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ABSTRAK

Tanaman Lilium longiflorum pada umumnya diperbanyak dengan
menggunakan pemisahan umbi, namun terdapat kendala yaitu tanaman yang
diperbanyak terbatas, memerlukan lahan dan tergantung kondisi cuaca dengan
waktu yang relatif cukup lama. Maka, diperlukan metode baru yaitu salah satunya
metode kultur in vitro karena metode ini tidak tergantung pada lahan, cuaca dan
dapat memperbanyak tanaman dengan jumlah yang banyak dan cepat ,namun
metode ini pun memiliki kelemahan vyaitu adanya kontaminasi serta terjadi
browning pada eksplan, maka diperlukan suatu metode untuk mengatasinya.
Penelitian ini bertujuan mengetahui metode eliminasi browning yang efektif
diantara perlakuan perendaman eksplan dalam asam askorbat dan asam sitrat.
Pengamatan meliputi waktu rata-rata eksplan mengalami browning, intensitas
browning seluruhnya atau sebagian dan persentase eksplan browning hingga 35
hari setelah tanam (HST). Berdasarkan hasil yang diperoleh dari perlakuan
perendaman asam sitrat 500 mg/l dan asam askorbat 300 mg/l selama 30 menit
dapat menurunkan waktu inisiasi browning hingga 88 % pada eksplan daun muda,
100 % pada eksplan pedicel dan 64 % pada eksplan ovarium. Menurunkan intesitas
browning pada eksplan daun muda dan ovarium. Menurunkan persentase browning
sebesar 80% pada eksplan daun, 0% pada eksplan pedicel dan 36% pada eksplan
ovarium.

Kata kunci : browning, eksplan, asam sitrat, asam askorbat, lilium

ABSTRACT

Lilium longiflorum plants are generally propagated by using bulbs, but there are
some so-called limited-multiplied plants, broad conditions and depending on the
conditions for a long time. So, a new method is needed, which is one of the culture
methods in vitro because this method does not depend on the land, weather and
can multiply plants in large and fast numbers, but this method also has
weaknesses, such as mathematics and browning occurs in explants, so some things
required. methods to overcome them. This study aims to eliminate the effect of
effective skin color between soaking treatment in ascorbic acid and citric acid.
Observations include the average time of brown, brown, or part and all explants
explants to reach 35 days after planting (HST). The results obtained from soaking
citric acid 500 mg / | and ascorbic acid 300 mg / | for 30 minutes can reduce
browning initiation time by 88% on young leaf explants, 100% on pedicel explants
and 64% on ovarian explants. Reduces browning intensity on young leaf and
ovarian explants. Reducing the amount of browning by 80% on leaf explants, 0%
on pedicel explants and 36% on ovarian explants.
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1. Pendahuluan
Bunga lili berasal dari kelompok family Lilium yang terdiri dari kurang lebih

100 spesies di Eurasia dan benua Amerika Utara. Kebanyakan spesies lily berasal
dari Asia Tenggara yaitu dari Cina, semenanjung Korea dan Jepang. Sekelompok
besar spesies lainnya berasal dari Amerika Utara (Veli and Pelkonen, 2005). Bunga
lili diklasifikasikan menjadi tiga kelompok vyaitu hibrida Longiflorum, Asiatic dan
Oriental. Bunga lily merupakan bunga potong yang mempunyai nilai ekonomi
tinggi (Zhou et al., 2008;Saetiew and Umamait, 2015; Deswiniyanti dkk., 2012).
Namun untuk perbanyakan bunga tersebut ditemui kendala antara Ilain
keterbatasan bahan tanam yang berkualitas baik dalam jumlah besar (Sri et al.,
1998)

Perbanyakan lili pada umumnya dilakukan dengan benih umbi berukuran
lebih dari 3,5 cm. Namun, perbanyakan dengan benih umbi kurang disukai karena
hasil perbanyakan sangat rendah dan memakan waktu lama, sedangkan
permintaan terhadap lili makin meningkat. Oleh karena itu, perlu dikembangkan
teknik perbanyakan yang dapat menghasilkan tanaman dalam jumlah besar dalam
waktu singkat (Chen et al., 2000;Marlina, 2009). Untuk mendapatkan tanaman
yang seragam dalam jumlah besar dan umur produksi lebih singkat dengan kualitas
bunga yang baik dapat diperoleh dari perbanyakan lili secara in vitro (Priyono,
2001; Nursyamsi, 2010).Pemanfaatan teknologi kultur jaringan untuk tujuan
perbanyakan bibit telah diaplikasikan pada berbagai tanaman lilium antara lain
Lilium ledebourii  (Azadi and Khosh-Khui,2007), Lilium orientalis dan Lilium
longiflorum (Farah et al., 2013), Lilium longiflorum (Lestari dkk., 2012).

Perbanyakan melalui kultur in vitro juga memiliki kelemahan yaitu dalam
teknik perbanyakannya eksplan berubah menjadi coklat (browning) atau hitam
(blackening) setelah isolasi yang selanjutnya dapat menghambat pertumbuhan dan
akhirnya menyebabkan kematian jaringan (Hutami, 2008). Upaya mengatasi
browning pada kultur tanaman dapat dilakukan antara lain dengan penambahan
senyawa antioksidan seperti asam askorbat, modifikasi lingkungan kultur dengan
menempatkan dalam ruang gelap total, subkultur berulang atau pencelupan dalam
cairan seperti arang aktif dan sukrosa. Pada beberapa kasus, satu jenis perlakuan
pencegahan browning seringkali tidak cukup efektif sehingga kadang kala
kombinasi perlakuan perlu dilakukan (Admojo dan Indrianto, 2016)

Penelitian metode pencegahan browning yang telah dilakukan oleh Admojo
dan Indrianto (2016) pada tanaman karet dengan perendaman asam askorbat 100
mg/L steril dan arang aktif 2 g/L dapat menurunkan jumlah eksplan browning
sebanyak 7,5%. Pada tanaman Sideritis trojana Bornm., penambahan antioksidan
100 mg/L asam askorbat dan 50 mg/L asam sitrat pada media, penyimpanan kultur
dalam ruang gelap dan subkultur secara cepat setiap minggu lebih efektif dalam
mencegah browning dibandingkan dengan perlakuan tunggal (Corduk dan AKi,
2011) Pada tanaman pir (Pyrus communis L.), kombinasi antioksidan (100 mg/L
asam askorbat dan 150 mg/L asam sitrat) sebagai pra perlakukan selama 1 jam +
Polyvinyl pyrrlidone (PVP) 160 mg/L dan arang aktif 200 mg/L yang ditambahkan
pada media signifikan mengurangi nekrosis dan browning (Esmail et al., 2014).

Penelitian ini diharapkan mendapatkan metode dan konsentrasi yang tepat
pada perlakuan pra kultur untuk pencegahan browning pada ekplan daun, pedicel
dan ovarium pada tanaman lili (Lilium longiflorum)
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2. Metode
Metode penelitian ini terdiri dari tahap pembuatan media, sterilisasi eksplan,
perlakuan pra kultur dan perlakuan kultur

Pembuatan media

Timbang agar 7,5 gram/It, gula 20 gram/Ilt, media VW 4 gram/It dan
ditambahkan aquadest sampai 1 liter. Untuk media perlakuan NAA dan BAP dalam
media ditambahkan masing - masing perlakuan O0mg/l IAA dan BAP, 0,5 mg/It NAA
dan 1 mg/lt BAP dan 1 mg/Ilt NAA dan BAP, ukur pH media, bila asam tambahkan
NaCL dan bila basa tambahkan larutan HCI. Selanjutnya dimasukkan dalam botol
kultur dan ditutup dengan aluminium foil dan autoklaf 15 menit degan tekanan 15

psi.

Sterilisasi eksplan

Sterilisasi eksplan daun muda, pedicel dan ovarium dengan cuci bersih
dengan sabun lalu dibilas dengan air bersih dengan mengalir. Selanjutnya direndam
dengan bakterisida dan fungisida 10% selama 15 menit dan dibilas air steril
direndam dengan sodium hipoklorit 10%, 20% masing — masing selama 10 menit.
Masing — masing eksplan dibilas dengan air steril.

Perlakuan Pra Kultur

Eksplan yang telah disterilisasi direndam dalam larutan steril asam sitrat
500 mg/l dan 300 mg/l asam askorbat selama 30 menit dengan sesekali diaduk
perlahan. Selanjutnya eksplan direndam dalam alkohol 70% selama 5 menit dalam
laminar air flow dan dibilas air steril. Dan perlakuan untuk kontrol tanpa
perendaman asam askorbat dan asam sitrat. Masing — masing perlakuan pra kultur
diulang sebanyak 3 kali.

Perlakuan Kultur

Masing - masing eksplan selanjutnya ditanam dalam media VWO (tanpa NAA
dan BAP), VW1 ( 0,5 mg/l NAA dan BAP), VW2 (1 mg/l NAA dan BAP). Kultur
kemudian disimpan dalam ruang gelap dengn suhu 25° C. Masing perlakuan pra
kultur dan kultur diulang sebanyak 5 kali dengan jumlah total sampel 45 sampel.

Analisa Data dan Rancang Percobaan

Analisa data yang digunakan vyaitu berupa data kualitatif dan kuantitatif.
Data kuantitatif dianalisa dengan uji statistiS SPSS versi 17. Untuk uji variabel
menggunakan uji ANOVA apabila (P>0,05) maka dilanjutkan dengan menggunakan
uji Duncan untuk mendapatkan perbedaan antar perlakuan. Hasil disajikan dengan
tabel dan gambar serta uraian secara deskriftif.

Variabel penelitian meliputi waktu rata-rata eksplan mengalami browning,
intensitas browning seluruhnya atau sebagian dan persentase eksplan browning
hingga 35 hari setelah tanam (HST). Untuk intesitas browning berdasarkan
penelitian oleh Admojo dan Indrianto (2016), disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Skoring Intensitas Browning

No. | Skoring Keterangan

1 0-0,24 0 <1/4 bagian eksplan mengalami browning

2 0,25-0,49 <1/2 bagian eksplan mengalami browning

3 0,50-0,74 1/2 - <3/4 bagian eksplan mengalami browning
4 0,75-0,99 3/4 - <1 bagian eksplan mengalami browning

5 1,00 Seluruh bagian eksplan mengalami browning
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Rancang percobaan dengan rancangan acak lengkap dengan 2 faktor yaitu
perlakuan pra kultur dan perlakuan media kultur. Adapun Diagram alir ditunjukkan

Gambar 1.
eksplan

tanaman baru sterilisasi

perlakuan perlakuan pra
media kultur kultur
<~

Gambar 1. Diagram Alir Penelitian

3. Hasil dan Pembahasan

Hasil
Hasil dari penelitian untuk eksplan daun muda disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Rerata Eksplan Daun

Pra kultur Media kultur Jumlah Jumlah inisiasi intensitas %
eksplan eksplan browning | browning | browning
browning (hari)

Kontrol 0 NAA dan BAP 5 4,82 3,6° 1@ 96
0,5 NAA dan 5 43P 3,752 0.8

BAP 80

1 NAA dan BAP 5 3,3° 3,832 0,7° 66

Perlakuan 0 NAA dan BAP 5 2,2¢ 26° 0,3¢ 44
antioksidan | 0,5 NAA dan 5 1,29 26,4 0,2¢

BAP 24

1 NAA dan BAP 5 0,8¢ 30P 0,2¢ 16

Tabel 2. Hasil Rerata Eksplan Pedicel

Pra kultur Media kultur Jumlah Jumlah Inisiasi Intensitas %
eksplan eksplan browning | browning | browning
browning (hari)

Kontrol 0 NAA dan BAP 5 5e 182 0,82 100
0,5 NAA dan 5 4.752 20° 0.72

BAP 95

1 NAA dan BAP 5 3P 20° 0,72 60

Perlakuan 0 NAA dan BAP 5 2b 262> 0,3 40
antioksidan | 0,5 NAA dan 5 1,2¢ 302° 0,1¢

BAP 24

1 NAA dan BAP 5 04 0¢ 0c 0
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Pra kultur Media kultur Jumlah Jumlah inisiasi Intensitas %
eksplan eksplan browning | browning | browning
browning (hari)
Kontrol 0 NAAdan BAP |5 52 11,5 12 100
0,5 NAA dan 5 4,72 14,1%b 12
BAP 94
1 NAA dan BAP |5 4,5 15P 0,93 90
Perlakuan 0 NAAdan BAP |5 3,8b¢ 29,2¢ 0,92° 76
antioksidan | 0,5 NAA dan 5 3,2b¢ 324 0,8°
BAP 64
1 NAAdan BAP |5 3.2°¢ 324 0,8° 64

Berdasarkan tabel di atas menunjukkan hasil perlakuan antioksidan dengan
penambahan zat pengatur tumbuh dapat mengurangi jumlah eksplan browning
memperlambat waktu inisiasi browning dan mengurangi intensitas browning pada
eksplan daun, pedicel dan ovarium. Dengan perlakuan antioksidan dan dengan
penambahan zat pengatur tumbuh sebesar 0,5 mg/l dan 1 mg/l NAA dan BAP
merupakan perlakuan terbaik pada penelitian ini untuk memperlama waktu inisiasi
browning dan mengurangi intensitas browning.

Pembahasan

Inisiasi browning

Hasil menunjukkan rata - rata inisiasi browning tercepat pada perlakuan
kontrol pada eksplan daun yakni 3,6 HST, ekspan pedicel 18 HST dan pada eksplan
ovarium 11,5 HST. Waktu inisiasi browning terlama pada perlakuan perendaman
dengan asam sitrat dan asam askorbat dengan penambahan zat pengatur tumbuh
NAA dan BAP yaitu secara berturut - turut pada eksplan daun dan pedicel 30 HST
dan pada eksplan ovarium 32 HST. Hasil tersebut menunjukkan bahwa perlakuan
perendaman dalam larutan antioksidan dan penambahan zat pengatur tumbuh
dalam ruang gelap mampu memperlambat waktu kemunculan browning. Menurut
Ahmad et al. (1995) waktu yang dibutuhkan untuk pencoklatan Pistacia vera
dipengaruhi oleh konsentrasi dan kombinasi zat pengatur tumbuh dalam media
induksi. Induksi kalus dalam media yang mengandung NAA (2 atau 5 mg/l) atau
NAA (5 mg/l)dan kinetin (2,5 mg/l) dapat mempertahankan kalus tetapputih
kehijauan selama 10-13 minggu. Sedangkan asam askorbat dan asam sitrat
merupakan senyawa antioksidan yang berperan dalam menangkap radikal oksigen
bebas sehingga mampu mencegah pengaktifan enzim PPO (Polyphenol Oxidase)
yang merupakan enzim yang berperan dalam aktifitas browning pada jaringan dan
sel Asam askorbat berperan dalam merubah radikal tocopheryl menjadi semi-
dehydroascorbic acid, sehingga tidak berperan dalam membentuk senyawa
hidrogen peroksida yang bersifat toksik (Veltman dan Peppelenbos, 2003;
Chitbanchong et al., 2009; Krishna et al., 2008).

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari perlakuan perendaman asam sitrat
dan asam askorbat dapat menurunkan waktu browning hingga 88 % pada eksplan
daun muda, 100 % pada eksplan pedicel dan 64% pada eksplan ovarium. Lestari
dan Indrianto (2016) melaporkan hasil penelitian menunjukkan perlakuan asam
askorbat yang diinkubasi dalam ruang gelap menunjukkan hasil terbaik untuk
keseluruhan respon. Waktu terjadinya browning yang lama (17 HST), intensitas
browning lebih rendah (7,5%), dan persentase eksplan yang mengalami browning
mampu ditekan hingga 30%. Eliminasi browning pada eksplan tanaman

menggunakan bagian nodul, juga efektif digunakan 200 mg/l asam askorbat
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(Ndakidemi, Mneney, dan Ndakidemi, 2014). Salah satu gen kunci yang berperan
dalam jalur biosintesis asam askorba t, L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase (L-
GalLDH), terekspresi. Overekspresi dari L-GalLDH menyebabkan akumulasi asam
askorbat dan mengurangi intensitas browning pada daun selada setelah dipotong.
Hal ini membuktikan, adanya peran asam askorbat endogen sebagai agen
pencegah browning (Landi et al., 2015).

Intensitas browning

Hasil penelitian pada intensitas browning tertinggi yakni pada seluruh
perlakuan kontrol dan turun secara signifikan setelah diberikan perlakuan
perendaman dalam asam sitrat dan asam askorbat serta penambahan zat pengatur
tumbuh dalam media. Penurunan intensitas teringgi pada eksplan pedicel eksplan
mengalami browning dengan skoring 0,8 dan mengalami penurunan tidak terdapat
eksplan yang browning dengan skoring 0, turun hingga 100%. dengan perlakuan
larutan antioksidan dan zat pengatur tumbuh. Pada ekplan daun mengalami
browning dengan skoring 1 pada perlakuan kontrol dan mengalami penurunan
intensitas browning dengan skoring 0,2 dengan perlakuan asam sitrat dan asam
askorbat dan zat pengatur tumbuh, turun hingga 80%. Sedangkan pada eksplan
ovarium merupakan eksplan dengan penurunan intensitas browning terendah
perlakuan kontrol dengan skoring 1 dan mengalami penurunan intensitas browning
dengan skoring 0,8 turun sebesar 20% dengan perlakuan asam sitrat dan asam
askorbat dan penambahan zat pengatur tumbuh. Ozyigit et al. (2007) melaporkan
bahwa terbentuknya senyawa fenol yang berperan dalam pencoklatan sel atau
browning di pengaruhi oleh struktur kimianya, spesies tanaman, jaringan tanaman
atau eksplan yang digunakan, proses biologi (organogenesis atau somatik
embriogenesis), dan tahap perkembangannya.

Nahid et al., (2013) melaporkan hasil penelitian mengenai kontrol
kontaminasi dan browning pada eksplan tunas dan tangkai daun dengan pra
perlakuan PVP, asam askorbat dan asam sitrat (0.1%) selama 9 jam dengan hasil
eksplan tunas berhasil dalam penurunan persentase browning dibanding eksplan
tangkai daun. Ahmad et al., (2016) juga melaporkan dengan eksplan nodul pada
jambu (Psidium guajava L.) dapat menurunkan intensitas browning dan persentase
browning pada perlakuan penambahan asam askorbat dan asam sitrat pada media
dibandingkan dengan menggunakan arang aktif.

Jumlah dan Persentase browning

Berdasarkan hasil penelitian untuk variabel jumlah dan persentase browning
terendah pada perlakuan kontrol pada seluruh eksplan. Hasil penelitian ini juga
menunjukkan bahwa hampir seluruh eksplan yang diperlakukan tanpa asam sitrat
dan asam askorbat dan zat pengatur tumbuh mengalami browning lebih cepat,
lebih banyak mengalami browning dengan intensitas yang lebih tinggi. Newton et
al. (2004) juga melaporkan bahwa penambahan antioksidan akan mengurangi dan
menghambat pencoklatan melalui penurunan akumulasi peroksidase.

Selain adanya perlakuan antioksidan dapat menghambat aktivitas fenol
perlakuan dengan penambahan zat pengatur tumbuh dapat membantu
menghambat proses browning pada eksplan dan membantu pertumbuhan
tanaman. Tabiyeh et al. (2006) mengemukakan bahwa pencoklatan dalam kultur
jaringan disebabkan karena meningkatnya produksi senyawa fenolat yang diikuti
oksidasi oleh aktivitas enzim oksidase (PPO) dan polimerasinya. Fenilalanin amonia
liase (PAL) adalah salah satu enzim dalam fenilpropanoid yang sangat berpengaruh
terhadap terjadinya pencoklatan. Salah satu penyebab utama pencoklatan dalam
kultur in vitro adalah luka karena pemotongan pada jaringan. Luka tersebut
memacu stres dan menyebabkan peningkatan aktivitas PAL yang diikuti oleh
produksi fenilpropanoid dan menyebabkan pencoklatan. Metabolisme fenol
mempengaruhi sistem kultur jaringan secara positif dengan metabolisme auksin
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(kecepatan pembelahan sel dan sintesis dinding sel serta senyawa - senyawa lain
yang berhubungan). Maka dengan penambahan zat pengatur tumbuh dalam media
dapat membantu pertumbuhan dan pencegahan browning pada eksplan karena
metabolism fenol menghambat zat pengatur tumbuh aauksin alami pada eksplan.

Titov et al (2006) melaporkan hasil penelitian yaitu dapat menurunkan
persentase browning pada eksplan bunga dengan perendaman potassium sitrat
dan penambahan zat pengatur tumbuh BA,IAA dan kinetin pada media.
Munguastosha et al., (2014) melaporkan hal serupa dengan eksplan tunas daun
Musa spp. Menunjukan perlakuan perendaman dengan asam askorbat dan
penambahan pada media asam askorbat dan BAP (Benzylaminopurine) efektif
untuk menurunkan persentase browning. Penelitian yang telah dilakukan oleh
saputra dkk., (2016) juga menunjukkan bahwa ada beberapa upaya yang dapat
dilakukan untuk mencegah atau mengurangi terjadinya browning seperti mulai dari
membilas eksplan pada air mengalir, melalukan subkultur, pemakaian arang aktif,
penggunaan polyvinylpirolidone (PVP) dan meminimalisir kontak dengan oksigen.
Selanjutnya diungkapkan oleh Abdelward (2008) bahwa arang aktif dan asam
askorbat lebih efektif dibandingkan cysteine dan silver nitrate dalam mencegah
pencokelatan pada tanaman Vicia faba. Penelitian serupa juga dilakukan oleh Ko et
al.,(2008) dengan eksplan daun Cavendish banana dapat menurunkan intensitas
browning pada perlakuan perendaman dengan larutan asam askorbat hingga
100%.

4. Simpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah perlakuan dengan perendaman asam
sitrat dan asam asrorbat dan penambahan NAA dan BAP mampu menurunkan
waktu inisiasi browning, intensitas browning dan persentase browning. Ekplan
daun muda dan pedicel merupakan eksplan dengan persentase tertinggi
menurunkan intensitas browning dan persentase browning dibandingkan dengan
eksplan ovarium.
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