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ABSTRACT

The research aimed to know the effect of combination supplement plant growth
regulator cytokinin BA with auksin NAA or 2,4-D to bud formation of lili flower (Lilium
longiflorum Thunb) in vitro. Research had been conducted in the tissue culture
laboratory of University State Manado in Tondano. The research used factorial
completely randomized (CRD) consist of two experiments i.e cytokinin BA (B) auksin
NAA (N); 2,4-D (D) with three replications and consist of ninety six treatment units. The
observartion demand after ten month initiation. The results of the study showed that
there was a very significant different of interaction auksin NAA and cytokinin BA of bud
formation lili (Lilium longiflorum Thunb) in vitro. The medium was found positif
performance for inducting callus on B>Ny (0,25 mg/L BA + 1,5 mg/L NAA). The
treatment B4N4 (0,75 mg/L BA + 1,5 mg/L NAA) and B3N4( 0,5 mg/L BA + 1,5 mg/L
NAA) producted bud and callus. Interaction auksin NAA and 2,4-D and cytokinin BA
producted bud on B3D3 (0,25 mg/L BA + 2 mg/L 2,4-D), B3D> (0,25 mg/L BA + 2 mg/L

2,4-D) and B4D> (0,75 mg/L BA + 1 mg/L 2,4-D) treatment.
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Pendahuluan

Lili  (Lilium longiflorum Thunb)
adalah salah satu komoditas tanaman hias
yang memiliki nilai ekonomi yang cukup
tinggi sebagai bunga potong. Lili yang
diusahakan secara komersial di Indonesia ada
3 jenis yaitu Lilium longiflorum, lili asiatic
dan [lili oriental. L. longiflorum Thunb
merupakan spesies dari genus lilium yang
paling menarik, karena memiliki beberapa
karakter yang disukai oleh industri florikultur
modern (Willyanti, 2002).

Tuntutan akan kebutuhan bunga
potong lili semakin meningkat tetapi
kebutuhan tersebut belum dapat dipenuhi oleh
para produsen bunga potong di Indonesia
khususnya di Sulawesi Utara. Masalah yang

dihadapi dalam budidaya tanaman lili yaitu
persediaan bibit yang masih kurang dan
adanya penyakit yang disebabkan oleh virus,
bakteri dan jamur.

Secara konvensional, lili dapat
diperbanyak dengan umbi (bulb).
engembangan tanaman lili secara komersial
melalui umbi yaitu diperlukan perbanyakan
klonal secara massal. Salah satu alternative
penyediaan bibit secara massal ialah melalui
pengembangan teknik kultur jaringan yang
dapat menyediakan bibit dalam jumlah yang
besar dan dalam waktu yang relatif singkat.
Kultur jaringan merupakan salah satu teknik
perbanyakan tanaman yang potensial untuk
mendukung pengembangan induksi benih lili.
Inovasi ini tidak hanya digunakan untuk
penyediaan secara massal tetapi untuk
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mengeliminasi  virus pada lili. Teknik
proliferasi tunas dan induksi kalus embrionik
dikembangkan untuk penyediaan bibit yang
bermutu (Pramanik dan Rahmawati, 2010).
Teknik ini telah banyak dilakukan dalam
perbanyakan tanaman hias karena mampu
menyediakan bibit dalam jumlah yang banyak
dan bahan eksplan yang digunakan adalah
sisik umbi (scale)( Aartrijk et al 1990 dan
Sunarlim 2006).

Selain eksplan, morfogenesis lili juga
sangat bergantung pada media dan zat
pengatur tumbuh khususnya sitokinin dan
auksin yang digunakan. Penelitian teknik
kultur jaringan telah banyak dilaporkan,
media dasar yang umunya digunakan adalah
media  Murashige dan Skoog yang
ditambahkan NAA (napthalene acetic acid),
2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid) dan
BA (6-benzyl adenine) mampu menghasilkan
tunas dan embriosomatik (Nhut ez a/ 2006 dan
Chang et al 2000 ). Menurut George dan
Sherrington (1984: 285) penggunaan auksin
dalam mikropropagasi yang ditambahkan ke
dalam media berfungsi untuk perkembangan,
pertumbuhan kalus, suspensi sel atau organ
(misalnya meristem, tunas atau ujung akar)
dan untuk mengatur morfogenesis terutama
bersama dengan sitokinin. Sitokinin dapat
berinteraksi dengan zat pengatur tumbuh
lainnya untuk merangsang perbanyakan
sel/tunas dan morfogenesis).

Oleh karena itu penulis tertarik untuk
meneliti pengaruh pemberian kombinasi zat
pengatur tumbuh terhadap pembentukan tunas
bunga lili (Lilium longiflorum thunb) secara in
Vitro.

METODOLOGI PENELITIAN
Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini  dilaksanakan  di
Laboratorium Kultur Jaringan Jurusan Biologi
FMIPA UNIMA di Tondano. Penelitian ini

dilaksanakan selama 3 bulan yaitu bulan
Februari — Mei 2012.

Rancangan Penelitian

Desain penelitian yang digunakan
dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL) pola faktorial yang terdiri
atas dua faktor yaitu sitokinin BA (0 mg/L,
0,25 mg/L, 0,50 mg/L dan 0,75 mg/L dan
auksin NAA(0 mg/L, 0,50 mg/L, 1,00 mg/L
dan 1,50 mg/L dan 2,4-D (0 mg/L, 1 mg/L, 2
mg/L dan 3 mg/L) yang diulang tiga kali,
sehingga total unit perlakuan sebanyak 96
buah.

Prosedur Penelitian

Penelitian ini meliputi beberapa tahap
pekerjaan vyaitu: sterilisasi botol dan alat
tanam, pembuatan stok (hara makro, hara
mikro, vitamin dan zat pengatur tumbuh),
pembuatan media, sterilisasi  eksplan,
penanaman  eksplan, pengamatan dan
pengambilan data.

Bahan tanam lili adalah sisik umbi
diperoleh dari petani bunga lili di kelurahan
Kakaskasen 3 Kota Tomohon provinsi
Sulawesi Utara. Umbi lili yang diambil dari
kebun dibersihkan dari tanah, akar, material
lainnya lalu umbi sisik dipisah satu per satu
dan dicuci dengan detergen dan dibilas
dengan air mengalir hingga bersih. Sisik umbi
direndam dan kocok di atas shaker dalam
larutan fungisida puanmur selama 30 menit
dan bilas dengan aquades steril. Selanjutnya
eksplan disterilisasi dalam laminar air flow.
Eksplan direndam dan dikocok dalam alcohol
70 % selama 1 menit dan bilas dengan
aquades steril. Eksplan direndam dalam
larutan klorox 20% dan tween 80 1 tetes
selama 20. Terakhir eksplan direndam dalam
larutan betadine selama 2 menit dan bilas
dengan aquades steril. Eksplan diletakkan di
atas kertas steril dalam cawan petri
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Eksplan yang sudah disteril siap ditanam
pada media perlakuan. Eksplan dipotong-potong
dengan ukuran 0,5-0,8 cm dan ditanam pada
masing-masing media perlakuan. Selanjutnya
botol — botol yang sudah ditanami sisik umbi lili
disimpan pada rak kultur yang diberi cahaya
dengan intensitas 1000 lux selama 6 jam dalam
sehari. Rak ditempatkan dalam ruang kultur
dengan suhu 20-22°C

Eksplan sisik umbi yang sudah tumbuh
akan membentuk tunas dan kalus. Pengamatan
dilakukan tiga hari setelah tanam untuk melihat
ada atau tidak kontaminasi. Jika terdapat
kontaminasi pada media maka eksplan
dipindahkan ke media yang baru. Selanjutnya
pengamatan dilakukan secara periodik setiap 1
minggu. Pengamatan pertumbuhan eksplan
dilakukan dengan cara menghitung jumlah tunas
yang terbentuk.

HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Interaksi antara BA dan NAA

Reaksi eksplan satu minggu setelah
inisiasi terhadap media sudah mulai terlihat.
Secara respons diawali  dengan
pembengkakan  eksplan  diikuti  dengan
pembentukan kalus, tunas dan akar.

Berdasarkan hasil pengolahan data
dengan program IBM SPSS statistik 20
menunjukkan bahwa ada pengaruh yang sangat
nyata NAA terhadap jumlah tunas sepuluh MSI
(nilai signifikansi < 0,01) atau ada perbedaan
jumlah tunas pada keempat taraf NAA. Ada
pengaruh yang nyata BA terhadap jumlah tunas
sepuluh MSI (nilai signifikansi < 0,05) atau ada
perbedaan jumlah tunas pada keempat taraf BA.
Ada pengaruh yang nyata interkasi antara NAA
dan BA terhadap jumlah tunas bunga lili (nilai
signifikansi < 0,05) atau ada interaksi faktor
NAA dan BA. Karena hasil Anava (uji F)
menyatakan interaksi BA dan NAA nyata, maka
perlu dilakukan uji lanjut perbedaan konsentrasi
BA pada setiap taraf NAA.

umum,

Gambar 1. Respons eksplan terhadap pengaruh
BA dan NAA pada pembentukan tunas bunga lili
sepuluh MSI: a) BoNy (0,25 mg/L BA + 1,5 mg/L
NAA); b) B:N> (0,25 mg/L BA + 0,5 mg/L NAA),
¢) BiN4(0,75 mg/L BA + 1,5 mg/L NAA); d) B3N,
0,5 mg/L BA + Omg/L NAA), e) B:N, (0,5 mg/L BA
+ 1,5 mg/L); f) BiN; (0 mg/L BA + 0 mg/L NAA)

Berdasarkan hasil pengamatan jumlah
tunas bunga lili sepuluh minggu setelah
inisiasi, perlakuan BoN4 ( 0,25 mg/L BA + 1,5
mg/L NAA) menghasilkan tunas yang
terbanyak berkisar 4-8 dengan rata-rata 6
tunas. Diikuti perlakuan B4Ny4 (0,75 mg/L BA
+ 1,5 mg/L NAA) rata-rata 4 tunas dan B2Na(
0,25 mg/L BA + 0,5 mg/L) rata-rata 3 tunas.

Perbanyakan tanaman secara kultur
jaringan  pada  umumnya  dilakukan
berdasarkan proses terbentuknya tunas dan
penggandaanya. Pertumbuhan tunas sering
kali dipengaruhi oleh konsentrasi sitokinin.
Keseimbangan  zat  pengatur  tumbuh
khususnya auksin dan sitokinin dalam media
sangat menentukan keberhasilan suatu kultur
(Gunawan 1987)

Berdasarkan hasil pengujian Anava
dengan uji F menunjukkan interaksi BA dan
NAA nyata (nilai signifnifikansi <0,05).
Untuk  melihat  pengaruh  perbedaan
konsentrasi BA pada setiap taraf NAA. Hasil
uji perbedaan jumlah tunas sepuluh MSI
keempat taraf pada factor NAA pada tabel 3
menunjukkan  bahwa  tidak  terdapat
perbedaan, rata-rata jumlah tunas 10 MSI
antara NAA 0 mg/L dengan NAA 0,50 mg/L,
NAA 0 mg/L dengan NAA 1,00 mg/L dan
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NAA 0,50 mg/L dengan NAA 1,00 mg/L.
Terdapat perbedaan nyata, rata-rata jumlah
tunas 10 MSI antara NAA 0,50 mg/L. dengan
NAA 1,50 mg/L. Terdapat perbedaan sangat
nyata, rata-rata jumlah jumlah tunas 10 MSI
antara NAA 0 mg/L dengan NAA 1,50 mg/L
dan NAA 1,00 mg/L dengan NAA 1,50 mg/L.

Hasil uji perbedaan jumlah tunas
sepuluh  MSI keempat taraf pada factor
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
sangat nyata, rata-rata jumlah tunas 10 MSI
antara BA 0 mg/L dengan BA 0,25 mg/L.
Terdapat perbedaan nyata, rata-rata jumlah
tunas 10 MSI antara BA 0,25 mg/L dengan
BA 0,75 mg/L.

Hasil uji perbedaan konsentrasi BA
pada taraf Ny faktor NAA terhadap jumlah
tunas sepuluh MSI menunjukkan terdapat
perbedaan nyata, rata-rata jumlah tunas antara
NAA dengan Bi(0 mg/L) dan B2(0,25 mg/L)
pada taraf N4 (1 mg/L) dan NAA dengan B»
(0,25 mg/L) dan B3 (0,5 mg/L) pada taraf Na(1
mg/L).

Hasil uji perbedaan konsentrasi NAA
pada taraf B faktor BA terhadap jumlah tunas
sepuluh MSI  menunjukkan  terdapat
perbedaan sangat nyata, rata-rata jumlah tunas
antara BA dengan Ni(0 mg/L) dan N4 (1,5
mg/L) pada taraf B»2(0,25 mg/L) dan BA
dengan N3(1 mg/L) dan N4 (1,5mg/L) pada
taraf B»(0,25 mg/L).

Respons eksplan terhadap media
perlakuan BoN4 menghasilkan tunas, akar dan
kalus seperti yang terlihat pada gambar 1.a.
Hal ini dimungkinkan karena kombinasi
auksin dan sitokinin dalam jaringan dapat
merangsang pembentukan tunas, akar dan
kalus secara bersamaan dan tumbuh menjadi
plantlet. Hal ini sama seperti yang dilaporkan
Setiawati  (2007) bahwa jumlah tunas
terbanyak yang dihasilkan tanaman lili klon
nomor 500-3 pada media MS + 1 mg/L BA +
2 mg/L NAA. Peneliti lain melaporkan bahwa
interaksi 2 mg/L. NAA + 1,5 mg/L BA
menghasilkan jumlah bulblet terbanyak

(Kapoor et al, 2009). Sedangkan Ault (2008)
melaporkan bahwa pembentukan tunas
tertinggi dengan rata-rata § tunas per eksplan
yang dikulturkan pada media MS + 4,0 uM
NAA + 1,0 uM dicamba.

Hasil pengamatan pada perlakuan
B4N4 ( 0,75 mg/L BA + 1,5 mg/L NAA) dan
BiNs ( 0,5 mg/L BA + 1,5 mg/L NAA)
(gambar 1.c dan e) menghasilkan tunas dan
kalus. Komposisi media dengan
menggunakan kombinasi zat pengatur tumbuh
dari golongan auksin dan sitokinin dalam
jumlah yang seimbang dapat menginisiasi
pembesaran sel dan morfogenesis. Tanaka et
al (1991) melaporkan pembentukan dan
pertumbuhan tunas promordia L.
michiganense yang diinduksi pada medium
cair MS + 2,0 mg/L NAA + 0,2 mg/L BAP
atau 4 mg/L NAA +2 mg/L NAA. Sedangkan
Darliah melaporkan sisik umbi L. longiflorum
yang dikulturkan pada media MS + 1 mg/L
BA + 1 mg/L thidiazuron memberikan
respons terbaik menghasilkan tunas pada 7
minggu setelah tanam berkisar 3 — 5 tunas.

Perlakuan B2N2 ( 0,25 mg/L BA + 0,5
mg/L NAA), dan kontrol (B1Ni) membentuk
tunas dan akar (plantlet). Hal ini sejalan
dengan penelitian Skori¢ et al (2012) L.
martagon var cattaniae Vis plantlet terbaik
menghasilkan setelah 6 minggu dikulturkan
pada medium MS + 0,2 mg/L BAP dan 0,25
mg/L NAA. Sedangkan Pandey et a/ (2009)
melaporkan Lilium yang disubkulturkan pada
media MS+ 0,75 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA
membentuk bulblet rata-rata 7 per sisik
eksplan.

Perlakuan BA mandiri B3N; (0,5 mg/L
BA + 0 mg/L NAA) (gambar 1.c) membentuk
tunas dan akar. Konsentrasi BA dapat
memacu pertumbuhan tunas. Winarsih et al
(1998) melaporkan bahwa pertumbuhan tunas
terbaik pada media MS yang mengandung 10
mg/L BAP dengan jumlah tunas per eksplan
maksimum 8.
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2. Interaksi antara BA dan 2,4-D

Pada dasarnya perbanyakan tanaman
secara in vitro pada perlakuan BA dan NAA
pada taraf-taraf tertentu menghasilkan kalus,
akar, daun dan tunas.

Gambar 2. Respons eksplan terhadap
pengaruh BA dan 2,4-D pada pembentukan tunas
bunga lili sepuluh MSI: a) B:D; (0,5 mg/L BA + 1
mg/L 2,4-D); b) B3D; (0,5 mg/L BA + 2 mg/L 2,4-
D); ¢) B:D4 (0,25 mg/L BA + 3 mg/L 2,4-D); d)
B4D> 0,75 mg/L BA + 1 mg/L 2,4-D)

Berdasarkan hasil pengolahan data
dengan program IBM SPSS statistik 20
menunjukkan bahwa tidak ada pengaruh
NAA, BA dan interaksi BA dengan NAA
terhadap jumlah tunas sepuluh msi (nilai
signifikansi > 0,05) atau tidak ada perbedaan
jumlah tunas pada faktor interaksi BA dengan
NAA dan keempat faktor NAA dan BA.

Pembentukan tunas in vitro sangat
menentukan keberhasilan kultur produksi
bibit yang cepat dan banyak. Semakin banyak
tunas yang terbentuk akan berkolerasi positif
dengan bibit yang dihasilkan melalui kultur
jaringan. Menurut Lestari (2011 pembentukan
tunas dalam kultur jaringan dapat terbentuk
secara langsung dan tidak langsung. Tunas
adventif yang terbentuk dari kalus umumnya
disebut regenerasi tidak langsung.

Rata-rata pembentukan tunas yang
berasal dari kalus pada perlakuan sitokinin
BA dengan auksin NAA adalah 48 %
sedangkan pada perlakuan sitokinin BA
dengan 2,4-D rata-rata 54%. Berdasarkan

hasil pengamatan perlakuan interaksi BA dan
2,4-D seperti yang terlihat pada grafik 2,
perlakuan B4D> (0,75 mg/L BA + 1 mg/L 2.,4-
D) menghasilkan tunas yang terbanyak
berkisar 2-13 dengan rata-rata 6 tunas. Diikuti
perlakuan B3D» (0,5 mg/L BA + 1 mg/L 2.,4-
D) rata-rata 3 tunas dan B,D3( 0,25 mg/L BA
+ 2 mg/L 2,4-D) rata-rata 3 tunas.

Perlakuan B3;D3 ( 0,25 mg/L BA + 2
mg/L 2,4-D), B3D2 ( 0,25 mg/L BA +2 mg/L
2,4-D) dan B4D2 ( 0,75 mg/L BA + 1 mg/L
2,4-D) (gambar 2.a, b dan d), terlihat bahwa
pengaruh pada dosis yang tinggi memberikan
hasil terbaik menghasilkan tunas. Pada kultur
anther Anthurium pembentukan tunas terbaik
berkisar 3-8 tunas dengan nilai rerata 5 per
eksplan pada media yang mengandung 0,5
mg/L 2,4-D (Winarto, 2010)

Perlakuan B2D4 ( 0,25 mg/L BA + 2
mg/L 2,4-D) terbentuk tunas dan kalus yang
banyak (gambar 2.c). Perlakuan kombinasi
antara sitokinin BA dan auksin 2,4-D pada
kultur eksplan floret L. speciosum Thunb. var.
gloriooides Baker, berhasil membentuk kalus
yang dapat berorganogenesis dalam media
MS yang ditambahkan 3 mg/L 2,4-D dan 0,25
mg/L BA (Chang et al, 2000). Penelitian lain
melaporkan bahwa prosentase induksi kalus
Lilium leucanthum BAKER pada media MS
yang ditambahkan 0,5 mg/LL BA dan 1,0-3,0
mg/L 2,4-D adalah 98,3% (Tang et al, 2010).

KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan penelitian yang telah
peneliti  lakukan dilaboratorium  Kultur
Jaringan Jurusan Biologi UNIMA di Tondano
maka dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Interaksi auksin NAA dan BA
berpengaruh nyata pada pembentukan
tunas lili (L. longiflorum Thunb) secara in
vitro. Media yang memberikan tanggapan
positif untuk induksi kalus adalah BaNy (
0,25 mg/L BA + 1,5 mg/L NAA). Pada
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perlakuan B4Ny4 ( 0,75 mg/L BA + 1,5
mg/L NAA) dan B3N4 ( 0,5 mg/L BA +
1,5 mg/L NAA) menghasilkan tunas dan
kalus.

2. Interaksi auksin 2,4-D dan sitokinin dapat
menghasilkan tunas pada perlakuan B3 D3
(0,25 mg/L BA + 2 mg/L 2,4-D), B3D»
(0,25 mg/L BA +2 mg/L 2,4-D) dan B4D»
(0,75 mg/L BA + 1 mg/L 2,4-D).
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