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ABSTRACT

In vitro conservation has been applied to many species. However, the suppression of explant
growth is essential for extending the duration of conservation. The objective of the research was to
study in vitro growth response of pummelo cv. Nambangan to conservation medium containing
osmotically active compound (osmoticum) or growth suppressant (retardant). Two sets of
experiments were conducted using randomized complete design and replicated three times. In vitro
shoot with four leaves from pummelo, namely cultivar Nambangan, were used as the plant materials.
The treatment in the first experiment was MS + osmoticum (mannitol 0, 20, 40, and 60 g L) and in
the second experiment was MS + retardant (paclobutrazol 0, 1, 3 and 5 mg L™). The results
indicated that senescence of the leaf was induced by 20, 40, and 60 g L™ of mannitol. The best media
in inhibition of growth for pummelo cv. Nambangan was MS + paclobutrazol 1 mg L. With this
media, plant was inhibited but grew normally with green leaf and root.

Keywords: mannitol, minimal growth, paclobutrazol, pummelo
ABSTRAK

Konservasi in vitro sudah banyak dilakukan pada berbagai spesies. Penghambatan pertumbuhan
sangat penting bagi lamanya tanaman dapat disimpan. Tujuan penelitian ini adalah mempelajari
respon pertumbuhan in vitro pamelo cv. Nambangan terhadap media konservasi mengandung
osmotikum atau penghambat pertumbuhan (retardan). Dua percobaan dilakukan terpisah meng-
gunakan rancangan acak lengkap dan diulang 3 kali. Tunas hasil perbanyakan in vitro dengan 4
daun, digunakan sebagai eksplan. Perlakuan pada percobaan pertama adalah MS + osmotikum
(mannitol 0, 20, 40, 60 g L) dan pada percobaan kedua adalah MS + retardan (paclobutrazol 0, 1, 3,
5 mg L1). Hasil menunjukkan bahwa daun mengalami senesen oleh perlakuan mannitol. Media yang
direkomendasikan untuk konservasi pamelo cv. Nambangan adalah MS + paclobutrazol 1 mg L.
Dengan media tersebut pertumbuhan dihambat, tetapi tetap normal, berakar dengan daun tetap hijau.

Kata kunci: mannitol, pertumbuhan minimal, paclobutrazol, pamelo

PENDAHULUAN

Genus citrus berasal dari daerah tropikal
dan subtropikal, namun jeruk besar Citrus
maxima (Burm.) Merr.) atau pamelo, yaitu
satu-satunya jenis jeruk dengan buah yang
ukurannya sangat besar, dan diketahui pusat
keragamannya ada di Asia Tenggara, yaitu di
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Malaysia, Thailand, Filipina dan Indonesia
(Paudyal and Hag, 2008, Niyomdham, 2003).
Rahayu et al. (2012) melalui perbandingan
pita isoenzim MDH dan ACP dapat membagi
aksesi plasma nutfah pamelo di Indonesia
menjadi pamelo berbiji dan tidak berbiji. Salah
satu jeruk pamelo yang popular adalah
Kultivar Nambangan yang berkembang
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terutama di Kabupaten Magetan, Indonesia.
Bebebrapa  penelitian  mulai  dilakukan
mengenal potensi dan mempelajari teknik budi
daya terbaik untuk meningkatkan produksi
(Susanto et al., 2010; Rahayu et al., 2012;
Susilowati, 2013)

Salah satu jeruk pamelo yang paling
popular adalah kultivar Nambangan yang
berkembang terutama di Kabupaten Magetan,
Indonesia. Beberapa penelitian mulai dilakukan
bertujuan mengenal potensi dan mempelajari
teknik budidaya terbaik untuk meningkatkan
produksi (Susanto et al., 2010; Susilowati,
2013; Rahayu et al., 2012). Di Indonesia, jeruk
besar biasa dijumpai di pekarangan atau
ditanam dalam skala komersial di kebun petani
dan hanya sebagian kecil yang sudah dikon-
servasi ex-situ. Ditinjau dari segi konservasi,
hal tersebut sangat riskan karena tentu
tanaman di lapangan rentan terhadap hama dan
penyakit, selain juga bencana alam (Rao,
2004). Konservasi in vitro merupakan salah
satu alternatif dari konservasi ex-situ. Strategi
konservasi in vitro dapat diterapkan untuk
penyimpanan plasma nutfah dalam jangka
pendek, menengah dan panjang dalam kondisi
steril (Keller et al., 2006; Pérez, 2000).
Konservasi jangka pendek dan menengah
secara in vitro memberikan beberapa keuntungan
dibandingkan konservasi di lapangan karena
sistem aseptik menjamin stok tanaman yang
bebas patogen, menghemat ruang, mengurangi
erosi genetik karena pemeliharaan optimal,
mengurangi biaya pemeliharaan, mudah di-
perbanyak secara masal jika mendadak
diperlukan, dan mempermudah pertukaran
plasma nutfah (Ahmed dan Anjum, 2010;
Engelmann, 1991).

Berbagai metode untuk konservasi in
vitro telah tersedia, namun tergantung dari
situasinya, teknik pertumbuhan minimal
(minimal growth) sangat penting untuk mem-
perpanjang  lamanya  siklus  subkultur
(Malaurie et al., 1998). Siklus subkultur akan
berpengaruh terhadap lama penyimpanan dan
biaya peme-liharaan yang diperlukan dalam
konservasi plasma nutfah in vitro (West et al.,
2006). Semakin sering suatu tanaman di
subkultur maka biaya yang dibutuhkan juga
akan semakin besar.

Teknik minimal growth sesuai untuk
konservasi tanaman berbiji rekalsitran yang
bijinya hanya viabel dalam waktu singkat dan
tidak dapat didesikasi atau untuk tanaman
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yang selalu diperbanyak secara vegetatif (Rao
dan Mal, 2002), seperti pamelo (Dewi et al.,
2010). Zat yang bersifat pengendali osmotik
(osmotikum) dan penghambat pertumbuhan
(retardan) dapat digunakan untuk meminimal-
kan pertumbuhan tanaman in vitro. Gula alkohol
seperti mannitol merupakan karbohidrat ter-
hidrogenasi yang mempunyai peranan dalam
mengendalikan tekanan osmotik yang akan
mempengaruhi translokasi karbohidrat (Deguchi
et al., 2004), sedangkan paclobutrazol adalah
senyawa triazole yang sering digunakan sebagai
retardan penghambat pertumbuhan vegetatif
pada tanaman angiosperma (Rademacher,
2000). Tujuan penelitian ini adalah untuk
mempelajari pengaruh media mengandung
beberapa taraf konsentrasi osmotikum atau
retardan terhadap pertumbuhan pamelo yang
akan dikonservasi secara in vitro.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilakukan dengan dua
percobaan terpisah. Eksplan yang digunakan
adalah tunas dengan empat daun yang berasal
dari perbanyakan pamelo berbiji yaitu kultivar
Nambangan (Rahayu et al., 2012), secara in
vitro. Masing-masing percobaan disusun dalam
Rancangan Acak Lengkap dengan perlakuan
jenis zat pengatur tumbuh pada media
konservasi sebagai faktor tunggal. Percobaan
pertama terdiri atas perlakuan osmotikum
mannitol (M) dengan taraf 0, 20, 40, 60 g L.
dan percobaan kedua terdiri atas perlakuan
retardan paklobutrazol (P) dengan taraf 0, 1, 3,
5 mg L% Masing-masing perlakuan pada
setiap percobaan diulang sebanyak 3 Kkali,
sehingga setiap percobaan terdiri atas 12
satuan percobaan. Setiap satuan percobaan
terdiri atas 3 eksplan.

Media yang digunakan adalah media
MS yang diberi myoinositol 100 mg L7,
thiamine-HCI 10 mg L%, pyridoxine 10 mg L%,
nicotinic acid 1 mg L dan sukrosa 30 g L™
Osmoregulator dan retardan diberikan sesuai
dengan perlakuan. Sebelum penambahan agar
8 g L1, pH medium ditetapkan 5.8. Media
diotoklaf pada 18-20 Psi dengan suhu 120 °C
selama 20 menit. Medium diisikan sebanyak
40 ml (aliquots) kedalam botol kultur. Kultur
diinkubasi dibawah pencahayaan 16 jam dengan
sumber cahaya lampu TL. Suhu ruang kultur
26 +2°C.
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Kultur diamati dua minggu sekali
selama enam bulan. Peubah yang diamati
adalah tinggi tunas, jumlah daun, jumlah
tunas, jumlah akar, sedangkan penampilan
plantlet secara fisik difoto dengan kamera
digital. Data dengan interval empat minggu
yang meliputi peubah tinggi tanaman, jumlah
daun, jumlah tunas, dan jumlah akar diolah
secara statistik. Untuk hasil sidik ragam,
jumlah  daun percobaan mannitol dan
paclobutrazol serta jumlah tunas dan jumlah
akar semua percobaan, data ditransformasi
dengan (x + 0.5)Y2 untuk memperkecil koefisien
keragaman sehingga data lebih normal.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa
perlakuan mannitol pada berbagai taraf me-
nunjukkan pengaruh yang nyata sampai sangat
nyata terhadap peubah tinggi tunas, dan
jumlah daun. Namun perlakuan paclobutrazol
tidak berpengaruh terhadap semua peubah
yang diamati (Tabel 1).

Tinggi Tunas

Pengaruh mannitol dan paclobutrazol
terhadap peubah tinggi tunas pada berbagai
taraf disajikan pada Tabel 2 dan 3. Per-
tumbuhan eksplan pada perlakuan dengan
mannitol tampak mengalami penghambatan.
Pengaruh pemberian mannitol sudah tampak
pada perlakuan mannitol 20 g L. Tampak
tinggi tunas pada perlakuan mannitol (20, 40
dan 60 g L) selalu lebih rendah dibandingkan
dengan perlakuan tanpa mannitol.

Umumnya, semakin tinggi konsentrasi
mannitol yang diberikan akan semakin besar
pengurangan tinggi tunas. Penelitian Charoensub
dan Phansiri (2004) pada Plumbago indica me-
nunjukkan perlakuan mannitol 20-60 g L*
sangat berpengaruh pada pengurangan tinggi
ekplan sampai 93,3%. Pada penelitian ini
pengurangan tinggi tunas jeruk besar dengan
konsentrasi mannitol yang sama berkisar antara
39.6 - 63.8%.

Pada saat pengamatan 24 MST tanaman
sudah banyak yang mati pada perlakuan
mannitol 60 g L. Osmotikum secara perlahan
meningkatkan tekanan osmotik medium dan
mengurangi ketersediaan air bagi biakan yang
sedang tumbuh. Semakin tinggi konsentrasi
mannitol, tentu akan semakin terbatas pasokan
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air dan nutrisi ke biakan dan hal ini
menyebabkan viabilitas biakan terus menurun.
Pada dasarnya akumulasi osmoregulator yang
berlebihan akan menurunkan aktivitas enzim,
konsentrasi ni hampir serupa dengan yang
dilaporkan Sarkar dan Naik (1998) bahwa
pada media konservasi kentang in vitro yang
merupakan kombinasi sukrosa dan mannitol,
perlakuan konsentrasi mannitol 20 atau 40 g L*
dapat meningkatkan daya hidup, tetapi pada
konsentrasi 60 g L plantlet kentang sangat
tercekam dan mengalami kematian. Dari
penelitian terdahulu, mannitol pada Kkisaran
konsentrasi 15-40 g L™ paling banyak digunakan
untuk konservasi plasmanutfah tanaman
jangka menengah antara lain pada dioscorea
(Borges et al., 2004), tebu (Sarwar dan Siddiqui,
2004), dan ubi jalar (Purwoko et al., 2000).

Pada umumnya tinggi tunas antar per-
lakuan paclobutrazol tidak berbeda nyata
kecuali pada pengamatan 12 MST dan 16
MST (Tabel 1 dan 3). Tinggi tunas cenderung
meningkat pada perlakuan tanpa paclobutrazol
maupun dengan paclobutrazol (Tabel 3).
Namun demikian, seperti pada perlakuan
mannitol, tinggi tunas pada perlakuan
paclobutrazol 1, 3, dan 5 mg. L juga selalu
lebih pendek dibandingkan kontrol tanpa
paclobutrazol (P0). Hal ini disebabkan paclo-
butrazol merupakan senyawa yang bersifat anti
giberelin dimana senyawa ini menghambat
pembentukan enzim yang mengkatalis oksi-
dasi ent-kaurene menjadi asam ent-kaurenoat
dalam proses biosintesis giberelin (GA).

Tabel 1. Hasil sidik ragam pengaruh perlakuan
mannitol atau paclobutrazol terhadap
pertumbuhan kultur in vitro jeruk
besar cv. Nambangan

Waktu T(cm) PD JT JA

Pengamatan

(MST) M P MP MP MP
4 * tn ** tn tn th tn tn
8 * tn ** tn th th tn tn
12 ** tn ** th th th tn tn
16 ** tn ** th th th tn tn
20 ** tn ** tnh th th tn tn
24 * tn ** tn th th tn tn

Keterangan: T= Tinggi, PD= Pertambahan Daun, JT=
Jumlah Tunas, JA= Jumlah Akar, M=
Mannitol, P= Paclobutrazol, **= berbeda
nyata pada uji DMRT dengan taraf nyata 1%,
*= berbeda nyata pada uji DMRT dengan
taraf nyata 5%, tn= tidak berbeda nyata pada
uji DMRT dengan taraf nyata 5%.
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Tabel 2. Pengaruh perlakuan mannitol terhadap tinggi tunas (cm) jeruk besar cv. Nambangan in vitro

Umur (MST)
Perlakuan
4 8 12 16 20 24
MO 1.202 1.132 1.192 1.322 1.442 1.492
M1 0.48° 0.500 0.500 0.500 0.54b 0.65b
M2 0.48° 0.48b 0.48b 0.48b 0.48b 0.54b
M3 0.60° 0.61° 0.61° 0.64b 0.64b 0.90b

Keterangan: Mannitol (M): 0 g L' (M0), 20 g L'* (M1), 40 g L'* (M2), 60 g L* (M3); angka-angka yang diikuti huruf
yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata pada uji Duncan taraf 5%.

Tabel 3. Pengaruh perlakuan paclobutrazol terhadap tinggi tunas (cm) jeruk besar cv. Nambangan in vitro

Umur (MST)
Perlakuan 4 8 12 16 20 24
PO 1.00 1.03 1.119 1.14% 1.15 0.85
P1 1.17 1.28 1.422 1,592 1.65 1.90
P2 0.79 0.86 0.89° 0.89° 0.92 0.96
P3 1.00 1.12 1.05% 0.982 1.02 0.81

Keterangan: Paclobutrazol (P): 0 mg L (P0), 1 mg L (P1), 3 mg L* (P2), 5 mg L (P3); angka-angka yang diikuti
huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata pada uji Duncan taraf 5%.

Ketika biosintesis GA dihambat, pem-
belahan sel masih terjadi, tetapi pemanjangan
sel tidak terjadi, sehingga tunas dan buku
menjadi lebih pendek (Buchanan et al., 2006;
Keatmetha et al., 2006). Penelitian Sunarlim et
al. (2004) pada tanaman gembili menunjukkan
pemberian paclobutrazol sampai dengan kon-
sentrasi 5 mg L berpengaruh nyata terhadap
peubah tinggi tanaman pada pengamatan tiga
dan enam bulan, sehingga dapat digunakan
sebagai media konservasi.

Pertambahan Daun

Pada pengamatan terhadap pertambahan
daun, hanya perlakuan kontrol atau tanpa
mannitol (MO) yang mengalami pertambahan
daun (Tabel 4). Aliran nutrisi yang terhambat
akibat cekaman osmotik tampak belum cukup
untuk menginduksi pembentukan daun. Hal ini
ditunjukkan oleh perlakuan mannitol 20, 40 dan
60 g L yang sama sekali tidak meningkatkan

jumlah daun. Namun, pada saat pengamatan 24
MST jumlah daun pada perlakuan kontrol juga
mengalami penurunan akibat daun mengalami
kerontokan.

Berlawanan dengan perlakuan mannitol,
pada perlakuan paclobutrazol pertambahan daun
tidak berbeda nyata (Tabel 1). Hal ini me-
nunjukkan bahwa paclobutrazol tidak mem-
pengaruhi pembentukan daun. Pada perlakuan
paclobutrazol 1 dan 3 mg L? jumlah daun
terus meningkat, sementara pada perlakuan
paclobutrazol 5 mg L pertambahan jumlah
daun hanya terjadi pada 4 MST yang se-
lanjutnya menurun. Yelnititis dan Bermawie
(2001) menemukan hal serupa, yaitu pemberian
paclobutrazol 5 mg L pada media konservasi
lada menurunkan jumlah daun. Pada penelitian
ini saat pengamatan 24 MST semua daun bahkan
sudah gugur pada perlakuan paclobutrazol 5
mg L (Gambar 1).

Tabel 4. Nilai rataan pertambahan jumlah daun kultivar Nambangan pada media mengandung

mannitol (M)
Perlakuan Pertambahan Jumlah Daun
4 MST 8 MST 12 MST 16 MST 20 MST 24 MST
MO 2.008 1.998 2.228 2.442 2.892 2.662
M1 0.00P 0.00P 0.00P 0.00P 0.00° 0.00P
M2 0.00P 0.00P 0.00P 0.00P 0.00° 0.00P
M3 0.00P 0.00P 0.00P 0.00P 0.00° 0.00P

Keterangan: Mannitol (M): 0 g L (M0), 20 g L't (M1), 40 g L* (M2), 60 g L'* (M3); angka-angka yang diikuti huruf
yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata pada uji Duncan taraf 5%.
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Pertambahan daun

4MST 8 MST 12MST 16 MST 20 MST 24 MST

Keterangan: PO= tanpa paclobutrazol, P1= 1 mg L*,
P2=3mg L%, P3=5mg L*

Gambar 1. Pengaruh paclobutrazol terhadap
pertambahan daun jeruk besar cv.
Nambangan in vitro

Multiplikasi Tunas

Percobaan perlakuan mannitol atau
paclobutrazol pada berbagai taraf konsentrasi
tidak menunjukkan adanya pengaruh nyata
terhadap peubah jumlah tunas (Tabel 1). Tunas
baru hanya muncul pada perlakuan mannitol
40 mg L*? saja (Tabel 5). Charoensub dan
Phansiri (2004) mendapatkan bahwa perlakuan
mannitol pada konsentrasi 40 dan 60 g L*
cenderung menurunkan multiplikasi tunas pada
biakan Plumbago indica.

Pada perlakuan paclobutrazol 1 mg L*
tunas muncul pada 20 MST sementara pada
perlakuan paclobutrazol 3 mg L dan paclo-
butrazol 5 mg L tunas muncul berturut-turut
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pada saat 8 MST dan 12 MST (Tabel 5). Pada
24 MST, walaupun tidak berbeda nyata dengan
perlakuan lainnya, tunas terbanyak dihasilkan
oleh perlakuan paclobutrazol 1 mg L. Syahid
(2007) mendapatkan pada kultur temulawak
perlakuan paclobutrazol 5 mg L nyata me-
nurunkan pertambahan tunas dibandingkan
dengan tanpa paclobutrazol. Namun demikian,
pada penelitian Jala dan Bodhipadma (2012)
dengan konsentrasi paclobutrazol yang sangat
rendah (0.01 mg LY) ternyata malah menginduksi
multiplikasi tunas dan pembentukan planlet
pada tanaman hias Curcuma species var.
Chattip.

Pertumbuhan Akar

Pada Tabel 1 diperlihatkan bahwa perlakuan
mannitol atau paclobutrazol tidak menunjukkan
adanya pengaruh yang nyata terhadap peubah
jumlah akar. Tampaknya konsentrasi mannitol
(20-60 g L1) dan paclobutrazol (3-5 mg L)
menekan pertumbuhan akar.

Tidak ada akar yang tumbuh pada
perlakuan mannitol, kecuali pada kontrolnya
(MQ) saat 16 MST. Perlakuan paclobutrazol
menunjukkan bahwa akar hanya muncul di
media yang diberi paclobutrazol 1 mg L¥,
yaitu pada 8 MST. Namun pada perlakuan
paclobutrazol 1 mg L tersebut juga tidak
terjadi peningkatan jumlah akar sampai akhir
pengamatan pada 24 MST (Tabel 6).

Tabel 5. Nilai rataan pertambahan jumlah tunas kultivar Nambangan pada media mengandung

mannitol (M) atau paclobutrazol (P)

Pertambahan Jumlah Tunas

Perlakuan
4 MST 8 MST 12 MST 16 MST 20 MST 24 MST
MO 0.0 0.0 0.0 0.7 1.2 1.2
M1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
M2 0.0 0.0 0.0 0.3 0.7 0.7
M3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
PO 0.3 0.3 0.4 0.7 0.7 0.8
P1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.5
P2 0.0 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
P3 0.0 0.0 0.3 0.3 0.3 0.3

Keterangan: Mannitol (M): 0 g L't (M0), 20 g L (M1), 40 g L* (M2), 60 g Lt (M3); Paclobutrazol (P): 0 mg L
(P0), 1 mg Lt (P1), 3 mg L (P2), 5 mg L (P3); angka-angka yang diikuti huruf yang sama pada
kolom yang sama di setiap percobaan yang sama tidak berbeda nyata pada uji Duncan taraf 5%.
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Tabel 6. Nilai rataan jumlah akar plantlet kultivar Nambangan pada berbagai media perlakuan
mengandung mannitol (M) atau paclobutrazol (P).

Perlakuan Jumlah Akar
4 MST 8 MST 12 MST 16 MST 20 MST 24 MST
MO 0.0 0.0 0.0 0.3 0.3 0.3
M1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
M2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
M3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
PO 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
P1 0.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
P2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
P3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Keterangan: Mannitol (M): 0 g Lt (M0), 20 g L* (M1), 40 g L* (M2), 60 g Lt (M3); Paclobutrazol (P): 0 mg L
(P0), 1 mg L* (P1), 3 mg L (P2), 5 mg L (P3); angka-angka yang diikuti huruf yang sama pada
kolom yang sama di setiap percobaan yang sama tidak berbeda nyata pada uji Duncan taraf 5%.

Penampilan Biakan pada 24 MST

Penampilan biakan kultivar jeruk besar
cv. Nambangan in vitro merupakan peubah
yang diamati secara visual. Perlakuan mannitol
pada taraf 20, 40 dan 60 g L** menunjukkan
ukuran tanaman dan daun yang tidak tampak
berbeda, namun pada saat pengamatan 20
MST daun pada perlakuan mannitol 20, 40 dan
60 g. L* sudah menguning, bahkan beberapa
ada yang gugur.

Mannitol dan polyol lainnya, seperti
sorbitol, merupakan gula alkohol yaitu senyawa
berkarbon enam (CeH1406) yang juga ber-
fungsi sebagai pengendali osmotik atau osmo-
regulator (Buchanan et al., 2006). Konsentrasi
tertentu dari osmotikum tersebut di media in
vitro akan meningkatkan osmolaritas media
dan menyebabkan aliran nutrisi ke dalam
jaringan tanaman terhambat dan menurunkan
laju pembelahan sel (Dewietal, 2010). Peng-
hambatan pertumbuhan akibat perlakuan mannitol
pada penelitian ini ditunjukkan oleh rendahnya
tanaman (Tabel 2) serta tidak munculnya daun
(Tabel 4) dan akar (Tabel 6).

Dengan demikian, plantlet jeruk besar
cv. Nambangan yang hanya dapat bertahan
kurang dari 20 MST (5 bulan) di media
konservasi mengandung mannitol harus di-
subkultur sebelum daun menguning. Hasil
penelitian sebelumnya juga menunjukkan bahwa
penambahan mannitol dengan konsentrasi
rendah 2.5 g L pada biakan tanaman buah
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pear dapat memperpanjang periode subkultur
lebih dari 3 bulan (Ahmed dan Anjum, 2010).

Berbeda dengan penampilan biakan
dalam percobaan menggunakan mannitol, pada
pengamatan 24 MST penampilan biakan pada
percobaan dengan paclobutrazol tampak lebih
vigor dengan daun-daun yang hijau. Namun
jika dibandingkan dengan kontrol tampak
adanya perbedaan ukuran plantlet dan ukuran
daun dengan perlakuan paclobutrazol 3 dan 5
mg L. Ukuran daun pada kedua konsentrasi
tersebut tampak lebih kecil dibandingkan
dengan kontrol yang merupakan media tanpa
paclobutrazol. Selain itu warna daun tampak
semakin hijau seiring dengan peningkatan taraf
konsentrasi yang diberikan. Hal ini berbeda
dengan yang dilaporkan oleh Keatmetha et al.
(2006) dimana biakan tunas manggis sudah
mengalami pencoklatan (browning) pada per-
lakuan paclobutrazol 2.0 mg L.

Retardan memang telah lama diketahui
memperlambat terjadinya senesen atau gugur
pada daun tetapi mengurangi ukuran daun
(Rademacher, 2000). Paclobutrazol memang
menghambat pertumbuhan, namun tidak me-
nyebabkan pertumbuhan abnormal, sehingga
walaupun ukuran daun mengecil tetapi tetap
pertumbuhan daun normal. Yang terjadi pada
perlakuan paclobutrazol adalah bertambahnya
ketebalan daun akibat terbentuknya lapisan
parenkima palisade tambahan, sehingga walau-
pun ukuran sel-sel mesophyl daun memendek
dan diameter mengecil tetapi daun menjadi
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lebih padat dan tampak semakin hijau
(Nazaruddin et al., 2007). Menurut Keller et
al. (2006) pada prinsipnya konservasi dengan
pertumbuhan minimal menampilkan biakan
yang tetap hidup normal, namun dengan ukuran
organ yang lebih kecil karena pertumbuhan
yang dihambat (retarded). Konservasi jangka
menengah melalui penghambatan pertumbuhan
in vitro pada tanaman buah-buahan, seperti
tanaman pear, akan berhasil ketika periode
subkultur dapat dilakukan minimal dalam 3
bulan (Ahmed dan Anjum, 2010). Hal ini
selain menghemat biaya dan mengurangi laju
kontaminasi juga akan menghindarkan terjadi-
nya mutasi pada plasma nutfah yang disimpan
(Malaurie et al., 1998; Keatmetha et al., 2006).
Oleh karena itu, berdasarkan pengamatan pada
24 MST (6 bulan) terhadap tinggi tunas, per-
tambahan tunas dan daun, ketegaran biakan
secara visual dan munculnya akar, maka per-
lakuan paclobutrazol 1 mg L* lebih direkomen-
dasikan dibandingkan perlakuan mannitol untuk
digunakan sebagai media konservasi jeruk
pamelo cv. Nambangan.

KESIMPULAN

Jeruk besar kultivar Nambangan dapat
dikonservasi secara in vitro dengan meng-
induksi pertumbuhan minimal melalui pemberian
paclobutrazol dan mannitol. Namun, pemberian
mannitol tidak direkomendasikan pada media
konservasi walaupun mampu untuk menghambat
laju pertumbuhan tanaman, karena tanaman
cepat mengalami senescence. Berdasarkan tinggi
tunas, pertambahan tunas dan daun, munculnya
akar, serta vigor dan penampilan biakan secara
visual, perlakuan paclobutrazol 1 mg L lebih
direkomendasikan  dibandingkan perlakuan
mannitol untuk digunakan sebagai media
konservasi jeruk pamelo cv. Nambangan.
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