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Penyimpanan In Vitro Tunas Nilam dengan Cara Menghambat Pertumbuhan

Endang Gati L., Ika Mariska', Said Harran?, dan Rita Megia2
Balai Penelitian Bioteknologi Tanaman Pangan, Bogor
2Institut Pertanian Bogor

ABSTRACT

Nilam (Pogostemon cablin Benth.) is essential oil producing
plant significant in the perfume industry. The maintenance of
prime seed numbers requires high cost due to the necessity of
monthly renewal. To cope with the problem, in vitro preser-
vation would the best alternative. Therefore, two number of
plants (No. TT and 2A) resulted from somaclonal variaton
have been preserved in vitro. The explant used is the lateral
shoot sized + 3 mm. The experiment consisted of two kinds,
the first measured treatment was: basic media (MS and MS
0.5), growth inhibitor paclobutrazol or ancymidol (0, 1, 2, 3, 4,
and 5 mg/l) and shoot resulted from somaclonal variation (2A
and TT (mother plant as control). Factorial experiment sampl-
ing with complete random environmental sampling was ap-
plied. While, the second experiment was paclobutrazol and
ancymidol 5 mg/l + manitol (0, 3, and 4%) at the MS media
0.5. The first experiment of nilam TT or 2A preservation at the
media MS (1.0 and 0.5) added with paclobutrazol 5 mg/l was
able to keep the shoot until the second week without any
abnormal growth. The second experiment showed that
paclobutrazol combined with 3% manitol and the basic media
MS 0.5 was the experiment with the optimum result. Until the
24™ week, the shoots with this treatment still remain green and
fresh. After six month preservation, the shoot grown at MS
media added with BA 0.1 mg/l was capable of proliferating in
the normal performance.

Key words: Pogostemon cablin, preservation, in vitro, growth
inhibitor.

ABSTRAK

Nilam (Pogostemon cablin Benth.) merupakan salah satu ta-
naman penghasil minyak atsiri yang penting dalam industri
parfum. Pemeliharaan nomor-nomor tanaman nilam hasil va-
riasi somaklonal atau koleksi pemulia tanaman di kebun kolek-
si memerlukan biaya yang tinggi karena setiap beberapa bulan
tanaman harus diperbaharui. Untuk mengatasi hal ini dapat di-
lakukan penyimpanan melalui in vitro. Telah dilakukan pe-
nyimpanan dua nomor tanaman (No. TT dan 2A) yang
merupakan hasil variasi somaklonal. Eksplan yang digunakan
adalah tunas lateral berukuran + 3 mm. Percobaan terdiri dua
macam. Pada percobaan pertama, perlakuan yang diuji adalah
media dasar (MS dan MS 0,5), zat penghambat tumbuh
paclobutrazol atau ancymidol (0, 1, 2, 3, 4, dan 5 mg/l) dan
tunas hasil variasi somaklonal (2A) dan TT (tanaman induk
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sebagai kontrol). Rancangan percobaan adalah faktorial dalam
lingkungan acak lengkap. Pada percobaan kedua, perlakuan
yang diuji adalah paclobutrazol dan ancymidol 5 mg/l +
manitol (0, 3, dan 4%) pada media MS 0,5. Pada percobaan
pertama, penyimpanan tunas nilam TT atau 2A pada media
MS (1,0 dan 0,5) yang diberi paclobutrazol 5 mg/l dapat
menyimpan tunas sampai minggu ke-2 tanpa menyebabkan
pertumbuhan abnormal. Hasil percobaan kedua menunjukkan
bahwa paclobutrazol 5 mg/l yang dikombinasikan dengan
manitol 3% dan media dasar MS 0,5 merupakan perlakuan
yang optimal. Sampai minggu ke-24, tunas pada perlakuan
tersebut masih berwarna hijau dan tegar. Setelah disimpan
selama enam bulan, tunas yang ditumbuhkan pada media MS
yang diberi BA 0,1 mg/l tetap mampu berproliferasi dan
tampak normal.

Kata kunci: Pogostemon cablin, penyimpanan, in vitro, zat
penghambat tumbuh.

PENDAHULUAN

Nilam (Pogostemon cablin Benth.) merupa-
kan tanaman penghasil minyak atsiri yang potensial
dikembangkan sebagai komoditas ekspor. Indonesia
adalah pemasok utama nilam di pasar dunia. Selain
untuk bahan pewangi, minyak nilam juga dapat di-
gunakan sebagai bahan campuran minyak pewangi.

Keragaman nilam sangat sempit karena ta-
naman tidak berbunga, sehingga dengan persilangan
konvensional sulit dihasilkan varietas baru dengan
sifat-sifat yang diinginkan. Salah satu upaya yang

. dapat dilakukan untuk meningkatkan keragaman

genetik nilam adalah melalui kultur in vitro, antara
lain dengan cara keragaman somaklonal.

Klon-klon hasil eksplorasi dan nomor-nomor
harapan hasil variasi somaklonal harus dipelihara
supaya dapat digunakan sewaktu-waktu. Upaya pe-
lestarian plasma nutfah melalui kultur in vitro sudah
lama diterapkan di negara-negara maju mengingat
pentingnya plasma nutfah di masa mendatang, ter-
utama untuk spesies yang bijinya bersifat rekal-
sitran dan untuk tanaman yang perbanyakannya
hanya secara vegetatif (Grout, 1995).
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Penyimpanan biakan secara in vitro dihadap-
kan pada beberapa kendala, antara lain memerlukan
biaya cukup tinggi, tenaga yang terampil, dan perlu
analisis kestabilan genetik pada materi yang disim-
pan dalam periode tertentu (Ashmore, 1997). Selain
itu, kegiatan ini dihadapkan pada risiko kematian
atau kehilangan genotipe yang disebabkan oleh
gangguan tenaga listrik, kerusakan alat, dan kendala
lainnya. Oleh sebab itu, kebun koleksi plasma nut-
fah masih tetap diperlukan, terutama untuk tanaman
tahunan (Mariska et al., 1996).

Salah satu cara penyimpanan nilam secara in
vitro adalah melalui pertumbuhan minimal (pertum-
buhan lambat). Dengan cara ini, biakan dikulturkan
pada kondisi suboptimal dan diupayakan biakan te-
tap hidup, tetapi proses pembelahan selnya sangat
lambat (Reed, 1989). Dengan menekan pertumbuh-
an dapat dicegah perubahan DNA atau endomitosis,
karena salah satu penyebab terjadinya mutasi adalah
pembelahan sel secara terus-menerus.

Untuk penyimpanan pertumbuhan lambat
dapat dilakukan dengan beberapa cara, antara lain:
1. Mengurangi atau menghilangkan beberapa fak-

tor esensial untuk pertumbuhan normal seperti
pengenceran media dasar dan mengurangi kon-
sentrasi zat pengatur tumbuh (Lloyd dan Jack-
son, 1986; Oka dan Niino, 1997; Desbrunais ef
al., 1992).

2. Memberikan tekanan osmotik dengan menam-
bahkan bahan seperti manitol atau sukrosa un-
tuk menghambat pembelahan sel. Dengan ada-
nya bahan osmotik maka potensial osmotik me-
dia menjadi lebih tinggi dan menyebabkan pe-
nyerapan unsur hara menjadi lambat.

3. Menambahkan inhibitor absisic acid dan zat
penghambat tumbuh (retardan) ancymidol, cy-
cocel atau paclobutrazol untuk menghambat
pembelahan sel dan pemanjangan sel (Withers,
1983; Lloyd dan Jackson, 1986; Oka dan Niino,
1997; Setia et al., 1996).

Penelitian bertujuan untuk mendapatkan me-
tode penyimpanan pertumbuhan minimal klon ha-
rapan hasil variasi somaklonal dan nomor TT nilam
Aceh untuk jangka waktu relatif lama. Jika metode
penyimpanan secara in vitro telah diperoleh maka
dapat diaplikasikan untuk penyimpanan berbagai
klon-klon nilam lainnya.
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BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan di laboratorium Kelti
Reproduksi dan Pertumbuhan Balai Penelitian Bio-
teknologi Tanaman Pangan, Bogor, mulai Januari
hingga Juni 1999. Bahan tanaman yang digunakan
sebagai eksplan adalah klon-klon harapan (nomor
2A hasil variasi somaklonal) dan nomor TT nilam
Aceh yang digunakan sebagai pohon induk pada
penelitian variasi somaklonal (Mariska et al., 1996).
Klon-klon tersebut telah dikulturkan secara in vitro
pada media MS diberi BA 0,1 mg/l. Percobaan
terdiri dua tahap.

Percobaan Pertama

Percobaan bertujuan untuk mengetahui pe-
ngaruh media dasar yang dikombinasikan dengan
zat penghambat tumbuh paclobutrazol atau ancy-
midol terhadap pertumbuhan tunas. Sebagai perla-
kuan adalah: (1) media dasar (MS dan MS 0,5), MS
0,5 berarti kandungan garam makronya diencerkan
0,5 dari konsentrasi baku, (2) zat penghambat tum-
buh paclobutrazol atau ancymidol (0, 1, 2, 3, 4, dan
5 mg/l), dan (3) tanaman hasil variasi somaklonal
(2A) dan TT.

Percobaan menggunakan rancangan faktorial
dalam acak lengkap. Masing-masing perlakuan ter-
diri atas lima botol, pada setiap botol ditanam dua
eksplan. Eksplan yang digunakan adalah tunas late-
ral berukuran 1-3 mm, diisolasi secara aseptik dari
tunas in vitro. Eksplan ditanam pada botol kultur
kecil berdiameter 3,5 dan tinggi 8,5 cm.

Percobaan Kedua

Percobaan bertujuan untuk mengetahui pe-
ngaruh pemberian paclobutrazol atau ancymidol
yang dikombinasikan dengan manitol terhadap per-
tumbuhan tunas. Perlakuan yang diuji adalah paclo-
butrazol dan ancymidol 5 mg/l ditambah manitol (0,
3, dan 4%) pada media dasar MS 0,5. Percobaan di-
tata dengan rancangan acak lengkap, masing-ma-
sing perlakuan terdiri atas lima botol, pada setiap
botol ditanam dua eksplan.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Percobaan Pertama

Hasil penelitian menunjukkan bahwa eksplan
berupa tunas lateral berukuran 3 mm yang ditanam
pada media perlakuan sudah mulai tumbuh dan
menghasilkan tunas baru pada minggu ke-2 setelah
tanam. Dari kedua zat penghambat tumbuh yang
digunakan, perlakuan ancymidol (ancym) lebih nya-
ta menghambat pertumbuhan tunas dibandingkan
dengan perlakuan paclobutrazol (paclo).

Analisis pada kultur yang berumur 12 minggu
menunjukkan adanya pengaruh interaksi dari nomor
tanaman (2A dan TT), media dasar (MS 1 dan 2),
dan zat penghambat tumbuh (paclo dan ancym) ter-
hadap pertumbuhan tunas (Tabel 1). Dari ketiga
faktor tersebut, terutama untuk nomor 2A, antara
paclo dengan media dasar MS maupun MS 0,5
umumnya menghasilkan tunas yang lebih banyak
dibanding pengaruh interaksi antara ancymidol de-
ngan No TT atau 2A dan media MS atau MS 2.

Sampai minggu ke-12, penghambatan multi-
plikasi tunas yang nyata terutama didapatkan dari
perlakuan ancym 3, 4, dan 5 mg/l. Hingga konsen-
trasi 5 mg/l, ancym belum mampu menghambat

multiplikasi tunas, kecuali untuk tinggi tunas. Un-
tuk menghambat tunas nilam diperlukan paclobu-
trazol dengan konsentrasi yang lebih tiriggi diban-
ding ancymidol. Hal ini kemungkinan karena trans-
lokasi ancymidol lebih cepat dibanding paclobutra-
zol sehingga pada konsentrasi yang rendah sudah
mampu menghambat pertumbuhan.

Pengaruh ancymidol dalam pembentukan tu-
nas nilam dapat disebabkan oleh terhambatnya sin-
tesis giberelin dalam tanaman yang berperan dalam
merangsang perpanjangan tunas, pembelahan sel,
dan menghilangkan dormansi pada tunas. Dengan
terhambatnya sintesis giberelin maka tunas menjadi
dorman dan pembelahan serta pemanjangan sel
menjadi terhambat. Dampak selanjutnya adalah ter-
hambatnya pembentukan tunas baru.

Sampai minggu ke-16, tunas sudah meme-
nuhi botol, sehingga untuk menghitung jumlahnya
tidak dapat dilakukan dari luar botol. Oleh karena
itu, dilakukan penimbangan bahan tanaman segar
dari setiap botol. Cara pengamatan yang sama di-
lakukan oleh Teng (1997) pada regenerasi tunas
Anthurium. Pada penelitian ini tidak dilakukan pe-
nimbangan pada bobot kering tanaman karena tunas
masih diperlukan untuk uji kemampuan regene-
rasinya.

Tabel 1. Rata-rata jumlah tunas nilam pengaruh interaksi antara nomor tanaman, media dasar, dan zat penghambat

tumbuh, pada minggu ke-12.

Perlakuan No. TT No. 2A

(mg/1) MS 0,5 MS MS 0,5 MS
Paclobutrazol

0 1,94 Imnop 2,86 efghij 3,03 bedefgh 3,28 abcdef
1 2,62 ghijk 3,51ab 3,69 a 3,47 abc

2 2,59 ghijk 3,46 abc 3,46 abc 3,41 abcd

3 2,73 efghij 3,36 abcde 2,87 efghi 3,08 bedefg
4 1,98 Imnop 2,92 cdefgh 2,64 ghijk 1,93 Imnop
5 2,45 hijkl 2,88 defghi 2,33 ijklm 3,07 bedefg
Ancymidol

0 1,54 opqrs 1,77 mnopgr 1,40 pqrs 1,83 mnopqr
1 2,29 jkimn 1,99 Imnopqr 1,31 rs 2,90 defghi
2 2,10 klmno 1,75 mnopgqr 1,58 opgrs 1,92 Imnopq
3 1,75 mnopqr 1,68 opgr 1,58 opqrs 1,06 s

4 1,33 grs 1,59 opgrs 1,73 nopwrs 1,42 pqrs

5 1,72 nopqr 1,59 opgrs 1,91 Imnopqr 131rs

Angka selajur yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 0,01 DMRT.
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Analisis terhadap berat tunas menunjukkan
adanya pengaruh interaksi yang nyata antara perla-
kuan media dasar dengan zat penghambat tumbuh,
sedangkan antara nomor tanaman (TT dan 2A) de-
ngan zat penghambat tumbuh tidak berbeda nyata,
demikian pula pada ketiga perlakuan yang diuji.

Pada perlakuan pengaruh interaksi antara MS
0,5 ancymidol dengan konsentrasi 1, 2, dan 3 mg/I,
biakan lebih ringan dibanding pengaruh interaksi

lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa pengenceran .

media dasar dan diberi retardan ancymidol dapat
memperlambat pertumbuhan tunas (Tabel 2).

Pengaruh interaksi zat penghambat tumbuh
‘paclo dengan media dasar MS maupun MS 0,5 pada
umumnya menghasilkan biakan lebih berat diban-
ding perlakuan media dasar MS dengan ancym,
terutama pada konsentrasi rendah. Hal ini menun-
jukkan bahwa ancym memberikan penghambatan
yang lebih kuat dibanding paclo. Secara visual ter-
lihat bahwa pada perlakuan MS + ancym 4 mg/l
menghasilkan tunas yang sangat pendek dan akar
yang tebal (Gambar 1), sehingga biakan yang diha-
silkan menjadi lebih berat.

Pertumbuhan tunas pada kultur yang berumur
12 minggu dipengaruhi oleh interaksi ketiga faktor
dan dengan adanya zat penghambat tumbuh menye-
babkan tunas yang dihasilkan lebih pendek diban-
ding kontrol. Penghambatan tinggi tunas paling
nyata didapatkan dari interaksi antara ancym 5 mg/l
dengan media dasar MS 0,5 pada nomor TT.

Pemberian ancym, terutama dengan konsen-
trasi tinggi (3, 4, dan 5 mg/l) umumnya nyata
menghambat tinggi tunas dibanding paclo. Pada be-
berapa tanaman, perlakuan ancym lebih nyata
menghambat tinggi tunas (Tabel 3). Pada penyim-
panan pule pandak, tunas terpendek didapatkan dari
pemberian ancym 1 mg/l yang dikombinasi dengan
media dasar 0,5 Monnier, yaitu 0,80 cm (Purnama-
ningsih dan Gati, 1997). Pada tanaman pulasari, pe-
makaian ancym 0,5 mg/l dapat menghambat per-
tumbuhan dan pemanjangan tunas. Demikian pula
pada penelitian Reuveni dan Golubowicz (1993) da-
lam penyimpanan tanaman pisang menggunakan
paclo dan ancym dengan konsentrasi yang sama.
Dengan demikian, ancym lebih kuat dalam meng-
hambat tinggi tunas.
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Pengamatan secara visual menunjukkan bahwa zat
penghambat tumbuh menyebabkan batang nilam le-
bih tebal. Hal ini menunjukkan adanya tanggapan
positif dari tunas terhadap zat penghambat yang di-
berikan. Paclo atau ancym dikenal sebagai senyawa
pengerdil tanaman dan mempunyai aktivitas meng-
hambat pemanjangan batang (Wang et al., 1986).

Tabel 2. Rata-rata berat segar tunas nilam (g/botol)
pada minggu ke-16, pengaruh interaksi me-
dia dasar dengan zat penghambat tumbuh.

Zat penghambat

tumbuh (mg/1) MS 0,5 MS
Paclobutrazol

0 1,83 defg 2,89 abc
1 2,72 abced 2,89 abc
2 3,1 ab 3,63 a

3 1,9 cdefg 3,48 ab
4 2,6 abcde 1,72 efg
5 1,3 fgh 2,66 abcde
Ancymidol

0 1,36 fgh 1,45 fgh
1 0,62 h 3,29 ab
2 0,92 h 1,52 fgh
3 0,67 h 1,44 fgh
4 2,51 bede 3,48 ab
5 1,9 cdef 3,48 ab

Angka selajur yang diikuti oleh huruf yang sama tidak
berbeda nyata pada taraf 0,05 DMRT.

Gambar 1. Kondisi tunas pada minggu ke-8, terbentuk
kalus dan akar yang tebal pada perlakuan
ancym 4 mg/l.
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Tabel 3. Rata-rata tinggi tunas (cm), pengaruh dan interaksi antarnomor tanaman media dasar dan zat
penghambat tumbuh, umur 12 minggu.

No. TT
Feciakuan (mgl) MS 172 MS MS 122 MS
Paclobutrazol
0 2,02 a 1,97 ab 1,93 abc 1,96 ab
1 1,79 bede 1,66 def 1,78 bede 1,72 cdef
2 1,94 ab 1,85 abcd 1,71 cdef 1,70 def
3 1,94 ab 1,53 fg 1,30 hij 1,57 efg
4 1,21 ijkl 1,29 hij 1,44 gh 0,98 opq
5 1,05 Imnop 1.06 klmnop 0,90 opq 0,82q
Ancymidol
0 1,78 bede 1,78 bede 1,39 ghi 1,77 bede
1 1,11 klmnop 1,04 klmnop 1,15 jklm 1,21 ijkl
2 0,99 Imnopq 1,04 klmnop 1,17 jklm 1,22 ijkl
3 0,86 pq 0,89 Opq 1,05 klmnop 1,05 klmnop
4 1,44 gh 0,93 opq 1,23 ijk 1,14 jkimn
5 0,78 q 0,93 opq 0,86 pq 0,83 pq

Angka selajur yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 0,01 DMRT.

Hasil tranformasi akar kuadrat dari tunas + 0,5.

Senyawa tersebut menghambat pembelahan
sel pada tunas bagian terminal, tetapi sedikit sekali
pengaruhnya terhadap penghambatan pembentukan
daun pada pucuk yang sedang tumbuh, schingga
daun yang terbentuk tetap banyak dan menggerom-
bol pada pucuk. Hal yang sama diperoleh pada ta-
naman pule pandak (Purnamaningsih dan Gati,
1997) dan kentang (Hoden, 1989). Paclo mengham-
bat oksidasi prekursor GA, yaitu ent kaurene men-
jadi ent kaurenoic acid, kemudian menghambat bio-
sintesis giberelic (GA;) (Mehouachi et al., 1996).
Tanggapan yang dapat dilihat secara morfologi ada-
lah adanya pemendekan ruas antarbuku.

Dari hasil penelitian ini terlihat bahwa pem-
berian paclo dan ancym umumnya menghasilkan
daun dan batang yang lebih hijau dan tunas yang
lebih tegar, karena zat penghambat dapat mening-
katkan kandungan klorofil pada daun (Wang et al.,
1986; Pinhero dan Fletcher, 1994). Hal yang sama
didapatkan pada perbanyakan inggu, di mana pem-
berian paclo 0,1-0,5 mg/l dapat menghilangkan ge-
jala vitrifikasi, menghasilkan tunas lebih hijau dan
lebih tegar (Husni et al., 1994). Pada tanaman jahe,
untuk mendapatkan planlet yang tegar juga dapat
digunakan paclo (Mattjik et al., 1994).

Adanya zat penghambat tumbuh paclo dan
ancym juga mengakibatkan diameter batang lebih
besar. Penebalan diameter batang disebabkan oleh
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terhambatnya perpanjangan ruas pada batang, atau
adanya peningkatan volume sel parenkim di daerah
korteks serta meningkatnya kandungan karbohidrat
dalam kayu di daerah kambium (Wang et al., 1986).

Pemberian ancym menghasilkan penghambat-
an yang nyata terhadap multiplikasi dan pertumbuh-
an tunas dibanding perlakuan paclo, tetapi tunas
yang dihasilkan cepat berubah warna menjadi ku-
ning kecoklatan. Kultur pada minggu ke-16 dari
perlakuan paclo 4 mg dan 5 mg/l masih tampak hi-
jau, walaupun beberapa daun berubah warna men--
jadi agak kuning. Jika dibandingkan dengan perla-
kuan ancym maka perlakuan ini lebih baik untuk
pertumbuhan tunas.

Pada media perlakuan umumnya dihasilkan
akar. Pada perlakuan paclo dan ancym dengan me-
dia MS 0,5, akar yang dihasilkan umumnya lebih
banyak dibanding jika menggunakan media MS pe-
nuh. Pada perlakuan ancym atau paclo dengan kon-
sentrasi 4 mg dan 5 mg/l yang dikombinasikan de-
ngan MS 0,5, akar yang dihasilkan cukup banyak,
berkisar antara 18-25 pada nomor TT. Pada nomor
2A, akar yang dihasilkan berkisar antara 5-21. De-
ngan demikian, walaupun multiplikasi dan tinggi
tunas pada perlakuan tersebut terhambat, tetapi akar
tetap terbentuk sehingga planlet yang dihasilkan
dapat diaklimatisasi sewaktu-waktu jika-dipérlukan.
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Pada penyimpanan biakan secara in vitro di-
harapkan adanya penghambatan terhadap multipli-
kasi dan pemanjangan tunas tanpa menyebabkan
kematian sehingga dapat memperpanjang waktu
subkultur.

Hasil percobaan pertama menunjukkan, perla-
kuan paclo tidak dapat menghambat multiplikasi
dan pemanjangan tunas secara optimal. Pengham-
batan yang nyata dihasilkan dari perlakuan ancym.
Namun pengamatan secara kualitatif menunjukkan
bahwa tunas yang dihasilkan pada perlakuan ancym
cepat berubah warna menjadi coklat. Pada pangkal
tunas terbentuk kalus besar dan akar yang tebal.

Percobaan Kedua

Untuk lebih memperpanjang masa simpan,
maka pada percobaan kedua dicoba kombinasi per-
lakuan paclo (secara visual tunas yang disimpan
lebih baik) dengan manitol. Hasil penelitian menun-
jukkan adanya pengaruh interaksi antara nomor TT
atau 2A dengan zat penghambat tumbuh. Jumlah
tunas paling banyak berasal dari hasil interaksi an-
tara nomor TT dengan manitol 40%. Perlakuan an-
cymidol, baik pada nomor TT maupun 2A dan yang
tidak atau dikombinasikan dengan manitol, tidak
dapat membentuk tunas. Pada perlakuan ini hanya
terbentuk nodul-nodul calon tunas yang tidak dapat
berdiferensiasi.

Perlakuan manitol atau kombinasi dengan
paclo pada nomor TT tidak menghambat multipli-
kasi tunas. Berbeda dengan nomor 2A, kombinasi
paclo dan manitol menghambat proses multiplikasi
tunas. Dengan demikian nomor TT lebih kuat daya
multiplikasi tunasnya dibandingkan nomor 2A.

Pada pertumbuhan tunas ke arah pemanjang-
an terdapat pengaruh interaksi antara nomor TT
atau 2A dengan zat penghambat tumbuh. Pada per-
lakuan interaksi zat penghambat tumbuh dan mani-
tol dengan nomor 2A tidak ada biakan yang mem-
bentuk tunas (Tabel 4). Pada nomor 2A, hasil inte-
raksi antara ancym 5 mg/| dengan manitol (0, 3, dan
4%) tidak berbeda nyata dengan perlakuan interaksi
nomor TT dengan ancym dan manitol (0, 3, dan 4
mg/l). Demikian pula nomor TT dengan paclo 3
mg/l + manitol 4%, terlihat adanya nodul calon tu-
nas yang sangat lambat pertumbuhannya.

Perlakuan kombinasi paclo dan manitol pada
nomor TT tidak dapat menghambat multiplikasi
tunas. Penghambatan hanya untuk pertumbuhan ke
arah pemanjangan. Pada nomor 2A, perlakuan kom-
binasi paclo 5 mg/l dan manitol 3% dapat meng-
hambat multiplikasi dan tinggi tunas (Tabel 5).

Pada perlakuan paclo 5 mg/l + manitol 3%,
tunas yang dihasilkan lebih tegar dan hijau diban-
ding perlakuan ancym + manitol. Dengan perlakuan
tersebut, tunas yang dihasilkan cepat berubah warna
manjadi coklat dan pertumbuhannya tertekan. Sam-
pai minggu ke-24, tunas pada perlakuan paclobutra-
zol 5 mg/l + manitol 3% masih tampak tegar.

Dengan demikian, pada penyimpanan secara
in vitro, penggunaan retardan atau manitol tidak ha-
nya dapat menghambat biakan dengan daya aktivi-
tas yang sangat kuat, tetapi dapat pula memperpan-
jang masa simpan tunas tanpa menyebabkan per-
tumbuhannya menjadi abnormal (tunas menjadi la-
yu dan menguning).

Tabel 4. Rata-rata jumlah tunas (minggu ke-12) akibat pengaruh interaksi zat penghambat tumbuh, manitol, dan

nomor tanaman.

Perlakuan pada media dasar MS 0,5 N?r?or N;ior Penampakan visual
Manitol 3% 9,1b 8,8b Daun kecil-kecil, batang langsing
Manitol 4% 16,7 a 9,8b Daun kecil-kecil, batang langsing
Paclo 5 mg/l 7,0b 6,3b Daun normal
Paclo + manitol 3% 88b 0,2cd  Daun agak kecil, batang tegar
Paclo + manitol 4% 69b od Daun agak kecil, batang tegar (No. TT)
Ancym 5 mg/l 0d 0d Terbentuk kalus berwarna coklat

" Ancym + manitol 3% 0od od Terbentuk kalus berwarna coklat
Ancym + manitol 4% 0d 0d Terbentuk kalus berwarna coklat

Angka selajur yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 0,01 DMRT.
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Tabel 5. Rata-rata tinggi (cm) tunas (minggu ke-12) akibat pengaruh interaksi zat peng-
hambat tumbuh, manitol, dan nomor tanaman.

Perlakuan Nomor TT -Nomor 2 A
Manitol 3% 0,3 de 0,6 c
Manitol 4% 0,5¢cd 0,5cd
Paclo 5 mg/1 48a 3,1b
Paclo + manitol 3% 0,2 ef 0,1 fg
Paclo + manitol 4% 0,1 fg Og
Ancym 5 mg/l] 0,1g Og
Ancym + manitol 3% Og Og
Ancym + manitol 4% Og 0Og

Angka selajur yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 0,01

DMRT.

KESIMPULAN

e Tunas nilam nomor TT atau 2A yang disimpan
pada media MS 0,5 (1; 0,5) yang diberi paclo 5
mg/l dapat bertahan sampai minggu ke-12 tanpa
menghambat proliferasi tunas. Pada konsentrasi
yang sama, ancymidol lebih menekan pertum-
buhan biakan, tetapi warna tunas berubah men-
jadi kuning kecoklatan.

e Perlakuan ancymidol, baik tunggal maupun di-
kombinasikan dengan manitol pada nomor TT
atau 2A, sangat kuat menekan pertumbuhan tu-
nas, berbeda dengan paclo yang tidak menekan
pertumbuhan tunas dan secara visual biakannya
lebih tegar dan tetap hijau.
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