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ABSTRAK

Fase awal pada lingkungan ex-vitro merupakan fase kritis bagi bibit anggrek botol yang
dikembangkan dengan teknik kultur jaringan. Kemampuan tanaman untuk mensintesis
senyawa organik masih lemah tetapi lingkungan baru ex-vitro sangat keras. Oleh karena
itu, aktivitas autotrofik perlu diinduksi agar tanaman dapat merespon perubahan pada
lingkungan baru melalui perbaikan struktur atau fungsi. Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui apakah unsur hara anorganik ataukah hormon pertumbuhan auxin merupakan
faktor essensial dalam induksi perbaikan respon tanaman ini. Bibit anggrek botol
phalaenopsis dipindahkan ke media moss sebelum diberilan supplement yang mengandung
auxin, pupuk lengkap anorganik atau hanya disiram dengan air sebagai kontrol. Parameter
pertumbuhan seperti viabilitas, jumlah akar dan daun diukur setelah berakhirnya pemberian
perlakuan selama 5 minggu, gejala-gejala fisiologis secara visual diobservasi selama 5
minggu pemberian perlakuan. Penelitian ini menemukan bahwa pertumbuhan yang normal
dari bibit yang baru ditransplantasi ke lingkungan ex-vitro terjadi pada tanaman yang
diberikan supplement auxin. Bibit yang diberi pupuk anorganik mengalami penurunan
viabilitas dan tanaman yang hanya disiram air mengalami penuaan yang cepat. Penelitian
ini menyimpulkan bahwa bibit hasil ku Itur jaringan belum memiliki struktur atau fungsi
yang cukup kuat untuk mengatur keseimbangan ion didalam sel.

Kata kunci: induksi, anggrek, auxin, nutrient, viabilitas.

ABSTRCT

Initial period of growth after transplantation is a critical period for plantlet
previously propagated in tissue culture system. While autotrophic activity are
remaining very low, new ex-vitro environment is very harsh. Therefore, phototrophic
activity in the plants has to be enhanced to facilitate the ability of the plants to
make an appropriate respond for the environmental changes. This research was
performed to assess whether inorganic nutrient or plants hormone is more
importance for the initial growth after transplantation into ex-vitro environment.
Orchid plantlets from tissues culture were transferred into moss growth medium
before added full strength of auxin containing supplement, inorganic fertilizer or
only sprayed with tap water as control plants. Whereas growth parameter such as,
viability, fresh weight, roots and leaf length were measured at the conclusion of 5
weeks treatments; physiological symptoms were visually observed during the 5 weeks
treatments. This study found that a satisfactory growth of newly transferred plantlet
into ex-vitro environment was occurred in plants sprayed with auxin containing
supplement. However, a high mortality was found in plants sprayed with inorganic
fertilizer and leaves of control plants were showing early senescence. It is concluded
_that micropropagated plants has low capability to regulate ion homeostasis in it
cells because anatomical or physiological abnormality.

Key words; induction, orchid, auxin, nutrient, viabilities.
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PENDAHULUAN

Induksi perbaikan struktur dan fungsi bibit
tanaman hasil kultur jaringan perlu dilakukan
karena tanaman ini memiliki kekhususan
pertumbuhan. Misalnya; (1) hipotrofi dan
hipoplasia yaitu ukuran helai daun sangat
berkurang dan memiliki jaringan pengangkutan
yang lebih sedikit (Robinson et al., 2009). (2)
mekanisme kontrol penguapan yang tidak normal
(Dhawan dan Bhojwani, 1987; Preece 2010).
(3) penurunan jumlah enzim Rubisco (Premkumar
etal., 2001). (4) shoot/root rasio lebih rendah
dari pada tanaman in-vivo (Drew et al., 1992).
Kekhususan yang dimiliki oleh tanaman hasil
kultur jaringan ini sangat merugikan viabilitas
terutama setelah transplantasi ke lingkungan ex-
vitro. Secara teori, pertumbuhan bagian atas
tanaman berhubungan erat dengan fungsi akar
sebagai penyedia unsur hara anorganik maupun
penyerapan air. Hubungan yang erat ini dapat
dilihat pada gejala defisiensi unsur hara. Tanaman
yang mengalami defisiensi unsur hara sulfur akan
menurunkan secara signifikan kadar klorofil total
pada daun (Lee ef al., 2012). Disamping itu,
kondisi air dan unsur hara pada lingkungan
perakaran dapat memberi sinyal terhadap
stomata, pembelahan sel dan penampilan daun
untuk tujuan adaptasi terhadap perubahan
kondisi lingkungan (Passioura, 2002). Hubungan
yang erat antara ketersediaan unsur hara esensial
dan pertumbuhan ini hanya dapat terjadi jika
sistem transportasi pada tanaman terorganisasi
secara kontinyu. Sistem transpor ini secara
fungsional menghubungkan seluruh bagian atas
tanaman dengan seluruh bagian sistem perakaran
(Scarpella dan Meijer, 2004).

Ketidaknormalan tanaman hasil kultur
jaringan terutama diakibatkan oleh kondisi media
pertumbuhan di dalam kultur (Rao dan
Narayanaswami, 1972; Hazarika et al., 2002).
Misalnya, karena sistem kultur jaringan memberi
kondisi stres minimal dan kondisi pertumbuhan
optimal, maka tanaman dapat berkembang
dengan sangat cepat. Akan tetapi tanaman yang
tumbuh seperti ini memiliki struktur dan fungsi
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yang abnormal. Pemberian gula exogenous
dapat menumbuhkan plantlet yang nampak
normal, tetapi perangkat fotosintesisnya tidak
aktif. Kondisi kultur jaringan juga
mengakibatkan daun memiliki lapisan lilin yang
rendah dan fungsi stomata yang tidak normal
sehingga tanaman tidak mampu mengendalikan
kehilangan air karena penguapan. Oleh karena
lingkungan baru ex-vitro sangat tidak ideal dan
tidak mampu mendukung pertumbuhan tanaman
yang memiliki berbagai varian struktur dan fungsi,
maka penyempurnaan perlu diinduksi agar
mekanisme redistribusi nutrien anorganik dari
akar dan hasil fotosintesis dari daun dapat segera
berlangsung secara normal untuk mempertinggi
viabilitas.

Teixeira ef al. 2005, menguji secara in-vitro
pengaruh pengayaan CO, terhadap anggrek
cymbidium. Penelitian ini menemukan bahwa
pemberian CO, konsentrasi tinggi pada media
cair tanpa sukrosa dapat meningkatkan
fotosintesis. Tanaman ini selanjutnya
menghasilkan berat yang lebih tinggi pada
lingkungan ex-viro. Hasil penelitian ini konsisten
dengan penelitian yang dilaporkan oleh
Mulholland et al. (1997), bahwa peningkatan
kadar CO, atmosfer dapat meningkatkan
aktivitas fotosintesis.

Selain penggunaan pengayaan CO,,
perbaikan pertumbuhan tanaman hasil kultur
jaringan juga telah dilakukan dengan manipulasi
media kultur. Deb dan Imchen (2010),
melakukan aklimatisasi secara in-vitro dengan
menurunkan konsentrasi larutan MS menjadi 1/
10. Nutrien MS ini kemudian diganti dengan air
dan tanaman ditumbuhkan pada media arang,
bata dan kayu. Teknik ini dapat meningkatkan
viabilitas dengan biaya lebih murah. Penelitian
yang hampir sama juga dilakukan oleh
Lamhamedi et al. (2003). Tanaman hasil kultur
jaringan ditumbuhkan pada media yang
mengandung sukrosa selama 6 minggu dan
kemudian ditumbuhkan dalam media tanpa
sukrosa selama 6 minggu sebelum dipindahkan
ke media tanah. Penelitian ini menyimpulkan
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bahwa aklimatisasi tanpa sukrosa in-vifro dapat
meningkatkan kapasitas fotosintesis.

Aklimatisasi in-vitro baik melalui pengayaan
CO, ataupun melalui manipulasi media kultur
nampaknya masih memerlukan aklimatisasi
lanjutan. Aklimatisasi ini diperlukan karena
adanya perubahan kondisi pertumbuhan seperti
kelembaban relatif yang lebih rendah, intensitas
sinar lebih tinggi dan tidak aseptik (Hazarika e/
al.2002). Perubahan kondisi yang cepat pada
waktu transplantasi dapat mengakibatkan stres
dan tanaman mengalami hambatan pertumbuhan,
pengurangan aktivitas metabolisme, aktivitas
fotosintesis dan realokasi sumber metabolit
(Tognetti et al. 2012). Pada kondisi yang serius,
tanaman ini dapat mengalami peningkatan
mortalitas pada fase setelah transplantasi
(Lamhamedi, 2003). Oleh karena itu, walaupun
aklimatisasi telah dilakukan pada lingkungan in-
vitro, tetapi pada awal pertumbuhannya pada
lingkungan ex-vitro tanaman masih memerlukan
penyempurnaan pertumbuhan.

Menurut Tognetti ef al. (2012), senyawa
yang berperan penting dalam menghadapi stres
akibat perubahan lingkungan adalah auxin. Auxin
ini merupakan fitohormon yang memediasi
berbagai respon perkembangan dan
pertumbuhan (Napier dan Venis, 1995),
mengkoordinasi fisiologi dan perkembangan
tanaman (Robert dan Friml, 2009) dan
merangsang perpanjangan dan pembelahan sel
(Campanoni dan Nick, 2005). Perbaikan
struktur yang terjadi melalui pemberian auxin ini
selanjutnya memerlukan koordinasi dengan
produk metabolime terutama sukrosa. Kedua
senyawa ini merupakan signal untuk
mengarahkan pertumbuhan tanaman sebagai
respon adaptasi (Hammond dan White, 2008).
Secara kebetulan, auxin juga dapat menaikkan
laju fotosintesis (Bidwell dan Turner, 1966, Ben-
Gera et al., 2012). Jadi induksi auksin menjadi
sangat penting untuk penyempurnaan
pertumbuhan pada lingkungan baru ex-vitro.
Menurut Reed et al. (1998), aliran auksin secara
polar dari daun ke akar sangat menentukan
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pertumbuhan akar. Pertumbuhan akar yang
normal selanjutnya sangat penting untuk
menyediakan substrat bagi biosintesis berbagai
senyawa organik di daun.

Agar biosintesis senyawa struktural maupun
fungsional dapat berlangsung secara
berkelanjutan, maka setelah penyempurnaan
struktur dan fungsi terjadi, keberlanjutan impor
nutrien anorganik diperlukan. Akan tetapi, waktu
pemberian dan dosis senyawa anorganik yang
diperlukan oleh tanaman anggrek botol
phalaenopsis pada lingkungan baru ex-vitro
tersebut masih belum jelas, apakah dapat
diberikan bersamaan dengan pemberian auxin
ataukah setelah perlakuan dengan auxin.

BAHAN DAN METODE

Bibit anggrek yang dikembangkan dengan
teknik kultur jaringan dan dijual dalam kemasan
botol, dibeli dari pedagang anggrek. Botol botol
tersebut dibungkus dengan beberapa lapis kertas
koran kemudian dipecahkan untuk mengeluarkan
bibit anggrek yang ada di dalam botol. Media
kultur yang masih melekat pada bibit tanaman
dibersihkan dengan semprotan air dan kemudian
dikering anginkan diatas kertas. Bibit ini
selanjutnya ditanam dalam kompot pada media
moss dalam fray plastik berlubang. Kompot ini
kemudian ditempatkan dalam tempat persemaian
yang telah diberi jaring shading net.

Suplemen auxin yang digunakan dalam
penelitian ini merupakan larutan yang
mengandung senyawa organik dan senyawa
anorganik. Komposisi senyawa yang ada pada
suplemen ini adalah seperti yang disajikan pada
Tabel 1. Senyawa ini diberikan dengan dosis
full strength yaitu sama dengan dosis yang
dianjurkan pada pemakaian. Dua kompot bibit
anggrek disiram setiap hari dengan larutan ini
menggunakan hand sprayer selama 5 minggu.
Satu kompot bibit anggrek juga disiram setiap
hari menggunakan pupuk anorganik lengkap
dengan dosis fil strength. Pupuk ini memiliki
komposisi seperti disajikan pada Tabel 1. Pupuk
ini dijual dalam bentuk serbuk, sehingga harus
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Tabel 1. Komposisi suplemen auxin (Liquinox) dan pupuk anorganik (Hyponex) yang digunakan

dalam penelitian ini.

No Nama

Komposisi (%)

A. Auxin containing supplement (Liquinox)

1 Organic compound
Vit. Bl

o @

¢. Organic Yucca extract
2. Inorganic compound
Phosphoric acid (P;0s)
Iron (Fe)
Innert ingredient

oo

Alpha Naphthalene Acetic acid

0,10
0,04

2,00
0,10
90,90

B. Inorganic fertilizer (Hyponex)

1. Macronutrient

Nitrate nitrogen
Ammoniacal nitrogen
Water soluble nitrogen
Water insoluble nitrogen
Phosphoric acid (P20s)
Soluble Potash (K;0)
2. Micronutrient

Boron (B)

Calcium (Ca)

Cobalt (Co)

Iron (Fe)

Magnesium (Mg)
Manganese (Mn)
Molybdenum (Mo)
Zinc (Zn)

ho o Oe

FRome a0 op

2,4
6,6
1,0
0,0
40
15

dilarutkan sebelum pemakaian menggunkan hand
sprayer. Satu kompot sebagai kontrol hanya
disiram dengan air. Secara keseluruhan, jumlah
bibit anggrek yang digunakan pada penelitian ini
adalah 4 kompot.

HASIL

Bibit anggrek botol yang diberi unsur hara
lengkap maupun yang hanya disiram dengan air
mengalami gangguan pertumbuhan. Akan tetapi,
gangguan ini tidak ditemukan pada tanaman yang
diberi suplemen liquinox. Gangguan pertumbuhan
berupa gejala busuk batang pertama kali ditemu-
kan setelah tanaman diberi unsur hara lengkap
hyponex selama 14 hari. Bagian pangkal helaian
daun nampak membusuk dan jika helai daun ini

diangkat maka akan mudah terlepas dari bagian
lain tanaman (Gambar 1A). Pada HST 23, viabi-
litas tanaman ini hanva mencapai 50% (Gambar
1B). Karena kerusakan tanaman nampak sangat
hebat, setelah HST 23 tanaman ini tidak lagi diberi
unsur hara lengkap hyponex tetapi hanya disiram
dengan air. Walaupun daun dari tanaman yang
tersisa ini tidak menunjukkan gejala busuk
batang, tetapi jumlah akar yang dimiliki lebih
sedikit dari tanaman yang diberi Liquinox.
Beberapa dari akar ini nampak mengkerut
kemungkinan karena mengalami kehilangan turgor
(Gambar 1A). Tanaman yang diberi supplement
liquinox tidak menunjukkan gejala busuk batang
(Gambar 1 C) dan viabilitasnya 100% pada
periode yang sama (Gambar 1D).




Gambar 1. Bibit anggrek dari botol
yang sama ditumbuhkan dalam 2
kompot. Kompot 1 diberi supplemen
yang mengandung auxin (Liquinox) dan
kompot ke 2 diberi pupuk anorganik
lengkap Hyponex. Bibit yang diberi
Hyponex menunjukkan gejala busuk
batang (A) dan viabilitas hanya 50%
pada HST 23 (B). Bibit yang diberi
liquinox tidak menunjukkan gejala busuk
batang (C) dan viabilitas 100% pada
HST yang sama (D).

Gambar 2. Bibit anggrek dari 2 botol yang
berbeda ditumbuhkan dalam 2 kompot.
Kompot 1 diberi supplemen yang mengandung
auxin (Liquinox) dan kompot ke 2 hanya
disiram dengan air. Bibit yang hanya disiram
dengan air menunjukkan gejala penuaan dini,
daun yang lebih tua mengalami klorosis sangat
cepat mulai tampak pada HST 10 (B). Bibit
yang diberi liquinox tidak menunjukkan gejala
penuaan dini dan pertumbuhan nampak normal
pada periode yang sama (A).
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Berbeda dengan tanaman yang diberi unsur
hara, tanaman yang hanya disiram dengan air
menunjukkan gejala klorosis yang sangat cepat
yaitu pada HST 10. Gejala ini terutama dijumpai
pada daun yang lebih tua (Gambar 2B).
Walaupun kerusakan tidak seberat tanaman yang
diberi unsur hara full strength, tanaman yang
hanya disiram dengan air ini juga mengalami
penurunan viabilitas. Bibit anggrek botol yang
diberi suplemen liquinox tidak menunjukkan
gejala busuk batang maupun klorosis (Gambar
2A). Suplement ini mengandung senyawa
organik (Vit. B1,alpha naphthalene acetic acid)
maupun senyawa anorganik (P,0, dan besi).
Senyawa-senyawa ini merupakan bagian dari
penyusun media tanam kultur jaringan. Pada
lingkungan yang alami, senyawa organik tersebut
tidak tersedia secara exogenous tetapi disintesis
oleh tanaman secara autotroph.

PEMBAHASAN

Terjadinya kerusakan pertumbuhan jika
tidak diberi suplemen yang mengandung senyawa
organik menimbulkan beberapa spekulasi tentang
fungsi struktur tanaman hasil kultur jaringan. Pada
‘tahap awal, proses transplantasi merupakan
perubahan kondisi lingkungan yang cepat, dan
perubahan ini dapat menimbulkan stres (Tognetti
et al.2012). Stres yang terjadi pada tanaman ini
tidak dapat diatasi dengan pemberian senyawa
anorganik atau hanya dengan pemberian air.
Pemberian unsur hara lengkap full strength
bahkan menyebabkan terjadinya mortalitas yang
tinggi pada tanaman. Hal ini menunjukkan bahwa
stres yang disebabkan oleh transplantasi ke
lingkungan ex-vifro menyebabkan terjadinya
perubahan keseimbangan konsentrasi ion-ion di
dalam sel. Pemeliharaan keseimbangan ini
merupakan masalah fundamental bagi fisiologi
kehidupan sel karena berfungsi untuk mengurangi
ion yang telah berada pada konsentrasi toksik
atau menambah ion yang masih berada pada
tingkat kekurangan (Zhu, 2007). Pada penelitian
ini, pemberian unsur hara lengkap kemungkinan
menyebabkan terjadinya akumulasi ion toksik
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pada daerah sitoplasma yang merupakan tempat
berlangsungnya berbagai biosintesis senyawa
organik. Menurut Munns (2002), tanaman yang
toleran terhadap kadar garam tinggi memiliki
kemampuan untuk mencegah terjadinya
akumulasi garam sampai tingkat toksik di daerah
sitoplasma dan dinding sel. Gejala busuk batang
atau mudahnya daun terlepas dari tanaman
(Gambar 2) yang ditemukan pada penelitian ini
kemungkinan merupakan indikator bahwa
tanaman anggrek hasil kultur jaringan tidak
mampu mengatasi akumulasi ion yang terjadi
setelah pemberian unsur hara lengkap. Di daerah
sitoplasma dan dinding sel, unsur hara lengkap
yang diberikan ini kemungkinan terakumulasi
sampai mencapai tingkat toksik. Akumulasi
toksik pada dinding sel menyebabkan rusaknya
struktur terutama pada pangkal daun dan
akumulasi ion toksik pada sitoplasma
menyebabkan terhentinya berbagai biosintesis
senyawa fungsional. Situasi ini kemudian
menyebabkan terjadinya mortalitas yang tinggi
pada tanaman yang diberi unsur hara lengkap.

Kemungkinan lain adalah tanaman yang
ditransplantasi ke lingkungan ex-vitro ini
mengalami stres bukan karena transplantasi tetapi
terutama disebabkan oleh stres garam tinggi (salt
stress). Stres garam tinggi ini dapat
menyebabkan terjadinya hyperosmolaritas dan
ketidakseimbangan ion (Yokoi et l., 2002). Hal
ini sesuai dengan pendapat Junghans et al.,
(2006) bahwa salt stress mempunyai pengaruh
yang sama dengan kekeringan Yyaitu
menyebabkan osmotik stres. Stres osmosis ini
selanjutnya menyebabkan terjadinya penurunan
transpor auxin. Pada penelitian ini, penurunan
transpor auksin kemungkinan terjadi dan
menyebabkan terhentinya berbagai koordinasi
fisiologis pada tanaman. Salah satu akibatnya
adalah akumulasi ion toksik pada daerah
sitoplasma atau dinding sel menyebabkan
terhentinya berbagai aktivitas metabolik
sitoplasma.

Variasi struktur dan fungsi akibat
ketergantungan tanaman dari senyawa organik
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exogenous pada kondisi lingkungan in-vitro
(Robinson et al., 2009; Dhawan dan Bhojwani,
1987; Preece, 2010, Premkumar et al., 2001),
kemungkinan juga dapat memberi kontribusi
terhadap terjadinya akumulasi ion toksik ini. Pada
kondisi struktur dan fungsi yang belum normal,
ketersediaan unsur hara yang meningkat tidak
segera diubah menjadi senyawa organik untuk
pertumbuhan tetapi justru dibiarkan terakumulasi
sampai pada level toksik di daerah sitoplasma.
Biosintesis senyawa anorganik menjadi senyawa
organik yang tidak proporsional ini dapat terjadi
akibat lambatnya penyerapan dan redistribusi
senyawa anorganik akibat sedikitnya jaringan
pengangkutan, sedikitnya CO, yang memasuki
daun dan tidak terkendalinya penguapan oleh
stomata. Oleh karena itu, jika tanaman hanya
diberi air pada lingkungan baru ex-vifro, senyawa
fungsional yang ada pada daun tidak dapat di
reproduksi. Pada kondisi ini, sedikitnya
biosintesis senyawa organik baru, mengakibatkan
jumlah substrat yang diperlukan untuk biosintesis
makromolekul tidak tersedia dalam jumlah yang
cukup. Tanaman tidak mampu memberi respon
fisiologi atau struktur yang memadai untuk
menghadapi lingkungan baru yang keras seperti
kekeringan, intensitas sinar yang lebih tinggi atau
adanya serangan penyakit.

Berbeda dengan pemberian unsur hara
lengkap, pemberian suplemen liquinox dapat
memelihara pertumbuhan yang normal pada
lingkungan baru ex-vitro. Hal ini menunjukkan
bahwa senyawa organik (auksin dan Vit. B1) dan
senyawa anorganik (fosfat dan besi) yang
terdapat pada suplemen liquinox ini memiliki
fungsi penting dalam proses adaptasi. Fungsi ini
meliputi pemeliharaan keseimbangan ion dan
peningkatan biosintesis senyawa organik dari
senyawa anorganik. Hal ini sesuai dengan
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pendapat Napier dan Venis (1995), Robert dan
Friml (2009), yang mengatakan bahwa hormon
auxin berfungsi untuk memediasi berbagai respon
pertumbuhan dan mengkoordinasi fisiologi dan
perkembangan tanaman. Temuan ini selanjutnya
menimbulkan beberapa pertanyaan; kenapa
anggrek hasil kultur jaringan ini tidak mampu
menghasilkan hormon auxin dalam jumlah yang
cukup sehingga harus diberikan secara
exogenous? Apakah ketergantungan ini bersifat
permanen atau dapat diatasi setelah periode
aklimatisasi sehingga tanaman mampu melakukan
biosintesis secara autotrofik? Untuk menjawab
pertanyaan ini maka diperlukan penelitian
lanjutan. Metode yang dapat diusulkan untuk
menjawab pertanyaan ini adalah melakukan
peningkatan pemberian unsur hara secara
bertahap, bersamaan dengan periode
pengurangan pemberian auxin exogenous.

KESIMPULAN

Anggrek botol yang dikembangkan melalui
teknik kultur jaringan masih memerlukan
penyempurnaan struktur dan fungsi setelah
transplantasi ke lingkungan ex-vitro.
Penyempurnaan ini dapat dilakukan dengan
pemberian suplemen yang mengandung auxin
sejak tanaman ditransplantasi ke lingkungan baru
ex-vitro. Akan tetapi belum diketahui berapa
lama pemberian ini harus dilakukan sampai
tanaman benar-benar mampu memenuhi
kebutuhannya akan senyawa organik untuk
pertumbuhan dan reproduksi. Jadi penelitian ini
menyimpulkan bahwa tanaman anggrek yang
sebelumnya dikembangkan dengan teknik kultur
jaringan masih memiliki sifat heterofil yaitu
ketergantungan terhadap senyawa organik
exsogenous.
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