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ABSTRACT

Research on indirect organogenesis of cucumber apple (Cucumis sp.) was conducted
from March to May 2020. This study aims to find the best combination between Benzyl
Amino Purine (BAP) and Naphthalene Acetic Acid (NAA) on the growth of cucumber apple
(Cucumis) sp.) on Gamborg media (B5) by organogenesis. The callus used came from
cucumber seeds explants with a concentration of NAA 2,0 mg/l + BAP 0,2 mg/l using
Murashige and Skoog media. The research method used is an experimental method with
nonparametric statistics with 24 treatments repeated three times and analyzed descriptively
using the Kruskal Wallis test. The results showed that the best treatment of cucumber apple
shoots was the combination of NAA and BAP, namely the BsN> treatment (2,5 ppm BAP +
0,20 ppm NAA) with shoot height (0,45 cm). At a single concentration, a concentration of 1
ppm BAP was able to provide a faster effect on shoot formation time, namely at 24 days after
initiation (hsi) and the best response to shooting height (0,5cm)
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ABSTRAK

Penelitian tentang organogenesis tidak langsung timun apel (Cucumis sp.) telah
dilaksanakan pada bulan Maret sampai Mei 2020. Penelitian ini bertujuan untuk
mendapatkan kombinasi terbaik antara Benzil Amino Purine (BAP) dan Naphthalene Acetic
Acid (NAA) terhadap pertumbuhan tunas tanaman timun apel (Cucumis sp.) pada media
Gamborg (B5) secara organogenesis. Kalus yang digunakan berasal dari eksplan biji timun
apel dengan konsentrasi NAA 2,0 mg/l + BAP 0,2 mg/l menggunakan media Murashige dan
Skoog. Metode penelitian yang digunakan adalah metode eksperimental dengan statistik
nonparametrik dengan 24 perlakuan yang diulang sebanyak 3 kali serta dianalisis secara
deskriptif menggunakan Uji Kruskal Wallis. Hasil penelitian menunjukkan terdapat
pertumbuhan tunas timun apel perlakuan terbaik kombinasi NAA dan BAP yaitu pada
perlakuan BsN2 (2,5 ppm BAP + 0,20 ppm NAA) dengan tinggi tunas (0,45cm). Pada
konsentrasi tunggal, konsentrasi 1 ppm BAP mampu memberikan pengaruh lebih cepat
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terhadap waktu pembentukan tunas yaitu pada 24 hari setelah inisiasi (hsi) dan respon
tinggi tunas terbaik (0,5cm)

Kata Kunci: BAP, Gamborg, Kalus, NAA, Organogenesis, dan Tunas

PENDAHULUAN

Buah-buahan termasuk ke dalam jenis hortikultura yang banyak macamnya, salah
satu buah yang dibudidayakan di Karawang, Jawa Barat adalah timun apel (Cucumis sp.).
Menurut Saputro et al. (2020), Tanaman timun apel mempunyai bentuk buah yang
menyerupai apel tetapi memiliki daging dan rasa buah yang mirip dengan melon, varietas
khusus ini didistribusikan dari Jember, Karawang, dan ke daerah lain. Saat ini tidak ada
informasi tentang evaluasi morfo-agronomi dalam timun apel, karena kurangnya data pada
morfologi timun apel. Sehingga membenarkan perbedaan antara timun apel dengan melon
dan mentimun karena kemiripan vegetatif. Hal ini menjadikan komoditas timun apel sangat
potensial untuk diusahakan karena memiliki nilai ekonomi dan daya saing yang lebih tinggi
(Mufida, 2018).

Berdasarkan alasan tersebut, maka perlu dicari alternatif untuk memperoleh bibit
timun apel yang baik dan dapat dikembangkan secara luas di Indonesia dengan harga murah.
Salah satu teknik yang diharapkan dapat digunakan untuk perbanyakan timun apel ini adalah
teknik Kkultur jaringan. Menurut Purnamaningsih (2002), tanaman dengan teknik kultur
jaringan dapat menghasilkan tanaman dalam jumlah yang banyakdan tanaman tersebut dapat
diperbanyak setiap waktu sesuai kebutuhan. Kultur jaringan dapat dilakukan melalui dua
jalur yaitu secara embriogenesis somatik dan organogenesis.

Penggandaan biakan secara embriogenesis somatik melalui beberapa tahapan, yaitu
induksi sel dan kalus embriogenik, pendewasaan, perkecambahan, dan hardening
(Purnamaningsih 2002), sedangkan pada organogenesis dilakukan pada sel-sel yang mampu
memberikan tanggapan terhadap sinyal lingkungan maupun hormonal sehingga akan
berakhir dengan terbentuknya organ berupa akar maupun tunas (Tyas et al., 2016).
Penggandaan biakan secara organogenesis dibagi menjadi organogenesis langsung dan
organogenesis tidak langsung (Surachman, 2011). Menurut Saptari (2017), pada
organogenesis langsung, jaringan yang diinduksi akan langsung membentuk organ berupa
tunas maupun akar, apabila terbentuk tunas eksplan dapat diinduksi perakarannya ketika
proses pendewasaan. Sedangkan apabila akar yang tumbuh, tunas akan sulit untuk diinduksi.

Pada organogenesis tidak langsung, prosesnya melalui tahapan pembentukan kalus terlebih
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dahulu yang kemudian diinduksi untuk membentuk tunas maupun akar (Rosmaina & Aryani,
2015).

Respon organogenesis pada Cucurbitaceae sangat dipengaruhi oleh eksplan, media,
dan zat pengatur tumbuh (Souza et al., 2006). Zat pengatur tumbuh yang diperlukan untuk
pertumbuhan tunas pada media in vitro adalah auksin dan sitokinin. Menurut Karjadi &
Buchory (2007), perbandingan konsentrasi sitokinin lebih yang besar daripada konsentrasi
auksin, maka akan menghasilkan pertumbuhan tunas dan daun, sebaliknya apabila
konsentrasi sitokinin lebih rendah dari konsentrasi auksin, maka akan menstimulasi pada
pertumbuhan akar. Sedangkan perbandingan konsentrasi sitokinin dan auksin yang
seimbang akan menghasilkan pertumbuhan yang seimbang juga terhadap tunas, daun, dan
akar.

Keberhasilan dalam kultur jaringan salah satunya ditentukan oleh media kultur
jaringan yang merupakan tempat tumbuh bagi eksplan (Fauzy et al., 2016). Media yang
banyak digunakan untuk perbanyakan secara organogenesis adalah media MS (Murashige
and Skoog) dan Gamborg (Prayoga & Sugiyono, 2010). Menurut Prayoga & Sugiyono
(2010), Media gamborg (B5) memiliki salah satu keunggulan yaitu kandungan garam
mineral yang ada di dalam media B5 ternyata lebih rendah daripada media MS. Rendahnya
kandungan garam mineral ini ternyata memberikan respon yang baik pada beberapa spesies
tanaman salah satunya adalah spesies legume. Penggunaan medium MS dengan modifikasi
medium menggunakan B5 telah dilakukan untuk meningkatkan multiplikasi dan ketegaran
tanaman sebelum diaklimatisasi (Romeida et al., 2013). Hasil penelitian Karjadi & Buchory
(2007) menyatakan bahwa hasil terbaik penggunaan media B5 untuk tinggi plantlet bawang
putih ada pada konsentrasi NAA 0 mg/l + BAP 2,5 mg/l. Maka dari itu media B5 diharapkan
tepat, untuk pertumbuhan tunas timun apel secara in vitro.

Penelitian ini merupakan penelitian lanjutan dari penelitian tentang pertumbuhan
kalus dari eksplan biji menggunakan media MS (Ayu, 2019). Tumbuhnya kalus ini
merupakan langkah awal dalam perkembangan organogenesis tidak langsung yang

kemudian akan berakhir dengan terbentuknya organ berupa tunas maupun akar.

METODOLOGI PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret sampai Mei 2020 di Laboratorium
Bioteknologi Tanaman Fakultas Pertanian Universitas Singaperbangsa Karawang dan
pengamatan dilakukan di JI. Melati Tengah Kecamatan Pondok Melati, Bekasi, Jawa

Barat.Bahan yang di gunakan adalah kalus (Ayu, 2019), media B5, agar, gula, dan zat
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pengatur tumbuh (BAP dan NAA). Alat yang digunakan antara lain botol kultur, tempat
penyimpanan kultur dilengkapi dengan cahaya dan suhu ruang.

Penelitian ini dirancang menggunakan uji statistik non-parametrik Kruskal-Wallis
dengan 24 perlakuan. Masing-masing perlakuan terdiri atas 3 ulangan sehingga terdapat 72
satuan percobaan dengan 1 kalus untuk setiap ulangannya. Adapun perlakuan yang diberikan
yaitu konsentrasi BAP dan NAA terhadap media B5.

1. Konsentrasi BAP (Benzyl Amino Purine) dengan 6 taraf yaitu :
a. Bo= Konsentrasi BAP 0 ppm
b. Bi= Konsentrasi BAP 1,0 ppm
c. Bz=Konsentrasi BAP 1,5 ppm
d. Bz = Konsentrasi BAP 2,0 ppm
e. Bas=Konsentrasi BAP 2,5 ppm
f. Bs= Konsentrasi BAP 3,0 ppm
2. Konsentrasi NAA (Napthalene Amino Acid) dengan 4 taraf yaitu :
a. No = Konsentrasi NAA 0 ppm
b. Ni: = Konsentrasi NAA 0,15 ppm
c. N2 = Konsentrasi NAA 0,20 ppm
d. Nz = Konsentrasi NAA 0,25 ppm

Tabel 1. Perlakuan Penelitian Kombinasi BAP dan NAA

Konsentrasi Konsentrasi NAA (N)
BAP (B) 0,0 ppm (No) 0,15 ppm (N1) 0,20 ppm (N2) 0,25 ppm (Na)

0,0 ppm (Bo) BoNo BoN1 BoN2 BoNs
1,0 ppm (Bl) B1No BiN1 BiN> BiNs
1,5 ppm (Bz) B2No BoN1 B2N> B2Ns
2,0 ppm (Bg) B3No BaN1 BaN> BaNs
2,5 ppm (B4) BaNo BaN1 BaN> BaNs
3,0 ppm (Bs) BsNo BsN1 BsN> BsNs

Data hasil dari setiap pengamatan akan dianalisis secara deskriptif dan statistik
nonparametrik dengan menggunakan uji Kruskal Wallis pada taraf 5%. Apabila nilai H >
nilai tabel chi square maka H nol (Ho) ditolak dan sebaliknya apabila nilai H < nilai tabel
chi square maka H nol (Ho) diterima. Menurut Furgon (1999) uji Kruskal Wallis (uji H)
sejenis dengan uji Analysis of Variance (ANOVA). Berikut merupakan rumus uji Kruskal

Wallis (Siegel et al., 1997) :

12_ gk RC_ 3(N+1)

N (N+1) < nj

Keterangan :
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k : Banyak sampel

Ri : Jumlah peringkat pada kelompok i

n; : Banyak kasus dalam sampel ke-j

N : 2, ni = Banyak kasus dalam semua sampel
k

D T : Menjumlahkan seluruhnya k sampel (kolom-kolom) mendekati distribusi
chi-kuadrat dengan db=k-1 untuk ukuran sampel (n;) yang cukup besar.

Induksi tunas dilakukan dengan cara mensubkultur kalus timun apel (Cucumis sp.)
kemudian memindahkannya pada media regenerasi. Setelah itu dilakukan pengamatan

terhadap warna tunas, waktu muncul tunas, tinggi tunas dan pertambahan diameter kalus.

Parameter Penelitian
1. Warna tunas diamati secara visual pada akhir pengamatan dengan menggunakan skoring
menurut Yuniati et al. (2018):
Skor 0 : Warna coklat;

Skor1  :Warna putih kecoklatan;
Skor 2 : Warna putih;

Skor 3 : Warna kuning;

Skor4  :Warna hijau muda;
Skor5  : Warna hijau;

Skor 6  : Warna hijau tua.

2. Waktu muncul tunas, pengamatan dilakukan dengan mencatat hari pertama kali
tunasmuncul. Munculnya tunas ditandai dengan adanya tonjolan tunas berwarna putih
kehijauan pada permukaan kalus dan memiliki panjang mencapai 2 mm (Ardiana, 2009).
Pengamatan dilakukan setiap hari untuk mengetahui waktu muncul tunas.

3. Tinggi tunas, pengamatan dilakukan dengan cara mengukur tinggi tunas dari permukaan
media sampai titik tumbuh utama (Ardiana, 2009). Pengamatan dilakukan setiap tiga hari
sekali dimulai pada 3 hsi sampai 60 hsi.

4. Pertambahan diameter kalus, diukur dengan cara mengukur diameter kalus dengan
penggaris satuan sentimeter (cm) (Ubudiyah & Tutik, 2013). Pengukuran dilakukan setiap
3 hari selama 2 bulan menggunkan penggaris. Cara perhitungan diameter kalus sebagai
berikut:
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dl

Gambar 1. Cara Peritungan Arah Radial (Lestari et al., 2018)

di+d2+d3+d4

Rata-rata diameter radial (d) = ’

Keterangan:

d : diameter

d : diameter rata-rata

di : diameter ke-i,i=1, 2, 3, ....i

HASIL DAN PEMBAHASAN
Warna Tunas

Pengamatan warna tunas dilakukan selama dua bulan dengan didasarkan pada
skoring 0-6 (Yuniati et.al., 2018). Dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Skoring warna tunas timun apel yang ditanam secara in vitro
pada setiap perlakuan saat 60 hsi

Konsentrasi Konsentrasi NAA (N)
BAP (B) 0,0 ppm (No) 0,15 ppm (N1) 0,20 ppm (N2) 0,25 ppm (Na)

0,0 ppm (Bo) - - - 2
1,0 ppm (B1) 2 - 1 -
1,5 ppm (B2) - - 1 1
2,0 ppm (B3) 3 - 2 2
2,5 ppm (Ba) 2 - 3 -
3,0 ppm (Bs) 2 - - -

Keterangan : (-) tidak tumbuh tunas; (0) coklat; (1) putih kecoklatan; (2) putih; (3) kuning; (4) hijau
muda; (5) hijau; (6) hijau tua

Warna tunas yang terbentuk adalah putih kecoklatan, putih, dan kuning (Tabel 2).
Peningkatan pada warna tidak terjadi dimungkinkan karena adanya penambahan NAA pada
media kultur. Kemungkinan lain terjadi karena adanya auksin endogen sehingga kerja BAP
dalam mendorong pembentukan Klorofil menjadi terhambat. Sesuai dengan yang
diungkapkan oleh Widyawati (2010), sitokinin mendukung pembentukan klorofil sedangkan
auksin bekerja untuk menghambatnya. Kenaikan kadar auksin akan menurunkan kandungan

klorofil (Khalida & Noli, 2019). Penurunan kandungan klorofil ini diduga juga karena
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adanya pengaruh auksin pada metabolisme karbohidrat, apabila metabolisme karbohidrat
terganggu maka sintesis klorofil juga akan terganggu (Yuniati et al., 2018).

Hasil penelitian menunjukan adanya warna kuning pada tunas yang terbentuk.
Menurut Fauzy et al. (2016), perubahan warna tersebut diduga sebagai bentuk respon stres
kalus terhadap radiasi sinar gamma, sehingga menstimulasi enzim tertentu untuk
membentuk senyawa fenol sebagai bentuk pertahanan diri yang mengakibatkan terjadinya
degradasi klorofil pada sel-sel kalus. Kemungkinan lain terjadinya reduksi klorofil pada
kalus yaitu disebabkan karena proses penuaan pada sel-sel kalus. Proses senesen pada kultur
in vitro dapat terjadi melalui bentuk yang berbeda-beda seperti daun menguning dan kalus
berubah warna menjadi kuning kecoklatan, kekurangan nutrisi dari media pada kultur juga
merupakan penyebab senesen.

r

Gambar 2. Warna tunas yang terbentuk pada 60 HSI, a. Warna putih kecoklatan pada BiN:
(1,0 ppm BAP + 0,20 ppm NAA), b. Warna putih pada B1No (BAP 1 ppm), c. Warna
kuning BsNo (2,0 ppm BAP)

Menurut Toharah et al. (2015) dan Souza et al. (2006), kemampuan untuk regenerasi
dan organogenesis eksplan Cucurbitaceae khususnya melon dipengaruhi oleh jenis eksplan,
genotipe, dan zat pengatur tumbuh, baik antara auksin dan sitokinin tidak sesuai. Sehingga
kemungkinan besar tidak terjadi peningkatan warna tunas ini disebabkan karena
keseimbangan zat pengatur tumbuh yang ada di dalam sel dan di luar sel belum terpenuhi.
Waktu Muncul Tunas

Pembentukan tunas dari kalus dimulai dengan terbentuknya tonjolan-tonjolan
sebesar 0,2 cm berwarna putih kehijauan pada kalus yang telah terbentuk (Ardiana, 2009).
Tonjolan yang terbentuk kemudian akan mulai terdiferensiasi dan berkembang menjadi
calon tunas. Tonjolan-tonjolan tersebut kemungkinan besar merupakan tunas adventif,
sesuai pernyataan Rohayati (2012), pembentukan tunas adventif dimulai dengan
pembentukan kalus. Kalus akan tumbuh dan berkembang, selanjutnya diikuti dengan
pembentukan tunas adventif. Tunas adventif terbentuk karena adanya pengaruh dari

totipotensi sel dan kompetensinya, di mana setiap sel memiliki kemampuan aktif untuk
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beregenerasi membentuk tanaman secara utuh. Menurut Sisharmini et al. (2010) menyatakan
bahwa tidak semua kalus yang berwarna hijau dapat memunculkan tonjolan tunas.
Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa pemberian BAP (Benzil Amino Purine)
dan NAA (Naphthalene Acetic Acid) pada berbagai konsentrasi memiliki pengaruh yang
berbeda terhadap kecepatan muncul tunas. Data rata-rata munculnya tunas seluruh perlakuan

tersaji pada Tabel 3.

Tabel 3. Waktu muncul tunas yang ditanam secara in vitro selama penelitian berlangsung
pada setiap perlakuan

Konsentrasi Konsentrasi NAA (N)

BAP (B) 0,0 ppm (No) 0,15 ppm (N1) 0,20 ppm (N2) 0,25 ppm (Ns)

Waktu 0,0 ppm (Bo) - 36
Muncul 1,0 ppm (By) 24 - 30 -
Tunas 1,5 ppm (B2) - - 30 30
(hsi) 2,0 ppm (B3) 36 - 45 51
2,5 ppm (Ba) 30 - 33 -

3,0 ppm (Bs) 27 - - -

Keterangan: (-) tidak tumbuh tunas

Hasil penelitian (Tabel 3) dengan perlakuan tunggal BAP memberikan hasil terbaik
rata-rata muncul tunas pada 24 hsi yaitu perlakuan B:No (1 ppm BAP) pada dan terendah
perlakuan B3No (2,0 ppm BAP) pada 36 hsi. Selanjutnya pada perlakuan tunggal NAA,
hanya satu perlakuan yang membentuk tunas yaitu perlakuan BoN3 (0,25 ppm NAA) pada
36 hsi. Pada perlakuan kombinasi BAP dan NAA memberikan hasil rata-rata awal muncul
tunas tercepat pada 30 hsi pada perlakuan B:N2 (1,0 ppm BAP + 0,20 ppm NAA), B2N2 (1,5
ppm BAP + 0,20 ppm NAA) dan B2N3z (1,5 ppm BAP + 0,25 ppm NAA). Sedangkan
perlakuan B3Nz (2,0 ppm BAP + 0,25 ppm NAA) merupakan perlakuan kombinasi dengan
waktu muncul tunas terendah yaitu pada 51 hsi.

Penelitian Lidyawati et al. (2012), menyatakan bahwa media dengan penambahan
1,0 ppm BAP dengan kombinasi 0,1 ppm IAA berpengaruh nyata terhadap waktu
pembentukan serta peningkatan tunas dan daun pada kecambah steril dari biji melon.
Menurut penelitian Keng & Hoong (2005), bahwa auksin tidak dibutuhkan untuk proliferasi
tunas pada eksplan buku muskmelon, karena media dengan tambahan BAP dapat digunakan
sebagai media proliferasi. Sitokinin khususnya BAP dibutuhkan muskmelon untuk induksi
pembentukan dan perbanyakan tunas. Melon berkerabat dengan dengan timun apel, sehingga
kemungkinan besar tunas timun apel dapat tumbuh tanpa adanya penambahan auksin pada
media.

Berdasarkan (Tabel 3) menunjukan rata-rata saat pertama kali muncul tunas tercepat

yaitu pada perlakuan B:No (1 ppm BAP) pada umur 24 hsi. Hasil ini sama dengan penelitian
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yang sudah dilakukan oleh Lidyawati et al. (2012) dalam kaitannya dengan waktu
munculnya tunas, menyatakan bahwa pemberian BAP 1 ppm sudah dapat menginduksi tunas
melon dengan cepat pada umur 4 hsi.

Kristanti et al. (2013) menyatakan bahwa pada beberapa tanaman membutuhkan
waktu yang cukup lama untuk beregenerasi, karena sitokinin endogen pada tanaman tidak
mencukupi untuk pembentukan tunas. Sedangkan, hasil penelitian menunjukkan bahwa
beberapa perlakuan dengan menggunakan BAP maupun tanpa BAP dapat memunculkan
tunas. Hal ini mengindikasikan bahwa waktu kemunculan tunas tidak bergantung pada
penambahan sitokinin eksogen. Kemungkinan besar bahwa kandungan sitokinin endogen
pada kalus Cucumis sp. sudah mencukupi untuk pembentukan tunas. Hal ini juga ditegaskan
oleh Karjadi & Buchory (2007) bahwa ketepatan ZPT yang ditambahkan sangat penting
dalam organogenesis, bila pucuk adventif muncul pada media dengan konsentrasi BAP yang
lebih rendah, berarti ada kemungkinan terdapat sitokinin endogen yang sudah mencukupi,
sehingga tidak diperlukan penambahan sitokinin dari luar. Sehingga hal ini berkaitan dengan
interaksi ZPT yang digunakan dengan zat-zat endogen yang terdapat dalam jaringan
tumbuhan. Sujatmiko et al. (2012) menyatakan bahwa penggunaan sitokinin eksogen dalam
jumlah besar dapat mengubah keseimbangan hormon tanaman sehingga sel-sel tidak
terdiferensiasi dengan teratur menyebabkan pembentukan kalus.

Walaupun demikian perlakuan dengan penggunaan hormon BAP pada penelitian
dapat mempercepat awal kemunculan tunas. Sesuai dengan pernyataan Lidyawati et al.
(2012) penggunaan BAP menghasilkan perbedaan yang nyata terhadap perlakuan tanpa
pemberian BAP, konsentrasi BAP yang semakin meningkat pada tanaman melon akan
mempercepat waktu pembentukan tunas.

Penambahan NAA pada penelitian ini tidak mampu mempercepat kemunculan tunas.
Terlihat bahwa dengan semakin meningkatnya penambahan konsentrasi NAA, pengaruh
hambatannya terhadap saat kemunculan tunas terlihat bervariasi (Tabel 3). Hal ini sejalan
dengan penelitian Keng & Hoong (2006), yang menyatakan bahwa penambahan auksin
seperti NAA pada media MS + 8 mg/l BA tidak memberikan pengaruh yang nyata dalam
pembentukan tunas pada eksplan nodal muskmelon.

Perbedaan formulasi komposisi medium juga memberikan pengaruh yang berbeda
terhadap tanaman (Romeida et al., 2013). Menurut Romeida et al. (2013) komposisi pada
media B5 mengandung beberapa konsentrasi senyawa organik yang lebih tinggi jika
dibandingkan dengan komposisi media MS, perbandingannya yaitu konsentrasi Nicotinic
acid 2 kali lebih tinggi, Thiamin-H 20 kali lebih tinggi, dan Pyridoxine-HCI 10 kali lebih
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tinggi. Setelah membandingkan media B5 dan media MS, terlihat bahwa pada media MS
memiliki kelebihan yaitu mengandung asam amino Glycine dengan konsentrasi 2 mg/I
sementara pada media B5 tidak terdapat asam amino Glycine.

Beberapa jenis tanaman sangat membutuhkan asam amino sebagai sumber NH?'salah
satunya adalah wortel. Asam amino berfungsi sebagai buffer yang mampu menjaga
kestabilan pH medium terutama dalam menginduksi pembentukan embrio somatiknya
(Romeida et al., 2013). Sehingga kemungkinan besar timun apel membutuhkan asam amino
Glycine untuk pertumbuhan tunas secara organogenesis tidak langsung agar pertumbuhan
tunas lebih optimal. Menurut Sucandra et al., (2015) penambahan asam amino Glycine
dengan konsentrasi 2 mg/l dapat meningkatkan pertumbuhan sel tanaman dengan baik,
karena penambahan glycine dalam media kultur jaringan dapat melengkapi vitamin sebagai
sumber bahan organik.

Tinggi Tunas

Pengukuran tinggi tunas dilakukan selama 3 hari sekali sampai dengan 60 hsi. Hasil
pengukuran diuji menggunakan uji Kruskal Wallis didapatkan dengan perhitungan. Nilai
Tabel H dibandingkan dengan nilai Tabel Chi-square dimana jika H lebih kecil dari Tabel
Chi-square maka Ho diterima dan Hi ada pertumbuhan tunas tanaman timun apel. Namun,
jika H lebih besar dari Tabel Chi-square maka Ho ditolak dan Hj tidak ada pertumbuhan
tunas timun apel. Berdasarkan hasil uji Kruskal Wallis diperoleh hasil seperti yang

dicantumkan pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil nilai H pada setiap hsi

hsi Nilai H Tabel chi square Kesimpulan Ho
30 0 14.07 Diterima
33 0 15.51 Diterima
36 2.54 15.51 Diterima
39 2.57 15.51 Diterima
42 2.60 15.51 Diterima
45 3.94 16.92 Diterima
48 5.42 16.92 Diterima
51 8.46 18.31 Diterima
54 10.18 18.31 Diterima
57 8.58 18.31 Diterima
60 7.18 18.31 Diterima

Keterangan : jika nilai H < Tabel chi square maka Ho = diterima
Nilai H > Tabel chi square maka Ho = ditolak
Chi-square pada 5%

Pada 30 hsi sampai dengan 60 hsi diperoleh kesimpulan Ho diterima, dimana apabila

Ho diterima maka dapat disimpulkan bahwa ada pertumbuhan tunas tanaman timun apel pada

https://jurnal.biounwir.ac.id/index.php/mangiferaedu | 112



Jurnal Mangifera Edu, Volume 5, Issue 2, January 2021, 103-120

hsi ke-30 sampai dengan hsi ke-60. Grafik pengamatan tinggi tunas pada beberapa perlakuan

yang membentuk tunas pada 60 hari setelah inisiasi (hsi) dapat dilihat pada Gambar 2.

60 HSI

mUlangan 1 mUlangan 2 Ulangan 3
0,4

] 03 03 I IOZI 02 I 030203 03
1 0 [

BINO B3NO B4NO B5NO BIN2 B2N2 B3N2 B4N2 BON3 BZNS B3N3

o
I3

Tinggi Tunas (Cm)

Perlakuan

Gambar 3. Grafik tinggi tunas pada beberapa perlakuan yang terbentuk pada 60 hsi, BiNo (1
ppm BAP); BzNo (2 ppm BAP); BaNo (2,5 ppm BAP); BsNo (3 ppm BAP); BiN> (1 ppm
BAP + 0,20 ppm NAA); BN (1,5 ppm BAP + 0,20 ppm NAA); B3N (2 ppm BAP + 0,20
ppm NAA); BsN2 (2,5 ppm BAP + 0,20 ppm NAA); BoN3 (0,25 ppm NAA); B2Ns (1,5 ppm
BAP + 0,25 ppm NAA); BsNs3 (2 ppm BAP + 0,25 ppm NAA)

Pada Gambar 3. Perlakuan tunggal BAP memberikan hasil tinggi tunas terbaik pada
perlakuan BiNg (1 ppm BAP) dan terendah pada perlakuan BzNo (2,0 ppm BAP) dan BsNg
(2,5 ppm BAP). Selanjutnya perlakuan tunggal NAA pada BoNs (0,25 ppm NAA)
menumbuhkan tunas pada semua ulangan tetapi untuk tinggi tunas bervariasi. Sedangkan
pada perlakuan kombinasi NAA dan BAP memberikan hasil terbaik terhadap tinggi tunas
pada perlakuan BsN2 (2,5 ppm BAP + 0,20 ppm NAA) dan terendah pada perlakuan BsN>
(2,0 ppm BAP + 0,20 ppm NAA).

Hasil pengamatan organogenesis tanaman timun apel (Cucumis sp.) menunjukkan
bahwa kalus mampu membentuk tunas dengan penambahan NAA dan BAP yaitu pada
perlakuan B4N2 (2,5 ppm BAP + 0,20 ppm NAA). Kombinasi NAA dan BAP menunjukan
bahwa kedua perlakuan saling mendukung satu sama lainya dan mampu mempengaruhi pola
aktivitas fisiologi tanaman. Hasil penelitian menyatakan bahwa apabila ada dua faktor yang
diteliti dan salah satu faktor lebih kuat pengaruhnya dibandingkan dengan faktor lainya,
maka faktor yang lemah akan tertutupi. Hal ini terjadi karena masing-masing faktor
mempunyai sifat dan kerja yang berbeda dalam mendukung pertumbuhan dalam suatu
tanaman (Kurniawan et al., 2019). Sesuai dengan pernyataan Paramartha et al. (2012),
sitokinin memacu pembelahan sel dimana ketika rasio antara auksin dan sitokinin seimbang
akan tumbuh sel-sel maristem yang terus membelah dan berkembang membentuk organ.

Walaupun demikian hasil tinggi tunas terbaik ada pada perlakuan tunggal yaitu pada
konsentrasi 1 ppm BAP (B1No) yang dapat merespon dan menghasilkan tunas yang paling
tinggi diantara perlakuan lainnya. Hasil ini sama dengan penelitian yang sudah dilakukan

oleh Lidyawati et al. (2012) melaporkan bahwa pemberian perlakuan dengan menggunakan
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1 ppm BAP dapat merespon dan menghasilkan tunas dan daun yang optimal dibanding
perlakuan lainnya pada tanaman melon. Makin tinggi konsentrasi BAP tunas yang dibentuk
akan semakin banyak.

Terlihat bahwa tunas mampu tumbuh pada beberapa perlakuan yang diberikan
(Gambar 4). Menurut Purita et al. (2017), penggunaan zat pengatur tumbuh dalam subkultur
pada batas-batas tertentu mampu merangsang pertumbuhan, namun dapat bersifat sebagai
penghambat apabila digunakan melebihi konsentrasi optimum. Kemampuan sel-sel muda
pada kalus adalah untuk menyerap hara lebih rendah, sedangkan konsentrasi hara yang lebih
tinggi pada media dapat menghambat penyerapan hara, sehingga mengurangi kemampuan

kalus untuk tumbuh.

Gambar 4. Tunas pada beberapa perlakuan saat 60 HSI, a. BiNo (BAP 1 ppm), b. B1N2 (1,0
ppm BAP + 0,20 ppm NAA), c. BsNz (2 ppm BAP + 0,20 ppm NAA), d. BsNo (3,0 ppm
BAP), e. BsN; (2,0 ppm BAP + 0,25 ppm NAA), f. BoN, (1,5 ppm BAP + 0,20 ppm NAA),
g. BsNo (2,0 ppm BAP), h. B2N3 (1,5 ppm BAP + 0,25 ppm NAA), i. BoNs (0,25 ppm NAA),
j. BaN2 (2,5 ppm BAP + 0,20 ppm NAA), k. BsNo (2,5 ppm BAP)

Penambahan tinggi tunas pada penelitian ini semuanya mengalami pelambatan.
Menurut Muliati et al., (2017), hal ini kemungkinan berhubungan dengan kemampuan sel
untuk memacu diferensiasi tunas sehingga kalus mempunyai batas fisiologi untuk dapat
berdiferensiasi menjadi organ. Ardiana (2009) melaporkan bahwa pemberian 0,50 ppm BAP
menunjukkan respon terbaik terhadap panjang tunas melon, namun pada pemberian 1-1,50
ppm BAP, justru menghambat panjang tunas melon. Hal ini juga sejalan dengan pernyataan
Widyastuti (2017), yang melaporkan bahwa konsentrasi BAP yang terlalu tinggi akan
merusak jaringan tanaman sehingga pertumbuhan dan pembentukan buku tunas berkurang
serta dapat menghambat pembesaran sel atau dapat mengalami stagnasi.

Stagnasi merupakan suatu keadaan eksplan dimana kalus tersebut tidak mati tetapi
tidak tumbuh dari mulai tanam sampai kurun waktu tertentu (Syabana et al., 2017). Selama
penelitian, stagnasi pada tunas diduga karena faktor dari media yang digunakan. Hal ini

sesuai dengan pernyataan Arimarsetiowati (2012), yang menyatakan bahwa media dapat
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menjadi penyebab terjadinya stagnasi pada pertumbuhan tanaman, karena suatu sel dapat
atau tidak terdorong melakukan proses pembelahan dari kondisi media tersebut.

Selain media, kemungkinan besar faktor lain yang menyebabkan stagnasi pada tunas
yaitu umur Kkalus yang digunakan sudah berkurang daya regenerasinya. Menurut
Purmaningsin (2006) lamanya waktu (hari) dari awal kalus diinduksi sampai kalus
dipindahkan ke media regenerasi sangat menentukan frekuensi regenerasi. Hal ini mungkin
terjadi, namun pada penelitian ini kalus yang digunakan merupakan kalus yang baru
terbentuk karena proses pembesaran kalus. Menurut Lestari & Yunita (2008), kalus yang
baru terbentukakan berpeluang menghasilkan tunas lebih tinggi dibandingkan kalus yang
telah disubkultur berkali kali, karena pada kalus yang baru terbentuk kandungan poliamin
atau senyawa yang berperan dalam sistem regenerasi masih tinggi. Kalus yang mengalami
stagnasi sampai akhir pengamatan, menunjukkan pertumbuhan tunas yang lambat atau
bahkan tidak mengalami penambahan tinggi tunas.

Pertambahan Diameter Kalus

Pada fase pemeliharaan kalus Cucumis sp., menghasilkan adanya pembentukan kalus
baru yang berbentuk remah dan berwarna kehijauan. Hal ini diduga karena kalus embrionik
(proembrionik) terus membelah diri dan membentuk kembali sel-sel yang proembrionik.
Pengukuran diameter kalus dilakukan setiap 3 hari selama 2 bulan menggunkan penggaris
dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Rata-rata pertambahan diameter kalus pada beberapa perlakuan
selama penelitian berlangsung (hsi)

Konsentrasi NAA (N)

K;rEEn(tBr?a 0,0 ppm 0,15 ppm 0,20 ppm 0,25 ppm
Rata-rata ) = = 074
0,0 ppm (Bo) - - ) 0.70
Pert.ambahan 1,0 ppm (B1) - - 0.88 )
Diameter 1,5 ppm (B2) i - - -
Kalus (cm) 2,0 ppm (Bs) - 1.14 - 0.79
2,5 ppm (B4) - - ) 20
3,0 ppm (Bs) 1.37 - - 153

Keterangan : (-) tidak ada pertambahan diameter kalus

Pada Tabel 5. Perlakuan BsNz (3,0 ppm BAP + 0,25 ppm NAA) merupakan
perlakuan yang menghasilkan rata-rata pertambahan diameter yang paling besar. Pada
dasarnya perubahan diameter kalus menunjukkan eksplan yang ditanam masih hidup
(Toharah et al., 2015). Pada perlakuan B3N (2,0 ppm BAP + 0,15 ppm NAA) dan BsN3 (3,0
ppm BAP +0,25 ppm NAA) muncul spot hijau pada 39 hsi. Spot hijau ini hanya terbentuk

dan tidak ada perkembangan kearah tunas.
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Menurut Lestari & Yunita (2008), kemungkinan besar munculnya spot hijau tetapi
tidak ada perkembangan tunas diakibatkan karena keseimbangan konsentrasi dan jenis ZPT
yang digunakan belum sesuai dengan tanaman yang digunakan, sehingga belum mampu
menginduksi munculnya tunas secara optimal. Spot berwarna hijau pada kalus (Gambar 4)
pada umumnya akan berubah warna menjadi coklat bila tidak segera disubkultur pada media
baru atau akan terjadi dediferensiasi dimana massa sel terus membelah dan tidak

terorganisasi.

Gambar 5. Diameter kalus membesar pada beberapa perlakuan saat 60 HSI, a. B4sNs (2,5 ppm
BAP + 0,25 ppm NAA), b. BsN3 (3,0 ppm BAP + 0,25 ppm NAA), c. BsN1 (2,0 ppm
BAP + 0,15 ppm NAA), d. BoNs (0,25 ppm NAA), e. BsNo (3,0 ppm BAP), f. BiN»
(1,0 ppm BAP + 0,20 ppm NAA)

Menurut Ningsih et al. (2016), bertambahnya diameter kalus pada penelitian ini
(Gambar 5) kemungkinan dapat disebabkan oleh faktor genetik, kemungkinan genotipe yang
digunakan saat penelitian memiliki daya regenerasi yang rendah, sehingga kalus terus
bertambah ukuran tanpa adanya inisiasi kearah tunas. Kemungkinan besar juga karena
keseimbangan NAA dan BAP yang digunakan belum sesuai untuk pertumbuhan
tunas.Sujatmiko et al. (2012) menyatakan bahwa penggunaan sitokinin dalam jumlah besar
seperti BAP maupun thidiazuron secara eksogen dapat mengubah keseimbangan hormon
tanaman sehingga sel-sel tidak terdiferensiasi dengan teratur menyebabkan pembentukan
kalus. Menurut Keng & Hoong (2006), penambahan auksin NAA meningkatkan
pembentukan kalus yang friable pada eksplan buku muskmelon, sedangkan penambahan
konsentrasi sitokinin yang semakin meningkat menghasilkan warna hijau pada kalus lebih
tahan lama. Ariani et al. (2016) menyatakan bahwa tingkat pencahayaan yang tercukupi
merupakan salah satu faktor kalus-kalus tersebut dapat berubah warna menjadi hijau.
Perubahan warna hijau pada kalus menandakan bahwa kalus tersebut dapat melangsungkan

fotosintesis dan dimungkinkan mengandung banyak pigmen klorofil. Salah satu tanda bahwa
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kalus beregenerasi dengan baik dan sel-selnya masih terus aktif membelah adalah perubahan

warna hijau pada dan kalus yang terbentuk juga memiliki ukuran yang cukup besar.

SIMPULAN

Konsentrasi kombinasi terbaik ditunjukkan pada 2,5 ppm BAP + 0,20 ppm NAA
(BsN2) yang memberikan pertumbuhan optimal terhadap tinggi tunas timun apel sebesar
0,45 cm dan waktu awal muncul tunas sebesar 33 hsi serta memiliki warna tunas kuning
(skoring 3). Perlakuan tunggal BiNo (1 ppm BAP) dari kalus tanaman timun apel (Cucumis
sp.) juga menghasilkan waktu awal muncul tunas tercepat sebesar 24 hsi dan tinggi tunas
terbaik sebesar 0,5 cm tetapi warna tunas yang terbentuk adalah warna putih (skoring
2).Perlakuan yang menghasilkan pertambahan diameter yang paling besar ada pada
perlakuan BsNsz (3,0 ppm BAP + 0,25 ppm NAA) yang menghasilkan rata-rata pertambahan
diameter sebesar 1,53 cm. Hasil penelitian ini juga menunjukan bahwa kemungkinan besar
penggunaan media gamborg (B5) pada tanaman timun apel (Cucumis sp.) ternyata
membutuhkan asam amino glycine untuk pertumbuhan tunas secara organogenesis tidak

langsung agar pertumbuhan tunas lebih optimal.
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