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Abstract

Optimization of in vitro shoot growth is necessary
to shorten the culture time and produce vigorous oil
palm plantlets. This research was conducted to
determine the best media and culture techniques to
accelerate in vitro shoot growth of oil palm. Shoots of
oil palm derived from somatic embryogenesis were
grown on DF media with two culture systems (solid
medium and double-layer) combined with hormone
treatments (0.5-1 mg L? giberellin/GA; and
0.5 mg L Benzyl amino purine/BAP or thidiazuron/
TDZ). Further optimization was conducted using
different bottle closures (polypropylene screw caps
and plastic wraps) and macronutrients (standard or
double concentrations). This research was conducted
using a completely randomized design (CRD), with
each treatment consisting of 5 bottle replications and
each bottle consisting of 5 shoots. The results showed
that media with double-layer system combined with
GAsz (0.5-1 mg L) and TDZ (0.5 mg L) gave the
highest shoot height increment. The use of double-
strength macronutrient media combined with screw
bottle caps increased shoot height (136-167 %) and
decreased shoot tip necrosis (0-24 %). Plastic wrap
bottle caps increased shoot tip necrosis (STN), while
doubling macronutrients reduced STN. The growth of
oil palm shoots began to slow down after 5 weeks of
culture. In conclusion, the optimal conditions for in
vitro shoot growth of oil palm were at usage of
double-layer media added with GA; 0.5-1 mg L, TDZ
0.5 mg L%, and double macronutrients on bottle jars
with polypropylene screw caps.

[Keywords: double-layer, GAs, macronutrients, bottle
cap, thidiazuron]
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Abstrak

Optimasi pembesaran tunas in vitro perlu
dilakukan untuk mempersingkat waktu kultur dan
menghasilkan planlet kelapa sawit yang vigor.
Penelitian ini dilakukan untuk menetapkan media dan
sistem  kultur  terbaik untuk  mempercepat
pertumbuhan tinggi tunas in vitro kelapa sawit. Tunas
kelapa sawit yang berasal dari embriogenesis somatik
dikultur pada media DF menggunakan dua sistem
kultur (medium padat dan double-layer) yang
dikombinasikan dengan perlakuan hormon (GA3 0,5 -
1 mg L dan BAP atau thidiazuron 0,5 mg L1).
Optimasi lebih lanjut dilakukan dengan penggunaan
penutup botol yang berbeda (tutup ulir polipropilen
dan plastic wrap) dikombinasikan dengan perlakuan
hara makro (1 atau 2 kali konsentrasi). Penelitian ini
dilakukan dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL),
dengan masing-masing perlakuan terdiri dari
5 ulangan botol dan tiap botol berisi 5 tunas. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa media dengan sistem
double-layer dan kombinasi media GAs (0,5-1 mg
L) dan TDZ (0,5 mg L) memberikan penambahan
tinggi tunas terbesar. Penggunaan media dengan dua
kali konsentrasi hara makro pada botol kultur dengan
penutup ulir meningkatkan penambahan tinggi tunas
(136-167%) dan menurunkan kejadian nekrosis ujung
tunas (0-24%). Penggunaan tutup botol plastik wrap
menyebabkan peningkatan terjadinya nekrosis ujung
daun, sedangkan penambahan hara  makro
menurunkan  persentase nekrosis ujung daun.
Pertumbuhan tunas kelapa sawit mulai melambat pada
minggu ke-5 setelah kultur. Sebagai kesimpulan,
kondisi optimum untuk pertumbuhan tunas in vitro
kelapa sawit adalah penggunaan media double-layer
ditambah GA; 0,5-1 mg L, TDZ 0,5 mg L, dan
dilanjutkan dengan pengkulturan menggunakan media
dengan dua kali konsentrasi hara makro pada botol jar
dengan penutup ulir.

[Kata kunci: double-layer, GAs, hara
penutup botol, thidiazuron]
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Pendahuluan

Kelapa sawit merupakan salah satu tanaman
penting bagi industri perkebunan di Indonesia.
Peningkatan luas areal serta kegiatan replanting
kebun kelapa sawit menyebabkan peningkatan
permintaan bibit kelapa sawit. Tanaman kelapa sawit
komersial merupakan hasil persilangan dari pohon
induk betina (Dura) dan jantan (Pisifera) yang dikenal
dengan nama Tenera. Pemenuhan kebutuhan bibit
kelapa sawit umumnya dilakukan melalui persilangan
konvensional (benih hibrida / Tenera) atau dengan
perbanyakan in vitro tanaman Teneranya (Setiawan,
2017).

Keunggulan perbanyakan in vitro kelapa sawit
yaitu dapat dihasilkannya kelapa sawit klonal (true to
type), massal, tidak tergantung waktu, dan bebas
penyakit (Karim, 2021). Kultur in vitro kelapa sawit
dilakukan melalui teknik somatic embryogenesis
(SE), pada media padat ataupun melalui sistem
perendaman sesaat (Jayanthi et al., 2015; Gomes et
al., 2016). Teknik SE dilakukan dengan menanam
bagian somatik eksplan dan meregenerasikannya
menjadi planlet, dimana pada proses ini diawali
dengan pembentukan embrio, baik langsung maupun
tidak langsung. Keuntungan lain dari SE adalah dapat
dimanfaatkan untuk pemuliaan tanaman modern
melalui genome editing (Budiani et al., 2018; Yarra
et al., 2020; Wan-Chin et al., 2021; Martin et al.,
2022) dan untuk penyimpanan plasma nutfah (da
Silva et al., 2017; Palanyandy et al., 2020).

Perbanyakan kelapa sawit melalui SE diawali
dengan induksi kalus, proliferasi kalus, induksi kalus
embriogenik, maturasi embrio, perkecambahan,
pembesaran tunas, dan induksi akar. Tanaman kelapa
sawit merupakan tanaman rekalsitran, sehingga
perbanyakan in vitro kelapa sawit lebih sulit
dibandingkan tanaman lain (Karim, 2021). Penelitian
optimasi kultur in vitro telah banyak dilakukan mulai
dari tahap induksi kalus, proliferasi, induksi embrio,
hingga induksi akar (Yusnita & Hapsoro, 2011,
Marbun et al., 2014; Jayanthi et al., 2015; Gomes et
al., 2016; Padua et al., 2017; Karyanti et al., 2021;
Sulaksono et al., 2021). Pembesaran tunas merupakan
tahapan persiapan tunas sebelum masuk fase induksi
akar dan aklimatisasi. Kecepatan pertumbuhan tunas
merupakan hal penting terutama dalam produksi bibit
komersial. Tinggi tunas merupakan salah satu
parameter kesiapan planlet untuk masuk ke tahap
aklimatisasi.  Sumaryono & Riyadi (2011)
mengemukakan bahwa kondisi terbaik planlet siap
aklimatisasi adalah memiliki tinggi 9,5 cm dengan
2-3 daun. Namun penelitian mengenai optimasi
percepatan penambahan tinggi tunas in vitro kelapa
sawit secara terpadu mencakup aspek media dan
lingkungan mikro masih jarang dilakukan.

Optimasi media kultur in vitro umumnya
dilakukan dengan mengatur penggunaan zat pengatur
tumbuh tanaman (ZPT) (Mahmad et al., 2014; Correa
et al., 2016; Ahmad et al., 2022), keseimbangan
nutrisi (Weckx et al., 2019; da Silva et al., 2020), dan
sistem kultur yang digunakan (padat, cair, atau sistem
perendaman sesaat) (Sumaryono et al., 2007; Tarmizi
et al., 2008; Marbun et al., 2014; Gomes et al., 2016;
Monteiro et al., 2018). Sedangkan optimasi
lingkungan mikro dapat dilakukan dengan pengaturan
suhu, penggunaan penutup botol, serta pengaturan
penyinaran (Sinta et al., 2011; Manoh et al., 2021).

Jenis dan konsentrasi ZPT pada kultur in vitro
bergantung pada jenis tanaman serta tahapan
pertumbuhan tanaman. Beberapa ZPT yang umum
digunakan pada kultur in vitro seperti auksin,
sitokinin, giberelin (GAs), dan asam absisat (ABA)
baik diaplikasikan secara tunggal maupun kombinasi.
Sitokinin merupakan ZPT yang berperan dalam
pembelahan dan diferensiasi sel (Feng et al., 2017).
Beberapa jenis sitokinin yang umum digunakan pada
kultur in vitro adalah kinetin, benzylaminopurine
(BAP), dan thidiazuron (TDZ). BAP dan TDZ umum
digunakan dalam pembesaran tunas in vitro (Azwin et
al., 2006; Jafari et al., 2011; Lavakumaran & Seran,
2014; Singh & Dwivedi, 2014; Hutchinson et al.,
2015), namun pengaruhnya bergantung pada jenis
tanaman dan konsentrasi yang digunakan. Selain
sitokinin, GA;s dilaporkan juga berperan dalam
pertumbuhan tunas in vitro (Sudrajad et al., 2016;
Padron et al., 2020). Oleh karena itu, tujuan dari
penelitian ini adalah mencari komposisi media dan
sistem kultur terbaik secara terpadu yaitu media dan
lingkungan mikro untuk mempercepat pertumbuhan
tinggi tunas in vitro kelapa sawit.

Bahan dan Metode

Bahan

Bahan tanam yang digunakan adalah tunas in vitro
kelapa sawit Tenera asal perbanyakan in vitro melalui
teknik SE dari Laboratorium Biak Sel dan
Mikropropagasi PPKS Unit Bogor. Penelitian ini
dibagi menjadi 2 tahap, perlakuan terbaik dari tahap
satu selanjutnya digunakan sebagai dasar untuk
penelitian tahap 2. Pada percobaan 1 dilakukan
optimasi pertumbuhan tunas dengan perlakuan sistem
kultur (media padat dan double layer) dikombinasikan
dengan penggunaan ZPT yaitu GAs, BAP, dan TDZ.
Pada percobaan 2 dilakukan optimasi pembesaran
tunas dengan penggunaan makromineral (1 dan 2 kali
konsentrasi) serta penutup botol yang berbeda (tutup
ulir berbahan polipropilena dan plastik wrap berbahan
polietilen). Bahan tanam yang digunakan pada kedua
percobaan berasal dari sumber yang sama.
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Percobaan 1: sistem kultur dan ZPT

Tunas aksenik kelapa sawit (tinggi + 1,8 cm)
ditanam pada media dasar DF (de Fossard, 1974),
sukrosa 3%, arang aktif 0,5 g L, gelzan 3,5 g L!
dengan perlakuan: sistem kultur (padat dan double-
layer), ZPT GA; (0,5 dan 1 mg L) dikombinasikan
dengan hormon sitokinin yaitu BAP dan TDZ
(masing-masing 0,5 mg L) dalam botol jar (masing-
masing 5 tunas per botol jar). Perlakuan pembesaran
tunas (percobaan 1) ini tersaji pada Tabel 1 (G1-G8),
dimana G1 digunakan sebagai media kontrol (Sinta et
al., 2011). Masing-masing perlakuan terdiri dari
5 ulangan, sehingga pada penelitian ini digunakan
200 tunas. Media double-layer dibuat dengan
menambahkan media cair dengan komposisi yang
sama di atas media padat (sebanyak 5 mL) setelah
tunas ditanam pada media. Volume media padat
30 mL per botol jar. Media sebelumnya telah
disterilisasi dengan diautoklaf pada suhu 121°C dan
tekanan 1 kg cm? selama 20 menit. Pertambahan
tinggi tunas diamati pada minggu ke 6 setelah kultur.
Tinggi tunas dihitung pada awal kultur dan minggu
keenam setelah kultur dengan mengukur panjang
tunas dari pangkal tunas hingga daun tertinggi. Selisih
tinggi tunas pada minggu keenam dan tinggi tunas
awal tanam merupakan penambahan tinggi tunas.
Sistem kultur dan media terbaik yang diperoleh pada
penelitian ini digunakan sebagai media dasar untuk
optimasi pembesaran tunas pada percobaan 2.

Percobaan 2: Penggunaan jenis penutup botol dan
hara makro

Media terbaik dari penelitian sebelumnya
digunakan sebagai media dasar untuk optimasi
pembesaran tunas kelapa sawit tahap 2. Pada

perlakuan ini dilakukan optimasi dengan penggunaan
penutup botol (tutup ulir dan plastic wrap)
dikombinasikan dengan 1 dan 2 kali konsentrasi hara
makro. Tutup ulir berbahan plastik polipropilen
berwarna putih, memiliki ketebalan + 1,2 mm
sedangkan plastic wrap berbahan plastik polietilen
bening, dengan ketebalan + 17 pm. Perlakuan
optimasi pembesaran tunas (U1, U2, W1, dan W2)
disajikan pada Tabel 2, dengan perlakuan U1 sebagai
kontrol.

Hara makro media DF terdiri dari: KNO;
(1.020 mg L), NHsNO;3 (800 mg L), NaH,PO4.H,0
(138 mg L?), MgSO4.7H,O (369 mg L), dan
CaCl,.2H,O (294 mg L) (de Fossard, 1974),
sehingga untuk perlakuan 2 kali hara makro maka
konsentrasinya digandakan. Tunas sebanyak 5 buah
ditanam pada media dalam botol jar. Masing-masing
perlakuan terdiri dari 5 ulangan, sehingga pada
penelitian ini digunakan 100 tunas. Pertumbuhan
tunas diamati dengan mengukur tinggi tunas (dari
pangkal batang hingga ujung daun tertinggi) setiap
minggu hingga minggu ke-6. Persentase daya hidup
dan kejadian nekrosis ujung tunas diamati pada
minggu keenam. Tunas kelapa sawit aksenik pada
kedua percobaan diinkubasi pada ruang kultur terang
dengan pencahayaan lampu TL 20 watt selama 12 jam
per hari dan suhu ruangan diatur pada + 26 °C.

Analisis data

Penelitian ini dilakukan dengan Rancangan Acak
Lengkap (RAL). Analisis data dilakukan dengan
analisis ragam (analysis of variance), perbedaan antar
perlakuan diuji lanjut dengan uji jarak berganda
Duncan Multiple Range Test pada a= 5%.

Tabel 1. Perlakuan pembesaran tunas 1: sistem kultur dan hormon

Table 1. Shoot growth treatment 1: culture system and hormone

Kodg media Sistem kultur GAs (mg L) Sitokinin / Cytokinin
Media code Culture system BAP (mg LY TDZ (mg LY
Gl Padat / Solid 0,5 0,5 -
G2 Padat / Solid 0,5 - 05
G3 Padat / Solid 1 0,5 -
G4 Padat / Solid 1 - 05
G5 Double-layer 0,5 0,5 -
G6 Double-layer 0,5 - 0,5
G7 Double-layer 1 0,5 -
G8 Double-layer 1 - 0,5
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Tabel 2. Perlakuan pembesaran tunas 2: jenis tutup botol jar dan konsentrasi hara makro
Table 2. Shoot growth treatment 2: bottle jar closure and macronutrient

Kode Jenis tutup botol jar Konsentrasi hara makro
Code Bottle jar closure type Macronutrient concentration
U1 Ulir / Screw cap 1 kali (standard)
U2 Ulir / Screw cap 2 kali (double)
w1 Plastic wrap 1 kali (standard)
W2 Plastic wrap 2 kali (double)
4,0 -
35 A
. J m Awal
SE
c —
S E
=
52
D -
£ 0
=2
w

25 ® 6 minggu
20 4 Penambahan
' tinggi
a gai
1.5 1 a ab
ab ab ab
1,0 1 ab
05 - b
0,0 -
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Perlakuan/ Treatment

Gambar 1. Pengaruh sistem kultur dan hormon terhadap tinggi tunas in vitro kelapa sawit setelah 6 minggu
Figure 1. Invitro culture system and hormone effect on in vitro shoot height of oil palm after 6 weeks

“Huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata menurut uji jarak berganda Duncan pada o.= 0,05
The same letters are not significantly different according to Duncan’s multiple range test at o = 0.05

Hasil dan Pembahasan

Pengaruh sistem kultur dan ZPT terhadap tinggi
tunas

Penambahan tinggi tunas terbesar pada penelitian
ini didapatkan pada perlakuan G6 dan G8 dimana
setelah diinkubasi selama 6 minggu terdapat
penambahan tinggi tunas sebesar 1,40-1,44 cm.
Penambahan tinggi tunas paling rendah didapatkan
pada media G3 (0,43 cm) (Gambar 1). Media G6 dan
G8 merupakan media dengan sistem double-layer dan
TDZ (0,5 mg L7%). Sistem double-layer mampu
menambah tinggi tunas rerata 0,27 cm lebih tinggi
dari media padat, sedangkan tunas dengan
penambahan TDZ rerata 0,22 cm lebih tinggi dari
media dengan penambahan BAP setelah 6 minggu.
Penggunaan sistem kultur double-layer telah
digunakan baik untuk meningkatkan vigor planlet
seperti pada stevia dan anthurium (Saptari &
Sumaryono, 2016; Saptari et al., 2017), maupun untuk

menumbuhkan tanaman akuatik (Mahmad et al.,
2014). Sistem ini meningkatkan ketersediaan hara
yang mampu diserap oleh tanaman.

Thidiazuron merupakan salah satu hormon
sitokinin turunan urea tanpa cincin purin, dimana
cincin ini umumnya dijumpai pada sitokinin jenis lain
seperti  BAP (Lu, 1993). TDZ meningkatkan
pertumbuhan tunas dengan meningkatkan aktivitas
ribonukleotida, sintesis sitokinin, atau melalui
penghambatan degradasi sitokinin endogen (Capelle
et al., 1983; Thomas & Katterman, 1986). Analisis
metabolomik menunjukkan hipotesis pengaruh TDZ
dalam meningkatkan penyerapan gula dari media,
meningkatkan metabolisme primer, pengalihan
metabolisme terpen, dan mediasi metabolisme stress
(Erland et al., 2020). TDZ dilaporkan berperan dalam
pertumbuhan kultur in vitro mulai dari embriogenesis
somatik, organogenesis, morfogenesis, hingga
regenerasi tunas (Gosh et al., 2018; Mose et al., 2017;
Dinani et al., 2018; Ahmad & Shahzad, 2018; Ahmad
et al., 2022).
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Pada penelitian ini, penggunaan sitokinin TDZ
lebih baik dalam memacu pertumbuhan tunas
dibandingkan BAP. Performa TDZ yang lebih baik
dibandingkan BAP dalam berbagai fungsi di kultur in
vitro, terutama morfogenesis tunas in vitro juga
dilaporkan antara lain pada Aloe vera (Lavakumaran
& Seran, 2014), Stevia rebaudiana (Singh & Dwivedi,
2014), dan Alstroemeria aurantiaca (Hutchinson et
al., 2015). Berdasarkan beberapa pustaka tersebut,
pada umumnya penggunaan TDZ hanya memerlukan
konsentrasi yang sangat rendah dibandingkan BAP
untuk memiliki efek pemacuan pertumbuhan yang
sama atau lebih baik, atau pada BAP masih perlu
dikombinasikan dengan hormon lain  untuk
mengimbangi respons perlakuan TDZ.

Pengaruh penggunaan penutup botol dan hara makro

Penambahan tinggi tunas tertinggi didapatkan
pada perlakuan U2 yaitu penutup botol ulir dan media
dengan 2 Kali konsentrasi hara makro (Gambar 2).
Penambahan terendah didapatkan pada perlakuan
penutup plastic wrap dan media dengan hara makro
standar. Penambahan hara makro pada penelitian ini
menunjukkan efek positif terhadap penambahan
tinggi tunas. Sedangkan penambahan tinggi tunas
pada perlakuan U1 (tutup ulir, 1 kali makro) dan W2
(plastic wrap, 2 kali makro) memiliki nilai yang tidak
berbeda nyata. Hal ini diduga karena tunas pada
perlakuan tutup botol ulir dengan hara makro standar
mampu memanfaatkan media untuk pertumbuhan
tunasnya meski hanya dengan satu kali konsentrasi

hara makro, sedangkan pada perlakuan W2, meskipun
hara makro ditambahkan, namun dengan adanya
penguapan yang tinggi selama proses kultur
menyebabkan media sulit diserap oleh tunas. Hal ini
sesuai dengan penelitian Sinta et al. (2011) bahwa
penggunaan plastik wrap sebagai penutup botol jar
menunjukkan pertumbuhan tunas kelapa sawit paling
lambat dibandingkan menggunakan tutup berbahan
polipropilen, aluminium foil, atau plastik tahan
autoklaf pada konsentrasi makromineral standar.
Penelitian Lekamge et al. (2021) juga menunjukkan
bahwa penambahan beberapa makromineral seperti
CaCl, MgSO4, dan KH.POs4 meningkatkan vigor
planlet kentang yang ditandai dengan peningkatan
pertumbuhan tinggi tanaman dan daun yang besar
berwarna gelap.

Graham & Thurtell (1989) melaporkan bahwa
kenaikan transpirasi tanaman pada tingkat tertentu
mengakibatkan penurunan laju fotosintesis yang
mengindikasikan kemungkinan stress air atau
kelembaban rendah  menyebabkan perubahan
konduksi stomata yang memengaruhi pertumbuhan.
Selain itu, tutup plastic wrap memiliki pori besar yang
mampu melewatkan uap air dan menyebabkan media
tersisa menjadi lebih pekat (Sinta et al., 2011).
Penelitian Sinta et al. (2011) membuktikan bahwa
bobot basah media tersisa pada perlakuan tutup plastik
wrap secara signifikan paling rendah dibandingkan
dengan perlakuan penutup lain (ulir, aluminium foil,
dan plastik tahan autoklaf). Media yang lebih pekat
mengakibatkan nutrisi pada media lebih sulit terserap
olehsel tanaman. Dari segi hormonal tanaman,

m tinggi awal
=6 minggu

penambahan

45 1

4 4

35
~§5 3
82
55 25-
=3
=] *
- S
S 151 ab

1_

05

0_

U1 U2

ab
b
w1 w2

Perlakuan/ Treatment

Gambar 2. Pertumbuhan tunas kelapa sawit setelah kultur 6 minggu. Perlakuan: U (tutup botol ulir), W (tutup botol plastic
wrap), 1 (hara makro standar), 2 (hara makro dua kali konsentrasi)

Figure 2. Shoot growth of oil palm after 6 weeks of culture. Treatments: U (screw cap), W (plastic wrap), 1 (standard

macronutrients), 2 (double macronutrients)

) Huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata menurut uji jarak berganda Duncan pada a. = 0,05
The same letters are not significantly different according to Duncan’s multiple range test at a = 0.05
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dalam keadaan potensial air pada media yang rendah,
konsentrasi asam absisat (ABA) endogen tanaman
menjadi tinggi (Sharp et al., 1994). ABA banyak
ditranspor dari akar ke daun untuk menjalankan fungsi
penghambatan pertumbuhan daun dan tunas, dalam
rangka regulasi pertumbuhan menghadapi cekaman
(Sharp et al., 1994).

Penambahan tinggi tunas naik secara tajam pada
minggu ke-2 hingga ke-3 (naik 0,5-0,6 cm selama
seminggu), kecuali pada perlakuan W1 dimana
penambahan tunas tertinggi terjadi pada minggu
pertama hingga ke-2 (naik 0,3 cm pada minggu ke 1-
2, namun hanya naik 0,11 cm pada minggu ke 2-3)
(Gambar 3). Pada minggu selanjutnya, penambahan
tinggi tunas mulai melambat. Pada mingggu ke-5
hingga 6, perlakuan W1 sudah tidak terjadi
penambahan tinggi tunas (0 cm), sedangkan pada
perlakuan U1 masih terjadi sedikit penambahan tinggi
tunas (0,06 cm). Pada perlakuan W2 masih terdapat
penambahan tinggi tunas sebesar 0,10 c¢cm dan
penambahan tunas masih tinggi pada perlakuan U2
(0,22 cm). Penggunaan hara makro 2 kali konsentrasi
pada penelitian ini menunjukkan efek positif terhadap
penambahan tinggi tunas, hal ini diduga karena masih
tersedianya nutrisi  untuk pertumbuhan tunas.
Sebaliknya pada perlakuan media dengan satu kali
hara makro (W1 dan U1), diduga karena nutrisi sudah
mulai habis yang menyebabkan tidak ada lagi

weeveveeeeo(Sinta et al.)

kenaikan tinggi tunas, sehingga pada perlakuan ini
harus dilakukan subkultur pada minggu ke-5.

Daya hidup tunas pada penelitian ini tinggi (96-
100%), namun beberapa tunas mengalami nekrosis
pada bagian ujung (shoot tip necrosis) (Tabel 3).
Penguningan ujung daun tertinggi terjadi pada
perlakuan W1 (28%) disusul perlakuan W2 (16%),
dimana keduanya menggunakan penutup botol plastic
wrap. Meskipun demikian, penggunaan media dengan
hara makro 2 Kkali konsentrasi mampu menurunkan
nekrosis ujung daun tunas in vitro kelapa sawit pada
kultur dengan penutup plastic wrap. Penggunaan
penutup botol ulir mampu mencegah terjadinya
nekrosis ujung daun. Nekrosis ujung daun merupakan
kondisi fisiologis yang menyebabkan kematian pucuk
tunas, kondisi ini dapat menyebar ke bagian bawah
planlet hingga pangkal dan menyebabkan kematian
tunas (da Silva et al., 2020). Kondisi ini terjadi
umumnya akibat defisiensi hara atau
ketidakseimbangan nutrisi pada media (da Silva et al.,
2020). Penelitian yang dilakukan Ernayunita et al.
(2019) menunjukkan bahwa apabila pada tunas in
vitro kelapa sawit memiliki ciri ujung daun yang
mengering (nekrosis), akan terjadi penurunan daya
hidup setelah planlet diaklimatisasi hingga 77,8%,
kemudian menurun menjadi 33,3% pada fase ramet,
dan tersisa 12,5% saja pada fase prenursery.
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Gambar 3. Penambahan tinggi tunas in vitro kelapa sawit selama 6 minggu. Perlakuan: U (tutup botol ulir), W (tutup botol
plastic wrap), 1 (hara makro standar), dan 2 (hara makro 2 kali konsentrasi)

Figure 3. In vitro oil palm shoot height increment in 6 weeks period. Treatments: U (screw cap), W (plastic wrap), 1
(standard macronutrients), and 2 (double macronutrients)
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Tabel 3. Daya hidup dan nekrosis ujung daun tunas in vitro kelapa sawit setelah 6 minggu
Table 3. Survival rate and shoot tip necrosis on in vitro shoot of oil palm after 6 weeks

Perlakuan Daya hidup (%) Nekrosis ujung daun (%)
Treatment Survival rate (%) Shoot tip necrosis (%)
Ul 96 ™ 4p
u2 1002 4p
w1 962 282
W2 1002 16%

) Angka dalam kolom yang sama diikuti oleh huruf yang sama berarti tidak berbeda nyata menurut uji jarak berganda Duncan pada o = 0,05
) Means in the same column followed by the same letters are not significantly different according to Duncan’s multiple range test at a =0.05

Gambar 4. Tunas in vitro kelapa sawit umur 6 minggu, U1=tutup ulir + 1 kali hara makro, U2=tutup ulir + 2 kali hara makro,
W1= tutup plastic wrap + 1 Kali hara makro, W2= tutup plastic wrap + 2 kali hara makro

Figure 4. Oil palm in vitro shoot after 6 weeks of culture, U1 = screw cap + standard macronutrients, U2 = screw cap +
double macronutrients, W1 = plastic wrap + standard macronutrients, W2 = plastic wrap + double

macronutrients

Pada penelitian ini, pengaruh fisik diduga menjadi
menyebab tidak langsung terjadinya nekrosis ujung
daun yaitu akibat penguapan yang tinggi pada kultur
dengan penutup botol plastic wrap, yang akhirnya
menyebabkan defisiensi atau ketidak-seimbangan
nutrisi. Pada perlakuan W2, kematian ujung daun
lebih rendah dibandingkan W1 karena adanya
penambahan hara makro. Nekrosis ujung tunas
dilaporkan juga diakibatkan karena defisiensi Ca
(Srivastava & Joshi, 2013; Machado et al., 2014;
Nezami et al., 2015; Ahmed & Palta, 2017; Kurup et
al., 2018) atau rendahnya hara makro lain seperti K,
Mg, N (Reed et al., 2013; Kovalchuk et al. 2017;
2018). Penggunaan penutup botol berventilasi juga
dilaporkan menyebabkan kematian ujung tunas
(Offord & Tyler, 2009). Pada penelitian ini, pori
plastik wrap yang lebih besar diduga mirip dengan
sistem penutup botol berventilasi. Tunas in vitro
kelapa sawit pada penelitian ini tumbuh dengan baik
terutama pada perlakuan U2 (Gambar 4).

Perbanyakan in vitro tanaman kelapa sawit
melalui  teknik somatic embryogenesis (SE)

merupakan proses yang panjang dan membutuhkan
waktu yang lama. Berbagai optimasi sering dilakukan
untuk percepatan penyediaan bibit unggul klonal
secara massal, mulai dari induksi kalus hingga
pembesaran planlet, pengakaran, dan aklimatisasi
(Alves et al., 2011; Correa et al., 2016; Lin et al.,
2017; Kingsley et al., 2018; Sparjanbabu et al., 2020).
Berdasarkan data penambahan tinggi tunas dapat
diprediksi jumlah subkultur yang diperlukan hingga
planlet siap untuk masuk fase berikutnya (yakni
induksi akar) sebelum dilakukan aklimatisasi ke
lingkungan luar. Pada penelitian ini, penambahan
tinggi planlet dengan rerata 1,6 cm (setiap enam
minggu) dengan tinggi awal tunas 2 cm, sehingga
diprediksi dibutuhkan 28 minggu kultur hingga
planlet siap diaklimatisasi atau 25 minggu apabila
subkultur dilakukan setiap 5 minggu (dengan target
tinggi planlet siap aklimatisasi setinggi 9,5 cm).
Namun penelitian lanjutan perlu dilakukan untuk
melihat konsistensi pola penambahan tinggi planlet
hingga siap diaklimatisasi.
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Kesimpulan

Peningkatan  tinggi tunas kelapa sawit
dipengaruhi oleh sistem kultur, kombinasi hormon
dan hara makro yang digunakan. Media dengan
sistem double-layer dan kombinasi media GAs (0,5-
1 mg LY dan 05-1 mg L? (TDZ atau BAP)
memberikan pengaruh terhadap penambahan tinggi
tunas. Penggunaan 2 kali konsentrasi hara makro
pada media dikombinasikan dengan penggunaan
tutup botol ulir meningkatkan penambahan tinggi
tunas dan menurunkan kejadian nekrosis ujung tunas.
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