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ABSTRAK

Kultur jaringan tanaman merupakan salah satu cara untuk menyediakan bibit tanaman jarak pagar dalam skala
besar. Penelitian mengenai kultur jaringan tanaman jarak pagar yang menggunakan tambahan auksin indol butiric acid
(IBA), sitokinin benzyl amino purin (BAP) secara tunggal dan kombinasi keduanya pada media MS sampai saat ini be-
lum banyak dilakukan. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh penggunaan auksin, sitokinin, dan kombi-
nasi keduanya pada media MS terhadap pertumbuhan kotiledon J. curcas L. klon NTB 554 yang merupakan koleksi plas-
ma nutfah Balittas. Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan, Balittas mulai bulan Maret sampai dengan Ju-
ni 2008 menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 3 ulangan. Perlakuan terdiri dari M; (media MS tanpa pe-
nambahan ZPT), M, (media MS + IBA 0,2 mg/l), M3 (media MS + BAP 0,5 mg/l), dan M4 (media MS + IBA 0,2 mg/l +
BAP 0,5 mg/l). Parameter yang diukur adalah pertambahan berat eksplan, kecepatan muncul kalus, warna kalus, kece-
patan muncul tunas, dan jumlah tunas. Hasil penelitian menunjukkan bahwa M4 (MS + IBA 0,2 mg/l + BAP 0,5 mg/l)
lebih mampu memacu pertumbuhan kotiledon tanaman jarak pagar dibanding dengan 3 macam media lain yang hanya
ditambah dengan auksin (IBA) atau sitokinin (BAP) secara tunggal, serta kontrol (tanpa penambahan ZPT). Pertamba-
han berat eksplan, kecepatan muncul kalus, kecepatan muncul tunas, serta jumlah tunas yang dihasilkan M4 menunjuk-
kan hasil yang signifikan dibanding dengan 3 media lain. Perbedaan warna kalus yang dihasilkan eksplan pada M, de-
ngan Mi, M, dan M3 tampak jelas, sehingga pertumbuhan kalus yang dihasilkan eksplan pada ke-4 media sangat ber-
beda.

Kata kunci: Media, BAP, IBA, eksplan, kotiledon, jarak pagar, Jatropha curcas L.

EFFECT OF MEDIUM COMPOSITION TO Jatropha curcas L. (CLONE
NTB 554) IN VITRO CULTURE USING COTYLEDON AS EXPLANTS

ABSTRACT

Tissue culture is a method to supply a great number of Jatropha seedlings. Experiment about Jatropha tissue cul-
ture enriched with single auxins (IBA), single cytokinins (BAP) and combination of both auxins and cytokinins was still
rare. This research was conducted to understand effect of using single auxins, single cytokinins and the combination of
both of hormones in MS medium to the development of J. curcas cotyledon clone NTB 554. The experiment held in
Tissue Culture Laboratory Indonesian Tobacco and Fiber Crops Research Institute from March to June 2008 and
arranged on completely randomized design with 3 replications. The treatments were M; (MS without growth hormone),
M (MS + IBA 0.2 mg/l), Mz (MS + BAP 0.5 mg/l), and M4 (MS + IBA 0.2 mg/l + BAP 0.5 mg/l). The parameters ob-
served were increase of explants weight, time of calli appearing, time of shoot appearing, number of shoots and color of
calli. The experiment resulted My stimulated cotyledon development better than other treatments and control. Other pa-
rameters observed on M also shown significant different result. The calli color on the M4 also shown significant differ-
rence, and it shown an effect to calli development on all the treatments.

Keywords: Medium, BAP, IBA, explants, cotyledon, physic nut, Jatropha curcas L.
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PENDAHULUAN

Kendala yang sering dialami dalam pengem-
bangan tanaman jarak pagar adalah penyediaan bi-
bit. Umumnya penyediaan bibit jarak pagar masih
dilakukan secara sederhana melalui setek dan biji
yang membutuhkan waktu yang lama, banyak te-
naga, dan tempat yang luas. Salah satu cara untuk
mengatasi masalah tersebut adalah teknik kultur ja-
ringan tanaman. Kelebihan bibit yang dihasilkan
melalui teknik kultur jaringan dapat seragam, be-
bas penyakit, dan dalam jumlah banyak.

Salah satu kunci keberhasilan pada kultur ja-
ringan adalah komposisi media. Berbagai komposi-
si media telah banyak digunakan dalam kultur ja-
ringan, namun media Murashige & Skoog (MS)
merupakan media dasar yang paling sering diguna-
kan (Margono et al., 2003). Media mempunyai dua
fungsi utama, yaitu untuk menyuplai nutrisi dan
untuk mengarahkan pertumbuhan melalui zat pe-
ngatur tumbuh (ZPT) (Katuuk, 1989).

Penambahan ZPT pada media sangat penting
untuk mengarahkan pertumbuhan eksplan. Sukma-
djaja (2003) menyatakan bahwa penambahan zat
pengatur tumbuh pada media kultur merupakan
kunci keberhasilan baik pada tahap induksi mau-
pun elongasi tunas. ZPT yang sering digunakan
adalah auksin dan sitokinin, baik dalam bentuk
tunggal maupun kombinasi keduanya (Sadhu da-
lam Raharjeng, 2007). Pertumbuhan kalus dan
pembelahan sel daun dapat dirangsang dengan per-
bandingan konsentrasi auksin dan sitokinin yang
tepat yang ditambahkan pada media.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
pengaruh media yang mengandung auksin atau si-
tokinin serta kombinasi keduanya terhadap pertum-
buhan eksplan asal kotiledon jarak pagar klon NTB
554.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan pada bulan Maret sam-
pai Juni 2008 di Laboratorium Kultur Jaringan Pe-
muliaan Tanaman, Balai Penelitian Tanaman Tem-
bakau dan Serat (Balittas), Malang, Jawa Timur.
Penelitian menggunakan rancangan acak lengkap
(RAL), dengan 3 ulangan. Setiap ulangan terdiri
atas 10 unit perlakuan. Bahan tanam (eksplan)
yang digunakan adalah kotiledon klon NTB 554,
salah satu koleksi plasma nutfah Balittas, Malang.
Kotiledon dari kecambah yang telah berumur 2
minggu digunakan sebagai eksplan dengan ukuran
5 mm x 5 mm. Sebagai media dasar kultur adalah
Murashige & Skoog (MS) dan zat pengatur tum-
buh yang digunakan adalah indol butiric acid (IBA)
dan atau benzyl amino purin (BAP). Perlakuan ter-
diri dari M1 (media MS tanpa penambahan ZPT),
M; (media MS + IBA 0,2 mg/l), M3 (media MS +
BAP 0,5 mg/l), dan M4 (media MS + IBA 0,2 mg/I
+ BAP 0,5 mg/l) dilakukan secara aseptik di dalam
Laminair Air Flow (LAF). Kultur diinkubasikan di
ruang kultur dengan kelembapan + 65%, suhu
25°C + 2°C, dan penyinaran dengan lampu TL 36
watt selama 8 jam pada rak kultur. Pengamatan di-
lakukan hingga 60 hari setelah tanam (HST) atau 2
bulan terhadap pertambahan berat eksplan, kece-
patan muncul kalus, kecepatan muncul tunas, jum-
lah tunas, dan warna kalus. Data kuantitatif Diana-
lisis sidik ragamnya, jika berbeda nyata dilanjutkan
dengan BNT 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertambahan berat eksplan pada bulan | dan
I1, kecepatan munculnya kalus, warna kalus, kece-
patan munculnya tunas, dan jumlah tunas yang ber-
asal dari eksplan kotiledon jarak pagar klon NTB
554 pada kultur in vitro dipengaruhi oleh media
yang digunakan (Tabel 1).
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Tabel 1. Pertambahan berat eksplan, kecepatan muncul kalus dan tunas, jumlah tunas, serta warna kalus yang berasal
dari eksplan kotiledon jarak pagar klon NTB 554 pada kultur in vitro sampai 60 HST

Pertambahan berat Kecepatan Kecepatan
Perlak eksplan (mg) muncul kalus muncul tunas Jumlah Warna kalus
erlakuan (hari) (hari) tunas
Bulan | Bulan Il

M 5,67 a 194a - - Oa -

M; 9,68 b 461a 11,7 - Oa Putih-putih kehijauan

M3 10,10 b 6,46 a 36 - Oa Hijau-hijau
kecokelatan

Mg 62,46 c 70,88 b 10,5 334 19b Putih kehijauan-hijau

Keterangan: M; - MS0O; Mz - MS + IBA 0,2 mg/l; M3 = MS + BAP 0,5 mg/l; Ms= MS + IBA 0,2mg/l + BAP 0,5 mg/I;
- = tidak membentuk kalus atau tunas

Gambar 1. Eksplan kotiledon sebelum ditanam. a = ko-
tiledon J. curcas L. utuh, b = kotiledon yang
te-lah dipotong berukuran 5 mm x 5 mm

Pertambahan berat eksplan digunakan seba-
gai parameter pertumbuhan untuk mempermudah
pengukuran dan untuk mengetahui pertumbuhan
sel. Lukiati (2001) menyatakan bahwa pertumbuh-
an merupakan peristiwa pembelahan dan pembe-
saran sel. Adanya pertumbuhan eksplan kotiledon
kecambah jarak pagar ditandai dengan tumbuhnya
kalus, menunjukkan bahwa kotiledon dapat digu-
nakan sebagai eksplan dalam upaya perbanyakan
bibit melalui kultur jaringan. Kotiledon merupakan
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tempat penyimpanan cadangan makanan yang da-
pat digunakan untuk proses pertumbuhan. Kotile-
don bersifat embriosomatik sehingga dapat diguna-
kan sebagai eksplan, hal ini sesuai dengan pernya-
taan Wetter dan Constabel (1991) bahwa setiap ba-
gian benih yang berkecambah merupakan eksplan
yang mampu membentuk kalus. Yeoman (1986)
menambahkan bahwa kalus dapat diperoleh dari
banyak bagian tanaman yang berbeda, tetapi ja-
ringan yang reaktif adalah jaringan yang masih
muda. Beberapa kalus bergantung pada tempat asal
jaringan dan juga komposisi media yang digunakan
untuk menginduksi dan memelihara kalus tersebut.

Komposisi media berpengaruh pada pertum-
buhan eksplan, pertumbuhan eksplan pada media
dengan penambahan auksin dan sitokinin secara
bersama-sama (M., yaitu IBA 0,2 mg/l dan BAP
0,5 mg/l) lebih baik dibandingkan pada M; (tanpa
penambahan ZPT), M, (dengan penambahan auk-
sin yaitu IBA 0,2 mg/l), dan M3 (dengan penam-
bahan sitokinin yaitu BAP 0,5 mg/l), diduga per-
tumbuhan serta morfogenesis jaringan yang dikul-
turkan diatur oleh interaksi serta keseimbangan an-
tar-ZPT yang diberikan ke dalam media (eksoge-
nus).
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Eksplan pada M; tidak dapat menghasilkan
kalus dan tunas (Gambar 2A), karena tidak ada
penambahan ZPT. Auksin dan sitokinin endogenus
pada eksplan belum mencukupi untuk merangsang
pertumbuhan akibatnya kematian eksplan terjadi
lebih cepat dibanding eksplan pada media lain. Se-
luruh eksplan pada M: berubah warna menjadi ku-
ning-cokelat pada hari ke-20 setelah tanam. Ter-
hentinya pertumbuhan eksplan yang ditanam pada
media MS tanpa tambahan zat lain menunjukkan
bahwa tanaman jarak pagar sangat membutuhkan
ZPT untuk tumbuh dengan baik pada kultur jaring-
an.

Eksplan pada M; juga menunjukkan gejala
menguning (Gambar 2B), namun masih ada bebe-
rapa eksplan yang dapat menghasilkan kalus se-
hingga masih menunjukkan adanya pertumbuhan.
Eksplan pada M. banyak yang mengalami kemati-
an setelah memasuki bulan 11 sehingga rerata per-
tambahan berat eksplan pada bulan Il menurun jika
dibandingkan dengan bulan | (Tabel 1). Kematian
eksplan yang terjadi pada M setelah memasuki bu-
lan 1l, kemungkinan dikarenakan eksplan menga-
lami kelebihan auksin setelah dilakukan subkultur
pada media baru dengan konsentrasi auksin yang
sama. Kelebihan auksin tanpa diimbangi sitokinin
dapat menyebabkan pertumbuhan kalus terhenti
hingga terjadi kematian eksplan. Balgis (2002) me-
nyatakan bahwa konsentrasi auksin yang tinggi
merangsang pembentukan etilen yang semakin
tinggi. Menurut Krishnamoorthy (1998), etilen
menghambat pertumbuhan (pemanjangan) daun
yang disebabkan terhambatnya pembelahan sel dan
pemanjangan sel. Auksin sintesis seperti NAA dan
IBA dapat merangsang produksi etilen dalam wak-
tu lama. Lukiati (2001) menambahkan bahwa auk-
sin disintesis pada pucuk apikal, daun muda, dan
calon daun. Penambahan auksin tunggal secara ek-
sogen pada eksplan berupa kotiledon yang me-
ngandung klorofil dapat menyebabkan kelebihan
auksin pada eksplan. Kelebihan auksin pada eks-

plan dapat menyebabkan perkembangan jaringan
mesofil pada eksplan menjadi terhambat akibatnya
klorofil pada eksplan tereduksi sehingga warnanya
berubah menguning dan akhirnya mati.

Eksplan pada M3z menunjukkan tanda per-
tumbuhan melebar, tetap berwarna hijau serta
mampu menghasilkan kalus namun membutuhkan
waktu yang agak lama. Hal ini sesuai dengan pen-
dapat Krishnamoorthy (1998) yang menyebutkan
bahwa sitokinin menyebabkan kotiledon melebar.
Pertumbuhan eksplan setelah bulan 1l mulai ter-
ganggu yaitu warna kalus berubah menjadi cokelat
(Gambar 2C), dan banyak eksplan yang menga-
lami kematian. Subkultur pada media baru yang
mengandung sitokinin yang dilakukan pada saat
memasuki bulan Il menyebabkan sitokinin teraku-
mulasi pada eksplan. Konsentrasi sitokinin yang
tinggi saja belum mampu merangsang pembentuk-
an kalus dengan maksimal, sehingga menyebabkan
pertambahan berat eksplan pada bulan Il menurun
(Tabel 1). Penambahan sitokinin eksogen pada M3
dapat merangsang petumbuhan kalus dan menye-
babkan kalus tetap berwarna hijau karena sitokinin
dapat mencegah penuaan. Sitokinin yang terkan-
dung dalam M; belum mampu merangsang pem-
bentukan tunas pada eksplan. Tunas dapat terben-
tuk apabila terdapat auksin dengan konsentrasi ter-
tentu pada media, dengan demikian penambahan
sitokinin tunggal juga kurang maksimal untuk me-
nunjang pertumbuhan eksplan.

Eksplan pada M, dengan penambahan ZPT
auksin dan sitokinin menunjukkan pertumbuhan
paling pesat dibanding dengan media lain. Perban-
dingan konsentrasi sitokinin dan auksin yang tepat
dapat mempengaruhi kecepatan munculnya kalus,
dibuktikan dengan dihasilkannya kalus pada selu-
ruh bagian eksplan yang telah dilukai dalam waktu
yang relatif singkat dibanding dengan eksplan pada
media lain. Warna kalus yang dihasilkan eksplan
pada Mg ini hijau segar dan massa selnya mening-
kat sehingga rerata pertambahan berat eksplan baik

117



Makalah Poster: Komposisi Media terhadap Pertumbuhan Eksplan Kotiledon Jarak Pagar In Vitro

pada bulan I maupun bulan 1l mengalami pening-
katan (Tabel 1 dan Gambar 2D). Pertumbuhan ka-
lus dari eksplan pada M4 dapat membentuk tunas.
Konsentrasi sitokinin yang lebih tinggi dibanding
auksin menyebabkan munculnya tunas. Hal ini se-
suai dengan pernyataan Dixon dan Gonzales
(1994) yang menyebutkan bahwa diferensiasi or-
gan pada tanaman dipengaruhi oleh auksin dan si-
tokinin yang saling berpengaruh satu sama lain se-
hingga keduanya berfungsi sebagai penunjuk keti-
ka mengembangkan media untuk tanaman baru.

Gambar 2. Eksplan umur 60 hari. A = eksplan pada M1,
tidak menghasilkan tunas dan pertumbuhan
sangat lambat, B = eksplan pada Mg, tidak
menghasilkan tunas, namun masih menga-
lami pertumbuhan hingga 10 mm x 10 mm,
C = eksplan pada M3, tidak menghasilkan tu-
nas, namun eksplan masih mengalami per-
tumbuhan hingga 15 mm x 15 mm, dan D =
eksplan pada Ms, dapat menghasilkan tunas.

Keberadaan auksin dan sitokinin pada media
menyebabkan pertumbuhan eksplan maksimal.
Krishnamoorthy (1998) menyatakan bahwa selain
sitokinin, keberadaan auksin juga dibutuhkan da-
lam merangsang pembelahan sel. Ketika kedua
ZPT ditambahkan pada media secara bersama-sa-
ma, sel dapat membelah dan menyebabkan kalus.
Sitokinin meningkatkan sintesis DNA dan mRNA,
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auksin meningkatkan komponen rRNA pada pem-
belahan sel. Menurut Abidin (1982), auksin dapat
memacu pertumbuhan, karena dapat menaikkan te-
kanan osmotik, meningkatkan permeabilitas sel
terhadap air, menyebabkan pengurangan tekanan
pada dinding sel, meningkatkan sintesis protein,
meningkatkan plastisitas, dan pembesaran sel.

Kalus pada M yang mengandung auksin
dan sitokinin menunjukkan warna hijau. Perim-
bangan kedua macam hormon tersebut mengaki-
batkan pertumbuhan eksplan menjadi maksimal.
Konsentrasi sitokinin yang lebih tinggi dibanding
dengan auksin menyebabkan kalus tetap berwarna
hijau, bahkan dapat bertahan hingga akhir pengam-
bilan data (60 HST). Krishnamoorthy (1998) me-
nyatakan bahwa sitokinin dapat mencegah penuaan
pada daun. Penuaan diakibatkan menurunnya pro-
tein dan RNA dalam klorofil sehingga menimbul-
kan peningkatan aktivitas enzim ribonluklease yang
mampu mendegenerasikan RNA. Penambahan si-
tokinin dapat mengurangi aktivitas RNAse sehing-
ga degenerasi RNA dapat dikurangi. RNA yang
tersedia dalam jumlah cukup digunakan untuk me-
ningkatkan pembentukan klorofil dan mencegah
penuaan.

Penggunaan konsentrasi sitokinin yang lebih
tinggi dibandingkan auksin pada M4 mengakibat-
kan munculnya tunas setelah terbentuk kalus. Me-
nurut Krishnamoorthy (1998), media yang me-
ngandung auksin dan sitokinin dalam perbanding-
an 10:1 dapat menghasilkan sel-sel yang tidak ter-
organisasi disebut kalus, dan tidak terdiferensiasi
menjadi jaringan organ. Pernyataan Wetter dan
Constabel (1991) tentang organogenesis yaitu me-
rujuk pada proses yang menginduksi pembentukan
jaringan, sel atau kalus menjadi tunas dan tanaman
sempurna. Stafford dan Warren (1991), menyata-
kan bahwa konsentrasi auksin yang lebih rendah
dari pada konsentrasi sitokinin menyebabkan mun-
culnya tunas.
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KESIMPULAN

Media dengan penambahan kombinasi auk-
sin dan sitokinin (MS + IBA 0,2 mg/l + BAP 0,5
mg/l) memberikan pengaruh yang lebih baik terha-
dap semua parameter pertumbuhan eksplan kotile-
don J. curcas L. klon NTB 554 dibandingkan de-
ngan 3 macam media lain yang hanya ditambah de-
ngan auksin (IBA 0,2 mg/l) dan sitokinin (BAP 0,5
mg/l) secara tunggal, serta kontrol (tanpa penam-
bahan ZPT).
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