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ABSTRAK

Triyastuti, N. 2018. Optimasi Pertumbuhan Plantlet Chrysanthemum indicum
L. secara in Vitro melalui Peningkatan Luas Permeabilitas Tutup Botol
Kultur dan Penurunan Konsentrasi Sukrosa. Skripsi. Jurusan Biologi
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Negeri
Semarang. Prof. Dr. Enni Suwarsi Rahayu, M.Si. & Talitha Widiatningrum,
S.Si., M.Si., Ph.D.

Krisan (Chrysanthemum indicum L.) adalah salah satu jenis tanaman hias
yang memiliki potensi ekonomi tinggi. Sebagian besar bibit krisan berasal dari
luar negeri. Untuk mengurangi ketergantungan bibit krisan dari luar negeri
diperlukan teknik perbanyakan yang efisien, antara lain dengan kultur in vitro.
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan luas permeabilitas tutup botol kultur
dan konsentrasi sukrosa yang optimal dalam medium kultur terhadap
pertumbuhan plantlet krisan. Peningkatan luas permeabilitas tutup dilakukan
dengan pembuatan lubang seluas 0.2 cm? pada tutup botol kultur yang kemudian
dilapisi dengan membran mikropori berukuran 0.5 pm. Penelitian ini
menggunakan rancangan acak lengkap faktorial dengan dua faktor, yaitu luas
permeabilitas (0 cm?, 0.2 cm?, 0.4 cm? dan 0.6 cm?) dan konsentrasi sukrosa (0
g/l, 10 g/l, 20 g/l dan 30 g/l) dalam media Murashige and Skoog (MS). Parameter
yang diamati ialah waktu munculnya tunas, jumlah dan tinggi tunas, jumlah dan
luas daun, serta jumlah dan panjang akar. Data dianalisis dengan Anava dua arah
dan Duncan’s Multiple Range Test. Hasil penelitian menunjukkan bahwa luas
permeabilitas tutup botol kultur, konsentrasi sukrosa dan interaksinya
berpengaruh terhadap pertumbuhan plantlet Chrysanthemum indicum L. Luas
permeabilitas tutup botol kultur, konsentrasi sukrosa dan interaksinya
mempercepat waktu munculnya tunas krisan. Konsentrasi sukrosa meningkatkan
tinggi tunas, jumlah daun dan luas daun plantlet. Medium MS yang mengandung
sukrosa 20 g/l dengan semua taraf permeabilitas dapat mengoptimalkan
pertumbuhan plantlet krisan. Perlakuan tersebut menghasilkan tunas tertinggi,
daun terluas, dan mampu mendorong munculnya tunas yang lebih cepat.
Berdasarkan hasil tersebut disarankan menumbuhkan krisan secara in vitro dalam
media MS mengandung sukrosa 20 ¢/l dengan atau tanpa peningkatan
permeabilitas tutup botol kultur.

Kata kunci: konsentrasi sukrosa, kultur in vitro, luas permeabilitas, pertumbuhan
plantlet Chrysanthemum indicum L.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman hias merupakan salah satu komoditas hortikultura yang
mempunyai prospek agribisnis yang cukup besar di Indonesia. Salah satu jenis
tanaman hias yang memiliki potensi ekonomi tinggi adalah krisan
(Chrysanthemum indicum L.). Krisan merupakan bunga potong yang populer di
Indonesia. Bunga yang termasuk dalam famili Asteraceae ini mempunyai
keunggulan pada variasi warna, ukuran, bentuk, ketahanan bunga dan ketegaran
tangkai bunga, serta harga bunga yang menjadi bahan pertimbangan konsumen
dalam pembelian bunga krisan (Nurmalinda & Hayati 2014). Krisan juga
berkontribusi terhadap devisa negara. Kontribusi krisan dilihat dari nilai
ekonominya terhadap devisa negara pada Juli 2016 adalah sebesar 47,841 USD.
Nilai ini merupakan sumbangan devisa terbesar dibandingkan dengan anggrek,
mawar dan lili pada subsektor florikultura (BPS 2016).

Selain merupakan bunga potong yang populer, krisan mempunyai berbagai
manfaat untuk kesehatan. Ekstrak bunga krisan mengandung banyak senyawa
fenolik dan flavonoid yang berfungsi sebagai antioksidan yang dapat mencegah
radikal bebas di dalam tubuh (Husain & Kumar 2015), mencegah pembentukan
tumor (Jing et al. 2015), bersifat hepatoprotective (Jeong et al. 2013),
memperbaiki struktur ginjal (Amrani et al. 2016), mencegah kelainan janin
(Amrani et al. 2012), bersifat neuroprotective (Yoo et al. 2016) dan bersifat

1



antiaging (Sun et al. 2016). Selain itu, ekstrak bunga krisan terbukti dapat
dijadikan insektisida dan ovusida alami yang dapat membunuh nyamuk dan
menghambat daya tetas telur Aedes aegypti yang merupakan vektor penyakit
demam berdarah (Boesri et al. 2015; Mayangsari et al. 2015). Daun tanaman
krisan juga bersifat antibakteri karena mampu menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli (Alviana 2016).

Pengembangan agribisnis bunga potong krisan memiliki prospek yang
menjanjikan untuk direalisasikan guna meningkatkan angkatan kerja dan
pendapatan petani (Andri 2013). Menurut Pratomo & Andri (2013), secara
finansial budidaya krisan memberikan keuntungan, yaitu dalam satu musim tanam
memberikan profitabilitas 70% dari dana yang diinvestasikan. Namun demikian,
menurut Andri (2013) 80% bibit krisan masih bergantung pada suplai impor.
Upaya mengurangi ketergantungan kebutuhan bibit bunga krisan impor perlu
dilakukan suatu teknik perbanyakan yang efisien sehingga kebutuhan bibit dapat
terpenuhi baik jumlahnya maupun varietas yang diinginkan (sesuai kebutuhan
pasar).

Salah satu teknik perbanyakan tanaman yang efisien adalah teknik kultur
jaringan atau kultur in vitro. Kultur jaringan adalah suatu teknik isolasi bagian-
bagian tanaman seperti jaringan, organ, embrio yang dipelihara dan ditumbuhkan
dalam media buatan yang steril agar mampu beregenerasi dan berdiferensiasi
menjadi tanaman lengkap. Faktor yang menentukan keberhasilan kultur jaringan

antara lain adalah zat pengatur tumbuh dan lingkungan abiotik (Zulkarnain 2009).



Kondisi lingkungan in vitro berbeda dengan kondisi lingkungan ex vitro.
Kondisi lingkungan in vitro ditandai dengan kelembaban udara yang tinggi,
intensitas cahaya rendah, konsentrasi CO2 rendah, pergerakan udara terbatas, dan
adanya kandungan gula dalam media kultur (Hazarika 2003), sedangkan kondisi
lingkungan ex vitro ditandai dengan kelembaban udara yang rendah, intensitas
cahaya tinggi, konsentrasi CO> tinggi, pergerakan udara tidak terbatas, dan tidak
adanya kandungan gula dalam tanah. Kondisi lingkungan yang berbeda tersebut,
sering menyebabkan tanaman hasil kultur in vitro mengalami kerusakan stomata,
penipisan lapisan lilin epikutikuler, pemanjangan tunas berlebihan, penurunan
konsentrasi klorofil dan hiperhidrasi sehingga intensitas pertumbuhan dan peluang
hidup dalam lingkungan ex vitro juga rendah karena proses adaptasi yang ekstrim
(Lucchesini et al. 2001; Hazarika 2006; Chaum et al. 2011). Oleh karena itu,
perlu pengendalian kondisi lingkungan in vitro menjadi seperti kondisi
lingkungan ex vitro untuk menghasilkan tanaman yang lebih mudah beradaptasi
dengan lingkungan ex vitro (Rahayu 2015).

Kultur fotoautotrofik adalah metode mikropropagasi yang menggunakan
medium bebas atau sedikit gula, sehingga kebutuhan karbohidrat untuk
pertumbuhan tergantung pada fotosintesis. Oleh karena itu, teknik ini disebut pula
sebagai mikropropagasi fotosintetik atau mikropropagasi bebas gula (Kozai &
Kubota 2005a). Teknik mikropropagasi fotoautotrofik diwujudkan melalui
modifikasi medium dan lingkungan kultur untuk menjamin terjadinya fotosintesis
yang optimal dan terbentuknya plantlet yang adaptatif di lingkungan ex vitro.

Penggunaan bahan pengisi medium bersama larutan nutrien anorganik di bawah



kondisi lingkungan terkendali merupakan ciri-ciri kultur fotoautotrofik (Kubota
2002).

Kultur fotoautotrofik telah banyak dilakukan pada berbagai tanaman.
Melalui membran yang permeabel gas (termasuk COy) dari luar botol kultur dapat
masuk ke dalam sehingga menyebabkan konsentrasi CO2 di dalam botol
meningkat. CO> merupakan bahan dasar fotosintesis yang menghasilkan glukosa
atau karbohidrat sederhana. Hal ini didukung oleh hasil penelitian yang
menyimpulkan bahwa pengayaan CO: dapat meningkatkan pertumbuhan dan
perkembangan daun dan tunas pada planlet Protea cynaroides L. Planlet yang
dikulturkan dalam media dengan pengayaan CO2 memiliki bobot kering tunas
lebih tinggi dibandingkan dengan planlet yang dikulturkan tanpa pengayaan CO..
Hal tersebut menunjukkan bahwa ada translokasi fotosintat yang cukup besar dari
daun ke tunas plantlet (Wu & Lin 2013). Penelitian Silva et al. (2014) pada
spesies Cattleya walkeriana menggunakan metode natural ventilation system,
yaitu pembuatan lubang pada tutup botol yang kemudian dilapisi dengan
membran filter menunjukkan bahwa pasokan CO. memberikan hasil optimal
dalam pertambahan panjang tunas Cattleya walkeriana. Menurut hasil penelitian
Norikane et al. (2013) pengayaan kadar CO2 menunjukkan jumlah daun dan akar,
tunas, serta berat segar dan berat kering akar yang lebih baik pada perbanyakan
plantlet Oncidesa. Saldanha et al. (2013) juga menjelaskan pengayaan CO. dapat
menjadi metode yang sesuai untuk perbanyakan Brazilian ginseng [Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen]. Pengayaan CO; pada media menunjukkan jumlah

akar, panjang akar, luas permukaan akar, berat segar, dan berat kering pada



plantlet Macadamia tetraphylla L. ‘Keaau’ yang lebih baik dari pada media tanpa
pengayaan CO. (Chaum et al. 2011).

Selain kadar CO», faktor yang berpengaruh terhadap perkembangan kultur
adalah konsentrasi sukrosa. Menurut penelitian yang telah dilakukan oleh
Gabryszewska (2011), penggunaan sukrosa dengan konsentrasi yang rendah (5
g/l) dapat meningkatkan jumlah tunas ketiak terbanyak pada tanaman Syringa
vulgaris L. Implementasi pengayaan CO: tanpa sukrosa menunjukkan jumlah
akar, bobot akar, dan kekuatan akar yang lebih baik dibandingkan dengan
kombinasi pengayaan CO. dan penggunaan sukrosa 30 g/l pada plantlet
Zantedeschia (Wang et al. 2016).

Berdasarkan uraian di atas, variasi CO. dan konsentrasi sukrosa yang
digunakan terbukti dapat meningkatkan pertumbuhan plantlet. Penelitian
mengenai pengaturan suplai CO, dan sukrosa terhadap tanaman krisan belum
pernah dilakukan. Oleh karena itu, penelitian tentang peningkatan kualitas
pertumbuhan plantlet krisan (C. indicum) dengan mengatur suplai CO2 dan
sukrosa secara in vitro perlu dilakukan. Dalam penelitian ini suplai CO> diatur
dengan meningkatkan luas permeabilitas tutup botol kultur yang diwujudkan
melalui pembuatan lubang seluas 0.2 cm? pada tutup botol kultur yang kemudian
dilapisi dengan membran mikropori berukuran 0.5 pm. Jumlah lubang

menentukan luas permeabilitas tutup botol kultur.



1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas dapat dirumuskan masalah yang perlu
diteliti adalah sebagai berikut.

1. Apakah peningkatan luas permeabilitas tutup botol kultur dapat meningkatkan
pertumbuhan planlet krisan secara in vitro?

2. Apakah penurunan konsentrasi sukrosa dalam media Murashige and Skoog
(MS) dapat meningkatkan pertumbuhan planlet krisan secara in vitro?

3. Bagaimanakah interaksi peningkatan luas permeabilitas tutup botol kultur dan
penurunan konsentrasi sukrosa terhadap pertumbuhan planlet krisan secara in
vitro?

4. Berapakah luas permeabilitas tutup botol kultur dan konsentrasi sukrosa yang

paling optimal dalam pertumbuhan plantlet krisan secara in vitro?

1.3 Penegasan Istilah

Batasan-batasan terhadap beberapa istilah untuk menghindari salah
pengertian dalam memahami isi skripsi ini adalah sebagai berikut.

1. Optimasi adalah suatu proses untuk mencapai hasil yang ideal atau optimal
(nilai efektif yang dapat dicapai). Optimasi yang dilakukan dalam penelitian ini
adalah optimasi terhadap parameter waktu munculnya tunas, jumlah tunas
cabang setiap eksplan dan tinggi tunas, jumlah dan luas daun, serta jumlah dan
panjang akar.

2. Luas permeabilitas tutup botol dalam penelitian ini ditentukan dengan

pembuatan lubang seluas 0.2 cm? pada tutup botol kultur yang kemudian



dilapisi dengan membran mikropori berukuran 0.5 um agar terjadi difusi udara
alami ke dalam botol kultur sehingga meningkatkan kadar CO, dan gas-gas

lain, namun tidak memungkinkan mikroorganisme masuk ke dalam botol.

1.4 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah menganalisis:

1. luas permeabilitas tutup botol kultur terhadap peningkatan pertumbuhan planlet
krisan secara in vitro,

2. penurunan konsentrasi sukrosa dalam media Murashige and Skoog (MS)
terhadap peningkatan pertumbuhan planlet krisan secara in vitro,

3. interaksi luas permeabilitas tutup botol kultur dan penurunan konsentrasi
sukrosa terhadap peningkatan pertumbuhan planlet krisan secara in vitro,

4. luas permeabilitas tutup botol kultur dan konsentrasi sukrosa yang paling

optimal dalam peningkatan pertumbuhan plantlet krisan secara in vitro.

1.5 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan menjadi dasar pengembangan perbanyakan
bibit krisan secara in vitro dan sebagai acuan bagi pelaku usaha budidaya krisan
untuk mendapatkan bibit krisan yang seragam, steril dan berkualitas dalam jumlah
banyak dengan waktu yang relatif singkat tanpa bergantung pada luas lahan,

kondisi lingkungan dan musim.



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA DAN HIPOTESIS

2.1 Tinjauan Pustaka

2.1.1 Biologi Krisan

Krisan merupakan salah satu tanaman semusim yang berbatang tegak,
habitus berupa semak setinggi 30-200 cm. Umumnya masyarakat Indonesia
mengenal krisan dengan nama seruni atau bunga emas (golden flower). Tanaman
ini memiliki sistem perakaran tunggang. Daun pada tanaman krisan bercelah atau
bergerigi dengan pertulangan daun menyirip. Daun tersusun secara berselang
seling pada batang. Bunga krisan termasuk bunga majemuk lengkap terminalis
yang terdiri atas bunga pita dan bunga tabung (Purwanto & Martini 2009).
Klasifikasi krisan menurut United Stated Department of Agriculture (2008) adalah
sebagai berikut.

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo . Asterales
Famili : Asteraceae
Genus : Chrysanthemum

Spesies  : Chrysanthemum indicum L.



Gambar 2.1. Morfologi bunga C. indicum (Triyastuti 2017). Scale bar: 1 cm

Menurut Soedarjo et al. (2012), krisan dapat tumbuh dengan baik pada
dataran sedang sampai dataran tinggi dengan ketinggian berkisar antara 650
sampai 1.200 mdpl. Media tanam yang baik untuk pertanaman krisan adalah tanah
bertekstur liat berpasir dengan kerapatan jenis 0,2-0,8 g/cm® dengan total
porositas 50-75%. Kandungan air yang baik untuk media berkisar 50-70% dan

kandungan udara dalam pori 10-20% dengan pH sekitar 5,5-6,5.

2.1.2 Metode Perbanyakan Tumbuhan dengan Kultur in Vitro
Fotoautotrofik

Kultur jaringan atau kultur in vitro adalah suatu teknik isolasi bagian-bagian
tanaman seperti jaringan, organ, dan embrio yang dipelihara dan ditumbuhkan
pada media buatan yang steril agar mampu beregenerasi dan berdiferensiasi
menjadi tanaman lengkap (Zulkarnain 2009). Media merupakan salah satu faktor
yang penting dalam kultur jaringan. Media tumbuh dalam kultur jaringan harus
dapat memenuhi kebutuhan eksplan. Berbagai komposisi standar telah

diformulasikan untuk mengoptimalkan pertumbuhan dan perkembangan tanaman
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antara lain komposisi Knudson C (1946), Heller (1953), Nitsch dan Nitsch (1956),
Gamborg dkk. B5 (1976), Linsmaier dan Skoog (1965), Murashige dan Skoog
(1962) serta Woody Plant Medium (Lloyd dan McCown 1980). Murashige dan
Skoog (MS) merupakan media yang umum digunakan sebagian besar spesies
tumbuhan. Media MS mengandung unsur dan persenyawaan yang lebih lengkap
dibanding dengan medium lain (Tabel 2.1). Media kultur jaringan umumnya
mengandung nutrien berupa garam anorganik dalam kadar dan perbandingan
tertentu, sumber karbon, dan zat pengatur tumbuh (ZPT).

Tabel 2.1.Perbandingan Komposisi Senyawa Nutrisi Anorganik Resep
Hoagland, MS, WPM, dan Gamborg-B5

Komponen Kadar senyawa (ppm)

senyawa Hoagland MS WPM  Gamborg-B5
Senyawa makro
NH4:NO; 850,00 1.650,00 400,00 -
KNOs 210,00 1.900,00 - 2500,00
Ca(NOs): - - 386,00 -
CaCl.. ZH20 200,00 440,00 72,50 113,24
KH,PO. 31,00 170,00 170,00 -
KHSO4 - - 990,00 -
(NH4)sPO4 - - - 150,00
(NH4)2504 - - - 134,00
MgS0,4.7H-0 48,00 370,00 180,70 122,09
Senyawa mikro
HsBOs 0,50 6,20 6,20 3,00
Na:Mo04.7H20 0,10 0,25 0,25 0,25
CoClz.6H-0 - 0,025 - 0,025
KI - 0,83 - 0,75
MnS04.7H:0 0,50 16,90 22,30 10,00
ZnS04.7H>0 0,05 8,60 8,60 2,00
CuS0..7H:0 0,02 0,025 0,25 0,025
FeS504.7H:0 1-5,00 27,80 27,85 27,80
Na:EDTA - 37,30 37,30 37,26

Sumber: Rahayu 2015.
Selain media, faktor lain yang mempengaruhi keberhasilan kultur jaringan
adalah lingkungan kultur. Lingkungan kultur merupakan hasil interaksi antara

bahan tanaman, wadah tanaman, dan lingkungan eksternal ruang kultur yang
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memengaruhi  sistem kultur jaringan. Sejumlah faktor lingkungan yang
berpengaruh terhadap pertumbuhan dan perkembangan kultur adalah suhu,
cahaya, karbondioksida, oksigen, dan kelembaban.

Kultur fotoautotrofik adalah metode kultur jaringan yang menggunakan
medium bebas gula, sehingga kebutuhan karbohidrat untuk pertumbuhan
tergantung pada fotosintesis. Oleh karena itu, teknik ini disebut pula sebagai
mikropropagasi fotosintetik atau mikropropagasi bebas gula (Kozai & Kubota
2005a). Teknik mikropropagasi fotoautotrofik diwujudkan melalui modifikasi
medium dan lingkungan kultur untuk menjamin terjadinya fotosintesis yang
optimal dan terbentuknya plantlet yang adaptatif di lingkungan ex vitro.
Penggunaan bahan pengisi medium bersama larutan nutrien anorganik di bawah
kondisi lingkungan terkendali merupakan ciri-ciri kultur fotoautotrofik (Kubota
2002).

Konsep mikropropagasi fotoautotrofik dikembangkan melalui penelitian
yang menunjukkan bahwa jaringan atau organ berkhlorofil mampu melakukan
fotosintesis ketika dipelihara dalam kultur in vitro, dan dapat dioptimalkan dengan
meningkatkan kecepatan pertukaran udara. Dalam beberapa penelitian, dihasilkan
plantlet yang memiliki kelebihan dalam satu hingga beberapa aspek morfologi,
antara lain area daun lebih luas, diameter batang lebih lebar dan sistem perakaran
lebih baik. Aspek fisiologi yang meliputi kapasitas transpor elektron, kandungan
klorofil, fungsi stomata, fotosintesis bersih, berat segar dan kering juga lebih

tinggi dibandingkan yang ditumbuhkan dalam medium dengan gula. Selain itu
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kontaminasi mikroorganisme dapat ditekan dan persentase kelangsungan hidup

pada kondisi ex vitro meningkat (Rahayu 2015).

2.1.3 Peranan Sukrosa dalam Kultur in Vitro

Semua medium kultur in vitro dilengkapi dengan sumber karbon dan energi.
Hampir semua kultur memperlihatkan respon pertumbuhan yang optimum dengan
pemberian disakarida dalam bentuk sukrosa. Apabila sukrosa digantikan oleh
monosakarida atau disakarida lain maka akan terlihat adanya keragaman yang
nyata pada pertumbuhan kultur. Menurut Da Silva (2004), sukrosa merupakan
salah satu jenis gula yang siap dimetabolisir selain glukosa dan fruktosa.
Ketersediaan sukrosa dalam medium pertumbuhan berperan sebagai sumber
energi yang langsung dapat diserap oleh eksplan untuk proses pertumbuhan dan
perkembangan, melalui pembentukan metabolit, pembentukan polimer, regulator
siklus sel dan pembelahan sel (Ruan 2012).

Namun, ketersediaan sukrosa dalam medium pertumbuhan cenderung
membuat plantlet bergantung pada sukrosa dan tidak terlalu bergantung pada CO..
Hal tersebut terutama terjadi apabila konsentrasi CO2 dalam botol kultur rendah
(Kubota et al. 2001). Selain itu, diketahui bahwa plantlet yang dikulturkan dalam
media yang mengandung sukrosa biasanya memiliki mesofil yang kurang
berkembang dengan sel palisade yang kecil. Hal tersebut mempengaruhi
pemanfaatan CO, dan menyebabkan reduksi fotosintesis (Gouk et al. 1997).

Beberapa penelitian menyebutkan penggunaan sukrosa dengan konsentrasi
yang rendah dapat meningkatkan pertumbuhan plantlet. Menurut penelitian yang

dilakukan Gabryszewska (2011), penggunaan sukrosa dengan konsentrasi 5 g/l
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dapat meningkatkan jumlah tunas ketiak terbanyak pada tanaman Syringa vulgaris
L. Wu et al. (2014) menyatakan konsentrasi sukrosa 10 g/l merupakan konsentrasi
yang optimal untuk pertumbuhan protocorm-like bodies (PLB) tanaman anggrek
Renanthera imschootiana Rolfe. Konsentrasi sukrosa yang rendah (20 g/l) juga
mampu menghasilkan tunas terbanyak pada tanaman Magnolia x soulangiana
‘Coates’ (Wojtania et al. 2015). Bahkan implementasi pengayaan CO: tanpa
sukrosa menunjukkan jumlah akar, bobot akar, dan kekuatan akar yang lebih baik
dibandingkan dengan kombinasi pengayaan CO, dan penggunaan sukrosa 30 g/l

pada plantlet Zantedeschia (Wang et al. 2016).

2.1.4 Peranan Permeabilitas Tutup Botol Kultur dalam Kultur in Vitro

Komponen udara yang berperan dalam metabolisme tumbuhan terutama
adalah gas O» dan CO». Seperti pada tumbuhan yang hidup di alam, gas-gas
tersebut diperoleh melalui mekanisme difusi. Eksplan memperoleh gas-gas yang
dibutuhkan dari udara di atas medium dalam bejana kultur dan dari medium.
Intensitas difusi dalam bejana kultur dipengaruhi oleh beberapa faktor. Faktor-
faktor tersebut adalah 1) gradien konsentrasi gas antara bagian dalam dan luar
bejana, 2) gradien tekanan udara dan temperatur antara bagian dalam dan luar
bejana; dan 3) kecepatan dan pola pergerakan udara di sekitar bejana (Fujiwara et
al. 1988; Kozai & Kubota 2005b).

Konsentrasi gas di dalam bejana kultur juga dipengaruhi oleh beberapa
faktor. Tiga faktor utama yang mempengaruhi konsentrasi gas adalah 1) bejana
(volume dan bentuk bejana, permeabilitas dan luas membran tutup bejana); 2)

plantlet (biomasa, jumlah, karakteristik fotosintetik plantlet); dan 3) lingkungan
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ruang kultur (konsentrasi gas dalam ruang kultur, intensitas cahaya, dan kecepatan
pergerakan udara).

Konsentrasi O di udara ambien biasanya sekitar 21% (volume). Konsentrasi
ini dapat ditingkatkan dengan menggunakan pompa udara di luar bejana.
Peningkatan konsentrasi O, di dalam bejana dapat mengikuti peningkatan tersebut
bila digunakan tutup dari bahan membran yang permeabel terhadap gas. Dalam
kultur yang tertutup rapat konsentrasi dapat menurun drastis karena penggunaan
O oleh kultur mengakibatkan defisit lokal. Defisit tersebut tidak dapat segera
dikompensasi karena hambatan difusi bila penutupan bejana sangat rapat.

Selain oksigen, komponen gas dari atmosfer yang berperan penting dalam
kultur jaringan adalah CO,. Gas ini merupakan komponen utama penyusunan
glukosa melalui fotosintesis. Dalam medium kultur, eksplan berkhlorofil atau
plantlet mampu melakukan fotosintesis. Bila konsentrasi CO2 rendah peningkatan
cahaya tidak akan meningkatkan nett photosynthesis rate (NPR) dan plantlet akan
terdorong untuk berkembang menjadi heterotrof atau fotomiksotrof. Konsentrasi
CO2 yang rendah juga akan meningkatkan kerentanan tumbuhan terhadap stres
oksidatif jika radiasi terlalu tinggi. Stres seperti ini dapat membatasi pertumbuhan
dan perkembangan eksplan (Kubota 2002).

Konsentrasi CO, ambien di lingkungan alamiah adalah 0,03%. Dalam
bejana tertutup konsentrasi CO> menurun drastis pada saat ada cahaya. Oleh
karena itu agar fotosintesis tetap berjalan optimal konsentrasi CO2 harus
ditingkatkan. Berdasarkan hal-hal tersebut di atas, untuk mengoptimal

pertumbuhan dan perkembangan eksplan, konsentrasi O, dan CO. dalam bejana
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perlu ditingkatkan. Ada beberapa teknik peningkatan konsentrasi gas, yaitu
melalui penggunaan bahan penutup, bahan bejana, forced ventilation (pertukaran
udara yang diperkuat), dan penambahan senyawa kimia penghasil CO2.

Selama ini berbagai jenis bahan yang biasa digunakan untuk tutup bejana
kultur jaringan adalah aluminium foil, logam, dan plastik (Zobayed et al. 2000;
Tanaka et al. 2005). Bahan-bahan tersebut tidak permeabel terhadap gas. Bahan
penutup khusus yang permeabel terhadap gas antara lain film micro-
polypropylene dan filter mikropori dengan ukuran pori 0,5 um. Filter ini tersedia
dalam bentuk potongan berbentuk bulat atau lembaran. Kozai (2007) menemukan
bahwa pertukaran udara per jam dalam bejana yang ditutup dengan aluminium
foil paling kecil dibandingkan dengan yang ditutup plastik atau
micropolypropylene. Dengan menggunakan membran yang permeabel terhadap
gas, difusi udara alami dalam bejana kultur dapat ditingkatkan (Cui et al. 2000;
Kitaya et al. 2005).

Penelitian Silva et al. (2014) pada spesies Cattleya walkeriana
menggunakan metode natural ventilation system, yaitu pembuatan lubang pada
tutup botol yang kemudian dilapisi dengan membran filter menunjukkan bahwa
pasokan CO, memberikan hasil optimal dalam pertambahan panjang tunas
Cattleya walkeriana. Menurut hasil penelitian Norikane et al. (2013) pengayaan
kadar CO2 menunjukkan jumlah daun dan akar, tunas, serta berat segar dan berat
kering akar yang lebih baik pada perbanyakan plantlet Oncidesa. Saldanha et al.
(2013) juga menjelaskan pengayaan CO> dapat menjadi metode yang sesuai untuk

perbanyakan Brazilian ginseng [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen].
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Pengayaan CO, pada media menunjukkan jumlah akar, panjang akar, luas
permukaan akar, berat segar, dan berat kering pada plantlet Macadamia
tetraphylla L. ‘Keaau’ yang lebih baik dari pada media tanpa pengayaan CO:

(Chaum et al. 2011).
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2.2 Kerangka berfikir
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Gambar 2.2. Kerangka berfikir tentang optimasi pertumbuhan plantlet
Chrysanthemum indicum L. secara in vitro melalui peningkatan
luas permeabilitas tutup botol kultur dan penurunan konsentrasi
sukrosa
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2.3 Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

. Peningkatan luas permeabilitas tutup botol kultur dapat meningkatkan
pertumbuhan planlet krisan secara in vitro.

. Penurunan konsentrasi sukrosa dalam media Murashige and Skoog (MS) dapat
meningkatkan pertumbuhan planlet krisan secara in vitro.

. Interaksi peningkatan luas permeabilitas tutup botol kultur dan penurunan
konsentrasi sukrosa dapat meningkatkan pertumbuhan planlet krisan secara in

vitro.



BAB 5
PENUTUP

5.1 Simpulan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa luas permeabilitas tutup botol kultur,
konsentrasi sukrosa dan interaksinya berpengaruh terhadap pertumbuhan plantlet
Chrysanthemum indicum L. Konsentrasi sukrosa, luas permeabilitas tutup botol
kultur, dan interaksi keduanya berpengaruh terhadap kecepatan pertumbuhan
tunas krisan. Konsentrasi sukrosa berpengaruh terhadap tinggi tunas, jumlah daun
dan luas daun. Konsentrasi sukrosa 20 g/l mampu menghasilkan plantlet dengan
tunas tertinggi, daun terluas, dan mendorong munculnya tunas yang lebih cepat.
Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan bahwa perlakuan yang mampu
mengoptimalkan pertumbuhan plantlet krisan adalah perlakuan konsentrasi

sukrosa 20% baik dengan penambahan permeabilitas tutup botol maupun tidak.

5.2 Saran

Penelitian ini dapat dijadikan dasar untuk mengembangkan pertumbuhan
plantlet krisan yang optimal, namun perlu penelitian lebih lanjut tentang daya
hidup plantlet pada lingkungan ex vitro agar menjadi metode optimasi yang
lengkap. Selain itu, penelitian lebih lanjut menggunakan metode pengayaan CO>

yang lain juga perlu dilakukan untuk mendapatkan hasil yang maksimal.

51
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