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Abstract

Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) is a natural zero-
calorie sweetener plant grown in a high population density.
Tissue culture technique is useful for rapid mass propagation
of plants to provide superior planting materials. Experiments
were conducted to increase growth and multiplication of
shoots and vigor of plantlets of stevia. Explants used were
apical and axillary buds from plantlets grown on MS medium
without plant growth regulators. Combinations of BA and
1I4A at different concentrations were used for shoot growth
and multiplication, whereas plant growth retardants
(ancymidol and paclobutrazol) and light intensity were used
for plantlet vigor. The results showed that stevia explants
cultured on MS medium without plant growth regulators
produced the highest shoots (4.5 cm) with two shoots per
explant. The best multiplication rate of shoots were found on
MS medium added with 1.13 mg/L BA combined with
0.35 mg/L IAA which produced on average 4.5 shoots and
11.9 nodes per initial explant. Ancymidol and paclobutrazol
concentrations affected significantly growth and vigor of
stevia plantlets. Increasing the concentration of ancymidol
and paclobutrazol decreased plantlet height and biomass
fresh weight, but increased stem diameter. Paclobutrazol at
0.1 mg/L was the best treatment to increase the vigor of
stevia plantlets. Light intensity at 20 umol/m*/s gave better
plantlet vigor than other light intensities. It can be concluded
that multiplication of stevia shoots should be grown on MS
medium supplemented with 1.13 mg/L BA + 0.35 mg/L 144
and the vigor of the shoots can be increased by culturing on
MS medium containing 0.1 mg/L paclobutrazol under
fluorescence lamps with 20 umol/m*/s light intensity.

[Key words: Stevia, natural sweetener, in vitro culture,
micropropagation, BA, IAA, plantlet vigor]

Abstrak

Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) adalah tanaman
pemanis alami nir-kalori yang ditanam dengan kerapatan
populasi yang sangat tinggi. Teknik kultur jaringan dapat
digunakan untuk perbanyakan tanaman secara massal dan
cepat untuk menyediakan bahan tanam unggul. Penelitian
telah dilakukan untuk meningkatkan pertumbuhan dan
multiplikasi tunas dan keragaan planlet stevia. Eksplan yang
digunakan adalah tunas pucuk dan tunas samping dari planlet
yang ditumbuhkan pada medium MS tanpa zat pengatur
tumbuh. Kombinasi BA dan TAA dengan konsentrasi yang
berbeda digunakan untuk pertumbuhan dan multiplikasi
tunas, sedangkan zat penghambat tumbuh (ansimidol dan

paklobutrazol) serta intensitas cahaya digunakan untuk
keragaan planlet. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
eksplan stevia yang ditumbuhkan pada medium MS tanpa zat
pengatur tumbuh menghasilkan tunas paling tinggi (4,5 cm)
dengan dua tunas per eksplan. Multiplikasi tunas terbaik
diperoleh pada medium dengan BA 1,13 mg/L yang
dikombinasikan dengan IAA 0,35 mg/L yang menghasilkan
4,5 tunas dan 11,9 ruas per eksplan awal. Konsentrasi
ansimidol dan paklobutrazol berpengaruh nyata terhadap
pertumbuhan dan keragaan planlet stevia. Meningkatnya
konsentrasi ansimidol dan paklobutrazol menurunkan tinggi
planlet dan bobot basah biomassa, tetapi meningkatkan
diameter batang. Paklobutrazol pada konsentrasi 0,1 mg/L
merupakan perlakuan terbaik untuk meningkatkan keragaan
planlet stevia. Intensitas cahaya pada 20 pmol/m?/detik
memberikan keragaan planlet yang lebih baik dibandingkan
intensitas cahaya yang lain. Dapat disimpulkan bahwa
multiplikasi tunas stevia sebaiknya dilakukan pada medium
MS ditambah BA 1,13 mg/L + IAA 0,35 mg/L dan keragaan
planlet dapat ditingkatkan dengan menanam planlet pada
medium MS ditambah paklobutrazol 0,1 mg/L di bawah
lampu fluoresen dengan intensitas cahaya 20 pmol/m*/detik.

[Kata kunci: Stevia, pemanis alami, kultur in vitro,
mikropropagasi, BA, IAA, keragaan planlet]

Pendahuluan

Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) merupakan
tanaman perdu famili Compositac yang berasal dari
Paraguay. Daun stevia menghasilkan rasa manis yang
disebabkan oleh adanya glikosida dengan tingkat
kemanisan 200 — 300 kali lebih tinggi dibandingkan
gula tebu atau sukrosa (Geuns, 2003; Megeji et al.,
2005; Mogra & Dashora, 2009). Glikosida dalam daun
stevia terdiri dari steviosida, beberapa rebaudiosida
termasuk rebaudiosida A (reb-A), dulkosida, dan
beberapa senyawa lainnya (Kennelly, 2002; Geuns,
2003). Glikosida tidak mengandung kalori dan
mempunyai indeks glikemat hampir nol sehingga
sesuai untuk penderita diabetes dan seseorang yang
sedang melakukan diet makanan untuk menurunkan
berat badan (Jeppesen et al., 2002; Gregersen et al.,
2004). Stevia digunakan pada minuman ringan rendah-
kalori, bahan makanan, pasta gigi, bahan kosmetika,
antioksidan, antihipertensi, zat pengatur tumbuh, dan
berbagai produk lain (Midmore & Rank, 2002).
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Populasi tanaman dalam budidaya stevia sangat
tinggi 60 ribu sampai 100 ribu tanaman per ha dan
diremajakan setiap dua atau tiga tahun. Oleh karena itu,
diperlukan bahan tanam dalam jumlah banyak dan
berkesinambungan. Perbanyakan stevia dengan biji
kurang efektif karena rendahnya persentase perkecam-
bahan biji (Goettemoeller & Ching, 1999) dan
terjadinya inkompatibilitas-sendiri yang menyebabkan
turunannya sangat beragam. Perbanyakan stevia paling
umum adalah dengan stek batang yang menghasilkan
benih yang seragam tetapi jumlahnya terbatas. Teknik
kultur jaringan diperlukan untuk menghasilkan bibit
unggul stevia klonal secara massal dan cepat, terutama
pada tahap awal pembibitan.

Kultur jaringan stevia dilakukan melalui multi-
plikasi tunas, organogenesis dan embriogenesis
somatik. Prosedur multiplikasi tunas lebih sederhana
dan kemungkinan terjadinya keragaman somaklonal
lebih rendah dibandingkan dengan organogenesis dan
embriogenesis somatik karena digunakan eksplan yang
telah terdiferensiasi. Media MS (Murashige & Skoog,
1962) pada umumnya digunakan sebagai medium baku
untuk kultur in vitro stevia. Sebagai bahan eksplan bagi
multiplikasi tunas adalah tunas pucuk dan tunas
samping.

Untuk meningkatkan laju multiplikasi tunas
stevia, pada umumnya digunakan sitokinin atau
kombinasi sitokinin dan auksin. Sivaram & Mukundan
(2003) menggunakan ujung tunas sebagai sumber
eksplan dan mendapatkan 11,2 tunas per eksplan pada
perlakuan BA 2 mg/L + TAA 1 mg/L, sedangkan
Anbazhagan et al. (2010) mendapatkan rata-rata 16
tunas tiap eksplan pada medium MS dengan BA
1 mg/L + IAA 0,5 mg/L. Rafiq et al. (2007)
melaporkan bahwa BA 2 mg/L dapat menginduksi
tunas 78% dari eksplan dengan rata-rata 8 tunas per
eksplan. Mencelupkan sebentar tunas stevia dalam
larutan BA 250 atau 500 mg/L sebelum dikultur pada
medium MS meningkatkan multiplikasi tunas 2 — 5 kali
(Manjusha & Sathyanarayana, 2010). Peningkatan
konsentrasi BA dan kinetin dilaporkan meningkatkan
laju multiplikasi tunas stevia, namun planlet yang
diperoleh kecil-kecil dan tidak vigor (Ibrahim et al.,
2008).

Peningkatan keragaan planlet dapat dilakukan
dengan merubah komposisi medium dan faktor
lingkungan in vitro. Penambahan senyawa penghambat
aktivitas giberelin seperti ansimidol dan paklobutrazol
pada medium dapat menghambat perpanjangan batang
dan menghasilkan planlet yang dapat beradaptasi lebih
baik di lingkungan luar (Ziv, 1995). Sebagai contoh
penggunaan ansimidol 3 mg/L meningkatkan daya
hidup planlet stevia saat aklimatisasi (Manjusha &
Sathyanarayana, 2010). Salah satu faktor lingkungan in
vitro yang berperan dalam pertumbuhan dan keragaan
planlet adalah intensitas cahaya (Chen, 2004; Huang &

Chen, 2005). Keragaan planlet yang baik berkorelasi
positif dengan daya hidup dan pertumbuhannya pada
tahap aklimatisasi di lingkungan ex vitro (Hazarika,
2003).

Tujuan penelitian ini adalah menetapkan pengaruh
BA dan IAA terhadap pertumbuhan dan multiplikasi
tunas stevia serta pengaruh paklobutrazol, ansimidol
dan intensitas cahaya terhadap keragaan planlet stevia.

Bahan dan Metode

Sumber dan sterilisasi eksplan

Eksplan awal yang digunakan adalah tunas pucuk
dan tunas samping dari batang perdu tanaman stevia
varietas lokal yang ditanam di Kebun Percobaan
Ciomas, Bogor. Batang eksplan dibersihkan dalam air
mengalir, kemudian dicuci menggunakan disinfektan
Desogerme 0,5% dan dibilas dengan akuades steril.
Batang kemudian direndam dalam larutan antioksidan
(asam sitrat 150 mg/L dan asam askorbat 100 mg/L)
selama dua jam (Ibrahim et al., 2008). Selanjutnya
batang disterilisasi dengan fungisida Benlate 0,2%
selama 15 menit dan Na hipoklorit Clorox 12,5%
selama 15 menit. Setiap tahap sterilisasi dilakukan
pembilasan dengan akuades steril beberapa kali.

Batang dengan satu ruas dipotong dengan ukuran
1-2 cm kemudian ditumbuhkan dalam medium MS
dengan 30 g/L sukrosa, 3 g/L gelrite, tanpa zat pengatur
tumbuh. Tingkat pH medium diatur 5,7 sebelum
disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C dengan
tekanan 1 kg/cm® selama 20 menit. Kultur diletakkan
pada ruang kultur terang. Planlet yang tumbuh in vitro
disubkultur tiga kali sebelum digunakan sebagai
sumber eksplan untuk penelitian selanjutnya.

Multiplikasi tunas

Tunas samping satu ruas panjang 1 — 1,5 cm dari
planlet in vitro digunakan untuk penelitian multiplikasi
tunas. Potongan tunas ditumbuhkan pada medium MS
dengan 30 g/L sukrosa dan 3 g/L gelrite. Sebanyak lima
tunas ditanam dalam satu botol kultur (diameter 6 cm,
tinggi 9 cm) berisi 40 mL medium. Zat pengatur
tumbuh yang digunakan adalah kombinasi BA (0; 0,45;
1,13; 2,25 mg/L) dan IAA (0; 0,18; 0,35 mg/L). Setiap
perlakuan terdiri dari empat botol kultur berisi masing-
masing lima eksplan. Pengamatan dilakukan empat
minggu setelah kultur meliputi tinggi tunas, serta
jumlah tunas dan total ruas per eksplan.

Keragaan planlet stevia in vitro

Bahan yang digunakan dalam penelitian untuk
mendapatkan planlet yang vigor ini berupa tunas pucuk
satu ruas dari planlet in vitro. Eksplan ditanam dalam
tabung kultur (diameter 2,5 cm, tinggi 15 cm) berisi
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medium MS dengan penambahan paklobutrazol atau
ansimidol 0; 0,1; 1 dan 10 mg/L. Masing-masing
perlakuan terdiri dari 20 ulangan (tabung kultur).
Pengamatan dilakukan empat minggu setelah kultur
meliputi bobot segar biomassa planlet, tinggi planlet,
jumlah ruas, jumlah daun, diameter batang, dan daya
hidup planlet.

Penelitian untuk meningkatkan keragaan planlet
stevia dilakukan juga dengan perlakuan intensitas
cahaya yang berbeda. Eksplan yang digunakan adalah
tunas pucuk satu ruas setinggi 1 — 1,5 cm dari planlet
yang telah ditumbuhkan pada medium MS. Sebanyak
lima tunas ditanam dalam satu botol kultur (diameter
6 cm, tinggi 9 cm) berisi 40 mL medium MS dengan
30 g/L sukrosa, 3 g/L gelrite dan paklobutrazol
0,1 mg/L. Jenis penutup botol yang digunakan adalah
tutup ulir berbahan prolipropilen dan dibalut plastik
wrap. Sebanyak enam botol kultur digunakan setiap
perlakuan. Botol kultur diletakkan di bawah lampu
fluoresen putih dengan intensitas cahaya 10; 20; 30 dan
40 pmol foton/m*/detik, dengan fotoperiode 12 jam per
hari. Pengukuran intensitas cahaya dilakukan meng-
gunakan /lightmeter (Licor-250) dengan sensor
kuantummeter. Parameter yang diamati pada empat
minggu setelah kultur adalah bobot segar biomassa
planlet, tinggi planlet, jumlah daun, ukuran daun
(panjang x lebar), kelas warna daun (diukur dengan
bagan warna daun dari International Rice Research
Institute) dan diameter batang. Intensitas cahaya serta
suhu di luar dan di dalam botol kultur akibat perlakuan
intensitas cahaya juga diamati. Suhu di dalam botol
diukur dengan menempatkan ujung sensor dari
termometer digital Fluke 51 K/J dalam botol kultur
yang berisi planlet.

Kondisi kultur

Kultur diinkubasikan dalam ruang kultur terang
pada suhu 26 £ 1°C dan diletakkan di bawah lampu TL
fluoresen putih 40 W dengan intensitas cahaya 20 pmol
foton/m*/detik dan fotoperiode 12 jam per hari, kecuali
pada penelitian intensitas cahaya disesuaikan dengan
perlakuan.

Rancangan percobaan

Penelitian diatur menggunakan rancangan acak
lengkap. Data yang diperoleh diolah dengan analisis
keragaman (analysis of variance = Anova) mengguna-
kan program SPSS wversi 17. Apabila terdapat
perbedaan faktor perlakuan yang nyata, maka
perbedaan antar-perlakuan diuji dengan uji jarak
berganda Duncan dengan tingkat kepercayaan o < 0,05.

Hasil dan Pembahasan

Pengaruh BA dan IAA terhadap multiplikasi tunas
stevia

Perlakuan BA dan TAA berpengaruh sangat nyata
secara statistik terhadap pertumbuhan dan multiplikasi
tunas stevia, empat minggu setelah kultur (Tabel 1;
Gambar 1). Penambahan BA menurunkan tinggi rata-
rata tunas; pada perlakuan tanpa BA dengan IAA
0; 0,18 dan 0,35 mg/L tinggi rata-rata tunas mencapai
38 mm, sedangkan pada perlakuan BA tinggi tunas
hanya antara 3 — 6 mm, bahkan pada BA 2,25 mg/L
pertumbuhan planlet sangat terhambat (Gambar 1D).
Tanpa BA setiap eksplan menghasilkan rata-rata dua
tunas, sedangkan dengan penambahan BA 0,45 dan
1,13 mg/L pembentukan tunas meningkat menjadi 3,5 —
3,6 tunas per eksplan. Jumlah tunas tertinggi diperoleh
pada perlakuan BA 1,13 mg/L + IAA 0,35 mg/L yakni
sebesar 4,5 tunas per eksplan. Pada perlakuan kontrol,
walaupun hanya diperoleh dua tunas per eksplan tetapi
setiap tunas mempunyai banyak ruas karena tunasnya
tinggi (47,6 mm) sehingga jumlah ruas yang mampu
disubkultur adalah 6,8 ruas per eksplan. Jumlah ruas
yang dapat disubkultur ini mencerminkan laju
multiplikasi planlet. Walaupun tinggi tunas rata-rata
pada perlakuan BA 1,13 mg/L + IAA 0,35 mg/L hanya
20,3 mm tetapi karena jumlah tunas per eksplan
sebanyak 4,5 maka total ruas yang dapat disubkultur
mencapai 11,9 ruas per eksplan. Jadi, pada perlakuan
BA 1,13 mg/L + TAA 0,35 mg/L dari satu ruas awal
setelah 4 minggu diperoleh sebanyak rata-rata 11,9 ruas
yang dapat disubkultur (Tabel 1; Gambar 2A).

Hasil penelitian ini memperlihatkan bahwa
penambahan BA meningkatkan laju multiplikasi tunas
stevia, namun diperlukan juga penambahan IAA untuk
memperoleh tingkat multiplikasi tertinggi. Nampaknya
perlu adanya perimbangan antara sitokinin (BA) dan
auksin (IAA) untuk meningkatkan laju multiplikasi
tunas stevia, seperti yang dilaporkan juga oleh Sivaram
& Mukundan (2003) yang mendapatkan rata-rata 11,2
tunas tiap eksplan dengan BA 2 mg/L dan IAA 1 mg/L
serta oleh Anbazhagan et al. (2010) yang mendapatkan
rata-rata 16 tunas tiap eksplan pada medium MS
dengan BA 1 mg/L dan TAA 0,5 mg/L. Kedua hasil
penelitian tersebut menunjukkan laju multiplikasi tunas
setara atau lebih tinggi dari hasil yang diperoleh pada
penelitian ini, namun planlet yang dihasilkan kecil,
pendek dan tidak vigor sehingga tidak mampu tumbuh
dengan baik ketika disubkultur.

BA banyak digunakan untuk meningkatkan
jumlah tunas stevia (Rafiq et al., 2007; Ibrahim et al.,
2008; Sairkar et al., 2009). BA lebih baik dibandingkan
jenis sitokinin lain yaitu kinetin dalam pembentukan
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tunas stevia (Anbazhagan et al., 2010). Namun,
pembentukan tunas yang banyak tidak diimbangi
dengan keragaan tunas yang baik yakni tunas menjadi
kecil, pendek dan tidak vigor sehingga tidak mampu
hidup ketika ditransfer ke medium baru (Ibrahim et al.,
2008; Sairkar et al., 2009). Pada penelitian ini

pembentukan tunas yang banyak pada perlakuan BA
1,13 mg/L + IAA 0,35 mg/L terlihat daunnya relatif
kecil (Gambar 1A dan 1B) tetapi menjadi berukuran
lebih besar dan normal setelah disubkultur pada
medium MS dengan paklobutrazol 0,1 mg/L. (Gambar
2B).

Tabel 1. Pengaruh BA dan IAA terhadap pertumbuhan dan multiplikasi tunas stevia, setelah kultur selama empat minggu.
Table 1. Effect of BA and IAA on the growth and multiplication of stevia shoots, after four weeks of culture.

Perlakuan
Treatment Tinggi tunas Jumlah tunas Jumlah ruas yang dapat
Shoot height (mm) Shoot number dikultur
BA IAA & Culturable node number
(mg/L) (mg/L)
0 0 476 a" 20 ¢ 68 b
0,18 336 b 20 ¢ 6,7 b
0,35 344 b 20 ¢ 64 b
0,45 0 6,8 d 3,6 ab 36 ¢
0,18 6,5 d 2,4 be 3,1 ¢
0,35 47 d 20 ¢ 2,6 ¢
1,13 0 44 d 34 ab 35 ¢
0,18 30 d 1,9 ¢ 1,9 ¢
0,35 20,3 ¢ 45 a 119 a
2,25 0 38 d 2,5 be 2,6 ¢
0,18 29 d 2,3 be 23 ¢
0,35 2,8 d 2,1 ¢ 2,1 ¢

*) 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 o < 0.05.

Gambar 1. Pengaruh BA dan IAA terhadap pertumbuhan dan multiplikasi tunas stevia pada empat minggu setelah
kultur. BA 0 mg/L, (B) BA 0,45 mg/L, (C) BA 1,13 mg/L, (D) BA 2,25 mg/L. Pada setiap gambar, dari
kiri ke kanan berturut-turut adalah IAA 0; 0,18 dan 0,35 mg/L. Bar =2 cm.

Figure 1. Effect of BA and 144 on the growth and multiplication of stevia shoots after four weeks of culture.
0 mg/L B4, (B) 0.45 mg/L BA, (C) 1.13 mg/L BA, (D) 2.25 mg/L BA. On each figure, from left to
right are 0; 0.18 and 0.35 mg/L IAA, respectively. Bar = 2 cm.
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B

Gambar 2. Pertumbuhan dan multiplikasi tunas stevia terbaik pada medium MS
dengan BA 1,13 mg/L dan IAA 0,35 mg/L pada empat minggu setelah
kultur (A) dan setelah disubkultur pada MS dengan paklobutrazol

0,1 mg/L (B). Bar=1 cm.

Figure 2. The best growth and multiplication of stevia shoots on MS medium with
1.13 mg/L BA and 0.35 mg/L 14A after 4 weeks of culture (A) and after
had been subcultured on MS medium with 0.1mg/L paclobutrazol (B).

Bar =1 cm.

Pengaruh  paklobutrazol dan ansimidol terhadap
keragaan planlet stevia
Semakin tinggi konsentrasi zat penghambat

tumbuh paklobutrazol dan ansimidol menurunkan
secara nyata tinggi planlet, jumlah ruas, jumlah daun
planlet stevia dan persentase planlet hidup, empat
minggu setelah kultur (Tabel 2). Paklobutrazol dan
ansimidol 10 mg/L meningkatkan diameter batang,
namun planlet stevia sangat pendek dengan jumlah ruas
dan daun sangat sedikit. Paklobutrazol 10 mg/L serta
ansimidol 1 dan 10 mg/L menurunkan secara nyata
daya hidup planlet stevia in vitro. Dari semua
perlakuan yang diuji, paklobutrazol 0,1 mg/L
memberikan pengaruh yang paling baik dalam
pertumbuhan bagian atas dan keragaan planlet stevia,
walaupun secara statistik tidak berbeda nyata dengan
perlakuan tanpa zat penghambat tumbuh (Tabel 2).
Pertumbuhan terbaik planlet stevia diperoleh pada
medium MS ditambah paklobutrazol 0,1 mg/L yakni
planlet paling tinggi, jumlah ruas dan daun terbanyak,
diameter batang relatif besar dan persentase planlet
hidup 100% (Tabel 2).

Keragaan planlet stevia yang baik ditunjukkan
dengan batang yang besar dan tinggi, daun banyak,
besar, tebal dan berwarna hijau tua, serta secara
morfologi normal. Setelah tahap awal untuk
multiplikasi ruas, planlet yang diperoleh selanjutnya
disubkultur pada medium untuk meningkatkan
keragaan (vigor) planlet. Penambahan paklobutrazol
0,1 mg/L terbukti mampu meningkatkan vigor planlet
stevia. Penambahan paklobutrazol juga dilaporkan
berpengaruh  positif terhadap pertumbuhan dan
keragaan planlet seperti meningkatkan pertumbuhan

planlet daylily (Chen et al., 2005) serta meningkatkan
ukuran daun dan memperbaiki ketegaran planlet
belimbing (Supriati ef al., 2006).

Paklobutrazol dan ansimidol termasuk zat peng-
hambat tumbuh yang bertindak sebagai penghambat
enzim monooksigenase yang mengkatalisis tahap
oksidasi dari ent-kaurene ke ent-asam kaurenoat dalam
biosintesis giberelin (Rademacher, 2000). Zat peng-
hambat tumbuh telah digunakan secara luas untuk
membuat tanaman menjadi kompak dan kokoh
terutama pada tanaman hias. Zat penghambat tumbuh
yang berperan sebagai penghambat kerja giberelin,
termasuk ansimidol dan paklobutrazol bermanfaat
dalam mikropropagasi tanaman dengan menghambat
perpanjangan batang dan menghasilkan planlet yang
lebih kokoh sehingga meningkatkan daya hidupnya saat
diaklimatisasi pada kondisi luar (Ziv, 1995).

Pengaruh intensitas
lingkungan mikro

cahaya  terhadap  kondisi

Perbedaan intensitas cahaya berpengaruh nyata
terhadap intensitas cahaya yang diterima oleh planlet
stevia di dalam botol kultur dan terhadap suhu di luar
dan di dalam botol kultur. Intensitas cahaya di dalam
botol lebih rendah dibandingkan di luar botol kultur
(Tabel 3), hal ini karena penutup botol kultur dan kaca
bening botol menghalangi masuknya cahaya ke dalam
botol. Semakin tinggi intensitas cahaya, perbedaan
intensitas cahaya di luar dan di dalam botol semakin
tinggi. Pada intensitas cahaya 10 pmol/m?/detik,
perbedaan sebesar 1,6 wmol/m*/detik, sedangkan pada
intensitas cahaya 40  pmol/m*/detik  sebesar
6,8 pmol/m*/ detik (Tabel 3). Penutup botol dan kaca
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Tabel 2. Pengaruh paklobutrazol dan ansimidol terhadap pertumbuhan, keragaan dan daya hidup planlet stevia, setelah kultur

selama empat minggu.

Table 2. Effect of paclobutrazol and ancymidol on the growth, vigor and survival rate of stevia plantlets, after four weeks of

culture.
Bobot segar o Jumlah Diameter Daya
planlet Tinggi planlet batang hidup
Perlakuan . ruas Jumlah daun .
Plantlet fresh  Plantlet height . Stem Survival
Treatment ; Node Leaf number .
weight (mm) number diameter rate
(8 (mm) (%)
Kontrol (Control) 0,07 a” 559 ab 52 a 11,3 ab 072 bc 95 a
Paklobutrazol 0,1 mg/L 0,08 a 633 a 5,6 a 11,7 a 0,80 b 100 a
Paclobutrazol 1 mg/L 0,09 a 342 cde 48 a 10,7 ab 0,68 bc 90 a
10 mg/L 0,06 a 189 e 25 b 62 ¢ 1,01 a 65 b
Ansimidol 0,1 mg/L 0,06 a 46,7 abc 47 a 10,2 ab 0,58 ¢ 100 a
Ancymidol 1 mg/L 0,10 a 40,8 bed 46 a 92 b 0,74 bc 60 b
10 mg/L 0,07 a 24,5 de 22 b 60 ¢ 1,01 a 50 b

*) Angka dalam kolom yang sama diikuti oleh huruf yang sama berarti tidak berbeda nyata menurut uji jarak berganda

Duncan pada a < 0,05.

*) Means in the same column followed by the same letters are not significantly different according to Duncan’s multiple

range test at o < 0.05.

Tabel 3. Kondisi lingkungan mikro pada intensitas cahaya yang berbeda.
Table 3. Microenvironmental conditions at different light intensities.

Intensitas Intensitas Perbedaan Suhu di luar Suhu di
Intensitas cahaya di luar cahaya di dalam intensitas botol kultur dalam botol Perbedaan
cahaya botol kultur botol kultur cahaya Temperature kultur suhu
Light intensity Light z.ntensny ng'ht'mtenszty Light intensity ouiside the T e.m;?emture T en?perature
2 outside the inside the . inside the difference
(umol/m?/s) difference vessel o
culture vessel culture vessel (umol/m?/s) ) vessel °C)
(umol/m*/s) (umol/m*/s) K (°C)
10 *)
10,6 9,1 1,58 ¢ 26,8 ¢ 28,0 d 1,24 b
20 21,0 19,1 1,84 ¢ 279 b 30,1 ¢ 2,12 a
30 31,8 27,9 392 b 28,1 b 30,6 b 2,48 a
40 41,8 35,0 6,80 a 28,8 a 31,1 a 2,30 a

*) 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 o < 0.05.

botol kultur mengurangi intensitas cahaya yang
dilewatkan ke dalam botol kultur (Chen, 2004).

Adanya cahaya yang berasal dari lampu fluoresen
sejuk berwarna putih meningkatkan suhu di dalam
ruang kultur. Semakin tinggi intensitas cahaya yang
digunakan, suhu di luar botol kultur semakin tinggi,
26,7 °C pada intensitas 10 pmol/m*/detik dan 28,8 °C
pada intensitas cahaya 40 pmol/m*/detik (Tabel 3).
Suhu di dalam botol kultur selalu lebih tinggi dari suhu
di luar botol selama periode penyinaran, dengan
perbedaan suhu tergantung pada intensitas cahaya.
Semakin tinggi intensitas cahaya, suhu di dalam botol
kultur akan semakin tinggi bahkan mencapai 31,1 °C
pada intensitas cahaya 40 pmol/m?/detik (Tabel 3).
Peningkatan suhu di dalam botol kultur merupakan

efek rumah kaca dari adanya cahaya dari lampu (Chen,
2003). Penutup botol kultur pada penelitian ini yakni
tutup ulir berbalut plastik wrap dilaporkan mampu
menahan panas paling baik (Sinta et al., 2011) karena
terbatasnya sirkulasi udara dari dan ke dalam botol
kultur.

Pengaruh intensitas cahaya terhadap keragaan planlet
stevia

Perlakuan perbedaan intensitas cahaya tidak
berpengaruh secara nyata terhadap bobot segar planlet,
diameter batang, dan jumlah daun planlet stevia
(Tabel4). Tinggi planlet stevia dipengaruhi secara nyata
oleh intensitas cahaya, dengan tinggi rata-rata
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Tabel 4. Pengaruh intensitas cahaya terhadap pertumbuhan dan keragaan planlet stevia, setelah kultur selama empat

minggu.

Table 4. Effect of light intensity on the growth and vigor of stevia plantlets, after four weeks of culture.

Bobot segar

Intensitas L Diameter Jumlah Kelas Ukuran
cahaya planlet Tinggi planlet batan daun warna daun daun
| canaya Plantlet fresh Plantlet height ang ' . .
Light intensity . Stem diameter Leaf Leaf color Leaf size
2 weight (mm) >
(pmol/m™/s) (@) (mm) number class (mm®)
10 0,080 a’ 53,0 ab 0,58 a 13,1 a 27 a 375 b
20 0,133 a 709 a 0,57 a 15,1 a 1,9 b 809 a
30 0,119 a 57,3 ab 0,68 a 16,5 a 20 b 592 b
40 0117 2 481 b 057 & 142 a 19 b 550 b

*) Angka dalam kolom yang sama diikuti oleh huruf yang sama berarti tidak berbeda nyata menurut uji jarak berganda

Duncan pada a < 0,05.

*) Means in the same column followed by the same letters are not significantly different according to Duncan’s multiple

range test at o. < 0.05.

planlet paling tinggi (7,09 mm) diperoleh pada botol
kultur yang diletakkan di bawah lampu dengan
intensitas 20 pmol/m?detik. Perlakuan intensitas
cahaya yang paling rendah yakni 10 pmol/m*/detik
menyebabkan daun stevia lebih hijau (kelas warna daun
2,7; semakin tinggi nilai bagan warna daun semakin
hijau warna daunnya). Intensitas cahaya berpengaruh
terhadap ukuran daun yang diperoleh dari hasil
perkalian antara panjang dan lebar daun terbesar.
Ukuran daun stevia terbesar diperoleh pada perlakuan
intensitas cahaya 20 pmol/m?*/detik (Tabel 4). Dari
beberapa parameter pertumbuhan yang diamati terlihat
bahwa perlakuan terbaik untuk meningkatkan keragaan
planlet stevia adalah intensitas cahaya 20
umol/m*/detik. Hasil serupa juga dilaporkan pada
planlet Alocasia amazonica yang tumbuh dan
berkembang lebih baik pada intensitas cahaya rendah
yakni 15 dan 30 pmol/m*/detik dibandingkan dengan
intensitas cahaya yang lebih tinggi (Jo ef al., 2008).

Walaupun suhu ruang kultur diatur pada 26 £ 1 °C
secara konstan namun suhu di dalam botol kultur dapat
mencapai 31,1 °C (Tabel 3). Lingkungan tumbuh
tanaman stevia yang optimal di lapang adalah antara 20
— 30 °C schingga suhu yang digunakan dalam
penelitian ini diperkirakan terlalu tinggi untuk
pertumbuhan planlet stevia. Oleh karena itu, perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut untuk menetapkan
kombinasi intensitas cahaya dengan suhu ruang kultur
yang lebih rendah untuk mendapatkan lingkungan
tumbuh in vitro yang terbaik bagi pertumbuhan dan
keragaan planlet stevia.

Kesimpulan
1. Laju multiplikasi tunas stevia tertinggi yakni rata-

rata sebanyak 4,5 tunas dan 11,9 ruas yang dapat
disubkultur per eksplan awal dalam waktu empat

minggu diperoleh pada medium MS dengan
penambahan BA 1,13 mg/L dan IAA 0,35 mg/L.

2. Keragaan planlet stevia lebih baik pada medium
MS dengan penambahan paklobutrazol 0,1 mg/L
dibandingkan dengan penambahan paklobutrazol
dan ansimidol konsentrasi lainnya.

3. Keragaan planlet stevia terbaik diperoleh pada
intensitas cahaya 20 pmol/m?*detik dibandingkan
intensitas cahaya lainnya
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