Berita Biologi, Volume 5, Nomor4, April 2001

REGENERASITANAMAN KERK LILY {Lilium longiflorum Thunb.)
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ABSTRACT

The effects of plant growth regulators on somatic embryo genesis in Lilium longiflorum Thunb. leaf cultures were studied. The
am of the research is to study the regeneration ofi. longiflorum via somatic embryogenesis of leaf explant. IAAat5 level of concentrations
(0-1 mg/1) combined with BAP at 4 level of concentrations (0-2 mg/l) were tested to induction of somatic embryogenesis in the first stage.
Combination of two cytokinins, namely BAP and kinetin, combined with either of four auxins, namely IAA, IBA, NAA or 2,4D were tested
to induce the somatic embryo genesis in the second stage. Combination of two concentrations of ABA, namely 0 and 1 mg/1 combined with
5 level concentrations of GA3, namely 0, 0.25, 0.5, 0.75 and 1 mg/1 were tested to improve the somatic embryos maturation. The results
showed that somatic embryos were promoted by addition of IAA and BAP. The study of auxin and cytokinin combinations on somatic
embryogenesis showed that somatic embryogenesis of kerk lily induced by addition of auxin and cytokinin in the culture medium. The
maximum somatic embryo induction was obtained on medium contained of 0.25 mg/1 IAA combined with 1 mg/1 kinetin. Somatic embryos
maturation were improved by transferring the somatic embryo from induction medium to maturation medium that contained 0.5 mg/l GA3 +
1mg/1 ABA.

Kata kunci/key words: Regenerasi tanaman/p/a«/ regeneration, Lilium longiflorum, embrio somatik/ somatic embryo, zat pengatur tumbuh

tanaman/p/aw/ growth regulators.

PENDAHULUAN

Kerk lily termasuk tanaman Mas berumbi
golongan monokotil. Bentuk tanaman berupa perdu
perennial atau annual. Bunga terbentuk pada ujung
batang, terdiri atas dua hingga lebih dari 10
kuntum. Bunga kerk lily tergolong bunga potong
yang mempunyai nilai ekonomi tinggi. Namun
untuk pengembangan bunga tersebut ditemui
kendala antara lain keterbatasan bahan tanam yang
berkualitas baik dalam jumlah besar (Sri Winarsih
etal., 1998).

Pengembangan tanaman kerk lily umum-
nya dilakukan secara vegetatif konvensional
(Hoesen dan Gandawidjga, 1985). Beragamnya
bibit dan ketidakserempakan pembungaan yang
diperoleh dari hasil teknik tersebut kurang
menguntungkan bagi petani bunga kerk lily. Untuk
mendapatkan tanaman yang seragam dalam jumlah
besar dengan kualitas bunga yang baik sangat
mungkin diperolen dari perbanyakan kerk lily
secarain vitro.

Perbanyakan kerk lily secarain vitro telah
dilakukan oleh Takayama dan Misawa (1983)
dengan menggunakan eksplan sisik umbi untuk
membentuk bulblet.  Liu dan Burger (1986)
menggunakan eksplan tangkai bunga lily untuk
membentuk tunas mikro. Sri Winarsih et al. (1998)
menggunakan eksplan sisk umbi  untuk mem-
bentuk bulblet maupun tunas mikro.

Kultur daun secara in vitro untuk
menginduks embriogenesis somatik telah berhasil
dilakukan antara lain pada tanaman kapas
(Trolinder dan Goodin, 1988), kopi robusta
(Sumaryono dan Tahardi, 1993), kelapa sawit
(Ginting dan Fatmawati, 1993), kakao (Tahardi dan
Mardiana, 1995), teh (Tahardi et al, 1997), karet
(Tahardi, 1998), belimbing (Sukamto, 1998),
Myrtus communis (Canhoto et al., 1999), chesnut
(Xing et al., 1999), ginseng (Choi et al., 1999), dan
Iris (Shabli dan Ajlouni, 2000). Embriogenesis
somatik pada kultur daun kerk lily sdama ini
belum pernah dilaporkan. Untuk itu penelitian
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untuk memperbanyak tanaman kerk lily melalui
embriogenesis somatik perlu dilakukan.

Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui  pengaruh  zat  pengatur  tumbuh
terhadap pembentukan embrio somatik pada kultur
daun kerk lily secarain-vitro.

BAHAN DAN METODE
Sterilisasi eksplan

Umbi kerk lily yang dipanen dari kebun
dicuci dengan air untuk menghilangkan tanah yang
menempel pada sisk umbi, kemudian dicuci
dengan fungisida dan dibilas dengan air sampai
bersih. Daun dipotong dengan panjang 3 cm, lalu
dicuci dengan fungisida. Potongan daun dibawa ke
dalam laminar airflow cabinet, direndam sambil
dikocok dalam larutan clorok 10% selama 10 menit
dan dibilas dengan air steril. Daun tsb dipotong
dengan ukuran 1 cm dan dikultur pada media
perlakuan.

Media dan Pemeliharaan Kultur

Media dasar yang digunakan adalah media
Murashige dan Skoog (MS). Keasaman media
diatur pada pH 5,7 dan dipadatkan dengan 2,5 %
gelrite. 20 ml media dimasukkan ke dalam botol
kultur lalu diautoklaf pada tekanan 21 ps sdama
20 menit.

Kultur dipertahankan pada ruang gelap
dengan suhu ruang 26-28°C sdlama dua minggu
pertama, lalu disinari selama 16 jam terang dan 8
jam gelap selama masa kultur.

Perlakuan dan Analisis data
Induks embriogenesis somatik

Percobaan - dilakukan dua tahap, vyaitu
tahap pertama untuk mengetahui konsentras
terbaik Indole acetic acid (IAA) dan 6-Benzyle-
amino purine (BAP), sedangkan tahap kedua untuk
mengetahui pengaruh berbagai auksin dan sitokinin
pada konsentrasi terbaik yang diperoleh dari
percobaan tahap pertama.

396

Percobaan tahap  pertama  disusun
berdasarkan rancangan acak lengkap factorid,
dengan jumlah ulangan tiga kali. Faktor pertama
adalah konsentrasi |AA, terdiri atas 5 arastingkat
yaitu 0, 0,25, 0,5, 0,75 dan 1 mg/1l. Faktor kedua
adalah konsentrasi BAP, terdiri atas 4 aras yaitu O,
0,5, 1dan 2 mg/1.

Percobaan  tahap kedua  disusun
berdasarkan rancangan acek lengkap faktorid
dengan jumlah ulangan empat kali. Faktor pertama
adalah jenis auksin (konsentrasi 0,25 mg/l) yang
terdiri atas empat jenis, yaitu Indole Acetic Acid
(IAA), J-Naphthalene Acetic Acid (NAA), Indole -
3-Butyric Acid (DBA) dan -2,4- dichloropheno-
xyacetic acid (2,4D). Faktor kedua addah jenis
sitokinin (konsentras 1 mg/1) yang terdiri atas dua
jenis yaitu BAP dan kinetin.

Pendewasaan embrio somatik

Percobaan pada tahap ini  disusun
berdasarkan rancangan acak lengkap faktorid
dengan ulangan tiga kali. Faktor pertama adalah
konsentrasi Absicic acid (ABA) yang teridiri atas
dua aras, yaitu: 0 dan 1 mg/l ABA. Faktor kedua
adalah konsentrasi Giberellic acid (GAj3) yang
terdiri atas limatingkat/aras yaitu 0, 0,25,0,5,0,75
dan 1 mg/1 GAs.

Parameter yang diamati pada tahap
induks embriogenesis somatik adalah persentase
eksplan yang membentuk embrio somatik dan
jumlah embrio somatik per eksplan. Parameter
yang diamati pada tahap pendewasaan embrio
somatik adalah persentase embrio somatik yang
telah mencapa fase 'kotiledonare'. Data dianalisis
dengan meng-gunakan uji beda nyata terkecil pada
taraf 5 %.

HASIL
Induksi embriogenesis somatik.

Embrio somatik dapat diperoleh dari
kultur in vitro daun kerk lily. Proses pembentukan
embrio somatik tersebut didahului  dengan
terjadinya pembengkakan pada bekas potongan



eksplan daun. Proses ini dilanjutkan dengan
munculnya bintik-bintik kecil berwama krem yang
menyerupai  globular pada rekahan tersebut.
Globular tersebut tumbuh memanjang lalu
membentuk embrio somatik. Dalam pengamatan
mikroskopik, terlihat bahwa pada satu dompolan
embrio  somatik  terdapat berbaga  fase
perkembangan embrio, yaitu globular, fase hati,
torpedoid maupun kotiledonari (Gambar 1A).

Pada percobaan pertama diketahui bahwa
auksin, sitokinin dan interaks antara keduanya
berpengaruh pada pembentukan embrio somatik,
baik pada persentase eksplan yang dapat diinisias
membentuk embrio somatik maupun pada jumlah
embrio somatik per eksplan (Gambar 2). Embrio
somatik masih dapat terbentuk pada media yang
tidak mengandung BAP tetapi mengandung IAA,
sebaliknya hal tersebut tidak dapat terjadi apabila
media tidak mengandung IAA. Kenaikan IAA
maupun BAP sampai konsentrasi tertentu dapat
meningkatkan frekuens terjadinya embrio somatik
dan jumlah embrio somatik per eksplan. Hasil
terbaik diperoleh pada kombinas perlakuan 0,25
mg/1 IAA dengan 1 mg/1 BAP. Auksin (konsentrasi
0,25 mgl) dan sitokinin (konsentrass 1 mg/l)
dipaka untuk uji berbagai jenis auksin dan
sitokinin pada percobaan kedua.

Hasil penelitian pada percobaan kedua
menunjukkan bahwa jenis auksin, jenis sitokinin
dan interaks antara keduanya berpengaruh
terhadap pembentukan embrio somatik (Gambar 3).
IAA yang dipasangkan dengan BAP maupun
kinetin merupakan auksin yang paling baik untuk
proses pembentukan embrio somatik. Sedangkan
peran BAP dan kinetin dalam pembentukan embrio
somatik kerk lily tergantung pada auksin yang
dipasangkan.

Pendewasaan embrio somatik

Pada penelitian ini, pendewasaan embrio
somatik dilakukan dengan cara memindahkan
eksplan daun yang embrio somatik yang diperoleh
dari media induks ke media pengecambahan.
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Evaluas pendewasaan embrio somatik didasarkan
pada berkembangan embrio somatik yang telah
berhasil membentuk calon plantlet yang ditandai
dengan telah terbentuknya helaian daun kecil dan
caon akar (Gambar IB). Proses pendewasaan
embrio somatik secara nyata dapat didorong oleh
penambahan ABA dan GA;. Dibandingkan dengan
perlakuan tunggal, hasil yang lebih baik diperoleh
dari kombinasi ABA dan GA;. Persentase tertinggi
embrio somatik yang dapat mencapai calon plantlet
(70%) diperoleh media yang mengandung 1 mg/1
ABA yang dikombinasikan dengan 0,5 mg/l GA3
(Gambar 4). Embrio somatik kerk lily yang
dihasilkan pada pendlitian ini telah berhasl
diakarkan dengan memindahkan embrio somatik
pada media perakaran (Sri Winarsih et al., 1998).

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelitian ini, diketahui
bahwa zat pengatur tumbuh merupakan faktor
penting dalam embriogenesis somatik pada kultur
daun kerk lily. IAA mutlak diperlukan untuk
menginduksi embrio somatik kerk lily. Hal tersebut
didasarkan pada kenyataan bahwa embrio somatik
tideak dapat terbentuk pada media yang tidak
mengandung 1AA. Peran auksin, utamanya IAA
pada induks embriogenesis somatik juga telah
diketahui dengan baik pada kultur in vitro kopi
robusta (Lanaud, 1981), namun hasil sebaliknya
telah dilaporkan Hatanaka et al. (1991).

BAP juga berpengaruh pada induks
embriogenesis somatik kerk lily. Walaupun proses
induks embriogenesis somatik dapat terjadi pada
media tanpa diperkaya dengan BAP, tetapi
frekuens daun yang dapat membentuk embrio
somatik  maupun jumlah embrio somatik per
eksplan meningkat seiring dengan peningkatan
BAP sampa dengan konsentrasi 12 mg/1. Hasll
tersebut menunjukkan bahwa BAP sangat berperan
dalam memperbaiki tingkat induks embriogenesis
somatik pada kultur in vitro daun kerk lily. Masih
dapat terjadinya embriogenesis somatik pada media
tanpa BAP kemungkinan karena adanya kandungan
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sitokinin endogen pada daun kerk lily. Hal tersebut
terjadi juga pada pembentukan tunas mikro pada
kultur tangkai bunga kerk lily (Liu dan Burger,
1986), bulblet dan tunas mikro pada kultur sisik
kerk lily (Priyono dan Winarsih, 2000). Dengan
diketahuinya bahwa peran BAP pada induks
embriogenesis somatik pada kultur daun kerk lily
meningkat apabila dikombinasikan dengan [AA,
menunjukkan bahwa kedua zat pengatur tumbuh
tersebut berinteraks dalam proses embriogenesis
somatik. Hasil serupa telah dilaporkan pada
embriogenesis somatik kopi arabika (Priyono,
1992). Takayama dan Misawa (1982) melaporkan
bahwa kombinasi sitokinin dan auksin  menentu-
kan arah pembentukan organ pada kultur in vitro
sisk kerk lily, sdlanjutnya Shibli dan Ajlaouni
(2000) melaporkan bahwa dalam pembentukan
embrio somatik pada bunga Iris juga ditentukan
oleh komposisi kombinasi sitokinin dan auksin. Hal
tersebut menunjukkan bahwa kombinasi sitokinin
dan auksin tidak hanya mempengaruhi embri-
ogenesis somatik tetapi juga pada organogenesis.

Pada pengujian kombinass BAP dan
kinetin dengan beberapa auksin diketahui bahwa
BAP maupun kinetin merupakan sitokinin yang
baik untuk induks embriogenesis pada kultur in
vitro daun kerk lily. Hasil optimal kedua sitokinin
tersebut tergantuing pada auksin yang dipasangkan.
BAP lebih baik dikombinasikan dengan NAA atau
IBA, sedangkan kinetin lebih baik dikombinasikan
dengan IAA atau 2,4D. Kombinasi antara kinetin
dengan IAA merupakan yang terbaik untuk induks
embriogenesis pada penelitian ini. Nampaknya
kombinasi terbaik sitokinin dan auksin pada
induksi embriogenesis somatik sangat tergantung
pada spesies tanaman. BAP + 24D baik untuk
induksi embriogenesis somatik pada kultur daun
kopi 'arabusta’ (Dublin, 1981) dan chesnut (Xing
et al., 1999), kinetin + NAA pada kopi catimor
(Garcia dan Menendez, 1987), BAP + IBA pada
kopi robusta (Sumaryono dan Tahardi, 1993),
kinetin + 2,4D pada kakao (Tahardi, 1995) dan teh
(Tahardi et al., 1997). Lanaud (1981) telah
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melakukan pengujian beberapa kombinasi sitokinin
dan auksin pada embriogensis kopi robusta dengan
hasil bahwa BAP + IAA merupakan kombinas
terbaik, lau disusul berturut-turut kinetin + 1AA,
BAP + IBA dan BAP + NAA. Pengaruh kombinas
sitokinin dan auksin juga dilaporkan Shibli dan
Ajlouni (2000) pada embriogenesis somatik bunga
Iris. Pada pendlitian tersebut, hanya BAP yang
dikombinasikan dengan IBA atau 2,4D yang dapat
membentuk embrio somatik, sebaliknya tidak dapat
terbentuk embrio somatik apabila 2-isopenteny
adenine  (2-iP), zeatin aau thidiazuron
dikombinasikan dengan IBA maupun 2,4D.
Hatanakae/al. (1991) melaporkan bahwa 2-iP,
BAP dan kinetin, dapat menginduksi embrio-
genesis somatik pada kultur daun kopi robusta,
proses tersebut terhambat apabila ketiga sitokinin
tersebut dikombinasikan dengan NAA, IBA, 1AA
atau 2,4D. Pence et al. (1979) melaporkan bahwa
kombinasi antara kinetin, 2-iP atau BAP dengan
IAA, NAA aau 24D tidak dapat mendorong
embriogenesis somatik pada kakao, tetapi proses
tersebut dapat terjadi pada media yang
mengandung air kelapa+ NAA. Chen et al. (1987)
melaporkan bahwa kinetin + NAA tidak dapat
mendorong embriogensis pada pepaya, proses
tersebut baru dapat terjadi apabila kombinasi
tersebut ditambah dengan GA3. Ha serupa
dilaporkan Tahardi (1998), bahwa embrio somatik
karet dapat diperoleh dari kalus embrionik yang
disubkultur pada media yang diperkaya kinetin +
NAA + GA..

Pada penelitian ini penambahan ABA dan
GA; dapat mendorong pendewasaan embrio soma-
tik kerk lily. Peranan ABA pada pendewasaan
embrio somatik kerk lily lebih bak jika
dikombinasikan dengan GAj. Peran GA; ini telah
dirunjukkan juga pada perkembangan embrio
somatik Myrtus communis (Canhoto et al., 1999).
Pada penelitian pembungaan kerk lily (De Hertogh
dan Blakely, 1972) GA; dapat memperpendek
waktu yang dibutuhkan untuk terjadinya pem-
bungaan. ABA tampaknya memang efektif untuk
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Gambar 4. Pengaruh ABA dan GA; pada persentase pendewasaan embrio somatik pada kultur in
vitro kerk lily. Angka-angka dalam histogram yang diikuti oleh huruf yang sama tidak
berbeda nyata pada uji BNT pada taraf 5%
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Regenerasi  tanaman kerk lily melalui
embriogenesis somatik telah dapat diinduks
dari kultur in vitro pada eksplan daun.
Pembentukan embrio somatik kerk lily
dipengaruhi oleh auksin dan sitokinin, yang
mana |AA mutlak diperlukan dalam induks
embrio  somatik  kerk lily. 1AA yang
dikombinasikan/ dipasangkan dengan BAP
maupun Kinetin merupakan auksin yang paling
baik unruk proses pembentukan embrio
somatik. Sedangkan peran BAP dan kinetin
dalam pembentukan embrio somatik kerk lily
tergantung pada jenis auksin yang digunakan.
Kombinas 1 mg/l kinetin + 0,25 mg/l 1AA
merupakan kombinasi terbaik untuk induks
embrio somatik kerk lily.

Pendewasaan embrio somatik hasil kultur daun
perlu dilakukan. Pendewasaan embrio somatik
kerk lily tersebut dapat didorong dengan
memindahkan embrio somatik yang diperoleh
dari media induksi ke media yang mengandung
1 mg/l ABA dan 0,5 mg/l GA3
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Gambar 2. Pengaruh IAA dan BAP pada pembentukan embrio somatic pada kultur in vitro kerk lily. A: inisias
embrio somatic (%), B: jumlah embrio. Angka-angka dalam histogram yang diikuti oleh huruf yang
sama tidak berbeda nyata pada uji BNT pada taraf 5%.
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embrio somatik kerk lily.

Pendewasaan embrio somatik hasil kultur daun
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