TEKNIK INDUKSI PLANLET ALBINO DUA JENIS Ophiorrhiza sp. SECARA IN VITRO MENGGUNAKAN BEBERAPA KONSENTRASI SITOKININ DAN GULA (SUKROSA)
Netty W. Surya dan Zozy Aneloi Noli
Laboratorium Fisiologi Tumbuhan, 

Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Andalas, Padang -  Sumatera Barat
Abstrak

Penelitian tentang  Teknik Induksi Planlet Albino Dua Jenis Ophiorrhiza sp. secara In Vitro menggunakan beberapa konsentrasi sitokinin dan gula (sukrosa) telah dilakukan dengan memanfaatkan nodus sebagai sampel yang berasal dari perbanyakan secara in vitro. Induksi pembentukan tunas albino dilakukan pada konsentrasi BAP 1-5 mg/L dengan pemberian konsentrasi gula normal sebanyak 30 g/L. Induksi pembentukan tunas albino juga dilakukan dengan mengkombinasikan konsentrasi gula 15-75 g/L dan kinetin 4-8 mg/L. Tunas albino yang dihasilkan kemudian dioptimalisasi pertumbuhannya dan dimultiplikasi tunasnya pada media terbaik yang didapatkan dalam menginduksi pembentukan tunas albino. Kemampuan mempertahankan sifat albino diamati pada media yang sama.

Hasil penelitian memperlihatkan bahwa eksplan nodus kedua jenis Ophiorrhiza mampu membentuk tunas albino pada media MS dengan penambahan 5 mg/L BAP dan 30 g/L gula. Pembentukan tunas albino pada kedua jenis Ophiorrhiza semakin tinggi dengan semakin tingginya konsentrasi gula dan kinetin yang diberikan pada media MS sampai batas toleran eksplan terhadap konsentrasi gula. Multiplikasi tunas albino kedua jenis Ophiorrhiza pada media MS + 5 mg/L BAP + 30 g/L gula tergolong sangat tinggi baik untuk tunas normal maupun albino. Sifat albino yang dimiliki oleh tunas-tunas albino yang dihasilkan pada kedua jenis Ophiorrhiza dapat berubah kembali normal atau tetap bertahan albino.
Kata kunci : Ophiorrhiza sp., tunas albino, 6-Benzilamino purin (BAP), Kinetin (KIN) induksi,  multiplikasi, Medium Murashige-Skoog (MS).
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Abstract

The research about in vitro albino plantlet induction technique of two species of Ophiorrhiza sp. using cytokinin and sucrose concentration had been done with using nodus as a samples from in vitro multiplication. Induction of albino shoot formed using 1-5 mg/L concentration of BAP with adding a normal concentration of sucrose 30 g/L. Induction of albino shoots formed with combination of sucrose concentration 15-75 g/L and kinetin 4-8 mg/L. Albino shoot that resulted from treatment then it been growth optimalization and shoot multiplication using the best media that resulted from albino shoots formed. The capability of albino shoot still albino observed with the same media.

The result showed that nodus as an explants from two specie of Ophiorrhiza sp. able to formed albino shoot at MS media with adding 5 g/L BAP and 30 g/L sucrose. Albino shoot formed at two species of Ophiorrhiza sp. as increase with increasing of sucrose and kinetin concentration that adding to MS media until the limit of expants tolerant to sucrose concentration. Albino shoots multiplication at two species of Ophiorrhiza to MS + 5 mg/L BAP + 30 g/L sucrose that to high for albino and normal shoots multiplication. Albino character that have of albino shoots that resulted of two species of Ophiorrhiza can change to normal shoot or still capable as albino shoots.

Key Words: Ophiorrhiza sp., abino shoots, benzilamino purin (BAP), kinetin (KIN), induction, multiplication, Murashoge-Skoog Media (MS).

1. Pengantar

Tumbuhan Ophiorrhiza merupakan tumbuhan herba yang termasuk famili Rubiaceae yang terdiri dari banyak spesies. Di Sumatera Barat, terdapat lebih kurang 40 spesies tumbuhan Ophiorrhiza diantaranya Ophiorrhiza communis, O. brachteata, O. filistipula, O. discolor, O. major dan lain sebaginya (Supriyati, 1999). 

Tumbuhan O. communis adalah salah satu tumbuhan yang mengandung metabolit sekunder yang berkhasiat obat dalam bentuk monoterpen alkaloid (Arbain, 1998). Pada O. communis yang ditemukan di Sumatera Barat terkandung alkaloid dari jenis isomalindine-16 carboxylate (Dachriyanus, Arbain dan Sargent, 2000).

Sehubungan dengan pentingnya tumbuhan Ophiorrhiza sebagai obat, baik secara tradisional dalam bentuk simplisia maupun dalam pengobatan modern maka diperlukan pengembangan tumbuhan ini dalam skala besar. Kultur jaringan merupakan salah satu teknik yang cocok dalam upaya pengembangan tumbuhan baik dalam penyediaan bibit maupun dalam peningkatan kandungan metabolitnya terutama jenis metabolit sekunder yang sangat penting dalam dunia medis.

Surya (2005, 2006) telah melakukan beberapa penelitian tentang inisiasi, multiplikasi dan pertumbuhan O. communis pada medium MS modifikasi dengan penambahan beberapa konsentrasi kinetin dalam upaya pencarian teknik perbanyakan tumbuhan ini secara in vitro. Selain itu, Surya (2007) juga mendapatkan respon bentuk pertumbuhan abnormal O. communis akibat penambahan kinetin dalam konsentrasi tinggi dimana tunas yang dihasilkan merupakan tunas-tunas albino. Tunas abnormal merupakan salah satu bentuk respon yang diperlihatkan oleh tumbuhan terhadap tingginya konsentrasi sitokinin pada medium, seperti yang dilakukan oleh Vineesh et al (2007) pada O. rugosa var decumbens dengan konsentrasi sitokinin melebihi 4 mg/L. Planlet albino yang dihasilkan setelah dilakukan analisa kandungan senyawa metabolit sekunder memperlihatkan peningkatan kandungannya yang lebih tinggi dibandingkan dengan tumbuhan normal.
Berdasarkan hasil yang telah dicapai pada beberapa penelitian tentang kultur Ophiorrhiza khususnya penelitian tentang tumbuhan albino yang diperoleh dari kultur in vitro Ophiorrhiza maka perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang bagaimana teknik induksi, perbanyakan dan mempertahankan sifat albino yang didapatkan pada planlet Ophiorrhiza tersebut. Selain itu, juga perlu dilakukan pemeriksaan kandungan metabolit sekunder golongan alkaloid monoterpenoid yang sangat penting dalam bidang farmasi dan obat-obatan pada planlet albino Ophiorrhiza.
2. Cara Kerja

Material Tumbuhan

Eksplan yang dimanfaatkan dalam penelitian ini adalah nodus yang berasal dari biji O. communis dan O. brachteata yang dikecambahkan secara in vitro pada medium dasar Murashige-Skoog. Biji yang telah berkecambah kemudian di subkultur pada medium dasar Murashige-Skoog dengan penambahan 3 mg /L kinetin untuk pertumbuhan dan multiplikasi tunas yang diperlukan dalam perlakuan pada penelitian ini.

Metode Penelitian

Penelitian dilakukan dengan metode eksperimen menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dalam faktorial yaitu konsentrasi gula dan konsentrasi sitokinin (benzilamino purin – BAP atau kinetin - KIN). Tahapan penelitian mencakup :

1. Interaksi sitokinin tinggi dan tingkat konsentrasi sukrosa terhadap induksi dan pertumbuhan tumbuhan albino secara in vitro
Eksplan ditanam pada medium dasar MS dengan konsentrasi gula bervariasi dari 15, 30, 45, 60 dan 75 g/L dan sitokinin dalam bentuk Benzilamino Purin atau Kinetin 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 dan 8.0 mg/L yang mampu memacu pembentukan tumbuhan albino. Pengamatan dilakukan setelah ditanam pada medium selama 16-20 minggu.
2. Optimalisasi dan multiplikasi tumbuhan albino secara in vitro
Tumbuhan albino yang diperoleh pada perlakuan diatas dioptimalisasi pertumbuhannya pada medium MS dengan konsentrasi gula dan sitokinin yang terbaik dari perlakuan tersebut. Pada tahap ini, dilakukan peningkatan kualitas dan kuantitas tumbuhan albino untuk penyediaan sampel dalam analisa kandungan metabolit sekundernya dan untuk pertumbuhan berikutnya.
3. Kemampuan mempertahankan sifat albino pada tunas albino O. communis dan O. brachteata setelah dilakukan uji lanjut pada media multiplikasi tunas lanjutan.
Sampel tunas Ophiorrhiza albino ditanam pada media optimalisasi dan multiplikasi untuk melihat kemampuan mempertahankan sifat albino yang telah terlihat pada eksplan tersebut. 
Media perlakuan

Media kultur yang dipergunakan pada penelitian ini adalah media dasar MS (Murashige dan Skoog, 1962) dengan 0,7% agar sebagai pemadat media. Perlakuan yang diberikan mencakup tingkat konsentrasi 6-Benzilaminopurin (BAP) dan Kinetin (KIN) sebagai pemacu terbentuknya planlet albino pada konsentrasi tinggi yaitu 3-8 mg/L serta konsentrasi gula dalam bentuk sukrosa 15-75 g/L. Keasaman media diatur pada kisaran 5,5-6,0 menggunakan NaOH 0,1N atau HCl 0,1N. Medium disterilisasi menggunakan vertical autoclave pada suhu 121oC dengan tekanan 120 psi selama 20 menit.

Penanaman dan pemeliharaan sampel perlakuan

Penanaman sampel nodus dua jenis Ophiorrhiza dilakukan pada LAFC (Laminar Air Flow Cabinet) dimana untuk setiap botol perlakuan terdiri atas 2 nodus eksplan. Botol-botol yang telah ditanami kemudian ditutup dengan selotip transparan dan ditempatkan pada ruang pemeliharaan dengan pengaturan suhu pada kisaran 24oC, pencahayaan 500-750 Lux dengan fotoperiodisme 12 jam terang dan 12 jam gelap. Setelah didapatkan medium terbaik untuk pemacu pembentukan tunas albino, dilakukan pensubkulturan dan perbanyakan tunas albino pada medium yang sama dan uji kemampuan mempertahankan sifat albinonya.
Pengamatan dan analisa data

Pengamatan dilakukan pada minggu ke-8 dan minggu ke-16 setelah penanaman dan minggu ke-8 setelah subkultur. Pengamatan yang dilakukan meliputi kemampuan multiplikasi tunas eksplan dan pembentukan tunas albino, persentase eksplan yang menghasilkan tunas albino, kemampuan pertumbuhan tunas albino pada medium subkultur dan kemampuan mempertahankan sifat albino. Semua data dianalisis secara deskriptif karena pembentukan tunas albino merupakan kejadian yang bersifat acak dan sifat albino yang muncul dapat bertahan ataupun hilang sewaktu dilakukan subkultur pada media baru. Penilaian dilakukan dengan pemberian tanda (+) dimana semakin banyak tanda (+) semakin tinggi tingkat multiplikasi dan semakin banyak planlet albino yang dihasilkan.

3. Hasil dan Pembahasan
Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan mengenai penginduksian planlet albino Ophiorrhiza sp., dapat diperoleh hasil sebagai berikut :

1. Pembentukan tunas albino O. communis dan O. brachteata pada media MS dengan penambahan beberapa konsentrasi BAP.

Tabel 1.  Persentase eksplan yang membentuk tunas albino pada O. communis dan O. brachteata setelah 16-20 minggu perlakuan
	No
	Perlakuan
	Ophiorrhiza communis
	Ophiorrhiza brachteata

	
	
	% tunas albino
	Pengamatan
	% tunas albino
	Pengamatan

	1
	MS + 3 mg/L BAP
	0
	-  (tidak terbentuk tunas albino)
	0
	· (tidak terbentuk tunas albino

	2
	MS + 4 mg/L BAP
	25
	+ (sedikit tunas albino yang terbentuk)
	0
	· (tidak terbentuk tunas albino

	3
	MS + 5 mg/L BAP
	50
	++ (lebih banyak tunas albino yang terbentuk)
	25
	+ (sedikit tunas albino yang terbentuk)

	4
	MS + 6 mg/L BAP
	25
	+ (sedikit tunas albino yang terbentuk)
	0
	· (tidak terbentuk tunas albino

	5
	MS + 7 mg/L BAP
	25
	+ (sedikit tunas albino yang terbentuk)
	0
	· (tidak terbentuk tunas albino

	6
	MS + 8 mg/L BAP
	25
	+ (sedikit tunas albino yang terbentuk)
	0
	· (tidak terbentuk tunas albino


Pada Tabel 1 terlihat bahwa pada O. communis terjadi pembentukan tunas albino yang lebih tinggi dibandingkan dengan O. brachteata. Pada O. communis, pemberian BAP pada konsentrasi mulai dari 4 mg/L sampai 8 mg/L berhasil memacu terbentuknya tunas-tunas albino, sedangkan pada O. brachteata hanya pada konsentrasi BAP 5 mg/L yang mampu memacu pembentukan tunas albino sedangkan perlakuan lainnya tidak membentuk tunas albino. Pada konsentrasi BAP 5 mg/L baik pada O. communis maupun O. brachteata terbentuk tunas-tunas albino yang mengindikasikan bahwa konsentrasi BAP 5 mg/L merupakan konsentrasi yang lebih baik dalam memacu pembentukan tunas-tunas albino. Pada konsentrasi BAP dibawah atau diatas 5 mg/L pembentukan tunas albino lebih sedikit dibandingkan dengan konsentrasi 5 mg/L BAP terutama pada O. communis, sedangkan pada O. brachteata tidak terbentuk sama sekali tunas-tunas albino (Gambar 1 dan 2).
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Gambar 1.   Pertumbuhan tunas O. brachteata pada medium induksi tunas albino setelah 16-20 minggu pada media MS perlakuan. A). 3 mg/L BAP, B). 4 mg/L BAP, C). 5 mg/L BAP, D) 6 mg/L BAP, E). 7 mg/L BAP dan F). 8 mg/L BAP.
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Gambar 2. Pertumbuhan tunas O. communis pada medium induksi tunas albino setelah 16-20 minggu pada media MS perlakuan. A). 3 mg/L BAP, B). 4 mg/L BAP, C). 5 mg/L BAP, D) 6 mg/L BAP, E). 7 mg/L BAP dan F). 8 mg/L BAP. 

Pada tunas albino O. brachteata setelah 16 minggu perlakuan memperlihatkan gejala kematian (Gambar 3). Tunas-tunas albino yang dihasilkan mengalami kematian yang bekemungkinan disebabkan oleh terlalu tingginya tingkat multiplikasi tunas sehingga pasokan nutrisi untuk pertumbuhan tunas tidak memadai. Selain itu, tunas-tunas albino tersebut sangat bergantung dengan pasokan nutrisi dari media.
[image: image3.jpg]PRI i




Gambar 3. Tunas albino O. brachteata yang mengalami kematian setelah 20 minggu dikultur pada media MS perlakuan 5 mg/L BAP.

Menurut George, Hall dan De Kerk (2008), kematian yang dialami oleh jaringan tumbuhan pada kultur in vitro dapat disebabkan oleh tingginya tingkat perbanyakan tunas sehingga masing-masing tunas yang terbentuk tidak mendapatkan pasokan makanan yang memadai. Adanya perubahan fisiologis yang dialami oleh eksplan karena stress terhadap kondisi lingkungan yang memacu aktifitas pembentukan metabolit sekunder atau pun senyawa pertahanan ikut memercepat kematian pada jaringan eksplan
2. Pembentukan tunas albino O. communis dan O. brachteata pada media MS dengan penambahan beberapa konsentrasi gula (Sukrosa) dan Kinetin.

Pada Tabel 2 terlihat bahwa pada pemberian konsentrasi gula 15 g/L pada O. brachteata telah terlihat pembentukan tunas albino sedangkan pada O. communis belum memperlihatkan adanya tunas albino. Semakin tinggi konsentrasi kinetin yang digunakan memperlihatkan semakin besarnya kemungkinan pembentukan tunas-tunas albino pada kedua jenis Ophiorrhiza yang diperlakukan (Gambar 4).
Tabel 2.  Interaksi konsentrasi gula dan kinetin dalam inisiasi pembentukan tunas albino O. brachteata dan O. communis setelah 16 minggu perlakuan

	No


	Perlakuan


	Pengamatan pada O. brachteata
	Pengamatan pada O. communis


	1
	MS + 15 g/L gula + 4 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Belum terbentuk tunas albino

	2
	MS + 15 g/L gula + 5 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Belum terbentuk tunas albino

	3
	MS + 15 g/L gula + 6 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Belum terbentuk tunas albino

	4
	MS + 15 g/L gula + 7 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Belum terbentuk tunas albino

	5
	MS + 15 g/L gula + 8 mg/L Kin
	Belum terbentuk tunas albino
	Belum terbentuk tunas albino

	6
	MS + 30 g/L gula + 4 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Belum terbentuk tunas albino

	7
	MS + 30 g/L gula + 5 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Nodus tidak memperlihatkan respon pembentukan tunas baru

	8
	MS + 30 g/L gula + 6 mg/L Kin
	Nodus tidak memperlihatkan respon pembentukan tunas baru
	Belum terbentuk tunas albino

	9
	MS + 30 g/L gula + 7 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Belum terbentuk tunas albino

	10
	MS + 30 g/L gula + 8 mg/L Kin
	Nodus tidak memperlihatkan respon pembentukan tunas baru
	Belum terbentuk tunas albino

	11
	MS + 45 g/L gula + 4 mg/L Kin
	Belum terbentuk tunas albino
	Belum terbentuk tunas albino

	12
	MS + 45 g/L gula + 5 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Telah terbentuk tunas albino

	13
	MS + 45 g/L gula + 6 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Telah terbentuk tunas albino

	14
	MS + 45 g/L gula + 7 mg/L Kin
	Belum terbentuk tunas albino
	Belum terbentuk tunas albino

	15
	MS + 45 g/L gula + 8 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Belum terbentuk tunas albino

	16
	MS + 60 g/L gula + 4 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Telah terbentuk tunas albino

	17
	MS + 60 g/L gula + 5 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Nodus tidak memperlihatkan respon pembentukan tunas baru

	18
	MS + 60 g/L gula + 6 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Nodus mengalami kematian

	19
	MS + 60 g/L gula + 7 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Belum terbentuk tunas albino

	20
	MS + 60 g/L gula + 8 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Telah terbentuk tunas albino

	21
	MS + 75 g/L gula + 4 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Nodus tidak memperlihatkan respon pembentukan tunas baru

	22
	MS + 75 g/L gula + 5 mg/L Kin
	Belum terbentuk tunas albino
	Nodus mengalami kematian

	23
	MS + 75 g/L gula + 6 mg/L Kin
	Telah terbentuk tunas albino
	Telah terbentuk tunas albino

	24
	MS + 75 g/L gula + 7 mg/L Kin
	Nodus tidak memperlihatkan respon pembentukan tunas baru
	Nodus tidak memperlihatkan respon pembentukan tunas baru

	25
	MS + 75 g/L gula + 8 mg/L Kin
	Belum terbentuk tunas albino
	Telah terbentuk tunas albino


Pada Tabel 2 juga terlihat bahwa terjadinya efek kematian apda nodus yang ditanam pada konsentrasi gula yang tinggi. Beberapa sampel malah tidak memperlihatkan adanya respon pertumbuhan atau pun pembentukan tunas albino. Hal ini mungkin dikarenakan terlalu tingginya konsnetrasi gula yang dipergunakan sehingga banyak jaringan yang mengalami palsmolisis yang mengakibatkan kematian pada jaringan tersebut. 
Menurut Collin dan Edward (1998), konsentrasi gula yang umum dipakai dalam kultur jaringan tumbuhan adalah berkisar antara 20-30 g/L tergantung dengan tahapan pelaksanaan kulturnya. Konsentrasi gula yang terlalu tinggi mengakibatkan air-air yang berada didalam sel jaringan eksplan akan tertarik keluar yang menyebabkan terjadinya plasmolisis pada jaringan eksplan. Jika terlalu lama mengalami plasmolisis maka sel akan mengalami kerusakan dan akhirnya kematian sel. Werbruck dan Debergh (1998), menambahkan bahwa pemakaian zat pengatur tumbuh umumnya dalam konsentrasi rendah dalam memacu pertumbuhan eksplan. Pada konsentrasi zat pengatur tumbuh yang lebih tinggi akan memacu pertumbuhan yang abnormal pada eksplan. 
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Gambar 4. Pembentukan tunas albino O. communis pada perlakuan konsentrasi gula dan kinetin tinggi A) 75 g/L gula + 6 mg/L KIN dan B). 75 g/L gula + 8 g/L KIN serta O. brachteata pada pelakuan konsnetrasi gula rendah dan kinetin  C). 15 g/L gula + 5 mg/L KIN dan D). 15 g/L gula + 6 mg/L KIN.

3. Optimalisasi pertumbuhan dan multiplikasi tunas albino O. communis dan O. brachteata pada media MS dengan penambahan 5 mg/L BAP dan 30 g/L sukrosa.

Pada Gambar 5 terlihat tingginya tingkat multiplikasi tunas yang dialami oleh tunas-tunas albino dimana eksplan tunas albino yang ditanam pada media optimalisasi mampu membentuk tunas albino baru dalam jangka waktu 4-8 minggu perlakuan. Pada optimalisasi dan multiplikasi tunas ini juga terliahat adanya tunas-tunas albino yang membentuk tunas normal kembali dengan tingakt pertumbuhan yang lebih bagus dibandingkan dengan tunas albino namun tingkat multiplikasi setelah 4-8 minggu masih tergolong rendah.
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Gambar 6.  Optimalisasi pertumbuhan dan multiplikasi tunas A). O. communis dan B). O. barchteata pada media MS dengan 5 mg/L BAP + 30 g/L gula dimana terlihat adanya tunas albino dan tunas normal setelah 4-8 minggu.
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Gambar 7. Multiplikasi tunas pada A). O. communis dan B). O. brachteata pada media optimalisasi yang memperlihatkan  respon pertumbuhan yang normal setelah 16 minggu.
Setelah 16 minggu perlakuan terlihat adanya peningkatan perbanyakan tunas pada eksplan yang membentuk tunas normal. Tunas-tunas yang dihasilkan terlihat memiliki penampilan yang lebih baik dibandingkan dengan tunas-tunas albino dengan peningkatan ukuran daun dan tinggi lebih optimal dibandingkan dengan tunas-tunas albino. Pada tunas-tunas albino pertumbuhan berjalan lambat yang berkemungkinan disebabkan oleh ketidaknormalan yang terjadi dalam pembentukannya. Aktivitas tunas normal yang memiliki klorofil diperkirakan mendukung pertumbuhan yang pesat bila dibandingakan dengan tunas albino.
Pada penelitian yang dilakukan oleh Begum et al (2007) pada O. prostrata juga didapatkan tingginya multiplikasi tunas dengan peningkatan konsentrasi BA pada medium. Vineesh et al (2007) juga mendapatkan multiplikasi tunas pada O. rugosa yang tinggi lebih dari 100 tunas/eksplan dengan pemberian konsentrasi BAP mencapai 8 mg/L dimana BAP 4 mg/L merupakan konsentrasi terbaik yang menghasilkan 171, 8 tunas/eksplan yang diperlakukan.
4. Kemampuan mempertahankan sifat albino pada tunas albino O. communis dan O. brachteata setelah dilakukan uji lanjut pada media multiplikasi tunas lanjutan.

Pada gambat 8 terlihat bahwa pertumbuhan tunas albino pada media subkultur memperlihatkan tingkat multiplikasi tunas yang tinggi sehingga menyebabkan terjadinya kematian pada beberapa tunas. Selain itu, tunas yang terbentuk memiliki pertumbuhan yang lambat dimana tinggi tunas yang dihasilkan tidak terlalu mencolok. Hal ini dikarenakan oleh tingginya tingkat multiplikasi sehingga nutrisi yang tersedia tidak dimanfaatkan untuk menambah tinggi tunas tetapi meningkatkan multiplikasi tunas. Tingginya kandungan BAP pada media (5 mg/L) juga memacu peningkatan jumlah tunas tanpa diikuti dengan pertumbuhan tunas.
Hasil pertumbuhan tunas albino yang disubkultur pada media MS dengan penambahan 5 mg/L BAP juga memperlihatkan kembali terbentuknya tunas normal. Hal ini sebagai akibat terpacunya pertumbuhan salah satu tunas yang terbentuk dengan sokongan nutrisi media sedangkan tunas albino yang terbentuk tetap memperbanyak tunas-tunas baru walaupun tunas normal mengalami pertumbuhan tinggi yang sangat berbeda dibandingkan dengan tunas albino. Adanya tunas albino yang kembali membentuk tunas normal mengindikasikan bahwa sifat albino yang dihasilkan bukan sifat yang diturunkan tetapi merupakan salah satu bentuk respon fisiologis yang diberikan oleh tanaman akibat kombinasi perlakuan zat pengatur tumbuh dan gula serta tingkat pembentukan tunas baru setelah dilakukan subkultur ke medium berikutnya. Pada medium dengan penambahan 5 mg/L BAP dengan gula 30 g/L memperlihatkan respon ada yang membentuk tunas albino dan ada yang membentuk tunas normal. 
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Gambar 8. Respon yang diperlihatkan oleh tunas albino O. communis (A & C) dan O. brachteata (B & D) setelah disubkultur ulang pada medium MS + 5 mg/L BAP + 30 g/L sukrosa untuk multiplikasi tunas lanjutan.

.
4. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa eksplan nodus kedua jenis Ophiorrhiza mampu membentuk tunas albino pada media MS dengan penambahan 5 mg/L BAP dan 30 g/L gula. Pembentukan tunas albino pada kedua jenis Ophiorrhiza semakin tinggi dengan semakin tingginya konsentrasi gula dan kinetin yang diberikan pada media MS sampai batas toleran eksplan terhadap konsentrasi gula. Multiplikasi tunas albino kedua jenis Ophiorrhiza pada media MS + 5 mg/L BAP + 30 g/L gula tergolong sangat tinggi baik untuk tunas normal maupun albino. Sifat albino yang dimiliki oleh tunas-tunas albino yang dihasilkan pada kedua jenis Ophiorrhiza dapat berubah kembali normal atau tetap bertahan albino. 
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