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KATA PENGANTAR

Puji syukur kepada Allah SWT atas limpahan rahmat dan karunia-

Nya bagi kita semua. Adalah suatu kehormatan yang luar biasa bagi

penulis untuk dapat menyampaikan pidato ilmiah dihadapan forum yang

amat terhormat ini, sidang terbuka Majelis Guru Besar - ITB. Pidato ilmiah

ini merupakan pertanggung-jawaban ilmiah penulis sebagai Guru Besar

di ITB. Atas kesempatan berharga yang diberikan ini, penulis

mengucapkan terima kasih dan penghargaan yang sebesar-besarnya

kepada Ketua, Sekretaris dan segenap anggota Majelis Guru Besar – ITB.

Sejalan dengan bidang keilmuan Sains Tumbuhan (Botani),

khususnya Fisiologi Tumbuhan, yang digeluti penulis selama ini, maka

pada kesempatan ini penulis menyampaikan pidato ilmiah dengan judul

. Dalam

pidato ilmiah ini, penulis memaparkan mengenai mikropropagasi, yaitu

perkembang-biakan vegetatif tumbuhan yang dilakukan secara .

Kenyataan bahwa tumbuhan mempunyai kemampuan regenerasi yang

tinggi adalah hal yang menarik untuk dipelajari. Dengan mikropropagasi

kita dapat memperjelas dan mempelajari proses perkembangan

tumbuhan pada level sel, jaringan, organ dan individu selama

morfogenesis berlangsung, serta dapat membuktikan kemampuan

totipotensi pada tumbuhan. Dalam aplikasinya, mikropropagasi

merupakan bagian yang tidak terpisahkan dan harus dikembangkan
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sejalan dengan perkembangan Bioteknologi Tumbuhan. Mikropropagasi

dapat diterapkan dalam perbaikan kualitas tumbuhan dan produksi bibit

dalam jumlah besar untuk mendukung pengembangan agro-

bioteknologi.

Sebagian dari uraian yang disampaikan pada pidato ilmiah ini

merupakan hasil penelitian yang penulis lakukan dengan dukungan dari

berbagai pihak. Penghargaan yang sebesar-besarnya penulis sampaikan

kepada rekan-rekan sejawat, para mahasiswa, asisten peneliti dan teknisi,

yang telah terlibat dalam berbagai penelitian yang hasil penelitiannya

dijadikan contoh-contoh teknis di dalam tulisan ini. Penulis berharap

pidato ilmiah ini bermanfaat bagi kita semua.
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MIKROPROPAGASI

DALAM SAINS DAN BIOTEKNOLOGI TUMBUHAN

I. PENDAHULUAN

1.1. Mikropropagasi dan Teknik Kultur In Vitro

Mikropropagasi merupakan cara perkembang-biakan vegetatif

tumbuhan yang dilakukan secara , karenanya dikenal juga dengan

istilah (propagasi secara ) atau

(regenerasi secara ). Mikropropagasi dapat dilakukan

dengan beberapa pendekatan. Berdasarkan proses pertumbuhan dan

perkembangan tumbuhan, maka mikropropagasi dapat dilakukan

melalui 1) Multiplikasi pucuk aksiler; 2) Organogenesis; dan 3)

Embriogenesis, baik embriogenesis zigotik maupun somatik. Sejalan

dengan pesatnya perkembangan teknik kultur , maka

mikropropagasi pun sudah dapat diterapkan untuk meregenerasikan

berbagai spesies tumbuhan (Dixon dan Gonzales, 2003; Phillips, 2004).

Karena dilakukan secara , untuk dapat memahami

mikropropagasi, maka perlu dipahami teknik-teknik dasar pengkulturan

. Keberhasilan mikropropagasi sangat ditentukan oleh

keberhasilan teknik pengkulturan . Ada empat faktor utama yang

sangat menentukan keberhasilan pengkulturan , yaitu: 1) Sumber

eksplan ; 2) Komposisi medium kultur; 3) Kondisi fisik/

lingkungan kultur; dan 4) Kondisi steril (aseptik). Sumber eksplan, yaitu

in vitro

in vitro propagation in vitro in vitro

regeneration in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

(ex-plant)
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bagian tanaman yang akan dipelihara, harus merupakan jaringan atau

bagian tanaman yang hidup dan sehat (Gambar 1). Komposisi medium

kultur, yaitu medium pemeliharaan terdiri dari makro-nutrien,

mikronutrien, suplemen organik dan zat pengatur tumbuh (ZPT) dan

perlu disesuaikan dengan kebutuhan pertumbuhan sel-jaringan yang

dipelihara. Kondisi lingkungan fisik kultur yang perlu diperhatikan

diantaranya cahaya, suhu, pH dan kepadatan media. Kondisi kultur juga

harus steril, terbebas dari kontaminasi organisme lain. Keuntungan dari

pengkulturan ini adalah kita dapat mengendalikan dan mengatur

kondisi pengkulturan. Untuk menunjang keberhasilan pengkulturan

diperlukan sarana dan fasilitas yang memadai, serta teknisi yang memiliki

pengetahuan dasar, keahlian dan keterampilan yang sesuai (Dixon dan

Gonzales, 2003).

in vitro

1.2. Teori Sel dan Totipotensi

M. J. Schleiden

II. MORFOGENESIS

The vital processes of the individual cells form

the first indispensible and fundamental basis for

.....vegetable physiology (plant physiology).....

(plantlet) in vitro

(dalam Hopkins, 1999)

Tumbuhan sangat regeneratif dan menarik untuk dipelajari. Teori sel

dan kemampuan totipotensi pada sel tumbuhan merupakan dasar teori

yang penting untuk dapat menjelaskan mengenai kemampuan regenerasi

yang tinggi pada tumbuhan. Teori sel, yang dikemukakan Schwann dan

Schleiden pada tahun 1838-1839, menjelaskan bahwa 1) Semua organisme

hidup tersusun atas sel-sel, yang minimal terdiri dari satu sel; 2) Sel

merupakan unit kehidupan terkecil; 3) Sel-sel yang tersusun pada satu

individu memiliki informasi genetik yang sama; dan 4) Sel hidup berasal

dari sel hidup. Teori sel ini mendasari pengertian tentang kemampuan

totipotensi pada sel tumbuhan, yaitu kemampuan untuk beregenerasi,

dan melalui proses diferensiasi serta morfogenesis, setiap sel tumbuhan

mampu membentuk individu yang utuh seperti tumbuhan induknya

(Phillips, 2004).

Mikropropagasi sangat membantu saat mempelajari proses

perkembangan tumbuhan pada level sel, jaringan, organ dan pinakan

, terutama untuk mempelajari morfogenesis . Sejak awal

IN VITRO

Gambar 1: Bagian tumbuhan yang dapat digunakan sebagai eksplan.
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sejarah perkembangannya, mikropropagasi telah banyak digunakan

untuk membuktikan teori sel dan totipotensi. Kemampuan totipotensi sel

tumbuhan telah dibuktikan melalui dengan meregenerasikan sel tunggal

menjadi individu baru utuh, baik melalui proses organogenesis maupun

embriogenesis sel somatik (Fujimura dan Komamine, 1979; Phillips, 2004).

Pengembangan prosedur mikropropagasi diawali dengan mencari

komposisi medium yang tepat bagi berbagai jenis sumber eksplan,

berbagai species tumbuhan dan untuk berbagai kondisi perkembangan

tumbuhan yang diinginkan. Pada dasarnya, komposisi medium meliputi

komponen: senyawa makronutrien, mikronutrien, suplemen organik dan

zat pengatur tumbuh (ZPT), yang macam dan konsentrasinya disesuaikan

dengan kebutuhan pertumbuhan eksplan. Makronutrien terdiri dari

senyawa anorganik yang mengandung unsur-unsur makro, seperti C, H,

O, P, K, N, S, Ca, Fe dan Mg, sedangkan mikronutrien merupakan senyawa

anorganik yang mengandung unsur-unsur mikro, seperti Mo, Mn, B, Co,

Cu, Zn, I dan Cl. Disamping itu, ke dalam medium kultur perlu

ditambahkan juga vitamin, asam amino, dan karbohidrat sebagai sumber

energi (Murashige dan Skoog, 1962; Hopkins, 1999; Phillips, 2004). Pada

kondisi tertentu, kultur membutuhkan antibiotik untuk mempertahankan

kondisi steril (Widiyanto ., 2008b).

2.1. Komposisi Medium Kultur

et al

2.2. Teori Skoog dan Zat Pengatur Tumbuh

Pada tahun 1957, dari penelitiannya menggunakan kalus tembakau,

Skoog . membuktikan bahwa keseimbangan antara auksin dan

sitokinin dapat mempengaruhi pembentukan pucuk dan akar dari

jaringan kalus meristematik. Skoog . menemukan bahwa rasio auksin/

sitokinin < 1 menginduksi pembentukan pucuk, sementara rasio auksin/

sitokinin > 1 menginduksi pembentukan akar, sedangkan rasio auksin/

sitokinin 1 dapat menginduksi pembentukan kalus. Hasil penelitian

Skoog . ini kemudian dikenal sebagai Teori Skoog (Dixon dan

Gonzales, 2003; Phillips, 2004). Karena pemberian zat pengatur tumbuh

(ZPT) ternyata sangat menentukan arah perkembangan kultur yang

dipelihara, maka untuk mengoptimalkan pengkulturan, pemberian ZPT

menjadi perhatian para peneliti. Zat pengatur tumbuh yang digunakan

dalam kultur dapat berupa hormon pertumbuhan alami atau sintetis dan

diberikan dalam jumlah yang tepat, biasanya berkisar pada konsentrasi

10 -10 µM. Dari berbagai penelitian, kelompok ZPT yang sering

digunakan dalam mikropropagasi adalah ZPT dari kelompok auksin dan

sitokinin untuk menginduksi pembentukan pucuk, akar dan kalus,

sementara kelompok giberelin (GA) dan asam absisat (ABA) biasanya

digunakan untuk induksi pemanjangan pucuk, perkecambahan atau

pendewasaan embrio.

Pemberian ZPT pada kultur perlu mempertimbangkan keberadaan

hormon endogen yang terkandung pada eksplan. Pengaruh hormon

et al

et al

et al

�

-5 -2
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Gambar 2: Bagian tumbuhan yang secara alami memiliki bakal pucuk (tunas): (A)

meristem (melinjo), (B) tunas apikal (jati), (C) pucuk apikal (jati), dan (D) tunas aksiler

pada nodus batang (krisan).

Kebutuhan ZPT selama proses morfogenesis tidak selalu

mengikuti teori Skoog, karena pertumbuhan tunas dan pucuk tidak selalu

membutuhkan auksin. Pada kaliandra, pertumbuhan pucuk aksiler nodus

kotiledon membutuhkan pemberian sitokinin tapi tanpa auksin

(Widiyanto , 2008a). Hasil penelitian menunjukkan bahwa

multiplikasi pucuk aksiler kaliandra dapat terjadi dengan pemberian

sitokinin, yaitu 2,2-4,4 µM BA atau 2,3-4,6 µm kinetin, namun respon

terhadap kedua macam sitokinin tersebut berbeda. Pada medium dengan

in vitro

et al.

endogen sangat besar terutama pada potongan eksplan yang baru

diisolasi. Sebagai contoh, keseimbangan hormon endogen pada potongan

daun yang diisolasi dari ujung pucuk akan berbeda dengan keseimbangan

hormon endogen pada potongan daun yang sudah dewasa. Pada jaringan

yang masih muda atau yang sedang mengalami pertumbuhan aktif,

seperti jaringan meristem, jaringan daun muda yang sedang mengalami

pelebaran daun, atau jaringan batang di ujung pucuk, kandungan hormon

endogen-nya sangat tinggi (Murashige dan Skoog, 1962; Phillips, 2004).

Namun demikian, kebutuhan ZPT bagi pertumbuhan kultur tetap harus

ditentukan secara eksperimen dengan menggunakan berbagai variasi

konsentrasi dan kombinasi ZPT sampai ditemukan keseimbangan yang

tepat.

Pengaruh pemberian ZPT terhadap pertumbuhan organ, baik pucuk

maupun akar, telah banyak dipelajari. Kebutuhan ZPT, baik jenis maupun

konsentrasinya, sangat tergantung pada spesies tumbuhan, sumber

eksplan dan jenis jaringan yang dipelihara (Gambar 2). Pada brokoli

( L.var. ), pertumbuhan pucuk aksiler dapat

diinduksi pada medium MS (Murashige dan Skoog, 1962) dengan

penambahan auksin, yaitu asam naftalen asetat (NAA) pada konsentrasi

0,01-10 µM dengan kombinasi sitokinin, yaitu N -benzilaminopurin (BA)

atau 6-furfuril-aminopurin (kinetin) pada konsentrasi 0,1-10,0 µM. Untuk

2.3. Multiplikasi Pucuk Aksiler

Brassica oleracea italica

6

menginduksi pertumbuhan akar, pada medium kultur pucuk brokoli

ditambahkan auksin, seperti NAA, asam indol asetat (IAA) atau asam

indol butirat (IBA) pada konsentrasi 0,1 - 10 µM (Widiyanto dan Erytrina,

2001). Multiplikasi pucuk apikal biasanya dilakukan sebagai tahap awal

dalam mikropropagasi untuk mempersiapkan sumber eksplan sebelum

multiplikasi tunas aksiler dilakukan.

(A) (B) (C) (D)
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pemberian kinetin multiplikasi pucuk menghasilkan 3,0-3,5 pucuk/stek-

nodus, sementara pemberian BA menginduksi lebih sedikit pucuk dan

menyebabkan terbentuk kalus dan akar pada ujung basal potongan

nodus. Penelitian tersebut memperlihatkan besar-nya pengaruh

pemberian sitokinin dalam menginduksi pertumbuhan pucuk aksiler

kaliandra. Pengaruh sitokinin terhadap pertumbuhan pucuk aksiler juga

terlihat pada spesies tumbuhan lain, seperti pada melinjo (Sisunandar

., 1999; Widiyanto , 1999), kina (Widiyanto dan Cahyanti, 2001), jati

(Tiwari , 2002), jarak pagar (Widiyanto, 2007), jarak kaliki (Esyanti

., 2008) sengon (Sasmitamihardja , 2005; Widiyanto , 2008c) dan

kihonje (Widiyanto ., 2009).

Adakalanya pada medium kultur perlu ditambah antibiotik untuk

menjamin kultur tetap steril atau membebaskan jaringan yang dipelihara

dari infeksi bakteri/penyakit. Biasanya, untuk menjaga agar kultur

terbebas dari infeksi, antibiotik diberikan pada konsentrasi yang dapat

menyebabkan bakteri lethal tapi masih dapat ditoleransi oleh sel-jaringan

tumbuhan. Karena itu pemberian antibiotik perlu diawali dengan

pengujian sensitivitas jaringan tumbuhan terhadap antibiotik. Hasil

penelitian memperlihatkan bahwa sensitivitas jaringan terhadap

antibiotik bersifat (Widiyanto ., 2008c;

Widiyanto , 2005).

Pengujian pada sengon memperlihatkan bahwa meristem pada tunas

aksiler nodus sangat peka terhadap kabernisilin, yaitu salah satu

et

al et al.

et al. et

al et al. et al.

et al

species and tissue specific et al

et al.

antibiotik golongan -laktam. Pemberian karbenisilin sebesar 50 mg/l

dapat menyebabkan tunas aksiler sengon terhambat pertumbuhannya

bahkan dapat menyebabkan nekrosis (Widiyanto , 2008c). Pengujian

pada tunas aksiler jati menunjukkan bahwa jaringan jati lebih toleran

terhadap antibiotik karbenisilin dan masih terlihat baik pertumbuhannya

pada medium kultur yang mengandung 200-300 mg/l

(Widiyanto ., 2005).

Mikropropagasi dapat dilakukan melalui organogenesis, baik secara

langsung maupun tidak langsung. Pada organogenesis langsung, organ,

baik pucuk maupun akar, dapat langsung terbentuk pada potongan

jaringan yang diisolasi (eksplan), sedangkan pada organogenesis tidak

langsung, organ terbentuk dari jaringan kalus. Pada lisianthus organ

pucuk dapat langsung terbentuk pada potongan daun yang dipelihara di

medium MS (Murashige dan Skoog, 1962) dengan pemberian 10 -10 µM

BA (Widiyanto , 1999a). Pembentukan pucuk melalui organogenesis

tidak langsung dapat diinduksi pada kalus padi dan kalus

jati ( ., Gambar 3). Pembentukan pucuk pada jaringan

kalus sangat ditentukan oleh keseimbangan ZPT eksogen yang diberikan.

Hasil-hasil penelitian memperlihatkan bahwa kondisi cekaman ,

seperti kekeringan, salinitas tinggi, pemberian fitotoksin atau antibiotik

mempengaruhi pembentukan dan pertumbuhan pucuk (Widiyanto, 1992;

Widiyanto dan Mariani, 1995; Widiyanto , 2005).

�

et al.

et al

et al.

(Oryza sativa L.)

Tectona grandis L

(stress)

et al.

karbenisilin

2.4. Organogenesis dan Embriogenesis Somatik

-4 -3
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Gambar 3: Organogenesis tidak langsung: (A) Pembentukan kalus dari daun jati; (B)

Pucuk terbentuk pada kalus; (C) Pemisahan pucuk adventif untuk diperbanyak melalui

multiplikasi pucuk (Widiyanto ., 2005).et al

Mikropropagasi dapat dilakukan melalui embriogenesis, baik secara

langsung maupun tidak langsung. Secara alami, embrio zigotik pada

ovarium akan terbentuk melalui proses embriogenesis yang terdiri atas

beberapa stadium, yaitu: 1) stadium zigot (satu sel), 2) stadium agregat

(beberapa sel), 3) stadium globular, 4) stadium jantung , 5)

stadium torpedo, dan 6) stadium kotiledoner (pada Angiosperm). Proses

embriogenesis dalam kultur akan mengikuti tahap-tahap seperti

pada embriogenesis zigotik, kecuali bahwa tidak terbentuk suspensor,

yang berfungsi sebagai perantara antara embrio dengan cadangan

makanan pada biji (endosperm).

Pada awal pengembangan prosedur, regenerasi melalui

embriogenesis somatik dilakukan untuk mengoptimasi pertumbuhan

embrio. Dalam upaya mendapatkan embrio yang banyak dan pada fase

yang seragam, maka usaha yang dilakukan, antara lain memodifikasi

(heart-shape)

in vitro

in vitro

(A) (B) (C)

media kultur, membuat kultur sel awal yang homogen, penyaringan sel

atau penambahan ZPT lain seperti zeatin (Fujimura dan Komamine, 1979).

Pembentukan embrio secara dapat diterapkan untuk menghasil-

kan biji buatan dan penyelamatan embrio/

(Dantas . 2006).

Embriogenesis somatik telah diamati pada jaringan kalus jati yang

berasal dari eksplan daun (Yunaini dan Widiyanto, 2003). Potongan daun

dari berbagai klon jati telah dikulturkan pada beberapa variasi medium

kultur dan mampu membentuk embrio melalui fase kalus (Gambar 4).

Embriogenesis somatik telah diamati juga pada kalus padi (Widiyanto

dan Mariani, 1995). Embriogenesis terjadi pada jaringan kalus

embriogenik padi yang memiliki nodul pada permukaannya. Tahapan

stadium yang teramati meliputi: 1) stadium globular; 2) stadium jantung;

3) stadium skutelar, dengan hanya satu bakal kotiledon (Gambar 5).

in vitro

(artificial seeds) embryo rescue

et al

(A) (B) (C)
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Gambar 4: Tahap-tahap embriogenesis somatik jati ( L.) (A) Tahap

globular; (B) Tahap bentuk jantung; (C) Tahap torpedo (Yunaini dan Widiyanto, 2003).

Tectona grandis



Gambar 5: Embriogenesis somatik dari kalus padi (Widiyanto dan Mariani, 1995).

III. BIOTEKNOLOGI TUMBUHAN

Bioteknologi yang berkembang pesat saat ini pada dasarnya

merupakan ilmu terapan atau teknologi yang bertujuan untuk melakukan

rekayasa (manipulasi) pada sistem hidup. Keunikan bioteknologi

dibandingkan dengan teknologi-teknologi lainnya adalah bahwa dalam

bioteknologi, objek yang dimanipulasi merupakan sistem hidup.

Manipulasi yang diaplikasikan pada sistem hidup ini dapat bersifat

permanen dan stabil. Tujuan akhir dari manipulasi sistem hidup yang

dilakukan ditekankan pada peningkatan kualitas dan produktivitas

fungsi dari suatu sistem hidup. Berdasarkan level sistem yang direkayasa,

manipulasi sistem hidup dapat dilakukan dengan berbagai pendekatan,

yaitu, melalui 1) Rekayasa sel dan jaringan; 2) Rekayasa metabolism/

bioproses; dan 3) Rekayasa bio-molekul, mencakup manipulasi makro-

molekul, seperti protein/enzim dan molekul genetis (DNAatau RNA).

Pada dasarnya, tumbuhan sebagai organisme, yang umumnya

multiseluler, dapat ditingkatkan produktivitas-nya jika aktivitas

fisiologis-nya dapat dikendalikan. Pengendalian aktivitas fisiologis

(bioproses) pada organisme multiseluler dapat dilakukan pada beberapa

tingkatan sistem hidup, yaitu level individu, organ, jaringan atau sel.

Pengendalian bioproses akan lebih efektif dan efisien jika sistem hidup

tersebut diisolasi dan dipelihara pada suatu lingkungan buatan. Teknik

yang sangat membantu dalam hal ini adalah teknik kultur . Karena

pada dasarnya yang direkayasa adalah organisme, maka sel-jaringan hasil

perekayasaan harus diregenerasikan kembali menjadi individu yang

utuh. Oleh karena itu, dalam pengembangan bioteknologi tumbuhan,

pengembangan mikropropagasi harus dilakukan sejalan dengan

pengembangan pengetahuan biologi molekuler, genetika molekuler,

biokimia, dan teknologi rekayasa genetika.

Dengan menggunakan teknik kultur , sel dan jaringan

tumbuhan dapat dimanipulasi melalui teknologi rekayasa sel dan

jaringan . Pada dasarnya, pengkulturan sel atau

jaringan yang terus menerus dan dalam perioda yang lama dapat

menginduksi terjadinya variasi pada somaklon yang dihasilkan, yang

dikenal sebagai variasi somaklonal dan menghasilkan varian. Variasi yang

in vitro

in vitro

(cell and tissue engineering)

3.1. Rekayasa Sel dan Jaringan
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terjadi pada varian dapat berupa perubahan fenotipik maupun genotipik.

Timbulnya variasi pada somaklon tidak selalu merugikan, terutama jika

dilakukan seleksi terhadap somaklon sejak awal pengkulturan. Agar

dapat diperoleh varian atau somaklon yang sesuai dengan kebutuhan,

maka somaklon diseleksi secara dengan memberikan perlakuan-

perlakuan tertentu selama perioda pengkulturan, seperti perlakuan

cekaman (kondisi kekeringan atau salinitas tinggi), pemberian prazat,

fitotoksin atau . Untuk memperoleh tanaman utuh, maka

sel dan jaringan somaklon yang terseleksi harus diregenerasikan secara

melalui proses organogenesis atau embriogenesis somatik.

Karenanya, dalam pengembangan teknologi rekayasa sel dan jaringan,

optimalisasi prosedur mikropropagasi harus dilakukan bersamaan.

Induksi dan seleksi variasi somaklonal telah dilakukan pada jaringan

kalus padi selama pemeliharaan Pada kalus padi, pemberian asam

amino lisin dan analognya secara terus menerus dapat mengubah

aktivitas beberapa enzim dan meningkatkan produksi asam amino pada

jaringan kalus (Widiyanto, 1986). Penelitian lain dengan pemberian asam

pikolinat pada kalus padi dalam perioda yang lama dapat menghasilkan

lini (klon) kalus yang toleran terhadap pikolinat dan

menyebabkan perubahan aktivitas enzim serta pola isozimnya

(Widiyanto, 1992). Untuk mengetahui perubahan pada level individu,

perlu dilakukan regenerasi secara . Melalui organogenesis, dapat

dihasilkan bibit padi yang toleran terhadap pikolinat (Gambar 6). Kajian

in vitro

mutagenic agent

in

vitro

in vitro.

(callus-lines)

in vitro

lebih lanjut memperlihatkan bahwa bibit padi yang dihasilkan toleran

terhadap penyakit ”blast” yang disebabkan oleh jamur ,

yang menghasilkan fitotoksin berupa asam pikolinat (Widiyanto dan

Mariani, 1995). Induksi dan seleksi variasi somaklon pada/ jaringan kalus

padi telah dilakukan pula dengan memberikan berbagai perlakuan

cekaman, berupa kondisi kekeringan, salinitas tinggi dan kemasaman/pH

rendah (Ai ., 1997; Pandiangan ., 1997). Lini kalus terseleksi dan

tahan terhadap cekaman yang diberikan secara dapat diregenerasi-

kan menjadi bibit padi melalui organogenesis (Nanlohy ., 1997).

Pyricularia oryzae

et al et al

in vitro

et al

Gambar 6. Organogenesis tidak langsung pada padi: (A) Induksi kalus dari pangkal

pucuk kecambah; (B) Kalus regeneratif dengan permukaan berglobular disubkultur dan

diperbanyak, (C) Pucuk terbentuk dari kalus (Widiyanto dan Mariani, 1995).

Berbagai media kultur digunakan dalam percobaan sesuai

perkembangan kultur jaringan padi. Tahap-tahap mikropropagasi kalus

padi yang dilakukan melalui organogenesis meliputi: 1) Induksi

pembentukan kalus dari pangkal pucuk kecambah pada medium induksi

kalus, 2) Perbanyakan kalus pada medium kultur kalus, 3) Induksi

(A) (B) (C)
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pembentukan organ pucuk pada medium induksi pucuk, 4) Induksi

perakaran pada medium perakaran. Sebelum ditanam di lahan, bibit

melalui tahap aklimatisasi yang dilakukan secara di rumah kaca

(Widiyanto dan Mariani, 1995).

Perkembangan lanjut dari bioteknologi, memungkinkan untuk

melakukan rekayasa tumbuhan pada level molekular. Aplikasi rekayasa

genetika pada komoditas pertanian dapat meningkatkan kualitas

tanaman yang stabil secara genetis. Pengembangan

teknologi rekayasa genetika, evaluasi pertumbuhan dan kemampuan

regenerasi jaringan tumbuhan transgenik telah dilakukan beberapa

spesies, diantaranya pada jati (Widiyanto ., 2003b; 2004; 2005b; 2009),

kentang (Habibah dan Nanan, 2005) dan jarak pagar (Widiyanto ,

2008b).

Teknologi rekayasa genetik telah dikembangkan pada jati (

L.) sebagai upaya mendapatkan tanaman jati yang mampu

tumbuh cepat. Dalam penelitian ini, perhatian ditujukan pada penundaan

fase perbungaan agar jati dapat menjalani fase pertumbuhan vegetatif

yang lebih lama (Widiyanto , 2005b). Pengembangan prosedur dan

teknologi terkait dilakukan secara paralel, meliputi: 1) Isolasi gen dan

teknologi rekayasa genetika, 2) Prosedur transfer gen, dan 3) Prosedur

regenerasi jati.

ex-vitro

(crop improvement)

et al

et al.

Tectona

grandis

et al.

in vitro

3.2. Rekayasa Genetika

Penghambatan proses pembentukan bunga pada jati dilakukan

dengan menekan ekspresi gen , yaitu salah satu gen jati yang

berperan dalam pembentukan bunga. Pengembangan teknologi rekayasa

genetika diawali dengan mengisolasi gen (Widiyanto .,

2005b). Penekanan ekspresi gen dilakukan melalui pendekatan

yang dikenal dengan nama (PTGS).

Transfer gen pada sel jati berhasil dilakukan dengan perantara

(Widiyanto 2003b; 2004; 2005b; 2009).

Untuk mendapatkan tanaman hasil rekayasa genetika, maka

prosedur mikropropagasi jati dikembangkan sejalan dengan pengem-

bangan teknologi manipulasi genetik dan prosedur transfer gen. Hasil

penelitian membuktikan bahwa jaringan transforman mampu

beregenerasi menghasilkan bibit jati (Gambar 7).

Teak-LFY

Teak-LFY et al

Teak-LFY

post-transcriptional gene silencing

Teak-LFY

Agrobacterium tumefaciens et al.,

Regenerasi sel

transforman dapat diinduksi melalui organogenesis dan multiplikasi

pucuk (Tiwari ., 2002; Widiyanto ., 1999c; 2003a; 2005a; Yunaini dan

Widiyanto, 2003). Aplikasi pendekatan “gene silencing” melalui “RNA

interference” pada jati ini merupakan hal yang baru pertama kali

dilakukan. Sejalan dengan penelitian rekayasa genetika jati ini, studi

lanjut saat ini sedang dilakukan dengan mempelajari pola ekspresi gen-

gen perbungaan jati lainnya bekerjasama dengan mitra peneliti di Schatz

Center for Tree Molecular Genetics, Pennsylvania State University.

et al et al
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IV. PRODUKSI BIBIT

Mikropropagasi dapat diterapkan untuk memproduksi bibit, melalui

sistem produksi bibit terpadu (Widiyanto ., 2000). Dengan

mempertimbangkan sisi kemudahan dan efisiensi, maka mikropropagasi

dengan cara multiplikasi pucuk paling sering dimanfaatkan untuk

produksi bibit secara besar-besaran. Secara komersial, produksi bibit

tanaman dilakukan dengan sistem produksi bibit terpadu yang

merupakan keterpaduan antara teknik perbanyakan dan teknik

perbanyakan

Secara garis besar ada 3 tahapan utama dalam sistem produksi bibit

terpadu, yaitu: 1) Tahap regenerasi ; 2) Tahap pemeliharaan di

rumah kasa; dan 3) Tahap pemeliharaan alami. Tahap regenerasi

merupakan tahap produksi bibit yang dilakukan secara melalui

mikropropagasi. Bibit yang dihasilkan dari tahap ini berupa bibit

et al

in-vitro

ex-vitro.

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

steril . Tahap pemeliharaan di rumah kasa merupakan tahap

dimana bibit menjalani perioda pengokohan, aklimatisasi

dan induksi sistem perakarannya. Pada beberapa komoditi, pada tahap di

rumah kasa juga dilakukan perbanyakan dan memproduksi bibit ex .

Tahap pemeliharaan alami adalah tahap dimana bibit sudah siap ditanam

di lahan produksi.

Prosedur mikropropagasi telah diaplikasikan pada pisang untuk

menghasilkan bibit bebas virus (Rahmania dan Widiyanto, 2000).

Regenerasi dilakukan melalui multiplikasi pucuk dari meristem.

Tunas pisang yang dipakai sebagai sumber eksplan telah diseleksi dan

melampaui proses dengan metoda ELISA. Tahap regenerasi

terdiri dari empat proses yang meliputi: 1) Inisiasi tunas, 2)

Multiplikasi pucuk, 3) Pemanjangan dan 4) Induksi perakaran. Inisiasi

pucuk aksiler dilakukan dengan mengisolasi tunas aksiler dari bonggol

pisang yang berumur kurang lebih 3-4 bulan. Pengamatan selama

pengkulturan in vitro menunjukkan bahwa pertumbuhan yang optimal

memerlukan komposisi medium dan hormon yang tepat sesuai

kebutuhan eksplan. Hasil pengamatan menunjukkan efisiensi keber-

hasilan mikropropagasi yang cukup tinggi (Tabel 1). Selama pemanjangan

dan perakaran keberhasilan mencapai 80-90% dan kelulus-hidupan bibit

selama aklimatisasi mencapai 95%. Berdasarkan data diatas, dihitung

(plantlet)

in vitro (plantlet)

vitro

in vitro

virus indexing

in-vitro

Produksi Bibit Pisang In Vitro

Gambar 7. Mikropropagasi jati hasil rekayasa genetik (A) Bakal pucuk mulai terbentuk

pada kalus; (B-D) Pucuk mengalami pemanjangan pada medium seleksi yang

mengandung kanamisin (Widiyanto ., 2005b).et al

(A) (B) (C) (D)
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efisiensi produksi untuk memperkirakan kemampuan produksi bibit dari

satu eksplan tunas (Pennell, 1987). Hasil perhitungan menunjukkan

bahwa dengan melalui 5 kali subkultur sejak inisiasi, satu tunas pisang

dapat menghasilkan sebanyak 700 - 900 bibit, jumlah yang cukup besar

dari awal satu mata tunas. Prosedur mikropropagasi pisang ini telah

diterapkan untuk memproduksi bibit dari beberapa jenis pisang,

diantaranya pisang cavendish, raja sereh dan raja bulu (Rahmania dan

Widiyanto, 2000).

Tabel 1: Perhitungan efisiensi produksi bibit pisang pada tahap .in vitro

Sebelum ditanam di kebun, bibit pisang diprakondisikan terlebih

dahulu melalui proses aklimatisasi yang dilakukan di rumah kasa. Bibit

Pengulangan

ke-
IP MP1 MP2-4

F

(%)
1 F

(%)
2 F

(%)
3 F

(%)
4

Y

1 3,0 3,4 6,3 80 80 80 95 700 - 800

2 2,8 4,7 6,4 80 80 80 95 800 - 900

Keterangan:

Perhitungan per satu eksplan sampai 5 kali subkultur sejak inisiasi;

IP = inisiasi pucuk

MP = laju multiplikasi pucuk aksiler subkultur-1

MP = laju multiplikasi pucuk aksiler subkultur 2-4 (MP )

F = % keberhasilan kultur selama tahap inisiasi

F = % keberhasilan kultur selama tahap multiplikasi

F = % keberhasilan kultur selama tahap pemanjangan dan induksi perakaran

F = % keberhasilan kultur selama tahap aklimatisasi

1

2-4 2-4

1

2

3

4

3

pisang diaklimatisasikan dengan memindahkan bibit tersebut ke media

campuran tanah kompos dan pasir steril (2 : 1). Ke dalam media juga

ditambahkan pupuk NPK. Bibit kemudian ditutup dengan sungkup

plastik anti-UV dan dibiarkan selama 2 minggu. Setelah itu, sungkup

dibuka dan bibit didedahkan di udara terbuka selama 2 minggu lagi.

Sesudah melampaui aklimatisasi selama 4 minggu, bibit dipindahkan ke

dalam kantung bibit berisi tanah kebun dan siap ditanam di

kebun setelah 2 bulan. Setelah bibit hasil mikropropagasi ditanam selama

3-4 bulan, anakan yang tumbuh dipisahkan dan dipelihara di .

Anakan ini akan dijadikan bibit turunan dan akan didistribusikan ke

petani produksi. Bibit anakan dapat dijual atau dimanfaatkan juga oleh

petani lain. Selanjutnya, bibit ditanam dan dipelihara di lahan produksi.

Prosedur mikropropagasi ini telah diaplikasikan juga untuk produksi

bibit tanaman lain, seperti jarak pagar, kentang, krisan, dan lisianthus

(Widiyanto , 1999b,c; 2000; Widiyanto, 2007). Hasil penelitian

memperlihatkan bahwa teknik mikropropagasi memiliki peluang besar

untuk diterapkan dalam bidang agro-bioteknologi dan agro-industri di

Indonesia. Dalam upaya memenuhi kebutuhan masyarakat akan bibit

tanaman, kerjasama pernah dilakukan dengan berbagai pihak, antara lain

dengan Pengusaha Bunga Krisan di Cisarua, Bogor dan Koperasi Bina

Mandiri di Bandung.

(polybag)

polybag

et al.
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PENUTUP

Mikropropagasi telah banyak dipelajari dan terbukti dapat

diterapkan dalam berbagai bidang dan untuk berbagai tujuan.

Mikropropagasi banyak digunakan dalam penelitian-penelitian dasar

terutama jika cara-cara konvensional sudah dianggap tidak dapat

membantu. Manfaat yang sudah terasa diantaranya adalah aplikasi untuk

mempelajari aktivitas fisiologi dan perkembangan tumbuhan pada level

sel, jaringan, organ dan pinakan. Mikropropagasi dapat membantu

menjelaskan tentang kemampuan totipotensi sel tumbuhan dan memper-

mudah studi mengenai .

Mikropropagasi telah dirasakan manfaatnya dalam bidang agro-

bioteknologi, yaitu untuk: 1) Meregenerasikan somaklon hasil seleksi

dan menghasilkan varian yang resisten terhadap berbagai cekaman

lingkungan atau penyakit; 2) Meregenerasikan sel gamet (polen)

dan menghasilkan tanaman haploid; 3) Meregenerasikan sibrida ataupun

hibrida hasil fusi protoplas; 4) Konservasi tumbuhan langka dan

penyelamatan embrio ; 5) Penyimpanan plasma nutfah

dengan kriopreservasi ; 6) Meregenerasikan sel-jaringan

transgenik hasil rekayasa genetika; 7) Menghasilkan bibit bebas penyakit;

dan 8) Memproduksi bibit dalam jumlah besar. Berbagai hasil penelitian

memperlihatkan bahwa saat ini dan dimasa yang akan datang teknik dan

prosedur mikropropagasi mempunyai peranan sangat penting dalam

pengembangan agro-bioteknologi dan agro-industri di Indonesia.

morfogenesis in vitro (in vitro morphogenesis)

in

vitro

(stress)

(embryo-resque)

(cryo-preservation)
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