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ABTRACT

The problem of seed culture of Areca N* (Areca catechu L.) is
explants and it caused the no gowth explants or die. Unsuiable condition for the activity
of poliphenol oxidase enzyme can inhibit the browning process, for the exanple is the

darkaning.
The aims of the study w,!s to know the effect of the darkening for the browning to

the seed culture of Areca Nut and the effective duration of dakening for the browning
inhibit. The study consists of 6 treaurents md 5 replications. The treatmen6 were A
(control), B (1 week darkening), C (2 weeks darkaing), D (3 weeks darkadng), E (a
weeks darkening), and F (5 weeks darkening). The data collect are the percentage of the

growth ofexplant and the browning.
Result of the study disclosed that the darkening decreased the browning and

rncreased the explmts gowth percentage. Five weeks dakening was the best for decreased

the browning.

Keywords. Tissue culture, browning, da*ening, areca nut

PENDAHULUAN

Pinang sirih merupakan salah satu jenis tanman perkebunan yaog t€rs€bar pada

berbagai daerah di Indonesi4 memiliki nilai ekonomi ymg cukup tinggi dan prospek yang

cukup cerah. Hal mr dibuktikan dengan moringkatnya permintam konsrunen luar negeri

terhadap brji pinmg yatrg telah dikaingkan dari tahun ke tahun (Pandin dm Rompas,

1994:34).

Perluasan areal tanaman pinang masih manjadi masalah yang cukup serius kaena

belum tersedimya bibit ymg bermutu (Pandin dan Rompas, 1994: 34). Perkecambahm

secara konvensional, yaitu dengan perkecmbahm biji membutuhkm waktu yang lama

karena pinang sirih memiliki masa dormmsi. M€nuntr Untu (1995: 6l) bibit pinang sirih

akan berkecambah setelah 2-3 bulm dalan perse,maim dm selma itu bisa tajadi

kenrsakan bibit akibat hma atau penyakit. Teknik kultur in vitro merryakaa salah sdu

solusi yang cukup efektif unruk margatasi masalah penyediaan bibit pinang sirih

(Gunawm, 1992:.12). )
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Walaupun perbanyakm tanarnan pinang secara irl virro masih jarang dilakukm,

namun pada golongan palma lain sudah banyak sepo'ti : kelap4 aren dan kelapa sawit.

Perbanyakan secara irl vllro rni masih manpunyai ongkat keMasllan yang rendah. Hal

inr' disebabkan tedadinya pencoklxan pada eksplan saat diisolasi. Pencoklatm sering

terjadi pada kultur tanaman palrna karana kandrmgan fenol yang tinggi (Aswandi, 2002:

3). Gporge dan Sherrington (19U: 334'335) manambahkan bahwa pancoklatan sering

terjadi pada kultur tanaman yang mengandung tanin dan senyawa fenol.

Penelitian kulrur jaringan pinmg sffi (Areca calechu L) ymg telah dilala*an juga

dihadapkan dengan masalah pencoklatan. Menuut hasil panelitian Yuriko (2001: 37)'

pormklatan pada kultu embrio pinrng sirih dengar penambahan NAA 6 ppm terjadi

sebesar 1 I ,67% pada medium MS. Aswandi (2000: 18) juga manyatakan bahwa pada

kultur ernbrio pinatg sirih pada medium 85 juga terjadi pencoklatan *besar 17 
'77%..

Sementara itu penelitian Prahardmi, Sudaryono dan Pumomo (1993, dalan Nelfiyantt

1998,24) menunjukkan 57% eksplan tunas pucuk salak yang dikulturkan mengalami

pencoklatan. Menurut George dan Sherrington (1984: 336) pencoklatan pada eksplm dapat

menghambar pertumbuhan bahkan menyebabkan kematian. Salah satu cara yang dapat

dipakai untuk mengurangi pencokldan adalah dengan memberikan penggelapan

Penggelapa selama satu minggu pada tmaman rmbutan (Nephelium lapaceum L.)

yang ditambah dengan arang aktif dapat menghanba pencoklatqn pada media maupun

eksplan. Sedorgkan pada kultur yang langsung disinari (tanpa penggelapat) pencoklatm

tajadi 4 hari setelah pengkulruran. (Nazir, I99l dalam Nelfiyarrt| 1998: 3). Penelitian

tentrmg p€mhim lama porggelapan pada kultur pinm g s;tnh (Areca catechu L) belum ada

dilaporkan. Berdasarkan permasalahar tersebut, penulis tertrik untuk mangadakan

penelitian deng;an judul *Pengaruh t^ama Waktu Penggslapm tethadap Pencoklaan pada

Knltnr Embrio Pinaagsith (Areca cotechu L.)"

Tujrran penelitim ini adalah untuk:

l. Mengaahui pengmrh penggel4m teftadap pencoklatan pada kulnr mbrio pinang

sirth (Areca catechu L.).

2. Mengaahui lma waktu penggelapan yang tepat untuk mencegah pencoklatm pada

kultur embrio pin ang sirth Q4reca calechu L.).
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METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempal

penelitran ini dilaksanakan pada bulan oktober-Desember 2004 di Laboratorilm

Kultur Jaringm Balai Benih Induk Tanarnan HortihItur4 Lubuk Mintumn Padang.

Alol dan Bahan

A.lat yang digurakan antara lain: gunting, pinset, pisau, skalpel, botol kultur,

laminar At Flow Cabina (LAFC), beker gJass, Iabu ukur, autoclave, cawan petri' pipei

ukur, lampu spritus, magnetic stirer, pengaduk gelas, timbangan analitik, rak kulnr, kotak

pernindah dan hmd sprayer.

Bahan yang digunatan mtaa lain: embrio muda pinang sirih yang dip€roleh dari

petari pinang di Lubuk Mintunm, zat kimia penyu$m media MS, agar, sukrosa, NAA 6

ppm, alkohol 960/o, Baycl]m (ltrutan hipoclorit) dete{en, HCI 0,1 N, NaOH 0,1 N, spritus,

aquades steril, kertas topi, plastik, aluminium foil, karton hitm, kertas label, plastik wrap-

Rancongan Penelilian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimen, Penelitian terdiri dari 6 perlakuan dotgan

masing-masing 5 ulangan.

A. Tanpa penggelapan

B. Penggelapan selama I minggu

C. Penggelapan selarna 2 minggu

D. Penggel4m selana 3 minggu

E, Porggelapan selma 4 minggu

F. Penggelapan selama 5 minggu

Prosedur Penelilian

Prosedur penelitian dapat dikelompokkan atas beberapa tehap yaitu:

l. Sterilisasi alat

Botol kultur dictci dangan deterjen, dibilas dengan aquades lalu direndarn dalarn

Bayclin selma 24 jm,. Ke,mudim dist€rilkan dengm autoclave- Setelah itu

dikeringkm dengan oven pada suhu 70oC sampai parla sad akm digunakm. LAFC

disterilkm dengan menyemprotkan alkohol 70o/o padaneja ke{a. Aquades disterilkan

dengan autoclave.

2. Pernbuatm Medium.

Seluuh zat yang menyusun komposisi medium Murashige dan Skoog ditimbatg

dan dikelompokkatr menurut sloknya dan dilarutkan masing-masing dalarn I L

3
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aquades. Unok mernbuat I L medium dipipet 50 mL stok I, 5 mL stok Il. 5 mL stok III

dan 5 mI stok IV. Lalu masukkan ke dalam beker glass aquades 200 mL ditambah

sulaosa 30 gram lalu dihomogenkan dangan magrretik stirer. Dalam beker glass lain,

aquades dimasukkan sebmyak 100 mL ditmbah 7 gran agar, dihomogenkan sampai

panas dan mendidih.

Beker glass I dan 2 dicampurkm kemudian volrrme squadles dicrrkupkan sampai

I liter. Kemudim medium diberi NAA 6 ppm. pH medium diukur menjadi 5.7 dan

apabila pH kurang dari 5,7 teteskan NaOH, tetapi apabila pH lebih dari 5,7 teteskan

HCI- Kemudim medium dimasukkan pada botol kultur masing-masing 15 mL. Lalu

disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu l2l'C, tekman l5 psi selmra l5 menit.

Botol kultur yang berisi medium diletakkan pada rak penyimpanan dan dibirkan

selama satu minggu unnrk melihat apakah terjadi kontaminasi atau tidak.

3. Persiapm eksplan

D laboratorium, buah pinurg dicuci dengan detojen sambil disikat untuk

mengangkat kotorur yang melekat. Kemudian dibilas, saelah bersih, buah dipotong

pada pangkalny a ! 2 sn kemudian langsung disterilkm dengan cara direndam dalam

alkohol 70% selama 30 menit (Yuriko,200l:20).

4. Pananaman eksplan.

Penanaman eksplan dilakukan di LAFC. Embrio dikeluakan dengan mangorek

buah menggunakan skalpel lalu diambil dengan hati-hati menggunakan phsa yang

telah disterilkm. Eksplan yang sudah steril ditanam pada tiap botol kulttr. Lalu botol

ditutup dengm plastik wrap smbil didekatkan ke api. Kemudian eksplan dilerakkan

pada rak kultur.

6. Pemberian perlakua

Pemberian perlakum dilakukm denga cara memasukkm botol eksplan ke dalam

kotak karton hitrm sedmeka ymg tidak diberi penggelqm langsung dileakkm pada

rumg inkubasi yang dl-boi cahaya- Setelah selesai pemberim pedakum, botol eksplm

dikeluarkan dai kotak karton hitam dan diberi cahaya unnrk peineliharaan (Nelfiymti,

1998:20).

5. Perneliharaan

T€,mpoatur ruangm kultur dijaga sekitar pada suhu 25oC dan penyinarm

diberikan dengan lmpu neon 40 watt serta rak kultur disemprot dengan alkohol setiap

hari. Eksplan yang terkontrminasi segera dipisahkan.
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6. Peng ldan

Pen€tsmatan meliputi eksplan yang hidup (%) dan eksplan yang mangalarni

pencoklatan (%). Dhitung pada akhir penelitian (minggu ke8). Data yang didapat dan

penelitim ini dimalisis secaa deskriptif dengal manbaldingkan persentase dari

masing-masing piuameter.

IIASIL DAT{ PEMBAIIASAI\I

A- Persentase Eksplan yang Hidup

Hasil pengmatm terhadap pemberim penggelapan yang berbeda memberikan

hasil ymg babeda tohadap persentase eksplm ymg hidup (Tabel l).

Tabel 1. Pers€ntase tkts-rata Eksplan ymg Hidup dengm pada I'ana Penggelapan

yang berbeda

PerIakuatr

A (tanpa penggelapa, )

B (porggelapm I minggu)

C (pen ggelapan 2 minggr)

D (penggelapan 3 minggu)

E (penggelryar 4 minggu)

F (penggelapm 5 minggu)

Pada perlakum A (tmpa p€oggelapan) eksplan yang hidr.p sebaryak 45o/o, padz

perlakuan B eksplan ymg hidup majadi 60%o, perlakuan C eksplan yang hidup

sebanyak 7Oo/o pf,:la&.uan D menjadi 75V"\ WrlakJ.rn E persentase eksplan yang hidup

adalah E0% dan p€rlakum F persenase eksplm ymg hidup majadi 907o. Jadi waktu

penggelapm dengan persentase hidup terbesar adalah dengan pemberim penggel4an

selma 5 minggu. Sernakin lzma waktu pnggelapm ymg diberikm, ternyata semakin

tinggi persentase eksplm yag hidup.

Pers€ntase eksplan ymg hidup dalam penelitian ini termasuk b€sar. Hal ini

didup kama embrio muda ymg digrmakan sebagai eksplm, memiliki kemempuan

hidup ymg tinggr. Hal im sesuai dengan pend4at Wiendi (l9l:88), pada bagian

taama yang masih muda keadaan sel-selnya masih aktif mernbelah sehingga

merupakm bagim &nman ymg paling baik rmtuk eksplal.

5
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Eksplan anbrio pinag sirih ymg hidup dagat berwama putih kekuningm,

putih kehijauan dm berwana hijau yang tidak terkontaminasi oleh milaoorganisme.

Sedangkan eksplan ymg mmi akm berwama coklat kehitaman. Semakin unggi

pers€ntase eksplm ymg hidup maka senoakin rendah pssentase eksplm ymg

mengalarni pencoklatan. Hal ini terjadi karena peocoklatan dapa malgakibakan

ke,matian pada eksplan. Persentase eksplar yang hidup tertinggr pada pada p€rlakuan F

sebanyak 90%, sedmgkan p€rsentase eksplm yang hidup terendah ada pada perlakuan

A sebesar 45%.

Pada perlakum A (tmpa penggelapm), beberqa eksplm yang mula-mula

berwmm putih, kemudian berubah menjadi coklat kehitamm pada sebagia

permukaaan eksplal. Setelah beberapa minggu, pada bagim permukam eksplan yang

tidak b€rubah wama tadi menjadi kehijauan. Namun keadaa ini tidak bertahan lama

karena adanya pencoklatrn yang disebabkan oleh fenol parla permukaan sebagian

*splm mennmpuk sehingg mernpqsulit eksplm unnrk m€nyeraP at hara ymg da

pada media dan ak'hirnya eksptan menjadi mati. Ha.l ini sesuai d€ngal p€nd4d

Wmtimena (1987 211) bahwa adanya pelukafl pada jringan tamman bisa

menyebabkan jaringm t€rs€but menjadi coklat dan mati.

Selmjuuya Bridg (2000: 5l) menjelaskm bahwa oksidasi senyawa fenol

menjadi quinon pada tenaman adalah reaksi alami yang berfimgsi unnrk proteksi

tmamm tersebut. Produk reaksi ini adalah eksudat yang berwrna mklat atau kehitm-

hrtaman pada eksplan Bagian ujung eksplm yang luka adalah bagian yang paling

mudah mengalami pencoklaten. 2.4-zzt fqolik yang dihasilkm dari pencoklatan akan

menyebar dengm cqat pada jarmgan drn medium. Bila jumlahnya terlalu banyak akan

dapd b€rsifd toksik bagi jarinpn dan menghambar pengambilm bara dri medium

oleh jringan ymg akhirnya dapat menyebabkan kematim jaingm. Di smping itu

pada konsentrasi ymg tingg senyarya fenolik akm menghmbd aktivitas gibb€relin

dan IAA sehingga mengbamba pertrmbuhan (Wattimena, 1987:197).

Sdagka pada perlakuan yang diberi penggelapan (perlakum B, C, D, E dm

F), eksplan *telah dfteluarkm dari kotak hitan masih berwarna putih kekuningan,

sebagm beso tidak te$adi pcncoklcan pada eksplm dm kemungkinm eksplan untuk

hidup juga lebih b€se. Setelah beberapa minggu eksplan yang hidup bermgsur-mgsur

berubah wana menjadi hijau
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B. Persentase Eksplan yang Mengalami Pcncoklatan

Hasil penganatm terhad4 pers€ntase eksplan yag mengalami panmkldan

untuk masing-masing perlakuar dapa diliha dai Tabel 2.

Tabd, 2: Persentase Eksplar yang Mengalmi P€ncokldan pda t-mta Penggel4m
yang Berbeda

Perlakuan Eksplan yang mengalami p€ncoklatan (%)

55

30

30

25

20

l0

A (tanpa penggelapm)

B (penggel4an I minggu)

C (penegelem 2 minggu)

D(penggelapan 3 minggu)

E (penggelapan 4 minggu)

F (penggelapm 5 minggu)

Pada pertakuan A (tanpa penggelpan) eksplan yag baru ditanam langsung

ditempatkan pada rumg inkubasi ymg diberi cahaya dm tetjadi pelrcoklata pada

eksplm sebanyak 55%o, pada perlakuan B pencoklatm ymg tetjadi menunm menjadi

307o, perlakuan C pencoklatan 30% perlakuan D turun menjadi 25o/o, perlakuan E

persentase pencoklatm dalah 20o/o dm perlakuan F p€rs€ntase pencoklatan menjadi

hanya 10%:o. Jadi makin lama penggelrym maka pencoklatan yang terjadi pada eksplan

semakin bcrkurang. Hal ini disebabkm karana pemberian panggelapan dapat

mengurangi aktivitas emim polifenol oksidase sebagai penyebab p€ncoklatan pada

eksplan. Wattimena (1987:197) menjelaskm bahwa senyawa fetrol itu akan meningtat

dengan meningkatnya intcnsitas cahaya. Maka dengan panggelapan aktivitas seoyawa

fenot dapat Uertu-ag. Sedangkan m€nuut Z,aid (1985, dalam Nelfiymti, l99E:3)

aktivitas en"im polifenol dapat dihambat oleh auksin yang lebih bmyak diproduksi

dalm keadam gel4. Namun $agaimrna mekmisme penghambatan aktivitas enzim

polifenol oksidase ol& auksin belum diketahui.

Pencoklrt2n ymg terjadi eral kaitarya dengzn respirasi. Dwidjoseputro

(1985:146) menjdaskm bahwa jfta jaringatr t€rluka maka respirasi akm meningka

sebagai mmifestasi dmi al<tivitas sel-sel parenkim ymg berusaha menutupi luka

tersebut. D sddtil daerah yang luka terdapat lebih banyak kandungan gula dari pada

t€mpat-t€mpat ymg agak jauh dai luka itu. Dengm admya kmdum8an gula ymg lebih

banyak maka respirasi meningkat. Jika respirasi m€ningl@t maka aktivitas enzim

7



polifenol oksidase juga meningkat karena erzim ini menrpakan enzim yag aktif dalam

respirasi. Dengm derrikian zat fenolik yang dihasilkan juga lebih banyak. Selmjutnya

George dan Sherrin$on (1984:334) menyatakm bahwa senyawa fenol memprmyai

efek gangguan fisiologis yang besar terhad@ p€rtumbuhm eksplm pada pabanyakan

tanaman secara in vito, di mma senyawa fenol rni akan terakumulasi di sekita

jaringan paenkim eksplm dan di dalm media kultur yang menyebabkan pancoklatan

KESIMPULAN

Berdasarkan atas hasil penelitian dm pembahasan ymg telab dikemukaka& maka

dapat dimbil kesimpulan:

1. Penggelapan berpengaruh terhadap pencoHatm eksplm pada kultur embrio pinang

sinh (Areca catechu L.)

2. Lura wakru panggelapan yang teftaik untuk mengurangi pancoklatan pada kulhJr

anbrio pinang si.rih (Areco mrecha L.) adalah 5 minggu.
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