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ABSTRACT

In vitro culture is a promising technique for mass propagation of high-value plant species. This
study was conducted to obtain the best treatment for mass propagation of hybrid acacia shoots (A.
mangium x A. auriculiformis) through in vitro culture. Single-node stem from seedlings was used
as explants to be grown on the modified Murashige and Skoog (MS) medium, the Woody Plant
Medium (WPM), and Gamborg (B5) medium. The study was conducted in two stages namely,
shoot induction and shoot propagation. The treatments tested were the use of benzyl adenine (BA)
with a concentration of 0.3; 0.7 and 1.0 mg L. Visual observations were made on shoot induction
time, the number of shoots, shoot height, and culture morphology. The results showed that BA 0.7
mg L treatment on modified MS medium was the best for shoot induction, shoot multiplication,
shoot height, and culture morphology. This treatment produced an average of 2.6; 5.0 and 7.7
shoots in the first, second, and third subculture, respectively. The use of different base media in
the fourth subculture showed that the BA treatment of 0.7 mg L was the best with 12.60 shoots,
an average shoot height of 6.97 cm, as well as good and normal culture morphology.
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ABSTRAK

Kultur in vitro merupakan teknik yang menjanjikan untuk perbanyakan massal spesies tanaman
bernilai tinggi. Penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan perlakuan terbaik pada perbanyakan
tunas akasia hibrida (A. mangium x A. auriculiformis) melalui kultur in vitro. Batang satu buku dari
anakan digunakan sebagai eksplan dengan media tumbuh berupa media dasar Murashige dan
Skoog (MS) yang sudah dimodifikasi, media dasar Woody Plant Medium (WPM), dan Gamborg
(B5). Penelitian dilakukan dua tahap yaitu induksi tunas dan perbanyakan tunas. Perlakuan yang
diuji adalah penggunaan benzyl adenine (BA) dengan konsentrasi 0,3; 0,7 dan 1,0 mg L.
Pengamatan visual dilakukan terhadap waktu induksi tunas, jumlah tunas, tinggi tunas, dan
penampilan biakan. Hasil menunjukkan bahwa perlakuan BA 0,7 mg L* pada media MS modifikasi
merupakan yang terbaik untuk induksi tunas, perbanyakan tunas, tinggi tunas, dan kondisi biakan.
Perlakuan ini menghasilkan rata-rata 2,6; 5,0 dan 7,7 tunas pada subkultur pertama, kedua dan
ketiga. Penggunaan media dasar berbeda pada subkultur keempat menunjukkan bahwa
perlakuan BA 0,7 mg L adalah yang terbaik dengan 12,60 tunas, rata-rata tinggi tunas 6,97 cm,
serta penampilan biakan yang baik dan normal.

Kata Kunci: akasia hibrida, benzyl adenine, in vitro, perbanyakan, subkultur
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PENDAHULUAN

Acacia mangium Wild. merupakan
salah satu jenis tanaman hutan yang
banyak dikembangkan dalam
pembangunan hutan tanaman industri (HTI)
di Sumatera dan Kalimantan. Jenis ini
merupakan tanaman cepat tumbuh yang
banyak digunakan untuk kayu, pulp dan
produksi kertas serta beberapa produk
akhir seperti furniture (Akeng et al. 2014;
Nambiar et al. 2014; Asif et al. 2017; Sunarti
2018). A. mangium mempunyai batang
lurus, bebas cabang yang tinggi tetapi tidak
toleran terhadap serangan penyakit.
Sebaliknya A. auriculiformis bersifat toleran
terhadap penyakit tetapi memiliki
penampilan morfologi yang kurang baik
karena batangnya tidak lurus, tinggi bebas
cabangnya pendek dan bercabang banyak.
Jenis ini  cocok digunakan  untuk
penanaman skala besar di Indonesia
(Hendrati dan Nurrohmah 2018).

Akasia hibrida merupakan hasil
persilangan antara bunga betina dari pohon
induk A. mangium dengan bunga jantan dari
pohon induk A. auriculiformis. Persilangan
antara dua spesies tanaman bertujuan untuk
mendapatkan hibrid yang lebih baik dari
kedua tetuanya. Menurut Sein dan Mitldhner
(2011) akasia hibrid mempunyai beberapa
perbedaan dengan A. mangium dan A.
auriculiformis. Selanjutnya Sunarti et al.
(2013) melaporkan bahwa akasia hibrid lebih
produktif dari kedua tetuanya sebanyak 17 %.
Menurut Dinh dan Ha (2017) persilangan
antara A. mangium x A. auriculiformis
menghasilkan ~ tanaman hibrid  yang
mempunyai perpaduan sifat keduanya
terutama tahan terhadap penyakit. Kriteria
tersebut merupakan syarat tanaman yang
diinginkan sebagai bahan pulp dan kertas
(Aimin et al. 2014).

Beberapa keunggulan dari akasia
hibrida dibandingkan dengan tetuanya antara
lain batang bulat dan lurus, pertumbuhan
yang cepat serta bebas cabang yang tinggi
(Kha et al. 2012), tahan terhadap penyakit
busuk hati serta kandungan selulosa yang
tinggi.  Selanjutnya  Praptoyo  (2015)
menyatakan bahwa kayu juvenil mempunyai
kontribusi besar dalam penentuan kualitas
kayu. Dilihat dari ukuran pembuluhnya, kayu
akasia hibrida mempunyai tekstur kayu halus
sampai sedang.
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Secara konvensional perbanyakan
tanaman  akasia dilakukan  dengan
menggunakan biji. Shahinozzaman et al.
(2012) menyatakan bahwa penggunaan biji,
cutting dan grafting dalam perbanyakan
skala massal mengalami keterbatasan
karena kemampuan berakar yang kurang
baik, sedangkan sifat unggul dari suatu
tanaman dapat diturunkan lebih baik
melalui perbanyakan vegetatif.
Perbanyakan tanaman secara vegetatif
merupakan teknik yang penting dalam
perbanyakan tanaman hasil pemuliaan.

Banerjee (2013) menyatakan bahwa
multiplikasi klon merupakan alternatif untuk
perbanyakan pohon elit dengan
mempertahankan sifat-sifat yang

diinginkan. Lebih lanjut Shahinozzaman et
al. (2012) menyatakan bahwa teknik in vitro
merupakan teknik yang sama dengan teknik
perbanyakan konvensional yang secara
ekstensif diaplikasikan dalam perbanyakan
skala massal pada beberapa spesies
tanaman hutan. Teknik in vitro merupakan
salah satu solusi untuk perbanyakan
massal secara cepat tanpa dipengaruhi
oleh musim dan tempat dengan tingkat
proliferasi yang tinggi (Naik et al. 2017;
Koszeghi et al. 2014) material tanaman
yang dihasilkan seragam dan bebas dari
mikroba (Hassan dan Zayed 2018).
Perbanyakan untuk produksi skala massal
mempunyai genetik yang sama, dicapai
melalui kultur in vitro dan menguntungkan
khususnya untuk tanaman yang bernilai
tinggi dan sulit diperbanyak melalui teknik
konvensional (Babaei et al. 2014).
Perbanyakan klonal dari tanaman hutan
yang bernilai tinggi melalui organogenesis
mempunyai potensi untuk mempercepat
hasil persilangan tanaman dan
memperbaiki kualitas serta keseragaman
tanaman yang dihasilkan.

Perbanyakan akasia melalui kultur in
vitro sudah dilaporkan oleh beberapa peneliti
sebelumnya antara lain pada A. nilotica
(Samake et al. 2011) pada A. caesia
(Thambiraj dan Paulsamy, 2012); pada A.
aurioculiformis (Banerjee 2013; Ismail et al.
2012) dan lain-lain. Menurut Akeng et al.
(2014), perbanyakan in vitro dapat
memfasilitasi perbanyakan massal dari
individu terseleksi untuk sifat yang diinginkan
dan sangat berpotensi untuk memecahkan
masalah.
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Perbanyakan melalui kultur in vitro
dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain
media tumbuh dan zat pengatur tumbuh.
Menurut Poothong dan Reed, (2014) medium
tumbuh merupakan salah satu faktor yang
sangat penting dalam mikropropagasi
tanaman. Mineral nutrisi adalah komponen
utama medium tumbuh dan penting dalam
pertumbuhan dan perkembangan tanaman.
Selanjutnya Arab et al. (2014) menyatakan
bahwa salah satu faktor penting dalam kultur
in vitro khususnya pada tahap perbanyakan
adalah zat pengatur tumbuh sitokinin. BA
merupakan salah satu dari kelompok sitokinin
sintetis yang banyak digunakan dalam
perbanyakan beberapa jenis tanaman
berkayu. Sitokinin berperan dalam
perbanyakan pada tahap perkembangan
tanaman seperti merangsang pembelahan
sel dan ekspansi sel dalam sintesa protein
tanaman dan aktifitas beberapa enzim.

Berdasarkan hal diatas dilakukan
penelitian perbanyakan akasia hibrida melalui
kultur in vitro yang bertujuan untuk
mendapatkan perlakuan terbaik  untuk
perbanyakan tunas dari akasia hibrida (A.
mangium x A. auriculiformis).

BAHAN DAN METODE

Waktu dan tempat penelitian

Bahan tanaman yang digunakan
diambil dari klon hibrida A. mangium x A.
auriculiformis yang ditempatkan di rumah
kaca. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Kultur Jaringan, Balai Besar Penelitian dan
Pengembangan Bioteknologi dan Pemuliaan
Tanaman Hutan, Yogyakarta yang dimulai
dari bulan April 2016 sampai bulan Desember
2017.

Bahan dan alat

Potongan batang satu buku dari klon A.
mangium X A, auriculiformis dijadikan
sebagai eksplan. Bahan kimia yang
digunakan terdiri dari komposisi hara makro
dan mikro media dasar Murashige dan Skoog
(MS), Woody Plant Medium (WPM) dan
Gamborg (B5) yang ditambah dengan vitamin
dan agar. Zat pengatur tumbuh yang
digunakan adalah benzyl adenine (BA).
Bahan-bahan lain yang digunakan adalah
aquades, alkohol, spiritus.

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian terdiri dari alat-alat yang umum
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digunakan dalam pembuatan media untuk
kegiatan kultur jaringan, peralatan pembantu
seperti alumunium foil, cling wrap dan
peralatan yang digunakan pada saat
penanaman di dalam laminar air flow cabinet
(LAFC) seperti pinset dan scalpel.

Prosedur kerja

Bagian batang yang masih muda
dibersihkan dengan menggunakan sabun cair
lalu dibilas dengan air bersih. Kemudian
direndam dalam larutan fungisida Antracol
0,1% selama 10 menit dan dibilas dengan air
sampai bersih. Selanjutnya disterilisasi di
dalam laminar air flow dengan menggunakan
alkohol 70 %, larutan HgCI2 dan Bayclin
masing-masing selama 5, 7 dan 10 menit.
Setiap tahapan sterilisisasi diikuti dengan
pembilasan dengan air steril biasa sebanyak
tiga kali. Penelitian terdiri dari dua tahap
kegiatan yaitu induksi tunas dan perbanyakan
tunas.

Induksi tunas

Bahan tanaman sumber eksplan yang
sudah disterilisasi dipotong dengan ukuran
2-3 cm dan terdiri dari 1 buku dan kemudian
digunakan sebagai eksplan. Eksplan
ditumbuhkan pada medium dasar Murashige
dan Skoog (MS) yang ditambah dengan 0,1
mg L Thyamine-HCI; 0,5 mg L* Nicotinic
acid; 0,5 mg L* Pyridoxine; 2,0 mg L* glysin
dan 100 mg L myoinositol. Kemasaman atau
pH media  dijadikan 5,8 dengan
menambahkan 1 N HCl atau 1 N NaOH dan
selanjutnya dilakukan sterilisasi medium
dengan menggunakan autoklaf dengan suhu
121 °C selama 20 menit. Perlakuan yang
diberikan adalah penambahan zat pengatur
tumbuh BA dengan konsentrasi 0,3; 0,7 dan
1,0 mg L. Setiap pelakuan dibuat 10 botol
dan setiap botol terdiri dari 1 eksplan. Setiap
perlakuan dibuat ulangan sebanyak 3 kali.
Pengamatan dilakukan terhadap waktu
inisiasi tunas, jumlah tunas dan keadaan
visual biakan.

Perbanyakan tunas

Tahap perbanyakan tunas dilakukan
melalui dua kegiatan berbeda vyaitu
perbanyakan tunas melalui subkultur (SK)
berulang (SK1 sampai dengan SK3) dan
perbanyakan tunas dengan menggunakan
media dasar berbeda pada subkultur
keempat (SK4).



Tabel 1. Waktu induksi dan jumlah tunas
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Perlakuan Induksi _Tunas Rata-Rata Visual Biakan

(mg L) (hari) Jumlah Tunas

MS + BA 0,3 5,4¢ 1,02 Daun hijau, batang sedang, pangkal berkalus
MS + BA 0,7 3,82 1,22 Daun hijau, batang sedang, pangkal berkalus
MS +BA 1,0 4,3v 1,02 Daun hijau, batang sedang, pangkal berkalus
Keterangan:

Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada tiap kolom tidak berbeda nyata pada taraf 1 % uji DMR;

MS: Murashige dan Skoog; BA: benzyl adenine

Perbanyakan tunas melalui subkultur berulang

Tunas yang dihasilkan pada tahap
induksi dipotong-potong dan mempunyai satu
buku atau mata tunas selanjutnya dijadikan
sebagai eksplan pada tahap perbanyakan.
Perbanyakan tunas dilakukan secara berulang
pada media dasar MS dengan perlakuan yang
sama yaitu penambahan BA 0,3; 0,7 dan 1,0
mgL"'. Masing-masing perlakuan terdapat 10
botol dan masing-masing botol berisi 1 eksplan.
Perlakuan  diulang sebanyak 3  kali.
Pengamatan dilakukan terhadap jumlah tunas
dan penampilan biakan secara visual.

Perbanyakan tunas pada media dasar berbeda

Media dasar yang digunakan pada
tahap ini adalah media dasar MS, WPM dan
B5 dengan perlakuan penambahan zat
pengatur tumbuh BA 0,3; 0,7 dan 1,0 mgL™.
Pengamatan dilakukan terhadap jumlah
tunas, tinggi tunas dan penampilan biakan
secara visual.

Analisa data

Data yang diperoleh dianalisa dengan
analisis sidik ragam (ANOVA) dengan
menggunakan program SPSS dan apabila
terdapat perbedaan dilanjutkan dengan
DMRT pada tingkat 1 %.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Induksi tunas

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pada tahap induksi semua eksplan batang
satu buku dari anakan klon hibrid A. mangium
x A. auriculiformis yang ditumbuhkan pada
perlakuan BA 0,3-1,0 mg L' dapat
menghasilkan tunas. Stevens dan Pijut,
(2018) menyatakan bahwa sitokinin eksogen
dibutuhkan untuk pertumbuhan tunas dan
konsentrasinya berpengaruh terhadap jumlah
tunas yang dihasilkan. Eksplan potongan

batang satu buku memberikan respon yang
sangat baik dalam pembentukan tunas baru
(true-to-type). Umumnya untuk merangsang
induksi dan perbanyakan tunas digunakan
zat pengatur tumbuh dari golongan sitokinin.
Akeng et al. (2014) menyatakan bahwa BA
merupakan zat pengatur tumbuh yang
berfungsi dalam mengontrol pembentukan
tunas melalui aktifitas enzimatik diantaranya
mengontrol pembelahan sel. Selanjutnya
Chang et al. (2015) menyatakan bahwa BA
merupakan faktor penting dalam pemecahan
dormansi tunas.

Kegiatan ini menghasilkan kecepatan
induksi tunas mulai pada hari ke-dua sampai
hari ke-sembilan setelah dikulturkan dengan
rata-rata antara 3,8 sampai dengan 5,4 hari
setelah inokulasi. Dari tiga konsentrasi BA yang
digunakan, menunjukkan hanya pada 0,7 mg L?
merupakan perlakuan yang memberikan
respon paling cepat dibandingkan dengan dua
perlakuan lainnya. Nakasha et al. (2016)
menyatakan bahwa pada konsentrasi rendah
BA dapat merangsang induksi dan diferensiasi
tunas. Induksi tunas dari perlakuan ini terjadi
pada rata-rata 3,8 hari setelah dikulturkan
(Tabel 1) dan berbeda nyata dengan perlakuan
yang lain.

Eksplan yang ditumbuhkan pada
semua perlakuan dapat membentuk tunas
mencapai 100 %. Hal ini diduga disebabkan
karena penggunaan BA dengan konsentrasi
antara 0,3 dan 1,0 mg L merupakan kisaran
yang baik untuk induksi tunas akasia hibrida.
Sedangkan Akeng et al. (2014) melaporkan
bahwa inisiasi tunas pada jenis A. mangium
diperoleh dengan menggunakan zat pengatur
tumbuh BA pada kisaran yang tinggi yaitu
antara 0,0-20,0 mg L.

Tunas yang dihasilkan pada tahap
induksi berjumlah antara 1 sampai 2 tunas
per eksplan yang dikulturkan. Rata-rata tunas
yang paling banyak diperoleh adalah dari
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Gambar 1. Pertumbuhan tunas pada perlakuan penambahan BA pada umur 3 minggu (A), 6 minggu (B), 8 minggu
(C), dan 16 minggu (D)
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Tabel 2. Jumlah tunas dari perlakuan BA pada tahap subkultur berulang

Jumlah Tunas Pada Tahap

Perlakuan (mg L)

SK1 SK 2 SK3
MS + BA 0,3 2,07¢ 3,13¢ 2,87°¢
MS + BA 0,7 2,602 5,002 7,708
MS + BA 1,0 2,40° 4,30° 7,00P

Keterangan:

Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada tiap kolom tidak berbeda nyata pada taraf 1 % uji DMR,;
MS: Murashige dan Skoog; SK: subkultur; BA: benzyl adenine

perlakuan BA 0,7 mg L yaitu sebanyak 1,2
tunas (Tabel 1). Tunas yang dihasilkan
memperlihatkan penampilan yang baik
dengan batang berukuran sedang dan kuat.
Pada tahap induksi dihasilkan tunas dengan
daun telapak, lebar, tebal dan berwarna hijau
kekuningan (Gambar 1la) dan dalam
pertumbuhannya secara perlahan berubah
menjadi hijau (Gambar 1b - d).

Penambahan zat pengatur tumbuh ke
dalam medium tumbuh merupakan salah satu
faktor keberhasilan dalam kultur in vitro.
Penambahan zat pengatur tumbuh eksogen
akan meningkatkan kandungan hormon
endogen pada sel dan jaringan sehingga
menjadi faktor pencetus (“trigerring factor”)
dalam proses pertumbuhan dan
perkembangan jaringan yang dikulturkan.
Menurut Nursetiadi et al. (2016), zat pengatur
tumbuh BA yang ada di dalam media tumbuh
mempunyai pengaruh dan merangsang
jaringan meristem dari eksplan untuk tumbuh
dan berkembang membentuk tunas.

Penggunaan BA 0,7 mg L* merupakan
perlakuan yang paling baik dari ketiga
perlakuan yang diujikan untuk induksi tunas.
Hasil yang hampir sama dengan penelitian
Markovic et al. (2013) pada tanaman D.
deltoideus L. juga menunjukkan bahwa tunas
paling banyak dihasilkan dari perlakuan BA
dengan konsentrasi rendah. Hal senada
dilaporkan oleh Cui et al. (2019) bahwa
penggunaan sitokinin konsentrasi rendah
merangsang tingkat perbanyakan optimum
pada tanaman Davidia  involucrata.
Sedangkan pada tanaman Ficus carica cv.
Japanese BTM 6, Ling et al. (2018)
melaporkan bahwa jumlah tunas pada tahap
induksi  paling banyak dihasilkan dari
perlakuan BA dengan konsentrasi yang lebih
tinggi yaitu 2,0 mg L. Tunas yang dihasilkan
dari perlakuan BA 0,7 mg/l memperlihatkan
laju pertumbuhan yang lebih cepat

dibandingkan dengan dua perlakuan lainnya.
Selain itu tunas yang diperoleh mempunyai
ruas yang lebih panjang dan secara visual
biakan memperlihatkan penampilan yang
lebih baik. Sedangkan dari penelitian Akeng
et al. (2014) menyatakan bahwa penggunaan
BA dengan konsentrasi yang relatif tinggi (1,0
mg L7) efektif untuk merangsang tunas
aksilar A. carssicarpa. Selanjutnya Lodha et
al. (2015) melaporkan bahwa penggunaan
BA dengan konsentrasi yang lebih tinggi (3,0
mg L) merupakan perlakuan terbaik untuk
induksi tunas pada tanaman Cadaba
fruticosa (L.).

Perbanyakan tunas melalui subkultur berulang

Biakan tunas steril yang diperoleh pada
tahap induksi masih dalam jumlah yang
terbatas pada tahap percobaan ini. Hal ini
disebabkan karena terbatasnya jumlah
tanaman yang digunakan sebagai sumber
eksplan sehingga  dilakukan upaya
perbanyakan melalui tahap  subkultur
berulang yang bertujuan untuk mendapatkan
jumlah tunas yang cukup. Subkultur biakan
dilakukan dengan menggunakan perlakuan
yang sama dengan masa kultur selama 14
minggu.

Tabel 2 memperlihatkan rata-rata
jumlah tunas yang diperoleh pada kegiatan
perbanyakan melalui tahap subkultur
berulang. Peningkatan konsentrasi BA dari
0,3 menjadi 0,7 mg L' sejalan dengan
peningkatan jumlah tunas yang dihasilkan
pada masing-masing tahap subkultur yang
dilakukan. Siddique et al. (2015) melaporkan
bahwa peningkatan konsentrasi sitokinin
dari 0,5-5,0 uM pada media tumbuh dapat
meningkatkan jumlah tunas dan juga
meningkatkan tinggi tunas yang dihasilkan
pada tanaman Casia angustifolia. Hasil yang
berbeda dengan penelitian Shen et al.
(2010) dari eksplan tunas juvenil asal
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cabang tanaman Casuarina cunninghamiana
Miq berumur lebih dari 40 tahun menunjukkan
bahwa peningkatan konsentrasi BA dari 0
sampai 16 uM tidak dapat menghasilkan
tunas.

Tingkat perbanyakan tunas pada tahap
subkultur pertama masih rendah kemudian

meningkat pada tahap subkultur selanjutnya
(Tabel 2, Gambar 2). Dari tiga konsentrasi BA
yang diuji, memperlihatkan bahwa perlakuan
BA 0,7 mg L* merupakan perlakuan terbaik
untuk perbanyakan tunas. Perlakuan ini
memberikan rata-rata jumlah tunas paling
banyak pada semua tahap subkultur (SK1—

Gambar 2. Tunas hasil subkultur kedua (A) dan subkulur ketiga (B) pada umur 14 minggu
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Tabel 3. Jumlah tunas pada subkultur keempat dari media berbeda

Perlakuan (mg L) Rata-Rata Jumlah Tunas

Penampilan Visual Biakan

Batang kuat, sedang, daun hijau, pangkal berkalus
Batang kuat, sedang, daun hijau, pangkal berkalus

Batang kuat, sedang, daun hijau, pangkal berkalus

MS + BA 0,7 12,602
WPM + BA 0,7 4,46
B5 + BA 0,7 2,20°
Keterangan:

Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada tiap kolom tidak berbeda nyata pada taraf 1% uji DMR;
MS: Murashige dan Skoog; WPM: Woody Plant Medium; B5: Gamborg’s; BA: benzyl adenine

SK3) yang diteliti. Rata-rata jumlah tunas
yang diperoleh dari masing-masing tahap
subkultur adalah berturut-turut sebanyak
2,60; 5,00 dan 7,7 tunas. Rata-rata jumlah
tunas yang paling banyak diperoleh pada
tahap subkultur ketiga (7,7 tunas) berbeda
nyata dengan perlakuan yang lain. Hal ini
menunjukkan  bahwa semakin  sering
dilakukan subkultur diikuti oleh peningkatan
rata-rata jumlah tunas yang dihasilkan.
Penelitian perbanyakan Ficus carica yang
diteliti oleh Mustafa dan Taha (2012)
mendukung data kami bahwa jumlah tunas
paling banyak dihasilkan pada tahap
subkultur ketiga. Hal ini berbeda dengan
penelitian Vujovic et al. (2012) vyang
melaporkan bahwa tingkat multiplikasi tunas
menurun tajam pada subkultur kedua dan
ketiga dan terlebih lagi pada subkultur
kelima.

Peningkatan konsentrasi BA dari 0,7
mg L?* menjadi 1,0 mg L' cendrung
menurunkan jumlah rata-rata tunas yang
dihasilkan, baik pada subkultur pertama, ke-
dua maupun ke-tiga. Hal ini menunjukkan
bahwa konsentrasi BA optimum yang
dibutuhkan untuk perbanyakan tunas dari
akasia hibrida ini adalah BA 0,7 mg L™
Nursetiadi et al. (2016) melaporkan bahwa
tingkat multiplikasi tunas pada beberapa
tanaman akan menurun dengan peningkatan
konsentrasi sitokinin pada medium. Hasil
kultur jaringan tanaman Dianthus deltoideus
oleh Markovic et al. (2013) menyatakan
bahwa jumlah tunas yang paling banyak
dihasilkan dari perlakuan BAP dengan
konsentrasi yang lebih rendah dari 1,0 mg L
! dan tidak tumbuh pada media dengan
adanya peningkatan konsentrasi BAP.
Selanjutnya Mehta et al. (2012) melaporkan
bahwa jumlah tunas paling banyak dari
tanaman Bacopa monnieri diperoleh pada
perlakuan kombinasi BA 1,0 mg L*! dan
kinetin 0,5 mg L. Menurut Akeng et al.

(2014), aktifitas BA yang terjadi pada inti sel
atau pada membran sitoplasma dapat
menjadi toksik pada konsentrasi tertentu
sehingga jumlah tunas yang dihasilkan
menurun. Sedangkan pada tanaman agave,
peningkatan konsentrasi BA dari 0,5 mg L*
sampai 1,5 mg L? tidak meningkatkan
jumlah tunas (Ridhawati et al. 2017).

Perbanyakan tunas pada media dasar berbeda

Subkultur  tunas sebagai upaya
perbanyakan tunas akasia hibrid juga
dilakukan dengan menggunakan media dasar
yang berbeda. Menurut Cui et al. (2019)
medium dasar merupakan salah satu faktor
penting dalam kultur jaringan. Kegiatan ini
dilakukan pada tahap subkultur tunas yang
keempat (SK4). Tiga jenis media dasar yang
digunakan adalah media dasar MS, WPM
dan Bb5. Masing-masing media dasar
mempunyai komposisi hara yang berbeda
terutama pada kandungan hara makro (Reed
et al. 2013). Sedangkan zat pengatur tumbuh
yang digunakan adalah konsentrasi terbaik
dari tahap kegiatan sebelumnya yaitu BA 0,7
mg L. Menurut Cui et al. (2019) penggunaan
sitokinin pada konsentrasi rendah
merangsang tingkat perbanyakan yang
optimal. Di dalam Mustafa dan Taha (2012)
dinyatakan bahwa BA merupakan ZPT yang
paling baik untuk perbanyakan tunas melalui
tahapan subkultur berulang pada Ficus
carica.

Penggunaan tiga jenis media dasar
memberikan pengaruh yang nyata terhadap
perbanyakan tunas akasia hibrida. Rata-
rata jumlah tunas yang dihasilkan adalah
antara 2,20-12,60 tunas (Tabel 3).
Penggunaan media dasar MS yang
ditambah dengan BA 0,7 mg L* merupakan
perlakuan yang terbaik untuk perbanyakan
tunas. Hasil ini sejalan dengan penelitian
Ismail et al. (2016) dan Nowakowska (2019)
yang menyatakan bahwa dari 3 jenis media
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Tabel 4. Tinggi tunas pada subkultur ke 4 dari perlakuan BA dengan konsentrasi berbeda

Perlakuan (mg L) Rata-Rata Jumlah Tunas

Penampilan Visual Biakan

MS + BA 0,3 2,65¢ Daun hijau, batang kuat, ruas sedang
MS + BA 0,7 4,922 Daun hijau, batang kuat, ruas panjang
MS + BA 1,0 3,563 Daun hijau, batang pendek, ruas pendek
Keterangan:

Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada tiap kolom tidak berbeda nyata pada taraf 1% uji DMR;

MS: Murashige dan Skoog; BA: benzyl adenine

dasar yang digunakan (MS, WPM dan B5)
penggunaan media dasar MS merupakan
media terbaik untuk perbanyakan A.
auriculiformis dan Daphne mezereum L.
‘Alba’. Rata-rata jumlah tunas yang
dihasilkan dari perlakuan ini adalah
sebanyak 12,60 tunas dan berbeda nyata
dengan perlakuan yang lain. Hal ini diduga
disebabkan karena media dasar MS
mempunyai kandungan hara makro yang
lebih tinggi dibanding media dasar WPM
dan media dasar B5 terutama kandungan
NH4NOj3; dan KNO3s. Hara makro memainkan
peranan penting sebagai katalis dalam
perbaikan tingkat regenerasi tanaman.
Menurut Mehaboob et al. (2019) dan Wada
et al. (2015), keberhasilan perbanyakan
dipengaruhi oleh komposisi kimia medium
kultur dan optimasi mineral nutrisi. Hal yang
berbeda dilaporkan Poothong et al. (2018)
pada tanaman stevia bahwa jumlah tunas
paling banyak diperoleh dari perlakuan
media tumbuh dengan hara makro rendah
dan hara mikro yang tinggi. Sedangkan
penggunaan media dasar B5 dihasilkan
tunas dengan jumlah paling sedikit yaitu
2,20 tunas. Di dalam Gantait et al. (2018)
dilaporkan bahwa media dasar B5 jarang
digunakan dalam perbanyakan tunas.

Tinggi tunas

Tabel 4 memperlihatkan rata-rata tinggi
tunas yang dihasilkan pada perlakuan BA
0,3-1,0 mg L% Dari perlakuan yang
digunakan diperoleh tunas dengan tinggi
rata-rata antara 3,26-6,97 cm. Peningkatan
konsentrasi BA dari 0,3 mg L™ menjadi 0,7 mg
L sejalan dengan peningkatan tinggi tunas
yang diperoleh  namun  peningkatan
konsentrasi BA dari 0,7 mg L™* menjadi 1,0 mg
L? ternyata menghasilkan tunas yang lebih
pendek, lebih besar dan lebih kuat. Hal ini
menunjukkan bahwa konsentrasi BA yang
digunakan sangat berpengaruh terhadap
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pemanjangan tunas akasia hibrida. Berbeda
dari penelitan Hagos dan Gebremdhin,
(2015) pada tanaman karorima (Aframomum
corrorima (Braun) P.C.M. Jansen)
menunjukkan bahwa tunas paling tinggi
diperoleh dari perlakuan media tanpa zat
pengatur tumbuh. Selain itu diduga jaringan
akasia hibrida mempunyai kandungan
sitokinin endogen yang optimal untuk
pertumbuhan dan pemanjangan tunas
sehingga  penambahan BA  dengan
konsentrasi 1,0 mg L menyebabkan laju
pertumbuhan tunas menjadi terhambat. Hal
ini berbeda dengan hasil penelitian Mehta et
al. (2012) pada kultur jaringan tanaman
Bacopa monnieri yang menunjukkan bahwa
tunas paling tinggi diperoleh dari perlakuan
penggunaan kombinasi BA 0,5 mg L dengan
kinetin 2,0 mg L.

Perlakuan BA 0,7 mg L merupakan
perlakuan terbaik untuk parameter tinggi
tunas yang diamati. Rata-rata tinggi tunas
dari perlakuan ini adalah 6,97 cm dan
berbeda nyata dengan perlakuan yang
lain. Hasil ini berbeda dengan penelitian
Djumat (2014) yang melaporkan bahwa
tunas paling tinggi dari eksplan tunas
terminal maupun dari eksplan tunas aksilar
jabon merah dihasilkan dari perlakuan BA
1,0 mg Lt Selanjutnya (Siddique et al.
2015) melaporkan bahwa laju
pertumbuhan tunas paling cepat pada
tanaman Casia angustifolia diperoleh pada
perlakuan kombinasi 5,0 uM BA + 0,5 uM
IAA. Demikian juga Vujovic et al. (2012)
melaporkan bahwa subkultur biakan dapat
menambah panjang tunas setelah 30 atau
45 hari masa inkubasi. Lebih lanjut
Santoso (2012) menyatakan bahwa tunas
hasil kultur jaringan tanaman kina paling
tinggi diperoleh dari penggunaan media
dasar MS yang ditambah dengan BA
dengan konsentrasi yang lebih tinggi (3,0
mg L1).



Pada penelitian ini belum dilakukan
kegiatan tahap perakaran tetapi akar dapat
tumbuh secara spontan pada perlakuan
perbanyakan yang mengandung BA (Gambar
3). Dari tiga perlakuan konsentrasi BA yang
digunakan menunjukkan terdapat satu

perlakuan yang menghasilkan sejumlah akar
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berukuran kecil dengan bulu-bulu akar yaitu
pada perlakuan BA 1,0 mg L. Persentase
biakan yang menghasilkkan akar dari
perlakuan BA 1,0 mg L? tersebut mencapai
50 % (Gambar 3a) yang diperoleh dalam
waktu tujuh belas minggu. Hal ini
menunjukkan bahwa kandungan auksin

Gambar 2. Tunas hasil subkultur kedua (A) dan subkulur ketiga (B) pada umur 14 minggu
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endogen dari eksplan yang digunakan relatif
lebih  tinggi dibanding sitokinin  yang
ditambahkan sehingga dapat membentuk
akar. Selain itu juga diduga disebabkan oleh
sumber eksplan yang digunakan mempunyai
kandungan auksin endogen yang berbeda.
Akar yang diperoleh pada penelitian ini
berukuran kecil dan mempunyai bulu-bulu
akar yang banyak. Bulu-bulu akar yang
banyak lebih menguntungkan pada saat
aklimatisasi plantlet karena bidang serapan
hara dan nutrisi dari media akan semakin luas
sehingga hara dan nutrisi yang terserap akan
semakin banyak.

Penampilan visual biakan

Pengamatan biakan secara visual
memperlihatkan  bahwa  biakan  yang
dihasilkan pada penelitian ini mempunyai
penampilan yang baik dan normal. Selain itu
pada bagian pangkal tunas yang dihasilkan
terdapat kalus. Penambahan ZPT BA ke
dalam media tumbuh akan mempengaruhi
kandungan hormon endogen dari jaringan
tanaman yang dikultur sehingga terjadi
diferensiasi sel. Perubahan kandungan ZPT
tersebut dapat mempengaruhi keseimbangan
In vitro kandungan auksin dan sitokinin dalam
jaringan. Diduga akasia hibrida mempunyai
kandungan hormon auksin endogen yang
relatif lebih tinggi dibandingkan kandungan
sitokinin sehingga terbentuk kalus. Menurut
Reed et al. (2013b) pertumbuhan kalus pada
perbanyakan tunas merupakan respon
pertumbuhan yang tidak dimengerti. Pada
beberapa penelitian menunjukkan indikasi
hubungan antara mineral nutrisi dan produksi
kalus bila kalus adalah hasil yang diinginkan.

Kalus yang terbentuk bervariasi dan
mempunyai tekstur kompak sampai remah
(friable). Kalus kompak berwarna putih dan
kecoklatan sedangkan kalus remah berwarna
kekuningan (kuning muda). Kalus yang
terbentuk pada bagian pangkal pada umumnya
dapat mempengaruhi translokasi nutrisi dari
media kultur ke dalam jaringan yang
ditumbuhkan, sehingga dapat mempengaruhi
pertumbuhan biakan dan oleh karena itu perlu
dilakukan pemotongan bagian kalus tersebut
pada saat dilakukan subkultur. Hasil ini
berbeda dengan penelitian Siddique et al.
(2015) yang menunjukkan bahwa tidak ada
pembentukan kalus pada pangkal tunas yang
dihasilkan pada media dengan penambahan
0,5-10 uM BA, thidiazuron atau kinetin.
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KESIMPULAN

Penambahan BA 0,7 mg L* pada
modifikasi media MS merupakan perlakuan
paling baik untuk perbanyakan tunas akasia
hibrida dimana induksi tunas paling cepat
terjadi rata-rata pada 3,8 hari setelah
ditanam. Rata-rata jumlah tunas paling
banyak pada perlakuan ini diperoleh pada
tahap SK4 vyaitu sebanyak 12,60 tunas.
Tunas yang dihasilkan memperlihatkan
penampilan visual yang baik, berwarna hijau
dengan batang yang kuat. Pada perlakuan
BA dengan konsentrasi yang lebih tinggi yaitu
1,0 mg L? dapat dihasilkan plantlet dengan
akar berukuran kecil dan panjang serta bulu-
bulu akar halus dan banyak.
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