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PENGARUH NAA DAN BAP TERHADAP REGENERASI KALUS
KENTANG (Solanum tuberosum L.) HASIL INDUKSI MUTASI ETHYL
METHANE SULPHONATE (EMS)

Abstrak

Percobaan tentang pengaruh NAA dan BAP terhadap regenerasi kalus
kentang (solanum tuberosum L.) hasil induksi mutasi ethyl methane sulphonate
(EMS) telah dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan Jurusan
Budidaya Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Andalas pada bulan Juli 2011
sampai dengan bulan Desember 2011. Tujuannya untuk mendapatkan konsentrasi
NAA dan BAP yang terbaik untuk menyokong regenerasi kalus kentang hasil
induksi mutasi EMS.

Percobaan ini disusun berdasarkan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan 2 faktor yaitu faktor A : konsentrasi NAA 1,0 mg/l, 2,0 mg/l, 3,0 mg/l,
dan 4,0 mg/l dan faktor B : konsentrasi BAP 1,0 mg/l, 2,0 mg/l, 3,0 mg/l, 4,0 mg/l
dan 5,0 mg/l. Variabel yang diamati adalah waktu muncul rootlet dan jumlah
rootlet, diameter kalus, bobot kalus, tekstur kalus dan warna kalus. Data hasil
pengamatan dianalisis ragam dengan uji F, bila F hitung besar dari F tabel 5%
dilanjutkan dengan uji Duncan’s New Multiple Range Test DNMRT pada taraf
nyata 5%.

Hasil penelitian ini didapatkan bahwa tidak ada interaksi antara NAA dan
BAP terhadap regenerasi kalus kentang menjadi planlet, waktu muncul rootlet,
jumlah rootlet, diameter kalus dan bobot kalus. Pemberian NAA 2,0 mg/l
berpengaruh terhadap diameter kalus kentang dan pemberian NAA 3,0 mg/l
berpengaruh terhadap bobot kalus kentang. Warna kalus yang dihasilkan adalah
hijau keputihan, hijau kekuningan, hijau kecoklatan, putih kecoklatan, coklat dan
coklat kekuningan. Tekstur kalus yang terbentuk adalah kompak.

Kata kunci : NAA, BAP, Kalus Kentang (Solanum tuberosum L.) dan EMS
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The Effect of NAA and BAP on the Callus Regeneration of Potato (Solanum
tuberosum L.) Yield of Induction Mutation Ethyl Methane Sulphonate (EMS)

ABSTRACT

A study on the effect of NAA and BAP on the regeneration callus of
potato (Solanum tuberous L.) yield of induction mutation ethyl methane
sulphonate (EMS) has been conducted at the laboratory of plant tissue culture
Department of Agronomy, Faculty of Agriculture, Andalas University from July
to December 2011. The objective of this experiment was to find the best
interaction of NAA and BAP to Results showed that nothing interaction between
NAA and BAP on the regeneration callus of potato (Solanum tuberosum L.) to be
planlet, rootlet initation time, callus diameter, and callus weight.promote
regenerations callus of potato (Solanum tuberosum L.) yield of induction mutation
EMS.

This experiment used a completely randomized design (CRD) with 2
factor, they were factor A : interactions of NAA 1,0 mg/l, 2,0 mg/l, 3,0 mg/l, 4,0
mg/l, and 5,0 mg/l and factor B : concentrations of BAP 1,0 mg/l, 2,0 mg/l, 3,0
mg/l, 4,0 mg/l, and 5,0 mg/l. Data were analyzed using F test and Duncan’s New
Multiple Range Test (DNMRT) at 5% level.

Result showed that nothing interaction between NAA and BAP to callus
regeneration of potato to be planlet. NAA 2,0 mg/1 affect to callus diameter and
NAA 3,0 mg/l affect to callus weight of potato. Callus colour are green whitish,
green yelowish, green brownish, white brownish, brown and brown yelowish.
Callus texture is compact.

Eey words : NAA, BAP, Callus of Potato (Solanum tuberosum L.) and EMS
onsentration of
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kentang (Solanum tuberosum L.) merupakan salah satu tanaman
hortikultura penghasil umbi dan sebagai sumber karbohidrat. Daerah yang cocok
untuk budidaya tanaman kentang adalah dataran tinggi dengan ketinggian 1.000-
3.000 mdpl, curah hujan 1.500 mm/tahun, suhu rata-rata harian 18-21°C, serta
kelembaban 80-90% (Rukmana, 1996). Kentang mendapatkan prioritas untuk
dikembangkan di Indonesia, karena kentang merupakan tanaman cepat
mendapatkan keuntungan. Disisi lain kentang memiliki kandungan karbohidrat
12,1%, gula 0,13%, pati 11,98%, dan protein 4,04% (Satria tahun 2004 cit.
Amelia, 2009). |

Meningkatnya  permintaan komoditas kentang  mengakibatkan
meningkatnya kebutuhan akan bibit kentang dalam jumlah yang cukup besar. Hal
ini sangat sulit dicapai apabila teknik perbanyakan benih masih menggunakan
metoda konvensional, yaitu dengan menggunakan umbi kentang sebagai bibit
tanpa seleksi terhadap tanaman sehat atau bebas virus sebelum digunakan sebagai
bibit berikutnya. Upaya untuk mengatasi kebutuhan kentang yang semakin
meningkat dan untuk menghindari ketergantungan terhadap impor pada masa
mendatang maka perbaikan sifat tanaman yang sesuai dengan kebutuhan
tampaknya mutlak dilakukan. Umumnya sifat yang diinginkan adalah tanaman
yang memiliki resistensi tinggi terhadap hama dan penyakit, bentuk umbi oval,
warna daging putih, resisten tingggi terhadap kerusakaan mekanis serta memiliki
cita rasa dan tekstur yang sesuai dengan selera konsumen.

Pada umumnya tanaman kentang tidak tahan terhadap penyakit hawar
daun. Kendala utama dalam peningkatan produksi kentang adalah ketersediaan
bibit berkualitas secara kontiniu serta bebas dari hama penyakit. Untuk itu
diperlukan suatu upaya untuk mendapatkan kultivar kentang yang tahan terhadap
penyakit hawar daun. Pengendalian dengan penanaman kultivar tahan merupakan
suatu cara yang mudah dan aman bagi lingkungan (Warnita, 2009)

Guna mengatasi masalah ini perlu dilakukan upaya-upaya untuk
meningkatkan hasil dan kualitas produksi kentang yang sehat dan bebas dari



patogen. Upaya untuk mendapatkan bibit kentang yang berkualitas tersebut dapat
dilakukan melalui teknik kultur jaringan. Kultur jaringan merupakan teknik
menumbuh kembangkan bagian tanaman, baik berupa sel, jaringan, atau organ
dalam kondisi aseptik secara in vitro. Teknik kultur jaringan dapat menyediakan
bibit dalam jumlah banyak pada waktu yang singkat, tidak tergantung pada
musim, dan bibit yang dihasilkan bebas hama dan penyakit. Di dalam kultur
jaringan, kehadiran zat pengatur tumbuh sangat nyata pengaruhnya. Bahkan
dalam menerapkan teknik kultur jaringan sangat sulit melakukan upaya
perbanyakan tanaman tanpa melibatkan zat pengatur tumbuh (Pierik. 1997)

Suryowinoto (2000) menyatakan bahwa zat pengatur tumbuh golongan
auksin sangat baik untuk menginduksi kalus. Auksin adalah salah satu hormon
yang mempengaruhi pertumbuhan dan mendorong pembelahan sel. Penggunaan
kombinasi antara auksin (NAA) dengan sitokinin (Benzy! adenin ataupun kinetin)
akan meningkatkan proses induksi kalus (Litz, Moon, dan Chavez, 1995).
Sitokinin merupakan zat pengatur tumbuh yang mendorong pembelahan sel.
Efektifitas zat pengatur tumbuh auksin maupun sitokinin eksogen bergantung
pada konsentrasi hormon endogen dalam jaringan tanaman (Bhaskaran dan
Smith,1990).

Zat Pengatur tumbuh berperan dalam meregenerasikan kalus kentang.
Regenerasi merupakan salah satu komponen dalam memanipulasi genetik secara
in vitro. Upaya untuk mendapatkan tanaman hasil rekayasa genetik diperlukan
suatu sistem regenerasi yang berhasil meregenerasikan bagian tanaman menjadi
tanaman baru. Sistem regenerasi umumnya terkait dengan komposisi media dasar
serta jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh. Pada umumnya penelitian
regenerasi yang berhasil pada tanaman kentang menggunakan dua tahap media,
yaitu tahap induksi kalus yang menggunakan auksin dan zeatin atau zeatin
ribosida serta media tahap kedua untuk meregenerasi tunas dengan menggunakan
sitokinin selain zeatin (De Block,1988; Yadaf dan Sticklen, 1995).

Kalus biasanya lebih mudah untuk meregenerasi menjadi akar adventif
dibandingkan tunas adventif. Pembentukan akar biasanya berlangsung pada media
yang mengandung konsentrasi auksin tinggi dan konsentrasi sitokinin rendah.
Sebaliknya pembentukan tunas dapat terjadi pada jaringan kalus yang



ditumbuhkan pada media yang mengandung konsentrasi auksin rendah dan
sitokinin tinggi (Suliansyah, 2009.)

Keragaman pada kultur in vitro dapat ditingkatkan dengan pemberian
mutagen. Menurut Mikce (1996) mutagen menyebabkan perubahan pada DNA
sehingga struktur gen mengalami perubahan. Induksi mutasi pada tanaman
dilakukan dengan tujuan perbaikan sifat genetik, terutama peningkatan produksi,
ketahanan terhadap penyakit serta toleran terhadap cekaman lingkungan. Mutagen
yang diberikan dapat berupa mutagen fisik antara lain irradiasi sinar gamma
maupun kimiawi yaitu Ethyle Methane Sulphonate (EMS), Diethyl Sulfat (DES),
Etilin Amin (EM), Ethyl Nitroso Urea (ENH), dan Diethyl Methane Sulphonate
(DEMS). Dari beberapa mutagen kimia yang telah dipergunakan tersebut EMS
sering menghasilkan mutan yang bermanfaat. Penggunaan EMS ini sebagai bahan
mutagen akan menyebabkan perubahan struktur alkil pada DNA, perubahan ini
akan diteruskan pada replikasi selanjutnya. Perubahan struktur DNA akan diikuti
dengan perubahan transkripsi pada RNA dan diteruskan pada translasi yang akan
menghasilkan rantai polipeptida yang berbeda dibandingkan dengan sebelum
diberi mutagen (Micke, 1996).

Etil Methane Sulfonat (EMS) adalah mutagen kimia yang banyak
digunakan untuk memperluas keragaman genetik pada tanaman untuk tujuan
pemuliaannya. Peningkatan keragaman genetik tanaman dengan induksi EMS
telah berhasil dilakukan pada berbagai spesies tanaman, seperti tembakau
(Gichner, Stavevra, dan van Breusegem, 2001), arabidopsis (Chen, Choi, Voytas,
dan Rodermel, 2000), kubis bunga (Mangal dan Sharma,2002), pisang (Imelda,
2000), kerk lily (Lilium longiflorum T.) (Priyono dan Susilo, 2002).

Induksi tanaman dengan EMS yang menyebabkan mutasi pada DNA
tanaman akan memberikan pengaruh perubahan morfologi pada tanaman tersebut.
Induksi dengan mengkombinasikan konsentrasi EMS dan lamanya waktu
perendaman merupakan salah satu cara yang digunakan untuk mendapatkan
variabilitas genetik tanaman (Micke dan Donini, 1993).



1.2 Perumusan Masalah

Masalah yang diidentifikasi dalam latar belakang diatas dapat dirumuskan
sebagai berikut: (1) apakah pemberiaan NAA dan BAP dapat menyokong
regenerasi kalus kentang hasil induksi mutasi EMS, (2) pada konsentrasi
berapakah NAA mampu menyokong regenerasi kalus kentang hasil induksi
mutasi EMS, (3) pada konsentrasi berapakah BAP mampu menyokong regenerasi
kalus kentang hasil induksi mutasi EMS.

1.3 Maksud dan Tujuan

Penelitian ini bermaksud untuk mempelajari dan memahami apakah
pemberian NAA dan BAP dapat menyokong regenerasi kalus kentang hasil
induksi mutasi EMS. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan informasi
tentang pemberiaan NAA dan BAP terhadap regenerasi kalus kentang hasil
induksi mutasi EMS.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat secara apikatif dan
secara akademik. Manfaat dari segi aplikatif diharapkan dengan melakukan
penelitian tersebut maka akan diperoleh media alternatif terhadap regenerasi kalus
kentang hasil induksi mutasi EMS dengan pemberian NAA dan BAP. Manfaat
dari segi akademik diharapkan mengetahui tentang cara meregenerasikan kalus
kentang hasil induksi mutasi EMS dengan pemberiaan NAA dan BAP.

1.5 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pikir pada latar belakang yang diuraikan di atas,
maka dapat dirumuskan hipotesis sebagai berikut : (1) Interaksi antara NAA dan
BAP dapat menyokong regenerasi kalus kentang hasil induksi mutasi EMS, (2)
Regenerasi kalus kentang hasil induksi mutasi hanya ditentukan oleh pemberiaan
konsentrasi NAA, (3) Regenerasi kalus kentang hasil induksi mutasi EMS hanya
ditentukan oleh pemberiaan konsentrasi BAP.



II. TINJAUAN PUSTAKA
2.1. Tanaman Kentang

Kentang berasal dari wilayah pegunungan Andes di Peru dan Bolivia.
Suku Inka telah memanfaatkan kentang sekurang-kurangnya sejak 2000 tahun
sebelum kedatangan penjelajah Spanyol. Pendugaan umur dengan menggunakan
C14 terhadap butiran pati yang ditemukan dalam penggalian arkeologi
menunjukkan bahwa kentang telah dimanfaatkan sekurang-kurangnya sejak 8000
tahun yang lalu (Rubatzky dan Yamaguchi, 1998).

Kentang diintroduksikan ke Indonesia pertama kali oleh bangsa Belanda
tahun 1794 di daerah Cisarua. Dari sini kentang baru menyebar ke daerah seluruh
Indonesia dan kultivar yang banyak ditanam berasal dari Eropa (Rukmana 1996,
Soelarso 1997 dan Wattimena 1984).
| Di Indonesia yang beriklim panas, tanaman kentang dapat tumbuh dan
berproduksi baik di dataran menengah sampai dataran tinggi, yakni pada
ketinggian 500-3000 m di atas permukaan laut dan daerah yang terbaik bagi
tanaman kentang pada ketinggian 1500 m di atas permukaan laut. Tanaman
kentang mempunyai daya adaptasi luas terhadap lingkungan tumbuh (Rukmana,
1996).

Tanaman kentang tidak dapat tumbuh di sembarang tempat. Tempat yang
gocok untuk tanaman kentang adalah tanah yang gembur dan mengandung pasir
agar mudah menyerap air, mengandung humus yang tinggi dengan pH 5 — 7 dan
tidak tergenang air (Setiadi dan Nurulhuda, 1993; Rukmana, 1996).

Setiadi dan Nurulhuda (1993) mengemukakan bahwa tanaman kentang
mempunyai batang berbentuk bulat sampai persegi dan tidak berkayu. Batang dan
daun berwarna hijau kemerah-merahan atau keungu-unguan. Bunga berwarna
kuning keputihan, tumbuh di ketiak daun teratas dan berjenis kelamin dua.
Benang sarinya berwarna kekuning-kuningan dan melingkari tangkai putik.
| Akar tanaman kentang berwarna keputih-putihan dengan kedalaman daya
}embus bisa mencapai 45 cm. Biasanya akar ini banyak dijumpai pada kedalaman
antara 20-25 cm. Buah berbentuk bulat dan lonjong memanjang dengan warna
Wit putih dan kuning (Smith tahun 1978 cit. Warnita et al., 2009).



Batang tanaman kentang digolongkan menjadi dua tipe yaitu: batang di
atas permukaan tanah dan batang dibawah permukaan tanah. Batang dibawah
Permukaan tanah terdiri dari stolon dan umbi (Sunarjono, 1975; Setiadi, 1993).
Kentang termasuk tanaman setahun (annual) yang berbentuk semak (herba),
flengan susunan tubuh utama tersiri dari stolon, umbi, batang, daun, bunga, buah
dan biji, serta akar. Stolon merupakan tunas lateral yang tumbuh dari ketiak daun
di bawah permukaan tanah. Stolon tumbuh memanjang dan melengkung di bagian
pjungnya, kemudian membesar atau membengkak membentuk umbi sebagai
tempat menyimpan cadangan makanan. Umbi kentang memiliki bentuk yang
bervariasi dilihat dari bentuk, warna kulit, warna daging dan mata tunasnya
(Rukmana, 1996).

Pada umumnya petani di Indonesia memperbanyak dan memproduksi
kentang masih dengan cara konvensional yaitu dengan menggunakan organ
yegetatif atau umbi. Cara ini sering menemui hambatan yang menyebabkan
produksi rendah. Hambatan tersebut biasanya berupa adanya tanaman terserang
virus atau penyakit sistemik lainnya. Penyakit ini dapat menimbulkan kerugian
yang besar, tidak hanya menurunkan hasil tetapi juga biaya produksi yang
dikeluarkan semakin besar. Bibit kentang bermutu mempunyai keunggulan dari
bibit kentang lainnya terutama dari segi ketahanan terhadap stres lingkungan,
Pertumbuhan, produksi, dan kualitas hasil (Wattimena et al., 1992).

2.2. Kultur Jaringan

Kultur jaringan merupakan salah satu usaha untuk mengisolasi sel,
sekelompok sel atau organ tanaman serta menumbuhkannya dalam kondisi aseptik
dalam media buatan yang kaya nutrisi dan mengandung zat tumbuh sehingga
membentuk tanaman lengkap kembali dalam suatu wadah tertutup yang tembus
cahaya. Ide ini bertitik tolak dari konsep totipensi yang dikemukakan oleh
Schleiden dan Schwan bahwa setiap sel dari organisme dianggap mempunyai
kemampuan untuk tumbuh dan berkembang seperti zigot (Murashige, 1974).

Metode kultur jaringan digunakan untuk mengatasi keterbatasan lahan dan
menghasilkan bibit dan penyediaan propagul setek tunas dan umbi mikro kentang



yang bebas dari hama dan penyakit. Penggunaan teknik kultur jaringan dapat
p\engatasi masalah pengadaan bibit kentang bebas virus dan untuk mendapatkan
Produksi tanaman dalam jumlah besar dalam waktu relatif singkat, terutama untuk
varietas — varietas unggul yang dihasilkan (Gusmali, ef al 2002 ).

Kultur jaringan tanaman terdiri atas berbagai tipe berdasarkan
Penggunaannya yaitu : (1) kultur embrio, merupakan isolasi dan pertumbuhan
aseptik embrio sigotik matur dan imatur yang bertujuan untuk mendapatkan
tanaman yang viable; (2) kultur meristem, merupakan isolasi dan pertumbuhan
aseptik ujung tunas atau meristem secara invitro yang bertujuan untuk
plendapatkan klon—klon tanaman, tanaman bebas virus, atau untuk konservasi
plasmanutfah; (3) kultur kalus, merupakan induksi dan pertumbuhan aseptik kalus
secara invitro yang bertujuan untuk mendapatkan tanaman yang baru atau untuk
Plendapatkan produk sekunder tanaman; (4) kultur anter, merupakan isolasi steril
anter dan perkembangan kultur kalus haploid dari polen secara invitro; (5) kultur
Protoplas, merupakan isolasi steril protoplas yang bertujuan untuk memodifikasi
genetik sel (Suliansyah, 2009).

Penyediaan bibit kentang yang bermutu dengan metode kultur jaringan
telah dikembangkan untuk menghasilkan bibit kentang bebas virus serta patogen
Jainnya. Aplikasi teknik kultur jaringan melalui pembiakan mikro dapat
menghasilkan bibit dalam jumlah banyak dan waktu singkat, bebas penyakit, tidak
tergantung pada iklim dan musim serta kebutuhan bahan awal sedikit. Bibit yang
dihasilkan bersifat seragam dan sama seperti induknya. Propagul bisa berasal dari
setek mikro dan umbi mikro merupakan dua teknik kultur jaringan yang dapat
dilakukan dalam perbanyakan bibit kentang (Wattimena, Cown dan Weis, 1983).

Keberhasilan kultur jaringan tumbuhan sangat ditentukan oleh komposisi
medium dan eksplan yang digunakan. Medium yang biasa digunakan untuk
Perbanyakan tanaman secara invitro adalah medium Murashige dan Skoog
(Franklin and Dixon, 1984). Medium ini telah banyak digunakan pada kultur
jaringan berbagai jenis tanaman seperti tembakau, kentang, melon, bawang putih
dan tebu. Eksplan yang digunakan sebaiknya adalah bagian meristematis atau
Pagian yang muda karena bagian tanaman yang muda memiliki daya regenarasi

yang lebih tinggi dibandingkan bagian yang tua (Gunawan, 1988). Eksplan



tanaman kentang diambil bagian pucuk dan nodus (Kane, 1996). Zulfiana (2000)
telah melakukan penelitian dengan menggunakan nodus kedua dan ketiga dari

ucuk tanaman kentang yang terbukti dapat tumbuh dengan baik pada medium
MS dengan penambahan 0,4 ppm NAA dan 4 ppm BAP.

Eksplan buku tunggal yang dikulturkan dalam media MS akan tumbuh
menjadi planlet lengkap dalam waktu dua sampai tiga minggu (Bryan, 1978).
Wattimena, et al (1983) menggunakan stek batang yang mengandung dua atau
Pga buku sebagai eksplan.

Setek mini dan umbi mini dapat dapat digunakan sebagai propagul untuk
memproduksi kentang, baik untuk produksi umbi bibit atau kentang konsumsi.
Program propagul kentang bermutu diawali dari eksplan in vitro yang bebas
penyakit, kemudian memproduksi setek mini sebagai berikut: eksplan — tunas
mlkro — setek mikro — setek mini. Setek mini merupakan propagul untuk
memproduksi umbi mini dan umbi bibit untuk petani (Suliansyah, 2009).

Pada kultur in-vitro dikenal banyak jenis media penanaman. Media
Murashige dan Skoog umumnya digunakan untuk hampir semua kultur in-vitro.
Walaupun unsur-unsur makro dalam media MS pada umumnya juga mendukung
kultur tanaman lainnya (Gunawan, 1987).

Kultur kalus pada media solid umumnya lebih lambat dibandingkan media
cair (dengan di shaker). Laju pertumbuhan yang berbeda ini dapat disebabkan
oleh kontak antara kalus dengan media serta pengambilan oksigen yang lebih baik
Pada media cair.

Pembentukan organ-organ adventif dan atau embrio somatk dapat terjadi
tergantung pada spesies tanaman dan asal kalus muncul. Kapasitas regenerasi
{'aringan kalus dapat berkurang atau sama sekali hilang jika pertumbuhan kultur
berlangsung terlalu lama. Sejauh ini tidak diketahui penyebabnya.

Kalus biasanya lebih mudah beregenerasi menjadi akar adventif
dibandingkan tunas adventif. Pembentukan akar biasanya berlangsung pada media
yang mengandung konsentrasi auksin tinggi dan konsentrasi sitokinin rendah.
Sebaliknya pembentukan tunas dapat terjadi pada jaringan kalus yag ditumbuhkan

ada media yang mengandung konsentrasi auksin rendah dan sitokinin tinggi
(Suliansyah, 2009).



Vitamin yang sering digunakan dalam media kultur in-vitro, pada
konsentrasi tertentu dan menunjang perkembangan sel. Vitamin yang sering
diberikan dalam media kultur jaringan adalah: Thiamine-HCI, vit B6, Asam
nikotinat, Niasin, dan Pyridoxin-HCI (Hendraryono dan Wijayani, 1994).

Zat pengatur tumbuh adalah senyawa organik selain dari nutrient dalam
jumlah yang sedikit dapat meransang, menghambat, atau mengubah pola
pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Zat pengatur tumbuh dalam kultur
jaringan diperlukan untuk mengendalikan dan mengatur pertumbuhan kultur
tanaman. Zat ini mempengaruhi pertumbuhan dan morfogenesis dalam kultur sel,
jaringan, dan organ. Jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh yang digunakan
dalam kultur jaringan terbagi tiga kelompok besar, yaitu auksin, sitokinin, dam
giberalin (Gunawan, 1992)

Didalam teknik kultur jaringan, kehadiran zat pengatur tumbuh sangat
nyata pengaruhnya. Bahkan, Pierik (1997) menyatakan bahwa sangat sulit untuk
menerapkan teknik kultur jaringan pada upaya perbanyakan tanaman tanpa
melibatkan zat pengatur tumbuh.

Abidin (1993) menyatakan bahwa penggunaan ZPT dalam konsentrasi
rendah dapat mempengaruhi proses-proses fisiologis dari tanaman terutama proses
pertumbuhan, diferensiasi dan perkembangan tanaman. Penggunaan dari auksin
akan mendorong primodia akar dan jika konsentrasi auksin relative tinggi akan
menyebabkan terhambatnya perpanjangan akar tetapi mampu meningkatkan
jumlah akar. Sedangkan peranan dari sitokinin pada tanaman akan mendorong
terjadinya pembelahan sel.

Auksin adalah senyawa yang fungsinya meransang pemanjangan sel-sel
pucu yang spectrum aktivitasnya menyerupai [AA (indol-3-acetic acid). Pierik
(1997) menyatakan bahwa pada umumnya auksin meningkatkan pemanjang sel,
pembelahan sel, dan pembentukan akar adventif.

Auksin memberikan pengaruh terhadap aspek perkembangan tumbuhan,
seperti pemanjangan sel dengan cara mempengaruhi metabolism dari dinding sel.
Auksin menyebabkan bahan yang dihasilkan oleh dinding sel primer
ditranslokasikan keujung bagian tunas akar, akibatnya ujung tunas atau akar

mengalami pemanjangan sel (Heddy, 1996).
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Auksin yang paling banyak digunakan pada kultur in vitro adalah indole -
3-aceticacid(IAA),o-naphthalenaceticacid(a-NAA),dan2,4-dichlorophenoxyacetic
acid (2,4-D). IAA merupakan auksin yang disintesis secara alamiah didalam tubuh
tanaman namun senyawa ini mudah mengalami degradasi akibat pengaruh cahaya
flan oksidasi enzimatik. Sementara itu, a-NAA merupakan auksin sintetik, tidak
mengalami oksidasi enzimatik. Senyawa tersebut dapat diberikan pada medium
kultur pada konsentrasi yang lebih rendah, berkisar antara 0,1-2,0 mg L (Dodds
dan Roberts, 1985).

Sitokinin adalah senyawa yang dapat meningkatkan pembelahan sel pada
jaringan tanaman serta mengatur pertumbuhan dan perkembangan tanaman.
Peranan auksin dan sitoinin sangat nyata dalam pengaturan pembelahan sel,
Femanjangan sel, differensiasi sel, dan pembentukan organ.

Pemberian sitokinin ke dalam medium kultur jaringan penting untuk

menginduksi perkembangan dan pertumbuhan eksplan. Senyawa tersebut dapat
meningkatkan pembelahan sel, proliferasi pucuk, dan morfogenesis pucuk (Smith,
1992). Bahkan menurut George dan Sherrington (1984), apabila ketersediaan
éitokinin di dalam medium kultur sangat terbatas maka pembelahan sel pada
jaringan yang dikulturkan aan terhambat. Akan tetapi, apabila jaringan tersebut
disubkulturkan pada medium dengan kandungan sitokinin yang memadai maka
pembelahan sel akan berlangsung secara singkron.
" Sitokinin paling banyak digunakan dalam kultur in vitro adalah kinetin,
benziladenin (BAP), dan zeatin. Zeatin adalah sitokinin yang disintesis secara
alamiah didalam tubuh tanaman, sedangkan kinetin dan BA adalah sitokinin
sintetik, tidak mengalami oksidasi enzimatik.

2.3. Mutasi

Mutasi adalah perubahan pada materi genetik suatu makhluk yang terjadi
secara tiba-tiba, acak, dan merupakan dasar bagi sumber variasi organisme yang
Persifat terwariskan (heritable). Mutasi dapat terjadi secara spontan di alam
(spontaneous mutation) dan dapat juga terjadi melalui induksi (induced mutation).
Secara mendasar tidak terdapat perbedaan antara mutasi yang terjadi secara alami
gla.n mutasi hasil induksi. Keduanya dapat menimbulkan variasi genetik untuk
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dijadikan dasar seleksi tanaman, baik seleksi secara alami (evolusi) maupun
seleksi secara buatan (pemuliaan) (Micke dan Donini 1993; Van Harten 1998).

Induksi mutasi dapat terjadi pada perbanyakan vegetatif dengan
wenggunak'an bahan kimia murni dan kondisi lingkungan tertentu. Secara umum
}elah dikenal dua kelompok mutagen yang bisa digunakan untuk menginduksi
mutasi yaitu mutasi kimia dan fisik. Mutagen kimia yaitu seperti Ethyl Methane
Sulphonate (EMS), Diethyl Sulfat (DES), Etilin Amin (EM), Ethyl Nitroso Urea
(ENH), dan Methyl Nitroso Urea (MNH). Mutagen fisik terdiri dari radiasi
elektromagnetic (sinar x, sinar gamma, sinar ultra violet) dan radiasi partikel
(sinar alfa, sinar beta, dan neutron) (Micke, 1996). Hasil pengujian beberapa
mutagen kimia yang pernah diuji pada berbagai jenis tanaman, EMS lebih mampu
menghasilkan mutan yang tahan terhadap penyakit dan sering memperbaiki sifat-
éifat agronomi serta meningkatkan produksi (Singh dan Singh, 1996).
| Etil Methane Sulfonat (EMS) adalah mutagen kimia yang banyak
digunakan untuk memperluas keragaman genetik pada tanaman untuk tujuan
pemuliaannya. Peningkatan keragaman genetik tanaman dengan induksi EMS
telah berhasil dilakukan pada berbagai spesies tanaman, seperti tembakau
(Gichner, Stavevra, dan van Breusegem, 2001), arabidopsis (Chen, Choi, Voytas,
dan Rodermel, 2000), kubis bunga (Mangal dan Sharma,2002), pisang (Imelda,
2000), kerk lily (Lilium longiflorum T.) (Priyono dan Susilo, 2002).

Pada penelitian sebelumnya telah digunakan berbagai konsentrasi dan
waktu perendaman EMS pada berbagai jenis tanaman. Priyono dan Susilo (2002)
telah melakukan penelitian terhadap sisik mikro kerk lily (Lilium longiflorum T.)
dengan konsentrasi 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, dan 0.25 dan waktu perendaman
masmg-masmg 2, 4 dan 6 hari. Dari penelitian diketehui bahwa waktu optimum
pntuk perendamannya adalah 4 hari, karena diduga telah terjadi penyerapan EMS
secara maksimal, EMS mempunyai pengaruh negatif terhadap peubah-peubah
Pertumbuhan kultur in vitro sisik mikro kerk lily linier dengan meningkatnya aras
konsentrasi EMS pada selang 0-0,25%. (Priyono dan Susilo, 2002).

Untuk induksi mutasi EMS secara in vifro pada tanaman pisang telah
dilakukan percoban oleh beberapa peneliti sebelumnya.
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Yanti (2007) melaporkan bahwa induksi dengan mutagen EMS 0,2-0,4%
selama 2-4 jam pada tunas pisang Raja Sereh menghasilkan jumlah tunas yang
Pervariasi serta tahan terhadap serangan penyakit darah bakteri (Blood Deases
Bacterium (BDB)). Selanjutnya Yanti (2008) telah melakukan penelitian dengan
fnenggunakan konsentrasi 0,2 dan 0,4% EMS dengan waktu perendaman 2 dan 4
jam terhadap daun bibit pisang Raja Sereh. Percobaan ini juga telah berhasil
dilakukan pada tiga jenis enzim yaitu Polifenol oksidase, Enzim polifenol
oksidase dan Enzim peroksidase. Hasil yang diperoleh ketiga jenis enzim pada
masing-masing perlakuan memperlihatkan aktivitas masing-masing enzim pada
fnutan yang telah diinokulasi dengan BDB sangat bervariasi pada masing-masing
Perlakuan dan kontrol. Fenotip peroksidase pada daun bibit pisang Raja Serch
hasil perlakuan dengan EMS secara elektroforesis terdiri atas empat pola pita.
Fola pita pertama dengan jarak migrasi relatif 15, 20 dan 60, pola,pita kedua
dengan jarak migrasi relatif 20 dan 30, pola pita ketiga dengan migrasi 20, 30 dan
50 serta pola pita empat dengan migrasi 20, 25 dan 30.

Dari hasil penelitian keragaman genetika varian Abaka dapat
disimpulkan perlakuan EMS pada kalus embriogen abaka klon Tangongon dan
Sangihe-1 berhasil menginduksi keragaman genetika. Keberhasilan menginduksi
varian diantara populasi yang diuji juga ditunjukkan dengan adanya sejumlah
karakter kualitatif yang abnormal (Purwanti ez al., 2008).

Menurut Fitri (2011) beberapa konsentrasi EMS dan waktu perendaman
yang berbeda telah memperlihatkan pengaruh dan menghasilkan mutan positif
terhadap berbagai tanaman yang telah diteliti oleh peneliti sebelumnya.
Perendaman kalus kentang pada 0,02% EMS selama 30 sampai 60 menit
tnenghasilkan persentase tumbuh akar paling tinggi, sedangkan untuk persentase
tumbuh tunas, bobot kalus dan diameter kalus, tidak memperlihatkan perbedaan.
Peberapa konsentrasi EMS dengan waktu perendaman berbeda menghasilkan

warna kalus yang beragam.



III. BAHAN DAN METODA

3.1 Tempat dan Waktu

Percobaan ini merupakan percobaan laboratorium yang dilaksanakan di
Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan Jurusan Budidaya Pertanian Fakultas
Pertanian Universitas Andalas Padang. Penelitian ini berlangsung selama 6 bulan
dari bulan Juli sampai dengan Desember 2011. Jadwal kegiatan dapat dilihat pada

Lampiran 1.
3.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam percobaan ini adalah kalus kentang hasil
induksi EMS. Zat kimia penyusun media Murasige and Skoog (Lampiran 2), zat
pengatur tumbuh yang digunakan NAA: 1,0; 2,0; 3,0 dan 4,0 mg/l dan BAP: 1,0;
2,0; 3,0; 4,0 dan 5,0 mg/l, 2,4-D 4 mg/l, sukrosa 30 g/l, agar 7 gr/l, aquades,
alkohol 70%, NaOH 0,1 N, HCI 0,1 N dan KoH 0,1 N, aluminium foil, plastik

wrap, karet gelang, kertas steril.

Alat yang digunakan adalah autoklaf, botol kultur, timbangan analitik,
laminar air flow cabinet, kompor gas, petridis, gunting, pinset, pisau scapel, gelas
beaker, labu ukur, gelas piala, jangka sorong, erlenmeyer, pengaduk gelas, hot
plate (pemanas) dengan magnetik stirrer, pH meter, lampu spiritus, hand sprayer,
rak kultur yang dilengkapi dengan lampu sebagai sumber penyinaran, kamera

digital, dan alat tulis.
3.3 Rancangan

Percobaan ini dilakukan menurut Rancangan Acak Lengkap (RAL)
berbentuk faktorial. Perlakuannya yaitu dengan pemberian zat pengatur tumbuh
NAA (perlakuan A) yang terdiri dari 4 taraf yaitu:

a; = pemberian 1,0 mg/l NAA
a; = pemberian 2,0 mg/l NAA
a3 = pemberian 3,0 mg/I NAA
a4 = pemberian 4,0 mg/l NAA
dan pemberian BAP (perlakuan B) yang terdiri dari 5 taraf yaitu :
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b; = pemberian 1,0 mg/I BAP
b, = pemberian 2,0 mg/l BAP
bs = pemberian 3,0 mg/l BAP
by = pemberian 4,0 mg/I BAP
bs= pemberian 5,0 mg/I BAP

Pada percobaan ini terdapat 20 kombinasi perlakuan dengan 3 kali ulangan
pada masing-masing perlakuan, sehingga terdapat 60 satuan percobaan. Setiap
ulangan terdiri dari 3 botol kultur. Data kuantitatif dianalisis secara statistik
dengan sidik ragam pada taraf nyata 5 % dan jika F hitung lebih besar dari F tabel
5% maka dilanjutkan dengan uji Duncan’s New Multiple Range Test (DNMRT)
pada taraf nyata 5% dan data kualitatif disajikan dalam bentuk tabel. Data
pengamatan waktu muncul rootlet dan jumlah rootlet ditampilkan secara
deskriptif.

3.4 Pelaksanaan

3.4.1 Sterelisasi alat dan media

Botol yang digunakan terlebih dahulu dicuci bersih dengan detergen,
kemudian direndam dengan larutan Natrium Hypoclorit (Bayclin) minimal 24
jam, lalu dibilas dengan air dan disterilkan dengan menggunakan autoklaf
bertekanan 15 psi dan suhu 121°C selama 60 menit. Botol-botol ini dapat
digunakan sebagai tempat media, jika belum digunakan maka botol dapat
disimpan dalam oven dengan suhu 70°C sampai waktu akan digunakan. Akuades
yang digunakan dimasukkan kedalam botol dan disterilkkan dengan autoklaf
bertekanan 15 psi dan suhu 121°C selama 60 menit.

Alat-alat lain seperti cawan petri, gunting dan pinset, juga disterilkan.
Alat-alat tersebut dibungkus dengan kertas tebal kemudian dimasukkan ke dalam
autoklaf. Labu takar, pipet, dan gelas ukur disterilkan dengan mencuci bersih
dengan detergen kemudian dikeringkan, lalu dibilas dengan akuades steril.

3.4.2 Pembuatan media Induksi Kalus
Media yang digunakan adalah media MS (Lampiran 2). Zat kimia

penyusun masing-masing media dikelompokkan berdasarkan jenis garamnya yaitu
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anion yang menyusun unsur tersebut, dan dibuat menjadi beberapa stok. Hal ini
untuk menghindari pengendapan larutan, karena yang telah mengalami
pengendapan tidak dapat digunakan lagi. Larutan vitamin diletakkan pada botol
yang terpisah. Larutan ini konsentrasinya dipekatkan sehingga saat pembuatan
media, hanya memipet sejumlah volume tertentu sesuai takaran yang diperlukan.

Pembuatan satu liter media dipipet larutan stok dan vitamin sesuai dengan
volume larutan baku masing-masing media perlakuan. Total media yang dibuat
dalam induksi kalus ini 'sebanyak 1 L. Langkah pertama dalam pembuatan media
yaitu memipet larutan stok serta vitamin sesuai takaran untuk pembuatan media 1
L, begitu juga dengan sukrosa 30 g/L dan kemudian volume dicukupkan hampir
mendekati 1000 ml dengan menambahkan akuades, lalu zat pengatur tumbuh
ditambahkan ke dalam media dengan konsentrasi 2,4 D 4 ppm dan BAP 5 ppm.

Derajat kemasaman (pH) media diatur agar mencapai 5,8 dengan
menggunakan pH meter, pengukuran pH dilakukan dengan penambahan beberapa
tetes NaOH 0,1 N jika pH kurang dari 5,8 dan jika lebih dari 5,8 maka
ditambahkan HCL 0,1 N. Selanjutnya agar dimasukkan kedalam media sebanyak
7 g diaduk sampai mendidih. Setelah mendidih, media dimasukkan ke dalam botol
kultur sebanyak 50 botol untuk ukuran botol selai, kemudian ditutup rapat dengan
aluminium foil, botol-botol tersebut disterilkan dalam autoklaf pada tekanan 15
psi dan pada suhu 121°C selama 20 menit. Media yang telah di autoklaf di tutup
dengan Kkertas steril. Media yang sudah di autoklaf tersebut diinkubasi selama 1
minggu untuk melihat keberhasilan sterilisasi dan ada atau tidaknya kontaminasi.
Bila ada yang terkontaminasi maka dikeluarkan dari ruang inkubasi.
3.4.3 Induksi Pembentukan Kalus

Planlet kentang hasil perbanyakan Laboratorium Kultur Jaringan

Tumbuhan Balai Benih Induk Hortikultura Dinas Pertanian Tanaman Pangan dan
Hortikultura Sumatera Barat Jaringan yang berumur 30 hari dikeluarkan dari botol
dan bagian batangnya dipotong-potong didalam petri dengan ukuran + 2 cm.
Eksplan ditanam pada media induksi sebanyak S eksplan pada masing-masing
botolnya. Botol ditutup dengan selotip bening selanjutnya botol-botol dipindahkan
ke dalam ruang inkubasi dan disusun pada rak kultur.
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3.4.4 Pembuatan Media Regenerasi

Media regenerasi merupakan media perlakuan dengan penambahan zat
pengatur tumbuh NAA dan BAP. Total media yang dibuat sebanyak 2 L dimana
masing-masing kombinasi pelakuan mempunyai volume100 ml. Langkah pertama
dalam pembuatan media yaitu memipet larutan stok serta vitamin sesuai takaran
untuk pembuatan media 2 L tambahkan sukrosa 30 g/L kemudian dicukupkan
volume menjadi 1000 ml dengan menambahkan akuades. Kemudian larutan
tersebut dibagi menjadi 20 sesuai kombinasi perlakuan masing-masing sebanyak
50 ml ke dalam gelas piala, kemudian tambahkan NAA dan BAP sesuai dengan
perlakuan.

Derajat kemasaman (pH) media diatur agar mencapai 5,8 dengan
menggunakan pH meter, pengukuran pH dilakukan dengan penambahan beberapa
tetes NaOH 0,1 N jika pH kurang dari 5,8 dan jika lebih dari 5,8 maka
ditambahkan HCL 0,1 N. Selanjutnya larutan hara yang telah diuji derajat
kemasamannya ditambahkan agar sebanyak 0,7 g pada gelas piala yang telah
berisi larutan hara sebayak SO0 ml, lalu media dicukupkan menjadi 100 ml
kemudian diaduk dan dimasak hingga mendidih. Media yang telah masak
dimasukkan kedalam botol kultur sebanyak 9 botol untuk satu kombinasi
perlakuan masing-masing + 10 ml/botol dan ditutup rapat dengan aluminium foil,
kemudian disterilkan dalam autoklaf pada tekanan 15 psi dan pada suhu 121°C
selama 20 menit. Media yang sudah diautoklaf ditutup lagi dengan kertas steril
dan diikat dengan karet gelang. Lalu media diinkubasi selama 1 minggu untuk
melihat keberhasilan sterilisasi dan ada atau tidaknya kontaminasi. Bila ada yang
terkontaminasi maka dikeluarkan dari ruang inkubasi.

3.4.4 Penanaman Tahap Regenerasi

Penanaman kalus dilakukan di dalam Laminar Air Flow Cabinet yang
sudah disterilkan dengan cara disemprot alkohol 70% dan diikuti dengan
menyalakan lampu ultra violet paling kurang 30 menit. Botol-botol kultur yang
telah berisi media, alat tanam, botol eksplan, botol larutan, botol alkohol, akuades
steril dan lampu spiritus yang akan digunakan disemprot dengan alkohol 70% dan

dimasukkan ke dalam Laminar Air Flow Cabinet .
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Kegiatan penanaman dilakukan sebagai berikut, kalus yang telah berumur
3 bulan dipotong dalam cawan petri yang dilapisi aluminium foil steril dengan
ukuran diameter + 0,4 cm dengan menggunakan skapel. Kalus tersebut direndam
didalam larutan 0,02% EMS selama 15 menit. Kalus ditanam dalam botol kultur
yang telah berisi media dengan satu kalus tiap botol, proses penanaman dilakukan
didekat lampu spritus. Kemudian botol dengan selotip bening dan dibalut dengan
plastik wrap. Selanjutnya botol-botol dipindahkan ke dalam ruang inkubasi dan
disusun pada rak kultur sesuai dengan denah penempatan (Lampiran 3).
3.4.5 Pemeliharaan

Pemeliharaan meliputi pemeliharaan botol kultur pada ruang inkubasi
dengan menjaga suhu ruangan 20°C. Pemeliharaan di ruangan kultur dengan
mengganti eksplan yang terkontaminan dengan eksplan yang baru, serta
melakukan penyemprotan pada rak kultur dengan alkohol 70%.

. 3.5 Pengamatan

Pengamatan dilakukan setiap hari mulai dari setelah tanam sampai
berumur 7 minggu setelah tanam (mst), dapat dilihat pada lampiran 1. Pengamatan
dilakukan pada populasi perlakuan,dimana tiap perlakuan terdapat 3 ulangan dan
tiap ulangan terdapat 3 botol kultur (jumlah populasi tiap perlakuan 9 botol) dan
seluruh populasi diamati, pengamatan yang dilakukan adalah:

3.5.1 Waktu Muncul Rootlet (hst) dan jumlah rootlet

Dinyatakan waktu muncul rootlet apabila pada salah satu populasi sampel
telah muncul atau tumbuh rootlet. Dinyatakan rootlet disini adalah apabila terjadi
pertumbuhan akar pada eksplan, pengamatan hanya secara visual. Pengamatan
dilakukan pada minggu terakhir setelah tanam, dengan
3.5.2 Diameter kalus (cm)

Diameter kalus diamati pada pengamatan terakhir yaitu dengan cara
mengeluarkan kalus dari botol dan mengukurnya menggunakan penggaris.

3.5.3 Bobet kalus (g)
Pengamatan bobot kalus dilakukan pada pengamatan terakhir yaitu dengan
cara mengeluarkan kalus dari botol kultur kemudian dibersihkan dari media yang



18

menempel dengan menggunakan tissu dan ditimbang menggunakan timbangan
analitik.
3.5.4 Tekstur kalus

Tekstur kalus diamati secara visual, bagian yang diamati bentuk luar dari
kalus. Pengamatan dilakukan dengan menggunakan mikroskop untuk
memperjelas pengamatan. Pengamatan dilakukan pada minggu terakhir setelah
tanam.
- 3.5.5 Warna kalus

Pengamatan dilakukan setiap minggu setelah tanam dengan cara
mengamati perubahan warna dan waktu (minggu) perubahan wama pada kalus.
Data warna kalus yang ditampilkan adalah warna kalus pada terakhir pengamatan
yaitu pada minggu terakhir setelah tanam. Pengamatan dilakukan dengan
menggunakan color chart dan data dijelaskan secara deskriptif.



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada percobaan ini kalus kentang yang diberi perlakuan NAA dan BAP
pertumbuhannya cukup baik. Sampai pada pengamatan terakhir penelitian ini
belum ada kalus kentang yang beregenerasi menjadi planlet. Pemberian NAA dan
BAP pada kalus kentang hanya mampu beregenerasi menjadi rootlet atau akar.

4.1 Waktu Muncul Rootlet dan Jumlah Rootlet (hst)

Pengamatan terhadap waktu muncul rootlet dan jumlah rootlet adalah
untuk mengetahui keefektifan pengaruh kombinasi NAA dan BAP yang dilakukan
dalam penelitian ini. Pengaruh kombinasi NAA dan BAP terhadap waktu muncul
rootlet dan jumlah akar disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Waktu muncul Rootlet setelah pemberian berbagai konsentrasi NAA dan

BAP pada kalus tanaman kentang.

Konsentrasi Konsentrasi BAP (mg/l)

NAA (mg/l) 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
1,00 33 00 00 00 00
2,00 28 00 33 00 00
3,00 18 22 30 00 00
4,00 37 00 00 00 00

Data pada tabel tidak dianalisis namun dijelaskan secara deskrptif

Tabel 1 memperlihatkan bahwa waktu muncul rootletr tercepat pada media
dengan kombinasi NAA 3 mg/l dan BAP 1 mg/l yakni pada umur 18 hari setelah
tanam. Waktu muncul rootlet terlama pada media dengan kombinasi NAA 4 mg/l
dan BAP 1 mg/l yakni pada umur 37 hari setelah tanam. Sampai pada pengamatan
terakhir yakni 7 minggu setelah tanam tidak ada muncul rootlet pada beberapa

perlakuan NAA dan BAP.
Tabel 2. Jumlah Rootlet setelah pemberian berbagai konsentrasi NAA dan BAP
pada kalus tanaman kentang.
Konsentrasi Konsentrasi BAP (mg/l)
NAA (mg/l) 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
1,00 2 00 00 00 00
2,00 2 00 33 00 00
3,00 17 8 2 00 00
4,00 1 00 00 00 00

Data pada tabel tidak dianalisis namun dijelaskan secara deskrptif



20

Tabel 2 memperlihatkan bahwa jumlah rootlet berbanding lurus dengan
waktu muncul rootlet yakni terdapat pada media dengan perlakuan NAA 3 mg/l
dan BAP 1 mg/l. Begitupun dengan jumlah rootlet yang sedikit juga terdapat pada
media dengan konsentrasi NAA 4 mg/l dan sitokinin 1 mg/l yakni dengan jumlah
rootlet satu.

Terbentuknya rootlet dipengaruhi oleh komposisi media dan zat-zat
tambahan pada media, seperti pemberian zat pengatur tumbuh pada percobaan ini.
Hasil yang diperoleh dalam percobaan ini tidak terlihat pertumbuhan akar secara
keseluruhan. Hal ini disebabkan karena belum adanya keseimbangan antara
konsentrasi NAA dan BAP sehingga tidak berpengaruh terhadap munculnya akar.

Pada penelitian ini tidak ada shootlet yang terbentuk sampai pada
pengamatan terakhir. Hal ini mungkin disebabkan belum adanya konsentrasi yang
seimbang antara NAA dan BAP terhadap terbentuknya shootlet. Bentuk kalus
yang dihasilkan dalam percobaan ini adalah kompak yang menyebabkan kalus
susah untuk beregenerasi menjadi shootlet.

Menurut Suliansyah (2009) kalus biasanya lebih mudah untuk meregenerasi
menjadi akar adventif dibandingkan tunas adventif. Pembentukan akar biasanya
berlangsung pada media yang mengandung konsentrasi auksin tinggi dan
konsentrasi sitokinin rendah. Sebaliknya pembentukan tunas dapat terjadi pada
jaringan kalus yang ditumbuhkan pada media yang mengandung konsentrasi
auksin rendah dan sitokinin tinggi.

Peranan auksin dalam kultur jaringan merangsang dan meningkatkan
pemanjang sel, pembelahan sel, dan pembentukan akar adventif. Auksin
berpengaruh pula untuk menghambat pembentukan tunas adventif dan tunas
aksilar, namun Kkehadirannya dalam medium kultur dibutuhkan untuk
meningkatkan embriogenesis somatik pada kultur suspensi sel (Pierik, 1997).
Konsentrasi auksin yang rendah akan meningkatkan pembentukan akar adventif,
sedangkan auksin konsentrasi tinggi akan meransang pembentukan kalus dan
menekan morfogenesis (Smith, 1992).
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4.2 Diameter Kalus (cm)

Pemberian berbagai konsentrasi NAA dan BAP memperlihatkan bahwa
tidak adanya interaksi antar kedua faktor terhadap diameter kalus kentang.
Pemberian NAA memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap diameter kalus
kentang. Sebaliknya pemberian BAP memberikan pengaruh bebeda tidak nyata
pada diameter kalus kentang. Data diambil setelah dianalisis secara sidik ragam.
Untuk lebih jelasnya pada Tabel 3 disajikan rata-rata diameter kalus setelah diberi
perlakuan berbagai konsentrasi NAA dan BAP.

Tabel 3. Diameter kalus kentang setelah diberi perlakuan dengan berbagai
konsentrasi NAA dan BAP pada kalus kentang (umur 7 MST).

Konsentrasi Konsentrasi BAP (mg/l) Rata-rata
NAA (mg/l) 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
1,00 0,74 0,63 0,78 0,68 062 069a
2,00 0,63 0,83 0,61 081 0,80 0,74a
3,00 0,75 0,82 0,63 0,62 0,52  0,67ab
4,00 0,65 0,67 0,55 0,50 051 058 b
KK = 20,30%

Angka-angka pada kolom yang sama diikuti huruf kecil yang sama berbeda tidak
nyata menurut uji DNMRT pada taraf 5%.

Tabel 3 memperlihatkan bahwa diameter kalus tertinggi terdapat pada
kombinasi NAA dan BAP dengan konsentrasi 2 mg/l dan 2 mg/l yakni 0,83 cm.
Diameter kalus yang terendah terdapat pada media dengan kombinasi NAA 4
mg/l dan BAP 4 mg/l. Rata-rata tertinggi diameter kalus kentang terdapat pada
pemberian konsentrasi NAA 2 mg/l.

Media yang terbaik dalam meningkatkan diameter kalus kentang pada
penelitian ini adalah media yang mengandung konsentrasi NAA 2 mg/l dan BAP
2 mg/l. Berbanding lurusnya antara konsentrasi NAA dan BAP mampu
meningkatkan luas diameter kalus kentang. Diameter kalus yang terendah terdapat
pada media dengan konsentarsi NAA 4 mg/l dan BAP 4 mg/l. Faktor yang
menyebabkan rendahnya diameter kalus kentang pada penelitian ini adalah zat
pengatur tumbuh yang ditambahkan pada media sangat tinggi yakni 4 mg/l.

Menurut Lakitan (1996), pemberian zat pengatur tumbuh dalam
konsentrasi yang sesuai dapat meningkatkan morfogenesis tanaman, tetapi apabila
zat pengatur tumbuh diberikan dalam konsentrasi yang berlebihan maka akan
menjadi penghambat bagi pertumbuhan morfogenesis tanaman. Gunawan (1998)
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menyatakan interaksi dan perimbangan antara zat pengatur tumbuh yang diberikan
dalam media dan diproduksi oleh sel secara endogen akan menentukan arah
perkembangan suatu kultur. Penambahan auksin atau sitokinin eksogen,
mengubah level zat pengatur tumbu endogen sel.

Media dengan penambahan auksin mampu meningkatkan diameter kalus.
Pernyataan ini diperkuat oleh pendapat Pierik (1997) dimana auksin mampu
meningkatkan pemanjangan sel dan pembelahan sel. Dan pada konsentrasi auksin
yang tinggi mampu meransang pembentukan kalus dan menekan morfogenesis
(Smith, 1992).

Ukuran kalus yang dipindahkan ke media regenerasi menentukan
keberhasilan regenerasi. Ukuran kalus yang lebih kecil akan sulit beregenerasi
atau mati. Pada penelitian ini, ukuran diameter kalus sebelum tanam + 0,4 cm.
Dari minggu pertama sampai dengan minggu terakhir pengamatan, pertumbuhan
kalus meningkat 2 kali lipat dari luas kalus awal tanam sehingga diperoleh
diameter kalus tertinggi yakni 0,83 cm.

4.3 Bobot Kalus(g)

Hasil analisis statistik bobot kalus disajikan pada Lampiran 5. Interaksi
NAA dan BAP memberikan pengaruh tidak berbeda nyata terhadap bobot kalus
kentang, namun pemberian NAA memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap
bobot kalus kentang. Pemberian BAP memberikan pengaruh tidak berbeda nyata
terhadap bobot kalus setelah diuji secara sidik ragam dengan uji F pada taraf 5 %.
Untuk lebih jelasnya, pada Tabel 3 disajikan rata-rata bobot kalus kentang setelah
diberi perlakuan berbagai konsentrasi NAA dan BAP.

Tabel 4. Bobot kalus setelah pemberian berbagai konsentrasi NAA dan BAP
terhadap kalus kentang (umur 7 MST)

Konsentrasi Konsentrasi BAP (mg/l) Rata-rata
NAA (mg/1) 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
1,00 0,47 0,38 0,43 0,39 0,44 0,41 be
2,00 0,38 0,43 0,29 0,6 0,67 047 b
3,00 0,90 0,70 0,6 0,47 0,41 0,62 a
4,00 0,32 0,35 0,27 0,25 0,30 030 c¢
KK = 37,7%

Angka-angka pada kolom yang sama diikuti huruf kecil yang sama berbeda tidak
nyata menurut uji DNMRT pada taraf 5%.
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Tabel 4 terlihat bahwa bobot kalus yang terbesar pada kombinasi NAA 3
mg/l dan BAP 1 mg/l yaitu 0,90 g. Hasil tersebut memberikan gambaran bahwa
media dengan pemberian konsentarsi NAA 3 mg/l dan BAP 1 mg/l mampu
memberikan hasil yang terbaik dalam memperbesar bobot kalus kentang. Bobot
kalus kentang yang paling terendah terdapat pada media dengan konsentrasi NAA
4 mg/l dan BAP 4 mg/l.

Menurut Wattimena (1987) pertumbuhan kalus akan terjadi apabila
konsentrasi auksin lebih tinggi daripada sitokinin. Hal ini terjadi karena secara
fisiologis auksin berperan dalam mendorong pembesaran dan pemanjangan sel
sehingga semakin besar dan panjang selnya dalam hal ini adalah kalus, maka akan
meningkatkan bobot kalus. Penambahan sitokinin (BAP) yang tinggi kedalam
media dapat menghambat pembentukan kalus sehingga cendrung menurunkan
bobot kalus (Fermila, 2005).

Namun pada media dengan perlakuan NAA 4 mg/l, bobot kalus menurun
jika dibandingkan dengan konsentrasi NAA 1 mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l. Hal ini
dikarenakan konsentrasi yang terlalu tinggi tidak baik bagi pertumbuhan kalus
dimana dalam hal ini bobot kalus. Pernyataan ini selaras dengan pendapat Moore
(1979) dan Wattimena (1988) menyatakan bahwa pemberian zat pengatur tumbuh
dengan konsentrasi terlalu tinggi bukanlah bersifat mendorong pertumbuhan akan
tetapi menghambat proses pembelahan sel. Hal ini dapat dilihat pada pemberian
konsentrasi auksin (NAA) yang tinggi yakni 4 mg/l mengakibatkan bobot kalus
sangat rendah yakni 0,25 g

4.4 Tekstur Kalus

Pengamatan tekstur kalus dilakukan pada minggu terakhir setelah tanam.
Pengamatan ini menggunakan mikroskop untuk membantu memperjelas hasil
gambar pengamatan. Hasil pengamatan dijelaskan secara deskriptif. Hasil
pengamatan didokumentasi menggunakan kamera digital, sehingga didapatkan
kesimpulan bahwa semua kalus yang diberi perlakuan berbagai konsentrasi NAA
dan BAP bertekstur kompak. Pada penelitian ini tidak ditemukan tekstur kalus
yang remah. Hasil pengamatan dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1. Tekstur kalus kentang  secara umum hasil mikroskop (400 Kkali

pembesaran)pada umur 7 minggu setelah tanam
Keterangan : A). Kalus kentang pada media NAA 2 mg/l dan BAP 4 mg/l, B). Kalus
kentang dengan media NAA 5 mg/ldan BAP 1 mg/l.

Bentuk kalus kompak adalah kalus yang terbentuk dari sekumpulan sel
yang kuat dan keras. Biasanya struktur kalus menggambarkan daya regenerasinya
membentuk tunas dan akar. Kalus yang berbentuk remah dan terdapat globular
(nodul-nodul) berwarna bening biasanya mempunyai kemampuan lebih tinggi
untuk membentuk tunas daripada kalus yang bersifat kompak dan berwarna
coklat-kehitaman. Dalam hal ini media yang digunakan untuk memacu regenerasi
kalus akan sangat menentukan. Keseimbangan nutrisi dalam media tumbuh sangat
mempengaruhi pertumbuhan kalus maupun diferensiasinya membentuk tunas
(Purnamaningsih, 2006). Morfogenesis eksplan tergantung kepada keseimbangan
auksin dan sitokinin di dalam media dan interaksi antara zat pengatur tumbuh
endogen di dalam tanaman dan zat pengatur tumbuh eksogen yang diserap dari
media tumbuh (Wattimena ef al., 1992).

Wattimena ef al., (1992) bahwa pembentukan kalus atau organ pada teknik
kultur in-vitro lebih dipengaruhi oleh genotipe sumber jaringan atau bahan yang
digunakan sebagai eksplan. Kalus yang dihasilkan dari jaringan tanaman yang
berasal dari varietas-varietas yang cukup dekat juga dapat berbeda dalam tekstur,

warna dan kemampuan morfogenesisnya.
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4.5 Warna Kalus

Pengamatan warna kalus dilakukan secara visual dengan menggunakan
color chart. Hasil yang diperoleh yakni terdapat variasi warna kalus setelah diberi
perlakuan dengan berbagai konsentrasi NAA dan BAP. Variasi warna dapat
dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Variasi warna kalus kentang pada pemberian berbagai konsentrasi NAA
dan BAP (umur 7 minggu setelah tanam)

Konsentrasi Konsentrasi BAP (mg/l)
NAA (mg/l) 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
1,00 Coklat Coklat Hijau Coklat Hijau
kekuningan keputihan keputihan
2,00 Putih Putih Coklat Hijau Hijau
kehijauan | kecoklatan | kekuningan | keputihan | kecoklatan
3,00 Hijau Hijau Coklat Putih Coklat
keputihan | kekuningan kecoklatan
4,00 Coklat Coklat Coklat Coklat Coklat

Tabel 5 dapat kita lihat terdapat 5 variasi warna kalus (Gambar 2). Kalus
berwarna hijau keputihan terdapat pada media dengan kombinasi NAA dan BAP
1 mg/l dan 5 mg/l, 2 mg/l dan 4 mg/l, 2 mg/l dan 4 mg/l,dan juga pada konsentrasi
3 mg/l NAA dan 2 mg/l BAP. Kalus yang berwarna coklat terdapat pada auksin
berkonsentrasi 4 mg/l yang dikombinasikan dengan berbagai konsentrasi BAP.

Kondisi warna kalus yang bervariasi menurut Hendaryono dan Wijayani
(2002) bisa disebabkan oleh adanya pigmentasi, pengaruh cahaya dan bagian
tanaman yang dijadikan sebagai sumber eksplan. Sitokinin yang ditambahkan
dalam media mampu menghambat proses perombakan butir-butir klorofil karena
sitokinin mampu mengaktifkan proses metabolisme dan sintesis protein
(Wattimena, 1988). Tanda bahwa kalus yang diregenerasikan dapat membentuk
tunas antara lain terjadinya perubahan warna dari kecoklatan atau dari kuning
menjadi putih kekuningan selanjutnya menjadi kehijauan, perubahan warna
tersebut merupakan tanda adanya morfhogenesis (Lestari dan Mariska, 2003).
Warna kalus kehijauan diduga karena konsentrasi BAP yang terdapat pada media
setara atau lebih tinggi daripada konsentrasi NAA. BAP sebagai sitokinin
memacu pembentukan klorofil, sebaliknya auksin bisa menjadi penghambat. Hal
ini sesuai dengan yang dikemukakan oleh George dan Sherrington (1984) akan
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terjadi penurunan pembentukan klorofil apabila terdapat 2,4-D pada kultur kacang
kapri, tomat, dan kentang.

Gambar 2. Variasi warna kalus kentang setelah pemberian NAA dan BAP
Keterangan A.NAA 3 mg/l dan BAP 1 mg/l warna kalus hijau keputihan
B. NAA 3 mg/l dan BAP 2 mg/I warna kalus hijau kekuningan
C.NAA 2 mg/l dan BAP 5 mg/l warna kalus hijau kecoklatan
D. NAA 2 mg/l dan BAP 2 mg/l warna kalus putih kecoklatan
E.NAA 4 mg/l dan BAP 4 mg/l warna kalus coklat
F.NAA I mg/l dan BAP 1 mg/l warna kalus coklat kekuningan



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilaksanakan pada pengaruh
pemberian NAA dan BAP terhadap regenerasi kentang hasil induksi mutasi EMS

dapat dirumuskan kesimpulan:

1. Tidak terdapat interaksi antara NAA dan BAP terhadap regenerasi kalus
kentang menjadi planlet, waktu muncul rootlet, jumlah rootlet, diameter
kalus dan bobot kalus.

2. Pemberian NAA 2,0 mg/l memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap
diameter kalus kentang dan pemberian NAA 3,0 mg/l memberikan
pengaruh berbeda nyata terhadap bobot kalus kentang.

3. Warna kalus yang dihasilkan adalah hijau keputihan, hijau kekuningan,
putih kecoklatan, coklat dan coklat kekuningan. Sedangkan tekstur kalus
yang terbentuk adalah kompak.

5.2 Saran

Disarankan untuk penelitian selanjutnya untuk dapat melakukan percobaan
dengan mengkombinasikan berbagai konsentrasi zat pengatur tumbuh sehingga
didapatkan media yang terbaik untuk meregenerasikan kalus menjadi planlet.
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Lampiran 2. Komposisi media Murashige dan Skoog
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Nama Stok | Bahan Kimia | Konsentrasi | Stok (mg) Ket.
, (mg/D)
CaCL.2H20 440.000 2200.00
KH2POs 170.000 850.00 | 5y Kelarutan
L. Makro | KNO3 1.900.000 950.00 250 ml
MgS04.7H20 370.000 1850.00 | Pipet 50 ml/l
NHs NO3 1.650.000 8250.00
CoCI2.6H20 0.025 1.25
CuS04.5H20 0.025 1.25
HsBOs3 6.200 310.00 | 50 « Kelarutan
II. Mikro | KI 0.830 41.50 250 ml
MnS04.4H20 22.300 1115.00 | Pipet5 ml/1
NazMo04.2H20 0.250 12.50
ZnS04.7H20 8.600 430.00
1L FeS0s.7H20 27.800 1390.00 | 50 x Kelarutan
Fe.NaEDTA 250 ml
Na2EDTA.2H,0 37.300 1865.00 | Pipet 5 mi/l
Glycine 2.000 100.00
V. Vitam Nicotinic Acid 0.500 25.00 | 50 X215<glar]utan
. V1 mn T n m
PYI.'ldO?(lnC—HCI 0.500 25.00 Pipet 5 ml/l
Thiamine-HCI 0.100 5.00
20xKelarutan
V. Myo Myo-inositol 100.000 2000.00 200 ml
Pipet 10 ml/l

Sumber : Murashige and Skoog (1962)
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Lampiran 3. Denah Penemparan Botol Kultur di Laboratorium Berdasarkan RAL

(Faktorial)
alb2! a2b4’ alb2? a2bl’ a3b1’
a2b2! adb3? a3b2® a2b5? a3b3°
22b5° a3bs! albl’ adb3' a3bl®
a3bs® alb2’ a2b1’® a2b3"' a2b3*
alb3? albs? adb1? a2b2? a3b3?
a2b4? alb1? a3b3’ a3b4’ a1b3’
a2b3’ alb4' adb2? adb1’ a3b3'
a2b2° alb1’ a3b2! a3b1® a3b2?
2 2 a2b1®
a3b3 adb4 adbs® albs’
a3b2° a3bd® albs' adb2! a3b5°
ARk .?ﬁ 1% Ahk hhk
2 3 2 1 .
a3b4 albd alb4 adb5 22b5
[ 313 hkk RAX [ 173 ' aaa
1 1 3 1 2
a3b4 a2bd alb3 adbd a3bl

Keterangan: axby = kombinasi perlakuan *= botol kultur 1,2,3= ulangan
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Lampiran 4. Deskripsi tanaman kentang batang hitam

Hasil Persilangan

Family

Genus

Spesies

CEltivar

Tinggi Tanaman

Struktur Tipe Daun

Bentuk batang

Warna batang

Bentuk umbi

Ukuran umbi

Warna kulit

Warna daging

Kedalaman mata

Dormansi

Umur Panen

Hasil Panen

Kegunaan

Ketahanan terhadap hawar daun
Ketahanan terhadap penyakit umbi

: Blauwe Reuzen x Fransen
: Solanaceae

: Solanum

: tuberosum

: Batang Hitam

: Menengah hingga tinggi

: Semi tegak dan menyebar
: Segi empat

: Pangkal ungu kehitaman

: Oval

: Sedang — Besar

: Kuning

: Kuning

: Cukup dangkal

: Sedang — panjang

: 101-110 hari

: Sedang

: Untuk konsumsi segar, industri pengolahan
: Rentan

: Rentan



Lampiran 5. Tabel analisis ragam dari beberapa variabel pengamatan

a. Bobot kalus (g)
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Sumber db JK KT F. hit F. tabel
Keragaman 5%
Faktor A 3 0,78 0,26 8,67 * 2,84
Faktor B 4 0,09 0,02 0,67" 2,61
Interaksi AB 12 0,7 0,058 1,94 2,00
Sisa 20 1.22 0,03
Total 40 2,79
KK =37.7%

*) = berbeda nyata

" = berbeda tidak nyata

b. Diameter kalus (cm)
Sumber db JK KT F. hit F. tabel
Keragaman 5%
Faktor A 3 0,21 0,07 378 * 2,84
Faktor B 4 0,12 0,03 1,62" 2,61
Interaksi AB 12 0,33 0.3 149" 2,00
Sisa 20 0,74 0,018
Total 40 1,39
KK =20,30 %

*) = berbeda nyata

" = berbeda tidak nyata
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