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PENGARUH BEBERAPA KONSENTRASI 2.4-D TERHADAP PEMBENTUKAN KALUS JAHE IN VITRO 
(The effect of concentration of 2.4-D for induction of Ginger callus in vitro) 
Hamda Fauza, Sepriyanto, dan Achyar Nurdin

ABSTRACT

Ginger is an industrial crop which has a high economic value. However, the productivity of ginger has been decreased year by year. There are two limiting factors on preparing the rhizome as propagation material: disease that caused by bacteria Pseudomonas solanacearum, and the rhizome for unit of area is in great quantity. In this case, tissue culture hoped to be an alternative tool. It has not find the standard method to discover the rhizome with great quality, great quantity, and resistant to the disease. One of limiting factor to success in plant propagating by tissue culture is composition of media and plant growth regulator. The research studies about the effect of concentration of 2.4-D for initiate of ginger callus in vitro. An experiment was done at Tissue Culture Laboratory of Faculty of Agriculture, Andalas University Padang from August to October 2000. The result indicated that concentration of 5 ppm 2.4-D shown the best composition for callus initiation.
Key words : ginger, tissue culture, 2.4-D
PENDAHULUAN

Jahe (Zingiber officinale Rose.) merupakan salah satu tanaman industri yang memiliki nilai ekonomi tinggi dan mempunyai arti cukup penting dalam meningkatkan pendapatan petani dan sumber devisa negara. Di dalam negeri, jahe banyak digunakan sebagai bahan baku industri tradisional, makanan, minuman, dan kosmetik. Selain itu jahe merupakan tanaman rempah yang diperdagangkan di pasar dunia, dipasarkan dalam bentuk rimpang segar dan olahan, minyak atsiri, dan oleoresin.

Di Indonesia pengusahaan tanaman  jahe dengan orientasi agribisnis telah dimulai pada sekitar 1980.  Namun sampai periode 1997, produksi jahe cenderung mengalami penurunan dari tahun ke tahun.  Pada 1997 tercatat produksi jahe Indonesia 80,30 ribu ton. Dari produksi jahe tersebut, tercatat pada 1997 volume ekspor jahe Indonesia dalam bentuk jahe segar dan olahan sebanyak 33,56 ribu ton dengan nilai US $17,96 juta (BPS, 1997).

Bahan perbanyakan jahe berasal dari rimpang, yang merupakan bagian tanaman yang benilai ekonomi, sehingga bibit harus digunakan seefisien mungkin agar nilai tambah dari usaha tani dapat meningkat (Mariska dan Sudiarto, 1986). Kebutuhaa bibit untuk setiap satuan luas relatif tinggi, yaitu 2-3 ton/ha, yang menyebabkan 40% investasi usaha diserap untuk pengadaan bibit, sehingga lebih banyak petani menggunakan bibit "asalan", yaitu bibit yang diperoleh sebagai hasil samping sisa-sisa rimpang yang tidak laku dijual, yang tidak terjamin mutunya. Karena, pada umumnya bibit yang digunakan terinfeksi penyakit layu yang disebabkan bakteri Pseudomonas solanacearum yang disebarkan melalui bibit yang digunakan.

Perbanyakan melalui kultur jaringan merupakan salah satu usaha untuk mendapatkan bibit dalam jumlah banyak dan bebas dari penyakit. Namun demikian penggunaan bibit jahe asal kultur jaringan belum dikenal secara meluas, tetapi baru dalam tahap penelitian. Penelitian untuk mendapatkan bibit jahe melalui kultur in vitro masih sangat terbatas. Beberapa penelitian telah dilaksanakan, namun belum ada suatu metode yang baku untuk mendapatkan bahan perbanyakan yang terjamin baik kuantitas maupun kualitasnya.

Murashige (1974) menjelaskan ada empat hal yang perlu diperahatikan dalam pelaksanaan kultur jaringan tanaman, yaitu karakteristik eksplan, kondisi fisik media, komposisi kimia media, dan lingkungan tumbuh kultur. Selanjutnya untuk mengatur pertumbuhan dan perkembangan bahan tanaman yang dikulturkan, ke dalam media kultur sering ditambahkan zat pengatur tumbuh (ZPT) golongan auksin dan sitokinin dalam jumlah tertentu. Gunawan (1995) menyatakan juga bahwa ada beberapa faktor pembatas keberhasilan pelaksanaan pengembangan tanaman melalui teknik kultur jaringan, di antaranya adalah komposisi media dan ZPT yang digunakan dan bagian tanaman yang dijadikan eksplan.
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ZPT pada tanaman adalah senyawa organik bukan hara, yang dalam jumlah tertentu dapat mendukung, menghambat, dan dapat merubah proses fisiologi tumbuhan. ZPT terdiri dari lima kelompok, yaitu : auksis, giberalin, sitokinin, etilen, dan inhibitor dengan ciri khas dan pengaruh yang berbeda.  ZPT sangat diperlukan sebagai komponen medium pertumbuhan dan difereasiasi (Hendaryono dan Wijayani, 1994).

Gunawan (1995), mengemukakan bahwa level auksin dalam eksplan tergantung dari bagian tanaman yang diambil dan jenis tanamannya. Oleh karena itu sulit untuk menentukan suatu formula terbaik pada setiap penggunaan. Golongan auksin yang sering ditambahkaa adalah 2,4-D, IAA, NAA, dan IBA. (Hendaryono dan Wijayani, 1994). ZPT bila dibenkan dalam konsentrasi tinggi akan menghambat pertumbuhan tanaman (Wattimeoa, 1990)

Wattimena, Ganawan, Matjik, Sjamsudin, Wiendi, dan Emawati (1991) menyatakan bahwa auksin dalam kultur jaringan berperan dalam pembentukan kalus, klorofil, morfogenesis akar dan tunas, dan embriogenesis. Auksin yang banyak digunakan untuk induksi kalus adalah 2.4-D, 2.4.5.T, dan picloram. Penyimpanan kalus dalam waktu yang lama dalam media yang mengandung auksin-auksin tersebut dapt menyebabkan peningkatan keragaman genetik.

Seringkali auksin dan sitoknin yang diberikan pada media kultur mampu menginduksi pembelahan ael dan menghasilkan kalus (Wattimena, 1988). Sementara itu Hartman dan Kester (1983) menyatakan bahwa untuk pertumbuhan kalus dibutuhkan auksin dengan konsentrasi tinggi dan sitokinin yang rendah.  Sehingga, sering dilakukan untuk inisiasi kalus digunakan 2.4-D (Dodds dan Roberts, 1984).

Dalam pemakaian pada kultur jaringan tanaman, konsentrasi efektif untuk masing-masing ZPT  berbeda. Penentuan taraf konsentrasi disesuaikan dengan tipe organ atau eksplan, metode kultur jaringan, dan tingkat kultur jaringan (pembuatan kalus, indukai akar, induksi tunas, dan lain-lain (Wattimena et al, 1991).

Secara umum auksin ditambahkan ke dalam medium dengan konsentrasi 0,01 -10 mg/l.  Untuk inisiasi kalus ditambahkan auksin 2,4-D ke dalam media dengan konsentrasi 1-5 mg/l.  Terdapat kesulitan untuk menetapkan jenis dan takaran ZPT yang cocok untuk kultur, sehingga membutuhkan banyak penelitian. Gunawan (1995) menyatakan bahwa dari golongan auksin 2.4-D merupakan auksin kuat, yang tidak dapat diuraikan dalam tubuh tanaman, namun yang terjadi hanya konyugasi.  ZPT ini biasanya digunakan dalam konsentrasi rendah dan dalam waktu singkat, antara 2-4 minggu. Penggunaan dalam waktu yang panjang dapat meniumbulkan mutasi sel.

Bertitik tolak dari permasalah tersebut, maka telah dilakukan penelitian dengan judul “ Pengaruh Beberapa Konsentrasi 2.4-D terhadap Pembentukan Kalus Jahe In Vitro”, dengan tujuan untuk mengetahui konsentrasi 2.4-D terbaik dalam pembentukan kalus pada tahap inisiasi.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Fakultas Pertanian Universitas Andalas Padang, dari bulan Agustus sampai dengan Oktober 2000.

Bahan tanam yang digunakan adalah rimpang jahe yang diambil dari tanaman yang sudah berumur minimal sembilan bulan, dan bahan-bahan lain adalah nutrisi untuk penyusun media MS, vitamin, sukrosa, bacto agar, ZPT 2.4-D, alkohol 70%, spiritus, aquades, benlate, HgCl2, plastik isolasi, arang aktif, streptomycin, agrimycin, tween 80, bayclin, asam ascorbit, dan lain-lain.  Sedangkan peralatan yang digunakan antara lain ; autoclave, oven, botol kultur, pH meter, laminar air flow cabinet, dan lain-lain.

Penelitian ini disusun acak lengkap (RAL), dengan 8 perlakuan dan 5 ulangan, dimana setiap ulangan terdiri dari 5 botol kultur. Perlakuan tersebut adalah konsentrasi 2,4-D, yaitu : 0 ppm (A), 1 ppm (B), 2 ppm (C), 3 ppm (D), 4 ppm (E), 5 ppm (F), 6 ppm (G), dan 7 ppm (H).  Data hasil pengamatan tidak dianalisis ragam karena tidak memenuhi syarat untuk dianalisis statislika.

Langkah pertama percobaan adalah sterilisasi alat-alat yang akan digunakan. Selanjutnya pembuatan media, di mana bahan-bahan nutrisi ditimbang, kemudian dibuat larutan stok.  Larutan stok nutrisi dan larutan stok vitamin diencerkan sesuai dengan ketentuan. Setelah ditambahkan ZPT sesuai dengan perlakuan, masing-masing larutan dimasak dan dimasukkan ke dalam botol kultur sebanyak 10 ml per botol dan diberi label.  Kemudian disterilkan pada autoclave selama 30 menit pada tekanan 15 psi dengan suhu 121°C.

Eksplan berasal dari tunas muda, yaitu tunas yang sudah muncul sekitar 0,5 - 1 cm, yang untuk mendapatkannya, terlebih dahulu diadakan perangsangan keluarnya tunas.  Eksplan diambil dengan memotong mata tunas pada rimpang dengan ukuran sekitar 0,6 cm, lalu disterilisasi secara berurutan dengan Alkohol 70% (2 menit), HgCl2 0,8% (1 mienit), Natrium hypoclorit 50% (10 menit), Benlate 2 g/1 (30 menit), dan Asam Akorbit 0,05% (15 menit).  Setiap selesai perendaman pada masing-masing larutan, eksplan dibilas dengan aquades steril sebanyak tiga kali. Selanjutnya eksplan segera ditanam satu potong pada masing-masing botol kultur yang sudah diisi dengan media. Semua langkah sterilisasi dan penanaman dilakukan dalam Laminar Air Flow Cabinet.

Peubah yang diamati meliputi: (1) persentase eksplan membentuk kalus, (2) persentase eksplan hidup, (3) persentase eksplan mengalami kontaminasi, (4), persentase eksplan membentuk tunas, (5) persentase eksplan membentuk plantlet, (6) tipe proliferasi - diferensiasi eksplan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Secara umum, hampir seluruh eksplan yang dikulturkan pada media MS yang ditambah dengan 2.4-D mampu hidup dan berkembang dengan baik. Tetapi sampai pada minggu ke sepuluh ternyata hanya tiga parameter pengamatan yang dapat diamati dan dianalisis, yaitu persentase eksplan hidup, persentase eksplan membentuk kalus, dan persentase eksplan terkontaminasi. Sedangkan tunas dan eksplan belum terbentuk pada periode tersebut.  Hasil pengamatan terhadap eksplan jahe pada beberapa konsentrasi 2.4-D pada 10 minggu disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. 
Pengaruh beberapa konsentrasi 2.4-D terhadap eksplan jahe pada umur 10 minggu setelah tanam

	Konsentrasi 2.4-D (ppm)
	Hidup (%)
	Kalus (%)
	Kontaminasi (%)

	0  (A)
	100,00
	33,33
	0,00

	1  (B)
	92,86
	35,71
	7,14

	2  (C)
	100,00
	36,36
	0,00

	3  (D)
	90,00
	33,33
	11,11

	4  (E)
	100,00
	40,00
	0,00

	5  (F)
	100,00
	44,44
	0,00

	6  (G)
	100,00
	30,00
	0,00

	7  (H)
	100,00
	27,37
	0,00


Eksplan yang dianggap hidup adalah eksplan yang berwarna terang dan tidak mengalami pencoklatan atau kontaminasi.  Data pada Tabel 1 memperlihatkan bahwa sampai minggu ke sepuluh, hampir semua eksplan berkembang dengan baik, terbukti hampir untuk semua perlakuan 100 % dari eksplan yang ditanam ternyata masih hidup dan berkembang dengan baik.  Secara umum hal tersebut diduga merupakan akibat metode dan pelaksanaan sterilisasi sudah dilakukan dengan baik. Sehingga hanya sebahagian kecil eksplan yang terkontaminasi, seperti terjadi pada pemberian 1 ppm 2.4-D (7,4%) dan 3 ppm 2.4-D (11,11%).

Sementara itu pemberian 2.4-D sampai konsentrasi yang cukup tinggi dalam waktu yang relatif lama belum memperlihatkan pengaruh negatif pada persentase eksplan hidup yang dikulturkan.  Hal ini dapat dilihat dari data pada Tabel 1 yang menunjukkan bahwa pemberian 2.4-D sampai konsentrasi 7 ppm masih memperlihatkan 100% eksplan hidup dan berkembang dengan baik.  Artinya, belum tercapai konsentrasi maksimal 2.4-D yang sudah menurunkan jumlah eksplan hidup. Karena, Gunawan (1995) berpendapat bahwa dari golongan auksin 2.4-D merupakan auksin kuat, yang tidak dapat diuraikan dalam tubuh tanaman, namun yang terjadi hanya konyugasi.  ZPT ini biasanya digunakan dalam konsentrasi rendah dan dalam waktu singkat, antara 2-4 minggu.  Penggunaan dalam waktu yang panjang dapat menimbulkan mutasi sel. Namun pada penelitian ini belum dapat diketahui apakah terjadi mutasi, mengingat pengamatan yang dilakukan belum sampai ke arah itu. Tinggi rendahnya konsentrasi ZPT dan lamanya waktu pengkulturan optimal, berbeda untuk masing-masing jenis tanaman.

Pada pengamatan persentase eksplan membentuk kalus seperti pada Tabel 1, terlihat bahwa dengan pemberian 2.4-D sampai konsentrasi 5 ppm (F) menunjukkan persentase eksplan yang membentuk kalus dengan persentase tertinggi.  Diduga karena pemberian ZPT pada konsentrasi tersebut telah mendukung perkembangan jaringan eksplan yang lebih baik dalam membentuk kalus.  Hal ini berarti peningkatan konsentrasi 2.4-D sampai 5 ppm akan memacu pembentukan kalus.  Lain halnya dengan perseatase eksplan hidup, ternyata pemberian 2.4-D dengan konsentrasi yang lebih tinggi (6 ppm dan 7 ppm) telah memperlihatkan penekanan eksplan dalam membentuk kalus dimana pada konsentrasi tersebut persentase kalus yang terbentuk cenderung menurun.  George dan Sherington (1984) menyatakan bahwa induksi kalus yang terlalu lama dalam media dengan konsentrasi auksin yang tinggi dapat menurunkan bahkan menghilangkan kapasitas embriogenetik sel atau jaringan tanaman.

Weaver (1972) mengatakan bahwa keberhasilan dari perbanyakan eksplan secara in vitro sangat dipengaruhi oleh faktor genetik dari tanaman yang dijadikan eksplan tersebut dan keadaan lingkungannya. Gunawan (1988) juga mengemukakan bahwa ZPT endogen merupakan faktor pemacu untuk proses tumbuh dan morfogenesis eksplan baik membentuk menjadi kalus, tunas akar dan plantlet.

Hartman dan Kester (1983) menyatakan bahwa untuk pertumbuhan kalus dibutuhkan auksin dengan konsentrasi tinggi dan sitokinin yang rendah.   Sehingga, sering dilakukan untuk inisiasi kalus digunakan ZPT 2.4-D (Dodds dan Roberts, 1984).  Dalam pemakaian pada kultur jaringan tanaman, konsentrasi efektif untuk masing-masing ZPT berbeda.  Penentuan taraf konsentrasi disesuaikan dengan tipe organ atau eksplan, metode kultur jaringan, dan tingkat kultur jaringan (inisiasi kalus, induksi akar, induksi tunas, dan lain-lain (Wattimena et al, 1991).

Seperti telah dikemukakan sebelumnya bahwa tinggi rendahnya konsentraai ZPT dan lamanya waktu pengkulturan optimal, berbeda untuk masing-masing jenis tanaman, sehingga diperlukan penelitian berkali-kali dengan komposisi yang berbeda dan dalam waktu yang panjang untuk mendapatkan konsentrasi ZPT optimal dalam mendapatkan kalus. 

Hasil pengamatan secara visual memperlihatkan bahwa kalus yang terbentuk ternyata masih beragam.  Sebagian kalus yang terbentuk belum terlihat jelas seperti pada Gambar 1.  Pada eksplan telah terbentuk bakal kalus yang belum bisa terlihat jelas. Hal ini terjadi untuk semua perlakuan, sehingga tidak dapat diketahui apakah keadaan tersebut disebabkan oleh perlakuan atau hal lain di luar perlakuan yang ikut berpengaruh.  Diduga intensitas cahaya juga sangat berpengaruh untuk pembentukan kalus, dimana intensitas cahaya pada tempat penelitian belum terukur dengan pasti. Sementara intensitas cahaya untuk masing-masing tanaman juga berbeda dalam mendapatkan hasil optimal yang diingini, dalam penelitian ini adalah terbentuknya kalus.  Konstruksi rak kultur juga dapat mempengaruhi perkembangan eksplan dalam membentuk kalus dalam penelitian ini, karena konstruksi yang kuraug mendukung mengakibatkan suhu lantai rak tidak merata sehingga dapat memperlihatkan pengaruh yang berbeda.

Wattimena et al (1991) menyatakan bahwa faktor-faktor yang mempeagaruhi pertumbuhan dan morfogenesis tanaman dalam kultur jaringan adalah genotip, media tanam, fisiologi jaringan tanaman dan lingkungan tumbuh. Sedangkan faktor lingkungan yang berprngaruh adalah suhu, kelembaban, cahaya, dan tipe bentuk kultur.

Sementara itu sebagian lain kalus yang terbentuk sudah memperlihatkan hasil yang baik, dimana sudah terbentuk kalus yang relatif kompak dengan warna putih kehijauan (Gambar 2).
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Gambar 1.
Eksplan jahe yang memperlihatikan terbentuknya bakal kalus pada umur 10 minggu setelah tanam

[image: image2.png]



Gambar 2.
Eksplan jahe yang memperlihatkan terbentuknya bakal kalus pada umur 10 minggu setelah tanam

KES1MPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil penelitian ini disimpulkan bahwa konsentrasi 5 ppm 2.4-D (F) memperlihatkan hasil yang terbaik saimpai umur 10 minggu. Disarankan untuk melakukan penelitian lebih lanjut dalam waktu yaag lebih lama.
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