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ABSTRAK

Penelitian multiplikasi tunas Andalas (Morus macroura Miq. var macroura) dengan
menggunakan thidiazuron dan sumber eksplan yang berbeda secara in vitro telah
dilaksanakan pada bulan Maret sampai Juni 2012 di Laboratorium Fisiologi
Tumbuhan dan Kultur Jaringan Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Andalas, Padang. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dalam Faktorial dengan dua faktor
dan tiga ulangan. Faktor pertama adalah eksplan nodus Andalas yaitu tanpa induksi
kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1 % dengan perendaman selama 72 jam, faktor
kedua adalah perbedaan konsentrasi Thidiazuron (TDZ) yaitu 0 mg/l; 0,125 mg/l;
0,250 mg/l; 0,375 mg/l dan 0,500 mg/l. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
persentase hidup eksplan tanpa dan hasil induksi kolkisin sebesar 100%, waktu
muncul tunas tanpa diinduksi kolkisin paling cepat adalah 5,33 hst dan hasil induksi
kolkisin 5 hst. Jumlah tunas tanpa induksi kolkisin terbanyak adalah 12,67 pada
konsentrasi TDZ 0,500 mg/l dan jumlah tunas hasil induksi kolkisin terbanyak
adalah 10,67 pada konsentrasi TDZ 0,375 mg/l. Panjang tunas tanpa induksi kolkisin
terbaik adalah 32,33 mm dan hasil induksi kolkisin 38,33 mm pada medium dengan
konsentrasi TDZ 0,125 mg/l. Panjang tunas mengalami penurunan dengan
peningkatan konsentrasi TDZ dan sebaliknya jumlah tunas mengalami peningkatan.
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ABSTRACT

The research about in vitro shoot multiplication of Andalas (Morus macroura Migq.
var. macroura) by using Thidiazuron treatment and different explant had been
conducted from March to June 2012 at Plant Physiology and Tissue Culture
Laboratory, Biology Departement, Faculty of Mathematic and Natural Science,
Andalas University, Padang. It used Completely Randomized Design (CRD) in
factorial pattern with two experimental factors and three replications. The first factor
was explant nodal of Andalas without colchicine induced treatment and nodal with
0,1% colchicine induced for 72 hours immersion time. The second factor was five
levels of TDZ which were 0 mg/l, 0,125 mg/l, 0,125 mg/l, 0,375 mg/l, and 0,500
mg/l. The results showed that all treatment could induced life percentage of explant
100%. The best timing of shoot formation were 5,33 day after cultured (dac) without
colchicine induced and 5 dac with colchicine induced. TDZ 0,5 mg/l from non
colchicine induced explant showed the highest number of shoots (12,67) while TDZ
0,375 mg/l was the highest for colchicine induced explant (10,67). The highest length
of shoot were 32.33 mm from non colchicine induced explant and 38.33 mm from
colchicine induced explant both in TDZ 0,125 mg/l. The length of shoot decreased
along increasing of TDZ consentration, while the number of shoot increased along
increasing of TDZ consentration.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pohon Andalas (Morus macroura Miq. var. macraoura) merupakan maskot flora
identitas daerah Sumatera Barat. Pemilihan Andalas sebagai maskot flora erat
kaitannya dengan kehidupan dan budaya masyarakat minang. Dahulunya tiang
rumah gadang (rumah adat) dibuat dari bahan kayu Andalas, karena kayu Andalas ini
dikenal berkualitas baik, kuat dan tahan terhadap rayap serta tingginya dapat
mencapai 60 m. Eksploitasi terhadap tumbuhan ini untuk memenuhi kebutuhan
manusia menyebabkan populasinya terancam (Pemerintah Daerah Tk. I Sumatera
Barat, 1991; Bapedalda Provinsi Sumatera Barat, 2010).

Tumbuhan Andalas merupakan tanaman dioceous, perbanyakannnya sulit secara
generatif (Dahlan, 1993). Akhir-akhir ini habitat untuk hidup tumbuhan Andalas
mengalami permasalahan diantaranya adalah banyaknya lahan kritis, karena lahan
kritis di Indonesia dari tahun ke tahun bertambah. Perubahan unsur hara dan keadaan
lingkungan yang ekstrim mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan Andalas.
Kondisi tersebut akan menyebabkan keterbatasan dalam wilayah penyebaran
tumbuhan Andalas. Sehingga diperlukan suatu usaha untuk melestarikan tumbuhan
ini.

Pelestarian tumbuhan Andalas dapat dilakukan dengan cara konvensional
atau secara in vifro. Perbanyakan secara konvensional dengan menggunakan stek
pucuk memiliki kelemahan karena menghasilkan bibit yang dihasilkan terbatas,
tingkat keberhasilan yang relatif rendah, resistensinya terhadap penyakit rendah.

Oleh karena itu, diperlukan suatu teknik untuk mendapatkan klon Andalas dalam



waktu relatif singkat dan tahan terhadap penyakit serta mampu bertahan pada
lingkungan yang ekstrim. Adapun cara yang dapat dilakukan adalah dengan teknik in
vitro dan melakukan penggandaan kromosom (Kosmiatin, Husni dan Mariska, 2005).

Penggandaan kromosom dapat dilakukan dengan berbagai zat mutagenik
seperti penyinaran, suhu tertentu dan juga senyawa kolkisin. Peningkatan mutu
tanaman dapat dilakukan dengan menginduksi eksplan pada medium cair yang
ditambahkan kolkisin dan diharapkan akan memberikan dampak yang bagus pada
mutu tanaman. Penginduksian dengan kolkisin sudah pernah dilakukan oleh
Chakrarboti ef al., (1998) pada Morus alba dengan konsentrasi kolkisin 0,025-0,2%
dan didapatkan konsentrasi kolkisin 0,1% dengan perendaman 72 jam terbaik dalam
memacu tetraploid. Idris (2011) juga melakukan induksi poliploid dengan
menggunakan kolkisin pada somaklonal Andalas dengan konsentrasi 0,05%, 0,100%,
dan 0,150% dengan lama perendaman 48, 72 dan 96 jam dan mendapatkan
konsentrasi 0,1 dan 0,15% selama 72 jam yang lebih baik dan eksplan nodus lebih
baik dibandingkan tunas dalam multiplikasi. Ini membuktikan bahwa perendaman
dengan kolkisin dapat menyebabkan penggandaan kromosom, Kemudian Fajrina
(2012) mendapatkan konsentrasi 0,1 % kolkisin selama 72 jam memacu tetraploid
dan untuk Morus rentang yang baik adalah 0,05%-0,150%.

Secara umum tanaman yang mengalami perubahan ploidi akan memberikan
dampak positif dalam bidang industri dan bidang lainnya, karena kebanyakan
tanaman yang mengalami perubahan ploidi akan memberikan dampak pada karakter
vegetatif sebagai indikasi yang membedakannya dengan diploid. Perubahan tersebut
meliputi ukuran daun, buah, diameter batang, jumlah stomata dan ukurannya,
kandungan metabolit sekunder dan sebagainya yang jauh lebih bagus dari tanaman

diploidnya. Berdasarkan dampak yang dihasilkan maka perlu dilakukan perbanyakan



tanaman yang telah terjadi perubahan ploidi secara massal dengan melakukan
multiplikasi tunas.

Pada umumnya tumbuhan berkayu termasuk Andalas ini sangat sulit
dipoliferasi dan diregenerasikan, sehingga diperlukan manipulasi di dalam media
tumbuh terhadap eksplan sehingga mampu tumbuh menjadi tumbuhan secara utuh.
Hal ini sesuai dengan pendapat Dixon and Gonzales (1994) bahwa tumbuhan
berkayu sulit diproliferasi dan diregenerasikan. Manipulasi tersebut dapat dilakukan
pada unsur hara makro, mikro, vitamin maupun zat pengatur tumbuh. Zat pengatur
tumbuh yang umum untuk poliferasi dan regenerasi tunas adalah sitokinin. Ada dua
besar grup sitokinin yang menunjukkan aktivitas sitokinin yang terbaik yaitu turunan
phenylurea derivatif seperti Thidiazuron (TDZ) dan turunan berbasis purin seperti
N®-benzylaminopurine (BAP) (Victor, Murch. Khrishna Raj and Zsaxena, 1999).

Penelitian yang dilakukan oleh Thomas, Bhatnagar, Bhotwani (2000) pada
tanaman triploid Mulberry (Morus alba L) dari kultur endosperm dengan
menggunakan Thidiazuron (TDZ) didapatkan konsentrasi 1 uM (setara dengan 0,25
mg/1) paling baik dalam menghasilkan tunas. Selanjutnya penelitian yang dilakukan
oleh Husain (2007) dalam propagasi Pterocarpus marsupium Roxb dengan
menggunakan thidiazuron didapatkan konsentrasi 0,4 um (setara dengan 0,1 mg/l)
paling baik dalam propagasi. Faisal dan Anis (2006) menggunakan thidiazuron
dalam multiplikasi Psoralea corylifolia didapatkan 2 pM (setara dengan 0,5 mg/l)
yang terbaik dalam proliferasi tunas dari nodus. Thidiazuron efektif untuk spesies
tumbuhan berkayu khususnya yang rekalsitran. Penggunaan TDZ dalam konsentrasi
rendah (< 1 pM) dapat merangsang proliferasi tunas aksilar yang lebih tinggi
daripada dengan sitokinin yang lain. (Lu, 1993).

Perbanyakan tanaman Andalas sudah pernah dilakukan oleh Suwirmen

(2009) didapatkan pemberian konsentrasi 3BAP mg/l hasil terbaik dengan rata-rata



jumlah tunas 8,33. Jumlah tunas yang dihasilkan dengan penggunaan BAP dirasakan
kurang optimal dalam perbanyakan Andalas, maka dilakukan dengan menggunakan
TDZ sebagai alternatif dalam perbanyakan Andalas. Hal ini didasari penelitian
Tewari, Bhatnagar dan Khurana (1999) mendapatkan konsentrasi TDZ yang rendah
(0,5 mg/l) sangat optimal untuk perbanyakan tunas dibandingkan dengan
konsentrasi BAP yang tingg (2.5 mg/l) pada beberapa jenis Morus seperti M. indica
cv. K2, M. indica cv. RFS175, M. indica cv. S1, M. multicaulis cv. Goshoerami.
Berdasarkan uraian diatas, maka dalam penelitian ini digunakan TDZ sebagai
pemicu dalam perbanyakan tunas Andalas dan eksplan yang digunakan nodus tanpa
dan hasil induksi poliploid dengan kolkisin 0,1% dengan perendaman 72 jam.
Penelitian ini merupakan langkah awal dalam konservasi tumbuhan sehingga
didapatkan klon somaklonal Andalas yang mampu bertahan dalam lingkungan yang
kritis dan ekstrim serta memiliki keunggulan dari tanaman diploidnya, sehingga
dapat digunakan untuk kepentingan industri, kehutanan, ataupun dalam aspek

kehidupan manusia lainnya kelak.

1.2 Perumusan Masalah

Adapun yang menjadi perumusan masalah pada penelitian ini adalah :

1. Bagaimanakah respon eksplan Andalas tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi
kolkisin 0,1% terhadap pemberian beberapa konsentrasi TDZ dalam
memultiplikasi tunas.

2. Pada konsentrasi TDZ berapakah yang terbaik dalam multiplikasi tunas Andalas
tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1%

3. Bagaimanakah interaksi antara klon Andalas tanpa induksi kolkisin dan hasil

induksi kolkisin 0,1% pada pemberian beberapa konsentrasi TDZ.



1.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian

1.3.1 Tujuan penelitian

Adapun penelitian ini bertujuan untuk :

1.

Mengetahui respon eksplan Andalas tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi
kolkisin 0,1% terhadap pemberian beberapa konsentrasi TDZ dalam
memultiplikasi tunas.

Mengetahui dan memperoleh konsentrasi TDZ yang terbaik dalam multiplikasi

tunas Andalas tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1%

. Mengetahui interaksi antara sumber klon Andalas tanpa induksi kolkisin dan hasil

induksi kolkisin 0,1% terhadap pemberian beberapa konsentrasi TDZ.

1.3.2 Manfaat Penelitian

Adapun manfaat dalam penelitian ini adalah :

1.

Memberikan informasi tentang pengaruh Thidiazuron (TDZ) dalam multiplikasi
Andalas sehingga menjadi peluang dalam upaya konservasi, pengembangan serta

pelestariannya sebagai maskot flora Sumatera Barat.

. Menghasilkan somaklonal Andalas yang mampu bertahan di lingkungan yang

ekstrim dan berguna dalam berbagai aspek kehidupan baik di bidang industri,

kehidupan dan sebagainya.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Deskripsi Tumbuhan

Tumbuhan Andalas (M. macroura Miq. var. macraoura) merupakan salah satu
tumbuhan langka Indonesia endemik Sumatera. Tumbuhan ini termasuk pohon,
dengan tinggi 15-60 m, batang bergetah putih. Bentuk daun bulat telur (ovatus)
sampai jantung (cordatus), panjang x lebar helaian daun 5 — 22,1 cm x 3,2- 20,6 cm,
pangkal daun membulat (obtusus)-rata (truncatus)- jantung (cordatus), ujung daun
meruncing (acuminatus-caudatus), permukaan daun bagian atas kesat (scabrous) dan
berambut rebah (sirigose), pinggir daun bergerigi (serrulatus-serratus), jumlah
pertulangan daun sekunder berjumlah 4-7 pasang, panjang petiolus 1.4 - 4,1 cm.
Bunga tersusun bunga majemuk berbentuk bulir atau untai berwarna hijau.
Tumbuhan dioceous; bunga betina mempunyai 4 sepal dan 1 pitil (putik) yang terdiri
dari 1 tangkai putik, 1 kepala putik (stigma) yang terbelah 2 dan 1 bakal buah. Bunga
jantan mempunyai 4 sepal yang membungkus 4 stamen. Jumlah bunga dalam satu
rangkaian bunga majemuk 0,3 — 1,5 cm dengan ditutupi bulu-bulu halus putih
(pubescent) (Backer dan Van den Brink, 1965 cit. Dahlan, 1994).

M. macroura ini dikenal sebagai beberapa nama daerah, yaitu Hole tanduk
(Batak), Kertau (Jawa) dan Andaleh (Minangkabau). Meski memiliki nama daerah
yang berbeda, tumbuhan ini memiliki taksonomi tersendiri sehingga dapat dikenal
oleh berbagai negara . Menurut Corner (1962), secara Taksonomi tumbuhan Andalas
diklasifikasikan sebagai berikut :

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae



Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Hamamelidae

Ordo : Urticales

Famili : Moraceae

Genus : Morus

Spesies : Morus macroura Miq.var. macraoura

Tumbuhan Andalas berbeda dengan Morus lainnya yang berbentu perdu,
misalnya pada mulberry (Morus alba). Andalas tersebar di daerah tropika dan sub-
tropika terutama di daerah Asia termasuk di Indonesia. Penyebaran Andalas di
Indonesia hanya ada pada beberapa bagian saja yaitu Sumatera dan Jawa. Di
Sumatera. Andalas terdapat di Sumatera Barat. Di provinsi ini Andalas dijadikan
sebagai maskot flora. Adapun lokasi tumbuh tanaman Andalas terdapat di sekitar
lembah antara gunung Merapi, gunung Singgalang dan gunung Sago. Disamping itu
juga ditemukan di daerah lain seperti Batang Barus, Maninjau (Dahlan, 1992).

Tumbuhan Andalas saat sulit ditemukan dan jumlah populasinya yang
semakin menurun dan penyebarannya terbatas. Hal ini disebabkan karena adanya
eksploitasi yang berlebihan tanpa diiringi penanaman kembali sehingga terjadinya
penurunan populasi, kemudian diikuti dengan kerusakan habitat atau lingkungan.
Berdasarkan keberadaannya tanaman Andalas termasuk dalam daftar flora yang
terancam (Pemda Tk. I, 1991; Bapedalda Provinsi Sumatera Barat, 2010).

Tumbuhan Andalas memiliki kualitas kayu yang baik seperti beringin,
gaharu, mahoni dan sebagainya. Kayu yang dihasilkan ini tahan rayap, sehingga
digunakan sebagai bahan bangunan. Ini dibuktikan dalam membangun rumah gadang
(rumah adat Sumatera Barat) dari kayu Andalas. Selain itu, Andalas mengandung
enam senyawa aktif yang tergolong senyawa turunan stibelen yaitu lunurin,

oksiresveratol, dan Andalasin A, juga senyawa turunan 2-arilbenzofuran yaitu



morasin M, serta senyawa turunan kumarin yaitu umbeliferon dan B-resolsilaldehid.
Selain itu Andalas juga mengandung metabolit yang dapat menyembuhkan penyakit
seperti leukemia dan tumor. Tumbuhan ini mengandung bahan kimia yang
menghambat pertumbuhan virus HIV (Hakim , 2002).

Dalam pertumbuhan dan perkembangannya, tumbuhan Andalas hidup pada
habitat yang lembab dan berada di pegunungan. Namun, saat ini tingginya kerusakan
habitat akibat pembukaan lahan baru untuk perkebunan dan pemukiman
menyebabkan keterbatasan area tumbuh Andalas. Selain itu, faktor endogen dari
tumbuhan itu sendiri bahwa matangnya polen dan stilus (stigma) yang tidak
bersamaan antara tumbuhan jantan dan betina sehingga menyebabkan terjadinya

ketidakcocokan (Dahlan, 1992).

2.2 Kultur Jaringan secara /n vitro pada Tumbuhan Andalas

Kultur jaringan merupakan salah satu cara perbanyakan tumbuhan secara vegetatif.
Kultur jaringan merupakan teknik perbanyakan tumbuhan dengan cara mengisolasi
bagian tumbuhan seperti daun, mata tunas, serta menumbuhkan bagian-bagian
tersebut dalam media buatan secara aseptik yang kaya nutrisi dan zat pengatur
tumbuh dalam wadah tertutup yang tembus cahaya sehingga bagian tumbuhan dapat
memperbanyak diri dan bergenerasi menjadi tumbuhan lengkap. Prinsip utama dari
teknik kultur jaringan adalah perbanyakan tumbuhan dengan menggunakan bagian
vegetatif tumbuhan menggunakan media buatan yang dilakukan di tempat steril.
(Hendaryono, Daisy dan Wijayani, 1994).

Pelaksanaan teknik kultur jaringan ini berdasarkan teori sel yang
dikemukakan oleh Scleiden dan Schwan, yaitu bahwa sel mempunyai kemampuan
autonom, bahkan mempunyai kemampuan totipotensi. Totipotensi adalah

kemampuan setiap sel, dari mana saja sel tersebut diambil, apabila diletakkan pada



lingkungan yang sesuai akan tumbuh menjadi tumbuhan yang sempurna
(Hendaryono ef al., 1994).

Keuntungan dari teknik kultur jaringan adalah menghasilkan klon somaklonal
yang seragam dalam waktu yang relatif singkat dan memiliki mutu yang bagus.
Selain itu, menghasilkan klon somaklonal yang tahan terhadap penyakit dan bebas
dari kontaminasi, dan kecepatannya lebih cepat dibandingkan dengan secara
konvensional. Kultur jaringan juga tidak bergantung kepada kondisi lingkungan
seperti keadaan geografis, iklim dan musim sehingga bisa dilakukan sepanjang tahun
( Hamball et al., 2006 cit. Satriawan, 2007).

Penelitian kultur jaringan pada tumbuhan Andalas sudah banyak dilakukan.
Darmansyah (1993), menginiasi pertumbuhan pada potongan daun Andalas pada
media MS dengan penambahan IAA dan Kinetin yang memperlihatkan respon
pembentukkan kalus dan akar secara in vifro. Suwirmen (2007), melakukan
perbanyakan Andalas secara in vitro pada media MS dengan penambahan 3 mg/L
Benziladenin (BA) dan 10 mg/L biotin. Astri (2009), telah berhasil melakukan
perbanyakan Andalas yang toleran terhadap cekamanan kekeringan pada media MS
dengan penambahan PEG 1% + BAP 2 mg/L.

Penelitian lainnya tentang kultur in vitro Andalas meliputi pembentukan biji
sintetik, induksi perakaran dan cekaman kekeringan. Pratiwi (2010), melakukan
penelitian enkapsulasi pada tanaman Andalas. Barus, Suwirmen, Netty, Idris dan
Agustin  (2010), melakukan multiplikasi tunas Andalas dengan penambahan
Benziladenin dan Kinetin pada mediun MS dimana Benziladenin (BA) memberikan
respon yang terbaik. Astria, Suwirmen, Dawair, Idris dan Arina (2010), juga
melakukan induksi perakaran terhadap tunas Andalas dimana media MS setengah
komposisi dengan zat pengatur tumbuh dan arang aktif lebih cepat dalam

menginduksi perakaran Andalas. Idris dan Mansyurdin (2010), melihat struktur
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anatomi Andalas hasil seleksi cekaman kekeringan dengan menggunakan PEG dalam
rentang 0-5% dan mendapatkan hasil PEG 4% merupakan batas maksimum dalam
mentolerir cekaman kekeringan. Hasil penelitian memperlihatkan bahwa terjadinya
peningkatan prolin dan ketebalan daun somaklonal Andalas yang bertahan hidup.
Namun terjadinya pengurangan jumlah stomata dan luas daun. Suwirmen (2010)
mendapatkan respon multiplikasi tunas yang tidak dapat berlangsung dengan baik

pada kisaran PEG 1-3% karena kerja sitokinin terhalang oleh adanya PEG.

2.2 Induksi Poliploidi dan Regenerasi Poliploid

Poliploidisasi merupakan proses penggandaan jumlah kromosom. Suryo (1995)
menyatakan bahwa pada tumbuhan poliploidi bisa terjadi secara alami dan buatan.
Secara alami poliploidi terjadi karena sel mengalami pemisahan yang tidak teratur
selama mitosis, sehingga menghasilkan sel-sel yang menyebabkan jumlah kelipatan
kromosomnya tetap berada pada generasi baru dari tanaman tersebut atau karena
kromosom tidak memisah dari secara sempurna ke kutub sel pada waktu anafase
yang mengakibatkan kromosom dalam gamet menjadi ganda. Secara buatan
(induksi), poliploidisasi dapat dilakukan dengan beberapa cara, diantaranya
pemberian femperatur shock, sinar radioaktif dan senyawa kimia mutagenenik.
Cukup banyak senyawa kimia yang dapat menjadi mutagen dalam mengubah
ploidi pada tumbuhan. Penginduksian tumbuhan diploid menjadi poliploid memiliki
keuntungan tersendiri. Secara umum, poliploid dapat meningkatkan ukuran sel yang
menyebabkan perubahan pada ukuran dan tekstur organ seperti ukuran daun yang
besar, peningkatan ukuran bunga dan ukuran akar serta batang ataupun ukuran buah
yang lebih besar dari kondisi normal (Stebbins, 1971; Stanys et.al, 2006). Pada

triploid Morus alba memiliki ukuran daun yang lebih besar dari diploidnya, sehingga
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lebih adaptifitas genetik serta resistensi terhadap cekaman lingkungan lebih tinggi
dibandingkan diploid (Chakraborti et al , 1998).

Penginduksian tumbuhan dapat dilakukan dengan beberapa senyawa
mutagen, diantaranya kolkisin. Kolkisin merupakan ekstrak alkaloid dari tumbuhan
Colchicum autumnale. Kolkisin mengacaukan proses mitosis pada migrasi polar
pada kromosom. Penginduksian poliploid pada tumbuhan lebih mudah dibandingkan
dengan hewan (North, 1979). Penginduksian poliploid sudah banyak dilakukan
misalnya pada Morus alba dengan konsentrasi kolkisin 0,025-0,2% pada media cair
selama 3-10 hari dengan di shacker pada kecepatan 80 rpm, dengan hasil 0,1%
kolkisin selama 3 hari didapatkan persentase tetraploid tertinggi (Chaicharon,
Satrabhandhu dan Kruatrachue, 1995). Idris (2011) melakukan induksi poliploid
dengan menggunakan kolkisin pada somaklonal Andalas dengan konsentrasi 0,05%,
0,100%, dan 0,150% selama 48, 72 dan 96 jam mendapatkan konsentrasi 0,1 dan
0,15% selama 72 jam yang lebih baik.

Dalam mengindikasi poliploid pada tumbuhan dapat diamati secara
morfologi, anatomi, fisiologi dan genetika. Pada morfologi, tumbuhan poliploid
memiliki ukuran organ utama tubuh tumbuhan lebih besar dari yang normal misalnya
pada daun (Chaicharon et al , 1995), kemudian secara anatomi dapat dilihat dari
jumlah dan ukuran stomata pada permukaan daun (E Silva ef al, 2000), secara
fisiologi dapat dilihat dari kandungan metabolit primer dan sekunder jauh lebih
tinggi dari normal, ataupun dengan kadar klorofil pada tumbuhan (Lestari, 2006) dan
terakhir secara genetika dapat dilihat dari jumlah kromosom dan nukleolus pada
poliploid lebih banyak dari yang normal (Adaniya dan Tamaki, 1991).

Perbedaan tingkat ploidi dapat terlihat dari karakter morfologinya yang
berbeda dengan diploidnya. Peningkatkan tingkat ploidi menyebabkan ukuran sel
meningkat sehingga mengakibatkan daun lebih luas, bunga dan buah tampak lebih
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besar dan biji lebih besar. Tunas rapat dan internodus yang kecil. Tanaman dengan
tingkat ploidi yang tinggi (misalnya tetraploid) memiliki pertumbuhan yang
abnormal dan tingkat pertumbuhan yang lambat (Ranney, 2006).

Tanaman poliploid memiliki hubungan erat dengan penggunaan air. Tanaman
poliploid memliki ukuran stomata yang lebih besar namun jumlahnya lebih sedikit.
Hal ini mengakibatkan tingkat transpirasinya lebih rendah sehingga kehilangan air
dari daun dapat dikurangi. Tingkat laju respirasi yang rendah ditemukan pada
autotetraploid pada Hordeum vulgare (Chen dan Tang, 1945), tetraploid Chamerion
(syn. Epilobium) angustifolium (Maherali et al., 2009). Dengan demikian, tanaman
poliploid jauh lebih efisen dalam penggunaan air dibandingkan diploid, sehinnga

tanaman membutuhkan waktu lebih lama untuk layu.

2.4 Zat Pengatur Tumbuh dan Thidiazuron

Media tanam untuk tumbuhan harus dipenuhi unsur hara dan hormon. Hormon atau
zat pengatur tumbuh memiliki peran penting dalam pertumbuhan dan perkembangan
tananman. Hormon dapat membantu ataupun memicu perkembangan tumbuhan
secara vegetatif maupun generatif. Zat pengatur tumbuh sangat diperlukan sebagai
komponen medium bagi pertumbuhan dan diferensiasi sel eksplan. Tanpa
penambahan zat pengatur tumbuh dalam medium, pertumbuhan sangat terhambat,
bahkan mungkin tidak tumbuh sama sekali. Setiap eksplan yang berasal dari organ
dan spesies yang berbeda akan membutuhkan zat pengatur tumbuh yang berbeda
pula (Narayanaswamy, 1994). Selain itu dijelaskan pula oleh Gunawan (1987) bahwa
zat pengatur tumbuh mempengaruhi pertumbuhan dan morfogenesis dalam kultur
sel, jaringan atau organ secara in vitro. Arah perkembangan kultur ditentukan oleh

interaksi dan perimbangan antara zat pengatur tumbuh yang diproduksi oleh sel
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tumbuhan secara endogen. Walaupun pada eksplan terdapat zat pengatur tumbuh
endogen tetapi sering kali pada medium ditambahkan zat pengatur tumbuh eksogen
untuk pertumbuhan dan perkembangan eksplan yang ditanam secara in vitro. Salah
satu zat pengatur tumbuh yang digunakan dalam penelitian kultur jaringan adalah
sitokinin.

Sitokinin berperan dalam pengaturan pertumbuhan dan morfogenesis pada
kultur in vitro. Hal ini didukung oleh pernyataan Wattimena (1988) bahwa sitokinin
menyebabkan peningkatan pembelahan sel yaitu dalam proses sitokinesis terutama
saat sintesis RNA dan sintesis protein. Pemberian sitokinin ke dalam media kultur
pada konsentrasi yang tinggi dapat memacu pertumbuhan tunas aksilar (tunas ketiak)
dan mereduksi tunas apikal dari pucuk utama pada kultur tumbuhan berkeping dua (
George dan Sherrington, 1984).

Dalam merangsang proliferasi tunas dilakukan manipulasi terhadap hormon
tumbuhan yaitu sitokinin. Ada dua kelompok besar sitokinin yang berperan aktif dan
menunjukkan aktivitas sitokinin yang terbaik yaitu Thidiazuron (TDZ) dan BAP.
Thidiazuron pertama kali dilaporkan memiliki aktivitas sitokinin pada tahun 1982.
Sejak itu, Thidiazuron telah dilakukan secara in vifro untuk merangsang
pembentukan tunas adventif dan proliferasi tunas aksilar. Thidiazuron efektif untuk
spesies tumbuhan berkayu khususnya yang rekalsitran (Lu,1993). Penggunaan
Thidiazuron (TDZ) dalam konsentrasi rendah (< 1 pM) dapat merangsang proliferasi
tunas aksilar yang lebih tinggi dibandingkan dengan sitokinin yang lain, tetapi TDZ
dapat menghambat elongasi tunas. Pada konsentrasi > 1uM, TDZ dapat merangsang
pembentukan kalus, tunas adventif atau embrio somatik. Konsentrasi TDZ yang
rendah (0,0022 hingga 0,088 mg/L) adalah efektif untuk mikropropagasi, Pemaparan
TDZ yang terlalu lama harus dihindari karena dapat menyebabkan keabnormalan

morfologi tunas atau permasalahan dalam perakaran (Huetteman dan Preece, 1993).

—
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Thidiazuron (TDZ) sangat larut dalam DMSO dan kelarutannya rendah pada
air. Ethanol 50% lebih baik dalam mengencerkan TDZ karena bersifat mengikat dan
mempertahankan aktivitas TDZ walaupun telah melalui proses. Walau banyak
publikasi ilmiah menyatakan DMSO sebagai pelarut TDZ. Tetapi Basalma et al
(2008 cit. Anischan, 2009) mengatakan bahwa pemakaian DMSO sebagai pelarut
TDZ tapi dapat mengakibatkan nekrosis pada eksplan serta menghambat
pembentukan kalus, selain itu, DMSO juga memiliki efek memisahkan atau
membunuh untuk sel-sel yang bersifat sensitif.

Thidiazuron (N'phenyl-n'-1 ,2.3-thidiazol-5-ylurea; TDZ), turunan fenil urea
derivatif, telah terbukti memberikan stimulus yang cukup
untuk induksi embriogenesis somatik pada berbagai spesies tanaman
termasuk kacang tanah, tembakau, dan geranium, menggantikan auksin
atau gabungan auksin sitokinin dan persyaratan dari embriogenesis
(Gill dan Saxena, 1992). Thidiazuron merupakan senyawa yang berperan sebagai
pengatur pertumbuhan yang kuat untuk tanaman dikotil khususnya pada kelompok
polong-polongan dan tanaman kayu yang sulit untuk regenerasi. Pemberian TDZ
dapat meningkatkan respon morfogeneis dari kalus yang berasal dari berbagai
eksplan terhadap frekuensi pembentukan tunas, jumlah tunas per eksplan dan waktu
untuk menginduksi lebih cepat dibandingkan dengan sitokinin lainnya. Selain itu,
TDZ telah digunakan secara efektif untuk regenerasi tunas dari nodus ataupun tunas
(Schulze, 2007).

Meskipun TDZ cocok untuk tanaman dikotil, ada beberapa analisis
menunjukkan pengaruh TDZ terhadap perkembangan tanaman. Adapun dampak
negatif penggunaaan TDZ dalam kultur jaringan tumbuhan, dimana akan
menyebabkan tanaman hyperdydricity, morfologi daun abnormal, tunas pendek dan

kompak serta masalah dalam perpanjangan dan perakaran tunas ( Lu, 1993;



15

Huetteman dan Preece, 1993). Dalam studi evaluasi TDZ dalam perbaikan regenerasi
tanaman sereal dan rumput melaporkan dampak TDZ belum terlihat. Namun, ada
beberapa laporan efek samping dari penggunaan TDZ terhadap gandum bahwa
penggunaan TDZ dengan konsentrasi yang tinggi cenderung menekan pembentukan
akar dari tunas ( Li et al., 2003). Sebaliknya , Shan et al.(2000) tidak menemukan

pengaruh negatif TDZ pada kalus atau planlet yang diregenerasikan.



III . PELAKSANAAN PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada Maret - Juni 2012 di Laboratorium Kultur Jaringan
dan Fisiologi Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu

Pengetahuan Alam, Universitas Andalas, Padang.

3.2 Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode eksperimen dengan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) faktorial yang terdiri atas dua faktor. Perlakuan dari penelitian ini adalah
perbedaan sumber eksplan dari nodus Andalas sebagai faktor pertama dan perbedaan
konsentrasi thidiazuron dalam memultiplikasi tunas Andalas sebagai faktor kedua.:
Faktor A. Sumber eksplan dari nodus Andalas :

AO0. Tanpa induksi kolkisin

Al. Hasil induksi kolkisin 0,1 % dengan perendaman 72 jam

Faktor B. Konsentrasi thidiazuron
BO. 0 mg/L. TDZ (kontrol)

B1. 0,125 mg/L. TDZ

B2. 0,250 mg/L. TDZ

B3. 0.375 mg/L TDZ

B4. 0,500 mg/L TDZ

Kombinasi Perlakuan

A0BO AOBI A0B2 A0B3 A0B4

A1BO AlBI Al1B2 A1B3 Al1B4
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Total perlakuan terdiri dari tiga set percobaan dengan 10 perlakuan. Masing-masing

perlakuan terdiri atas 3 ulangan .

3.3. Alat dan Bahan

33.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini berupa botol-botol kultur, cawan petri,
pipet tetes, gelas ukur 100 ml, gelas piala 250 ml, 500 ml, erlenmeyer, pinset
berbagai ukuran, pipet ukur 1 ml, 5 ml, 10 ml, dan 25 ml, mata pisau dan gagang
scalpel, lampu spiritus, hot plate, magnetik stirer, timbangan Ohaus dan timbangan
Analitik, hand sprayer, autoclave, stoma, keranjang botol, pH universal kertas
milimeter, petridish, alat tulis, alat ukur, kamera digital Canon Ixus 210, lampu ultra

violet (UV lamp) dan Laminar Air Flow Cabinet (LAFC).

3.3.2. Bahan

Bahan yang diperlukan pada penelitian ini adalah medium dasar Murashige-Skoog
(MS), zat pengatur tumbuh benzilaminopurin (BAP), Thidiazuron (TDZ), sukrosa,
agar, aquadest steril, alkohol 96%, alkohol 70%, biotin, spritus, HCI 0,1 N, dan
NaOH 0.1 N, kolkisin 0%, 0,1% dan 0,15 %, aluminium foil, karet gelang, tissue
gulung dan tissue serbet, plastic kaca, selotip dan lakban serta sumber klon
somaklonal Andalas tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0.1% dengan

perendaman 72 jam.

3.3.3. Bahan klon tumbuhan Andalas
Bahan klon tumbuhan Andalas yang dimanfaatkan sebagai eksplan berupa nodus
yang berasal dari perbanyakan in vitro tumbuhan Andalas dengan sumber eksplan

berasal dari Nagari Andaleh Kabupaten Tanah Datar, Sumatra Barat pada medium
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propagasi dengan komposisi MS dengan penambahan 3 mg/l BAP dan 0.2 mg/l
biotin. Eksplan perlakuan berupa nodus yang berasal dari tunas somaklonal Andalas
dan hasil induksi kolkisin 0,1% dengan perendaman 72 jam dari medium propagasi

yang sudah ada di Laboratorium Kultur jaringan Tumbuhan.

3.4. Cara Kerja

3.4.1 Persiapan Larutan Stok

Zat-zat penyusun medium MS ditimbang sesuai takaran (Lampiran 1) yang terdiri
dari larutan stok 1 (hara makro), Il (hara mikro), III (sumber besi), IV (vitamin), V
(myo-inositol) dan Biotin 0,2 mg/l. Stok 1 dibuat pada konsentrasi 5 kali kelarutan
dalam 250 ml aquadesh, sedangkan stok II-IV pada 50 kali kelarutan sebanyak 250
ml, an stok V pada konsentrasi 20 kali kelarutan sebanyak 200 ml. Larutan stok
Thidiazuron (TDZ) dibuat pada konsentrasi 100 ppm dengan cara menimbang 10 mg
dengan 5-10 DMSO terlebih dahulu sebelum dicukupkan volumenya 100 ml
aquadest steril. Kemudian di masukkan kedalam botol dan diisolasi dengan plastik

hitam dan disimpan dalam lemari pendingin sampai saat digunakan dalam penelitian.

3.4.2. Sterilisasi alat

Alat-alat untuk keperluan kultur seperti cawan petri, gelas ukur, gelas piala, pinset,
pipet ukur, mata pisau, gagang scapel, aluminium foil, kertas saring, tissue, dan
kertas disterilkan menggunakan stoma sedangkan botol-botol kultur, medium dan

aquadest disterilkan menggunakan autoclave.

3.4.3 Persiapan media kultur
Media kultur yang dipakai pada penelitian ini adalah medium dasar Murashige-

Shoog (MS) komposisi penuh dengan penambahan 3 mg/L. BAP + 0,2 mg/L biotin,
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0,7 % agar dan 3 % sukrosa untuk media propagasi somaklonal Andalas tanpa
induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin serta media untuk multiplikasi adalah
medium dasar Murashige-Shoog (MS) komposisi penuh yang terdiri dari larutan stok
| sebanyak 50 ml, stok II-IV sebanyak 5 ml dan stok V sebanyak 10 ml dengan
penambahan TDZ dengan berbagai konsentrasi (0 mg/l, 0,125 mg/l, 0,250 mg/l,
0,375 mg/1, 0,500 mg/l) + 0,2 mg/L biotin serta dicukupkan 1000 ml. Pada medium
ditambahkan 0,7 % (7 gr/l) agar dan 3 % (30 gr/l) sukrosa. Keasaman media kultur
diatur hingga mencapai pH 5,5 + 0,5.

Media kultur dimasak sampai mendidih dan kemudian dituangkan ke dalam
botol-botol kultur steril sebanyak 25 ml/botol. Media kultur ditutup dengan
aluminium foil serta kertas penutup dan diikat dengan karet gelang. Medium pada
botol kultur disterilisasi menggunakan autoclave selama 15 menit pada suhu 121 °C

dengan tekanan 15 lbs

3.4.4. Penanaman eksplan pada setiap tahap penelitian

Sebelum melakukan penanaman, terlebih dahulu dilakukan sterilisasi terhadap
Laminar Air Flow Cabinet dengan menyemprotkan alkohol 70 %. Selanjutnya semua
alat dan bahan yang diperlukan kecuali eksplan dan medium perlakuan untuk transfer
dan penanaman ditempatkan di dalam LAFC dan disinari dengan lampu ultra violet

(UV lamp) selama satu jam untuk kesterilan alat, bahan dan ruang tanam.

3.4.5. Pemindahan dari media propagasi tunas ke media multiplikasi

Eksplan berupa nodus Andalas tanpa induksi kolkisin yang berasal dari medium
propagasi dan hasil induksi kolkisin 0,1% dengan perendaman 72 jam ditanam pada
medium multiplikasi berupa MS + TDZ (0 ppm, 0,125 ppm, 0,25 ppm, 0,375 ppm,
dan 0,500 ppm) + 0,2 g/l biotin. Botol yang telah ditanami dengan eksplan kemudian

ditutup dengan selotip bening untuk menghindari terjadinya kontaminasi eksplan
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dalam berbagai medium perlakuan. Selanjutnya setiap botol berisi ekspan diberi label

sesuai perlakuan.

3.4.6. Pemeliharaan ekplan di ruang inkubasi

Semua botol kultur yang berisi eksplan untuk setiap tahap penelitian dipelihara pada

ruang inkubasi untuk pertumbuhan eksplan. Ruang inkubasi diatur suhunya pada

kisaran 25 °C + 2 °C dengan fotoperiodisme 12 HD/12 HL dan intensitas cahaya 500-

1500 Lux. Setiap minggu dilakukan pemeriksaan sampel perlakuan.

3.5 . Parameter Pengamatan

Parameter pengamatan pada penelitian ini meliputi :

1.

Persentase hidup eksplan
Persentase hidup eksplan dihitung setelah 60 hari pengamatan dihitung

dengan rumus

Jumlah eksplan yang hidup
jumlah ulangan

x 100%

Persentase hidup eksplan =

Hari pertama pembentukan tunas

Pengamatan hari pertama pembentukan tunas dilakukan setiap hari selama 60
hari pengamatan.

Jumlah tunas

Jumlah tunas dihitung pada akhir pengamatan yaitu hari ke-60 setelah
penanaman pada media perlakuan.

Panjang tunas (mm)

Panjang tunas dihitung pada akhir pengamatan yaitu hari ke-60 setelah
penanaman pada media perlakuan.

Pengamatan morfologi dan terbentuknya akar
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Pengamatan ini dilakukan pada akhir pengamatan yaitu hari ke-60 setelah

penanaman pada media perlakuan.

3.6  Analisis Data

Data yang diperoleh dari pengamatan dianalisis secara statistik dan deskriptif.
Persentase hidup eksplan dan pengamatan morfologi disajikan secara deskriptif. Hari
pertama pembentukan tunas, jumlah tunas dan panjang tunas dianalisa secara
statistik. Bila pengaruh perlakuan berbeda nyata maka dilanjutkan dengan uji lanjut
Duncan New Multiple Rang Test (DNMRT) pada taraf peluang 5% (Gomez dan

Gomez, 1995).



IV . HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan mengenai multiplikasi tunas Andalas
(Morus macroura Miq. var macroura) dengan menggunakan thidiazuron dan sumber
eksplan yang berbeda. Eksplan tersebut berupa nodus tanpa induksi kolkisin dan
hasil induksi kolkisin 0,1 % dengan perendaan 72 jam secara in vitro, didapatkan

hasil sebagai berikut :

4.1. Persentase Hidup Eksplan Andalas (Morus macroura Miq. var. macroura)
Tanpa Induksi Kolkisin dan Hasil Induksi Kolkisin 0,1 % secara In Vitro.

Pemakaian TDZ dengan berbagai macam perbedaan konsentrasi eksplan Andalas
tanpa induksi kolkisin (A0) dan hasil induksi kolkisin 0,1% (A1) tidak berpengaruh
nyata pada persentase hidup eksplan Andalas, yang ditampilkan pada Tabel 1
dibawah ini.

Tabel 1. Persentase Hidup Eksplan Andalas (Morus macroura Miq. var. macroura)
Tanpa induksi kolkisin dan Hasil Induksi Kolkisin 0,1% dengan
perendaman 72 jam secara in vitro setelah 60 hst*

Kombinasi Perlakuan Persentase Eksplan

Yang Hidup (%)
1. AOBO (Tanpa induksi kolkisin + 0 mg/l TDZ) 100
2. AOBI1 (Tanpa induksi kolkisin  + 0,125 mg/l TDZ) 100
3. AOB2 (Tanpa induksi kolkisin  + 0,250 mg/l TDZ) 100
4. AOB3 (Tanpa induksi kolkisin  + 0,375 mg/l TDZ) 100
5. AOB4 (Tanpa induksi kolkisin ~ + 0,500 mg/l TDZ) 100
6. A1BO (Hasil induksi kolkisin 0,1% + 0 mg/l TDZ) 100
7. A1B1 (Hasil induksi kolkisin 0,1% + 0,125 mg/l TDZ) 100
8. A1B2 (Hasil induksi kolkisin 0,1% + 0,250 mg/l TDZ) 100
9. A1B3 (Hasil induksi kolkisin 0,1% + 0,375 mg/l TDZ) 100
10. A1B4 (Hasil induksi kolkisin 0,1% + 0,500 mg/l TDZ) 100
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Berdasarkan Tabel 1 dapat dilihat bahwa persentase hidup eksplan pada
seluruh perlakuan adalah 100%. Kemampuan hidup eksplan yang baik ini disebabkan
eksplan yang digunakan adalah nodus yang bersifat meristematik. Perbedaan sumber
eksplan nodus Andalas tanpa dan hasil induksi kolkisin 0,1% yang digunakan tidak
memberikan pengaruh pada eksplan untuk hidup. Hal ini mungkin disebabkan
eksplan yang digunakan sudah beradaptasi terhadap media propagasi untuk
pertumbuhannya dan telah dilakukan subkultur. Hutami dan Ragapadmi (2003),
menyatakan bahwa ada beberapa faktor yang mempengaruhi keberhasilan
multiplikasi antara lain kesegaran eksplan, media kultur dan frekuensi subkultur. Hal
ini diperjelas oleh Yusnita (2003), bahwa pemilihan eksplan merupakan faktor yang
penting dalam menentukan keberhasilan kultur jaringan tumbuhan. Umumnya bagian
yang digunakan sebagai eksplan adalah jaringan muda yang tumbuh aktif. Jaringan
tanaman yang masih muda mempunyai daya regenerasi yang lebih tinggi dan sel-
selnya aktif membelah.

Selain pemilihan eksplan, media yang berisi nutrisi dan vitamin juga menjadi
salah satu faktor yang menyokong untuk pertumbuhan eksplan. Nutrisi yang cukup
dan cocok sangat menentukan dalam pertumbuhan dan perkembangan eksplan.
Menurut Pierik (1987), bahwa keberhasilan dalam teknik kultur jaringan adalah
pemilihan media tanam. Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah
medium modifikasi Murashige dan Skoog (MS) dengan biotin. Medium MS
modifikasi ini memiliki komposisi yang lengkap baik unsur hara makro, mikro,
vitamin, besi, dan ZPT serta gula dalam propagasi. Selain itu, medium ini cocok
untuk Morus macroura dibandingan dengan medium WPM dan BS. Pohan (2006)
dalam melakukan kultur tunas M. macroura pada beberapa media tanam (BS5, SH,
dan WPM) secara in vitro yang mendapatkan medium MS sebagai medium yang

paling baik



24

4.2 Waktu Muncul Tunas Andalas (Morus macroura Miq. var. macroura) Tanpa
Induksi Kolkisin dan Hasil Induksi Kolkisin 0,1 % secara In Vitro.

Pemakaian TDZ dengan berbagai macam perbedaan konsentrasi eksplan Andalas
tanpa induksi kolkisin (A0) dan hasil induksi kolkisin 0,1% (A1) tidak berpengaruh
nyata pada waktu muncul tunas pada eksplan Andalas, yang ditampilkan pada Tabel
2 dibawah ini.

Tabel 2. Waktu Muncul Tunas Andalas (Morus macroura Miq. var. macroura)
Tanpa Induksi Kolkisin dan Hasil Induksi Kolkisin secara Jn Vitro
setelah 60 hst

Sumber Tunas Konsentrasi Thidiazuron (mg/1)

BO Bl B2 B3 B4
A0 7,00 7,33 5,67 T8 5,33
Al 10,00 6,67 6,00 5,00 5,39

Ket : A0 = tanpa induksi kolkisin, A 1= hasil induksi kolkisin 0,1 % selama 72 jam, B0 = 0 mg/l TDZ,
Bl =0,125 mg/l TDZ, B2 = 0,250 mg/l TDZ, B3 = 0,375 mg/l TDZ, B4 = 0,500 mg/l TDZ,

Pada Tabel 2 juga dapat dilihat bahwa eksplan nodus Andalas pada medium
MS modifikasi dengan penambahan biotin serta berbagai konsentrasi TDZ tidak
berpengaruh nyata dalam waktu muncul tunas. Pada perlakuan AI1BO
memperlihatkan paling lambat dalam memunculkan tunas yaitu 10 hst dibandingkan
dengan perlakuan AOBO yaitu 7 hst. Perbedaan sumber eksplan tanpa dan hasil
induksi kolkisin 0,1% dengan perlakuan yang sama, didapatkan tanaman hasil
induksi kolkisin 0,1% (A1) lebih lambat memunculkan tunas dibandingkan dengan
tanpa induksi kolkisin (A0) pada medium tanpa pemberian TDZ (B0) dan 0,25 mg/I
TDZ (B2).

Pada eksplan hasil induksi kolkisin (A1), waktu muncul tunas berbanding
lurus dengan tingkat pemberian konsentrasi TDZ dan waktu yang tercepat dalam
memunculkan tunas pertama kali adalah 5,00 hst, semakin tinggi konsentrasi yang
diberikan maka semakin cepat muncul tunas, tetapi pada perlakuan A1B4 terjadi

penurunan. Hal ini diduga pada konsentrasi TDZ 0,375 mg/l (B3) merupakan
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konsentrasi optimum dalam memunculkan tunas. Eksplan hasil induksi kolkisin lebih
efisien dalam penggunaan media untuk memunculkan tunasnya pertama kali, meski
secara kumulatif (Lampiran 2) tanaman hasil induksi kolkisin lebih lambat dalam
memunculkan tunas. Chakraborti ef al. (1998), mendapatkan tanaman diploid Morus
alba tunas muncul pada hari ketiga, sedangkan yang diinduksi dengan kolkisin pada
hari ke 5-8. Hasil ini menunjukkan bahwa muncul tunas yang diinduksi dengan
kolkisin lebih lambat dibandingkan dengan kontrol.

Pada penelitian Anischan (2009), dalam multiplikasi tunas pada eksplan
nodus kotiledon kayu manis, bahwa peningkatan konsentrasi TDZ sebanding dengan
peningkatan jumlah tunas dan kecepatan waktu muncul tunas. Hutchinson dan
Saxena (1996) mengatakan penanaman eksplan pada medium dengan TDZ dalam
waktu relatif singkat sudah cukup untuk merangsang regenerasi tunas. Dalam
menginiasi dan regenerasi tunas dibutuhkan hormon sitokinin lebih besar dari auksin
Kemudian Pierik (1987) menambahkan bahwa sitokinin dibutuhkan dalam
pembelahan dan inisiasi tunas.

Pada eksplan tanpa induksi kolkisin (A0), perlakuan AOB4 yang terbaik
dalam memunculkan tunas pertama kali yaitu 5,33 hst. Pada eksplan hasil induksi
kolkisin waktu muncul tunas tidak berbanding !urus dengan konsentrasi Thidiazuron
(TDZ) yang diberikan. Hal ini diduga bahwa pemunculan tunas dipengaruhi oleh
faktor endogen dan eksogen pada eksplan tersebut

Perbedaan respon yang diberikan tanaman tanpa dan hasil induksi kolkisin
diduga ada hubungannya antara ZPT endogen dan ZPT eksogen yang ditambahkan
pada media tersebut. Menurut Wattimena et al., (1991) bahwa pertumbuhan dan
organogenesis secara in vifro tergantung pada interaksi antara ZPT endogenous
dengan ZPT sejenis yang ditambahkan ke dalam medium kultur. Tumbuhnya tunas

ini disebabkan adanya interaksi antara ZPT endogen dan eksogen. Heddy (1996)
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mengatakan bahwa keefektifan zat pengatur tumbuh dipakai dalam suatu kisaran

konsentrasi tertentu untuk masing-masing tanaman.

4.3 Rata-rata Jumlah Tunas Andalas (Morus macroura Miq. var. macroura) Tanpa
Induksi Kolkisin dan Hasil Induksi Kolkisin 0,1 % secara in vitro.

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa pemakaian TDZ dengan berbagai konsentrasi

menunjukkan adanya pengaruh nyata terhadap jumlah tunas yang dihasilkan, yang

ditampilkan pada Tabel 3. Perbedaan sumber eksplan dan perbedaan konsentrasi

DZ memperlihatkan perbedaan nyata terhadap jumlah tunas yang dihasilkan dan

terlihat adanya interaksi antara kedua perlakuan tersebut.

Berdasarkan Tabel 3 dapat dilihat jumlah rata-rata tunas pada eksplan tanpa
induksi kolkisin (A0) lebih banyak dibandingkan dengan hasil induksi kolkisin (AT).
Kemudian perbedaan konsentrasi TDZ yang diberikan berpengaruh terhadap jumlah
tunas yang dihasilkan. Pemberian konsentrasi 0-0,125 TDZ mg/] tidak menampakkan
perbedaan signifikan antara tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1%.
Kemudian pada pemberian konsentrasi 0,25 TDZ mg/l baru terdapat perbedaan
jumlah tunas yang dihasilkan antara tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin
0,1%. Peningkatan konsentrasi Thidiazuron (TDZ) yang diberikan meningkatan
jumlah tunas yang dihasilkan.

['abel 3. Jumlah tunas Andalas (Morus macroura Miq. var. macroura) tanpa induksi
kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1% secara in vitro 60 hari setelah
tanam pada media perlakuan.

_ Konsentrasi Thidiazuron (mg/1) 3
Sumber Tunas

BO Bl B2 B3 B4 ‘| Rata-rata
A0 1,000 167 7000  1000°  12,67° |[647A
Al 1,000 1,67 333 10,67°  867° | 5.07B
Rata-rata 100A 167A 5178 1033C  1067C |

Ket : Setiap baris dan kolom yang diikuti oleh huruf kecil dan besar yang sama menunjukkan hasil
pengamatan yang tidak berbeda nyata pada taraf uji DNMRT 5%
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Pada Tabel 3 di atas dapat juga dilihat bahwa perlakuan A1B0, A1B1, AOBO
dan AOBI tidak memperlihatkan perbedaan yang nyata. Ini diduga konsentrasi TDZ
yang digunakan masih rendah dalam memultiplikasi tunas. Setelah dilakukan
peningkatan konsentrasi TDZ memperlihatkan jumlah tunas yang dihasilkan
meningkat. Hal ini dapat dilihat dari jumlah tunas yang dihasilkan pada perlakuan
A1B2 dan AOB2. Semakin tinggi konsentrasi TDZ yang diberikan maka semakin
banyak jumlah tunas yang dihasilkan. Hal ini dapat dilihat pada perlakuan AOB3,
AOB4, A1B3 dan A1B4,.

George dan Sherrington (1984) menyatakan bahwa pemberian sitokinin ke
dalam media kultur pada konsentrasi yang tinggi dapat memacu pertumbuhan tunas
aksilar dan mereduksi apikal pucuk utama pada kultur tumbuhan berkeping dua.
Wattimena (1988), menambahkan bahwa sitokinin menyebabkan peningkatan
pembelahan sel yaitu pada proses sitokinesis terutama sintesis RNA dan sintesis
protein.

Jumlah tunas yang dihasilkan tanpa induksi kolkisin (A0) lebih banyak
dibandingkan dengan hasil induksi kolkisin 0,1% (A1). Pada perlakuan AOB4, paling
banyak dalam menghasilkan jumlah tunas yaitu 12,67. Sedangkan pada perlakuan
A1B3, paling banyak dalam menghasilkan tunas yaitu berjumlah 10,67. Pada tabel 2
diatas, terlihat jelas bahwa konsentrasi TDZ 0,500 mg/l tanpa induksi kolkisin
memberikan hasil jumlah tunas yang lebih tinggi dibandingkan dengan konsentrasi
lainnya dan masih ada kemungkinan dapat dilakukan peningkatan konsentrasi TDZ
untuk melihat optimalisasi dalam menghasilkan tunas, sedangkan pada hasil induksi
kolkisin 0,1% konsentrasi TDZ 0,375 mg/l merupakan konsentrasi yang paling
optimal dalam menghasilkan tunas.

Tiwari ef al,. (2000) menyatakan bahwa pemberian konsentrasi sitokinin yang

tinggi dapat menyebabkan jumlah tunas berkurang. Kemudian Khawar er al.,( 2004)
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juga melaporkan bahwa penggunaan TDZ pada konsentrasi tinggi dapat menurunkan
regenerasi tunas. Hal ini sesuai dengan penelitian Thomas, Bhatnagar dan Bhojwani
(2000) dalam menghasilkan tanaman triploid (Morus alba 1..) dari kultur endosperm,
bahwa persentase jumlah tunas paling tinggi pada medium BAP (5pM) dan NAA
(1uM) vaitu 75 dan TDZ (1pM) yaitu 62.5. Idris (2011), mendapatkan rata-rata
jumlah tunas eksplan nodus adalah 3,83 pada media MS + 3 mg/L. BAP hasil induksi
poliploidi menggunakan kolkisin 0,1 % selama 72 jam perendaman. Astri (2009)
mendapatkan jumlah rata-rata tunas Andalas adalah 7,0 pada media MS dengan
penambahan 2 mg/l. BAP. Suwirmen (2009) mendapatkan rata-rata 8,33 pada
medium MS + 3 mg/LL BAP. Hal ini membuktikan bahwa pada TDZ lebih efektif
dalam menghasilkan jumlah tunas dibandingkan dengan BAP, dimana pada eksplan
tanpa induksi kolkisin menghasilkan rata-rata jumlah tunas yaitu 12,67 dan hasil
induksi kolkisin 0,1% yaitu 10,67.

Thidiazuron (TDZ) merupakan jenis hormon turunan phenylurea (N-Phenyl-
1,2.3 Thidiazol-5-ylurea) terbaik dalam regenerasi dan proliferasi tunas aksilar pada
beberapa jenis tanaman (Faisal et al., 2005). Faisal dan Anis (2006) mengatakan
bahwa TDZ merupakan hormon terbaik dalam multiplikasi tunas. Hormon ini cocok
dan dapat diterapkan untuk propagasi dalam skala besar dan konservasi tanaman
Psoralea carylifolia. TDZ dapat mengaktifkan sintesis sitokinin endogen tipe purin
di dalam jaringan tanaman dan mempengaruhi metabolismenya sehingga
meningkatkan respon pertumbuhan dan meningkatkan jumiah tunas baru lebih
banyak dibandingkan dengan mengaplikasikan BAP (Thomas dan Ketterman, 1986).

Tewari, Bhatnagar dan Khurana (1999) mengatakan bahwa TDZ dapat
meningkatkan jumlah tunas per eksplan pada Morus indica dan beberapa spesies
Morus vaitu M. indica cv. K2, M. indica cv. RFS175, M. indica cv. S1, dan M.

multicaulis c¢v. Goshoerami. Pada konsentrasi yang sama jumlah tunas yang
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dihasilkan oleh TDZ lebih banyak dibandingkan dengan BAP dan dengan
konsentrasi kecil TDZ sudah dapat menghasilkan jumlah tunas jauh lebih banyak
dibandingkan dengan BAP pada konsentrasi yang optimum.

Pada penelitian ini, pemberian kolkisin dapat menghambat jumlah tunas yang
dihasilkan, sehingga terjadi perbedaan jumlah tunas tanpa induksi kolkisin dan hasil
induksi kolkisin 0,1% dengan perendaman 72 jam, dimana jumlah tunas tanpa
induksi kolkisin lebih banyak dibandingkan dengan hasil induksi kolkisin 0,1%
dengan perendaman 72 jam. Hal ini mungkin disebabkan pengaruh pemberian
kolkisin sehingga proses mitosis terganggu. Swanson (1957) mengatakan bahwa
tingkat pertumbuhan yang lamban mungkin karena tingkat penurunan pembelahan
sel yang dihasilkan dari gangguan fisiologis disebabkan oleh kolkisin. Meskipun
begitu, TDZ dapat merangsang pembelahan sel lebih cepat, hal ini disebabkan TDZ
merupakan hormon golongan sitokinin yang dapat merangsang pembelahan sel.
Sehingga dengan pemberian TDZ meningkatkan pembelahan sel dan kembalinya
pertumbuhan pada eksplan. Selain itu, sitokinin merupakan salah satu hormon
berperan dalam morfogenesis tumbuhan baik pembelahan sel maupun differensiasi
sel (Murthy, Murch dan Saxena, 1998). Chakraborti ef al. (1998) menambahkan
bahwa pemberian BA pada medium mungkin meningkatkan pembelahan sel dan
kembalinya pertumbuhan pada tanaman tetraploid Morus alba L., dan sebagaimana
TDZ dan BA merupakan hormon sitokinin yang salah satu fungsinya adalah untuk

mempercepat pembelahan sel.

4.4 Rata-rata Panjang Tunas Andalas (Morus macroura Miq.var. macroura) tanpa
induksi dan hasil induksi kolkisin 0,1 % secara in vitro.

Pemakaian TDZ dengan berbagai konsentrasi menunjukkan adanya pengaruh nyata

terhadap panjang tunas yang dihasilkan, yang ditampilkan pada Tabel 4. Hasil sidik
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ragam menunjukkan bahwa baik eksplan nodus Morus macroura pada medium MS

modifikasi dengan penambahan biotin serta berbagai konsentrasi TDZ berpengaruh

nyata terhadap panjang tunas. Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa perbedaan

sumber eksplan dam perbedaan konsentrasi TDZ berpengaruh terhadap panjang

tunas dan terlihat adanya interaksi antara kedua perlakuan tersebut.

Tabel 4. Panjang tunas (mm) Andalas (Morus macroura Miq. var. macroura) tanpa
induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1% secara in vifro 60 har

setelah tanam pada media perlakuan.
Konsentrasi Thidiazuron (mg/1)

Sumber Tunas BO BI B2 B3 . B4 | R:lla—ralzl
\() 267 _3248" 1167 17.00° 21.00° 18.13B
A\l 1,33" 3833 21,00 22,67°  18,67° |20,40A

Rata-rata 2.00C 35.33A 19.33B 19,83B 19,8838 |
Ket : Setiap baris dan kolom yang diikuti oleh huruf kecil dan besar yang sama menunjukkan hasil
pengamatan yang tidak berbeda nyata pada taraf uji DNMRT 5%.

Berdasarkan tabel 4, rata-rata panjang tunas menunjukkan bahwa eksplan
yang berasal dari nodus Morus macroura yang ditanam pada media dengan
konsentrasi TDZ 0,125 mg/l merupakan yang terbaik, baik tanaman tanpa induksi
kolkisin maupun hasil induksi kolksin 0,1%. Faktor utama dengan perbedaan
konsentrasi TDZ juga memeperlihatkan bahwa konsentrasi 0,125 mg/l TDZ (B1)
adalah yang terbaik terhadap panjang tunas. Kemudian, perbedaan sumber eskplan
juga memperlihatkan perlakuan hasil induksi kolkisin (A1) lebih baik dibandingkan
dengan tanpa induksi kolkisin (A0) terhadap panjang tunas. Pada tabel tersebut dapat
dilihat bahwa seiring meningkatnya konsentrasi TDZ yang diberikan maka akan
menyebabkan penurunan panjang tunas Hal ini dapat dilihat dari uji lanjut DNMRT
5%. Namun, jika dibandingkan dengan tanpa TDZ (kontrol) semua perlakuan tanpa
induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin berbeda nyata.

Pada tabel 3 diatas dapat dilihat bahwa panjang tunas tanpa induksi kolkisin

lebih rendah dari tanaman hasil induksi kolkisin. Ini diduga dari aktivitas TDZ
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sendiri, dimana peningkatan TDZ akan memperbanyak tunas yang dihasilkan
sehingga menekan aktivitas auksin dan hormon endogen lainnya dalam elongasi
batang. Hal ini juga terjadi pada Idris (2011) bahwa pengiduksian kolkisin dengan
tiga konsentrasi (0,05%, 0,100% dan 0,150%) dan tiga perendaman yang berbeda (48
jam, 72 jam dan 96 jam) mendapatkan tanaman yang diinduksi kolkisin panjang
tunasnya jauh lebih tinggi dibandingkan dengan tanaman kontrol. Suharni (2004)
juga mendapatkan tanaman induksi kolkisin Pennisetum purpureum, Pennisetum
purpupoides, Setaria splendida, Setaria sphacelata, Panicum muticum, Brachiaria
brizantha dan Brachiaria decumbens lebih panjang daripada diploidnya dengan
pemberian kadar kolkisin 0,6%. Chaicharoen er al, (1995) juga mendapatkan
panjang tunas tidak signifikan antara tanaman diploid dan poliploid (tetraploid) pada
M. alba var. S54.

Semakin tinggi konsentrasi TDZ yang digunakan, maka panjang tunas
semakin pendek dan terlihat roset. Keadaan ini diduga akibat periode inkubasi
cksplan yang terlalu lama pada media yang mengandung sitokinin. sehingga
perpanjangan batang menjadi terhambat. Plantlet Morus macroura baik tanaman
diploid ataupun tetraploid menjadi roset. Pada tanaman gaharu dengan pemakaian
konsentrasi TDZ 0,25, 0,5 dan 0,75 ppm juga planlet menjadi roset (Azwin, Siregar
dan Supriyanto, 2006), daun encok (Plumbago zeylanica 1..) (Syahid dan Kristina,
2008) dan anis (Pimpinella anisum L.) (Rostiana, 2007). Kemudian Lu (1993) juga
menambahkan pemberian TDZ pada konsentrasi tertentu akan menghambat
pertumbuhan tinggi tanaman. Terhambatnya pertumbuhan tanaman pada media yang
diperkaya dengan TDZ menampakkan gejala pertumbuhan tanaman menjadi roset
dan kerdil. Hal ini disebabkan jumlah tunas yang dihasilkan semakin banyak seiring
meningkatnya konsentrasi TDZ sehingga menekan aktivitas hormon endogen lainnya

dalam pemanjangan sel. Salah satu kelemahan dalam penggunaan TDZ dalam
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spesies tertentu adalah tunas pendek dan kompak (Fasolo ef al., 1989). Terbentuknya
tanaman yang roset dan kerdil merupakan gejala morfogenesis tumbuhan Morus
macroura akibat inkubasi dengan TDZ.

Dalam morfogenesis tumbuhan baik secara in vitro dan in vivo, pembelahan
dan differensiasi sel selalu dibawah kontrol hormon tanaman, baik itu auksin maupun
sitokinin. Hal ini juga berkaitan dengan TDZ, hormon yang kerjanya mirip sitokinin.
TDZ memiliki peran penting dalam morfogenesis tumbuhan (Murthy, Murch dan
Saxena, 1998). Panjang tunas pada media dengan penambahan TDZ 0,125 mg/1 (B1)
pada tanpa induksi kolkisin (A0) dan hasil induksi kolkisin (A1) adalah yang terbaik.
Namun seiring dengan peningkatan konsentrasi TDZ terjadinya penurunan panjang

tunas.

4.5 Karakter Morfologi dan Terbentuknya Akar pada Eksplan tanpa induksi kolkisin
dan hasil induksi kolkisin klon Andalas.

Setelah dilakukan inkubasi selama 60 hari karakter morfologi eksplan Andalas masih
normal dan terlihat roset (Lampiran 5). Secara visualisasi ukuran daun pada tanaman
tanpa induksi kolkisin lebih kecil dari tanaman hasil induksi kolkisin. Tanaman hasil
induksi kolkisin sudah menunjukkan perubahan ploidi. Perubahan ploidi (tetraploid)
tersebut baru terlihat dari kromosom yang diuji pada ujung akar. Sedangkan faktor
anatomi dan morfologi secara numerik belum didapatkan data sebagai penunjang
perubahan ploidi tersebut. Perbedaan karakter tumbuh menjadi salah satu perbedaan
antara tanaman diploid dan poliploid. Suryo (1995) mengatakan biasanya tanaman
poliploid kelihatan lebih kekar, bagian-bagian tanaman menjadi lebih besar (akar,
batang, daun, bunga, buah). Perbedaan ukuran daun antara diploid dan poliploid
terjadi juga pada ukuran daun pada Raphanus sativus, Brassica campestris

(Kallo,1996) dan melon (Kurniawati, 2002) lebih besar dibandingkan tanaman
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diploidnya. Begitu juga pada Morus alba L terdapat perbedaan ukuran antara
tanaman diploid dan teraploid (Chakraborti et al., 1998).

Gambar 1. Kondisi eksplan yang berakar ( yang di lingkar) pada medium perlakuan
dengan penambahan konsentrasi TDZ 0,125 mg/l

Munculnya akar setelah diinkubasi selama 45 hst pada medium multiplikasi dengan
perbedaankonsentrasi hormon TDZ. Munculnya akar mungkin disebabkan adanya
rasio hormon auksin endogen yang dimiliki eksplan lebih besar jumlahnya
dibandingkan dengan konsentrasi sitokinin yang diberikan, sehingga auksin akan
memicu terbentuknya akar. Menurut Darmansyah (1993), pada penelitiannya
mengenai kultur daun M. macroura, akar muncul dikarenakan tingginya kadar auksin
endogen pada tumbuhan tersebut. Selain itu, munculnya akar pada medium dengan
0,125 TDZ ini mungkin disebabkan fungsi hormon TDZ itu sendiri. Meskipun TDZ
merupakan hormon yang kerjanya seperti sitokinin. Tetapi hormon ini diduga
memiliki aktivitas auksin.

Hal ini sesuai dengan Lu (1993) bahwa TDZ diperkirakan memiliki aktivitas
auksin dan TDZjuga menginduksi morfogenesis serta diduga juga berhubungan
dengan level zat pengatur tumbuh endogen, dan TDZ menyesuaikan dengan level
auksin endogen (Murthy er al., 1998; Hutchinson dan Saxena, 1996). Kemudian
Dodds and Robert (1982) mengatakan bahwa pemunculan akar sering terjadi sesudah
jaringan yang dikulturkan membentuk tunas. Munculnya tunas pertama kali
disebabkan tingginya kadar sitokinin yang dimiliki oleh eksplan daripada auksin.




3.1

V. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan mengenai multiplikasi tunas Andalas

(Morus macroura Miq. var macroura) dengan menggunakan thidiazuron dan sumber

eksplan vang berbeda secara in vitro, maka dapat diambil kesimpulan sebagai

berikut:

1.
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Waktu muncul tunas tanpa diinduksi kolkisin paling cepat adalah 5,33 hst dan
hasil induksi kolkisin 0,1% 5 hst dengan persentase hidup eksplan tanpa
diinduksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 100%.

Jumlah tunas tanpa diinduksi kolkisin terbaik adalah 12.67 pada konsentrasi
TDZ 0,500 mg/l dan jumlah tunas hasil induksi kolkisin 0,1% terbaik adalah
10,67 pada konsentrasi TDZ 0,375 mg/l. Panjang rata-rata tunas tanpa
diinduksi kolkisin terbaik adalah 32,33 mm dan hasil induksi kolkisin 0,1%

38,33 pada medium dengan konsentrasi 0,125 mg/l TDZ.

. Panjang tunas mengalami penurunan dengan peningkatan konsentrasi TDZ

dan sebaliknya jumlah tunas mengalami peningkatan.

Saran
Untuk mencegah terjadinya roset pada tunas Andalas hasil multiplikasi
dengan TDZ maka disarankan melakukan penambahan GA; pada medium

kultur.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Komposisi Medium Dasar Murashige dan Skoog (MS).

Tabel 3. Komposisi Medium Dasar Murashige dan Skoog (MS) (Pierik,1987;
~ Thorpe, 1981)

NO KOMPONEN JUMLAH (mg/1)

1 Larutan Stok I
NHsNO; 1650
KNO; 1900
(.'aClz.ZHJO 4440
MgS04.7H,0 370
KH,PO, 170

2 Larutan Stok II
K1 0,83
H3BO; 6,2
MnSO4.2H30 22..3
/nS04.7H,O 8.6
Na;Mo00,4.2H,0 0,25
CuS04.2H,0 0,025
CoCl.6H,O 0,025

3 Larutan III
FeS04.7H,0 27.8
Na,EDTA.2H,0 313

4 Larutan [V
Nicotinic Acid 0,5
pyridoksin HCI 0.5
Thiamin HCI 0.1
Glysin 2

5 Larutan Stoc V
Myo-Inositol 100

6 Sukrosa 30 gr/L

7 Agar 7 gr/LL

8 pH 5.8

9 Z7ZPT Ditambahkan Sesuai Perlakuan

—_—
—
-

Biotin 0,2
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Lampiran 2. Data Analisis Statistik Waktu Muncul Tunas Andalas (Morus macroura
Migq. var. macroura) tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1% dengan
perendaman 72 jam secara In Vitro.

Tabel 4. Data Pengamatan Waktu Muncul Tunas Andalas (Morus macroura Migq.
var. macroura) tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1%
dengan perendaman 72 jam secara /n Vitro.

Sumber Konsentrasi Thidiazuron (mg/1)
Tunas 0(B0O) 0,125 (Bl) 0,250 (B2) 0,375(B3) 0,500 (B4) Total
Al (Hasil 9 5 7 4 5
induksi 6 8 5 5 5
kolkisin
0,1%) 15 7 6 6 6
Jumlah 30 20 18 15 16 99
rata-rata 10 6,67 6 5 333 6.6
A0 (tanpa 8 9 6 8 i
induksi 5 5 5 6 4
kolkisin) 8 8 6 8 5
Jumlah 21 22 17 22 16 98
rata-rata 7 7,33 2,67 7.33 533 6,53
Total 51 42 35 37 32 197
g (TYij))?
Faktor Korelasi (FK) = T
_ asn?
2.5.3
= 1293,633
JK Total (JKt) = | B(vij)?| - FK

| (9)2 + (6)2+ (15)% + -+ (4)2 + (5)2| — 1293,633
= | 1427 - 1293,633 ]
= 133.367

ii))2
JK Perlakuan (JKp) = @-FK

: 2 2 Z2,... 2
— (30)7+(20)°+ (18)"+-+ (16)° 1293,633

3
4059
o 1293,633

= 59,367

2
JKA = &0 _pg
r.B



(99)%+ (98)?

= —————1293,633
L i 1293,633
- 15 ;
=0, 033
12
JKB - (E*:_;)) FK
2 2 2 247 7"
_ (51)°+(42) +(§52) +(37)24(32)* 1293633
7983
= 1293,633
=36, 867
JKAB = JKp - JKA - JKB
=59.367 — 0,033 — 36,867
=22.467
JKg = JKt - JKp
= 133,367 — 59.367
=74
dbt =@abr)-1 =(2x5x3)-1 =29
dbp =t—1 =10-1 -
dbA =a—1 =21 =1
dbB =b-1 =5_1 =4
dbAB =(a—1) (b-1) = (2-1) (5-1) =4
dbg =t(r—1) =103 - 1) =20
- _ JKp __ 59,367 A
KTp = == 6,596
_ JKA __ 0,033 S
KTA = === 0,033
KTB =22 - =9217
dbB 4
- __ JKAB __ 59,367 i
KTAB == == 5,617
. _ IKg _ 74 -
KTg " dbg T 20 3.7
F hit A = XIA o 2000 =0.,009
KTg 3,7
F hit B = B = 2217 =2.49]
KTg 3,7
F hit AB = X128 - =1.518

KTg 3,7
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Lampiran 3. Data Analisis Statistik Panjang Tunas Andalas (Morus macroura Miq.
var. macroura) tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1% dengan

perendaman 72 jam secara In Vitro.

Tabel 5. Data Pengukuran Panjang Tunas (mm) Andalas (Morus macroura Miq. var.
macroura tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1% dengan

perendaman 72 jam secara In Vitro.

Sumber Konsentrasi Thidiazuron (mg/1)
Tunas BO(0) B1(0,125) B2(0,250) B3 (0,375) B4 (0,500) Total
Al 2 42 18 21 17
(Hasil 1 35 22 24 17
induksi
kolkisin
0,1%) 1 38 23 23 22
Jumlah 4 115 63 68 56 306
Rata-rata 1,333 38,333 21 22,667 18,667 20,40
AQ (tanpa 2 26 14 17 20
induksi 2 34 20 18 22
kolkisin) 4 37 19 16 21
Jumlah 8 97 53 51 63 272
Rata-rata 2,667 32,333 17,667 17 21 18,13
Total 12 212 116 119 119 578
Rata-rata 2 35,33 19,33 19,83 19.83 19,27
i ; (TYij)2
Faktor Korelasi (FK) = %
_ 72
2593
=11136,133
JK Total (JKt) = | Zcvij?| - FK

= | @2+ @*+ (1) +-

= | 14760 - 11136,133 |
=3623.867

JK Perlakuan (JKp) = E20 g

_ (9)%+ (115)%+ (63)%++ ( 63)?
3

-~ 11136,133

43822

= 3471,2

-+ (21)?] -11136,133

—11136,133



JKA

JKB

JKAB

JKg

dbt
dbp
dbA
dbB
dbAB
dbg

KTp
KTA
KTB
KTAB
KTg
F hit A

F hit B

— (23]))2 . FK
r.B
306)2 + (272)2
i e E RSN, 11136,133
3.5
- 208 11136,133
= — :
= 38,533
)
r.A
2 2 2 2 2
_ (124 (212) +(1;62) +(119)%+(119)*> 11136,133
86866
= —11136,133
=3341,533
=JKp - JKA - JKB
=3471,2 - 38,533 — 3341,533
=91,133
= JKt—JKp
=3623,867 — 3471,2
= 152,667
=(@br)-1 =(2x5x3)-1 =29
-1 =10-1 =9
=g~ =] = |
b1 =41 =
=(a-1)(b-1) =(2-1) (5-1) =4
=tAr i} =103 1) =20
e - = 385,689
dbp 9
_ JKA _ 38,533 _ap &2
e == 38,533
_ JKB __ 3341,533 _
= p - 835,383
__ JKAB _ 91133 _
=— - 22,783
_ JKkg _ 152,667 _
= o = 7,633
s BTA i = 5,048
KTg 7,633
S = 23835 =109.439

T KTg 7,633
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4 22,783 -
F hit AB =T S = 2,985
Tabel 2. Analisis Sidik Ragam
SK Db | JK KT F hit F tabel 5% | F tabel 1 %
Perlakuan 9 3471,2 | 385,689
A 1 38,533 | 38,533 | 5,048* 4,35 8.1
B | R 3341,533 | 835,383 | 109,439** 2,87 4,43
AB 4 91,133 | 22,783 | 2,985* 2,87 4.43
Galat 20 | 152,667 7,633
Keterangan : = Berbeda Nyata, "= Berbeda Sangat Nyata
Uji Lanjut DNMRT 5% untuk Faktor AB
_ 17633 7,633 2
Sx AB —\]a.b.r 2x5x3 =0,504
Daftar Nilai SSR dan LSR pada Taraf Uji 5% untuk Faktor AB
2 3 4 5 6 7 8 9 10
SSR| 295 311 3,18 0 §.25 331 334] 3,36 3,38 3.4
LSR | 1,487 | 1,562 | 1,603 | 1,638 | 1,663 | 1,683 | 1,693 1,704 1,714
Uji Lanjut DNMRT 5% untuk Faktor A
/7,633 7,633 N
Sx A -y e 0,71

Daftar Nilai SSR dan LSR pada Taraf Uji 5% untuk Faktor A

2 3 4 5
SSR | 2,95 31y 3,180 3.2
LSR| 2,09 220| 2,26 | 2,31

Tabel Daftar Uji Lanjut Faktor A

Perlakuan Al A0 LSR Notasi
Al =204 - A
A0=18,13 2.27* 2,09 B

Keterangan - Berbeda Nyata, AO= tanpa induksi kolkisin, A 1. Hasil induksi kolkisin 0,1 % dengan

perendaman 72 jam.

Uji Lanjut DNMRT 5% untuk Faktor B
SxB _ y 7633 7633

a.r 2x3

=113
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Daftar Nilai SSR dan LSR pada Taraf Uji 5% untuk Faktor B
2 3 4 5

SSR

2,95

3,1

3,18

3,20

LSR

3,33

3,50

3,09

3,67

Tabel Daftar Uji Lanjut Faktor B

Perlakuan Bl B4 -1 B3 B2 BO LSR Notasi
Bl= 3533 ] A
B4= 19,83 15,5% s ~ 383 B
B3= 19,83 15,5% 0" 3,50 B
B2= 19,33 16*| 05| 05" 13,59 B
BS= 2 3333* | 17,83* | 17,83* | 17,33* 3.67 C

Keterangan " = Berbeda Nyata, “= Tidak berbeda nyata, BO= 0 mg/l TDZ, B1= 0,125 mg/l TDZ B2=

0,250 mg/l TDZ, B3= 0,375 mg/l TDZ, B4= 0,500 mg/l TDZ



Tabel Uji lanjut untuk Faktor AB pada Taraf 5%

Perlakuan | Rata-rata | A1Bl | AOBI | AIB3 | AIB2 |AOB4 |AlB4 leaz | AOB3 | AOBO | A1BO [;SOR | Nowsi |
Al1BI 38,33 a*ay rF = [ ‘a
AOBI 32,33 6 | 1,487 | b
A1B3 22,67 | 1566 | 9,66* 1,562 | ¢
A1B2 21| 17,33* [ 11,33* | 1,67 1,603 | d
AOB4 21| 17,33*|11,33*| 1,67* 0" 1,638 | d
A1B4 18,67 | 19,66* | 13,66* 4* | 233*| 233° 1,663 | e
AOB2 17,67 | 20,66* | 14,66* 5*|  333*| 333" g 1,683 | e
AOB3 17| 21,33* | 15,33* | 5,67* 4* 4*| 1,67™| 067™ 1,693 | e
AOBO 2,67 | 35,66* | 29,66 20* | 18,33* | 18,33* 16* 15% | 14,33* 1,704 | £
A1BO 1,33 37* 31* | 21.34* | 19.67* | 19,67* | 17.34* | 16,34* | 1567* | 1,34™ 1,714 | f

Keterangan : = Berbeda nyata antar perlakuan , "= tidak berbeda nyata
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Lampiran 4. Data Analisis Statistik Jumlah Tunas Andalas (Morus macroura Migq.
var. macroura) tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1% dengan
perendaman 72 jam secara In Vitro.

Tabel 6. Data Pengamatan Jumlah Tunas Andalas (Morus macroura Miq. var.
macroura) tanpa induksi kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1% dengan
perendaman 72 jam secara /n Vitro.

Sumber konsentrasi Thidiazuron (mg/1)
Tunas 0(B0) 0,125(B1) 0250(B2) 0375(B3) 0,500 (B4) Total
Al (Hasil | 2 Z 11 7
Induksi 1 2 4 9 12
Kolkisin
0,1%) 1 1 4 12 7
Jumlah 3 5 10 32 26 76
Rata-rata 1 1,67 3,33 10,67 8,67 5,07
A0 (tanpa 1 2 jJ 13 11
induksi 1 1 6 iy 13
kolkisin) 1 2 8 10 14
Jumlah 3 5 21 30 38 97
Rata-rata 1 1,67 7 10 12,67 6,47
Total 6 10 31 62 64 173
Rata-rata 1 1,67 5.11 10,33 10,67 5,77
, . (ZYij)?
Faktor Korelasi (FK) = e
_anyp
2.5.3
= 997,633
JK Total (JKt) = | B(vij)? | - FK

=| )2+ @%+ ()% + -+ (14)%| —997,633
= | 1601 - 997,633 |
= 603,367

Il

2
JK Perlakuan (JKp) = T _FK

Fa A 2 2 2
_ (324 (5)%+-+(21)?+(30)*+ (38) — 997,633

3
4578
* 997,633

= 553,367




JKA

JKB

JKAB

JKg

dbt
dbp
dbA
dbB
dbAB
dbg

KTp
KTA
KTB
KTAB
KTg

F hit A

= (Zal))z N ]"-K

r.B

97)% + (76)%
= (97) 4767 — 997,633

3.5

= i 997,633
~ 15 '
= 14,7
= G pp

r.A
_ (6)*+ (10)*4(31)*+ (62)*+( 64)*
B 3.2

9037

= T_ 997,633
= 508,533

= JKp - JKA - JKB
= 553,367 — 14,7 — 508,533
= 30,133

= JKt - JKp
= 603,367 — 553,367
=50

=(abr)-1 =2x5x3)-1
=t—1 = 10-1

=a- 1 =2-1
=b—] =5_1
=(a—1) (b-1) =(2-1) (5-1)
=t(r—1) =103 - 1)
_ Jkp _ 553,367
~ dbp g

— JKA 147

" dbA B

_ JKB __ 508,533
~ dbB T 4

__ IKAB _ 30,133
" dbAB T4

_ JKg 30

" dbg T 20
__KTA 147

T KTg 2,5

— 997,633

= 19082
= 14,7
=127,133
=7,533
=25

=35,88
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F hit B =B = ST ~ 50,853
KTg 2,5
. KTAB 7,533 g
F hit AB —Fg =25 =3,0133
Tabel 3 Analisis Sidik Ragam
tabel 1

SK Db |[JK KT F hit F tabel 5% b

Perlakuan 9 353,307 19,0812

A 1 14,7 14,7 | 5,88* 435 8.1
§ N 4| 508,533 127,133 | 50,853** : 2,87 443

AB i 4 30,133 7.533 | 3,0133* 2,87 443

Galat T 2 50 2.5

Uji Lanjut DNMRT 5% untuk Faktor AB
S x AB =y X8 =y 22 =0.289

ab.r 2x5x3

Daftar Nilai SSR dan LSR pada Taraf Uji 5% untuk Faktor AB

2 3 4 5 6 7 8 9 10
SSR | 2,95 311 3,18 MR25] 3,31 334} 336 3,38 3.4
LSR | 0,852 ]| 0,896 | 0,919 | 0,939 | 0,954 |1 0,965 | 0,971 | 0977 | 0,983

Uji Lanjut DNMRT 5% untuk Faktor A

L - -
Sx A o - e 0,41
Daftar Nilai SSR dan LSR pada Taraf Uji 5% untuk Faktor A
2 3 4 -
SSR| 295 AR e

ISR 1284 1274 '\ 1. 30 [=ds03

Tabel Daftar Uji Lanjut Faktor A

Perlakuan A0 Al LSR Notasi
A0 =647 B A
A0 =507 1.4% 1.21 B

Keterangan - Berbeda Nyata, A0. Tanpa induksi kolkisin, A1. Hasil induksi kolkisin 0,1 % dengan
perendaman 72 jam.

Uji Lanjut DNMRT 5% untuk Faktor B

_ K19 o2
SxB +\!a.r \’Zx3

0,64
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Daftar Nilai SSR dan LSR pada Taraf Uji 5% untuk Faktor B
2 3 - 5
SSR | 295 3,1 3,18] 3,25
LSR| 1.89]| 198 2,04| 2,08

Tabel Daftar Uji Lanjut Faktor B

Perlakuan B4 B3 B2 Bl BO LSR Notasi
B4= 10,67 - A
B3= 10,33 0,34™ R 1,89 A
B2= 5,17 55| 5,16 1,98 B
Bl= 1,67 o* [ 866%| 3,5* 2,04 C
BO=1 967* | 933*| 4,17*| 0,67 2,08 C

Keterangan " = Berbeda Nyata, "= Tidak berbeda nyata, BO= 0 mg/l TDZ, B1= 0,125 mg/l TDZ B2=
0,250 mg/l TDZ, B3= 0,375 mg/l TDZ, B4= 0,500 mg/l TDZ



Tabel Uji lanjut untuk Faktor AB pada Taraf 5%

Perlakuan | Rata-rata | AOB4 | A1B3 [ A0B3 | A1B4 [ A0B2 | A1B2 [ ADB1 | A1B1 | ADBO | AIBO | LSR 5% | Notasi
AOB4 12,67 ' | a
A1B3 10,67 2* 0,852 | b
AOB3 10| 2,67*| 0,67 7 0,896 | b
A1B4 8,67 4 2* [ 1,33* 0,919 |
AOB2 7] 567*| 367*] 3*|167* 0,939 | d
A1B2 3,33| 9,33*| 7,33*|6,67* | 533* 3,67 0,954 | e
AOB1 167 11* 9% | 8,33* | 7*|533*|1,67* 0,965 | f
A1B1 167 | 11* 9* [833*| 7*[533*[167*| O™ 0,971 | f
AOBO 1]11,67* |9,667* | 9*[767*| 6*[233*|067™ 0,67 0,977 | f
A1BO 1]11,67* |9,667* | 9*|767*| 6*[233*[067"|067™| 0™ 0,983 | f

Keterangan : ~ = Berbeda nyata antar perlakuan , = tidak berbeda nyata
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Lampiran 5. Gambar eksplan Morus macroura Miq. var macrouratanpa induksi
kolkisin dan hasil induksi kolkisin 0,1 % dengan perendaman 72 jam pada Medium
Dasar Murashige dan Skoog (MS) pada beberapa konsentrasi Thidiazuron (mg/l)
beserta ulanganya

Gamber 2. Perlakuan tunas tanpa induksi kolkisin pada Medium MS + Biotin

LS

Gambar 3. Perlakuan tunas tanpa induksi kolkisin pada Medium MS + Biotin +
0,125 mg/l TDZ

Gambar 4. Perlakuan tunas tanpa induksi kolkisin pada Medium MS + Biotin +

0,250 mg/l TDZ
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Gambar Perlakuan tunas tanpa mduksn kollusm pada Medmm MS + Blotm +
0,375 mg/l TDZ

Gambar 6. Pcrlakuan tunas tanpa mduksn kolkisin pada Medium MS + Biotin +
0,500 mg/l TDZ

— e g _ A A ‘\ !
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Gambar 8. Perlakuan tunas hasil induksi kolkisin pada Medium MS + Biotin + 0,125
mg/l TDZ
] “ g "

Gamber 10, Pl texes hosil indulksi ko
0,375 mg/l TDZ

S5 ] 1 \
1 o g ‘ ._°-\ ‘-,-,’-A. /i °
478 - (5 N

Gambar 11. Perlakuan tunas hasil induksi kolkisin pada Medium MS + Biotin +
0,500 mg/l TDZ
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