Pengaruh PVP dan DIECA terhadap daya regenerasi meristem tebu PS864

Rata-rata £ Sd Daya regenerasi (%)

Perlakuan
1 MST 3 MST 5 MST 7 MST 10 MST
PVP 100 mg/I 100+ O 67 + 58 67 £ 58 67 + 58 44 + 51
PVP 100 mg/I + DIECA 20 mg/I 83+ 24 67 + 47 67 + 47 67 + 47 100+ 0
PVP 300 mg/I 72 £ 25 89 + 19 89 + 19 89 + 19 78 £ 19
PVP 300 mg/I + DIECA 20 mg/I 78 £ 19 78 £ 19 78 £ 19 100+ O 100+ O

Tabel 3. Pengaruh PVP dan DIECA terhadap jumlah tunas yang terbentuk dari eksplan meristem tebu PS864

Jumlah tunas (Rata-rata + Sd)

Perlakuan 1 MST 3 MST 5 MST 7 MST 10 MST
PVP 100 mg/! 1,0+ 0,0 0,7 £ 0,6 0,7 £ 0,6 0,0£0,8 15+0,7
PVP 100 mg/l + DIECA 20 mg/| 1,0 £ 0,0 1,0 £0,0 1305 1,5+0,7 18+ 1,1
PVP 300 mg/!| 0,94 0,2 0,9 0,2 0,0%0,2 1,2+0,3 43+39
PVP 300 mg/l + DIECA 20 mg/| 0,0£0,2 0,8 0,2 1408 21+0,8 3,8+ 2,8

berhenti pertumbuhannya pada periode inku-
basi berikutnya, yaitu meristem yang diberi
perlakuan PVP 100 mg/l dan DIECA 20 mg/I.
Tabel 2 juga menunjukkan bahwa pengguna-
an PVP 300 mg/l dapat meningkatkan daya
tumbuh meristem, mencapai 89% pada 7
MST. Kombinasi perlakuan PVP 300 mg/l dan
DIECA 20 mg/l mampu meningkatkan daya
tumbuh hingga 100% pada 7 MST.

Selain persentase eksplan hidup dan da-
ya regenerasi, peningkatan konsentrasi PVP
juga dapat meningkatkan jumlah tunas yang
terbentuk. Pada taraf PVP 300 mg/I, jumlah
tunas yang dihasilkan lebih banyak (1,8 tunas/
eksplan) daripada yang dihasilkan oleh perla-
kuan PVP 100 mg/I (1,5 tunas/eksplan) pada
10 MST (Tabel 3). Kombinasi perlakuan PVP
300 mg/l dan DIECA 20 mg/l juga mampu me-
ningkatkan jumlah tunas menjadi 3,8 tunas/
eksplan pada 10 MST (Tabel 3). Meristem yang
berasal dari perlakuan PVP 300 mg/l bahkan
mampu berproliferasi dengan jumlah tunas
mencapai 4,3 tunas/eksplan setelah periode
inkubasi 10 MST (Tabel 3).

Secara umum, kombinasi perlakuan PVP
300 mg/I dan DIECA 20 mg/l memberikan da-
ya regenerasi yang tertinggi (100%) pada 10
MST (Tabel 2) dengan jumlah tunas yang cu-
kup tinggi, yaitu 3,8 tunas/eksplan (Tabel 3).
Pada Gambar 2 tampak bahwa penampilan bi-
akan yang berasal dari perlakuan tersebut le-
bih tegar dan lebih hijau dengan jumlah tunas

yang lebih banyak daripada perlakuan lainnya.
Oleh karena itu, kombinasi perlakuan PVP 300
mg/l dan DIECA 20 mg/l merupakan perlaku-
an terbaik dan direkomendasikan untuk mere-
generasikan meristem tebu.

)

Gambar 2. Pengaruh PVP dan DIECA terhadap re-
generasi meristem tebu PS864, pada 10
MST: PVP 100 mg/I (A), PVP 100 mg/I
+ DIECA (B) PVP 300 mg/I (C), PVP
300 mg/| + DIECA (D).

KESIMPULAN

Peningkatan konsentrasi PVP atau kom-
binasi perlakuan PVP dan DIECA dapat me-
ningkatkan persentase eksplan hidup, daya
regenerasi, dan jumlah tunas. Kombinasi per-
lakuan PVP 300 mg/l dan DIECA 20 mg/l me-
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rupakan perlakuan terbaik untuk kultur meris-
tem tebu karena menghasilkan persentase hi-
dup dan daya regenerasi eksplan yang terting-
gi (100%) dengan jumlah tunas 3,8 tunas/
eksplan pada 10 MST. Formulasi media dan
metode yang dihasilkan pada penelitian ini
dapat diaplikasikan pada tanaman tebu yang
terserang virus sehingga menghasilkan benih
yang bebas virus.
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