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ABSTRACT Keywords:
Conservation of perennial plants such as apple is generally carried out in the field. )
However, due to the several obstacles triggered by climate change and pest and disease apple;

attack, a more efficient conservation system is needed, for example in vitro. In vitro in vitro
conservation is an alternative for preserving clonal propagated plants such as apples. conservation;
The study was aimed to know the effect of media strength and growth hormone MS media

concentration on in vitro conservation of apple. The research wasconducted at the
Integrated Laboratory of ICSFRI from August to December 2018. The media tested were
full (FS) and half strength (HS) of MS Media with the addition of BA. The accessions
tested were K60, K66, K01, K84 and apple rootstock. The results showed that full
strength MS media was better at maintaining explants alive than half-strength during the
four months of conservation without subculture. The combination of MS FS and BA 0.1
mg L-1 media gave the best results for apple conservation for accessions K01 and K66.

Kata Kunci: ABSTRAK

apel;
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Konservasi tanaman tahunan seperti apel umumnya dilakukan di lapang. Namun, karena
beberapa kendala yang dipicu oleh perubahan iklim dan serangan hama dan penyakit,
diperlukan sistem konservasi yang lebih efisien, misalnya secara in vitro. Konservasi in
vitro adalah alternatif untuk melestarikan tanaman yang diperbanyak secara klonal
seperti apel. Penelitian ditujukan untuk melihat pengaruh perbedaan konsentrasi media
dan ZPT untuk konservasi apel secara in vitro. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Terpadu Baltjestro dari Agustus hingga Desember 2018. Media yang diuji adalah Media
MS dengankonsentrasi garam penuh (FS) dan setengah (HS) dengan penambahan BA.
Aksesi yang diuji adalah K60, K66, KO1, K84 dan batang bawah apel. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa media MS FS lebih baik dalam mempertahankan eksplan hidup
daripada HS selama empat bulan konservasi tanpa subkultur. Kombinasi MS FS dan BA
0.1 mg L-1 memberikan hasil terbaik untuk konservasi apel untuk aksesi KO1 dan K66.
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PENDAHULUAN

Apel adalah salah satu buah
subtropika yang banyak diimpor untuk
memenuhi permintaan masyarakat. Buah
produksi dalam negeri hanya untuk tiga
varietas yang adaptif di Indonesia, yaitu
Manalagi, Rome Beauty dan Anna dengan
daerah produksi terbatas di Jawa Timur.
Selain tiga varietas tersebut tidak diketahui
adanya varietas lain yang ditanam dalam
skala produksi. Hal ini Karen adaya
adaptasi apel yang rendah dan
membutuhkan perawatan yang intensif

untuk  berproduksi di iklim tropis
Indonesia.
Beberapa koleksi apel selain

Manalagi, Rome Beauty dan Anna
memiliki potensi untuk dikembangkan
sebagai varietas baru. Namun
pemeliharaan dan konservasi koleksi
tersebut  di  lapang  menunjukkan
permasalahan yang rumit yang dipicu oleh
perubahan iklim dan serangan hama
penyakit yang pada akhirnya menyebabkan
gangguan pertumbuhan. Oleh karena itu
diperlukan metode konservasi lain yang
lebih efisien dan berkelanjutan.

Selain  konservasi  in  situ,
konservasi ex situ meliputi kultur in vitro
dan bank benih merupakan langkah yang
dapat ditempuh dalam upaya pelestarian
SDG (Klavina and Klavina, 2018). Pada
umumnya tanaman buah tahunan berkayu
seperti apel dipelihara di lapang. Namun
sejalan dengan tantangan yang dihadapi di
lapang untuk kegiatan konservasi, maka
diperlukan alternative system
penyimpanan dan pelestarian yang lebih
sesuai. Kultur jaringan dapat digunakan
untuk melestarikan tanaman dengan target
konservasi berupa materi klonal (Oseni et
al., 2018) untuk konservasi tanaman yang
diperbanyak secara vegetatif(Arbeloa et
al., 2017).  Tujuannya adalah untuk
menghindari kehilangan tanaman baik
karena bencana alam, seperti banjir,
kekeringan serta serangan hama dan

penyakit (Sedlak, Zidova, & Paprstein,
2019).

Konservasi SDG secara in vitro
dilakukan melalui prosedur kultur in vitro
yang didesain untuk mereduksi laju
pertumbuhan dari yang awalnya cepat
menjadi lambat (slow growth). Slow
growth (SG)dalam kultur in vitro diperoleh
melalui pengurangan suhu, modifikasi
media kultur dengan penambahan bahan
osmotik dan penghambat pertumbuhan

(Dewi et al., 2015) atau dengan
menghilangkan  pemacu  pertumbuhan
dengan  tujuan untuk = mengurangi

metabolisme pada tingkat selular sehingga
dapat memperpanjang periode waktu antar
subkultur (review oleh da Silva dan
Scherwinski-Pereira, 2011). Secara umum,
periode konservasi dalam suhu dingin
berkisar antara beberapa bulan hingga satu
tahun. Hal ini dipengaruhi oleh ada
tidaknya cahaya, umur, ukuran, status
fisiologimateri kultur, dan optimasi untuk
setiap spesies sangat diperlukan (Benelli et
al., 2012).

Penambahan bahan osmotik dan
pengurangan garam dan hormone dalam
media menjadi salah satu prosedur yang
digunakan untuk memperoleh SG dalam
kultur in vitro pada berbagai tanaman,
misalnya pada apel (Hao & Deng, 2003),
anggrek  (Lopez-Puc, 2013), pisang
(Edirisinghe et al., 2017), carica (Rahayu et
al., 2015), kerabat kentang (Mufioz et al.,
2019) dan kurma (EI-Bahr et al., 2016).
Penambahan bahan osmotic seperti
sukrosa dan mannitol berperan sebagai
penghambat pertumbuhan karena adanya
tekanan osmotik. Sumber karbon ini
mengurangi potensial air dan membatasi
ketersediaan air bagi eksplan (review oleh
da Silva and Scherwinski-Pereira, 2011).
Sukrosa banyak dijumpai sebagai sumber
karbohidrat dan pengatur tekanan osmotik
pada studi konservasi in vitro untuk Genus
Prunus (Arbeloa et al., 2017), pada kerabat
anggur (Pan et al., 2014), jahe(Mengs,
2018), kurma (Mona et al., 2016), kentang
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(Nasiruddin and Islam, 2018), dan lain-
lain.

Karbohidrat pada kultur in vitro
berperan sebagai sumber energi, pengatur
tekanan osmotik dan sumber karbon.
Karbohidrat dapat mempengaruhi
pertumbuhan dan diferensiasi jaringan
dengan mengatur ekspresi gen. Pada apel,
sukrosa 3% merupakan sumber karbon
yang banyak digunakan untuk
perbanyakan  tunas  (review  oleh
Dobranszki and Teixeira da Silva, 2010).
Penelitian  ditujukan  untuk  melihat
pengaruh perbedaan konsentrasi media dan
hormon untuk konservasi apel secara in
vitro.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan di
laboratorium Pemuliaan Tanaman, Balai
Penelitian Tanaman Jeruk dan Buah
Subtropika pada bulan Agustus —
Desember 2018.

Eksplan apel yang digunakan
sebagai materi konservasi berasal dari
tunas hasil induksi meristem, yang
diperbanyak dengan metode transversal
thin cell layer (tTCL), dipotong dengan
ketebalan 0.2 mm - 1 mm. Media
perbanyakan yang digunakan berdasarkan
komposisi dasar Murashige dan Skoog
(MS). Tunas yang diperoleh dari
perbanyakan dibesarkan dan dipelihara
sampal mencapai tinggi 3 — 4 cm,
selanjutnya dijadikan sebagai materi
konservasi. Tunas dipotong dengan ukuran
2-3 mm tepat dibagian nodal.

Sebanyak lima aksesi digunakan
materi dalam penelitian konservasi iniyaitu
aksesi batang bawah, K60, K66, K84 dan
KO1. Reduksi laju pertumbuhan tunas
dilakukan dengan mengurangi garam
media MS: full strength (FS) dan half
strength ~ (HS);  penambahan sumber
karbonsukrosa level 25 g L serta
penggunaan hormon benzyladenin (BA)
dengan konsentrasi rendah0.1 mg L' dan
0.2mgL"':Bl) FS+BA 0.1 mgL'1, B2)

FS+BA0.2mgL1, B3)HS+BA 0.1 mg
L', B4 HS+BA0.2mgL™").

Penelitian ~ ini  menggunakan
rancangan acak lengkap dengan total4
perlakuan, masing-masing sebanyak tiga
ulangan. Parameter pengamatan meliputi;
jumlah  tunas hidup, jumlah tunas
terinduksi dan jumlah kalus
terbentuk,diamati empat bulan setelah
tanam.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Konservasi merupakan upaya
pelestarian  keragaman sumber daya
genetik (SDG) dari kepunahan, dengan
tetap mempertahankan kestabilan genetik
pada masing-masing individu baik secara
ex vitro maupun in vitro. Salah satu metode
konservasi in vitro pada SDG, melalui
reduksi  laju  pertumbuhan  dengan
modifikasi media pertumbuhan.
Modifikasi pertumbuhan dalam penelitian
ini dilakukan dengan mengurangi garam,
konsentrasi sumber  karbon dan
penggunaan hormone dalam konsentrasi
rendah.

Pengaruh media dasar dan BA dengan
konsentrasi berbeda

Modifikasi perlakuan yang dilakukan
ditujukan untuk optimasi media konservasi
dengan penambahan hormon BA dengan
konsentrasi rendah serta penggunaan
konsentrasi media dasar FS dan HS. Tabel
1 menunjukkan pertumbuhan eksplan dua
bulan setelah kultur. KO1 dan K60
memberikan respon relative baik untuk
parameter  jumlah  eksplan  hidup
disbanding aksesi lainnya pada semua
media yang diuji, sedangkan aksesi K66
menunjukkan performa paling rendah di
semua media. Aksesi batang bawah (BB)
bertahan lebih baik pada media dengan
konsentrasi BA yang lebih rendah.

Induksi tunas terjadi pada
seluruhaksesi yang ditanam di semua
media, dengan persentase tertinggi terdapat
pada aksesi K66 yang ditanam di media
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B4. Konsentrasi HS di media MS justru
meningkatkan ~ jumlah  tunas  yang
terinduksi disbanding penggunaan media
FS, sementara untuk induksi kalus masih
terjadi pada semua media dan hanya aksesi
K01 dan K60 yang tidak terinduksi pada
media B2, B3 dan B4. Hal ini sejalan
dengan hasil studi Arbeloa et al. (2017)

pada tanaman buah terutama dari Genus
Prunus yang mendapatkan hasil laju
multiplikasi tunas lebih tinggi pada media
full-strength MS dibanding media half-
strength MS dengan konsentrasi sukrosa
yang sama.

Tabel 1. Pertumbuhan eskplan dengan konsentrasi media MS dan BA berbeda empat bulan

setelah tanam.

Media AKksesi

% Eksplan hidup

(1)
%o Eksplan % Eksplan berkalus

bertunas
BB 77,78 38,89 33,33
K84 55,56 5,56 55,56
B1 K66 33,33 22,22 11,11
K01 88,89 55,56 22,22
K60 77,78 61,11 0
BB 27,78 11,11 16,67
K84 55,56 33,33 16,67
B2 K66 16,67 5,56 16,67
K01 77,78 22,22 33,33
K60 77,78 55,56 5,56
BB 66,67 50,00 0
K84 27,78 22,22 0
B3 K66 0,00 0,00 0
K01 61,11 16,67 16,67
K60 83,33 77,78 0
BB 33,33 22,22 0
K84 27,78 11,11 0
B4 K66 11,11 11,11 0
K01 66,67 50,00 5,56
K60 66,67 55,56 0

Konsentrasi sukrosa menjadi 25 g L
dianggap cukup untuk mempertahankan
eksplan dalam kultur in vitro terutama
untuk aksesi KO1 dan K66 selama empat
bulan tanpa memerlukan subkultur. Namun
demikian, dengan tujuan untuk konservasi
jangka pendek, observasi selama empat
bulan belum cukup untuk melihat daya
tahan eksplan. Oleh karena itu, diperlukan
uji lanjutan dengan masa observasi yang

lebih panjang mendekati masa konservasi
jangka pendek selama 12 bulan.El-
Homosany dan Shimaa (2016)mampu
mempertahankan kultur apel hingga 12
bulan dengan penambahan sorbitol. Oleh
karena itu, dengan ekspektasi yang sama,
modifikasi media untuk uji selanjutnya

dengan perlakuan pengatur tekanan
osmotik akan dilakukan.
&
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Tabel 2. Pengaruh aksesi terhadap pertumbuhan eksplan empat bulan setelah kultur.

Aksesi % Eksplan hidup % eksplan bertunas % eksplan berkalus™
BB 51.39 ab 30.56 b 12.50
K84 41.67 b 18.06 bc 18.06
K66 15.28 ¢ 972 ¢ 6.94
KO1 73.61 a 36.11 b 19.44
K60 76.39 a 62.50 a 1.39

Keterangan: Angka diikutihurufberbeda pada kolom yang samaadalahberbedanyata pada uji DMRT taraf5% ;

ns tidaksignifikan

Analisa lanjutan pada Tabel 2 dan 3
menunjukkan  adanya perbedaan yang
signifikan dalam pertumbuhan eskplan sebagai
pengaruh dari aksesi dan media dengan
konsentrasi berbeda yang digunakan. Secara
keseluruhan, aksesi K60 memberikan respon
paling baik untuk pengembangan jaringan
dengan arah pertunasan, sementara itu K66
menunjukkan respon paling rendah untuk
semua variabel yang diamati. Media MS full
strength dengan BA 0.1 mg L' (Bl)

memberikan dukungan untuk pertumbuhan
yang paling baik dengan garam yang lengkap
untuk mempertahankan eksplan untuk tetap
hidup. Perbedaan respon aksesi terhadap media
menunjukkan  kecenderungan  preferensi
genetik sehingga untuk aksesi lain diperlukan
pengujian lain untuk optimasi media
konservasi. Hal ini sesuai dengan studi Negri
et al., (2000) pada konservasi apel dengan
metode slow growth dengan hasil beragam
antar genotipe yang diuji

Tabel 3. Pengaruh media terhadap pertumbuhan eksplan empat bulan setelah kultur.

Media % Eksplan hidup % eksplan bertunas % eksplan berkalus
B1 66.67 a 36.667 a 24.44 a
B2 51.11 ab 25.556 a 17.78 ab
B3 47.78 ab 33333 a 3.33 be
B4 41.11b 30.000 a l.1lc
Keterangan: Angka diikuti huruf berbeda pada kolom yang sama adalah berbedanyata pada uji DMRT taraf
5%
Hasil  penelitian  pendahuluan Studi  konservasi apel dengan
menunjukkan penggunaan sukrosa penggunaan sukrosa menunjukkan
memberikan respon terbaik dibandingkan kestabilan  genetic  meskipun telah

maltosa dan laktosa (Andrini et al., 2017,
laporan tidak dipublikasikan). Selain itup
eningkatan kemampuan hidup dipengaruhi
oleh penambahan hormon BA konsentrasi
rendah. Diduga BA memiliki kontribusi
agar sel-sel tetap aktif, mengingat bahwa
BA sendiri berperan penting dalam
pembelahan sel dan jaringan. Namun,
setiap aksesi memiliki kemampuan untuk
bertahan  yang  berbeda  sehingga
konsentrasi hormon  juga perlu
diperhatikan. Berdasarkan kajian ini,
kombinasi antara sukrosa dan BA dapat
meningkatkan persentase hidup pada
beberapa aksesi (K01 dan K60).

disimpan hingga 12 bulan (El-Homosany
and Shimaa, 2016). Pengamatan lebih
lanjut  didiperlukan  untuk  melihat
kestabilan genetic apel untukt ujuan
konservasi secara in vitro. Hal 1ini
dikarenakan stress terkait kegiatan
konservasi dapat menyebabkan perubahan
berupa metilasi DNA yang dapat
menyebabkanperubahan (Hao and Deng,
2003).

Keberhasilan konservasi
dipengaruhi oleh interaksi penting antara
factor fisika dan kimia dalam kultur in vitro
(Rezende et al., 2018), sehingga dalam
studi selanjutnya perlakuan yang dapat
dicoba antara lain kombinasi suhu rendah
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dan perlakuan gelap (Benelli et al., 2012),
perlakuan inhibitor etilen (Cha-um &
Kirdmanee, 2007), asam absisat (Mona et
al., 2016) atau dengan mencoba media
dasar lainnya seperti WPM (Alvim et al.,
2020) dan zat pengatur tumbuh lainnya
(Mancilla—Alvarez et al., 2019; Pan et al.,
2014; Montalvo-Peniche et al., 2007; Rida
et al., 2015).

KESIMPULAN

1. Media MS full strength lebihbaik
dalam mempertahankan eksplan hidup
dibanding half-strength selama empat
bulan masa  konservasi  tanpa
subkultur.

2. Kombinasi media MS FS dan BA 0.1
mg L' memberikan hasil terbaik untuk
konservasi apel pada aksesi KOl dan
K66
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