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ABSTRACT

Pandanus tectorius Park., tree of life, which almost all of its parts are used by humans. Industrial fiber made from screw pine leaves has
been successfully exported to several countries, while the fruit is consumed as an alternative staple food. Fruit is only produced by female
plants because screw pine is dioecious plant. Farmers obtain screw pine seedlings using stem cuttings from female trees, but the number of
seedlings produced is limited and this technique can damage the plant. Alternative seedling production using seeds has constraints in the
form of uncertainty over the sex of the seedling. One of the best ways to provide screw pine seedlings is to use a shoot-tip culture
technique. Shoot-tip culture is able to reproduce plants efficiently and quickly and does not damage the plant. Seedlings will also have the
same genetic traits as the selected plant. However, efforts to develop an efficient and fast screw pine shoot-tip culture protocol have not
been carried out massively. The induction and shoot multiplication stages still had a low success rate. Another problem in seedling
production through tissue culture is the certainty whether the seedlings produced are true-to-type. This review article aims to reveal the
potential of shoot-tip culture for in vitro screw pine seedling production and to test the genetic stability of the screw pine seedling.

Key words: genetic stability, in vitro culture, screw pine, shoot-tip culture

ABSTRAK

Pandanus tectorius Park. termasuk tanaman kehidupan yang hampir semua bagiannya dimanfaatkan oleh manusia. Serat hasil industri
berbahan daun pandan laut telah berhasil diekspor ke beberapa negara, sedangkan buahnya dikonsumsi sebagai makanan pokok alternatif.
Buah hanya dihasilkan tanaman betina, karena pandan laut termasuk tanaman berumah dua. Petani memperoleh benih pandan laut
menggunakan setek batang dari pohon betina, namun jumlah benih yang dihasilkan terbatas serta teknik ini dapat merusak pohon induk.
Alternatif produksi benih menggunakan biji memiliki kendala berupa ketidakpastian jenis kelamin tanaman yang dihasilkan. Salah satu
cara terbaik untuk menyediakan benih tanaman pandan laut adalah menggunakan teknik kultur pucuk. Kultur pucuk mampu
memperbanyak tanaman secara efisien dan cepat serta tidak merusak pohon induk. Benih tanaman yang dihasilkan juga akan memiliki
sifat genetik yang sama seperti pohon induk terpilih. Namun demikian, upaya pengembangan protokol kultur pucuk pandan laut yang
efisien dan cepat belum dilakukan secara masif. Tahap induksi dan multiplikasi tunas masih memiliki tingkat keberhasilan yang rendah.
Permasalahan lain dalam produksi benih melalui kultur jaringan adalah kepastian apakah benih kultur jaringan yang dihasilkan bersifat
true-to-type. Artikel ini merupakan review teknologi in vitro yang potensial yaitu kultur tunas pucuk untuk produksi benih pandan laut
yang secara genetik stabil.

Kata kunci: kestabilan genetik, kultur in vitro, kultur pucuk, pandan laut

PENDAHULUAN

Pandan laut atau pandan samak atau pandan
tikar (Pandanus tectorius Park.) termasuk anggota
Pandanaceae, tanaman asli pulau-pulau di Pasifik,
Australia bagian Utara, Asia Tenggara dan Asia
Selatan (Heyne, 1987; Adkar dan Bhaskar, 2014;
Thomson et al., 2006). Hampir semua bagian dari
pandan laut memiliki nilai ekonomi tinggi,
sehingga pandan laut disebut sebagai tanaman
serbaguna. Batang utama pandan laut bermanfaat
untuk bahan bangunan, pot bunga, perangkap ikan,
ataupun bahan baku untuk industri cat. Daun muda
banyak dipakai untuk pakan ternak sedangkan daun
tua digunakan sebagai atap, membuat tikar, topi,
dinding rumah, layar dan keranjang (Gallaher,
2014; Thomson et al., 2006; Rahayu et al., 2008).

*Kontributor Utama

Serat daun dimanfaatkan sebagai bahan baku
industri tenun (Ashish et al., 2015), selulosa asetat
dari daun pandan laut digunakan untuk aplikasi
baterai ion lithium (Sukarno, 2016).

Buah pandan laut memiliki nilai ekonomi
tinggi. Saat ini dikembangkan sebagai bahan
pangan alternatif yang menyehatkan karena
mengandung B-karoten, karbohidrat, protein, lemak
dan serat yang tinggi (Sarungallo et al., 2018).
Buah segar juga merupakan sumber vitamin A, B
dan C tinggi (Adkar dan Bhaskar, 2014; Thomson
et al., 2000).

Pandan laut dikembangkan sebagai tanaman
obat tradisional. Hampir semua bagian tanaman
dapat digunakan sebagai obat. Daun pandan laut
dikembangkan sebagai obat antikanker karena
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kandungan flavonoid dan alkaloid yang memiliki
kemampuan sitotoksik terhadap sel kanker
payudara, T47D (Holle et al., 2013). Steroid dari
ekstrak kulit batang pandan laut menunjukkan sifat
sitotoksik terhadap karsinoma epidermal manusia
(Hoa et al., 2014). Daun, buah, biji merupakan
antioksidan dan antibakteri (Andriani, Ramli, et al.,
2019; Rahayu et al., 2019). Akar tunjang dan akar
sebagai antidiabetes (Rajeswari et al., 2012;
Venkatesh et al., 2012). Potensi bahan obat
tanaman ini cukup tinggi, pola budi daya pandan
laut perlu untuk dipelajari.

Upaya peremajaan pandan laut mengalami
kendala utama khususnya dalam hal ketersediaan
benih yang masih terbatas. Pada saat ini upaya
penyediaan benih pandan laut dilakukan secara
tradisional melalui setek batang maupun melalui
biji (Thomson et al., 2006; Rahayu et al., 2008).
Penyediaan melalui setek batang menghasilkan
tanaman yang identik dengan induknya, namun
apabila dilakukan dengan skala besar akan merusak
tanaman induk. Perbanyakan melalui biji selain
menyebabkan timbulnya variasi genetik, juga
membutuhkan waktu yang sangat lama (Thomson
et al., 2006). Salah satu alternatif yang dapat
digunakan untuk produksi benih pandan laut secara
cepat dan memiliki keunggulan seperti yang
diharapkan adalah dengan menggunakan teknik
kultur in vitro (Thorpe, 2007).

Produksi benih pandan laut secara in vitro
dapat dilakukan melalui pendekatan embriogenesis
somatik maupun melalui proses organogenesis.
Namun demikian kedua metode tersebut
memerlukan waktu yang lama untuk proses
pengembangan protokol dan pengaplikasikannya
meskipun kedua metode tersebut mampu
memproduksi benih secara massal (Roostika et al.,
2005; Devy et al., 2012a). Salah satu teknik kultur
in vitro yang banyak digunakan untuk produksi
benih tanaman secara cepat meskipun dengan
jumlah anakan yang relatif terbatas dibandingkan
dengan teknik kultur in vitro yang lain adalah
dengan menggunakan kultur tunas pucuk (shoot-tip
culture).

Eksplan pucuk terdiri dari bagian meristem dan
primordia daun serta tunas ketiak (George, 2008).
Pemberian zat pengatur tumbuh sitokinin dapat
meniadakan dominansi apikal sehingga
menumbuhkan lebih dari satu tunas. Tunas yang

120

dihasilkan dari eksplan pucuk tidak sebanyak
melalui teknik organogenesis dan embriogenesis,
meskipun demikian, kultur pucuk masih dianggap
sebagai pilihan perbanyakan massal karena dapat
menjaga kestabilan genetik dalam kultur.

Salah satu faktor yang perlu diperhatikan ketika
akan mengaplikasikan teknik produksi benih
tanaman melalui kultur jaringan khususnya kultur
pucuk adalah faktor kestabilan genetik benih
tanaman hasil kultur pucuk. Perubahan genetik
benih tanaman yang dihasilkan dari teknik kultur
pucuk banyak dilaporkan seperti yang terjadi pada
tanaman tebu (Zucchi et al., 2000; Doule et al.,
2008; Lengkong et al., 2012). Pada tanaman
Dendrocalamus  strictus (Goyal et al, 2015),
Origanum majorana (Cetin, 2018), Tectona
grandis (Nurtjahjaningsih et al, 2018) dan Salvia
hispanica (Yadav et al., 2019) hasil kultur pucuk
tidak terjadi perubahan genetik.

Benih tanaman yang dihasilkan dari kultur
pucuk diharapkan memiliki kesamaan genetik
dengan induknya. Uji kesamaan genetik yang
memiliki akurasi tinggi dengan menggunakan
penanda molekular. RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) dan ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) merupakan penanda molekular
yang cukup banyak digunakan peneliti saat ini
(Kumar et al., 2010; Poerba et al., 2012; Lengkong
et al., 2012; Al-Qurainy et al., 2018; Yulianti ef al.,
2018; Indaryani ef al., 2019).

Produksi Benih Pandan Laut

Secara alami pandan laut berkembang biak
dengan biji. Produksi benih melalui biji
memerlukan waktu yang cukup panjang (Thomson
et al., 2006). Proses penyemaian biji dimulai
dengan perendaman dalam air selama 5 hari dan
rata-rata akan berkecambah setelah 2 bulan.
(Gambar 1) menunjukkan semai siap ditanam di
lapang. Untuk mendapatkan benih yang siap
ditumbuhkan di lapang, total waktu produksi benih
dapat mencapai 6 bulan (Hani dan Dendang, 2008).
Meskipun mudah  dilakukan, murah, dapat
dihasilkan benih dalam jumlah masal, dan tidak
memerlukan teknologi yang maju, produksi benih
melalui biji akan menghasilkan tanaman yang tidak
identik dengan induknya dan jenis kelamin
tanamannya juga belum diketahui (Thomson et al.,
2006).
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Gambar 1. Benih pandan laut. (Seedlings of screw pines) (Thomson et al., 2006)

Metode produksi benih pandan laut lain yang
dapat menghasilkan benih sesuai induknya adalah
dengan menggunakan setek batang (Gallaher, 2014;
Thomson et al., 2006). Panjang setek yang akan
digunakan sebagai bahan perbanyakan berukuran
30 — 40 cm (Gambar 2-A). Penanaman setek batang
dapat dilakukan langsung atau setelah semua
koleksi setek dikumpulkan (Gurmeet dan Amrita,
2015; Thomson et al., 2006). Pertumbuhan setek
batang di dalam polybag (Gambar 2-B). (Rahayu et
al., 2015).

Namun demikian, produksi benih
menggunakan setek batang akan merusak tanaman
induknya. Oleh karena itu untuk mencegah
kerusakan tanaman induk maka setiap pohon induk
hanya dapat diambil maksimal 3 setek batang
(Rahayu et al., 2015). Meskipun metode produksi
benih pandan laut menggunakan setek batang
mudah dilakukan, murah, cepat serta tidak
membutuhkan teknologi tinggi namun jumlah benih
yang dihasilkan sangat terbatas serta berpotensi
merusak tanaman induknya.

Gambar 2. A. Setek batang siap ditanam (The cutting stems are ready for planting) (Thomson et al, 2006), B.
Pertumbuhan setek batang di dalam polybag (Growth of stem cuttings in polybags) (Rahayu et al., 2015)

Metode produksi benih pandan laut tanpa merusak
pohon induknya adalah dengan memisahkan
anakan atau tunas samping, atau dikenal dengan
istilah “sengke” atau “sengket” untuk digunakan
sebagai benih (Susiarti dan Rahayu, 2010; Gurmeet
dan Amrita, 2015; Rahayu et al, 2008). Tunas
samping yang telah memiliki akar cukup panjang
dipisahkan dari induknya kemudian ditanam di
lahan agak basah dengan jarak tanam 1x2 m serta
kedalaman 20 — 30 cm. Cara perbanyakan vegetatif

(setek batang dan anakan) murah dan mudah
dilakukan, jumlah benih yang dihasilkan masih
sangat terbatas. Belum ada informasi tentang
jumlah anakan dari pohon induk, namun dari
pengalaman menumbuhkan benih pandan laut dapat
diketahui jumlah anakan dapat mencapai 3 dalam
satu periode tumbuh, serta tidak semua tanaman
menghasilkan anakan (S.E. Rahayu, komunikasi
pribadi).
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Perbanyakan Secara Kultur In Vitro

Salah satu teknik yang dapat digunakan untuk
mengatasi kelemahan produksi benih pandan laut
secara konvensional baik melalui biji, setek batang
ataupun anakan adalah metode kultur in vitro.
Kultur in vitro merupakan teknik budi daya sel,
jaringan, organ atau keseluruhan tanaman dengan
kontrol nutrisi dan lingkungan yang steril (Thorpe,
2007). Dengan menggunakan metode kultur in
vitro, produksi benih tanaman kurma (Kumar ef al.,
2010), pisang (Poerba et al., 2012), rotan (Goyal et
al., 2015), termasuk produksi benih pandan laut
dapat dilakukan dalam jumlah massal tanpa
merusak tanaman induknya. Bahkan jika produksi
benih tanaman dengan menggunakan eksplan yang
diambil dari tanaman unggul maka dapat
diharapkan seluruh benih yang dihasilkan akan
memiliki sifat yang unggul. Namun demikian
teknik produksi benih pandan laut dengan
menggunakan metode kultur in vitro belum banyak
dikembangkan.

Banyak teknik yang dapat digunakan untuk
memproduksi benih tanaman menggunakan metode
in vitro, seperti melalui teknik organogenesis,
embriogenesis somatik, ataupun kultur meristem
(Suman, 2017). Organogenesis merupakan proses
terbentuknya organ yaitu akar atau pucuk dan daun.
Terbentuknya organ dapat secara langsung dari
pertumbuhan meristem sebagai sumber eksplan
atau melalui pertumbuhan kalus terlebih dahulu.
Pemberian zat pengatur tumbuh auksin lebih tinggi
dibandingkan sitokinin akan membentuk akar,
sebaliknya bila sitokinin lebih tinggi dibandingkan
auksin akan membentuk pucuk (Skoog dan Miller,
1957).

Embriogenesis somatik merupakan teknik
regenerasi yang banyak digunakan dalam
menghasilkan  klon (Park et al, 1998).
Embriogenesis somatik merupakan suatu proses
dimana struktur bipolar yang menyerupai embrio
zigotik berkembang dari satu sel non-zigotik tanpa
adanya hubungan pembuluh dengan jaringan
asalnya (Suman, 2017; Devy et al., 2012b).
Embriogenesis somatik dapat terbentuk secara
langsung dari eksplan atau tidak langsung melalui
kalus. Pembentukan embriogenesis  somatik
langsung jarang terjadi. Embriogenesis somatik
telah banyak dilakukan pada tanaman berkayu dan
tanaman hias dari famili yang berbeda.

Keuntungan embriogenesis somatik (1) dapat
menghasilkan embrio mencapai 1,35 juta dalam
satu liter medium, (2) pucuk dan akar terbentuk
secara bersamaan, tidak memerlukan induksi akar,
(3) hemat tenaga kerja, (4) pembentukan embrio
dapat dimanipulasi, (5) dapat memaksimumkan
hasil dengan harga yang murah, (6) embrio somatik
dapat dibuat dorman. Kelemahan embriogenesis
somatik (1) perkembangannya cenderung tidak
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sinkron, (2) stabilitas pembentukan embrio
berkurang, (3) terbentuknya mutasi (Bhatia dan
Bera, 2015).

Penggunaan kultur meristem telah berhasil
mendapatkan klon bebas virus pada tanaman
kentang (Bhuiyan, 2013; Al-Taleb et al., 2011) dan
tanaman Gentiana kurroo (Kaushal et al., 2015).
Kultur meristem bebas virus yang disimpan dalam
kriogenik mampu tumbuh (55%) pada tanaman
anggur (Shatnawi et al., 2011). Kombinasi
kemoterapi  dan  kultur  meristem  dapat
menghasilkan tanaman tebu yang bebas virus
mosaic (Manuel dan George, 2013).

Kultur Pucuk Pandan Laut

Salah satu teknik kultur in vitro yang paling
banyak digunakan untuk memperbanyak benih
tanaman adalah menggunakan teknik kultur pucuk.
Kultur in vitro pucuk menggunakan eksplan ujung
tunas apikal atau tunas aksilar yang berukuran 3 —
20 mm yang masih menyertakan primordia daun
dan jaringan pembuluh. Langkah awal kultur pucuk
yaitu memilih tanaman induk yang schat,
selanjutnya akan melalui tahapan sterilisasi,
inisiasi, multiplikasi tunas, induksi akar dan
aklimatisasi, termasuk untuk menghasilkan benih
pandan laut.

Tahap pertama: inisiasi kultur terdiri dari
sterilisasi, penanaman dan inkubasi pucuk dalam
medium. Bahan untuk sterilisasi eksplan antara lain
alkohol 70%, Raksa (II) klorifa (HgCl,), Natrium
hipoklorit (NaOCl), Natrium alkil benzena sulfonat
(LAS Na), Natrium lauril eter sulfat (SLES),
Natrium lauril sulfat (SLS), Cocamidopropyl
betaine (CAPB), Benzalkonium Chloride 1 %,
Fipronil (Pranata dan Herawati, 2019). Pada
perbanyakan Pandanus tectorius, (Zainal et al,
1999) menggunakan alkohol 70% sebagai bahan
sterilisasi sedangkan pada perbanyakan Pandanus
amaryllifolius menggunakan HgCl, 0,25% sebagai
bahan sterilisasi eksplan (Gangopadhyay et al.,
2004). Pada perbanyakan tanaman marga Pandanus
bahan sterilisasi menggunakan 0,1% HgCl,, NaOCl
dengan berbagai konsentrasi, dan teepol 0,01%
(Jose et al., 2016). Eksplan yang telah disterilkan
selanjutnya ditanam pada medium dan diletakkan di
ruang pertumbuhan, baik dalam kondisi terang
maupun gelap sesuai dengan metoda yang
diinginkan (Suman, 2017).

Tahapan kedua: multiplikasi tunas dengan cara
melakukan subkultur beberapa kali sampai jumlah
yang diinginkan telah diperoleh. Medium untuk
multiplikasi ditambahkan zat pengatur tumbuh
sitokinin yang lebih tinggi. Sitokinin yang paling
sering digunakan adalah Benzil amino purin (BAP)
dengan konsentrasi 2-5mgL". Dengan penambahan
zat pengatur tumbuh dari golongan sitokinin dapat
mereduksi apikal dominansi sehingga terbentuk
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tunas yang lebih banyak (Vuylsteke, 1989).

Tahap ketiga merupakan tahap induksi akar.
Tahap induksi akar dapat berlangsung pada
medium bersamaan dengan proses pemanjangan
tunas (Vuylsteke, 1989), atau pada medium yang
berbeda dengan modifikasi nutrisi dan zat pengatur
tumbuh untuk menumbuhkan akar yang kuat
(Suman, 2017). Zat pengatur tumbuh golongan
auksin yang biasa digunakan untuk induksi akar
adalah Napthalene Acetic Acid (NAA), Indoleacetic
Acid (IAA) dan Indolebutyric Acid (IBA). NAA
0,2mgL™" lebih efektif dibandingkan IAA pada
proses pemanjangan tunas dan pembentukan akar
pada kultur pucuk pisang (Vuylsteke, 1989). Pada
multiplikasi tanaman marga Pandanus penggunaan
IBA lebih efektif untuk induksi akar. Induksi akar
berlangsung selama 4 minggu (Jose et al., 2016).

Tahap Dberikutnya penguatan planlet dan
aklimatisasi. Tahapan ini merupakan penentu
keberhasilan perbanyakan klon kultur pucuk.
Planlet yang dihasilkan dalam botol medium
dibersihkan dan selanjutnya ditanam dalam wadah
yang berisi pasir secara bertahap untuk proses
pengerasan dan penyesuaian lingkungan dari
tingkat kelembapan tinggi ke rendah, dari intensitas
cahaya yang rendah ke tinggi. Tanaman ini
diletakkan di rumah kaca atau ruang yang memiliki
naungan dengan melakukan penyiraman secara
teratur (Vuylsteke, 1989; Suman, 2017; Jose et al.,
2016).

Upaya perbanyakan pandan laut dengan
menggunakan kultur pucuk menunjukkan tingkat
keberhasilan yang masih sangat rendah (Tabel 1).
Tahap induksi dan multiplikasi tunas telah
dilakukan, namun tahap induksi akar, aklimatisasi
maupun penanaman di lapang belum pernah
dilaporkan. Salah satu penyebab utama kegagalan
upaya tersebut adalah tingkat kontaminasi (60 %)
maupun adanya pencokelatan jaringan (80%) yang
masih tinggi mengakibatkan sebagian besar eksplan
(68%) mati dan hanya sebagian kecil (16,5%) yang

dapat tumbuh menjadi kalus. Pada tahap inisiasi
menggunakan medium Murashige dan Skoog (MS)
ditambahkan NAA (0-3mg/L) yang
dikombinasikan dengan kinetin (0—2mg/L) belum
menghasilkan tunas. (Zainal et al., 1999).

Perbanyakan in vitro kerabat pandan laut, P
amaryllifolius  Roxb. yang dilakukan oleh
(Gangopadhyay et al., 2004) dengan menggunakan
meristem sebagai eksplan, berhasil menginduksi
pembentukan tunas dengan menggunakan medium
MS yang ditambahkan 0,5mM myoinositol, 88 mM
sukrosa, 0,022mM Benzil Adenin (BA) dan 0,003
mM TAA. Pemberian BA 0,022mM menghasilkan
planlet normal 23,33% dan planlet yang daunnya
transparan 76,67%. Pemberian BA sebanyak 0,002
mM mendapatkan planlet normal 86,67% dan
masih ada planlet vitrifikasi sebesar 13,33%. Hasil
ini memperlihatkan bahwa dengan pemberian
konsentrasi zat pengatur tumbuh BA semakin
sedikit, peluang mendapatkan planlet yang normal
semakin besar.

Penelitian perbanyakan benih pada marga
Pandanus (P fascicularis Lam. dan P furcatus
Roxb.) telah berhasil mendapatkan planlet. Media
yang digunakan adalah medium ' MS, 2 MS dan
MS penuh serta medium Woody Plant Medium
(WPM) dan medium Gamborg (BS). Eksplan
berhasil tumbuh pada medium MS penuh dengan
penambahan zat pengatur tumbuh BAP dan IAA,
dalam 5 minggu menghasilkan 2-3 pucuk per
eksplan. Tingkat keberhasilan pada komposisi
medium MS penuh dengan penambahan BAP
2,5mg/L dan TAA 0,5mg/L mencapai 64,66% dan
masih terdapat kontaminasi sebesar 35% dari
jumlah percobaan yang dilakukan, serta masih
terlihat adanya pencokelatan yang mengakibatkan
tidak tumbuhnya eksplan (Jose ef al., 2016). Masih
tingginya tingkat kontaminasi oleh mikroorganisme
jamur dapat diatasi dengan penggunaan dithane
sebagai bahan sterilisasi eksplan.

Tabel 1. Perkembangan penelitian kultur jaringan Pandanus spp. Angka dalam kurung menunjukkan tingkat
keberhasilan pada tahap tersebut. (Development of tissue culture research of Pandanus spp. The
numbers in parentheses indicate the success rate at that step).

Jenis Teknik sterilisasi Induksi Multiplikasi Induksi AKklimatisasi dan Penanaman Pustaka
Eksplan/ tunas tunas akar pengerasan di tanah
spesies
Pucuk P Alkohol 70% Medium MS  Belum Belum Belum Belum Zainal et al.,
tectorius +Kn + NAA  dilakukan dilakukan dilakukan dilakukan 1999
0 %)
Meristem HgCl, 0,25% Medium MS Medium MS  Medium Belum Belum Gangopadhyay
P amary 10 min +BA +1AA + BA + JAA MS + IBA dilakukan dilakukan et al., 2004
llyfolius (23,3 %) (86,67 %) +Kn
Pucuk P HgCl, 0,1% 2 - 3 pucuk 5 — 6 pucuk/ Medium Dalam gelas  Berhasil Jose et al,
fasci 1 min per  eksplan  ekgplan MS + IBA plastik, baki (100 %) 2016
cularis Medium MS + Medium MS (87,4 %) plastik, dan baki
BAP + IAA T BAP + IAA ’ telur di tempat
(64,66 %) ternaungi (85 %)
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Perlakuan yang Berpengaruh Terhadap
Keberhasilan Kultur Pucuk: Kemungkinan
Aplikasi pada Pandan Laut

Keberhasilan kultur pucuk tidak terlepas dari
tahapan-tahapan kerja yang dilakukan. Tahap
sterilisasi, menghilangkan kontaminasi merupakan
tantangan atau hambatan dalam proses kultur pucuk
karena akan mengganggu pertumbuhan eksplan.
Kontaminan ada yang eksternal, terbawa pada
bagian luar permukaan eksplan dan ada yang
sistemik berada dalam jaringan eksplan. Senyawa
disinfektan yang umum digunakan adalah NaOCl,
Kalsium hipoklorit (CaOCl) dan etanol. Untuk
mengeliminasi kontaminan berupa jamur dapat
menggunakan dithane sebagai bahan sterilan.
Beberapa antibiotik dapat digunakan untuk
membantu menghilangkan kontaminan bakteri
seperti Bavistin dan streptomisin (Tyagi dan
Tomar, 2013).

Keberhasilan tahap induksi dan multiplikasi
tunas banyak dipengaruhi medium pertumbuhan
(Tabel 2). Komposisi medium terdiri dari
makronutrien, mikronutrien, vitamin, asam amino
dan sumber karbon. Medium kultur jaringan yang
paling sering digunakan adalah medium MS.
Medium MS telah digunakan pada multiplikasi
tunas apikal tanaman Pistacia khinjuk (Tilkat et al.,
2005), tebu (Khan ef al., 2008; Biradar et al., 2009;
Sughra et al., 2014), stroberi (Ko et al, 2009),
tanaman lidah buaya (Nayanakantha et al., 2010),
pisang kultivar berangan (Jafari et al., 2011),
anggrek Dendrobium primulinum (Pant dan Thapa,
2012), pisang (Ferdous et al, 2015), jambu biji
(Ahmad et al., 2016), manggis (Isda et al., 2016),
ulin (Tarampak et al., 2019).

Zat pengatur tumbuh yang ditambahkan ke
dalam medium tanam juga terbukti berpengaruh
terhadap keberhasilan induksi dan multiplikasi
tunas. Pada umumnya zat pengatur tumbuh
sitokinin diberikan lebih banyak dari auksin untuk
merangsang pertumbuhan tunas sebaliknya bila
auksin lebih banyak dari sitokinin akan
menumbuhkan akar. Sitokinin yang sering
digunakan adalah BAP, sementara auksin yang
sering digunakan adalah NAA (Lestari, 2011).
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Induksi tunas pada tanaman Tecomella undulata
lebih baik dengan pemberian zat pengatur tumbuh
BA ditambah NAA dibandingkan BA ditambah
IAA (Tyagi dan Tomar, 2013). Konsentrasi zat
pengatur tumbuh mempengaruhi jumlah tunas yang
dihasilkan. Pemberian zat pengatur tumbuh BA 1
mg/L pada kultur Fragaria sp lebih banyak
menghasilkan tunas (11-14 tunas) dibandingkan
pemberian BA 0,5mg/L (5-8 tunas) (Ko et al,
2009). Beberapa perlakuan lain yang dapat
berpengaruh terhadap keberhasilan induksi dan
multiplikasi tunas adalah lama dan kualitas
penyinaran di dalam ruang kultur, kadar sukrosa
yang ditambahkan ke dalam medium tanam,
maupun pH medium tanam (Singh dan Patel,
2014).

Pada tahapan induksi akar, beberapa perlakuan
dilaporkan dapat mempengaruhi keberhasilan pada
tahap tersebut. Salah satu perlakuan utama adalah
penambahan auksin ke dalam medium induksi akar.
Tahap induksi akar pada tanaman Tecomella
undulata menghasilkan jumlah akar paling banyak
pada medium 2 BS dengan penambahan IBA dan
NAA (Tyagi dan Tomar, 2013). Sedangkan pada
tanaman Carica papaya L. cv. Red Lady induksi
akar paling baik pada medium %% MS dengan
penambahan IBA (Nguyen ef al., 2018).

Tahapan aklimatisasi merupakan tahapan yang
paling penting dalam keberhasilan kultur pucuk.
Pada tahapan ini dilakukan penyapihan dan
pengerasan  secara  bertahap, dari  kondisi
heterotroph ke kondisi autotroph. Perubahan
intensitas cahaya rendah ke intensitas cahaya tinggi
secara bertahap terbukti berhasil digunakan untuk
mengaklimatisasikan tanaman P  fascicularis
maupun  tanaman P furcatus.  Perubahan
kelembapan udara dari kelembapan sangat tinggi
(hampir 100 %) di dalam botol kultur ke
lingkungan ex vitro yang memiliki kelembapan
lebih rendah juga perlu dilakukan secara bertahap.
Proses aklimatisasi planlet Pandanus berhasil
dilakukan ketika plantlet diletakkan di kondisi
teduh (rumah kaca) sebelum dipindahkan ke tanah
menunjukkan keberhasilan tumbuh sebesar 100%
(Jose et al., 2016).
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Tabel 2. Keberhasilan kultur pucuk pada beberapa tanaman. (Successful shoot culture on several plants).

Tanaman Medium Hasil Referensi

Pistacia khinjuk Medium MS + BA 7,25 tunas Tilkat et al., 2005
Saccharum officinarum Medium MS + BAP + GA3 3 — 7 tunas Khan et al., 2008
Saccharum officinarum Medium MS + BAP 5,46 tunas Biradar et al., 2009
Fragaria sp Medium MS + BA + NAA 5 — 14 tunas Ko et al., 2009
Sphilanthes mauritiana Medium MS+ BA 18,8 tunas Sharma et al., 2009
Chrysanthemum morifolium Medium MS+BAP 4,1 tunas Waseem et al., 2009
Aloe Vera Medium MS + BAP + NAA + PVP 16 — 21,5 tunas Nayanakantha et al.,

Musa acuminata

Hevea braziliensis

Tecomella undulata
Vanda coerulea

Punica granatum

Curculigo latifolia

Carica papaya

Rose

Paulownia tomentosa

+ asam sitrat + arang aktif

2010

Medium MS + BAP 3,5-20,25 tunas Jafari et al., 2011
Medium MS Ag NO; Pepton 2 — 3 tunas Sirisom dan Te-Chato,
6-Benzyladenine arang aktif 2012
Medium MS + BA + NAA 2 tunas Tyagi dan Tomar, 2013
Medium VW+BA 2 tunas Jitsopakul et al., 2013
Medium MS + BAP +kinetin + 3,75 tunas Singh dan Patel, 2014
Adenin sulfat

Medium MS + IBA+ Thidiazuron 3,08 tunas Babaei et al., 2014
Medium MS BAP, NAA Casein 1,8 tunas Nguyen et al., 2018
hydrolysate

Medium MS+ BAP+NAA 7,0 tunas Khaskheli et al., 2018
Medium MS-+Thidiazuron 9,1 tunas Amirova et al., 2022

Konfirmasi Kestabilan Genetik Tanaman Hasil
Kultur Tunas Pucuk

Salah satu faktor penting sebelum teknik kultur
in vitro dapat diaplikasikan untuk memproduksi
benih tanaman secara masal adalah memastikan
tanaman hasil kultur in vitro memiliki tingkat
kestabilan genetik yang tinggi. Benih hasil kultur
in vitro memiliki kesamaan genetik dengan induk
yang digunakan sebagai tanaman sumber eksplan.
Namun demikian, banyak penelitian melaporkan
bahwa tanaman hasil kultur in vitro memiliki
varisasi genetik dibandingkan dengan tanaman
induknya. Teknik in vitro dilaporkan dapat
menghasilkan variasi genetik pada ‘klon-klon’ yang
dihasilkan, suatu fenomena yang dikenal sebagai
somaclonal variation. Oleh karena itu uji kestabilan
genetik tanaman hasil kultur in vitro sangat
diperlukan untuk memastikan bahwa teknik
tersebut mampu menghasilkan tanaman-tanaman
yang frue to type.

Konfirmasi kestabilan genetik tanaman hasil
kultur in vitro banyak dilakukan secara morfologi,
sitologi, biokimia ataupun dengan menggunakan
penanda molekular (Semagn et al, 2006;
Sisunandar et al., 2010; Sarwat et al., 2012;

Nadeem et al., 2018). Analisis morfologi banyak
dilakukan berdasarkan pada ciri bentuk luar organ
tanaman seperti tinggi tunas, jumlah akar, jumlah
daun, panjang daun, lebar daun maupun warna
bunga, bentuk biji, warna organ (Rani dan Raina,
2000). Kekurangan penanda ini adalah jumlah sifat
agronomis yang terbatas dan dipengaruhi faktor
lingkungan (Nadeem et al., 2018).

Uji biokimia didasarkan pada variasi enzim
yang disebut isoenzim dan metabolit sekunder
(Mateu-Andrés dan De Paco, 2004). Penanda ini
bersifat kodominan, mudah digunakan dan harga
relatif murah, namun karakter yang diamati sedikit,
mendeteksi sedikit polimorfisme dan tergantung
pada faktor teknik kultur in vitro yang dilakukan
(Mondini et al., 2009). Penanda biokimia ini sangat
tergantung pada ekspresi gen, lingkungan dan
tahapan perkembangan tanaman (Sarwat et al.,
2012; Nadeem et al., 2018).

Uji sitologi banyak dilakukan berdasarkan
aberasi kromosom (Phillips et al, 1994) dan
perubahan derajat ploidi (Rani dan Raina, 2000).
Variasi yang dapat dilihat pada penanda sitologi
berdasarkan perbedaan euchromatin dan
heterochromatin. Sebagai contoh Pita G diproduksi
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pewarna Giemsa, pita Q diproduksi oleh quinacrine
hydrochloride dan pita R merupakan kebalikan dari
pita G (Nadeem et al., 2018). Pemanfaatan penanda
DNA banyak digunakan karena: (1) tidak
dipengaruhi kondisi lingkungan, (2) mendeteksi
perubahan pada daerah penyandi maupun bukan
penyandi, (3) bersifat turun temurun, (4) jumlah
melimpah di dalam genom, (5) mudah dan efisien
dalam penanganan, (6) bersifat polimorfik, (7)
reproducible (Sarwat et al., 2012).

Penanda molekular saat ini yang telah
digunakan untuk analisis stabilitas genom tanaman
hasil kultur in vitro antara lain dengan penanda
Amplified fragment length polymorphism (AFLP)
pada tanaman Azadirachta indica (Singh et al.,
2002), penanda Restriction fragment length
polymorphism (RFLP) pada tanaman Hypericum
perforatum (Haluskova dan Kosuth, 2003),
penanda Simple single repeat (SSR) pada tanaman
kelapa sawit (Cahyaningsih et al, 2016) dan
penanda  Randomly  amplified  microsatellite
polymorphism (RAMP) pada tanaman Sechium
edule (Cruz-Martinez et al., 2017). Ramet kelapa
sawit menunjukkan kesamaan genetik 90-100%
terhadap ortet berdasarkan penanda molekular SSR
(Cahyaningsih et al., 2016).

Salah satu penanda molekular yang banyak
digunakan untuk menguji tingkat kestabilan genetik
tanaman hasil kultur in vitro adalah Random
amplified polymorphic DNA (RAPD). Metode ini
didasarkan atas teknik reaksi polimerisasi berantai
(PCR) dengan primer yang digunakan adalah
oligonukleotida yang terdiri dari 5-10 nukleotida
(Semagn et al, 2006; Nadeem et al., 2018). Uji
molekuler ini dilakukan dengan cara melihat pola
pita DNA yang dihasilkan setelah DNA genom
diamplifikasi ~ menggunakan  primer  acak.
Keunggulan RAPD: (1) tidak memerlukan
pengetahuan latar belakang genom tanaman yang
akan diteliti, (2) mampu menghasilkan karakter
yang relatif tidak terbatas jumlahnya, (3) diperlukan
kuantitas sampel DNA yang sedikit, (4) hemat
biaya, (5) mudah dipelajari, (6) primer mudah
didapatkan. Sedangkan kelemahannya adalah
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tingkat reprodusibilitasnya rendah, sensitif terhadap
variasi konsentrasi DNA, dan memerlukan optimasi
suhu dan primer pada saat pengujian. Penanda
RAPD bersifat dominan, sehingga tidak dapat
membedakan individu genotipe homozigot dan
heterozigot (Semagn et al., 2006).

Random amplified polymorphic DNA telah
banyak digunakan untuk menganalisis kestabilan
genetik tanaman hasil kultur in vitro (Tabel 3).
Hasil uji molekuler dengan menggunakan teknik
RAPD menunjukkan hasil yang bervariasi. Pada
beberapa tanaman, uji RAPD menunjukkan bahwa
tanaman hasil kultur in vitro memiliki tingkat
kestabilan yang tinggi, seperti pada tanaman
Phoenix dactylifera (Kumar et al., 2010), Citrus
suhuiensis (Devy et al., 2012b), Musa acuminata X
Musa balbisiana, ABB (Poerba et al., 2012),
Dendrocalamus strictus (Goyal et al., 2015),
Origanum majorana (Cetin, 2018), Tectona
grandis (Nurtjahjaningsih et al., 2018). Namun
demikian, pada tanaman yang lain, uji kestabilan
genetik dengan menggunakan teknik RAPD
menunjukkan adanya variasi somaklonal pada
tanaman hasil kultur in vitro, seperti pada tanaman
tebu (Zucchi et al., 2000; Doule et al., 2008;
Lengkong et al., 2012).

Uji molekuler lain yang banyak digunakan
untuk memastikan kestabilan genetik tanaman hasil
kultur in vitro adalah teknik Inter simple sequence
repeat (ISSR). ISSR merupakan penanda molekular
berbasis PCR (reaksi polimerisasi berantai) yang
menggunakan sekuen mikrosatelit (Zietkiewicz et
al., 1994). Mikrosatelit terdiri dari sekuen berulang
dalam untai DNA yang tidak mengkode sifat
tertentu dan bersifat lestari (Widiastuti ef al., 2013).
Sekuen berulang terdiri dari di, tri dan tetra
oligonukleotida. ISSR menggunakan primer lebih
panjang (15-30 mers) bila dibandingkan dengan
RAPD yang hanya 10 mers. ISSR memiliki
jangkauan amplifikasi yang lebih luas karena
melibatkan sekuen diantara mikrosatelit yang
memiliki panjang sekuen berbeda-beda. Biasanya
pita DNA yang dihasilkan dari ISSR sekitar
200-2000 bp (Semagn et al., 2006).
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Tabel 3. Kestabilan genetik tanaman hasil kultur jaringan berdasarkan penanda RAPD. (Plant genetic stability
of tissue culture based on RAPD markers).

Tanaman

Hasil

Referensi

Dioscorea bulbifera
Arachis retusa

Vitis spp

P fascilularis
Phoenix dactylifera
Citrus suhuiensis

Musa acuminata X
Musa balbisiana, ABB

Dendrocalamus strictus
Origanum majorana
Tectona grandis

Salvia hispanica L.

Saccharum officinarum

Bambusa balcooa

Tidak ada variasi
Genetik stabil

Genetik stabil

Belum dilakukan

Tidak ada variasi genetik
Tidak ada variasi genetik

Tidak ada variasi genetik

Tidak ada variasi genetik
Tidak ada variasi genetik
Tidak ada variasi genetik
Tidak ada variasi genetik

Ada variasi genetik (37 %)
Ada variasi genetik (6,93 %)
Ada variasi genetik (13,8 %;
3,0 % dan 0,3 %)

tidak ada variasi somklonal

Dixit et al., 2003
Gagliardi ef al., 2007
Alizadeh dan Singh, 2009
Jose et al., 2016

Kumar et al., 2010

Devy et al., 2012b
Poerba et al., 2012

Goyal et al., 2015

Cetin, 2018
Nurtjahjaningsih et al., 2018
Yadav et al., 2019

Lengkong et al., 2012
Zucchi et al., 2000
Doule et al., 2008

Suwal et al., 2021

Penanda ISSR lebih sederhana dalam aplikasi,
mudah dilakukan, cepat dan tidak memerlukan
banyak informasi untuk mendesain primer
(Zietkiewicz et al., 1994). Dibandingkan RAPD,
ISSR disebut lebih reliable yang ditunjukkan
dengan polimorfisme per primer lebih tinggi.
Rata-rata polimorfisme yang dihasilkan primer
ISSR 6.5 sedangkan RAPD hanya 2.0 (Qian ef al.,
2001).

Seperti halnya RAPD, ISSR juga dapat
digunakan untuk menguji stabilitas genetik
tanaman hasil kultur in vitro dengan hasil yang
bervariasi (Tabel 4). Beberapa studi menunjukkan
bahwa teknik kultur in vitro mampu menghasilkan

tanaman dengan kestabilan genetik yang tinggi,
seperti pada Phoenix dactylifera (Kumar et al.,
2010), Citrus suhuiensis (Devy et al., 2012b), Musa
acuminata X Musa balbisiana (Poerba et al., 2012),
Dendrocalamus  strictus (Goyal et al., 2015),
Reseda pentagyna (Al-Qurainy et al., 2018), Salvia
hispanica L. (Yadav et al, 2019). Namun
demikian, uji kestabilan genetik pada tanaman
citrumelo yang menggunakan eksplan daun muda
(Yulianti et al., 2018) dan tanaman anggur yang
menggunakan eksplan berupa batang dan akar
(Indaryani et al., 2019) menunjukkan adanya
variasi somaklonal pada tanaman hasil kultur in
vitro.
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Tabel 4. Kestabilan genetik tanaman hasil kultur jaringan berdasarkan penanda ISSR. (Plant genetic stability of tissue culture based on

ISSR markers).

Tanaman Hasil Referensi
Vitis spp Genetik stabil Alizadeh dan Singh, 2009
Phoenix dactylifera Tidak ada variasi genetik Kumar et al., 2010

Citrus suhuiensis

Musa acuminata X
Musa balbisiana, ABB

Dendrocalamus strictus
Reseda pentagyna
Salvia hispanica L.
Citrumelo

Vitis vinifera

Prospek dan Rekomendasi

Pandanus  tectorius merupakan tanaman
serbaguna yang memiliki fungsi ekologi, ekonomi,
industri, bahan pangan, bahan untuk pengobatan
yang  potensial untuk  dimanfaatkan dan
dikembangkan. Perbanyakan tanaman ini dapat
dilakukan secara kultur in vitro melalui kultur
pucuk tunas. Uji kestabilan genetik klon-klon hasil
kultur in  vitro penting dilakukan untuk
mengkofirmasi sifat genetik yang diinginkan. Uji
stabilitas genetik pada P fectorius dapat dilakukan
dengan menggunakan penanda molekular RAPD
dan ISSR.
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