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Mikropropagasi Rubia akane Nakai dari Eksplan Tunas Pucuk dan Buku
(Micropropagation of Rubia akane Nakai Initiated from Shoot Tip and Node Explants)
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ABSTRACT

Rubia akane Nakai is a medicinal plant which contains antraquinone and natural dyes producing plants because
it contains alizarin and purpurin. Propagation of this plant is usualy done through seeds. One alternative to mass
propagation which is not seasonal dependent is by tissue culture techniques. The purpose of this study was to
conduct R. akane micropropagation on MS media containing cytokinin Kinetin or BAP respectively at 0
(control); 0,5; 1; and 2 ppm using shoot tips and nodes explants. The explants used were shoot containing 1 bud
and shoot containing 2 buds, and single node. The results showed that 8 weeks after planting, the highest shoots
were produced from MS media without cytokinins from shoot containing 1 bud explants that were 8,36 cm, the
highest total number of leaves was produced on MS media with the addition of 0,5 ppm Kinetin at 45,86, the
number the highest internodes was obtained from shoots containing 2 buds on MS media with the addition of
0,5 ppm BAP which is 4,72 segments, the highest number of lateral shoots was obtained from shoots
containing buds planted on MS media which were 4,57 shoots, and the highest number of roots was obtained
from shoot containing 1 shoot planted on MS media that was 9,14. The survival rate of planlet in the greenhouses from MS
media containing BAP (83,33%) was higher compared to planlets derived from MS media containing Kinetin (60,42%).
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ABSTRAK

Rubia akane Nakai merupakan tanaman obat karena mengandung antraquinon dan tanaman penghasil pewarna
alami karena mengandung alizarin dan purpurin. Tanaman ini biasanya diperbanyak melalui biji. Salah satu
alternatif perbanyakan secara massal dan tidak tergantung musim adalah dengan teknik kultur jaringan. Tujuan
dari penelitian ini adalah untuk melakukan mikropropagasi R. akane pada media MS dengan perlakuan sitokinin Kinetin atau
BAP konsentrasi 0; 0,5; 1; dan 2 ppm menggunakan eksplan tunas pucuk dan buku (nodus). Eksplan yang
digunakan adalah pucuk 1 tunas dan pucuk 2 tunas yaitu tunas yang bercabang dari satu buku, dan eksplan
buku tunggal. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa 8 minggu setelah tanam, tunas tertinggi dihasilkan dari
media MS tanpa sitokinin dari eksplan pucuk 1 tunas yaitu 8,36 cm, jumlah total daun tertinggi dihasilkan dari
media MS dengan penambahan 0,5 ppm Kinetin sebesar 45,86 helai, jumlah ruas dari tunas tertinggi diperoleh
dari eksplan pucuk 2 tunas pada media MS dengan penambahan 0,5 ppm BAP yaitu 4,72 ruas, jumlah tunas
lateral tertinggi diperoleh dari eksplan pucuk 2 tunas yang ditanam pada media MS yaitu 4,57 tunas, dan
jumlah akar terbanyak diperoleh dari eksplan pucuk 1 tunas yang ditanam pada media MS yaitu sebesar 9,14.
Daya hidup di rumah kaca planlet dari media MS dengan penambahan BAP (83,33%) lebih tinggi
dibandingkan dengan planlet yang berasal dari media MS dengan penambahan Kinetin (60,42%).

Kata Kunci: Rubia akane Nakai, BAP, in vitro, kinetin, sitokinin, mikropropagasi.

PENDAHULUAN

Rubia akane Nakai, mempunyai nama umum
Madder merupakan tanaman tahunan dari Famili
Rubiaceae. Tanaman ini sejak dahulu biasa digunakan
sebagai pewarna alami di Asia (Singh & Chaughan et
al. 2004; Park & Lee, 2009). Pigmen antrakuinon
seperti alizarin dan purpurin yang terkandung dalam
akar dari R. akane merupakan salah satu kelompok
terpenting untuk memproduksi pewarna alami
(Shin, 1989). Selain itu, antrakuinon juga dilaporkan
dapat berfungsi sebagai anti-kanker (Son et al. 2008),
antimalaria (Bringmann et al. 2008), antioksidan
(Galindo et al. 2008), antimikroba (Xiang et al.

2008), dan antijamur (Singh et al. 2006).
Tanaman ini berkembangbiak dengan biji
dan stek. Oleh karena akar merupakan bagian
tanaman yang sering dimanfaatkan, maka diperlukan
cara perkembangbiakan alternatif yang lebih cepat
antara lain melalui kultur jaringan. Penggunaan
teknologi kultur jaringan tanaman untuk propagasi
komersial spesies tanaman dan untuk produksi
komponen bioaktif telah menjadi industri yang
menguntungkan (Yancheva & Kondakova, 2018).
Efisiensi produksi metabolit sekunder dengan teknik
kultur jaringan telah terbukti karena memiliki
sifat genetik, kestabilan biokimia, kecepatan laju
pertumbuhan, dan kemampuan dalam sintesis
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komponen alami yang dapat dibandingkan dengan
teknik perbanyakan tanaman secara in vivo (Guillon
et al. 2000).

Penelitian tentang perbanyakan secara in vitro
tanaman R. akane belum banyak dipublikasikan. Shin
(1989) melaporkan biosintesis pigmen antrakuinon
dari kalus R akane. Oleh karena tanaman ini
menghasilkan zat pewarna alami terutama pada bagian
akamya, beberapa penelitian tentang kultur akar telah
dilakukan. Park & Lee (2009) dan Park et al
(2009) meneliti pengaruh pemberian auksin IBA, IAA
dan NAA yang ditambahkan pada media dasar MS,
SH dan B5 terhadap pertumbuhan dan produksi
alizarin dan purpurin pada kultur akar rambut R.
akane. Lee et al. (2010) mempublikasikan penelitian
tentang kultur akar rambut hasil transformasi dengan
beberapa galur Agrobacterium rhizogenes
menggunakan media MS untuk produksi antrakuinon
alizarin dan purpurin secara in vitro. Kriopreservasi
kultur akar rambut telah dilakukan oleh Kim et al
(2012) dan Salma et al (2013). Untuk tujuan
preservasi, kultur akar R. akane telah dilakukan
enkapsulasi (Shin et al. 2014). Produksi antrakuinon
secara in vitro menggunakan kultur akar juga
dilakukan terhadap tanaman dari genus yang sama
yaitu Rubia tinctorium (Bicer et al. 2017).

Mikropropagasi pada R. akane belum banyak
dilaporkan. Beberapa penelitian mikropropagasi telah
dilakukan pada tanaman dari genus yang sama antara
lain pada R cordifolia menggunakan eksplan buku
yang dikulturkan pada media MS dengan penambahan
sitokinin (Radha et al. 2011) dan peningkatan
multiplikasi dari tunas aksilar menggunakan media
MS dengan penambahan tidiazuron (Ghatge et al.
2011). Regenerasi tidak langsung secara in vifro pada
R. cordifolia dilaporkan oleh Khadke et al. (2013).
Pada jenis tanaman yang sama, Vivekanandan et al.
(2014) juga melakukan regenerasi in vitro dan meneliti
evaluasi stabilitas genetiknya. Tujuan dari penelitian
ini adalah untuk melakukan mikropropagasi R. akane
pada media MS dengan perlakuan sitokinin
Kinetin dan BAP konsentrasi 0; 0,5; 1; dan 2
ppm menggunakan eksplan tunas pucuk dan
buku (nodus).

BAHAN DAN CARA KERJA
Eksplan yang digunakan pada penelitian ini

adalah tunas in vitro R. akane umur 2 bulan yang
ditanam pada media MS (Murashige & Skoog

1962) tanpa penambahan zat pengatur tumbuh.
Media yang digunakan untuk perlakuan adalah
media MS dengan penambahan sitokinin Kinetin atau
BAP dengan konsentrasi 0; 0,5; 1 dan 2 ppm.
Media dipadatkan dengan agar Gelzan (TM
Caisson labs) sebanyak 3 g/l, pH media diatur
menjadi 5,8 kemudian media  disterilisasi
menggunakan otoklaf pada tekanan 15 psi dan
suhu 121°C selama 15 menit. Tiga macam
eksplan yang digunakan berupa pucuk 1 tunas
(tunas pucuk tunggal), pucuk 2 tunas (dua tunas
yang muncul pada satu pucuk), dan buku
tunggal. Eksplan yang telah ditanam pada media
perlakuan kemudian diinkubasikan di dalam
ruang kultur pada suhu 25 + 2°C, dengan
intensitas pencahayaan sekitar 900 lux secara
kontinyu.

Rancangan percobaan yang digunakan adalah
Rancangan Acak Lengkap dengan variabel
pengamatan berupa tinggi tanaman, jumlah total
daun, jumlah ruas tunas tertinggi, jumlah tunas
lateral, dan jumlah akar yang diamati setiap
minggu selama 8 minggu setelah tanam. Tiap
botol kultur ditanami dengan 4 eksplan. Masing-
masing perlakuan media mempunyai 16 ulangan. Uji
statistik dilakukan dengan menggunakan Multiple
Comparison Test dengan Duncan'’s multiple range test
(p=0,05).

Aklimatisasi dilakukan terhadap planlet
hasil perlakuan yang telah berumur 8 minggu setelah
tanam sebanyak 8 planlet untuk masing-masing
perlakuan. Sebelum aklimatisasi, dilakukan hardening
dengan cara memindahkan botol berisi planlet dari
ruang kultur ke rumah kaca yang ternaungi selama 3
hari. Aklimatisasi dilakukan dengan cara mengeluar-
kan planlet yang sudah berakar dari botolnya
dengan cara menambahkan sedikit air ke dalam
botol, kemudian dikocok perlahan dengan meng-
gunakan pinset sehingga planlet terlepas dari
media agar. Planlet kemudian dikeluarkan dari
botol, dicuci dengan air hingga bersih sampai
tidak terdapat media yang tertinggal pada akar
planlet. Planlet kemudian ditanam pada media
aklimatisasi yaitu campuran tanah, cocopeat dan
sekam bakar dengan perbandingan 2:1:1. Bak
berisi media yang telah ditanami planlet tersebut
diberi label, kemudian disungkup dengan meng-
gunakan plastik transparan dan diletakkan di
tempat teduh di dalam rumah kaca selama dua
minggu. Setelah itu, sungkup plastik dibuka
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secara bertahap dan tanaman diletakkan di
tempat yang mendapat sinar matahari yang cukup.

HASIL

Pertumbuhan tinggi tunas R. akane dengan
perlakuan penambahan Kinetin dan BAP umur
0-8 minggu terdapat pada Gambar 1 dan 2.
Penambahan tinggi tunas mulai terlihat setelah
minggu pertama, namun pertumbuhannya masih
lambat. Pada ketiga jenis eksplan yang digunakan,
media MS tanpa penambahan Kinetin mempunyai
pertumbuhan yang lebih tinggi. Pada eksplan
pucuk 1 tunas, pada minggu ke-4 pertumbuhan
tinggi tunas pada media dengan penambahan 1
ppm Kinetin lebih tinggi dibandingkan dengan
tunas pada media dengan penambahan 0,5 dan 2
ppm Kinetin, namun pada minggu ke-8 tinggi
tunas pada media dengan 1 ppm Kinetin hampir
sama dengan tinggi tunas pada media dengan
penambahan 2 ppm kinetin. Pertumbuhan tinggi
tunas paling lambat diperoleh pada media
dengan penambahan 0,5 ppm Kinetin (Gambar
1A). Hal serupa juga terdapat pada eksplan
pucuk 2 tunas. Sampai dengan minggu ke-2
pertumbuhan tinggi tunas masih belum banyak
berbeda, namun pada media MS dengan
penambahan 0,5 ppm Kinetin, pertumbuhan
tinggi tunas terjadi paling lambat dibandingkan
dengan media lainnya (Gambar 1B). Hal yang
berbeda terjadi pada eksplan buku, penambahan
Kinetin dengan konsentrasi tertinggi yaitu 2
ppm menyebabkan pertumbuhan tinggi tunas
paling lambat. Penambahan Kinetin 0,5 ppm
menyebabkan peningkatan tinggi tanaman,
namun setelah minggu ke-6, pertumbuhan tinggi
tunas dari eksplan buku yang dikulturkan pada
media tanpa Kinetin terlihat paling cepat
(Gambar 1C).

Pada perlakuan BAP, pertumbuhan tinggi
tunas paling cepat dari eksplan pucuk 1 tunas
dan buku terdapat pada media MS tanpa BAP,
yang terjadi mulai minggu ke-4 hingga minggu
ke-8 (Gambar 2A dan 2C). Pada eksplan 2
tunas, pertumbuhan tinggi tunas mulai awal
tanam hingga minggu ke-3 pada semua media
tidak berbeda. Akan tetapi, mulai minggu ke-4
hingga minggu ke-8 pertumbuhan tunas pada
media MS tanpa BAP dan yang mengandung 0,5 ppm
BAP tidak berbeda, lebih tinggi dibandingkan

pada eksplan yang dikulturkan pada media
lainnya (Gambar 2B). Pada media MS tanpa BAP dan
yang mengandung 0,5 ppm BAP pertumbuhan
eksplan buku tertinggi mulai terlihat pada
minggu ke-4 hingga minggu ke-8. Peningkatan
konsentrasi BAP menurunkan pertumbuhan
tinggi tunas (Gambar 2C).

Jumlah daun R. akane dari eksplan pucuk 1
tunas pada semua media MS dengan atau tanpa
penambahan Kinetin mempunyai pertumbuhan
yang tidak berbeda mulai minggu pertama
hingga minggu ke-8 (Gambar 3A). Berbeda dengan
eksplan pucuk 1 tunas, pertumbuhan jumlah
daun pada eksplan 1 pucuk setelah minggu ke-4
hingga minggu ke-8, eksplan yang ditanam pada
media tanpa Kinetin mempunyai jumlah daun
paling tinggi (Gambar 3B). Pada eksplan buku,
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Gambar 1. Rata-rata tinggi tunas Rubia akane dari
eksplan pucuk 1 tunas (A), pucuk 2 tunas (B)
dan buku (C) umur 0-8 MST pada media MS
dengan penambahan 0; 0,5; 1 dan 2 ppm Ki-
netin.
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mulai minggu ke-2 terdapat perbedaan jumlah
daun. Jumlah daun pada media MS tanpa dan
dengan Kinetin 0,5 ppm hampir sama hingga
minggu ke-8, sedangkan pada media yang
mengandung 2 ppm Kinetin pertumbuhannya
paling lambat (Gambar 3C). Pada media MS
yang mengandung BAP, baik eksplan pucuk 1
tunas, 2 tunas maupun buku mempunyai pola
pertumbuhan serupa dari sejak tanam sampai
dengan minggu ke-8. Pertumbuhan jumlah daun
tertinggi terdapat pada eksplan pucuk 2 tunas
(Gambar 4).

Pola pertumbuhan jumlah ruas tunas R.
akane pada media MS dengan penambahan
Kinetin umur 0-8 minggu terdapat pada Gambar
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Gambar 2. Rata-rata tinggi tunas Rubia akane dari
eksplan pucuk 1 tunas (A), pucuk 2 tunas
(B) dan buku (C) umur 0-8 MST pada media
MS dengan penambahan 0; 0,5; 1 dan 2 ppm
BAP.

5. Pola pertumbuhan ruas dari eksplan pucuk 1
tunas (Gambar 5A) dan pucuk 2 tunas (Gambar
5B) masih meningkat dari awal penanaman
hingga minggu ke-8. Pada media MS, mulai
minggu ke-4 dan ke-5 eksplan pucuk 1 tunas dan 2
tunas mempunyai jumlah rtuas tertinggi hingga
minggu ke-8 (Gambar 5A dan B), sedangkan
pada eksplan buku, jumlah ruas tertinggi pada
media ini terlihat pada minggu ke-8 (Gambar
5C). Eksplan buku yang ditanam pada media
MS yang mengandung 2 ppm Kinetin mempunyai
pertumbuhan lambat mulai awal penanaman
hingga minggu ke-8 (Gambar 5C).
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Gambar 3. Rata-rata jumlah total daun Rubia akane
dari eksplan pucuk 1 tunas (A), pucuk 2 tunas
(B) dan buku (C) umur 0-8 MST pada media
MS dengan penambahan 0; 0,5; 1 dan 2 ppm
Kinetin.
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penambahan zat pengatur tumbuh mulai mengalami
peningkatan mulai dari minggu pertama hingga
minggu terakhir pengamatan (Gambar 6).
Eksplan pucuk 1 tunas pada awal penanaman
hingga minggu ke-2 mempunyai pertumbuhan
yang sama, mulai minggu ke-2 pucuk 1 tunas
pada media MS tanpa BAP mempunyai jumlah
ruas tertinggi hingga minggu ke-8 (Gambar
6A). Pada eksplan pucuk 2 tunas, pertumbuhan
jumlah ruas sama pada minggu pertama hingga
minggu ke-3, selanjutnya pertumbuhan ruas
pada media MS tanpa dan dengan penambahan
0,5 ppm BAP sama dengan pada media MS
tanpa BAP hingga minggu ke-8, lebih tinggi
dibandingkan dengan jumlah tunas pada media
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Gambar 4. Rata-rata jumlah daun total Rubia akane
dari eksplan pucuk 1 tunas (A), pucuk 2 tunas
(B) dan buku (C) umur 0-8 MST pada media
MS dengan penambahan 0; 0,5; 1 dan 2 ppm
BAP.

MS dengan penambahan 1 dan 2 ppm BAP
(Gambar 6B). Mulai minggu ke-4 jumlah ruas
dari eksplan buku tertinggi hingga minggu ke-8
diperoleh dari media MS tanpa BAP. Jumlah
ruas pada media dengan penambahan BAP
konsentrasi 0,5-2 ppm terlihat sama mulai awal
penanaman hingga minggu ke-8 pengamatan
(Gambar 6C).

Jumlah tunas lateral R. akane dari eksplan
pucuk 1 tunas, pucuk 2 tunas dan buku umur 0-
8 MST pada media MS dengan penambahan 0;
0,5; 1 dan 2 ppm Kinetin tertera pada Gambar 7.
Jumlah tunas lateral dari eksplan pucuk 1 tunas
mempunyai pola pertumbuhan yang sama hingga
minggu ke-5 pada semua media, selanjutnya
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Gambar 5. Rata-rata jumlah ruas dari tunas terting-
gi Rubia akane dari eksplan pucuk 1 tunas
(A), pucuk 2 tunas (B) dan buku (C) umur 0-
8 MST pada media MS dengan penambahan
0; 0,5; 1 dan 2 ppm Kinetin.
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pertumbuhan jumlah tunas lateral bervariasi dan
pada minggu ke-8 jumlah tunas lateral tertinggi
dihasilkan pada media MS dengan penambahan
1 ppm Kinetin (Gambar 7A). Pada eksplan pucuk 2
tunas jumlah tunas lateral meningkat hingga minggu
ke-8 kecuali pada media yang mengandung 2 ppm
Kinetin yang mempunyai pertumbuhan paling lambat.
Mulai minggu ke-5 hingga ke-8 jumlah tunas lateral
tertinggi diperoleh pada media tanpa penambahan
Kinetin (Gambar 7B). Berbeda dengan eksplan buku,
jumlah tunas lateral hingga minggu ke-6 hanya sedikit
berbeda, namun selanjutnya hingga minggu ke-8
jumlah tunas lateral tertinggi diperoleh pada media
MS dengan penambahan 0,5 ppm Kinetin (Gambar
7C). Tunas lateral terendah dihasilkan dari media
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Gambar 6. Rata-rata jumlah ruas dari tunas tertinggi
Rubia akane dari eksplan pucuk 1 tunas (A),
pucuk 2 tunas (B) dan buku (C) umur 0-8
MST pada media MS dengan penambahan 0;
0,5; 1 dan 2 ppm BAP.

MS dengan penambahan 2 ppm Kinetin.

Pada eksplan pucuk 1 tunas, media MS dengan
penambahan 1 ppm BAP merupakan media terbaik
untuk pertumbuhan jumlah tunas lateral mulai minggu
pertama hingga minggu ke-8 (Gambar 8A).
Penambahan 0,5 dan 2 ppm BAP menurunkan
jumlah tunas lateral. Pola pertumbuhan jumlah
tunas lateral dari eksplan pucuk 2 tunas berbeda
dengan eksplan pucuk 1 tunas, dan jumlah
tertinggi pada minggu ke-8 dicapai oleh eksplan yang
ditanam pada media MS yang mengandung 0,5 ppm
BAP, terendah pada media MS tanpa BAP (Gambar
8B). Pada eksplan buku, pola pertumbuhan
jumlah tunas lateral serupa pada semua media,
jumlah tunas lateral tertinggi dihasilkan pada media
MS dengan penambahan 0,5 ppm dan 1 ppm BAP
dan jumlah tunas lateral terendah dihasilkan dari media
MS tanpa penambahan BAP dan dengan penambahan
2 ppm BAP (Gambar 8C).

Jumlah akar R. akane tertinggi pada eksplan
pucuk dengan 1 tunas, mulai minggu ke-2 hingga
minggu ke-8 pada media MS tanpa penambahan
Kinetin tertinggi dibandingkan pada semua media
dengan penambahan Kinetin (Gambar 9A). Pada
eksplan pucuk 2 tunas, jumlah akar tertinggi pada
media MS tanpa BAP terlihat mulai minggu ke-4,
namun pertumbuhannya melambat hingga pada
minggu ke-8 jumlahnya sama dengan akar yang
ditumbuhkan pada media MS dengan penambahan 0,5
dan 2 ppm Kinetin (Gambar 9B). Pada eksplan buku,
pola pertumbuhan jumlah akar pada media MS tanpa
dan dengan penambahan 0,5 dan 1 ppm Kinetin
serupa hingga minggu ke-8 kecuali eksplan yang
ditanam pada media yang mengandung 2 ppm Kinetin
mempunyai pertumbuhan paling lambat hingga
minggu ke-8 (Gambar 9C). Media MS dengan
penambahan BAP menunjukkan pertumbuhan jumlah
akar yang rendah mulai awal penanaman hingga
minggu ke-8 pada semua jenis eksplan terutama
pada eksplan buku (Gambar 10).

Pengaruh pemberian sitokinin (Kinetin dan
BAP) dengan konsentrasi 0; 0,5; 1, dan 2 ppm
terhadap tinggi tanaman, jumlah total daun,
jumlah ruas dari tunas tertinggi, jumlah tunas
lateral dan jumlah akar pada umur 8 minggu
tertera pada Tabel 1 dan 2. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa penambahan Kinetin maupun
BAP berpengaruh terhadap pertumbuhan R. akane.
Tabel 1 menunjukkan bahwa pada 8 MST, tinggi
tunas dan jumlah akar tertinggi diperoleh dari
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eksplan pucuk 1 tunas yang ditanam pada media
MS tanpa kinetin, sedangkan terendah adalah dari
eksplan buku pada media MS yang mengandung 2
ppm Kinetin. Jumlah total daun tertinggi diperoleh dari
eksplan pucuk 1 tunas pada media MS yang
mengandung 0,5 ppm Kinetin, terendah juga pada
media MS dengan penambahan 2 ppm Kinetin dari
eksplan buku. Jumlah ruas dan jumlah tunas lateral
tertinggi diperoleh dari eksplan pucuk 2 tunas pada
media MS dengan penambahan 0,5 ppm
Kinetin.

Berbeda dengan perlakuan media MS dengan
Kinetin, pada perlakuan media MS dengan
penambahan BAP, tunas tertinggi dihasilkan pada
media MS tanpa dan MS dengan penambahan
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Gambar 7. Rata-rata jumlah tunas lateral Rubia
akane dari eksplan pucuk 1 tunas (A), pucuk 2
tunas (B) dan buku (C) umur 0-8 MST pada
media MS dengan penambahan 0; 0,5; 1 dan 2
ppm Kinetin.

0,5 ppm BAP dari eksplan pucuk 2 tunas dan
eksplan buku pada media MS berbeda nyata
dengan perlakuan lainnya, jumlah daun total
tertinggi dihasilkan dari eksplan pucuk 2 tunas pada
media MS dengan penambahan 0; 0,5; 1; dan 2 ppm
BAP berbeda nyata dengan perlakuan lainnya (Tabel
2). Jumlah ruas tertinggi diperoleh dari eksplan pucuk
2 tunas pada media MS tanpa dan MS dengan
penambahan 0,5 ppm BAP, sedangkan jumlah
tunas lateral tertinggi diperoleh dari eksplan
pucuk 2 tunas yang ditanam pada media MS
dengan penambahan 0,5 ppm BAP. Jumlah akar
terbanyak diperoleh dari eksplan pucuk 2 tunas
yang ditanam pada media MS tanpa BAP.
Performa tunas R. akane umur 8§ MST pada
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Gambar 8. Rata-rata jumlah tunas lateral Rubia
akane dari eksplan pucuk 1 tunas (A), pucuk 2
tunas (B) dan buku (C) umur 0-8 MST pada
media MS dengan penambahan 0; 0,5; 1 dan 2
ppm BAP.
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media perlakuan MS dengan penambahan O0;
0,5; 1; dan 2 ppm Kinetin tertera pada Gambar 11,
sedangkan pada media dengan penambahan BAP
tertera pada Gambar 12.

Tingkat keberhasilan aklimatisasi pada planlet R.
akane beragam (Tabel 3 dan 4). Planlet dengan
tingkat keberhasilan tertinggi diperoleh dari eksplan
pucuk 2 tunas pada media MS tanpa penambahan zat
pengatur tumbuh dan MS dengan penambahan 0,5
ppm BAP dan eksplan buku pada media MS dengan
penambahan 0,5 ppm BAP dan 1 ppm BAP. Tingkat
keberhasilan aklimatisasi terendah dihasilkan dari
ekpplan pucuk 1 tunas pada media MS dengan
penambahan 0,5 ppm Kinetin dan eksplan buku
pada media MS dengan penambahan 2 ppm
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Gambar 9. Rata-rata jumlah akar tunas Rubia akane
dari eksplan pucuk 1 tunas (A), pucuk 2 tunas
(B) dan buku (C) umur 0-8 MST pada media
MS dengan penambahan 0; 0,5; 1 dan 2 ppm

Kinetin.

Kinetin (Tabel 3). Contoh tanaman hasil aklimatisasi
tertera pada Gambar 13.

PEMBAHASAN

Terdapat  beberapa  jenis  golongan
Sitokinin, yaitu kinetin, zeatin, ribosil dan
bensil aminopurin (BAP), 2-iP, Thidiazuron
(Hendaryono dan Wijayani, 1994 dalam
Shiddiqi, et al. 2013). Beberapa macam
sitokinin merupakan sitokinin alami (misal :
kinetin, zeatin) dan beberapa lainnya sitokinin
sintetik yaitu BAP (6-benzilaminopurin) dan 2-
iP (Intan, 2008).

Kinetin maupun BAP merupakan jenis
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Gambar 10. Rata-rata jumlah akar tunas Rubia
akane dari eksplan pucuk 1 tunas (A), pucuk 2
tunas (B) dan buku (C) umur 0-8 MST pada
media MS dengan penambahan 0; 0,5; 1 dan 2
ppm BAP.
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Tabel 1. Rata-rata tinggi tanaman, jumlah daun total, jumlah ruas dari tunas tertinggi, jumlah tunas lateral dan
jumlah akar tunas Rubia akane dari eksplan pucuk 1 tunas, pucuk 2 tunas dan buku umur 8 MST pada

media MS dengan penambahan 0; 0,5; 1 dan 2 ppm Kinetin.

Eksplan Vedia pDggl | JumshTowl i’ Tupsy sk
Tertinggi Lateral

1 Tunas MS tanpa Kinetin 84+1,01" 309+332¢ 41+046° 29+041¢ 9,1+126°
MS +0,5 ppm Kinetin 3,8+ 040"  459+4392 30 +029¢ 26+0,33¢ 4,9+0,71¢
MS + 1 ppm Kinetin 58+£0,66° 257+3012 3,7+041° 3,3+042° 7,6+1,01°
MS + 2 ppm Kinetin 57+£0,57°  246+2,67¢8  3,7+036° 2,1+028" 54+0.879

2 Tunas MS tanpa Kinetin 7,6+£0,82° 3331+354° 47+051*° 47+0,62° 6,6+1,01°
MS + 0,5 ppm Kinetin ~ 3.4+0,28° 294 +330° 2,7+021" 4,0+0,49° 6,3 +0,90°
MS + 1 ppm Kinetin 6,0£0,61 291+292¢ 39+036¢ 3,1+039° 5,1+0,75%
MS + 2 ppm Kinetin 47+£043"  370+349® 37+034° 29+045 6,3+0,93

Buku MS tanpa Kinetin 6,3+0,71°  184+1,93" 40+0,49° 24+0,30° 7,9+1,15
MS + 0,5 ppm Kinetin ~ 44+0,51*  270+287" 33+037" 4,0+0,49 7,6+1,08
MS + 1 ppm Kinetin 30£030  30,7+2,88¢ 3,0+036¢ 29+035 63+093°
MS + 2 ppm Kinetin 09+0,05 74+047  09+0,120 2,1+034" 1,1+0,17°

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata berdasarkan uji jarak

berganda Duncan pada a = 5%.

Tabel 2. Rata-rata tinggi tanaman, jumlah daun total, jumlah ruas dari tunas tertinggi, jumlah tunas lateral dan
jumlah akar tunas Rubia akane dari eksplan pucuk 1 tunas, pucuk 2 tunas dan buku umur 8 MST pada

media MS dengan penambahan 0; 0,5; 1 dan 2 ppm BAP.

Jumlah

Jumlah Ruas

Jumlah

Eksplan Media Tu"fliansg(gci m) Total D aun dari ’!‘una's Tunas J:I:;ih
(helai) Tertinggi Lateral

1 Tunas MS tanpa BAP 56+0,55° 238+1,64> 34+0,18¢ 1,6£023% 74+0,74®
MS + 0,5 ppm BAP  3,5£0,26° 228+ 2,40 2940,17%  1,8+0,23%%  274+0,33°
MS + 1 ppm BAP 3.8+£0,45 223+235° 29+022% 27+0,25% 3,5+0,58°
MS + 2 ppm BAP 3,5+£0,23° 20,2+ 1,66° 2,6 +0,21° 1,3+£0,17°  2,0+0,40%

2 Tunas MS tanpa BAP 7,3+0,60°  36,6+2,38  4,7+£0,18  2,5+£0,35%4 §1+0,60°
MS + 0,5 ppm BAP 7,2+£0,76*  38,1+2,98? 4,7+0,232 3,5+0,40°  6,2+1,07%®
MS + 1 ppm BAP 3,0+£038°  323+£3,07° 3,7+032% 2,7+044% 37+0,98°
MS + 2 ppm BAP 5,8+£0,62° 328+253*  4,1+0,20® 3,1£0,40®  58+0,84°

Buku MS tanpa BAP 8,5+0,54* 23,7+1,32° 43 +016% 2,4+£0,23% 7.4+ 0,64%
MS + 0,5 ppm BAP 29+0,22° 18,0+1,03* 29+0,18% 29+027%  27+042°
MS + 1 ppm BAP 40+0,35  19,1+1,25* 320,16 29+020® 2,1+0,30
MS +2ppm BAP  3.0£030°  182+135" 29+024% 25+0,27°¢ 0,5+0,24¢

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata berdasarkan uji jarak

berganda Duncan pada a = 5%.

sitokinin yang sangat umum dipergunakan untuk
mikropropagasi berbagai jenis tanaman. Kedua
jenis sitokinin ini murah dan mudah diperoleh.
Sitokinin adalah senyawa kimia yang dapat
meningkatkan pembelahan sel pada jaringan
tanaman serta mengatur pertumbuhan dan
perkembangan tanaman, mempercepat pemanjangan
sel, diferensiasi sel, serta pembentukan organ

(Zulkarnain, 2009). Sitokinin juga berperan
sebagai inducer sitokinesis, terlibat dalam beragam
proses biologi, senescence, dominasi apical, proliferasi
akar serta philotaksis (Kudo et al. 2010). Selain
itu, Hortman & Kister (1995) dan Wattimena
(1998) mengatakan bahwa sitokinin (BAP)
berpengaruh terhadap metabolism sel, pembelahan sel,
merangsang sel, mendorong pembentukan buah
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Gambar 11. Tunas Rubia akane pada Media Perlakuan
(8 MST). Tunas berasal dari eksplan pucuk 1
tunas pada media MS tanpa Kinetin (A); MS +
0,5 ppm Kinetin (B); MS + 1 ppm Kinetin (C);
MS + 2 ppm Kinetin (D); dari eksplan pucuk 2
tunas pada media MS tanpa Kinetin (E); MS +
0,5 ppm Kinetin (F); MS + 1 ppm Kinetin (G);
MS + 2 ppm Kinetin (H); dari eksplan buku pada
media MS tanpa Kinetin (I); MS + 0,5 ppm
Kinetin (J); MS + 1 ppm Kinetin (K); MS + 2
ppm Kinetin (L).

- et

Gambar 13. Tanaman Rubia akane hasil aklimatisasi di
pembibitan

Tabel 3. Persentase keberhasilan aklimatisasi tanaman Ru-
bia akane dari media MS dengan penambahan Ki-
netin umur 6 minggu setelah aklimatisasi.

Media Persentase hidup (%)
tanaman dari jenis eksplan
1 Tunas 2 Tunas Buku
MS 87,5 100,0 75,0
MS + 0,5 ppm kinetin 25,0 87,5 50,0
MS + 1 ppmkinetin 50,0 62,5 50,0
MS + 2 ppmkinetin 50,0 62,5 50,0
MS 87,5 100,0 75,0
MS +0,5 ppmBAP 62,5 100,0 100,0
MS + 1 ppmBAP 87,5 50,0 100,0
MS + 2 ppm BAP 75,0 75,0 87,5

Gambar 12. Tunas Rubia akane pada Media Perlakuan
(8 MST). Tunas berasal dari eksplan pucuk 1
tunas pada media MS tanpa BAP (A); MS +
0,5 ppm BAP (B); MS + 1 ppm BAP (C); MS
+ 2 ppm BAP (D); dari eksplan pucuk 2 tunas
pada media MS tanpa BAP (E); MS + 0,5 ppm
BAP (F); MS + 1 ppm BAP (G); MS + 2 ppm
BAP (H); dari eksplan buku pada media MS
tanpa BAP (I); MS + 0,5 ppm BAP (J); MS + 1
ppm BAP (K); MS +2 ppm BAP (L).

dan biji, serta mendorong inisiasi tunas lateral.
Pada konsentrasi rendah yaitu 0,5 ppm,
Kinetin dan BAP yang ditambahkan pada media
MS mampu meningkatkan pembentukan tunas
lateral pada R. akane. Mikropropagasi jenis tanaman
ini belum banyak dilaporkan, namun pada genus yang
sama yaitu R. cordifolia, memerlukan penambahan
BAP dengan konsentrasi lebih tinggi yaitu 1 ppm untuk
mendapatkan jumlah tunas majemuk yang optimal
(Radha et al. 2011). Pada jenis ini perakaran
memerlukan 1 ppm IBA atau 1 ppm [AA. Pada
R. akane tidak diperlukan penambahan auksin
untuk perakaran. Pada R. cordifolia, eksplan buku
utuh maupun dibelah menjadi dua merupakan eksplan
yang lebih baik dibandingkan dengan tunas pucuk
(Radha et al. 2011), sedangkan pada penelitian ini, R.
akane eksplan buku maupun pucuk dengan 2 tunas
terbaik untuk pembentukan tunas lateral.
Mekanisme kerja sitokinin sangat dipengaruhi
oleh konsentrasi auksin dalam tubuh tanaman
(Santoso, 2013). Konsentrasi optimal untuk pemberian
zat pengatur tumbuh yang mampu mendukung
proses pertumbuhan tunas secara in vitro berbeda
antara satu spesies tanaman dan kultivamya. Jenis dan
konsentrasi zat pengatur tumbuh yang efektif
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untuk suatu spesies dan kultivar tanaman
tertentu akan memberikan respon yang berbeda
untuk spesies dan kultivar tanaman lainnya
(Poudel et al. 2005). Pada kultur tunas Rubia akane
pemberian Kinetin pada media Murashige and Skoog
(MS) yaitu 2 ppm mampu memberikan respon
yang optimal terhadap jumlah tunas dari
eksplan pucuk dengan 1 tunas dan 2 tunas.

Bhojwani & Razdan (1996), menyatakan
bahwa apabila ketersediaan sitokinin di dalam
media kultur terlalu tinggi maka pembelahan sel
pada jaringan yang dikulturkan menjadi
terhambat. Akan tetapi apabila jaringan tersebut
disubkulturkan pada medium dengan kandungan
sitokinin yang optimal maka pembelahan sel
dapat berlangsung lebih cepat dan pertumbuhan
planlet dapat berlangsung optimal. Daisy et al.
(2007) menyatakan bahwa zat pengatur tumbuh
diperlukan  sebagai komponen medium bagi
pertumbuhan dan diferensiasi. Tanpa penambahan zat
pengatur tumbuh dalam medium, pertumbuhan kultur
sangat terhambat bahkan mungkin tidak tumbuh
sama  sekali. Pembentukan  organ-organ
ditentukan oleh penggunaan yang tepat dari zat
pengatur tumbuh tersebut. Jumlah akar tertinggi
pada semua jenis eksplan yang digunakan
diperoleh pada media MS tanpa penambahan
Kinetin ataupun BAP. Hal ini sesuai karena induksi
perakaran dipengaruhi oleh auksin bukan oleh
sitokinin.

Mikropropagasi R. akane menggunakan eksplan
tunas pucuk maupun buku merupakan salah satu
metode cepat untuk perbanyakan. Protokol ini dapat
dikembangkan lebih lanjut untuk mendapatkan
tunas majemuk yang lebih banyak seperti dilakukan
oleh (Ghatge et al. 2011) menggunakan tidiazuron
pada R. cordifolia. Selain itu protokol ini juga dapat
dikembangkan untuk penelitian regenerasi akar
rambut menjadi tanaman lengkap untuk
penyediaan bibit seperti yang dilakukan oleh
Khadke et al. (2013) dan Vivekanandan et al.
(2014) juga pada R. cordifolia.

KESIMPULAN

Mikropropagasi tanaman Rubia akane dari tiga
jenis eksplan berbeda yaitu pucuk 1 dan 2 tunas serta
buku tunggal berhasil dilakukan pada media MS
dengan penambahan sitokinin Kinetin dan BAP.
Pertumbuhan tinggi tunas terbaik diperoleh pada

media MS tanpa sitokinin pada semua jenis
eksplan. Media MS yang mengandung 0,5 ppm
Kinetin merupakan media terbaik untuk pertumbuhan
jumlah daun dengan eksplan buku dan pucuk 1 tunas.
Media terbaik untuk pembentukan tunas lateral adalah
MS yang mengandung 0,5 ppm kinetin dengan
eksplan buku, dan MS yang mengandung 0,5 ppm
BAP dengan eksplan pucuk 2 tunas. Media MS
tanpa Kinetin maupun BAP terbaik untuk
perakaran. Daya tumbuh planlet sangat tingggi
dari hampir semua media perlakuan.
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