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ABSTRACT

In Vitro Germination and Micropropagation of Agarwood. Mia
Kosmiatin, A. Husni, and I. Mariska. Agarwood (Aquilaria malac-
censis Lank) is one of the forest wood that are continously exploited.
Currently, the Indonesian export of agarwood is decreasing because
its population is endangered by excessive logging. Agarwood propa-
gations need technology for reproduction of agarwood seedlings and
their fungal inoculum. In vitro technique for germination of recal-
sitrant seeds and micropropagation are technologies that can be
used for propagation of agarwood seedlings. An experiment was
done to develop techniques for in vitro germination and micropropa-
gation of agarwood. The in vitro germination was done using two
different techniques. Firstly, sterile seeds were germinated on an MS
medium + 50 mg/l PVP, 50 mg/l GA, and 1 mg/l BA or kinetin.
Secondly, sterile seeds were germinated on basal medium of MS, %2
MS medium, MS medium without vitamins, as well as on MS me-
dium without pyridoxine, nicotinic acid and WPM. Shoot initiations
and multiplications were done on MS and % MS media containing 1,
3, or 5 mg/l BA. The explants used were cotyledone nodes, terminal
shoots, single node with leaf, and sinle node without leaf. The results
showed that the seed germination rate on the different media ranged
from 7,14 to 50%. The seed germination rate on the MS medium
without vitamis was the highest. The best explants for shoot induc-
tion and multiplication was single node with leaf which was cultured
on MS + 1 mg/l BA.

Key words: Aquilaria malaccensis Lank, in vitro germination,
micropropagation.

PENDAHULUAN

Gaharu (Aquilaria malaccensis Lank) adalah sa-
lah satu jenis tanaman hutan yang memiliki mutu sa-
ngat baik dengan nilai ekonomi tinggi karena kayunya
mengandung resin yang harum baunya. Kayu yang
mengandung resin ini dikenal dengan nama gaharu,
agarwood, aloeswood, dan oudh. Selain untuk keper-
luan agama, gaharu juga dipakai sebagai bahan pem-
buat parfum, sabun sari aroma gaharu, pengobatan,
dan sampo (Ng et al. 1997; Chakraburty et al. 1994).
Kayu gaharu juga cocok digunakan untuk pembuatan
pensil (Lopez 1998). Dengan nilai komersial yang
demikian tinggi volume perdagangan gaharu semakin
meningkat. Permintaan internasional terhadap gaharu
dari tahun ke tahun terus bertambah (Shyun 1997; Ng
et al. 1997). Menurut Susilo (2003), volume ekspor
gaharau Indonesia pada periode 1990-1998 sebanyak
165 t dengan nilai US$ 2.000.000 dan meningkat
sebanyak 456 t dengan nilai US$ 2.200.000 pada
periode 1999-2000. Namun pada periode 2000-2002
volume ekspor menurun 30 t dengan nilai US$ 600.000
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karena gaharu sulit didapat. Selama ini gaharu diambil
langsung dari hutan alam (Hartadi 1997; Peters 1996)
sehingga populasi tanaman ini di Indonesia hampir
punah (Oldfield et al. 1998). Sejak tahun 1994 CITES
menetapkan tanaman penghasil gaharu jenis A. ma-
laccacensis termasuk APENDIX II, yaitu jenis tanaman
yang terancam punah.

Kepunahan tanaman gaharu selain disebabkan
oleh eksploitasi yang terus menerus juga belum ter-
sedianya teknologi budi daya yang efisien. Teknologi
ini sulit dikembangkan karena ketersediaan bibit yang
terbatas. Selain itu, diperlukan juga teknologi inokulasi
penyakit untuk mendapatkan kualitas gaharu yang
baik (Isnaini dan Situmorang 2005).

Bibit gaharu diperbanyak secara konvensional
baik secara generatif maupun vegetatif tetapi kedua
teknik ini memerlukan waktu yang cukup lama
dengan tingkat keberhasilan yang relatif masih rendah.
Teknik in vifro telah banyak dimanfaatkan dan mem-
berikan harapan di masa mendatang untuk mengatasi
penyediaan bibit gaharu. Aplikasi teknologi ini dibi-
dang pertanian selain dimanfaatkan untuk perbanyak-
an juga konservasi dan perbaikan tanaman. Pemanfa-
atan teknik in vitro terutama metode mikropropagasi
dan embriogenesis somatik menjadi alternatif utama
dalam pengembangan dan konservasi gaharu di
Vietnam (Minh 2004).

Perbanyakan melalui kultur in vitro dapat dilaku-
kan melalui 3 cara, yaitu pembentukan tunas adventif,
proliferasi tunas lateral, dan embriogenesis somatik.
Proliferasi tunas lateral dapat dilakukan dengan cara
mengkulturkan tunas aksilar atau tunas terminal ke
dalam media yang mempunyai komposisi yang sesuai
untuk proliferasi tunas sehingga diperoleh pengganda-
an tunas dengan cepat. Setiap tunas yang dihasilkan
dapat dijadikan sebagai sumber untuk penggandaan
tunas selanjutnya sehingga diperoleh tunas yang ba-
nyak dalam waktu yang relatif lebih singkat. Menurut
Mariska dan Sukmadjaja (2003) faktor perbanyakan
dengan teknik kultur in vitro jauh lebih tinggi dari cara
konvensional. Selain itu, teknologi ini juga lebih men-
jamin keseragaman, bebas penyakit, dan biaya peng-
angkutan yang lebih murah.

Keberhasilan perbanyakan tanaman secara in
vitro baik melalui penggandaan tunas, organogenesis
maupun embriogenesis somatik sangat dipengaruhi
oleh genotipa dan eksplan, jenis media dasar, serta
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jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh yang digu-
nakan (Monnier 1990; Liz dan Levicth 1997).

Pada umumnya, tanaman berkayu sangat sulit
melakukan proliferasi tunas dan regenerasi, sehingga
diperlukan manipulasi di dalam media tumbuhnya su-
paya eksplan mampu melakukan regenerasi memben-
tuk tanaman utuh (Dixon dan Gonzales 1994). Penam-
bahan sitokinin dalam media pada umumnya sangat
diperlukan pada tahap induksi maupun penggandaan
tunas. Oksidasi fenol pada tanaman berkayu juga cu-
kup tinggi sehingga sering menghambat pertumbuhan
eksplan. Penambahan senyawa yang dapat menganti-
sipasi aktivitas ini menjadi sangat diperlukan

Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan
metode perkecambahan in vitro biji gaharu dan for-
mulasi media serta eksplan yang sesuai untuk induksi
dan multiplikasi tunas.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur In
Vitro Kelompok Peneliti Biologi Sel dan Jaringan Balai
Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan
Sumberdaya Genetik Pertanian. Penelitian dilaksana-
kan sejak November 2004-Mei 2005. Bahan tanaman
yang digunakan adalah gaharu (A. Malaccensis Lank)
yang diperoleh dari Fakultas Kehutanan Institut Perta-
nian Bogor.

Perkecambahan In vitro

Eksplan yang digunakan adalah biji masak gaha-
ru yang belum gugur dari pohonnya. Biji diisolasi ke-
mudian disterilkan dengan kombinasi sterilan alkohol
70%, HgCl, 0,02 ppm, clorox 30 dan 20%, serta air
destilata steril dan cairan antiseptik sebagai pembilas.

Biji yang steril dikulturkan dalam 2 seri. Seri per-
tama biji dikulturkan pada media MS dengan penam-
bahan polivinil pyrolidon (PVP) yang dikombinasikan
dengan GA; dan sitokinin (BA, kinetin) 1 mg/l. Seri ke-
dua biji dikulturkan pada media MS, 2 MS, MS tanpa
vitamin, MS tanpa piridoksin dan asam nikotinat serta
WPM tanpa penambahan PVP.

Biji yang sudah berkecambah normal, tunas ter-
minal dipotong dan disubkultur pada media tanpa zat
pengatur tumbuh. Buku kotiledon dipotong akarnya
kemudian dikulturkan pada media regenerasi tunas.
Media yang dicoba adalah media MS dan 2 MS yang
dikombinasikan dengan BA 1, 3, 5 mg/l. Pengamatan
dilakukan terhadap persentase biji berkecambah, in-
duksi tunas, jumlah tunas, jumlah daun, dan tinggi
tunas.

Induksi dan Multiplikasi Tunas

Bahan tanaman yang digunakan sebagai eksplan
dalam penelitian ini adalah tunas terminal, buku satu
tunas dengan daun, dan buku satu tunas tanpa daun.
Penanaman eksplan dilakukan dalam beberapa kom-
posisi media perlakuan untuk mendapatkan media
terbaik untuk pertunasan. Jenis media dasar yang di-
gunakan adalah MS dan Y2 MS. Dalam media tersebut
ditambahkan ZPT BA konsentrasi 1, 3, dan 5 mg/l de-
ngan penambahan sukrosa 30 g/l. Kemasaman media
diatur dengan cara menambahkan NaOH atau HCI 0,1
N sehingga menjadi 5,7-5,8. Kultur disimpan dalam
ruangan yang diberi sinar 1000 lux selama 16 jam
setiap hari pada suhu 23-25°C.

Peubah yang diamati pada percobaan ini adalah
lama waktu induksi tunas, jumlah tunas, jumlah daun,
dan tinggi tunas.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Perkecambahan In vitro

Perkecambahan biji gaharu sulit dilakukan di per-
semaian, karena biji gaharu bersifat rekalsitran. Secara
alami Kkeberhasilan perkecambahan bijinya sangat
rendah dan memerlukan waktu yang lama. Perkecam-
bahan biji secara in vitro dapat dilakukan dengan me-
manfaatkan biji yang belum tua. Biji tersebut dikultur-
kan pada media dengan komposisi yang disesuaikan
untuk dapat mengecambahkannya. Teknik ini sering
digunakan untuk pengecambahan biji tanaman yang
sulit dikecambahkan atau biji hasil persilangan dengan
risiko keguguran embrio yang tinggi.

Dari seri pertama perkecambahan digunakan
komposisi media MS yang dikombinasikan dengan zat
pengatur tumbuh GA; 50 mg/l dan PVP 50 mg/l. Pe-
nambahan GA; yang mempunyai kemampuan untuk
mendorong perkecambahan biji yang dorman dituju-
kan untuk memacu perkecambahan biji dan PVP un-
tuk menghambat oksidasi fenol. Hasil penelitian me-
nunjukkan bahwa penambahan kedua senyawa ter-
sebut tidak memberikan hasil yang menggembirakan
dimana kisaran rata-rata perkecambahan hanya 7,14-
25,00% (Tabel 1).

Penambahan GA; pada media hanya sedikit me-
ningkatkan persentase perkecambahan. Penambahan
sitokinin dengan aktivitas yang kuat (BA) dapat juga
meningkatkan perkecambahan meski hanya 25%
(Tabel 1).

Untuk meningkatkan perkecambahan dilakukan
percobaan seri kedua. Pada seri ini dicoba mengguna-
kan media yang lebih sederhana dengan menurunkan
konsentrasi garam makro, mengurangi vitamin, media
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dasar saja dan dicoba dengan media dasar yang ba-
nyak digunakan untuk tanaman berkayu. Media yang
sederhana berhasil mengecambahkan biji panili hasil
persilangan (Mariska et al. 1998), F1 hasil persilangan
antara kacang hitam dengan kacang hijau (Kosmiatin
2004), kedelai (Kosmiatin et al. 2005). Media tanpa vi-
tamin berhasil mengecambahkan biji terung hasil per-
silangan (Mariska et al. 2001). Hasil perkecambahan
memperlihatkan peningkatan dibandingkan dengan
perkecambahan seri pertama (Tabel 2).

Hasil perkecambahan seri kedua menunjukkan
peningkatan yang cukup tinggi. Perkecambahan ter-
tinggi (66,67) diperoleh dari biji yang dikulturkan pada
media MS tanpa penambahan vitamin. Hasil ini sesuai
dengan perkecambahan biji terung di mana media
tanpa vitamin selain meningkatkan perkecambahan
juga dapat mengurangi terbentuknya kecambah yang
abnormal (mengkalus). Penggunaan media yang khu-
sus untuk tanaman berkayu juga memberikan perke-
cambahan yang cukup tinggi (38,89). Perkecambahan
ini lebih baik daripada penggunaan media MS dan
MS Y.

Kecambah yang normal, bagian tunasnya dipo-
tong untuk pemanjangan tunas pada media tanpa zat
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pengatur tumbuh. Tunas in vitro ini digunakan sebagai
sumber eksplan pada multiplikasi tunas. Bagian buku
kotiledon disubkultur pada media regenerasi tunas,
MS dan 2 MS yang dikombinasikan dengan BA 1, 3, 5
mg/l. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa pada
buku kotiledon, tunas dapat diinduksi dengan baik, de-
ngan jumlah yang beragam (Tabel 3)

Dari Tabel 3 terlihat bahwa buku kotiledon gaha-
ru dapat diinduksi pembentukan tunasnya. Eksplan
yang sama juga digunakan pada tanaman Pteurocar-
pus marsupium (Chand dan Singh 2004) dan spesies
acacia (Nanda et al. 1999) untuk multiplikasi tunasnya.
Tunas ini dapat diinduksi pada semua konsentrasi BA
yang dicoba baik pada media dasar MS maupun MS
yang diencerkan garam makronya (MS 42). Penambah-
an BA 1 mg memberikan jumlah rata-rata tunas ter-
tinggi 3,6 dengan waktu induksi tunas tercepat 16,60
hari setelah kultur. Kombinasi BA pada medium untuk
meregenerasikan buku kotiledon tanaman berkayu
berhasil pada Pteurocarpus marsupium dengan 1 mg/1
BA (Chand dan Singh 2004), acacia dengan 2 mg/l BA
(Nanda et al. 1999), Dalbergia retusa 2 mg/l BA (Cer-
das dan Guzman 2004).

Tabel 1. Rata-rata perkecambahan biji gaharu pada media MS dengan penambahan PVP.

Media (mg/l) Rata-rata waktu kecambah Rata-rata persentase
perkecambahan

MSP50 19,00+2,83 7,14+12,20

MS GA350P50 18,17+1,61 14,29+19,67

MSBA1 GA350P50 18,29+2,21 25,00+0,00

MSK1 GA350P50 18,29+2,21 14,29+13,36

P = polivinil pyrolidon, K = kinetin.

Tabel 2. Rata-rata perkecambahan biji gaharu pada media yang lebih sederhana.

Media Rata-rata waktu kecambah Rata-rata perkecambahan (%)
%2 MS 15,75+0,35 33,33+28,87
MSVO0 19,31+2,35 66,67+38,19
MS Mod 18,04+2,44 42,50+28,99
MS 16,50+2,50 25,00+25,00
WPM 18,67+2,84 38,89+30,90

% MS = MS dengan kandungan garam makro % kali dari komposisi dasar +
vitamin, MSVO = MS tanpa vitamin, MS Mod = MS tanpa asam nikotinat dan

pirydoksin.

Tabel 3. Induksi dan pertumbuhan tunas dari eksplan buku kotiledon pada media regenerasi.

. Waktu induksi Rata-rata Rata-rata Rata-rata
Media (mg/l) . . L
tunas jumlah tunas jumlah daun tinggi tunas
MS + BAl 16,60+3,05 3,60+0,89 4,24+1,60 1,01+0,33
MS + BA3 20,20+8,07 2,80+0,84 3,19+0,24 0,92+0,18
MS + BA5 17,40+4,28 3,00+1,41 3,17+0,54 0,93+0,19
% MS + BA1 24,25+3,30 3,25+0,96 4,75+0,39 1,33+0,28
% MS + BA3 21,4+3,97 2,20+0,84 5,17+0,90 1,59+0,29
% MS + BA5 23,80+2,49 2,40+1,67 4,05+0,39 0,98+0,60
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Penggunaan media dasar 2 MS memberikan ha-
sil yang tidak berbeda dengan media MS, bahkan pada
media ini tunas yang tumbuh relatif lebih tinggi dan
lebih banyak jumlah daunnya. Hal ini akan lebih baik
dalam perbanyakan karena di samping penggunaan
MS % yang lebih efisien dari setiap buku daun dapat
kembali digunakan untuk eksplan dalam perbanyakan
tunas selanjutnya.

Induksi dan Multiplikasi Tunas

Perbanyakan gaharu secara alami dapat dilaku-
kan dengan generatif maupun vegetatif. Perbanyakan
vegetatif dapat dilakukan dengan cara cangkok, okula-
si, stek batang, dan stek pucuk. Perbanyakan vegetatif
secara konvensional memberikan hasil yang terbatas
dengan keberhasilan tertinggi hanya 40% sejak dari
persemaian sampai ke lapang dengan waktu yang cu-
kup lama (Departemen Kehutanan 2003). Dengan tek-
nik in vitro perbanyakan secara vegetatif diharapkan
dapat meningkatkan keberhasilan, mempersingkat
waktu, dan keseragaman yang tinggi.

Perbanyakan secara in vitro dapat menggunakan
berbagai macam eksplan. Eksplan yang relatif mudah

diinduksi tunasnya adalah eksplan yang memiliki ja-
ringan meristem atau bakal tunas seperti tunas termi-
nal dan bakal tunas pada buku. Untuk mengetahui
eksplan yang paling mudah, paling cepat, dan paling
tinggi faktor multiplikasinya, induksi tunas dilakukan
dengan menggunakan eksplan tunas terminal, buku
satu tunas dengan daun dan buku satu tunas tanpa
daun. Hasil pengamatan disajikan pada Tabel 4.

Penggunaan eksplan yang berbeda ternyata ha-
nya memberikan hasil yang sedikit berbeda. Perbeda-
an yang jelas hanya terlihat pada rata-rata waktu
induksi tunas. Waktu induksi tunas tercepat diperoleh
dari eksplan buku tanpa daun, yaitu 13,83 hari setelah
kultur. Eskplan ini dikulturkan pada media 2 MS + BA
5 mg/l. Tetapi kecepatan induksi pembentukan tunas
tidak menjamin banyaknya tunas yang terbentuk.
Induksi tunas terbanyak (4,6) diperoleh dari eksplan
buku dengan daun yang dikulturkan pada media MS +
BA 1 mg/l (Gambar 1). Penggunaan eksplan buku satu
tunas dengan maupun tanpa daun memberikan hasil
yang hampir sama, meskipun demikian buku dengan
daun memberikan jumlah tunas yang terbentuk dan
tinggi tunas yang lebih baik daripada buku tanpa daun.

Tabel 4. Rata-rata pertumbuhan tunas gaharu dari berbagai sumber eksplan.

. Rata-rata waktu Rata-rata Rata-rata Rata-rata
Sumber eksplan Media (Mg/1) induksi tunas jumlah tunas jumlah daun tinggi tunas
Buku (+daun) MSBA1 16,20+3,27 4,60+1,52 4,76+1,32 0,63+0,17
MSBA3 16,40+3,13 3,80+1,79 3,26+0,71 0,53+0,13
MSBAS5 14,80+0,45 2,20+1,10 3,33+0,62 0,67+0,40
1 MSBA1 22,40+10,43 3,00+0,71 3,63+0,65 0,86+0,92
1 MSBA3 17,75+3,40 2,50+1,29 3,32+1,16 0,53+0,15
2 MSBAS 18,00+4,12 2,00+0,71 3,57+0,250 0,46+0,11
Buku (-daun) MSBA1 15,83+3,13 3,67+0,52 3,79+0,86 0,56+0,29
MSBA3 15,00+0,00 2,33+1,21 5,13+1,09 0,60+0,20
MSBAS5 17,33+4,04 1,33+0,58 3,67+0,58 0,32+0,03
Y2 MSBA1 16,00+2,97 2,67+1,37 4,83+0,49 0,46+005
1 MSBA3 20,00+3,42 2,57+0,79 3,39+0,85 0,34+0,11
2 MSBAS 13,83+2,40 3,50+0,84 3,46+0,60 1,16+1,29
Tunas terminal MSBA1 33,17+4,26 2,67+0,82 4,53+2,44 0,56+0,24
MSBA3 33,00+4,69 3,25+1,89 4,75+0,84 0,49+0,22
MSBAS5 33,50+3,83 2,50+0,55 4,47+0,91 0,55+0,15
Y2 MSBA1 32,80+3,83 3,00+0,00 3,67+0,53 0,63+0,15
% MSBA3 37,00+3,55 3,86+0,69 3.36+1,93 0,53+0,31
Y2 MSBAS 38,80+1,79 2,60+0,55 3,83+1,11 0,47+0,14

Gambar 1. Pertumbuhan tunas pada media MS + BA 1 mg/(A) dan MS + BA 3 mg/l (B).
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Gambar 2. Pembentukan kalus pada pangkal tunas pada media MS + BA 5 mg/I.

Hal ini sesuai dengan mikropropagasi pada cendana
yang menggunakan buku dengan daun untuk per-
banyakannya (Minh dan Thu 2001).

Penggunaan eksplan tunas terminal gaharu ter-
nyata tidak lebih baik daripada kedua jenis eksplan
yang lain. Induksi tunas aksilarnya sangat lama (lebih
dari 30 hari) setelah kultur. Rata-rata jumlah tunas
tidak lebih baik daripada eksplan buku. Sebaliknya pa-
da tanaman Lagerstromia parviflora di mana jumlah
tunas terbanyak diperoleh dari eksplan tunas terminal
yang dikulturkan pada media MS dan MS + BA 2,5
mg/l (Quraishi et al. 1997).

Penambahan zat pengatur tumbuh BA konsen-
trasi rendah (0,1-3,0 mg/l) banyak dilaporkan berhasil
menginduksi tunas pada tanaman berkayu seperti pa-
da L. parviflora (Quraishi et al. 1997), D. retusa (Cer-
das dan Guzman 2004), Salvia nemerosa L. (Skaia et
al. 2004), cendana (Minh dan Thu 2001), Pterocarpus
marsupium roxb (Chand dan Singh 2004), Wrightia
tinctoria (Purohit dan Kukda 2004). Pada perbanyakan
gaharu, penambahan BA 1 mg/l pada media dasar MS
untuk eksplan buku dengan daun berhasil menginduk-
si jumlah tunas tertinggi meskipun waktu induksinya
tidak paling cepat.

Pada penelitian ini pengenceran media dasar 2
kali komposisi dasarnya ditujukan untuk mengurangi
kandungan nitrogen pada media. Minh dan Thu (2001)
melaporkan bahwa kandungan nitrogen yang tinggi
pada media akan menimbulkan tingginya pembentuk-
an tunas yang tidak normal dan menghambat prolife-
rasi tunas pada mikropropagasi tanaman cendana. Pa-
da tanaman gaharu ternyata penurunan kandungan N
pada media MS tidak memberikan perbedaan yang
mencolok. Perbedaan justru terlihat pada peningkatan
konsentrasi BA. Dari pengamatan visual biakan terlihat
kecenderungan peningkatan konsentrasi BA terutama
pada media MS menginduksi pembentukan kalus pa-
da pangkal tunas (Gambar 2).

KESIMPULAN

Dari hasil penelitan diperoleh kesimpulan sebagai
berikut:

1. Biji gaharu lebih baik dikecambahkan pada media

yang sederhana, yaitu media MS tanpa penambah-

an vitamin, zat pengatur tumbuh maupun senyawa
lain seperti PVP.

Buku kotiledon gaharu dapat diinduksi tunasnya.

3. Eksplan terbaik untuk induksi dan multiplikasi tu-
nas adalah buku satu tunas dengan daun dan dikul-
turkan pada media MS + BA 1 mg/l.

4. Peningkatan konsentrasi BA sampai 5 mg/l me-
ningkatkan pembentukan tunas yang tidak normal.

N
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