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PERTUMBUHAN DAN PERKEMBANGAN ANTER
TANAMAN MENTIMUN (Cucumis sativus L.) AKIBAT
PEMBERIAN BAP DAN KINETIN PADA MEDIA MS +2,4-D
SECARA IN VITRO

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk melihat respon pertumbuhan dan
perkembangan anter tanaman mentimun dalam menginduksi kalus akibat
pemberian BAP dan Kinetin pada media MS + 2,4-D. Metode yang digunakan
adalah metode eksperimen dengan Rancangan Acak Lengkap yang terdiri dari
tujuh perlakuan dengan masing-masing tiga ulangan. Hasil penelitian
menunjukkan pemberian BAP dan kinetin tidak meningkatkan persentase hidup
eksplan sedangkan media MS + 24-D yang digunakan mampu mendukung
persentase hidup eksplan secara maksimal. Kalus terbentuk pada umur tiga
minggu setelah tanam. Persentase anter membentuk kalus mencapai 93,33% pada
perlakuan BAP konsentrasi 0,5 pM dan 1,5 pM. Pada umumnya kalus berwarna
kuning dan putih kekuningan dengan tekstur kompak. Volume dan diameter kalus
terbaik didapatkan pada perlakuan BAP pada konsentrasi 1,5 uM.

Kata kunci : Kultur anter, Cucumis sativus L., media MS + 2,4-D, BAP dan
kinetin.
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IN VITRO GROWTH AND DEVELOPMENT OF CUCUMBER
(Cucumis sativus L.) ANTHERS IN RESPONSE TO BAP AND
KINETIN IN MEDIA MS+2,4-D

ABSTRACT

The experiment reported here was aimed at determining the growth and
development of cucumber anthers in callus induction in MS + 2.4-D growth
media enriched with BAP and kinetin. A completely randomized design with
seven treatments and three replicates was assigned. Results showed that BAP and
kinetin did not increase the percentage of living explants whilst the growth media
MS + 2,4-D was suitable for maximing the percentage of living explants. Callus
was formed three weeks after planting. Treatment groups of BAP 0.5 and 1.5 pM
resulted in 93.33% callus formation. Callus are yellow and yellowish with
compact texture. The treatment group of BAP 1.5 uM resulted in the highest
volume and diameter of callus.

Keyword : Anther culture, Cucumis sativus L., MS medium + 2,4-D, BAP and

Kinetin.
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BAB I PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Mentimun (Cucumis sativus L.) merupakan tanaman semusim yang
bersifat merambat dengan perantara alat pemegang yang berbentuk spiral.
Tanaman mentimun berasal dari bagian utara India, yakni lereng Gunung
Himalaya, kemudian berkembang ke wilayah Mediteran. Di kawasan Asia
khususnya Indonesia, mentimun baru dikenal sekitar dua abad sebelum masehi. Di
Jawa dan Sumatera, mentimun banyak ditanam di dataran rendah. Mentimun
merupakan salah satu jenis sayur yang cukup populer dihampir semua negara.
(Abdurahman, 2005).

Tanaman mentimun termasuk jenis sayuran buah yang banyak memiliki
manfaat dalam kehidupan masyarakat sehari-hari, sehingga permintaan terhadap
komoditi ini sangat besar. Buah mentimun disukai oleh seluruh golongan
masyarakat, mulai dari golongan masyarakat berpenghasilan rendah sampai
berpenghasilan tinggi, sehingga buah mentimun dibutuhkan dalam jumlah relatif
besar dan berkesinambungan. Kebutuhan buah mentimun cenderung terus
meningkat sejalan dengan pertambahan penduduk, peningkatan taraf hidup,
tingkat pendidikan, dan kesadaran masyarakat tentang pentingnya nilai gizi
(Mardalena, 2007).

Untuk terus meningkatkan nilai kualitatif maupun kuantitatif dari tanaman
mentimun, strategi yang dapat dilakukan pemulia pada dasarnya adalah merakit
suatu varietas baru yang mempunyai keunggulan secara genetik dalam produksi,
termasuk komponen-komponen yang mempengaruhi produksi tersebut dengan
cara melakukan hibridisasi. Hibridisasi adalah persilangan buatan dari dua tetua
yang berbeda secara genetik bertujuan untuk menggabungkan sifat-sifat baik dari
kedua tetua dan untuk menimbulkan dan memperluas keragaman genetik dimana
dapat dilakukan seleksi bagi sifat yang diinginkan.

Dari hasil persilangan, generasi F1 memiliki jumlah genetik yang tinggi
sehingga pada generasi F2 harus ditumbuhkan banyak populasi agar memberi
peluang untuk semua segregasi. Penumbuhan polen dengan jumlah yang sedikit di
dalam botol kultur secara in vitro akan memudahkan dalam mencapai individu-



individu segregasi dalam jumlah yang banyak. Penumbuhan polen melalui kultur
anter dari generasi F1 akan melahirkan segregasi yang cukup memadai pada
generasi F2. Kultur anter merupakan salah satu cara untuk mendapatkan tanaman
haploid. Kultur anter adalah media penting untuk mengembangkan galur
homozigot (galur murni) dan memperpendek siklus pemuliaan untuk
mendapatkan varietas unggul baru (Yuniati et al., 2008).

Sampai saat ini tanaman mentimun haploid hanya diperoleh dengan cara
penyerbukan, dengan serbuk sari diiradiasi dengan sinar gamma, kemudian
melalui kultur embrio haploid. Upaya untuk mendapatkan tanaman haploid
mentimun dengan metode yang berbeda seperti kultur anter belum banyak yang
berhasil (Nikolova dan Maria, 2000).

Banyak faktor yang mempengaruhi keberhasilan proses kultur anter pada
sebagian besar tanaman, terutama Cucurbitaceae. Adapun faktor tersebut adalah
genotipe tanaman, kondisi pertumbuhan tanaman donor, tahap mikrospora,
perkembangan kuncup bunga, media dan kondisi kultur (Hamidvand ef al., 2013).
Suprunova dan Shmykova (2008) menambahkan, faktor lain yang mempengaruhi
keberhasilan kultur anter adalah sifat dan konsentrasi zat pengatur tumbuh, dan
tahapan perkembangan mikrospora.

Zat pengatur tumbuh sangat diperlukan sebagai komponen medium bagi
pertumbuhan dan diferensiasi. Tanpa penambahan zat pengatur tumbuh dalam
medium, pertumbuhan sangat terhambat bahkan mungkin tidak tumbuh sama
sekali. Pembentukan kalus dan organ-organ ditentukan oleh penggunaan yang
tepat dari zat pengatur tumbuh yang tepat (Hendaryono dan Wijayani, 2002).

Komposisi auksin dan sitokinin dalam media kultur in vitro memainkan
peranan penting dalam induksi dan regenerasi kalus menjadi tunas. Auksin yang
paling banyak digunakan dalam kultur in vitro adalah Asam indol-3-asetat (1AA),
asam naptalen asetat (NAA), dan asam 2,4-diklorophenoxyasetik (2,4-D). Lestari
(2011) mengemukakan bahwa salah satu senyawa yang paling sering digunakan
untuk menginduksi pembelahan sel adalah asam 2,4-diklorophenoxyasetik (2,4-D)
dan juga berperan sebagai inisiasi kalus. Namun, Pierik (1997) menganjurkan
untuk membatasi penggunaan 2,4-D pada kultur in vitro karena 2,4-D dapat



meningkatkan peluang terjadinya mutasi genetik dan menghambat fotosintesis
pada tanaman yang diregenerasikan.

Sedangkan, menurut Hamidvand et al. (2013) medium 2,4-D merupakan
medium yang mengandung induksi androgenesis yang baik pada Cucumis pepo
dan Cucumis sativus L. Kemampuan androgenik semakin baik setelah diberi
penambahan sitokinin pada medium induksi. Diantara beberapa sitokinin yang
telah diuji didapatkan BAP dan Kinetin lebih unggul karena disebabkan oleh
jumlah embrio tertinggi yang dihasilkan. Persentase kalus embriogenik dan rata-
rata jumlah embrio per anter adalah sifat-sifat penting dari androgenesis.

Pada penelitian yang dilakukan oleh Hamidvand er al. (2013) untuk
melihat pengaruh zat pengatur tumbuh pada kultur anter mentimun (Cucumis
sativus L.) menggunakan media MS + 2,4-D dengan penambahan zat pengatur
tumbuh BAP dan kinetin memperoleh hasil respon pertumbuhan kalus yang lebih
baik dibandingkan dengan kontrol dan perlakuan lainnya. Berdasarkan latar
belakang tersebut maka penulis telah melaksanakan penelitian dengan judul
“Pertumbubhan dan Perkembangan Anter Tanaman Mentimun (Cucumis
sativus L.) Akibat Pemberian BAP dan Kinetin pada Media MS + 2,4-D

secara In vitro”.

B. Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melihat respon pertumbuhan dan
perkembangan anter tanaman mentimun dalam menginduksi kalus akibat
pemberian BAP dan Kinetin pada media MS + 2,4-D.



BAB II TINJAUAN PUSTAKA

A. Botani Tanaman Mentimun

Mentimun (Cucumis sativus L.) merupakan kelompok dari Cucurbitaceae
yang terdiri dari 90 genera dan 750 spesies (De Candolle, 1886). Klasifikasi
tanaman mentimun :

Kingdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Cucurbitales
Famili : Cucurbitaceae
Genus : Cucumis

Spesies  : Cucumis sativus L.

Mentimun dilaporkan berasal dari India, yakni lereng Gunung Himalaya,
yang kemudian berkembang ke wilayah Mediteran. Hal ini dibuktikan terdapatnya
Cucumis hardwicki mirip dengan Cucumis sativus kecuali bagian luar buah halus
dan daging buah yang pahit. Mentimun hardwicki merupakan kerabat liar atau
progeni dari mentimun yang dibudidayakan (De Candolle, 1886).

Mentimun termasuk tanaman semusim yang bersifat merambat dengan
perantara alat pemegang yang berbentuk pilin spiral. Panjang atau tinggi tanaman
dapat mencapai 50 cm - 250 cm, bercabang dan tumbuh disisi tangkai daun
(Mardalena, 2007).

Buah mentimun yang dimakan adalah yang telah memasuki tahap dewasa.
Mentimun memiliki kadar air yang tinggi dan digunakan sebagai bahan yang
menyegarkan, Dalam 100 g bagian mentimun yang dimakan, buahnya
mengandung 96 g air, 0.6 g protein, 2.2 g karbohidrat, 0.1 g lemak, 45 IU vitamin
A, 0.03 mg vitamin B, 0.02 mg vitamin B,, 0.3 mg niacin, 12 mg vitamin C, 12
mg kalsium, 0.3 mg zat besi, 15 mg magnesium, dan 24 mg fosfor (Esquinas dan
Gullick, 1983).



1. Akar tanaman mentimun

Tanaman mentimun berakar tunggang. Akar tumbuh lurus kedalam tanah
sampai kedalaman sekitar 20 cm, perakaran tanaman mentimun dapat tumbuh dan
berkembang pada tanah yang berstruktur remah (Cahyono, 2003).

2. Daun tanaman mentimun

Mentimun berdaun tunggal, bentuk, ukuran, dan kedalaman lekuk daun
mentimun bervariasi. Daun mentimun berbentuk bulat dengan ujung daun runcing
berganda dan bergerigi, berbulu sangat halus, memiliki tulang daun menyirip dan
bercabang-cabang, kedudukan daun tegap. Daun mentimun terdiri atas helaian
daun (lamina), tangkai daun, dan ibu tulang daun. Daun mentimun dewasa
mempunyai ukuran panjang dan lebar yang dapat mencapai 20 cm, berwarna hijau
tua hingga hijau muda, permukaan daun berbulu halus dan berkerut (Muttaqin,
2010).

3. Bunga tanaman mentimun

Bunga mentimun bersifat tidak mantap karena sangat dipengaruhi oleh
keadaan lingkungan. Letak bunga jantan dan bunga betina terpisah, tetapi masih
dalam satu tanaman (monoceus). Pada variasi kelamin bunga monoceus,
persentase bunga jantan dan bunga betina hampir sama jumlahnya. Didaerah yang
panjang penyinaran mataharinya lebih dari 12 jam/hari, intensitasnya tinggi dan
suhunya panas, tanaman mentimun cenderung memperlihatkan lebih banyak
bunga jantan dari pada bunga betina dan bunga jantan muncul lebih awal beberapa
hari mendahului bunga betina (Mardalena, 2007).

Bunga betina mempunyai bakal buah yang membengkak, terletak dibawah
mahkota bunga, sedangkan pada bunga jantan tidak mempunyai bagian bakal
buah yang membengkak. Bunga jantan berukuran 2 cm - 3 cm terdiri dari tangkai
bunga dan benang sari. Mahkota bunga terdiri dari 5 - 6 buah, berwarna kuning
terang dan berbentuk bulat (Cahyono, 2003).

Penyerbukan mentimun umumnya disebabkan oleh serangga. Lebah madu
merupakan faktor utama yang membantu penyerbukan mentimun, kondisi ideal
untuk lebah madu melakukan penyerbukan adalah saat hari cerah. Waktu
optimum yang baik untuk penyerbukan adalah antara jam 09.00 pagi sampai jam
12.00 siang. Untuk memastikan penyerbukan, lebah harus mengunjungi bunga



setidaknya 12 sampai 15 kali untuk pengembangan buah normal. Namun untuk
tujuan menghasilkan benih hibrida, penyerbukan dilakukan secara manual.
Serangga penyerbuk harus disingkirkan dalam mendapatkan selfing untuk
mencegah kontaminasi serbuk sari (Kohli dan Amit, 2004).

Untuk melakukan kultur anter mentimun, eksplan yang digunakan adalah
anter yang berasal dari kuncup bunga jantan tanaman mentimun. Kuncup bunga
yang diambil adalah kuncup bunga yang berukuran sekitar 0,8 cm - 1,2 cm diukur
mulai dari pangkal kuncup bunga dengan posisi mahkota sudah berada diatas
kelopak bunga. Pengambilan kuncup bunga dilakukan sekitar jam 9:00 - 10:00
pagi hari.

4. Buah tanaman mentimun

Buah mentimun merupakan buah sejati tunggal, terjadi dari satu bunga
yang terdiri satu bakal buah. Buah mentimun letaknya menggantung pada ketiak
daun. Buah mentimun berbentuk bulat, lonjong atau memanjang dengan ukuran
yang beragam. Jumlah dan ukuran duri atau kutil yang terserak pada ukuran buah
beragam, biasanya lebih jelas terlihat pada buah muda. Warna kulit buah juga
beragam dari hijau pucat hingga hijau sangat gelap, daging bagian dalam
berwarna putih hingga putih kekuningan (Muttagin, 2010).

Berdasarkan keadaan kulit buahnya, secara garis besar mentimun
digolongkan menjadi 2 kelompok sebagai berikut : 1) mentimun dengan kulit
buah berbintik-bintik terutama pangkal buahnya, yang termasuk ke dalam
kelompok ini adalah : a) mentimun biasa, berkulit tipis dan lunak, buah muda dari
mentimun ini berwarna putih kehijau-hijauan termasuk didalamnya mentimun
jepang. b) mentimun watang, berkulit tebal dan agak keras. ¢) mentimun wuku,
berkulit tebal dan buah berwarna cokelat. 2) mentimun krai yang berkulit halus
tidak berbintil-bintil, warna buah hijau kekuning-kuningan dan bergaris putih
(Muttagin, 2010).

Biji mentimun berwarna putih, krem, berbentuk bulat lonjong (oval) dan
pipih. Biji mentimun diseliputi oleh lendir dan saling melekat pada ruang-ruang
tempat biji tersusun dan jumlahnya sangat banyak. Biji-biji ini dapat digunakan
untuk perbanyakan (Cahyono, 2003).



B. Kultur Anter Mentimun

Kultur anter adalah salah satu teknik perbanyakan tanaman dengan
menggunakan organ reproduktif anter. Landasan dari kultur anter adalah teori sel
yang mengatakan bahwa setiap sel merupakan unit bebas yang mampu
membentuk organisme baru atau sel-sel tanaman mempunyai sifat totipotensi sel
yang potensil. Kultur anter merupakan media penting untuk mengembangkan
galur homozigot (galur murni) dan memperpendek siklus pemuliaan varietas
unggul baru (Yuniati et al., 2008).

Secara konvensional, untuk menghasilkan suatu varietas unggul dengan
sifat-sifat yang diinginkan perlu ditempuh prosedur penelitian yang sistemik,
mulai dari pemilihan tetua, persilangan, seleksi galur, pengujian daya hasil dan
perbanyakan benih, diakhiri dengan pelepasan varietas uggul, sehingga
memerlukan waktu 7-10 tahun (Aprisa et al, 2010.). Untuk mempercepat
perakitan varietas unggul harus diterapkan suatu kombinasi prosedur pemuliaan
konvensional dengan prosedur bioteknologi. Salah satu prosedur alternatif yang
dianjurkan dalam perakitan varietas baru adalah penggunaan sistem haploid, yaitu
dengan terlebih dahulu membuat galur diploid homozigot atau galur murni dengan
jalan menggandakan kromosom dari individu haploid (Croughan, 1995).

Keberhasilan kultur anter yang pertama adalah pada tanaman Datura
innoxia kemudian tanaman Nicotiana tabacum pada tahun 1976. Sejak itu,
informasi mengenai kultur anter semakin bertambah sampai sekarang. Kultivar -
kultivar yang berasal dari kultur anter atau kultur mikrospora yang telah dirilis
meliputi Brassica napus, tembakau, padi, gandum, dan jagung. Sampai saat ini,
tanaman mentimun haploid hanya diperoleh melalui penyerbukan dengan serbuk
sari diiradiasi sinar gamma, diikuti oleh kultur embrio haploid. Upaya untuk
mendapatkan tanaman haploid dari mentimun dengan metode yang berbeda
seperti kultur anter belum banyak yang berhasil (Nikolova dan Maria, 2000).

Menurut Hendaryono dan Wijayani (2002) ada beberapa faktor yang
menentukan hasil akhir kultur anter yaitu : 1) kondisi pertumbuhan tanaman
donor, temperatur, fotoperiodisasi, dan intensitas cahaya, 2) umur tanaman donor,
3) tingkat perkembangan polen, 4) metode sterilisasi, 5) perlakuan, 6) media
kultur, dan 7) kondisi ruang inkubasi.



Mikrospora adalah serbuk sari yang masih muda, dengan struktur satu inti.
Pada perkembangan normal, mikrospora diprogram untuk berdeferensiasi menjadi
polen dengan menghasilkan 2 inti sel sperma. Stadium perkembangan mikrospora
menurut Latif (1991) dapat dibedakan menjadi beberapa fase, yaitu : 1) Uni-
nukleat sangat awal, dicirikan oleh inti mikrospora di tengah, dinding mikrospora
sangat tipis dan tanpa vakuola, 2) Uni-nukleat awal, dicirikan oleh inti mikrospora
di tengah, dinding sudah semakin kuat dan vakuola kecil bentuk sferik, 3) Uni-
nukleat tengah awal, dicirikan oleh sebagian besar inti mikrospora di tengah
sedangkan sebagian kecil inti mikrospora di tepi, vakuola besar, 4) Uni-nukleat
tengah, hampir sama dengan uninukleat tengah awal tetapi ukuran vakuola dua
kali ukuran vakuola pada stadium sebelumnya, 5) Uni-nukleat akhir, dicirikan
oleh hampir semua mikrospora mempunyai inti di tepi, pada beberapa jenis sudah
berkembang menjadi stadium 2 inti, vakuola besar berbentuk bulat telur. Polen
yang digunakan dalam kultur anter adalah polen atau mikrospora pada tahap
stadium perkembangan Uni-nukleat akhir.

C. Media Tanam

Media tanam dalam kultur jaringan adalah tempat untuk tumbuh eksplan.
Media tanam tersebut dapat berupa cair atau padat. Media cair berarti campuran
komponen-komponen zat kimia dengan aquades, sedangkan media padat adalah
media cair ditambah zat pemadat agar. Media tanam harus berisi semua zat yang
diperlukan untuk menjamin pertumbuhan eksplan. Bahan-bahan berisi campuran
garam mineral sumber unsur hara makro dan mikro, gula, protein, vitamin dan
hormon tumbuh. Dengan demikian keberhasilan kultur jaringan jelas ditentukan
oleh media tanam dan jenis tanaman. Campuran media yang satu mungkin cocok
untuk jenis-jenis tanaman tertentu, tetapi tidak cocok untuk jenis-jenis tanaman
yang lainnya (Hendaryono dan Wijayani, 2002).

Pemilihan media sangat penting untuk meningkatkan efisiensi kultur anter
karena beragamnya tanggap untuk setiap species. Dengan variasi bahan dasar
media baik organik maupun anorganik, akan diperoleh suatu komposisi kimia
yang cocok bagi suatu varietas tanaman (Masyudi dan Rianawati, 1994).



D. Zat Pengatur Tumbuh

Zat pengatur tumbuh pada tanaman adalah senyawa organik bukan hara,
yang dalam jumlah sedikit dapat mendukung, menghambat dan dapat merubah
proses fisiologi tumbuhan. Zat pengatur tumbuh dalam tanaman terdiri dari lima
kelompok yaitu auksin, giberelin, sitokinin, etilen, dan inhibitor dengan ciri khas
serta pengaruh yang berlainan terhadap proses fisiologis. Zat pengatur tumbuh
sangat diperlukan sebagai komponen medium bagi pertumbuhan dan diferensiasi.
Tanpa penambahan zat pengatur tumbuh dalam medium, pertumbuhan sangat
terhambat bahkan mungkin tidak tumbuh sama sekali (Hendaryono dan Wijayani,
2002).

Auksin dan sitokinin adalah dua golongan zat pengatur tumbuh yang
paling luas digunakan dalam kultur jaringan tanaman. Auksin berperan dalam
pertumbuhan kalus, suspensi sel dan pertumbuhan akar. Pierik (1997) menyatakan
bahwa pada umumnya auksin meningkatkan pemanjangan sel, pembelahan sel,
dan pembentukan akar adventif. Konsentrasi auksin yang rendah akan
meningkatkan pembentukan akar adventif, sedangkan auksin konsentrasi tinggi
akan merangsang pembentukan kalus dan menekan morfogenesis. Auksin yang
paling banyak digunakan dalam kultur in vitro adalah indole-3-acetic acid (1AA),
a-naphthalenacetic acid (0-NAA), dan 2, 4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D).

Lestari (2011) mengemukakan bahwa salah satu senyawa yang paling
sering digunakan untuk menginduksi pembelahan sel adalah asam 2,4-
diklorophenoxyasetik (2,4-D) dan juga berperan sebagai inisiasi kalus. Namun,
Pierik (1997) menganjurkan untuk membatasi penggunaan 2,4-D pada kultur in
vitro karena 2,4-D dapat meningkatkan peluang terjadinya mutasi genetik dan
menghambat fotosintesis pada tanaman yang diregenerasikan.

Sedangkan, menurut Hamidvand ef al. (2013) medium 2,4-D merupakan
medium yang mengandung induksi androgenesis yang baik pada Cucumis pepo
dan Cucumis sativus L. Kemampuan androgenik semakin baik setelah diberi
penambahan sitokinin pada medium induksi. Diantara beberapa sitokinin yang
telah diuji didapatkan BAP dan Kinetin lebih unggul karena disebabkan oleh
jumlah embrio tertinggi yang dihasilkan. Persentase kalus embriogenik dan rata-
rata jumlah embrio per anter adalah sifat-sifat penting dari androgenesis.
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Sitokinin merupakan senyawa yang dapat meningkatkan pembelahan sel
pada jaringan tanaman serta mengatur pertumbuhan dan perkembangan tanaman.
Pemberian sitokinin kedalam medium kultur jaringan tanaman penting untuk
menginduksi perkembangan dan pertumbuhan eksplan. Senyawa tersebut dapat
meningkatkan pembelahan sel, proliferasi pucuk, dan morfogenesis pucuk.
Sitokinin yang paling banyak digunakan pada kultur in vitro adalah kinetin,
benziladenin (BA atau BAP) dan zeatin. Zeatin adalah sitokinin yang disintesis
secara alamiah, sedangkan kinetin dan BAP adalah sitokinin sintetik (Smith,
1992).

E. Induksi Kalus

Induksi kalus merupakan salah satu metode kultur jaringan yang dilakukan
dengan jalan memacu pembelahan sel secara terus menerus dari bagian tanaman
tertentu seperti anter, daun, akar, batang, dan sebagainya dengan menggunakan
zat pengatur tumbuh hingga terbentuk massa sel (kalus). Kalus tersebut
selanjutnya akan beregenerasi melalui organogenesis ataupun embriogenesis
hingga menjadi tanaman baru. Kalus merupakan proliferasi massa sel yang belum
terdiferensiasi dan terdiri dari sel yang tidak teratur. Kultur kalus merupakan
kultur sekumpulan sel yang tidak terorganisir yang berasal dari berbagai jaringan
tumbuhan (Budiyati, 2002).

Faktor penting yang mempengaruhi induksi kalus adalah pemilihan jenis
eksplan, genotipe dan suplemen media yang digunakan, mencakup tipe dan
kuantitas zat pengatur tumbuh, dalam hal ini auksin dan sitokinin (Munarso ef al.,
2008).



BAB III METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Desember 2014 sampai Februari
2015 di Laboratorium Kultur Jaringan Fakultas Pertanian, Universitas Andalas,
Padang. Jadwal kegiatan penelitian dapat dilihat pada Lampiran 1.

B. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf, petridish, pinset,
bunsen, timbangan analitik, gunting runcing, gunting biasa, pisau scalpel, botol
kultur, LAFC (Laminar Air Flow Cabinet), gelas piala, gelas ukur, labu semprot,
autoklaf, hot plate magnetic stirer, pengaduk gelas, pH meter, handsprayer, label,
alat tulis, plastik wrap, plastik kaca ukuran besar dan kecil, lakban bening, rak
kultur yang dilengkapi dengan lampu flourescence dan ruang inkubasi, kamera
digital, alumunium foil, karet gelang, tissue dan alat lainnya.

Sedangkan bahan yang digunakan adalah kuncup bunga mentimun varietas
Padang, alkohol 70%, media MS + 2,4-D (Lampiran 2), agarose dengan
konsentrasi 4 gram per liter media, sukrosa 25 gram per liter media, HCI 0,1 N,
NaOH 0,1 N, spritus, aquades steril, bayclin, sabun dan lainnya.

C. Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan eksperimen yang menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) yang terdiri dari 7 taraf perlakuan dengan masing-masing 3
ulangan sehingga terdapat 21 satuan percobaan. Masing-masing satuan percobaan
terdapat 5 botol kultur sehingga jumlah keseluruhan menjadi 105 botol. Semua
populasi dijadikan sampel. Masing-masing taraf perlakuan adalah :

A = kontrol (tanpa BAP dan kinetin)
B=0,5 uM BAP

C=1,0 yM BAP

D=1,5 uyM BAP

E = 0,5 uM Kinetin

F=1,0 uM Kinetin

G = 1,5 pM Kinetin
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Pengolahan data dilakukan dengan uji F pada taraf nyata 5% untuk semua
pengamatan yang dianalisis secara statistik. Untuk pengamatan umur
terbentuknya kalus, diameter kalus dan volume kalus pengolahan data dilakukan
dengan Rancangan Acak Lengkap ulangan tidak sama. Hasil tabel sidik ragam
dapat dilihat pada Lampiran 4.

D. Pelaksanaan Penelitian

1. Sterilisasi alat

Alat-alat yang akan digunakan untuk kultur jaringan, setelah dicuci dan
dikeringkan kemudian dibungkus dengan kertas atau plastik dan disterilisasi di
dalam autoklaf dengan suhu 121°C, tekanan 15 psi, dan lama sterilisasi 15 — 20
menit. Setelah itu dikeringkan di dalam oven dengan suhu 75°C sebelum
digunakan.
2. Pembuatan media

Media yang digunakan pada penelitian ini adalah media MS + 2 uM 2,4-
D. Zat pengatur tumbuh 2,4-D berperan penting dalam inisiasi kalus (Lestari,
2011). Untuk memudahkan penakaran dalam membagi media, media dibuat 700
ml untuk setiap kali pembuatan media kemudian dibagi 100 ml untuk setiap
perlakuan. Pertama sebanyak 350 ml akuades steril dimasukkan ke dalam
erlenmeyer ukuran satu liter. Kemudian dimasukkan satu per satu stok larutan
hara, zat pengatur tumbuh 2,4-D, dan vitamin untuk perhitungan media MS 700
ml sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer. Setelah media dasar tercampur
rata, media dibagi + 50 ml kedalam 7 erlenmeyer ukuran 100 ml untuk setiap
perlakuan. Perlakuan zat pengatur tumbuh ada enam perlakuan dengan satu
kontrol. Setelah media MS + 2,4-D dibagi, masing-masing perlakuan zat pengatur
tumbuh BAP dan Kinetin dengan berbagai dosis dimasukkan kedalam media
tersebut lalu dicukupkan volumenya menjadi + 100 ml untuk setiap perlakuan.

Setelah itu dilakukan pengukuran derajat kemasaman menggunakan pH
meter sehingga pH mencapai 5,8. Pengaturan pH dilakukan dengan penambahan
beberapa tetes NaOH 0,1 N jika terlalu masam atau HCI 0,1 N jika terlalu basa.
Masing-masing perlakuan ditambahkan agar 0,4 gr/100 ml media lalu dipanaskan
sampai mendidih. Setelah mendidih, masing-masing media tersebut dimasukkan
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ke dalam botol kultur, masing-masingnya berisi £10 ml dan ditutup menggunakan
aluminium foil untuk selanjutnya disterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu
121°C dan dipertahankan pada tekanan 15 psi selama 15 menit. Setelah sterilisasi
media selesai, tutup media yang berupa aluminium foil dilapisi dengan plastik
kaca dan diikat menggunakan karet, selanjutnya botol-botol yang telah berisi
media tersebut diinkubasi selama satu minggu di ruang kultur untuk melihat

apakah terkontaminasi atau tidak.

3. Bahan tanam dan sterilisasi eksplan.

Anter mentimun yang digunakan dalam penelitian ini adalah anter
mentimun varietas Padang. Tanaman ditanam dengan praktek agronomi standar.
Anter mentimun diambil dari bunga yang masih kuncup. Kuncup bunga
berukuran sekitar 0,8 — 1,2 cm diukur mulai dari pangkal kuncup bunga dengan
posisi mahkota sudah berada diatas kelopak bunga. Kuncup bunga diambil sekitar
jam 9:00 — 10:00 pagi hari. Kemudian kuncup bunga disterilisasi di Laminar Air
Flow Cabinet dengan direndam kedalam alkohol 70% selama 2 menit dan ke
dalam 1,5% Natrium Hipoklorit selama 15 menit. Setelah itu, kuncup bunga
dibilas dengan aquades steril sebanyak tiga kali.

osa

Gambar 1. Kuncup bunga mentimun.

4. Penanaman eksplan

Penanaman eksplan dilakukan di dalam LAFC dengan kondisi aseptik.
Anter diambil menggunakan pinset dari kuncup bunga mentimun yang telah
disterilisasi dan ditanam ke dalam botol yang berisi masing-masing media
perlakuan dengan menanan enam anter per botol. Kemudian botol ditutup dengan
menggunakan lakban bening dan dibalut dengan plastic wrap. Selanjutnya, kultur
anter disimpan dalam ruang inkubasi selama empat minggu dan disusun pada rak

kultur sesuai dengan denah penempatan perlakuan (Lampiran 4).
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5. Pemeliharaan

Pemeliharaan dilakukan terhadap ruang kultur dengan menjaga kebersihan
dan suhu ruangan. Botol kultur yang sudah berisi media dan eksplan disemprot
dengan alkohol 70%, sedangkan eksplan serta media yang terkontaminasi segera
dikeluarkan dari ruangan, untuk meminimalisir penularan kontaminasi kepada

yang lain.
E. Pengamatan

1. Persentase eksplan yang hidup

Eksplan yang hidup dicirikan dengan eksplan yang tidak berubah warna
(tidak cokelat) serta tidak terkontaminasi oleh mikroorganisme. Pengamatan
dimulai satu hari setelah tanam sampai enam minggu setelah tanam, dengan
perhitungan menggunakan rumus :

. _ X.eksplan yang hidup
% Eksplan Hidup = T populasi iap satuan percobam 100%

2. Umur terbentuknya kalus

Kalus dinyatakan telah terbentuk apabila pada permukaan telah terbentuk
sel-sel yang tidak terorganisir yang bewarna putih kompak atau putih kekuningan,
hal ini dapat terjadi pada salah satu sisi atau pada semua permukaan.

Kalus dinyatakan telah mulai terbentuk apabila 50% sampel dari populasi
telah muncul atau tumbuh kalus. Pengamatan hanya secara visual berdasarkan
kepada eksplan yang ditanam.

3. Persentase anter membentuk kalus

Persentase eksplan yang membentuk kalus dihitung dengan cara berikut :

__Yanter yang membentuk kalus
¥ populasi tiap satuan percobaan x 100%

% anter yang membentuk kalus

4. Tekstur Kalus 6 Minggu Setelah Tanam

Pengamatan tekstur kalus dapat dilakukan setelah anter membentuk kalus.
Tekstur kalus ada yang kompak dan remah. Jika tekstur kalus kompak yang
terbentuk, maka kalus termasuk kalus organogenik sedangkan jika kalus yang
terbentuk bertekstur remah, maka kalus termasuk kalus embriogenik. Hasil
pengamatan didokumentasikan menggunakan kamera digital dan dijelaskan secara
deskriptif.
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5. Warna Kalus 6 Minggu Setelah Tanam

Pengamatan dilakukan dengan melihat perubahan warna kalus, baik kalus
yang bewarna putih maupun kalus yang berwarna kuning. Umumnya warna kalus
yang baik adalah kalus yang berwarna kekuningan, karena menghasilkan tanaman
hijau, sedangkan kalus yang berwarna putih akan menghasilkan tanaman albino.

6. Diameter kalus 6 Minggu Setelah Tanam

Pengamatan diameter kalus diperoleh dari hasil pengukuran luas kalus
menggunakan aplikasi microsoft visio. Kemudian dari hasil pengukuran luas
tersebut, diameter kalus dapat dihitung menggunakan rumus:

d=2,-’1
1

Keterangan : d= diameter
L =luas
=314

7. Volume kalus 6 Minggu Setelah Tanam

Volume kalus diamati dengan cara mengukur penambahan volume kalus
yang dimasukkan kedalam ependorf berukuran 2,5 ml yang telah diisi dengan
aquades steril sebanyak 0,5 ml. Penambahan volume dari kalus dikurang dengan
volume awal 0,5 ml.



BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Kondisi Umum Penelitian

Dari penelitian dan pengamatan yang telah dilaksanakan dari minggu
pertama setelah kultur hingga eksplan anter berumur 6 minggu setelah kultur,
didapatkan kondisi umum selama penelitian seperti yang tertera pada Tabel 1.

Tabel 1. Perkembangan eksplan anter mentimun selama pengkulturan

Perkembangan anter Keterangan

Minggu pertama setelah
tanam, terlihat anter mulai
membengkak.

Minggu kedua setelah
tanam, anter terlihat semakin

membengkak dan pada

bagian pinggir terlihat putih.

Minggu ketiga setelah
tanam, anter mulai
membentuk kalus.

Minggu keempat setelah
tanam, terlihat kalus
terbentuk hampir pada
seluruh bagian anter.

Minggu kelima dan keenam
setelah tanam, kalus semakin
besar dan seluruh bagian
anter telah membentuk
kalus.
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Tahap perkembangan dari eksplan anter mentimun menjadi kalus dimulai
dari terbentuknya sel-sel yang tidak terorganisir pada sisi bagian anter, yang
selanjutnya terus membelah dan berkembang sehingga terbentuk kalus utuh.
Proses pertumbuhan eksplan ini dapat dipengaruhi oleh media dan zat pengatur
tumbuh yang sesuai untuk pertumbuhan kalus dan meningkatkan kemampuan sel
untuk terus membelah dan akibatnya sel-sel baru terus bertambah. ZPT yang
digunakan dalam penelitian ini adalah kombinasi auksin dan sitokinin. Pemberian
ZPT ini berperan dalam mengatur pertumbuhan dan perkembangan tanaman
(Indah dan Dini, 2013).

Anter mulai terlihat membengkak pada minggu pertama setelah tanam dan
bagian tepi atau dinding anter berwarna putih, begitu juga pada minggu
berikutnya anter terus mengalami pembengkakan. Selanjutnya anter mulai
membentuk kalus, hal ini dapat dilihat pada minggu ketiga sebagian dari
permukaan anter telah terbentuk sel-sel yang tidak terorganisir yang bewarna
kuning keputihan. Pertumbuhan kalus semakin meningkat pada minggu-minggu
berikutnya dan hampir seluruh bagian dari eksplan anter mentimun telah
membentuk kalus.

B. Persentase Eksplan yang Hidup

Eksplan dapat dinyatakan hidup apabila tidak terjadi perubahan warna
pada eksplan (tidak coklat) serta tidak terkontaminasi oleh mikroorganisme. Hasil
persentase eksplan yang hidup dapat dilihat pada Tabel 2. Dari hasil yang telah
diperoleh persentase eksplan yang hidup pada semua perlakuan memiliki
kemampuan hidup yang cukup tinggi, dengan rata-rata kemampuan hidup diatas
80%. Persentase eksplan hidup berbeda-beda pada setiap perlakuan. Persentase
eksplan hidup tertinggi 100% pada kontrol (tanpa BAP dan kinetin), kemudian
perlakuan BAP konsentrasi 1,0 pM dan 1,5 uM sebanyak 93,3% sedangkan yang
terendah terdapat pada perlakuan BAP konsentrasi 0,5 pM dan kinetin pada
konsentrasi 0,5 puM, 1,0 uM, dan 1,5 uM sebanyak 80%. Umumnya kematian
eksplan yang terjadi pada penelitian disebabkan oleh kontaminasi. Kontaminasi
yang terjadi disebabkan oleh eksplan anter mentimun yang digunakan dalam
penelitian ini diambil dari lapangan (rumah kawat), kemungkinan bahan tanam



18

telah mengandung berbagai kotoran dan mikroorganisme penyebab kontaminasi
baik pada permukaan maupun dalam jaringan.

Tabel 2. Persentase eksplan anter mentimun yang hidup pada media MS + 2 uM
2,4-D dengan berbagai konsentrasi BAP dan kinetin sampai umur 6

minggu setelah tanam.
Kode
perlakuan Perlakuan Eksplan hidup (%)
A kontrol (tanpa BAP dan kinetin) 100,00
B 0,5 uM BAP 80,00
C 1,0 utM BAP 93,33
D 1,5 uM BAP 93,33
E 0,5 uM Kinetin 80,00
F 1,0 uM Kinetin 80,00
G 1,5 uM Kinetin 80,00
KK =18,84%

Data berbeda tidak nyata menurut uji F pada taraf nyata 5%

Sutejo (2014) menyatakan, dalam pelaksanaan kegiatan kultur jaringan
tumbuhan, banyak sekali masalah-masalah yang muncul sebagai pengganggu dan
bahkan menjadi penyebab tidak tercapainya tujuan kegiatan kultur yang
dilakukan. Salah satu gangguan yang sering terjadi dalam kegiatan kultur adalah
berasal dari bahan tumbuhan. Misalnya, tumbuhan berasal dari alam/lapang,
kondisi tumbuhan yang terserang penyakit, dan bahan yang tersedia terbatas.
Tumbuhan yang berasal dari lapang sudah pasti mengandung debu, kotoran, dan
berbagai kontaminan hidup pada permukaannya dan bahkan bisa pada bagian
dalam jaringan. Kontaminan yang berasal dari lingkungan tersebut bisa
mengakibatkan tumbuhan terserang penyakit. Kondisi tumbuhan yang terserang
penyakit atau terkontaminasi mikroorganisme baik eksternal (permukaan) maupun
internal (bagian dalam jaringan), tidak mudah untuk dilakukan pengkulturan.
Kesulitan perbanyakan tumbuhan yang terkontaminasi mikroorganisme dengan
kultur jaringan, yaitu bagaimana mematikan atau menghilangkan mikroorganisme
dengan bahan sterilian dan lama perendaman tanpa mematikan tumbuhan
(eksplan).
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Proses sterilisasi bahan eksplan merupakan kegiatan penting dalam kultur
jaringan. Sterilisasi eksplan dapat dilaksanakan dengan dua cara, yaitu secara
mekanik dan secara kimia. Sterilisasi eksplan secara mekanik digunakan untuk
eksplan yang keras, yaitu dengan membakar eksplan tersebut. Sedangkan
sterilisasi eksplan secara kimia digunakan untuk eksplan yang lunak dengan cara
dibilas atau direndam. Sterilisasi merupakan proses untuk mematikan atau
menonaktifkan spora dan mikroorganisme sampai ke tingkat yang tidak
memungkinkan lagi berkembang biak atau menjadi sumber kontaminan selama
proses perkembangan berlangsung. Meskipun terjadi kontaminasi pada penelitian
ini, persentase eksplan yang hidup masih didapatkan 80% sehingga penelitian
dapat dilanjutkan.

C. Umur Terbentuknya Kalus

Berdasarkan hasil pengamatan yang telah dilakukan selama penelitian,

umur terbentuknya kalus sudah dapat ditentukan apabila kalus yang terbentuk

sudah mencapai 50% dari jumlah populasi yang ditanam. Hasil pengamatan umur
terbentuknya kalus dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Umur eksplan anter mentimun membentuk kalus pada media MS + 2
uM 2,4-D dengan berbagai konsentrasi BAP dan kinetin sampai umur 6

minggu setelah tanam.
Kode Umur Terbentuknya Kalus
perlakuan ~ Perlakuan (MST)
A kontrol (tanpa BAP dan kinetin) 3,50
B 0,5 uM BAP 2,67
C 1,0 uM BAP 3,00
D 1,5 uM BAP 3,00
E 0,5 uM Kinetin 4,00
F 1,0 uM Kinetin 3,00
G 1,5 uM Kinetin 3,33
KK=12,6%

Data berbeda tidak nyata menurut uji F pada taraf nyata 5%

Kalus yang dihasilkan melalui kultur secara in vitro terbentuk karena
adanya pelukaan pada jaringan dan respon terhadap hormon (ZPT). Hal ini sesuai
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pendapat dari George dan Sherrington (1984) yang mengemukakan bahwa
pembelahan sel yang mengarah pada terbentuknya kalus terjadi karena adanya
respon terhadap luka dan suplai hormon alamiah ataupun buatan dari luar ke
dalam eksplan. Data yang tertera pada Tabel 3 menunjukkan bahwa kalus yang
paling cepat terbentuk adalah 2,67 minggu setelah tanam yaitu pada perlakuan
BAP konsentrasi 0,5 pM, sedangkan kalus yang paling lama terbentuk adalah 4
minggu setelah tanam yaitu pada perlakuan kinetin konsentrasi 0,5 pM.

Zulkarmain (2009) menambahkan dalam kultur kalus, sel atau irisan
jaringan tanaman yang ditanam dan dipelihara dalam media padat atau media cair
yang cocok dalam keadaan steril, sebagian sel pada permukaan irisan akan
mengalami proliferasi dan membentuk kalus. Pembentukan kalus merupakan
salah satu indikator adanya pertumbuhan dalam kultur in vitro. Lama atau
tidaknya eksplan membentuk kalus tergantung dari bagian tanaman yang dipakai
sebagai eksplan serta komposisi media induksi yang digunakan.

D. Persentase Anter Membentuk Kalus

Hasil pengamatan persentase anter membentuk kalus dapat dilihat pada
Tabel 4. Kalus merupakan sekumpulan sel yang belum terdiferensiasi dan
dinyatakan telah terbentuk kalus apabila pada permukaan anter telah terbentuk
sel-sel yang tidak terorganisir yang berwarna putih kompak atau kekuningan, hal
ini dapat terjadi pada salah satu sisi atau pada semua permukaan anter. Induksi
kalus diawali dengan penebalan eksplan. Penebalan tersebut merupakan interaksi
antara eksplan dengan media tumbuh, zat pengatur tumbuh dan lingkungan
tumbuh sehingga eksplan bertambah besar (Yelnititis, 2012).

Selama 6 minggu dikulturkan, perlakuan BAP konsentrasi 0,5 pM dan
konsentrasi 1,5 pM merupakan perlakuan yang berhasil membentuk kalus paling
tinggi yaitu mencapai 93,33%, sedangkan persentase eksplan anter yang
membentuk kalus paling rendah adalah 40% didapatkan pada perlakuan kinetin
konsentrasi 0,5 uM. Perbedaan persentase anter mentimun dalam membentuk
kalus pada berbagai kombinasi zat pengatur tumbuh sangat besar yaitu antara 40%
sampai 93,33%. Sekalipun demikian, analisis ragam memperlihatkan hasil yang
berbeda tidak nyata. Hal ini terjadi karena tingginya keragaman fisiologis dari
eksplan yang digunakan.
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Tabel 4. Persentase eksplan anter mentimun membentuk kalus pada media MS +
2 uM 2,4-D dengan berbagai konsentrasi BAP dan kinetin sampai umur

6 minggu setelah tanam.
Kode
perlakuan Perlakuan Anter Membentuk Kalus (%)
A kontrol (tanpa BAP dan kinetin) 53,33
B 0,5 uM BAP 93,33
C 1,0 uM BAP 86,67
D 1,5 uM BAP 93,33
E 0,5 uM Kinetin 40,00
F 1,0 pM Kinetin 40,00
G 1,5 pM Kinetin 80,00
KK=43,94%

Data berbeda tidak nyata menurut uji F pada taraf nyata 5%

Kondisi fisiologis yang berbeda pada eksplan dalam penelitian dapat
disebabkan oleh jenis eksplan yang digunakan, umur pengambilan eksplan,
ukuran eksplan (posisi mahkota), kondisi lingkungan waktu pengambilan eksplan,
dan respon eksplan terhadap lingkungan kultur (suhu, cahaya, suplai hara/media,
dan ZPT). Kondisi fisiologis suatu tanaman dalam merespon pertumbuhan secara
alamiah akan beragam seiring dengan perubahan tahap pertumbuhan dan
perubahan lingkungan (Zulkarnain, 2009).

E. Tekstur Kalus 6 Minggu Setelah Tanam

Berdasarkan hasil pengamatan dari penelitian yang telah dilakukan dari
minggu pertama setelah tanam hingga eksplan anter berumur 6 minggu setelah
tanam, didapatkan hasil untuk tekstur kalus yang terdapat pada Tabel 5.
Pengamatan pada tekstur kalus hanya dilakukan pada eksplan yang telah
membentuk kalus pada semua bagiannya, sedangkan eksplan yang baru
membentuk kalus tidak dilakukan pengamatan karena kalus yang terbentuk masih
sedikit dari sisi bagian eksplan sehingga tidak bisa ditentukan apakah kalus
tersebut bertekstur remah atau kompak.
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Tabel 5. Tekstur kalus eksplan anter mentimun pada media MS + 2 uM 2,4-D
dengan berbagai konsentrasi BAP dan kinetin sampai umur 6 minggu

setelah tanam.
Kode
perlakuan Perlakuan Tekstur Kalus

A kontrol (tanpa BAP dan kinetin) Kompak
B 0,5 uM BAP Kompak
C 1,0 uM BAP Kompak
D 1,5 uM BAP Kompak
E 0,5 pM Kinetin -

F 1,0 uM Kinetin Kompak
G 1,5 uM Kinetin Kompak

Keterangan : (-) Tekstur kalus belum dapat diamati.

Tekstur kalus merupakan salah satu penanda yang dipergunakan untuk
menilai pertumbuhan suatu kalus. Pengamatan tekstur dilakukan setelah anter
membentuk kalus. Tekstur kalus dapat dikelompokkan menjadi dua yaitu kalus
bertekstur remah dan kalus dengan tekstur kompak. Kalus remah memiliki ikatan
antar sel yang renggang, sehingga kalus mudah pecah bila dipisahkan dengan
pinset. Kalus kompak memiliki ikatan antar sel yang padat serta partikel-partikel
kalus tidak mudah dipisahkan dengan pinset (Lizawati, 2012).

Berdasarkan hasil pengamatan dari penelitian pada Tabel S yang telah
dilakukan pada tujuh perlakuan zat pengatur tumbuh dengan tiga ulangan,
umumnya kalus yang diperoleh memiliki tekstur yang kompak. Namun, pada
perlakuan kinetin konsentrasi 0,5 pM pengamatan tekstur kalus belum bisa
dilakukan karena kalus yang terbentuk dari eksplan umumnya masih sedikit dari
bagian eksplan yang membentuk kalus dan beberapa eksplan lainnya ada yang
belum membentuk kalus sehingga tidak dapat dikelompokkan menjadi kalus yang
bertekstur remah atau kompak. Pada Gambar 2 dapat dilihat perbandingan
pertumbuhan eksplan setelah enam minggu dikulturkan.
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a) Kalus kompak dengan bagian b) Kalus kompak dengan bagian
permukaan berbentuk globular ~ permukaan yang licin.

¢) Salah satu bagian sisi mulai d) Eksplan tidak membénmkiw
membentuk kalus. kalus.
Gambar 2. Pertumbuhan eksplan 6 minggu setelah tanam

F. Warna Kalus 6 Minggu Setelah Tanam

Pengamatan warna kalus yang dilakukan secara visual pada 6 minggu
setelah tanam, memperlihatkan bahwa kalus yang terbentuk berwarna kuning dan
kuning keputihan pada semua perlakuan, hal ini dapat dilihat pada Gambar 3.a
dan Gambar 3.b. Diantara perlakuan tersebut ada beberapa kalus yang berbeda
warna dari warna kuning dan kuning keputihan. Adapun warna yang muncul
adalah putih kehijauan (Gambar 3.c) terdapat pada perlakuan BAP konsentrasi 0,5
puM dan perlakuan kinetin konsentrasi 1,0 pM, kuning kehijauan (Gambar 3.d)
terdapat pada perlakuan BAP konsentrasi 1,0 uM dan 1,5 pM dan perlakuan
kinetin konsentrasi 1,5 puM, warna putih (Gambar 3.¢) terdapat pada kontrol
(tanpa BAP dan kinetin), kuning kecoklatan (Gambar 3.f) terdapat pada perlakuan
BAP konsentrasi 0,5 uM dan warna coklat keputihan (Gambar 3.g) terdapat pada
perlakuan BAP konsentrasi 1,5 pM. Perbedaan warna hanya terjadi pada satu atau
dua botol sampel. Perbedaan warna yang terdapat pada perlakuan yang sama
diduga disebabkan oleh respon fisiologis dari masing-masing eksplan. Hertiasari
et al. (2014) menyatakan warna kalus yang bervariasi bisa disebabkan oleh
adanya pigmentasi, pengaruh cahaya, dan bagian tanaman yang digunakan sebagai

sumber eksplan.
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a) Kalus berwarna kuning b) Kalus berwarna kuning keputihan

c¢) Kalus berwarna putih kehijauan d) Kalus berwarna kuning kehijauan

¢) Kalus berwarna putih f) Kalus berwarna kuning kecoklatan

2) Kah;s berwarna coklat keputih;'m.
Gambar 3. Perbedaan warna kalus pada 6 minggu setelah tanam

Warna kalus menggambarkan penampilan visual kalus sehingga dapat
diketahui tingkat keaktifan pembelahan suatu sel. Menurut Arianto et al. (2013)
perubahan warna kalus dapat disebabkan oleh adanya sintesis zat-zat fenolik pada
sel (kalus). Warna putih menunjukkan sel yang masih muda yang aktif membelah
warna kuning atau putih kekuningan menujukkan bahwa sel-sel yang dewasa
menuju fase pembelahan aktif, dan warna cokelat atau kuning kecokelatan

menunjukkan gejala penuaan sel. Perubahan warna cokelat juga mengindikasikan
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adanya penurunan pertumbuhan pada sel-sel kalus. Sel-sel yang demikian
memiliki aktivitas pembelahan yang sangat rendah sehingga daya regenerasinya
berkurang. Sedangkan warna hijau yang terdapat pada kalus adalah zat klorofil
yang ada pada kalus tersebut.

G. Diameter Kalus 6 Minggu Setelah Tanam

Pengamatan diameter kalus dilakukan pada masing-masing eksplan
dengan menghitung diameter kalus dari hasil luas yang diperoleh dari pengukuran
luas kalus menggunakan microsoft visio. Diameter kalus terpanjang terdapat pada
media perlakuan BAP konsentrasi 1,5 uM yaitu 6,66 mm dan diameter kalus
terkecil terdapat pada media perlakuan kinetin konsentrasi 0,5 pM yaitu 2,00 mm.
Data diameter kalus dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Diameter kalus eksplan anter mentimun pada media MS + 2 uM 2,4-D
dengan berbagai konsentrasi BAP dan kinetin sampai umur 6 minggu

setelah tanam.
Kode
perlakuan  Perlakuan Diameter Kalus (mm)
A kontrol (tanpa BAP dan kinetin) 2,50
B 0,5 uM BAP 4,33
C 1,0 uM BAP 3,00
D 1,5 uM BAP 6,66
E 0,5 uM Kinetin 2,00
F 1,0 uM Kinetin 3,50
G 1,5 puM Kinetin 4,66
KK =43.3%

Data berbeda tidak nyata menurut uji F pada taraf nyata 5%

Perbedaan pertumbuhan diameter kalus sangat besar yaitu 2,00 mm
sampai 6,66 mm. Perbedaan pertumbuhan diameter kalus dipengaruhi oleh
keragaman fisiologis masing-masing eksplan. Sekalipun demikian, analisis ragam
memperlihatkan hasil yang berbeda tidak nyata. Menurut Zulkarnain (2009),
pertumbuhan jaringan atau organ didalam kultur ditentukan oleh kondisi fisiologis
jaringan itu sendiri. Respon terhadap perubahan kondisi pertumbuhan ditentukan
oleh perubahan-perubahan fisiologis didalam jaringannya. Kondisi fisiologis suatu
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tanaman secara alamiah akan beragam seiring dengan perubahan tahap
pertumbuhannya dan perubahan-perubahan lingkungan maupun musim.

H. Volume Kalus 6 Minggu Setelah Tanam

Pertumbuhan adalah peningkatan permanen ukuran organisme atau bagian
dari tumbuhan yang merupakan hasil dari peningkatan jumlah dan ukuran sel.
Pembelahan sel terus menerus tanpa diikuti pembesaran dan pemanjangan sel
akan menyebabkan terbentuknya kalus. Seiring dengan peningkatan diameter
kalus, volume kalus juga ikut meningkat. Menurut Rahayu et al. (2003) kecepatan
sel membelah diri dipengaruhi oleh kombinasi auksin dan sitokinin dalam
konsentrasi tertentu, selain itu juga tergantung pada jenis tumbuhan dan faktor-
faktor lain seperti jenis media, ketersediaan unsur hara makro/mikro, karbohidrat,
dan juga faktor-faktor fisik seperti cahaya, suhu, dan pH media. Hasil pengamatan
dapat dilihat pada tabel 7.

Tabel 7. Volume kalus eksplan anter mentimun pada media MS + 2 uM 2,4-D
dengan berbagai konsentrasi BAP dan kinetin sampai umur 6 minggu

setelah tanam.
Kode
perlakuan Perlakuan Volume kalus (ml)
A kontrol (tanpa BAP dan kinetin) 0,05
B 0,5 uM BAP 0,12
C 1,0 uM BAP 0,05
D 1,5 uM BAP 0,30
E 0,5 uM Kinetin 0,05
F 1,0 uM Kinetin 0,05
G 1,5 pM Kinetin 0,11
KK= 84,07%

Data berbeda tidak nyata menurut uji F pada taraf nyata 5%

Hertiasari et al. (2014) menyatakan volume kalus secara fisiologis terdiri
dari dua kandungan yaitu air dan karbohidrat. Volume kalus yang besar
disebabkan karena kandungan airnya yang tinggi. Volume yang dihasilkan sangat
tergantung pada kecepatan sel-sel tersebut membelah diri, memperbanyak diri dan

dilanjutkan dengan membesarnya kalus.
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Dari tujuh kombinasi perlakuan yang digunakan, masing-masingnya
menunjukkan volume kalus yang berbeda. Kombinasi media perlakuan BAP
konsentrasi 1,5 pM merupakan kombinasi perlakuan yang memiliki rata-rata nilai
volume kalus paling tinggi dibandingkan dengan perlakuan lainnya yaitu 0,3 ml.
Sedangkan kontrol (tanpa BAP dan kinetin), perlakuan BAP konsentrasi 1,0 pM,
perlakuan kinetin konsentrasi 0,5 uM dan konsentraéi 1,0 pM merupakan
perlakuan dengan nilai rata-rata paling rendah dibandingkan dengan perlakuan
lainnya dengan berat volume kalus yaitu 0,05 ml. Perbedaan berat volume kalus
sangat besar yaitu 0,05 ml sampai 0,3 ml. Perbedaan ini disebabkan oleh
beragamnya respon fisiologis pada masing-masing eksplan anter mentimun.
Sekalipun demikian, analisis ragam memperlihatkan hasil yang berbeda tidak
nyata. Berdasarkan hasil data juga dapat dilihat tingginya nilai koefisien
keragaman pada pengamatan volume kalus yaitu 84,07%. Tingginya nilai
koefisien keragaman disebabkan oleh pertumbuhan kalus yang lebih banyak
tumbuh ke atas dengan ragam yang tinggi.



BAB V KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilaksanakan dapat disimpulkan
bahwa: a). Pemberian BAP dan kinetin tidak meningkatkan persentase hidup
eksplan sedangkan media MS + 2,4-D yang digunakan telah mampu mendukung
persentase hidup eksplan secara maksimal, b). Anter membentuk kalus rata-rata
pada umur tiga minggu setelah tanam, c). Persentase anter membentuk kalus
mencapai 93,33% pada perlakuan BAP konsentrasi 0,5 uM dan 1,5 uM, d). Pada
umumnya kalus berwarna kuning dan putih kekuningan dengan tekstur kompak
tetapi tidak berhubungan dengan pemberian BAP dan kinetin yang diberikan dan
e). Volume dan diameter kalus terbaik didapatkan pada perlakuan BAP pada
konsentrasi 1,5 uM.

B. Saran

Berdasarkan hasil dan kesimpulan tersebut penulis menyarankan agar
penelitian selanjutnya dari jumlah kalus yang telah diperoleh dapat

diregenerasikan ke media embriogenesis.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Jadwal Kegiatan Penelitian dari Bulan Desember Tahun 2014 sampai Bulan Februari Tahun 2015

Minggu Ke-
NO Kegiatan
2 3 6 ) 10 11
1 Persiapan Alat & Bahan
2 Sterilisasi Alat
3 Pembuatan Media
5 Sterilisasi Eksplan dan Penanaman
6 Pemeliharaan sampai pembentukan
kalus
Pengamatan
8 Pengolahan Data -

¢t
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Lampiran 2. Komposisi Medium Murashige dan Skoog (MS).

A Larutan Larutan Kepekatan | Kebutuhan
Bahan kimia | 0w (mg/) | stok (g/) (kal) media/l
Unsur makro
KNO; 1900 19.00 10 100
NH4NO; 1650 16.50 10 100
CaChL.2H,0 440 4.40 10 100
MgS04.7H,0 370 3.70 10 100
KH,PO4 170 1.70 10 100
Unsur mikro
MnSO4.H;0O 22.30 223* 100 10
ZnS04.7H,0 8.60 86* 100 10
H;BO; 6.20 62* 100 10
KI 0.83 8.30* 100 10
CuS04.5H,0 0.025 0.25* 100 10
Na;Mo04.2H,0 0.25 2.50* 100 10
CoCl,.6H,0 0.025 0.25* 100 10
FeS04.7H,0 27.80 5.57 200 5
NaFeEDTA.2H,0 | 37.30 7.45 100 5
Vitamin
Mio-inositol 100 1000* 100 10
ThiaminHCl 0.1 10* 1000 1
NikotinikAsid 0.50 50* 1000 1
PiridoksinHCI 0.50 50* 1000 1
Glisin 2.00 2.00 1000 1
- Sukrosa 25 g/l
-Agar4 g/l
-2uM 24-D

*) mg/100 ml larutan stok, pH 5.8
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Lampiran 3. Denah Penempatan Botol Kultur di Laboratorium
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Lampiran 4. Tabel Sidik Ragam

a. Persentase Eksplan yang Hidup

Sumber db JK KT F-hitung F-tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 6 1333,33 | 222,22 | 0,83 mn 2,85 4,46
Galat 14 3733,33 | 266,67
Total 20 5066,67 KK = 18,84%

m) = Berbeda tidak nyata

b. Umur Terbentuknya Kalus
Sumber db JK KT F-hitung F-tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 6 2,66 0,44 2,63 m 3,09 5,07
Galat 11 1,84 0,167
Total 17 4,5 KK =12,6%

tn) = Berbeda tidak nyata
¢. Persentase Anter Membentuk Kalus

Sumber db JK KT F-hitung F-tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 6 10628,57 | 177143 | 1,90 | m 2,85 4,46
Galat 14 13066,67 | 933,33

Total 20 | 23695,24 KK =43,94%

tn) = Berbeda tidak nyata
d. Diameter Kalus 6 Minggu Setelah Tanam

Sumber db JK KT F-hitung F-tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 6 38,99 6,4983333 | 2,16 n 3,09 | 5,07
Galat 11 33,01 3,0009091

Total 17 72 KK = 43,3%

tn) = Berbeda tidak nyata
e. Volume Kalus 6 Minggu Setelah Tanam

Sumber db JK KT F-hitung F-tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 6 0,1478 0,0246 | 2,67 m 3,09 5,07
Galat 11 0,1017 0,0092

Total 17 0,2495 KK = 84,07%

) = Berbeda tidak nyata
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Lampiran 5. Pembuatan Larutan Stok pada Media Dasar MS

a. Stok Makronutrien

Ditimbangmasing-masing garam makro (mg/1)

- NH4NO; : 1650 dipekatkan 10 kali = 16500 mg/1
- KNOs : 1900 dipekatkan 10 kali = 19000 mg/I
- CaCl22H20 : 440 dipekatkan 10 kali = 4400 mg/I

- MgS04 7H,0: 370 dipekatkan 10 kali = 3700 mg/1
-KHPOs  : 170 dipekatkan 10 kali = 1700 mg/I

Ditambahkan 500 ml akuades steril ke dalam erlenmeyer
ukuran 1 liter

y

(. .\ )
Dimasukkan satu per satu garam makro yang telah ditimbang

sambil diaduk dengan menggunakan magnetic stirrer
\_ W,

Y

- \
Ditambahkan akuades steril hingga volume menjadi 1000 ml

\ J

A

Ditutup dengan alumunium foil dan diberi label 100 ml/1*

:

{ Disimpan dalam refrigerator

L

[ Stok Makronutrien ]

Catatan:
*) 100 ml/l larutan stok makronutrien yang dipipetdalam 1 liter media MS
diperoleh dengan menggunakan rumus:
= Volume stok yang dibuat
Kepekatan (10 kali)
= 1000 ml
10
=100 ml/l
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b. Stok Mikronutrien

Ditimbangmasing-masing garam mikro (mg/1)

- MnSO4 4H,0 : 22.30 dipekatkan 100 kali = 2230 mg/I
-ZnSO44H,0  : 8.60 dipekatkan 100 kali = 860 mg/I

- H3BO:s : 6.20 dipekatkan 100 kali = 620 mg/1
-Kl : 0.83 dipekatkan 100 kali = 83 mg/l

- CuSO45H20 :0.025 dipekatkan 100 kali = 2.5 mg/l

- Na;Mo0O4 2H,0 : 0.25 dipekatkan 100 kali =25 mg/1

~
Ditambahkan 500 ml akuades steril ke dalam erlenmeyer

ukuran 1 liter

A

N
Dimasukkan satu per satu garam makro yang telah ditimbang

sambil diaduk dengan menggunakan magnetic stirrer

;

L Ditambahkan akuades steril hingga volume menjadi 1000 ml ]

\ 4
Ditutup dengan alumunium foil dan diberi label 10 ml/1* ]

r

\

A 4

( Disimpan dalam refrigerator ]

{ Stok Mikronutrien ]

Catatan:
*) 10 mV/l larutan stok mikronutrien yang dipipetdalam 1 liter media MS diperoleh
dengan menggunakan rumus:
= Volume stok yang dibuat
Kepekatan (100 kali)
= 1000 ml
100
=10 ml/l
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¢. Stok Zat Besi

Ditimbangmasing-masing senyawa besi (mg/1)
-FeSO47TH,O  :27.80 dipekatkan 200 kali = 5560 mg/l
- Na;EDTA 2H0 : 37.30 dipekatkan 200 kali = 7460 mg/1

N
Ditambahkan 500 ml akuades steril ke dalam erlenmeyer

ukuran 1 liter
_ J

v

Dimasukkan satu per satu senyawa besi yang telah ditimbang

~

sambil diaduk dengan menggunakan magnetic stirrer dan

k dipanaskan dengan hot plate untuk memudahkan pelarutan y

~

Ditambahkan akuades steril hingga volume menjadi 1000 ml

\. -

A 4
~ ~\

Ditutup dengan alumunium foil dan diberi label 5 ml/1*

\,

A

[ Disimpan dalam refrigerator ]

[ Stok Zat Besi ]

Catatan:
*) 5 ml/l larutan stok zat besi yang dipipetdalam 1 liter media MS diperoleh
dengan menggunakan rumus:
= Volume stok yang dibuat
Kepekatan (200 kali)
= 1000 ml
200
=5mll
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d. Stok Vitamin

Ditimbangmasing-masing senyawa organik (mg/1)

- Thiamin : 0.10 dipekatkan 1000 kali = 100 mg/l
- Nicotinic Acid : 0.50 dipekatkan 1000 kali = 500 mg/1
- Pyridoksin HCI : 0.50 dipekatkan 1000 kali = 500 mg/1
- Glysin : 2.00 dipekatkan 1000 kali = 2000 mg/1

:

[ Ditambahkan 500 ml akuades steril ke dalam erlenmeyer

ukuran 1 liter

:

( Dimasukkan satu per satu senyawa organik yang telah }

ditimbang sambil diaduk dengan menggunakan magnetic
stirrer

N\

:

Ditambahkan akuades steril hingga volume menjadi 1000 ml

:

Ditutup dengan alumunium foil dan diberi label 1 ml/1*

r

.

y

{ Disimpan dalam refrigerator

I

[ Stok Vitamin

Catatan:
*) 1000 ml/] larutan stok vitamin yang dlplpetdalam 1 liter media MS diperoleh
dengan menggunakan rumus:
= Volume stok yang dibuat
Kepekatan (1000 kali)
= 1000 ml
1000
=1mi1




