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ABSTRACT

Papaya Regeneration by In Vitro Culture. Diani
Damayanti, Sudarsono, lka Mariska, and M. Herman.
A study was conducted in the Indonesian Center for
Agricultural Biotechnology and Genetic Resources Research
and Development to optimize papaya regeneration systems
through in vitro culture. Four steps were done, i.e., callus
induction, callus regeneration, root formation, and acclima-
tization. Explant materials used were immature embryos of
papaya cv. Burung. Immature papaya embryos were cul-
tured on different media. The best medium for embryogenic
callus development was 2 MS + 10 mg/l 2.4-D + 60% suc-
rose + 143 mg/l adenine sulphate + 50 mg/l myo inositol +
400 mg/1 glutamine, while that for callus embryo regener-
ation was MS + 0.5 mg/l GA; + 0.1 mg/I kinetin + Morel and
Wetmore Vitamin. Using this medium, the average of shoot
formation was three shoots per explant of embriogenic
callus, and the percentage of regenerated callus was 80%.
The color of shoot derived from this treatment was green.
Eighty percent of plants formed a complete root develop-
ment using 2 MS + 0.5 mg/l paclobutrazol media. Media hull
of rice and compost was the best medium for papaya plant
acclimatization. The percentage of survival on that acclima-
tization step was 65%.

Key words: Papaya, callus induction, callus regeneration, in
vitro culture.

PENDAHULUAN

Pepaya (Carica papaya L.) merupakan buah yang
banyak dikonsumsi dan termasuk buah klimaterik di
mana buah cepat masak setelah dipanen. Perbaikan
sifat tanaman dapat dilakukan melalui modifikasi ge-
netik, baik dengan persilangan konvensional maupun
dengan bioteknologi melalui rekayasa genetika. Keha-
diran teknologi transformasi genetik memberikan wa-
hana baru bagi pemulia tanaman untuk memperoleh
tanaman transgenik yang memiliki sifat baru sesuai
dengan sifat yang diinginkan seperti peningkatan mutu
kualitas buah.

Di dalam perakitan tanaman transgenik, kompe-
tensi untuk beregenerasi, yaitu kemampuan kalus
membentuk tanaman lengkap dan kompetensi untuk
ditransformasi merupakan dua kunci penting. Trans-
formasi genetik akan berhasil dan bermanfaat apabila
sudah diperoleh sistem regenerasi tanaman secara
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kultur in vitro dan sistem transformasi yang kompe-
ten, yaitu kemampuan materi genetik untuk mentras-
fer gen ke dalam genom tanaman secara efisien dan
stabil.

Regenerasi tanaman secara in vitro dapat dilaku-
kan melalui induksi tunas (organogenesis) atau induk-
si embrio somatik (embriogenesis somatik). Teknik
Kultur jaringan yang dapat menginduksi embrio soma-
tik lebih diinginkan karena dapat berasal dari satu sel
pada jaringan somatik yang perkembangannya serupa
dengan embrio normal. Regenerasi melalui jalur em-
briogenesis somatik mudah diregenerasikan menjadi
embrio bipolar, yaitu mempunyai dua kutub yang lang-
sung sebagai bakal tunas dan akar.

Faktor yang mempengaruhi regenerasi tanaman
secara in vitro telah dilaporkan antara lain: spesies ta-
naman, tekanan osmotik pada medium (konsentrasi
sukrosa), intensitas cahaya, dan konsentrasi zat peng-
atur tumbuh pada medium (Lai et al. 2000, Prahardini
dan Sudaryono 1992, Sunyoto et al. 2002). Menurut
Ritchie dan Hodges (1993) komposisi media merupa-
kan kondisi yang penting dalam kultur tanaman seca-
ra in vitro. Komponen media meliputi unsur hara ma-
kro, mikro, sumber karbon, vitamin, dan zat pengatur
tumbuh. Setiap genotipe tanaman memiliki respon
pertumbuhan yang berbeda meskipun ditumbuhkan
pada media kultur yang sama, demikian juga dengan
sumber eksplan tanaman sehingga diperlukan optima-
si kondisi yang sesuai untuk masing-masing genotipe
dan sumber eksplan.

Teknik regenerasi pepaya secara in vitro dapat
dilakukan dengan berbagai sumber eksplan, di antara-
nya embrio zigotik muda (Fitch et al. 1990), kalus hipo-
kotil (Fitch et al. 1992, 1993) dan kalus petiol (Yang et
al. 1996). Dalam penelitian tersebut efisiensi induksi
embrio somatik berbeda-beda antara beberapa pene-
litian. Hal ini dapat disebabkan oleh perbedaan variasi
umur eksplan dan genotipe yang digunakan. Namun
pada umumnya, media yang digunakan adalah media
dasar MS (Murashige dan Skoog 1962), dengan pe-
nambahan zat pengatur tumbuh 2,4-D (2,4-dichloro-
phenoxyacetic acid) untuk induksi pembentukan ka-
lus, sedangkan untuk regenerasinya diperkaya dengan
BAP dan GA,.

Regenerasi secara in vitro menggunakan jaringan
muda (embrionik) sangat mudah untuk menghasilkan
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kalus. Fitch ef al. (1993) melaporkan bahwa faktor-
faktor yang berpengaruh terhadap keberhasilan rege-
nerasi kalus antara lain adalah spesies tanaman, asal
eksplan, macam dan konsentrasi zat pengatur tum-
buh. Kenaikan konsentrasi sukrosa pada media induk-
si yang diperkaya 2,4-D 4,5 uM dapat meningkatkan
persentase pembentukan kalus embriogenik pepaya
Kapoho. Komposisi tersebut mempunyai pengaruh
yang berbeda terhadap spesies pepaya lain serta ma-
cam eksplan yang diregenerasikan (Ollitrault et al.
1996).

Di Indonesia, Mariska (2002) telah melaporkan
tentang kultur jaringan pepaya menggunakan varietas
pepaya hasil persilangan pepaya Hawai dengan pepa-
ya Bangkok, sebagai eksplan dengan 86 formulasi me-
dium, namun menghadapi masalah, yaitu tunas tidak
dapat tumbuh memanjang, roset, daun cepat mengu-
ning, dan akhimya gugur. Hasil penelitian tersebut me-
nunjukkan bahwa penggunaan media dasar yang kaya
mineral, penambahan sitokinin konsentrasi rendah,
beberapa asam amino, serta anti auksin menyebabkan
tunas dapat memanjang dan daun tidak menguning.

Hutami et al. (2001) melaporkan formulasi media
terbaik untuk induksi kalus embriogenik pepaya pada
sistem regenerasi beberapa varietas pepaya adalah MS
+ sukrosa 30% + vitamin B5 + 2,4-D 20 mg/l, sedang-
kan untuk produksi embrio somatik dewasa dan bibit
somatik adalah MS + sukrosa 2% + BA 0,4 mg/l +
thiamin 0,1 mg/1.

Tujuan penelitian adalah untuk memperoleh sis-
tim regenerasi tanaman pepaya secara kultur in vitro
yang optimal dengan mendapatkan media terbaik un-
tuk (1) induksi kalus embriogenik, (2) regenerasi kalus
membentuk struktur embrio somatik, (3) sistem per-
akaran tunas in vitro, dan (4) aklimatisasi tanaman di
rumah kaca.

BAHAN DAN METODE
Persiapan Eksplan

Bahan penelitian yang digunakan sebagai eks-
plan untuk induksi kalus embriogenik adalah embrio
muda dari biji pepaya muda varietas Burung. Biji di-
ambil dari buah pepaya muda, kemudian biji diren-
dam dalam larutan fungisida (benlate 0,5 mg/1), digo-
jok selama 1 jam. Setelah itu, di dalam laminar air
flow, biji direndam dalam larutan clorox 30% dan 20%
masing-masing selama 10 menit dan dilanjutkan de-
ngan alkohol 70% selama 10 menit, kemudian biji dibi-
las 4-5 kali dengan akuades steril masing-masing 10
menit dan ditiriskan di kertas saring.
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Induksi Kalus Embriogenik

Embrio zigotik diisolasi dengan membelah biji pe-
paya dalam laminar air flow dan ditanam pada media
induksi kalus. Embrio zigotik muda dikulturkan pada
empat perlakuan media, yaitu media dasar MS dengan
dua taraf formula (2 dan 1 formula) dan dua taraf 2,4-
D (5 dan 10 mg/l). Masing-masing perlakuan media
dikombinasikan dengan penambahan sukrosa 6% +
adenin sulfat 143 mg/l + myo inositol 50 mg/l + gluta-
min 400 mg/l. Pada setiap botol media ditanam 10
embrio zigotik muda dan diulang 10 kali setiap perla-
kuan. Kultur disimpan di tempat gelap. Kalus yang ter-
bentuk disubkultur setiap 2 minggu sekali sebanyak
dua kali. Hal ini dilakukan untuk mendapatkan popula-
si kalus yang lebih banyak. Untuk pengujian kemam-
puan regenerasi kalus embriogenik, pengamatan dila-
kukan terhadap persentase embrio zigotik yang mem-
bentuk kalus dan persentase pembentukan kalus em-
briogenik. Persentase eksplan berkalus adalah jumlah
embrio zigotik yang berkalus dibagi dengan jumlah
total eksplan yang ditanam dikalikan 100%. Persentase
pembentukan kalus embriogenik adalah jumlah em-
brio zigotik yang membentuk kalus embriogenik dibagi
dengan jumlah embrio zigotik yang berkalus dikalikan
100%.

Regenerasi Kalus Membentuk
Struktur Embrio Somatik

Regenerasi kalus membentuk struktur embrio so-
matik menggunakan tiga perlakuan media regenerasi,
yaitu menggunakan media dasar MS yang dikombina-
sikan dengan tiga jenis vitamin (tanpa vitamin, vitamin
MS dan vitamin Morel dan Wetmore). Masing-masing
media diperkaya dengan penambahan GA; 0,5 mg/l +
kinetin 0,1 mg/l. Kultur diinkubasi pada temperatur
24°C di bawah intensitas cahaya 800 lux per 16 jam/
hari sampai menghasilkan tunas. Pada setiap botol di-
tanam lima kalus dan diulang 20 kali setiap perlakuan.
Subkultur dilakukan setiap 2 minggu. Pengamatan di-
lakukan terhadap persentase kalus embriogenik yang
membentuk embrio somatik dan planlet.

Perakaran Tunas In Vitro

Tunas in vitro dikulturkan menggunakan empat
perlakukan media perakaran, yaitu menggunakan me-
dia dasar MS dengan 2 taraf formula (2 dan 1 formula)
dan diperkaya dengan 2 kombinasi penambahan yaitu
paclobutrazol 0,5 mg/l dan 1AA 0,1 mg/l + AgNO,; 5
mg/l + arginin 100 mg/l. Pada setiap botol ditanam
satu planlet dan diulang sebanyak 50 kali setiap perla-
kuan. Kultur diinkubasi pada temperatur 24°C di ba-
wah intensitas cahaya 800 lux per 16 jam/hari sampai
planlet menghasilkan akar yang cukup kuat untuk di-
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aklimatisasi. Pengamatan dilakukan terhadap persen-
tase pembentukan akar.

Aklimatisasi Tanaman di Rumah Kaca

Media yang digunakan untuk aklimatisasi dicam-
pur dengan perbandingan 1 : 1 pada empat perlakuan
media, yaitu (1) arang sekam dan kompos, (2) tanah,
arang sekam, dan kompos, (3) tanah dan pasir, (4) ta-
nah, pasir, dan kompos. Setiap planlet ditanam dalam
polybag dan diulang 20 kali setiap perlakuan. Planlet
dikeluarkan dari botol kultur, kemudian dicuci bersih
dan ditanam di media dalam polybag plastik. Polybag
ditutup dengan sungkup plastik dan dipelihara selama
1 minggu. Setelah tanaman cukup kuat sungkup dibu-
ka secara bertahap dan tanaman dipindahkan ke pot
berukuran besar diisi campuran tanah dan pupuk kan-
dang serta tanaman diletakkan di rumah kaca Fasilitas
Uji Terbatas (FUT).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Induksi Kalus Embriogenik

Hasil menunjukkan bahwa media 2 MS + 2,4-D
10 mg/l + sukrosa 6% + adenin sulfat 143 mg/l + myo

inositol 50 mg/l + glutamine 400 mg/l menghasilkan
persentase pembentukan kalus tertinggi, yaitu 100%
kalus dan persentase kalus embriogenik tertinggi, yaitu
80% (Tabel 1). Penggunaan media dasar MS yang ditu-
runkan formulanya dari 1 menjadi 2 dan dikombinasi-
kan dengan penambahan 2,4-D 10 mg/l mampu me-
ningkatkan 2 kali lipat terhadap pembentukan kalus
embriogenik. Penampilan kalus secara visual menun-
jukkan bahwa kalus yang terbentuk dari media ini ber-
sifat embriogenik, globular, dan berwarna kuning kehi-
jauan (Gambar 1b).

Penambahan 2,4-D sebanyak 10 mg/l mampu
meningkatkan dua kali lipat pembentukan kalus
embriogenik dibandingkan dengan penambahan 2,4-D
sebanyak 5 mg/l. Bhojwani dan Razdan (1989) mela-
porkan bahwa auksin 2,4-D merupakan auksin yang
efektif untuk induksi kalus embriogenik. Hal serupa di-
laporkan oleh Fitch et al. (1993) bahwa media induksi
kalus yang diperkaya dengan 2,4-D dapat meningkat-
kan persentase kalus embriogenik pepaya Kapoho.
Hutami et al. (2001) melaporkan bahwa dari penelitian
regenerasi pepaya Bangkok dan pepaya Burung diper-
oleh induksi kalus embriogenik tertinggi (72,16%) dan
media terbaik adalah MS + sukrosa 3% + vitamin B5

Tabel 1. Persentase embrio zigotik pepaya yang membentuk kalus dan kalus embriogenik.

Perlakuan

Persentase eksplan
berkalus (%)

Persentase pembentukan
kalus embriogenik (%)

12 MS + 2,4-D 5 mg/I|
Y2 MS + 2,4-D 10 mg/I
MS + 2,4-D 5 mg/l
MS + 2,4-D 10 mg/l

85 58,8
100 80

63 63,4

42 23

a = biji pepaya muda (sumber eksplan embrio muda), b = kalus embriogenik, ¢ = kalus non embriogenik, d = kalus
yang membentuk tunas, e = perakaran tunas in vitro, f = tunas in vitro yang berakar sempurna, g = aklimatisasi
tanaman dengan sungkup plastik, h = tanaman di media aklimatisasi, i = tanaman hasil aklimatisasi di rumah kaca.

Gambar 1. Tahapan regenerasi tanaman pepaya.
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+ 2,4-D 20 mg/l. Sunyoto et al. (2002) melaporkan bah-
wa media terbaik untuk pembentukan kalus embrio-
genik pepaya Dampit dan Sari Rona adalah media MS
yang ditambah zat pengatur tumbuh 2,4-D 0,5 ppm +
BAP 1 ppm + adenosin sulfat 160 mg/l dan mampu
merangsang pertumbuhan kalus embriogenik lebih ce-
pat. Menurut Yusnita (2004), penambahan auksin yang
mempunyai daya aktivitas kuat seperti 2,4-D sangat di-
butuhkan untuk merangsang pembelahan sel dan
pembentukan kalus. Konsentrasi dan auksin yang dipi-
lih ditentukan antara lain oleh tipe pertumbuhan dan
perkembangan eksplan yang diinginkan. Penggunaan
auksin dengan daya aktivitas kuat seperti 2,4-D dengan
konsentrasi 10 mg/l pada penelitian ini merupakan
formula terbaik, efektif, dan sangat dibutuhkan untuk
pembentukan induksi kalus embriogenik pepaya.

Regenerasi Kalus Membentuk
Struktur Embrio Somatik

Tanda bahwa kalus yang diregenerasikan dapat
membentuk tunas antara lain terjadinya perubahan
warna dari kecoklatan atau kuning menjadi putih ke-
kuningan selanjutnya menjadi kehijauan. Perubahan
warna tersebut merupakan tanda adanya morfogene-
sis (George 1993). Perubahan warna ini mulai tampak
pada umur kalus 30 hari di media regenerasi kalus.
Gambar 1 menunjukkan regenerasi pepaya secara
kultur in vitro dimulai dengan pembentukan kalus
embriogenik sampai mendapatkan tanaman. Adanya
warna hijau pada kalus embriogenik diharapkan me-
rupakan awal dari pembentukan struktur embrio so-
matik, akan tetapi pada beberapa kalus ada yang ber-
ubah warnanya menjadi coklat dan kemudian mati.

Biasanya struktur kalus menggambarkan daya
regenerasi membentuk tunas dan akar. Kalus yang
embriogenik berwarna hijau akan membentuk fase
globular (nodul-nodul), hati, torpedo, dan akhirnya
menjadi embrio somatik yang berkecambah dan
umumnya mempunyai kemampuan yang tinggi untuk
membentuk tunas.

Tabel 2 menunjukkan bahwa kalus dengan rege-
nerasi tertinggi 63%, jumlah kalus bertunas terbanyak
(60), dan rata-rata planlet per kalus (3,3), dihasilkan
dari perlakuan media regenerasi, yaitu media yang
menggunakan media dasar MS dengan penambahan
hormon tumbuh GA; 0,5 mg/l + kinetin 0,1 mg/l +
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vitamin Morel dan Wetmore. Vitamin Morel dan
Wetmore merupakan vitamin yang komposisinya pa-
ling lengkap dibandingkan dengan vitamin MS, yaitu
mengandung kalsium pantotenat dan biotin yang da-
pat memacu pertumbuhan jaringan dan merupakan
komponen media yang berpengaruh baik terhadap
pertumbuhan kultur.

Pengaruh vitamin Morel dan Wetmore dilaporkan
oleh Hutami et al. (1999) pada perbanyakan in vitro ta-
naman nilam khimera melalui proliferasi tunas aksiler.
Media dasar yang digunakan adalah media MS yang di-
tambah dengan vitamin Morel dan Wetmore. Media ini
merupakan media optimum yang dapat memacu pro-
liferasi tunas tanaman nilam.

Penelitian ini menggunakan media dasar MS pe-
nuh yang ditambah IAA 0,1 mg/l dan AgNO; 5 mg/1, pa-
da media perakaran menghasilkan planlet berakar
66%. Penggunaan media dasar MS penuh dan penam-
bahan IAA dan AgNO; dapat meningkatkan pertum-
buhan meristem jaringan akar. Sedangkan pada peng-
gunaan media 2 MS yang ditambah IAA 0,1 mg/l dan
AgNO, 5 mg/l tidak menghasilkan tunas yang berakar.

Perakaran Tunas In Vitro

Hasil penelitian perakaran tunas in vitro disajikan
pada Tabel 3. Persentase perakaran paling tinggi 80%
(40/50) dihasilkan pada media P8, yaitu menggunakan
media dasar 2 MS ditambah paclobutrazol 0,5 mg/l.
George dan Sherington (1984) menyatakan bahwa
akar dan batang menjadi kuat bila ada anti giberelin.
Ancymidol dan paclobutrazol dengan konsentrasi kecil
dapat meningkatkan perakaran dan kualitas planlet.
Paclobutrazol merupakan inhibitor yang dapat me-
rangsang pembentukan perakaran pada berbagai ta-
naman (Davies et al. 1985). Kultur dengan paclobutra-
zol menjadikan tunas dan daun lebih hijau dibanding-
kan dengan kultur pada perlakuan media yang lain.
Klorofil yang dihasilkan meningkat dengan penambah-
an paclobutrazol telah dilaporkan oleh Pinhero dan
Fletcher (1994).

Penggunaan media 2 MS ditambah paclobutra-
zol 0,5 mg/l pada penelitian ini meningkatkan pem-
bentukan akar kurang lebih tiga kali lipat dibandingkan
dengan penggunaan media MS (Tabel 3). Pengencer-
an kandungan formula sampai dengan setengahnya
dari media dasar MS memberikan hasil lebih baik di-

Tabel 2. Persentase kalus beregenerasi dan jumlah planlet setiap kalus pepaya.

Jenis vitamin

Persentase kalus beregenerasi (%)

Jumlah planlet setiap kalus

Tanpa vitamin MS
Vitamin MS
Vitamin Morel dan Wetmore

2
44
63

2,80
2,95
3,30
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Tabel 3. Perakaran tunas pepaya in vitro pada empat macam media.
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Jumlah tunas
yang diamati

Media

Tunas yang berakar Organ yang diamati

secara visual

Jumlah Persentase (%)
MS + paclobutrazol 0,5 mg/I 50 15 30 Akar, kalus
2 MS + paclobutrazol 0,5 mg/l 50 40 80 Akar
MS+ IAA 0,1 mg/l + AgNO3 5 mg/l + arginin 100 mg/I 50 33 66 Akar
2 MS + |AA 0,1 mg/l + AgNO3 5 mg/l + arginin 100 mg/I 50 0 0 Kalus

Tabel 4. Jumlah eksplan pepaya yang hidup pada setiap tahapan aklimatisasi pada empat macam media.

o Jumlah Jumlah eksplan yang Jumlah eksplan yang Eksplan hidup di rumah kaca
Media aklimatisasi eksplan awal berakar sempurna hidup dalam sungkup
Jumlah Persentase (%)
Arang sekam + kompos 20 20 15 13 65
Tanah + arang sekam + kompos 20 20 5 4 29
Tanah dan pasir 20 20 4 3 15
Tanah + pasir + kompos 20 20 3 2 10

bandingkan dengan media yang menggunakan media
dasar MS penuh. Unsur N yang tinggi pada media MS
(NH,* dan NO;) dapat menginduksi biosintesis sitoki-
nin yang banyak berperan dalam pembentukan kalus,
seperti yang terlihat pada penggunaan media perakar-
an MS + 0,5 mg/l paclobutrazol. Hasil penelitian
Rajeevan dan Pandey (1985) menunjukkan bahwa
pengenceran kandungan garam-garam mineral mak-
ro, mikro dari basal media MS dapat menghasilkan
perakaran yang lebih baik dibandingkan dengan kon-
sentrasi penuh.

Aklimatisasi Tanaman di Rumah Kaca

Pada pengujian aklimatisasi tanaman di rumah
kaca diperoleh bahwa tingkat keberhasilan tumbuh
terbaik 65%, pada media, yaitu media campuran arang
sekam dan kompos (Tabel 4). Menurut Murbandono
(2005), Prihmantoro dan Indriani (2003) bahwa media
campuran antara arang sekam dan kompos dapat ber-
manfaat menggemburkan, meningkatkan porositas,
aerasi, dan memudahkan pertumbuhan akar tanaman.
Hal ini dapat meningkatkan keberhasilan aklimatisasi
tanaman.

Kelembaban yang tinggi umumnya diperlukan
hampir semua tanaman yang berasal dari kultur jaring-
an karena lapisan kutikula pada daun masih tipis, sto-
mata belum berfungsi secara normal, serta hubungan
jaringan pembuluh batang dan akar yang belum sem-
purna. Keadaan ini menyebabkan pada tahap aklima-
tisasi, tingkat kelembaban yang tinggi sangat diperlu-
kan bagi planlet yang baru ditanam. Pada penelitian ini
untuk menjaga agar kelembaban tinggi pada planlet
yang baru ditanam, dilakukan dengan mengkondisi-
kan media tumbuh dan menyungkup planlet dengan
sungkup plastik (Gambar 1g).

Berdasarkan pengamatan yang dilakukan, sema-
kin besar batang tanaman yang akan diaklimatisasi se-
makin besar pula kemungkinan tanaman dapat tum-
buh baik dan sehat di rumah kaca. Tahapan yang pa-
ling penting yang harus diperhatikan adalah pada saat
pemindahan tanaman dari media kultur ke media ta-
nah, akar harus dicuci bersih dari media yang menem-
pel pada akar karena apabila masih ada media agar
yang menempel pada akar dapat menyebabkan ta-
naman busuk, sehingga tanaman mati.

KESIMPULAN

Media induksi kalus pepaya varietas Burung ter-
baik adalah 2 MS + 2,4-D 10 mg/l + sukrosa 6% +
adenin sulfat 143 mg/l + myo inositol 50 mg/l + gluta-
min 400 mg/l menghasilkan kalus embriogenik terting-
gi, yaitu 80%. Media regenerasi kalus MS + GA; 0,5
mg/l + kinetin 0,1 mg/l + vitamin Morel dan Wetmore
mempunyai respon yang lebih baik, rata-rata 3,3 plan-
let per kalus. Media perakaran Y2 MS + paclobutrazol
0,5 mg/l merupakan media perakaran terbaik yang
menghasilkan 80% tanaman berakar. Media aklimati-
sasi terbaik adalah media campuran antara arang se-
kam dan kompos, dapat menghasilkan 65% tanaman
hidup.
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