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ABSTRACT
The experiment on the growth and development of bitter nuts shoot tip in-vitro at different concentration of NAA and BAP in MS media was carried out at Plant Tissue  Culture Laboratory Department of Agronomy, Faculty of Agriculture, Andalas University from September 2002 to January 2003.  The objective of the experiment was to obtain the suitable concentration of NAA and BAP for the growth and development of bitter nuts shoot tip by in-vitro culture. Two factor treatments were arranged in Completely Randomized Design.  The first factor was NAA with four levels i.e.: 0 ppm; 1 ppm; 2 ppm; and 4 ppm. And the second factor was BAP with four levels i.e.: 0 ppm; 1 ppm; 2 ppm and 4 ppm and there replication.  Data were analyzed by using F test, then continued with Duncan’s  New Multiple Range Test (DNMRT) at 5 % level. The result indicated that MS media without addition of NAA and BAP, could promote growth and development of bitter nuts shoot tip.  Increasing NAA concentration to 4 ppm gave a high percentage of callus growth. The effect of addition of NAA and BAP showed a dynamic influence to explant growth.
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PENDAHULUAN

Tanaman melinjo (Gnetum gnemon L.) merupakan salah satu tanaman tahunan yang mempunyai potensi cukup besar untuk dikembangkan. Hasil panen melinjo dijual sebagai sayuran dan bahan baku pembuatan emping.  Emping merupakan produk olahan melinjo yang terkenal digemari masyarakat, juga merupakan komoditi sektor industri kecil yang potensial dan berprospek cerah dalam pengembangan ekspor non migas (Tim Penulis Penebar Swadaya, 1999).


Emping melinjo selain dipasarkan untuk kebutuhan komsumsi dalam negeri, juga telah diekspor ke berbagai negara di dunia seperti Amerika Serikat, Luxemburg, Belanda, Belgia, Malaysia, dan Singapura (Sunanto,1992). Permintaan terhadap emping melinjo terus meningkat dari tahun ke tahun.  Ekspor emping melinjo pada tahun 1991 adalah sebesar 123,304 ton dengan nilai US$ 230.062 , meningkat menjadi 515,900 ton (US$ 464.756 ) tahun 1997, kemudian meningkat menjadi 775,654 ton dengan nilai sebesar US$ 660.876  pada tahun 2000 (Biro Pusat Statistik, 1991 ; 1997; 2000)


Produksi melinjo Sumatera Barat tahun 2000 sebesar 1.383 ton dari produksi total melinjo nasional (141.116 ton), keadaan ini lebih rendah dari produksi sebelumnya yang mencapai 3.602 ton di Sumbar  dari produksi total nasional yang mencapai 127.136 ton, sehingga perlu perhatian yang lebih serius terhadap pengembangan dan produksi melinjo dimasa mendatang ( Badan  Pusat Statistik, 2000).


Tanaman melinjo dapat diperbanyak secara generatif dan vegetatif.  Perbanyakan secara generatif mengalami banyak kendala.  Menurut Sunanto (1992) kendala utamanya adalah lamanya rentang waktu yang diperlukan untuk perkecambahan biji (6-12 bulan) dengan persentase perkecambahan yang sangat rendah (1-2 %).  Kendala lain adalah sulitnya membedakan  antara tanaman jantan dan betina sebelum tanaman dewasa, sehingga penyediaan bibit dalam jumlah yang besar sulit terpenuhi.  Secara vegetatif konvensional seperti stek, cangkok, layerage, okulasi, dan sambungan, juga sulit berhasil karena terbentuknya akar sangat lambat, dan sering gagal karena menyatunya kulit (okulasi dan sambungan) sangat sulit.  Selain itu akan dibutuhkan banyak bahan perbanyakan karena yang paling bagus dipakai adalah cabangnya yang tumbuh tegak sehingga dalam jumlah jumlah besar sangat tidak efektif dan tidak efisien.


Salah satu alternatif untuk mengatasi kendala diatas adalah dengan melakukan perbanyakan secara vegetatif modern yaitu teknik kultur in-vitro.  Menurut Gunawan (1987) jenis tanaman yang diperbanyak dengan kultur in-vitro ditujukan terutama yang mempunyai berbagai masalah diantaranya ; daya perkecambahan yang rendah. Wattimena, Gunawan, Matjik, Sjamsudin, Wiendi, dan Ernawati (1992)  mengemukakan, keuntungan lain yang diperoleh dengan kultur in-vitro adalah multiplikasi yang tinggi, siklus yang pendek, tidak tergantung pada musim, membutuhkan ruang yang kecil, serta mudah dalam pengangkutan.


Pada hakekatnya pertumbuhan dan morfogenesis tanaman secara in-vitro dikendalikan oleh keseimbangan dan interaksi dari Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) yang berada dalam eksplan (endogen) dengan ZPT eksogen yang diserap dari media tumbuh, dimana bentuk keseimbangan yang terjadi akan menentukan arah dan dan bentuk pertumbuhan, seperti : membentuk kallus, shootlet, rootlet atau plantlet


Menurut Wattimena et al (1992), keberhasilan kultur in-vitro sangat tergantung dari ZPT yang digunakan. Interaksi auksin dan sitokinin pada perbandingan tertentu mendorong terjadinya pertumbuhan dan differensiasi sel-sel pada eksplan.  Jika sitokinin lebih tinggi akan mendorong bagi pembentukan kallus.


ZPT yang diperlukan untuk keberhasilan meregenerasi sampai menjadi tanaman lengkap akan bergantung dari eksplan yang digunakan dan konsentrasi hormon yang ada dalam eksplan tersebut (Dixon dan Gonzales,1994). Tingginya respon jaringan untuk tumbuh disebabkan penambahan auksin dan sitokinin yang mampu merobah tingkat ZPT endogen dalam sel (Gunawan,1987; Wiendi et al, 1991). Interaksi dan perbandingan antara auksin dan sitokinin yang diberikan ke dalam media dan yang ada dalam eksplan menentukan arah perkembangan dari suatu kultur (Wethrell,1982).


Hasil percobaan Zainal (1998) pada eksplan biji melinjo,  konsentrasi 2 ppm NAA dengan 2 ppm BAP menunjukkan bobot basah kallus dan diameter kallus yang terbaik, serta menunda perubahan warna eksplan menjadi coklat sampai umur 9 minggu setelah tanam.  Hasil percobaan Setiawan (2001), konsentrasi 0 ppm BAP + 4 ppm NAA memberikan hasil yang terbaik dalam pertumbuhan dan perkembangan eksplan daun melinjo secara in-vitro.


Ukuran eksplan juga menentukan keberhasilan pengkulturan. Bagian tanaman yang banyak mengandung persediaan makanan serta bahan lain untuk pertumbuhan akan semakin mudah untuk beregenerasi dibandingkan dengan bagian tanaman yang kurang mengandung persediaan makanan. Namun semakin besar ukuran eksplan, makin besar kemungkinan jaringan terkontaminasi.  Ukuran eksplan yang baik berkisar antara 0,5 – 1,0 cm. (Katuuk,1989)


Faktor lain yang berpengaruh adalah lingkungan tempat tumbuh, antara lain cahaya, suhu ruang kultur, dan kebersihan. Cahaya dibutuhkan untuk morfogenesis, differensiasi, dan embriogenesis (Gunawan, 1987). Secara umum pada beberapa tanaman akan tumbuh baik pada suhu 17o – 32oC (Wiendi et al, 1991).

BAHAN DAN METODE


Percobaan ini telah dilaksanakan di laboratorium kultur jaringan tumbuhan Jurusan Budidaya Pertanian, Fakultas Pertanian Universitas Andalas Padang dari bulan September 2002 hingga Januari 2003.  Bahan yang digunakan adalah : tunas pucuk melinjo, senyawa kimia penyusun media MS , NAA, BAP, NaOH 0,1 N; HCl 0,1N, arang aktif, alkohl 70%, bayclin, betadine. Sukrosa, agar, aquades. Tween 80, plastik wrap, alumunium foil, tissue, deterjen dan lebel.  Alat-alat yang dipakai antara lain; autoklaf, laminar air flow cabinet, timbangan analitik, pH meter, oven, botol kultur, rak kultur, handsprayer  dan alat-alat tulis.


Percobaan ini disusun secara faktorial  2 faktor  dalam Rancangan Acak Lengkap. Faktor  I adalah konsentrasi NAA yang terdiri dari 4 taraf yaitu : 0 ppm; 1 ppm; 2 ppm dan 4 ppm.  Faktor II adalah konsentrasi BAP yang terdiri dari 4 taraf yaitu : 0 ppm; 1 ppm; 2 ppm dan 4 ppm sehingga ada 16 kombinasi perlakuan. Tiap kombinasi terdiri dari 3 ulangan, dan masing-masing ulangan terdiri dari 4 botol kultur. Data pengamatan diuji dengan sidik ragam pada taraf 5 %, dan dilanjutkan dengan DNMRT pada taraf 5 %.


Pelaksanaan percobaan meliputi;  sterilisasi alat-alat dan eksplan, pembuatan media (pembuatan perlakuan) ,  penanaman eksplan, pemeliharaan, dan pengamatan. Pengamatan yang dilakukan pada percobaan ini meliputi : 1) persentase eksplan yang hidup,2 )  persentase eksplan yang tumbuh, 3) persentase eksplan membentuk kallus, 4) persentase eksplan membentuk tunas baru, 5) Tinggi tunas, dan 6) Jumlah daun

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Persentase eksplan yang hidup


Hasil sidik ragam pemberian beberapa konsentrasi NAA dan BAP, terlihat pengaruh interaksinya berbeda tidak nyata, namun masing-masing secara tunggal menunjukkan pengaruh yang nyata terhadap persentase eksplan yang hidup. Untuk lebih jelasnya, setelah diuji dengan DNMRT pada taraf 5% dapat dilihat pada Tabel 1 berikut.

Tabel 1. 
Persentase eksplan yang hidup sampai minggu ke 10 setelah tanam pada penambahan beberapa konsentrasi NAA dan BAP

	Konsentrasi NAA
	Persentase eksplan yang hidup (%)

	
	Konsentrasi BAP
	Pengaruh utama NAA

	
	0 ppm
	1 ppm
	2 ppm
	4 ppm
	

	0 ppm
	75,00
	41,67
	66,67
	58,33
	  60,42  a

	1 ppm
	33,33
	41,67
	25,00
	58,33
	  39,58      b

	2 ppm
	50,00
	41,67
	41,67
	91,67
	  56,25  a   b

	4 ppm
	50,00
	75,00
	50,00
	100,00
	  68,75  a

	Pengaruh utama BAP
	52,08  B
	50,00 B
	45,83 B
	77,08 A
	


Angka-angka pada baris yang sama yang diikuti oleh huruf besar yang sama dan angka pada lajur yang sama yang diikuti oleh huruf kecil yang sama berbeda tidak nyata menurut DNMRT pada tarah 5 %


Dari Tabel 1 terlihat bahwa penambahan NAA 1 ppm menunjukkan hasil yang kurang baik, keadaan ini berbeda nyata dengan kondisi 0 ppm NAA dan 4 ppm, tapi berbeda tidak nyata dengan 2 ppm. Kondisi 0 ppm berbeda tidak nyata dengan penambahan 2 ppm dan 4 ppm. Penambahan 4 ppm BAP memberikan hasil terbaik untuk persentase eksplan yang hidup yaitu mencapai 77,08 %, dimana keadaan ini berbeda nyata dengan penambahan 0 ppm, 1 ppm, dan 2 ppm.


Tingginya kemampuan eksplan  untuk bertahan hidup, dipengaruhi oleh zat pengatur tumbuh yang ditambahkan ke dalam media.  Penambahan ZPT ini akan memperbesar jumlah nutrisi yang dapat dipakai untuk pertumbuhan, juga akan merubah keseimbangan ZPT endogen.  Keseimbangan ZPT endogen dan eksogen akan menunjang pertumbuhan eksplan, selanjutnya  Junasti (1998) menyatakan bahawa bila pertumbuhan eksplan baik maka akan dapat meningkatkan daya tahan eksplan itu.


Adanya eksplan yang mati bukan karena terkontaminasi, diduga disebabkan oleh beberapa faktor pendorong yaitu faktor endogen dan eksogen.  Faktor endogen berasal dari dalam eksplan itu sendiri, diantaranya kemampuan eksplan untuk menyerap nutrisi yang tersedia dalam media, kondisi visual  seperti kemungkinan teroksidasinya senyawa fenol, sehingga menyebabkan terjadinya pencoklatan (browning), selanjutnya akan menghambat pertumbuhan eksplan, bahkan dapat menimbulkan kematian eksplan.


Faktor eksogen dapat berupa pengaruh teknis pelaksanaan pengkulturan, seperti tahap-tahap sterilisasi , penyinaran ruang kultur.  Keberadaan arang aktif dalam media juga dapat berpengaruh karena berfungsi mengabsorbsi senyawa-senyawa yang bersifat racun terhadap pertumbuhan eksplan, selain itu juga dapat mengabsorbsi ZPT yang ada dalam media.

2. Persentase eksplan yang tumbuh


Penambahan beberapa konsentrasi NAA dan BAP terhadap kemampuan eksplan yang tumbuh menunjukkan pengaruh yang bebeda tidak nyata, baik interaksi maupun masing-masing secara tunggal.  Keadaan ini dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. 
Persentase eksplan yang tumbuh sampai minggu ke 10 setelah tanam pada penambahan beberapa konsentrasi NAA dan BAP

	Konsentrasi NAA
	Persentase eksplan yang tumbuh (%)

	
	Konsentrasi BAP
	Pengaruh utama NAA

	
	0 ppm
	1 ppm
	2 ppm
	4 ppm
	

	0 ppm
	75,00
	33,33
	16,67
	16,67
	35,42

	1 ppm
	16,67
	25,00
	25,00
	33,33
	25,00

	2 ppm
	50,00
	33,33
	41,67
	83,33
	52,08

	4 ppm
	33,33
	41,67
	33,33
	50,00
	39,58

	Pengaruh utama BAP
	43,75
	33,33
	29,17
	45,83
	


Angka-angka pada baris dan lajur yang sama adalah berbeda tidak nyata menurut uji F pada taraf 5%


Dari Tabel 2 terlihat bahwa penambahan NAA dan BAP menghasilkan persentase eksplan yang tumbuh adalah sama. Ternyata penambahan auksin dan sitokinin dalam jumlah yang seimbang akan memberikan pertumbuhan yang bagus, sejalan dengan pendapat Wiendi et al (1991), bahwa pertumbuhan dan morfogenesis tanaman secara in-vitro dikendalikan oleh keseimbangan dan interaksi dari ZPT yang terdapat dalam eksplan  baik yang bersifat endogen maupun eksogen.

3. Persentase eksplan yang membentuk kallus.


Penambahan NAA dan BAP ke dalam media ternyata menunjukkan pengaruh interaksi yang berbeda tidak nyata, demikian juga pemberian BAP secara tunggal.  Namun dari Tabel 3 terlihat bahwa penambahan NAA secara tunggal menunjukkan pengaruh yang berbeda nyata terhadap persentase eksplan yang membentuk kallus.  Keadaan ini setelah diuji dengan DNMRT dapat dilihat pada Tabel 3 berikut.

Tabel 3. 
Persentase eksplan yang membentuk kallus sampai minggu ke 10 setelah tanam pada penambahan beberapa konsentrasi NAA dan BAP

	Konsentrasi NAA
	Persentase eksplan yang membentuk kallus (%)

	
	Konsentrasi BAP
	Pengaruh utama NAA

	
	0 ppm
	1 ppm
	2 ppm
	4 ppm
	

	0 ppm
	8,33
	0
	0
	0
	    2,08  a

	1 ppm
	8,33
	16,67
	16,67
	33,33
	   18,75     b

	2 ppm
	16,67
	16,67
	25,00
	58,33
	   29,17     b

	4 ppm
	25,00
	41,67
	16,67
	41,67
	   31,25     b

	Pengaruh utama BAP
	14,58
	18,75
	14,58
	33,33
	


Angka-angka  pada lajur yang sama yang diikuti oleh huruf kecil yang sama berbeda tidak nyata menurut DNMRT pada taraf 5 %


Dari Tabel 3 terlihat bahwa penambahan NAA mulai dari 1, 2 dan 4 ppm nyata meningkatkan  persentase eksplan membentuk kallus, dan jelas berbeda nyata dengan tanpa pemberian NAA (2,08 %). Hal ini sudah membuktikan bahwa peran fisiologis auksin (NAA) mampu mendukung pertumbuhan kallus dalam kultur in-vitro walaupun tidak dalam persentase yang besar. 


Seiring dengan pendapat Gunawan (1987) bahwa hormon yang ditambahkan ke dalam media berpengaruh terhadap kemampuan pembentukan kallus. Selain itu juga tergantung antara lain; umur fisiologis dari jaringan waktu isolasi, bagian tanaman yang dipakai dan jenis tanaman yang dikulturkan.


Terinduksinya kallus dalam waktu singkat dengan pertumbuhan yang bagus dalam jumlah yang banyak adalah salah satu langkah perbanyakan dalam kultur in-vitro untuk menghasilkan plantlet dalam jumlah yang besar dan seragam. Berdasarkan pengamatan secara visual, pada penambahan 2 ppm NAA memperlihatkan pertumbuhan kallus yang sangat pesat, kallus berwarna putih keruh dan berstruktur kompak.

4. Persentase eksplan membentuk tunas baru


Penambahan beberapa konsentrasi NAA dan BAP menunjukkan pengaruh interaksi yang berbeda tidak nyata terhadap pembentukan tunas melinjo.  Demikian juga penambahan BAP secara tunggal. Namun pemberian NAA  memberikan pengaruh yang berbeda nyata terhadap pembentukan tunas baru melinjo.  Fenomena ini dapat lihat pada Tabel 4 berikut setelah diuji dengan DNMRT pada taraf 5%

Tabel 4. Persentase eksplan membentuk tunas baru sampai minggu ke 10 setelah tanam pada penambahan beberapa konsentrasi NAA dan BAP

	Konsentrasi NAA
	Persentase eksplan yang membentuk tunas baru (%)

	
	Konsentrasi BAP
	Pengaruh utama NAA

	
	0 ppm
	1 ppm
	2 ppm
	4 ppm
	

	0 ppm
	50.00
	33,33
	16,67
	8,33
	   27,08  a

	1 ppm
	8,33
	0
	8,33
	0
	     4,16     b

	2 ppm
	33,33
	16,67
	16,67
	25,00
	   22,92  a

	4 ppm
	8,33
	0
	16,67
	8,33
	      8,33     b

	Pengaruh utama BAP
	25,00
	12,50
	14,58
	10,41
	


Angka-angka  pada lajur yang sama yang diikuti oleh huruf kecil yang sama berbeda tidak nyata menurut DNMRT pada taraf 5 %


Dari Tabel 4 diatas terlihat bahwa, tanpa penambahan ZPT eksogen (BAP)  telah mampu menginduksi pembentukan tunas baru. Hal ini disebabkan kandungan sitokinin endogen   yang ada dalam eksplan pucuk melinjo cukup tinggi.  Menurut Pierik (1984) sitokinin berperan dalam memacu pertumbuhan dan perkembangan tanaman, khususnya menginduksi tunas adventif.


Penambahan NAA ke dalam media akan terserap oleh eksplan sehingga mempengaruhi keseimbangan auksin dan sitokinin yang ada dalam eksplan.  Peningkatan jumlah auksin akan mempengaruhi keseimbangan auksin dan sitokinin yang ada , selanjutnya membentuk keseimbangan baru sebagai respon dari penambahan ZPT yang dilakukan, selanjutnya akan mampu membentuk tunas baru.

5. Tinggi tunas 


Penambahan beberapa kombinasi konsentrasi NAA dan BAP belum memberikan pengaruh interaksi yang nyata, maupun NAA dan BAP secara tunggal terhadap tinggi tunas.  Keadaan ini dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5.  Tinggi  tunas melinjo sampai minggu ke 10 setelah tanam pada penambahan beberapa konsentrasi NAA dan BAP

	Konsentrasi NAA
	Tinggi tunas (cm)

	
	Konsentrasi BAP
	Pengaruh utama NAA

	
	0 ppm
	1 ppm
	2 ppm
	4 ppm
	

	0 ppm
	0,72
	0,52
	0,33
	0,17
	0,43

	1 ppm
	0,33
	0,00
	0,17
	0,00
	0,12

	2 ppm
	0,93
	0,73
	0,60
	0,53
	0,70

	4 ppm
	0,40
	0,00
	0,67
	0,17
	0,31

	Pengaruh utama BAP
	0,60
	0,31
	0,44
	0,22
	


Angka-angka  pada baris dan lajur yang sama berbeda tidak nyata menurut uji F  pada taraf 5 %


Pemberian beberapa konsentrasi NAA dan BAP ke dalam media memberikan pengaruh yang sama terhadap tinggi  tunas baru  melinjo.  Dapat dipahami bahwa berbagai konsentrasi NAA dan BAP belum mencapai keseimbangan untuk dapat mendorong  pertumbuhan tinggi tunas.  Menurut Gunawan (1987)  tingginya respon jaringan untuk tumbuh, tergantung pada kemampuan auksin dan sitokinin yang ditambahkan ke dalam media untuk merubah ZPT endogen dalam sel

6. Jumlah daun 


Jumlah daun yang terbentuk akibat penambahan beberapa konsentrasi  BAP dan interaksinya berbeda tidak nyata, namun berbeda nyata secara tunggal pada penambahan NAA.  Keadaan ini dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Jumlah daun yang terbentuk pada minggu ke 10 setelah tanam pada penambahan beberapa konsentrasi NAA dan BAP

	Konsentrasi NAA
	Jumlah daun (helai)

	
	Konsentrasi BAP
	Pengaruh utama NAA

	
	0 ppm
	1 ppm
	2 ppm
	4 ppm
	

	0 ppm
	3,67
	2,00
	0
	0,67
	  1,58  a

	1 ppm
	0,67
	0
	0
	0
	   0,17      b

	2 ppm
	2,00
	0,67
	1,33
	1,33
	   1,33  a

	4 ppm
	0,67
	0
	0,67
	0
	   0,33      b

	Pengaruh utama BAP
	1,75
	0,67
	0,50
	0,50
	


Angka-angka  pada lajur yang sama yang diikuti oleh huruf kecil yang sama berbeda tidak nyata menurut DNMRT pada taraf 5 %


Dari tabel diatas dapat difahami bahwa jumlah daun yang paling banyak terbentuk terdapat pada  0 ppm NAA dan 2 ppm NAA.  Kondisi ini berkaitan dengan persentase dan jumlah tunas yang terbentuk, dapat dimaklumi bahwa kondisi optimum bagi pertumbuhan tunas tentunya akan diikuti dengan munculnya daun.  Hal ini disebabkan terjadi keseimbangan antara auksin dan sitokinin dalam eksplan, sehingga berpengaruh baik terhadap pembentukan khlorofil.  Menurut Katuuk (1989), auksin dan sitokinin berpengaruh pada proses pembentukan khlorofil, auksin berfungsi mencegah proses pembentukan khlorofil, sedangkan sitokinin mencegah perombakan khlorofil.  Jadi pada kondisi sitokinin lebih tinggi dari auksin pembentukan khlorofil berjalam baik, sehingga terbentuklah organ daun.

KESIMPULAN DAN SARAN


Berdasarkan hasil percobaan diatas dapat diambil kesimpulan bahwa tanpa penambahan ZPT ke dalam media, telah mampu mendukung pertumbuhan dan perkembangan tunas baru/eksplan;  Peningkatan konsentrasi NAA yang diberikan hingga 4 ppm, nyata meningkatkan persentase pembentukan kallus; Peningkatan konsentrasi BAP sampai 4 ppm, juga nyata meningkatkan kemampuan hidup dari eksplan.


Berdasarkan kesimpulan dapat disarankan, diperlukan percobaan lebih lanjut untuk mendapatkan konsentrasi yang tepat dari NAA dan BAP, sehingga eksplan mampu membentuk plantlet.
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