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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaosmolit (PEG dan agar) terhadap
maturasi embrio somatik (ES) jeruk keprok batu E&Bbrio somatik diinduksi dari
jaringan nuselus buah muda jeruk keprok batu 55apagtdia MT padat yang ditambah
ekstrak malt 500 mg/L, gula 50 g/L dan BAP 3 méfinbrio somatik fase globular hasil
induksi diperbanyak pada media MT tanpa ekstraktnda@n zat pengatur tumbuh.
Maturasi ES fase globular diinduksi pada media M8gymengandung agar (10, 12.5, 15,
17.5, dan 20 g/L) atau PEG (0, 2.5, 5, 7.5, dan L0%&telah delapan minggu dihitung
persentase setiap fase perkembangan ES. Hasil ipenahenunjukkan eksplan nuselus
dapat berkembang menjadi ES fase globular, hatpeido dan kotiledon. Penambahan
PEG dan peningkatan konsentrasi agar menurunkasgrdase ES fase globular.

Kata kunci: agar, embrio somatik, osmolit, zat petinig tumbuh

ABSTRACT

This research was conducted to evaluate the efbécosmolit (PEG and agar) on
maturation of citrus somatic embryos (SE). Somatinbryos induction was carried out by
culturing nucellus explants of young citrus fruit T medium, added with 500 mg/L
extract malt, 50 g/L sugar and 3 mg/L BAP. GlobulBE’'s were multiplicated by
subculturing them on MT media without plant growgigulators. Maturation of SE was
done by culturing globular SEs on MS media contajn{10, 12.5, 15, 17.5 and 20 g/L)
agar or (2.5, 5, 7.5 and 10 %) PEG. After eight keeghe percentage of each stage of SE
development. The results showed that the nucelplarts of jeruk keprok batu 55 could
developed into stages of SE include globular, hearpedo and cotyledon. The addition of
PEG in the medium and the increased concentratiagar decreased globular stage SE.

Key Words: agar, somatic embryo, osmolite, tempeeatplant growth regulator

PENDAHULUAN banyak dan bebas penyakit serta meningkatkan
Kendala utama yang membatasi produksi produktivitas buah jeruk (Hardiyanto dan
jeruk  keprok lokal adalah sedikitnya Suprianto, 2010). Teknik kultur jaringaim
ketersediaan bibit bermutu dan bebas penyakit. vitro dapat dilakukan untuk memperoleh bibit
Pengembangan bibit unggul dan bermutu dalam jumlah banyak dan mempermudah
penting dalam upaya pengembangan tanaman regenerasi tanaman jeruk keprok batu 55.
jeruk keprok lokal yang memiliki beberapa Keberhasilan untuk  mendapatkan  bibit
varietas salah satunya adalah jeruk keprok batu tanaman secara massal, tingkat keseragaman
55. Jeruk keprok batu 55 banyak diminati oleh  tinggi dan bersifat klonal atau sama dengan
masyarakat, karena memiliki keunggulan yaitu  induknya dapat dilakukan melalui
daging buahnya berasa manis agak masam dan embriogenesis somatikn vitro (Lengkong,

bertekstur lembut (Mukhtaget al, 2005), biji 2009). Embriogenesis somatik merupakan
sedikit, banyak mengandung air dan aromanya proses perkembangan sel somatik membentuk
segar (Agrimas Kapitalindo, 2007). tanaman baru melalui tahap perkembangan

Upaya yang telah dilakukan untuk embrio tanpa melalui fusi gamet (Lengkong,
meningkatkan produksi jeruk keprok batu 55  2009).
adalah peningkatan budidaya jeruk, perluasan Menurut Ricciet al (2002) perbanyakan
area tanam, penyediaan bibit dalam jumlah tanaman jeruk dapat dilakukan melalui
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embriogenesis somatikin vitro dengan
menggunakan eksplan nuselus yang diinduksi
pada media MT (Murashige dan Tucker, 1969)
ditambah ekstrakmalt pada medium kultur.
Maturasi embrio somatik (ES) merupakan
salah satu tahapan yang penting dalam
regenerasi tanaman melalui embriogenesis
somatik. Selama tahap maturasi, embrio
somatik mengalami perubahan morfologi dan
biokimia. Maturasi yang tidak lengkap dari
embrio somatik merupakan faktor yang
menentukan rendahnya tingkat konversi
embrio menjadi tanaman (Husseinal, 2006).
Hambatan dalam menginduksi maturasi
merupakan salah satu penghambat utama
dalam keberhasilan embriogenesis somatik,
bukan hanya pada tanaman kedelai tetapi juga
tanaman lain (Korbes dan Droste, 2005).
Dengan demikian, penelitian ini dilakukan
untuk meningkatkan maturasi ES jeruk
menggunakan beberapa konsentrasi osmolit
agar dan PEG.

Perkembangan ES dipengaruhi oleh
ketersediaan air pada medium. Potensial air
yang rendah pada medium dapat meningkatkan
maturasi ES (Aliet al 2010). Salah satu
senyawa osmolit yang berpengaruh terhadap
rendahnya potensial air adalgdolyethylene
glycol (PEG) dangelling agentseperti agar
atau gelrite. Agar pada konsentrasi tinggi dapat
mengurangi ketersediaan air, sehingga dapat
menurunkan potesial air di dalam media
(Steuter, 1981). Peningkatan konsentrasi agar
sebesar 10 g/L mampu meningkatkan jumlah
maturasi ES Persea americanadibanding
dengan 7,5 ¢g/L agar (Martiet al, 2011).
Penambahan PEG pada media kultur telah
terbukti mampu meningkatkan persentase ES
Citrus macropteralibanding pada media tanpa
penambahan PEG (Miadt al, 2002).

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui pengaruh osmolit (agar dan
PEG) terhadap maturasi ES jeruk keprok Batu
55.

BAHAN DAN METODE

Bahan Uji. Sumber eksplan yang
digunakan pada penelitian ini adalah buah
muda jeruk keprok batu 55 (80-90 minggu
setelah anthesis) yang berasal dari Balai
Penelitan Tanaman Jeruk dan Buah

Subtropika (Balitjestro), Malang.
Induksi dan Multiplikasi ES. Induksi ES
dengan eksplan nuselus yang diisolasi dari

buah jeruk muda dilakukan pada media MT,
ditambah ekstrak malt 500 mg/L, gula 50 g/L
dan BAP 3 mg/L selama satu bulan. Setiap
botol berisi empat eksplan nuselus.
Selanjutnya ES fase globular yang dihasilkan
disubkultur pada media multiplikasi yakni

media MT tanpa penambahan ZPT selama
empat minggu untuk perbanyakan ES fase
globular yang akan digunakan pada tahap
selanjutnya.

Maturasi ES. Maturasi ES fase globular
hasil multiplikasi diinduksi pada media MS
yang ditambah dengan agar (10, 12.5, 15, 17.5,
dan 20 g/L) atau PEG (0, 2.5, 5, 7.5, dan 10
%). Kultur diinkubasi dibawah sinar lampu TL
dengan intensitas cahaya 35,39 wéttpada
suhu 25+ 1°'C. Setelah delapan minggu kultur,
diamati persentase masing-masing fase
perkembangan ES (embrio globular, hati,
torpedo dan kotiledon) dan persentase ES
matur.

Analiss Data. Data kuantitatif yang
diperoleh diolah dan diuji menggunakan uji
Analysis of variancdANOVA) menggunakan
program statistikSPSS Release For Windows
15. Apabila hasil uji ANOVA berbeda
signifikan dilanjutkan dengan uji BNJ pada
tingkat kepercayaaan 95 % untuk mengetahui
perlakuan yang memberikan pengaruh
signifikan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Agar dan PEG pada Maturasi
ES. Setelah delapan minggu kultur eksplan
nuselus menghasilkan empat fase
perkembangan ES yang meliputi fase globular,
hati, torpedo dan kotiledon. Embrio somatik
jeruk fase globular berbentuk bulat, bertekstur
lebih lunak dan berwarna putih (Gambar 1A).
Embrio somatik fase hati berbentuk
menyerupai hati, berwarna hijau kekuningan
dan sedikit keras (Gambar 1B). Embrio
somatik fase torpedo berbentuk tabung
(Gambar 1C). Fase akhir perkembangan ES
adalah fase kotiledon yang berukuran paling
besar diantara ketiga fase perkembangan
embrio somatik, memiliki dua Kkotiledon,
berwarna hijau dan bertekstur lebih keras
(Gambar 1D). Media maturasi dengan
penambahan PEG dan peningkatan konsentrasi
agar mampu menunjang perkembangan
eksplan nuselus jeruk keprok batu 55 manjadi
ES dari fase globular hingga menjadi
kotiledon. Hasil penelitian ini sesuai dengan




Pengaruh Osmolit (83-87

hasil penelitian sebelumnya yang melaporkan
bahwa konsentrasi agar dan PEG vyang
semakin  meningkat dapat menurunkan
ketersediaan air pada media dan menghambat
perbanyakan ES namun memicu perubahan
dalam perkembangan ES, yakni dari ES fase
globular kemudian berkembang menjadi
kotiledon (Ravindrat al, 2004).

Gambar 1. Fase perkembangan ES jeruk
keprok batu 55 setelah dikultur
selama 8 minggu pada media
maturasi ES. (A) globular, (B)
hati, (C) torpedo, (D) kotiledon.

Pada medium dengan penambahan agar
20 g/L persentase ES fase globular menurun
signifikan menjadi 93 0.1 % (Gambar 2A).
Persentase ES fase hati dan torpedo
menunjukkan respon dengan pola yang sama
terhadap perlakuan konsentrasi agar, Yyaitu
tidak berbeda signifikan pada konsentrasi 10
dan 12.5 g/L kemudian meningkat pada 15
g/L, menurun pada 17.5 g/L dan kembali
meningkat pada 20 g/L. Sedangkan persentase
ES fase kotiledon meningkat seiring dengan
bertambahnya konsentrasi agar yaitu dari0.1
0.02 % pada kontrol (10 g/L) menjadi Q7
0.11 pada penambahan agar 20 g/L (Gambar
2A). Agen pemadat seperti agar yang
ditambahkan pada media mampu
meningkatkan perkembangan ES. Agar dengan
konsentrasi tinggi menyebabkan akumulasi
cadangan protein dan pati yang mendukung
perkembangan ES (Ibrahinet al, 2004;
Ramarosandratanet al, 2001; Tewaryet al,
2000).
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Gambar 2. Pengaruh konsentrasi osmolit
terhadap persentase ES jeruk

keprok batu 55. (A) Agar ; (B) PEG

Pada medium dengan penambahan
PEG 10 % ES fase globular turun signifikan
menjadi 90+ 2.4 % (Gambar 2B). Persentase
ES fase hati meningkat signifikan sampai
penambahan PEG 5 %, menurun pada 7.5 %
dan kembali meningkat pada 10 % PEG.
Persentase ES fase torpedo semakin meningkat
dari 0.5+ 0.4 % pada kontrol (tanpa PEG)
menjadi 1.8t 0.7 % pada penambahan PEG 10
%, sedangkan persentase fase kotiledon pada
medium kontrol maupun dengan penambahan
PEG 2.5 — 10 % tidak berbeda nyata (Gambar
2B). Hasil penelitian ini mendukung apa yang
telah dilaporkan sebelumnya yang melaporkan
bahwa PEG merupakan polimer etilen oksida
yang mengontrol air. Atom oksigen pada
monomer tersebut dapat mengikat molekul air
melalui ikatan hidrogen sehingga terjadi
penurunan potensial air pada media (Steuter,
1981). Selain itu, penurunan potensial air pada
media dapat mempengaruhi kandungan
poliamin endogen (Stasollat al, 2003) dan
meningkatkan  sintesis enzim  protease
(Gardner, 1991). Poliamin berperan dalam
percepatan perkecambahan ES pada proses
embriogenesis somatik pada tananfaicea
glauca (Stasollaet al, 2003). Sementara itu
enzim protease yang semakin  aktif

menyebabkan akumulasi prolin semakin tinggi
sehingga menstimulasi sintesis asam absisat
(ABA) yang dapat mempercepat maturasi ES
(Gardner, 1991).
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KESIMPULAN

Penambahan PEG dan peningkatan
konsentrasi agar pada media maturasi
menurunkan persentase ES jeruk keprok batu
55 fase globular.
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