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RINGKASAN

Kultur jaringan merupakan salah satu teknik perbanyakan tanaman secara
vegetatif yang memiliki banyak keunggulan. Salah satu keunggulan dari teknik ini
adalah akan dihasilkan bibit tanaman yang tahan baik terhadap kondisi lingkungan
tertentu maupun ketahanan terhadap hama dan penyakit. Salah satu jenis tanaman
yang dibudidayakan secara kultur jaringan adalah kentang (Solanum tuberosum
L),

Pemenuhan akan kebutuhan kentang sering mengalami kendala akibat
~ terserang penyakit hawar daun. Di Indonesia penyakit ini dapat menurunkan hasil

sampai 80% pada musim hujan. Salah satu cara pengendalian penyakit ini dapat
dilakukan dengan menggunakan varietas yang tahan. Upaya untuk mendapatkan
varietas baru yang tahan salah satunya dapat dilakukan dengan cara mutasi pada
tanaman. Penggunaan mutagen fisik pada tanaman sangat dianjurkan
dibandingkan dengan mutagen kimia, karena akan mengakibatkan frekuensi
mutasi yang tinggi. Mutasi fisik ini dapat dilakukan dengan penyinaran yang
menggunakan beberapa sinar seperti sinar gamma dan sinar ultra violet (UV).

Efek radiasi sinar gamma dapat menyebabkan perubahan genetik di dalam
sel somatik (mutasi somatik), dapat diturunkan dan dapat menyebabkan terjadinya
perubahan fenotipe. Namun disisi lain penyinaran yang dilakukan pada kalus
kentang memungkinkan memberi pengaruh dalam kecepatan regenerasi kalus.
Regenerasi kalus menjadi plantlet adalah salah satu tahap yang penting dalam
teknik kultur jaringan. Salah satu hal yang membantu regenerasi kalus menjadi
Plantlet adalah dengan penggunaan zat pengatur tumbuh (ZPT).



Pada penelitian ini didapatkan hasil pada kalus kentang yang telah
diradiasi sinar gamma terjadi interaksi antara NAA dengan BAP pada beberapa
perlakuan. Pemberian beberapa konsentrasi NAA dan BAP pada kalus hasil
radiasi hanya mampu mempengaruhi pertumbuhan kalus seperti pertambahan
diameter kalus sedangkan untuk diferensiasi sel membentuk akar maupun tunas
belum dapat dipicu oleh perlakuan yang diberikan.

Konsentrasi NAA dan BAP terbaik yang mempengaruhi pertambahan
diameter kalus adalah pada konsentrasi 1.00 mg/l NAA dengan 2.00 mg/l BAP.
Sedangkan pada kalus kentang tanpa radiasi dengan penambahan 1.00 mg/l NAA
dengan 1.00 mg/l BAP dapat memicu kalus untuk berdiferensiasi membentuk

rootlet, shootlet, dan plantlet.
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Respon Kalus Kentang (Solanum tuberosum L.) Hasil Radiasi
Sinar Gamma terhadap Pemberian Beberapa Konsentrasi NAA
dan BAP secara In Vitro

ABSTRAK

Percobaan tentang Respon Kalus Kentang(Solanum tuberosum L.) Hasil Radiasi
Sinar Gamma terhadap Pemberian Beberapa Konsentrasi NAA dan BAP secara In
vitro telah dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Fakultas Pertanian
Universitas Andalas Padang. Percobaan ini dilaksanakan dari bulan Maret sampai
Agustus 2010. Tujuan penelitian ini adalah (i). Untuk melihat ada tidaknya
interaksi konsentrasi NAA dengan BAP pada regenerasi kalus kentang hasil
radiasi (ii). Untuk mendapatkan konsentrasi NAA dengan BAP terbaik bagi
regenerasi kalus kentang.

Percobaan ini disusun berdasarkan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dalam
bentuk faktorial dengan dua faktor dan tiga ulangan. Sebagai faktor pertama
adalah beberapa konsentrasi NAA yaitu 0.25 mg/l, 0.50 mg/l, 0.75 mg/l dan 1.00
mg/l. Faktor kedua adalah beberapa konsentrasi BAP yaitu 0.50 mg/l, 1.00 mg/1,
1.50 mg/l dan 2.00 mg/l. Data hasil percobaan dianalisis menggunakan sidik
ragam dan bagi yang berbeda nyata dilanjutkan uji BNJ pada taraf nyata 5 %.

Dari hasil percobaan ini menunjukkan terdapat interaksi konsentrasi NAA dengan
BAP tetapi belum mampu memicu kalus untuk beregenerasi baik untuk
membentuk tunas maupun akar. Tetapi konsentrasi NAA dengan BAP yang
diberikan telah mampu memacu pertambahan ukuran diameter kalus. Ukuran
diameter kalus terpanjang didapatkan pada perlakuan 1.00 mg/l NAA dengan 2.00
mg/l BAP.

vii



Potato (Solanum tuberosum L.) Callus Response Gamma
Radiation Result to several of NAA and BAP Concentrations In
accordance with In Vitro

ABSTRAC

Experiments on Potato Callus Response Radiation Results to several of the NAA
and BAP concentrations in accordance with in vifro have been conducted in the
Tissue Culture Laboratory of Agricultural Faculty of Andalas University in
Padang. The experiment was conducted from March to August 2010. The purpose
of this study were (i). To view the presence or absence of interaction
concentrations of NAA and BAP on callus regeneration potato radiation results
(ii). To obtain the best concentrations of NAA and BAP for potato callus
regeneration.

The experiment is based on completely randomized design (CRD) in factorial
form with two factors and three replications. As the first factor is the number of
NAA concentration of 0.25 mg/l, 0.50 mg/1, 0.75 mg/l and 1.00 mg/l. The second
factor is the number of BAP concentration of 0.50 mg/l, 1.00 mg/1, 1.50 mg/l and
2.00 mg/l. Experimental data were analyzed using ANOVA and significantly
different for the trial resumed BNJ at 5% significance level.

From the results of this experiment showed there is an interaction of NAA and
BAP concentrations given but have not been able to regenerate both triggered
callus to form shoots or roots. But the combination of NAA and BAP provided
has been able to trigger accretion callus diameter. The size of the longest diameter
of callus obtained on treatment 1.00 mg /1 NAA with 2.00 mg BAP.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kultur jaringan merupakan salah satu teknik perbanyakan tanaman secara
vegetatif yang memiliki banyak keunggulan. Salah satu keunggulan dari teknik ini
adalah akan dihasilkan bibit dalam jumlah yang banyak dan relatif seragam.
Selain itu teknik kultur jaringan sering digunakan untuk dapat menghasilkan
tanaman yang tahan baik terhadap kondisi lingkungan tertentu maupun ketahanan

terhadap hama dan penyakit.

Salah satu jenis tanaman yang dibudidayakan secara kultur jaringan adalah
kentang (Solanum tuberosum L.). Kentang merupakan salah satu komoditas
sayuran penting di Indonesia. Produksi kentang telah berkembang dengan pesat
selama dekade terakhir dan kini Indonesia telah menjadi negara penghasil kentang
terbesar di Asia Tenggara. Hal ini tidak terlepas dari peran Balai Penelitian
Tanaman Sayuran (Balitsa) dalam menghasilkan benih unggul kentang yang

bermutu.

Tanaman kentang memiliki kandungan karbohidrat, protein, asam amino
essensial, dan protein yang lengkap. Menurut Niederhauser (1993) perbandingan
protein dan karbohidrat tanaman kentang lebih tinggi bila dibandingkan dengan
tanaman cerealia. Oleh karena itu permintaan akan pemenuhan kebutuhan

kentang dari tahun ke tahun meningkat.



FAO menetapkan 2008 sebagai tahun kentang Internasional (Infernational
Potato Year), dimana kentang diharapkan sebagai pilihan diversivikasi sumber
karbohidrat yang dapat membantu memperkuat ketahanan pangan. Oleh karena itu
untuk menunjangnya perlu peningkatan produksi varietas kentang unggulan, baik
sebagai produk segar maupun olahan. Permasalahan yang selama ini terjadi adalah
rendahnya produktifitas kentang nasional, baru mencapai 10 ton/ha dari potensi

produksi 40 ton/ha (Baharuddin, 2009).

Pemenuhan akan kebutuhan kentang sering mengalami kendala akibat
terserang penyakit hawar daun. Di Indonesia penyakit ini dapat menurunkan hasil
sampai 80% pada musim hujan. Gejala penyakit dapat timbul pada semua tingkat
perkembangan tanaman. Bercak hitam kecoklatan atau keunguan mulai timbul
pada helai daun, tangkai, atau batang dan bila keadaan mendukung akan meluas

dengan cepat, sehingga dapat menyebabkan kematian.

Salah satu cara pengendalian penyakit ini dapat dilakukan dengan
menggunakan varietas yang tahan. Upaya untuk mendapatkan varietas baru yang
tahan salah satunya dapat dilakukan dengan cara mutasi pada tanaman. Mutasi
adalah perubahan genetik baik gen tunggal, sejumlah gen atau susunan kromosom,
dapat terjadi pada setiap bagian tanaman terutama bagian yang aktif melakukan
pembelahan sel (Micke dan Donini, 1993).

Mutasi ini dapat dilakukan secara fisik dan kimia. Penggunaan mutagen

fisik pada tanaman sangat dianjurkan dibandingkan dengan mutagen kimia,
karena akan mengakibatkan frekuensi mutasi yang tinggi. Mutasi fisik ini dapat



dilakukan dengan penyinaran yang menggunakan beberapa sinar seperti sinar
gamma dan sinar ultra violet (UV).

Radiasi sinar gamma sering digunakan dalam usaha pemuliaan tanaman
karena dapat meningkatkan variabilitas, sehingga dapat menghasilkan mutan baru
(Wattimena 1992; Al-Safadi et al., 2000). Selain itu sinar gamma (y) yang
bersumber dari isotop Cobalt-60 (Co-60) dan Caesium-137 (Cs-137) sering
digunakan karena (i) mempunyai panjang gelombang yang lebih pendek (10 -
0.01 nm) dibandingkan sinar UV (ii) mempunyai spektrum yang luas (iii)
penetrasi ke jaringan tanaman relatif mudah (iv) frekuensi mutasi yang terjadi

cukup tinggi, dan (v) mudah diaplikasikan (Van Harten, 1998).

Efek radiasi sinar gamma dapat menyebabkan perubahan genetik di dalam
sel somatik (mutasi somatik), dapat diturunkan dan dapat menyebabkan terjadinya
perubahan fenotipe. Perubahan tersebut dapat terjadi secara lokal pada tingkat sel
atau kelompok sel sehingga individu dapat menjadi kimera (memiliki dua

genotipe yang berlainan) (Ismachin, 1988).

Seperti contoh pada penelitian Zarmiyenni ef al. (2007) tentang resistensi
pisang barangan hasil radiasi sinar gamma terhadap Fusarium oxysporum f.sp.
cubense yang dilakukan secara in vifro menunjukkan bahwa tunas yang diradiasi
sinar gamma, baik 10 Gy maupun 20 Gy memiliki ketahanan yang lebih tinggi
terhadap perlakuan asam fusarat dibandingkan tunas kontrol (persentase layu yang
lebih rendah dan persentase recovery yang lebih tinggi dibandingkan plantlet

kontrol). Artinya disini adalah terdapat mutasi pada tunas yang telah disinari



sehingga memiliki ketahanan terhadap Fusarium bila dibandingkan dengan yang

tanpa diradiasi.

Pada penelitian ini digunakan kalus kentang yang telah diradiasi dengan
sinar gamma dengan kekuatan 30 Gy, hal ini dikarenakan jumlah kalus terbanyak
yang dapat bertahan setelah beberapa kali subkultur dari penelitian sebelumnya
adalah kalus yang disinari gamma 30 Gy. Selain itu dengan semakin tinggi tingkat
radiasi yang diberikan pada tanaman, semakin mudah tanaman tersebut
mengalami mutasi sehingga tingkat keragaman somaklonal semakin tinggi.
Pemberian radiasi sinar gamma dengan dosis 10 — 100 Gy pada kalus dapat

menyebabkan peningkatan keragaman somaklonal (Van Harten, 1998).

Namun disisi lain penyinaran yang dilakukan pada kalus kentang
memungkinkan memberi pengaruh dalam kecepatan regenerasi kalus. Menurut
pendapat Cassaret (1968) perlakuan radiasi akan menyebabkan kerusakan sel atau
terhambatnya metabolisme sel karena adanya gangguan sintesis RNA sehingga

sintesis enzim yang diperlukan untuk pertumbuhan terhambat.

Regenerasi kalus menjadi plantlet adalah salah satu tahap yang penting
dalam teknik kultur jaringan. Plantlet adalah hasil perbanyakan tanaman yang
secara in vitro yang terdiri dari rootlet (akar) dan shootlet (tunas). Salah satu hal
yang membantu regenerasi kalus menjadi plantlet adalah dengan penggunaan zat
pengatur tumbuh (ZPT). Auksin dan sitokinin adalah dua ZPT yang umumnya
digunakan untuk meregenerasikan kalus menjadi plantlet. Komposisi auksin dan
sitokinin dalam media kultur in vitro memainkan peranan penting dalam induksi

dan regenerasi kalus menjadi tunas / shootlet (Zheng et al., 1999). Kombinasi



yang tepat dari auksin dan sitokinin sangat menunjang keberhasilan regenerasi

kalus.

Interaksi antara auksin dan sitokinin merupakan hal yang krusial dalam
mengontrol proses pertumbuhan dan perkembangan dalam kultur in vitro (Gaba,
2005). Walaupun auksin berperan utama dalam pembelahan sel, namun pada
beberapa tanaman sitokinin juga sangat dibutuhkan untuk poliferasi kalus
(Wattimena er al., 1992). Nisbah antara auksin dan sitokinin yang akan
menentukan apakah kalus akan beregenerasi. Menurut Husein ef al. (2005) media
yang paling sesuai untuk regenerasi kalus kentang adalah media MS dengan 2.00

mg/l BAP dengan 0.50 mg/l IAA.

Beberapa konsentrasi ZPT yang digunakan dalam regenerasi kalus hasil
radiasi tentunya akan mendapatkan respon berbeda-beda pada tiap kalus hasil
radiasi. Oleh karena hal tersebut diatas penulis tertarik melakukan penelitian yang
berjudul “Respon Kalus Kentang (Solanum tuberosum L.) Hasil Radiasi Sinar
Gamma terhadap Pemberian Beberapa Konsentrasi NAA dan BAP secara In

Vitro”.

1.2 Perumusan Masalah

Berdasarkan paparan di atas maka dapat diramuskan beberapa
permasalahan yaitu (i). Apakah terjadi interaksi antara NAA dengan BAP yang
diberikan pada kalus kentang hasil radiasi. (ii). Berapakah konsentrasi NAA

dengan BAP yang terbaik untuk meregenerasikan kalus kentang hasil radiasi.



1.3 Tujuan

Penelitian ini bertujuan (i). Untuk melihat ada tidaknya interaksi
konsentrasi NAA dengan BAP pada regenerasi kalus kentang hasil radiasi (ii).
Untuk mendapatkan konsentrasi NAA dan BAP terbaik bagi regenerasi kalus

kentang.

1.4 Hipotesis
Adapun hipotesis dari penelitian ini adalah (i). Adanya interaksi antara
konsentrasi NAA dengan BAP yang digunakan pada perkembangan kalus kentang

(ii). Konsentrasi NAA dengan BAP akan memberikan pengaruh yang berbeda

terhadap perkembangan kalus.

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan akan dapat memberikan informasi tentang
konsentrasi NAA dengan BAP yang tepat, untuk diberikan kepada kalus kentang
yang telah diradiasi sinar gamma dengan kekuatan 30 Gy, sehingga kalus tersebut

dapat beregenerasi.



I. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kentang (Solanum tuberosum)

Tanaman kentang (Solanum tuberosum L.) merupakan tanaman semusim
yang berbentuk semak, termasuk Divisi Spermatophyta, Subdivisi Angiospermae,
Kelas Dicotyledonae, Ordo Tubiflorae, Famili Solanaceae, Genus Solanum, dan
Spesies Solanum tuberosum L. (Beukema, 1977). Di Indonesia pertanaman
kentang banyak diusahakan di daerah dataran tinggi (1000 — 3000 m dpl) dengan
sentra produksi kentang adalah Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa Timur, Sulawesi

Selatan, Sumatra Utara, Sumatra Barat, dan Jambi.

Saat masuknya tanaman kentang di Indonesia tidak diketahui dengan pasti,
tetapi pada tahun 1794 tanaman kentang ditemukan telah ditanam di sekitar
Cisarua (Kabupaten Bandung). Pada tahun 1811 tanaman kentang telah tersebar
luas di Indonesia, terutama di daerah-daerah pegunungan di Aceh, Tanah Karo,
Sumatera Barat, Bengkulu, Sumatera Selatan, Minahasa, Bali, dan Flores. Di Jawa
daerah-daerah pertanaman kentang berpusat di Pangalengan, Lembang, dan Pacet
(Jawa Barat), Wonosobo dan Tawangmangu (Jawa Tengah), serta Batu dan

Tengger (Jawa Timur) (Permadi, 1989).

Daerah yang mempunyai suhu udara maksimal 30°C dan suhu udara
minimum 15°C adalah sangat baik untuk pertumbuhan tanaman kentang daripada
daerah yang mempunyai suhu relatif konstan yaitu rata-rata 24°C. Di daerah
beriklim sub tropis dan di dataran tinggi tropika pembentukan umbi terjadi dengan
baik pada suhu siang 25° C dan suhu malam 17° C atau lebih rendah. Suhu tanah

yang baik untuk pertumbuhan umbi adalah 14.9 sampai 17.7° C (Ashandhi dan



Gunadi, 2006). Menurut Mahmood e al. (2002) suhu tanah berhubungan dengan

proses penyerapan unsur hara oleh akar, fotosintesis dan respirasi.

Kentang merupakan salah satu pangan utama dunia setelah padi, gandum,
dan jagung (Wattimena, 2000). Disamping itu, kentang termasuk salah satu
komoditas hortikultura yang mempunyai nilai perdagangan domestik dan potensi

ekspor yang cukup baik.

Namun demikian, kemampuan produksi kentang Indonesia hanya dapat
memenuhi 10% konsumsi kentang nasional, yaitu 8.90 juta ton per tahun
(Wattimena, 2000). Secara umum produktivitas kentang Indonesia masih rendah
yaitu 16.20 t ha-1 (BPS, 2006), sedangkan produktivitas kentang negara sub tropis

mencapai 37.80 t ha-1 (Nonnecke, 1989).

Kendala peningkatan produksi kentang di Indonesia diantaranya yaitu )
rendahnya kualitas dan kuantitas bibit kentang, yang merupakan perhatian utama
dalam usaha peningkatan produksi kentang di Indonesia, (2) teknik budidaya yang
masih konvensional, (3) faktor topografi, dimana daerah dengan ketinggian
tempat dan temperatur yang sesuai untuk pertanaman kentang di Indonesia sangat
terbatas, dan (4) daerah tropis Indonesia merupakan tempat yang optimum untuk
perkembangbiakan hama dan penyakit tanaman kentang (Kuntjoro, 2000).
Penanaman bibit kentang bermutu, tepat waktu dan tepat umur fisiologis adalah

faktor utama penentu keberhasilan produksi kentang (Wattimena, 2000).



Penyakit Late Blight atau yang biasa dikenal hawar daun pada kentang
(Solanum tuberosum L.) merupakan penyakit yang sering menjadi kendala dalam
budidaya kentang. Penyakit hawar daun disebabkan oleh jamur Phytophthora
infestans. Penyakit ini menjadi salah satu penyakit penting pada tanaman kentang
di Indonesia. Penyakit hawar daun sangat merusak dan sangat sulit dikendalikan,
karena Phytophthora infestans merupakan jamur patogen yang memiliki

patogenitas yang beragam.

Pada umumnya patogen ini berkembang biak secara aseksual dengan
zoospora, tetapi dapat juga berkembang biak secara seksual dengan oospora.
Jamur ini bersifat heterotalik, artinya perkembangbiakannya secara seksual atau
pembentukan oospora-nya hanya terjadi bila adanya perkawinan silang antara dua

isolat Phytophthora infestans yang mempunyai tipe perkawinan berbeda.

Saat ini di Indonesia belum terdapat varietas kentang yang tahan terhadap
penyakit hawar daun, sehingga menyulitkan petani untuk menghindari penyakit
ini. Pengendalian penyakit dapat dilakukan dengan melaksanakan beberapa usaha
secara terpadu, antara lain hanya menanam bibit yang sehat, tidak menanam
tanaman kentang pada lahan yang sebelumnya pernah ditanami tanaman sejenis
contoh tomat dan terung, penyemprotan dengan fungisida, menanam jenis-jenis
tanaman yang tahan, menjaga kebersihan lahan dan menggunakan varietas yang

tahan (www.litbang.deptan.go.id/ 2010).

Untuk mendapatkan varietas yang tahan dapat dilakukan dengan seleksi in
vitro. Seleksi in vitro lebih efesien dan hasilnya dapat dipertanggungjawabkan,

karena melalui seleksi in vitro jutaan sel dapat diseleksi dengan hanya
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menggunakan beberapa botol kultur atau Perri dish, berbeda dengan seleksi di
lapangan yang harus menggunakan beratus - ratus tanaman yang diuji pada areal
yang lebih luas. Selain itu seleksi in vifro tidak terlalu dipengaruhi oleh
lingkungan serta memungkinkan melakukan seleksi pada tingkat sel (Biswas et
al., 2002).

2.2 Kultur Jaringan

Kultur jaringan sebagai salah satu teknik yang digunakan untuk
memperbanyak tanaman dengan menggunakan potongan kecil jaringan atau organ
tanaman yang dipelihara dalam suatu medium dan dikerjakan seluruhnya dalam
keadaan aseptik (Katuuk, 1989). Teknik kultur in vitro telah dikenal lama dan
merupakan alat yang efisien untuk multiplikasi klonal secara cepat (Rout dan Das,

2002).

Teknik kultur in vitro didasarkan pada empat prinsip yaitu 1). totipotensi
2). kompetisi 3). determinasi dan 4). pengaturan zat pengatur tumbuh tertentu
(Hartmann et al, 1990). Selanjutnya George dan Shernington (1984)
mengemukakan ada empat faktor yang mempengaruhi pertumbuhan dan
morfogenesis dalam kultur in vitro, yaitu : Genotipe, media kultur, lingkungan

tumbuh, dan eksplan yang digunakan.

Potongan kecil jaringan atau organ itu disebut eksplan (Pierik, 1987).
Sebagai respon terhadap hormon, baik endogen maupun eksogen akan muncul
kalus. Kalus dapat juga terbentuk pada bagian yang tidak mengalami luka akibat
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irisan dan sering muncul dari bagian ibu tulang daun atau tulang daun, bila helaian

daun digunakan sebagai eksplan (Street, 1976; George dan Sherrington, 1984).

Eksplan yang terlalu kecil daya tahan untuk hidup kurang bagus dan
tingkat kegagalannya tinggi. Sebaliknya eksplan yang terlalu besar akan mudah
terkontaminasi dan mudah menggulung sehingga bagian eksplan yang kontak
dengan medium sedikit (George dan Sherrington, 1984). Ukuran eksplan yang
paling baik adalah antara 0,5 - 1 cm, tetapi ukuran ini dapat bervariasi tergantung

bagian tanaman yang digunakan sebagai bahan eksplan serta jenis tanaman.

Teknik perbanyakan kultur jaringan terdiri atas tiga tahap. Tahap pertama
merupakan tahap sterilisasi jaringan tanaman (eksplan) supaya diperoleh kultur
yang bebas dan kontaminasi mikroba; tahap kedua adalah tahap memindahkan
jaringan (eksplan) tersebut ke medium yang menunjang perakaran; dan tahap

ketiga memindahkan tunas yang terbentuk ke media perakaran (Drew, 1980).

Media yang memenuhi syarat adalah media yang mengandung nutrien
makro dan nutrien mikro dalam kadar dan perbandingan tertentu, sumber tenaga,
air, asam amino, vitamin, dan zat pengatur tumbuh. Kadang-kadang diperlukan
penambahan zat lain seperti yeast, ekstra malta tau cairan tanaman sebagai

sumber zat perangsang pertumbuhan (Wetherell, 1982).

Ketepatan pemberian zat hara sangat penting sebab perkembangan eksplan
hanya tergantung semata-mata pada susunan zat hara yang terlarut dalam medium
itu (Katuuk, 1989). Dari sekian banyak jenis media dasar yang digunakan dalam

teknik kultur jaringan, tampaknya media Murashige dan Skoog (MS) mengandung
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jumlah hara organik yang layak untuk memenuhi kebutuhan banyak jenis sel

tanaman dalam kultur (Gunawan, 1990).

Dua golongan zat pengatur tumbuh yang sangat penting adalah auksin dan
sitokinin (Gunawan, 1990). Keseimbangan zat pengatur tumbuh khususnya auksin
dan sitokinin dalam media sangat menentukan keberhasilan suatu kultur
(Gunawan, 1992). Auksin berperan dalam pembentukan akar, kalus, klorofil, dan
morfogenesis. Sitokinin merangsang pembelahan sel, merangsang inisiasi tunas
dan poliferasi tunas. Jika konsentrasi Auksin dalam jaringan tanaman tinggi maka
kemungkinan akan terbentuk kalus, dan akar dan bila konsentrasi Sitokinin tinggi

maka kemungkinan akan terbentuk tunas (Wattimena, 1988).

Dalam percobaan in vitro auksin dan sitokinin sering digunakan karena
tidak mudah terdegradasi (Wiendi ef al., 1991). Salah satu hal yang menyebabkan
degradasi pada ZPT dapat disebabkan oleh pemanasan yang dilakukan ketika
pembuatan dan sterilisasi media. Contoh zat pengatur tumbuh golongan sitokinin
adalah Benzil Amino Purine (BAP). Apabila diberikan bersama-sama auksin akan
mendorong pembelahan sel dan menentukan differensiasi sel tanaman
(Wattimena, 1986). Diferensiasi sel pada tanaman akan menentukan tanaman
untuk dapat beregenerasi baik untuk membentuk akar (rootler) maupun untuk

membentuk tunas (shootlef).

Auksin adalah ZPT yang merangsang pembentukan akar (Hendaryono dan
Wijayani, 1994). Auksin memberikan pengaruh terhadap aspek perkembangan
tumbuhan seperti perpanjangan sel dengan cara mempengaruhi metabolisme dari

dinding sel. Auksin menyebabkan bahan yang dihasilkan oleh dinding sel primer
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ditranslokasikan ke ujung bagian tunas dan akar akibatnya ujung tunas atau akar

mengalami perpanjangan sel (Heddy, 1996).

Perpanjangan sel oleh auksin didasarkan pada hipotesis pertumbuhan asam
(acid growth hypothesis), pemompaan proton membran plasma memegang
peranaan utama dalam respon pertumbuhan sel terhadap auksin. Di daerah
perpanjangan tunas, auksin menstimulasi pemompaan proton membran plasma
dan dalam beberapa menit auksin akan meningkatkan potensial membran (tekanan

melewati membran) dan menurunkan pH dalam dinding sel.

Pengasaman dinding sel ini akan mengaktifkan enzim yang disebut
ekspansin yang memecah ikatan hidrogen antara mikrofibril sellulose dan
melonggarkan struktur dinding sel. Ekspansin dapat melemahkan integritas kertas
saring yang dibuat dari selulose murni. Penambahan potensial membran akan
meningkatkan pengambilan ion kedalam sel, yang menyebabkan pengambilan air
secara osmosis. Pengambilan air bersama dengan penambahan plastisitas dinding

sel, memungkinkan sel memanjang. Hal in dapat dlihat pada gambar dibawah ini.

Gambar mekanisme perpanjangan sel oleh auksin berdasarkan Acid growth
hypothesis. ( Campbell and Recce, 2002)
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Auksin sangat berperan dalam proses pembentukan tunas. Auksin secara
alami dihasilkan oleh tumbuhan dalam bentuk Indol Asetic Acid (IAA) yang
banyak dihasilkan di daerah meristem apikal (Campbell, 2000). Peran auksin yang
pertama dalam propagasi in vitro adalah merangsang pembelahan dan pembesaran
sel yang terdapat pada pucuk tanaman, dan menyebabkan terbentuknya pucuk

baru. Selanjutnya auksin akan merangsang pembetukan akar (Wetherell, 1982).

Naphthalene Acetic Acid (NAA) adalah zat pengatur tumbuh yang
tergolong auksin. Pengaruh auksin terhadap perkembangan sel menunjukkan
bahwa auksin dapat meningkatkan sintesis protein. NAA adalah auksin sintetik
yang sering ditambahkan dalam media tanam karena mempunyai sifat lebih stabil
dari pada IAA.

Menurut Hendaryono dan Wijayani (1994) IAA dapat mengalami
degradasi yang disebabkan adanya cahaya atau enzim oksidatif. Oleh karena
sifatnya yang labil IAA jarang digunakan dan hanya merupakan hormon alami
yang ada pada jaringan tanaman yang digunakan oleh eksplan. Sedangkan NAA
tidak mudah terurai oleh enzim yang dikeluarkan sel atau pemanasan pada proses
sterilisasi.

Sitokinin berperan dalam merangsang proses sitokinesis (pembelahan sel)
pada jaringan, seperti yang terjadi pada empulur tembakau, floem dan batang
kedelai (Lakitan, 1996). Di samping itu sitokinin Jjuga berperan dalam merangsang
pertumbuhan tunas daun (Wetherell, 1982). BAP dan Kinetin merupakan
sitokinin sintetik sedangkan zeatin merupakan sitokinin alami. Zeatin tidak stabil
bila terkena cahaya dan harus disimpan dalam kondisi gelap, sedangkan BAP

lebih stabil dalam cahaya.
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George dan Sherrington (1984) melaporkan auksin (IBA, NAA, dan 2,4 D)
digunakan dalam media kultur in vitro dengan kisaran 0.001 — 10 ppm, sedangkan
sitokinin (BAP) dalam kisaran 0,04 — 50 mikrometer (0.01 - 11.27 ppm) untuk
menginduksi tunas. Eksplan dari tunas pucuk mempunyai kandungan hormon
endogen auksin lebih tinggi dan sistem pertahanan diri lebih tinggi sehingga lebih

baik dari jaringan tua (Drew, 1980 ; Wiendi et al., 1995).

2.3 Mutasi

Mutasi adalah perubahan genetik baik gen tunggal, sejumlah gen ataupun
susunan kromosom, dapat terjadi pada setiap bagian tanaman terutama bagian
yang aktif melakukan pembelahan sel (Micke dan Donini, 1993). Secara luas
mutasi dihasilkan oleh segala macam tipe perubahan genetik yang mengakibatkan
perubahan fenotipe yang diturunkan, termasuk keragaman kromosom maupun
mutasi gen. Mutasi juga dapat disebut sebagai perubahan materi genetik pada
tingkat genom, kromosom dan DNA atau gen sehingga menyebabkan terjadinya

keragaman genetik (Soeranto, 2003).

Keragaman genetik yang terjadi didalam kultur jaringan dapat disebabkan
oleh penggandaan jumlah kromosom (fusi endomitosis), perubahan struktur
kromosom (pindah silang), perubahan gen gen dan sitoplasma (Evans dan Sharp,
1986). Yang mana perubahan ini akan terlihat secara fenotipe pada tanaman.
Keragaman genetik dapat dicapai antara lain melalui fase tak berdiferensiasi yang

relatuf panjang (Wattimena, 1992).
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Keragaman genetik / variasi somaklonal yang didapatkan akan dapat
menghasilkan varietas tanaman baru. Hal ini diperkuat oleh pernyataan Muller et
al. (1990) variasi somaklonal pada tanaman yang dihasilkan dari kultur jaringan
dapat digunakan untuk menghasilkan kultivar baru.

Mutasi dapat terjadi secara tiba-tiba dan acak, merupakan dasar sebagai
sumber keragaman bagi tanaman dan bersifat terwariskan (heritance). Mutasi
dapat terjadi secara spontan di alam (sponfaneous mutation) dan dapat terjadi
melalui induksi (induced mutation) (Koornneef, 1991). Induksi mutasi dapat
dilakukan secara fisik maupun kimia. Radiasi dapat menyebabkan terjadinya
mutasi (Poespodarsono, 1988). Penggunaan mutagen fisik seperti radiasi sinar
gamma pada kultur in vitro banyak dilaporkan penggunaannya dalam upaya
mendapatkan keragaman somaklonal dengan berbagai karakter unggul yang

diinginkan (Ahloowalia, 1990).

Keragaman somaklonal umumnya bersumber dari keragaman genetik
eksplan dan dalam media kultur jaringan (Wattimena, 1992). Keragaman
somaklonal merupakan mutasi in vitro yang secara efektif dapat ditingkatkan
frekuensi terjadinya mutan somaklonal melalui pemberian mutagen fisik
(Ahloowalia dan Maluszynski, 2001). Mutasi yang dihasilkan melalui mutagen
fisik telah intensif digunakan untuk memperbaiki sifat tanaman (Das ef al., 2000).
Kombinasi antara teknik in vifro dan induksi mutagen fisik direkomendasikan
untuk memperbaiki kultivar tanaman yang diperbanyak secara vegetatif

(Maluzynski et al., 1995; Das et al., 2000).
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Penggunaan radiasi sinar gamma pada kultur in vifro umumnya dilakukan
pada dosis rendah (Al-Safadi ef al., 2000; La Vina ef al., 2001) dan dengan dosis
rendah dapat menstimulasi pertumbuhan tanaman secara in vitro (Al-Safadi ef al.,
2000). Selain itu juga dapat menginduksi perubahan fisiologis dan biokimia
tanaman (Berezina dan Kaushanskii, 1989). Radiasi sinar gamma sebaiknya
dilakukan pada sel-sel yang masih aktif membelah seperti kalus karena sel-sel

tersebut bersifat sensitif terhadap radiasi sinar gamma.

Pemberian radiasi sinar gamma dengan dosis 10 — 100 Gy pada kalus
dapat menyebabkan peningkatan keragaman somaklonal (Van Harten, 1998).
Kombinasi antara teknik in vitro dan induksi mutagen fisik direkomendasikan
untuk memperbaiki kultivar tanaman yang diperbanyak secara vegetatif
(Maluzynski et al., 1995; Das et al., 2000). Mutasi yang dihasilkan melalui
mutagen fisik telah intensif digunakan untuk memperbaiki sifat tanaman (Das et

al., 2000).

Variasi somaklonal mempunyai aspek positif dan negatif (Henke et al.,
1985). Selain kelebihannya pemberian radiasi sinar gamma juga memiliki
beberapa kekurangan diantaranya menurut pendapat Cassaret (1961) perlakuan
radiasi akan menyebabkan kerusakan sel atau terhambatnya metabolisme sel
karena adanya gangguan sintesis RNA schingga sintesis enzim yang diperlukan
untuk pertumbuhan terhambat. Dengan adanya gangguan struktur DNA akan
menyebabkan enzim yang dihasilkan kehilangan fungsinya. Perlakuan radiasi
dapat menyebabkan enzim yang merangsang pertunasan menjadi tidak aktif,
sehingga pertumbuhan tanaman terhambat, hal ini berhubungan pula dengan

tinggi tanaman.



IILBAHAN DAN METODA

3.1 Waktu dan tempat
Percobaan dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Fakultas
Pertanian Universitas Andalas Padang. Pelaksanaan dimulai dari bulan Maret

sampai Agustus 2010, jadual kegiatan dapat dilihat pada Lampiran 1.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan adalah eksplan yang berasal dari kultur kalus
kentang batang hitam tanpa radiasi dan kalus hasil radiasi sinar gamma dengan
kekuatan 30 Gy (deskripsi tanaman dapat dilihat pada Lampiran 2), alkohol 70 %,
agar 8 g, gula 30 g, stok A, B, C, D, E dan F serta vitamin (media MS, komposisi
media dapat dilihat pada Lampiran 3), NAA, BAP, NAOH, HCI dan aquadest

steril.

Alat yang digunakan dalam subkultur adalah botol kultur, plastik kaca
ukuran 5 kilo dan plester, plastic wrap, Petri dish, gelas piala, stirer, kertas
lakmus, autoclave, Laminar Air Flow Cabinet (LAFC), spritus, kertas saring,
scapel, gunting, pinset, spatula, timbangan analitik, pipet mikro, penggaris dan

buku catatan.

3.3 Rancangan
Rancangan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan dua faktor yaitu 4 konsentrasi NAA dan 4 konsentrasi

BAP (4x4), dengan 3 ulangan sehingga didapatkan 48 satuan percobaan. Setiap
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satuan percobaan memiliki 5 botol kultur sehingga terdapat 240 botol kultur.

Denah peletakan perlakuan dapat dilihat pada Lampiran 4.

Faktor pertama adalah konsentrasi NAA yaitu :
0.25 mg/l NAA (A1)
0.50 mg/l NAA (A2)
0.75 mg/l NAA (A3)
1.00 mg/l NAA (A4)
Faktor kedua adalah konsentrasi BAP
0.5 mg/l BAP (B1)
1.0 mg/l BAP (B2)
1.5 mg/l BAP (B3)

2.0 mg/l BAP (B4)

Data hasil pengamatan diuji secara statistik, bila terdapat perbedaan yang
nyata maka dilakukan uji lanjut dengan uji beda nyata jujur (BNJ). Model
matematika yang digunakan untuk melihat pengaruh kedua faktor perlakuan
terhadap regenerasi kalus kentang adalah sebagai berikut :

Yijk = p + Bi + Nj + (BN)ij + € ijk

Dimana :

i = konsentrasi NAA

j = konsentrasi BAP

k = banyak ulangan

Yik = nilai pengamatan pada satuan percobaan yang memperoleh

perlakuan konsentrasi NAA yang ke i, dengan konsentrasi
BAP ke j, pada ulangan ke k



20

p = nilai tengah umum

Bi = pengaruh konsentrasi NAA ke i

Nj = pengaruh konsentrasi BAP ke j

(BN)ij = pengaruh konsentrasi ke i pada konsentrasi ke j

€ijk = pengaruh galat pada satuan yang memperoleh perlakuan
konsentrasi NAA ke i dengan konsentrasi BAP ke j pada
ulangan ke k

3.4 Pelaksanaan

Pelaksanaan meliputi dua tahap yaitu subkultur kalus kentang dan

regenerasi kalus kentang,

Subkultur kalus kentang

2

Sterilisasi Alat

Alat-alat yang digunakan seperti botol kultur, scapel, pinset, gunting
terlebih dahulu disterilisasi di autocalve sebelum digunakan. Sterilisasi
dilakukan hingga dicapai tekanan 15 psi dan suhu 121° C, setelah
didapatkan tekanan dan suhu yang seharusnya maka dipertahankan selama

+ 30 menit.

Botol kultur dimasukkan ke dalam plastik 5 kg terlebih dahulu sebelum
dimasukan ke dalam autoclave, untuk alat-alat yang lain pun demikian.
Hal ini dilakukan agar memudahkan dalam penyimpanan. Lalu alat yang

telah disterilkan tadi dapat disimpan sebelum digunakan.
Persiapan media

Media yang digunakan adalah media MS dengan penambahan 3.00 mg/l

NAA dengan 5.00 mg/l BAP. Jumlah media yang dibuat sebanyak 6 liter
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media MS untuk setiap botol diisikan media sebanyak 25 ml sehingga
jumlah media untuk setiap satuan percobaan 125 ml. Media yang telah
dibuat disterilkan terlebih dahulu sebelum disimpan pada ruang inkubasi.
Inkubasi media dilakukan selama seminggu. Hal ini dimaksudkan agar

dapat melihat ada atau tidaknya media yang terkontaminasi.

. Penanaman

Subkultur kalus kentang dilakukan didalam Laminar Air Flow Cabinet
(LAFC). Sebelum LAFC digunakan, dilakukan penyemprotan dengan
menggunakan alkohol setelah itu lampu UV yang terdapat pada LAFC
dihidupkan terlebih dahulu selama + 30 menit dan dipastikan LAFC dalam
keadaan tertutup dan setelah 30 menit lampu UV dimatikan dan LAFC
siap digunakan untuk tempat penanaman. Hal ini dilakukan untuk tujuan

sterilisasi LAFC.

Semua alat-alat yang akan dimasukkan terlebih dahulu disemprot
menggunakan alkohol. Setelah itu dilakukan penanaman, kalus kentang
dipotong-potong di Petri dish menjadi beberapa bagian yang berukuran
baik panjang, lebar dan tingginya + 0.5 cm lalu ditanam didalam media
dengan konsentrasi 3.00 mg/l NAA dengan 5.00 mg/l BAP. Setelah
penanaman, hasil subkultur disimpan didalam ruang inkubasi hingga
ukuran kalus bertambah dan siap untuk dipindahkan kedalam media
regenerasi (media perlakuan). Waktu yang dibutuhkan untuk subkultur
kentang ini adalah satu bulan. Tujuan dari subkultur ini adalah untuk

memperbanyak jumlah kalus.
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Renegerasi kalus kentang

3.5

Untuk tahapan regenerasi kalus kentang, persiapan yang dilakukan sama
dengan pada saat subkultur. Yang berbeda hanya pada pembuatan media
yaitu pada media untuk regenerasi digunakan beberapa konsentrasi NAA dan
BAP sesuai dengan perlakuan (perhitungan pemipetan dapat dilihat pada

Lampiran 5).
Pengamatan

Pengamatan regenerasi kalus kentang meliputi (denah peletakan sampel dapat
dilihat pada Lampiran 6) :

Diameter kalus (cm)

Pengamatan pertama ini dilakukan diawal ketika penanaman dan untuk
pengamatan kedua yaitu setelah kalus berumur satu bulan hal ini dikarenakan
perkembangan kalus baru terlihat setelah kalus berumur satu bulan setelah

tanam. Pengukuran menggunakan penggaris dengan mengukur kalus dari alas
bawah botol baik secara horizontal dan vertikal. Rata-rata diameter kalus
didapatkan dengan menjumlahkan diameter horizontal dan vertikal lalu dibagi

dua.
Persentase eksplan tidak beregenerasi (%)

Pengamatan terhadap persentase eksplan tidak beregenerasi dilakukan pada

akhir penelitian. Pengamatan ini dihitung dengan rumus :

Persentase eksplan tidak beregenerasi = Lot sRayian Sitek berdgenarasi x 100 %
Jumiah seluruk sksplan
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c. Persentase eksplan membentuk akar / rootlet (%)

Pengamatan terhadap persentase terbentuknya akar dilakukan pada akhir
pengamatan. Persentase terbentuknya akar dihitung dengan menggunakan

rumus :

_ Jumiah exsplon yang membentuk akar
= fhse terben ya Jumlich seluruk eksplan x 100%

d. Persentase eksplan membentuk tunas / shootlet (%)

Sama dengan persentase terbentuknya akar, pengamatan terhadap persentase
terbentuknya tunas juga dilakukan diakhir pengamatan. Pengamatan ini

dihitung dengan menggunakan rumus :

Jumlah eksplan yang membentuk tunas

x100%

Persentase terbentuknya tunas =

Jumich seluruk eksplan

e. Persentase terbentuknya plantlet (%)

Pengamatan dilakukan pada akhir pengamatan dengan menggunakan rumus :

umlah planiet yang terbentuk
Persentase terbentuknya plantlet = Z - . x 100%
Jumlch seluruh eksplan

3.6 Pemeliharaan
Pemeliharaan dilakukan dengan melakukan penyemprotan pada botol
kultur dengan menggunakan alkohol 70 % setiap hari dimulai dari hari
setelah penanaman hingga akhir percobaaan dan juga membersihkan rak
tempat penyimpanan botol kultur dengan menggunakan alkohol. Suhu

yang digunakan adalah + 20 ° C dengan penyinaran 24 jam.



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Gambaran Umum Percobaan

Percobaan yang dilakukan selama enam bulan ini telah dilakukan sesuai
prosedur yang seharusnya seperti sterilisasi alat dan bahan, sterilisasi ruang
penanaman dan penyimpanan. Tetapi dalam perkembangannya, terdapat beberapa
kendala yang menghambat penelitian. Salah satu yang mengganggu adalah
tingginya tingkat kontaminasi.

Kontaminasi yang tinggi disebabkan oleh pemadaman listrik yang sering
terjadi ketika penelitian dan kondisi lingkungan laboratorium yang tidak optimal.
Pemadaman listrik yang terjadi menyebabkan suhu naik turun dan penyinaran juga
tidak optimal pada kalus. Keadaan seperti itu dapat memicu munculnya
kontaminan pada kalus seperti jamur dan bakteri. Ketidakoptimalan ini
disebabkan oleh laboratorium kultur jaringan tanaman mengalami kerusakan
akibat gempa yang terjadi pada 30 September 2009. Kerusakan terjadi pada ruang
penanaman dan ruang penyimpanan. Kerusakan ini menyebabkan laboratorium

dipindahkan dan digabungkan dengan laboratorium fisiologi tumbuhan.

Pada awal penelitian direncanakan terdapat 48 satuan percobaan dengan 5
botol tiap satuan percobaan sehingga berjumlah 240 botol. Namun diakhir

penelitian hanya dapat diamati 48 botol kultur yaitu dengan 3 botol tiap perlakuan.

Perkembangan kalus hasil radiasi 30 Gy terlihat lambat bila dibandingkan
dengan kalus tanpa radiasi. Subkultur dilakukan selama 1 bulan dimulai dari

tanggal 29 April sampai 1 Juni 2010. Subkultur dilakukan pada media 3.00 mg/l
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NAA dengan 5.00 mg/l BAP. Dalam tiap botol kultur yang kecil berisi dua buah

kalus hasil radiasi yang berasal dari penelitian sebelumnya. Jumlah subkultur

kalus sebanyak 33 botol.

Gambar 1. Subkultur kalus pada media 3.00 mg /l NAA dengan 5.00 mg/l BAP

Gambar di atas memperlihatkan subkultur kalus berumur 17 hari. Warna kalus
beragam yang menunjukan terjadinya keragaman somaklonal kalus hasil radiasi.

Warna kalus beragam seperti hijau muda dengan permukaan berserabut
putih dan pinggiran coklat muda, berwarna krem dengan serabut putih diatas
permukaannya dan ada juga yang berwarna hijau muda dan krem. Hal ini
menunjukkan mutasi fisik yang dilakukan dengan radiasi sinar gamma
menimbulkan keragaman somaklonal pada kalus hasil radiasi 30 Gy. Warna kalus
merupakan salah satu fenotipe kalus yang dapat diamati. Keragaman fenotipe ini
menunjukkan telah terjadi keragaman genotipe dalam sel. Menurut Van Harten
(1998) pemberian radiasi sinar gamma dengan dosis 10 — 100 Gy pada kalus dapat

menyebabkan peningkatan keragaman somaklonal.
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Setelah subkultur dilakukan, kalus dipindahkan ke media regenerasi. Kalus
berada di media regenerasi selama 3 bulan namun tidak satu pun kalus yang
mampu beregenerasi. Kalus hanya mampu untuk tumbuh yang dibuktikan dengan
pertambahan diameter kalus. Pada kalus tanpa radiasi kalus sudah menunjukkan
gejala akan memunculkan tunas satu minggu setelah perlakuan dan ketika

berumur 30 hari beberapa kalus telah mampu membentuk akar dan tunas.

4.2 Diameter Kalus (cm)

Pengamatan untuk diameter kalus dilakukan setelah kalus berumur satu
bulan setelah penanaman. Hal ini dikarenakan perkembangan kalus baru terlihat

secara visual setelah kalus berumur satu bulan.

Tabel 1. Data diameter awal kalus kentang hasil radiasi (cm).

BAP (mg/l)
B ) 1.00 1.50 2.00
0.25 0.43 0.43 0.43 0.43
0.50 0.43 0.43 0.40 0.43
0.75 0.43 0.43 0.41 0.43
1.00 0.43 0.43 0.43 0.43
Keterangan : Data diameter awal kentang tanpa radiasi dapaat dilihat pada Lampiran
7.1

Ukuran diameter kalus yang digunakan pada awal penelitian relatif
seragam tiap eksplannya. Ukuran eksplan sengaja dipilih dengan ukuran yang
tidak terlalu besar karena eksplan yang berukuran kecil akan lebih mudah untuk
distrerilisasi. Eksplan yang terlalu kecil daya tahan untuk hidup kurang bagus dan
tingkat kegagalannya tinggi. Sebaliknya eksplan yang terlalu besar akan mudah
terkontaminasi dan mudah menggulung sehingga bagian eksplan yang kontak

dengan medium sedikit (George dan Sherrington, 1984).
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Penyeragaman ukuran diameter eksplan diawal ini dimaksudkan agar
memudahkan dalam pengamatan. Perubahan / pertambahan ukuran diameter
cksplan akan dapat dengan mudah dibandingkan dengan diameter awal bila
ukuran diameter awal relatif seragam.

Setelah pemberian NAA dan BAP ukuran diameter kalus menunjukan

peningkatan. Hal ini dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Respon diameter kalus kentang hasil radiasi dan tanpa radiasi (cm)

BAP (mg/l)
NAA (mg/l)
0.50 1.00 1.50 2.00
0.25 1.06 Aa 1.38 Aa 0.95 Bb 1.05 ABa
0.50 0.56 Bb 1.05 Aab 0.40 Bc 1.38 Aab
0.75 1.17 Aa 0.77 Bb 1.40 Aa 0.73 Bab
1.00 1.33 Aa 0.99 Bb 1.15 Aab 1.48 Aa

Angka-angka pada kolom yang sama diikuti huruf kecil yang sama dan angka-angka pada baris
yang sama diikuti oleh huruf besar yang sama berbeda tidak nyata menurut BNJ 5%.

Peningkatan ukuran diameter kalus ini disebabkan oleh pemberian NAA dan BAP
dalam media. Ukuran diameter kalus dapat meningkat sampai hampir empat kali
ukuran semula (pada pemberian 1.00 mg/l NAA dengan 2.00 mg/l BAP). Selain
itu terdapat interaksi antara NAA dengan BAP pada beberapa kalus kentang hasil
radiasi. Interaksi NAA dengan BAP bernilai positif bagi pertambahaan diameter
kalus. Diameter terendah kalus yang mengalami interaksi hanya pada penambahan
0.75 mg/l NAA dengan 2.00 mg/l BAP, walaupun demikian terdapat pertambahan

ukuran diameter kalus dari ukuran yang semula akibat adanya interaksi.
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Dari keseluruhan diameter kalus kentang hasil radiasi, diameter terendah
terdapat pada kalus yang diberi 0.50 mg/l NAA dengan 1.50 mg/l BAP yaitu
sebesar 0.4 cm sedangkan tertinggi yaitu pada pemberian 1.00 mg/l NAA dengan
2.00 mg/l BAP yaitu sebesar 1.48 cm. Setelah dilakukan uji lanjut dengan BNJ 5
% kedua perlakuan tersebut dapat dikatakan berbeda nyata (Tabel sidik ragam
dapat dilihat pada Lampiran 8). Artinya kalus kentang hasil radiasi menunjukkan
respon yang lebih baik ketika mendapatkan 1.00 mg/l NAA dengan 2.00 mg/l

BAP hal ini dapat dilihat pada Gambar 2 di bawah ini.

Gambar 2. Perbandingan ukuran diameter kalus kentang hasil radiasi

Gambar diatas memperlihatkan diameter kalus dengan pemberian perlakuan yang
berbeda. Gambar sebelah kiri menunjukkan perlakuan 0.5 mg/l NAA dengan 1.50
mg/l BAP (diameter 0.40 cm) dan sebelah kanan menunjukan perlakuan 1.00 mg/1
NAA dengan 2.00 mg/l BAP (diameter 1.48 cm). Terdapat perbedaan yang nyata
dari ukuran kedua kalus dengan konsentrasi yang berbeda.
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Dari gambar 2 terlihat kalus dengan perlakuan 1.00 mg/l NAA dengan
2.00 mg/l BAP memiliki ukuran yang jauh lebih besar bila dibandingkan dengan
kalus dengan perlakuan 0.50 mg/l NAA dengan 1.50 mg/l BAP. Kombinasi NAA
dan BAP diharapkan akan memberikan respon yang baik dalam perkembangan
kalus. Karena seperti yang diketahui auksin yang terdapat pada NAA sangatlah

berguna dalam pertumbuhan dan perkembangan kalus.

Pertambahan panjang diameter kalus terkait dengan perbesaran dan
pembelahan dari sel tersebut. Kalus adalah suatu kumpulan sel amorphous yang
terjadi dari sel-sel jaringan yang membelah diri secara terus menerus. Dengan
pemberian auksin dengan dosis yang tepat maka proses pembelahan dan
perbesaran sel akan terjadi, sehingga ukuran kalus akan membesar dan jumlah sel
yang ada dalam kalus akan bertambah yang mengakibatkan pertambahan panjang

diameter sel kalus juga akan terjadi.

Menurut Moore (1979) ada beberapa respon fisiologis dan morfologis
akibat pemberian auksin yaitu 1). Pembelahan dan perbesaran sel 2). Pembelahan
sel pada dae;rah kambium 3). Mendorong apical dorﬁinance,’ dan 4). Menghambat
proses penuaan dan mencegah gugurnya daun. Selain itu auksin juga dibutuhkan
dalam permulaan tumbuh kalus dan pemeliharaan kalus (George dan Sherington,

1984 ; Reinert dan Bajaj 1989; Torres 1989).

Sitokinin juga memegang peranan yang tidak kalah penting bila
dibandingkan dengan auksin. Sitokinin berperan dalam merangsang proses
sitokinesis (pembelahan sel) pada jaringan, seperti yang terjadi pada empulur
tembakau, floem pada batang kedelai (Lakitan, 1996). Peran sitokinin dalam
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sitokinesis juga mempengaruhi perpanjangan diameter kalus. Sitokinensis yang
berarti peristiwa pembelahan sel memungkinkan terjadinya perpanjangan pada

diameter kalus.

Jumlah konsentrasi NAA yang diberikan pada kalus di gambar kanan
menunjukkan konsentrasi NAA dua kali lipat dibandingkan dengan kalus pada
gambar kiri. Hal ini menunjukkan peranan sitokinin dalam melakukan
pembelahan sel (sitokinesis) sangat ditunjang dengan keberadaan auksin.
Konsentrasi yang tepat dan keseimbangan antara auksin dan sitokinin akan
memberikan hasil yang terbaik dalam pertumbuhan kalus. Ukuran diameter kalus
dengan konsentrasi 1.00 mg/l NAA dengan 2.00 mg/l BAP adalah konsentrasi

terbaik dalam perkembangan kalus kentang hasil radiasi.

Ukuran diameter kalus terpanjang memiliki struktur kalus kompak, tekstur
kasar dan warna kalus kehijauan, keputihan dan kecoklatan. Menurut Pierik
(1987) kalus ada berwarna putih atau berwarna hijau, remah atau kompak, halus
atau kasar. Kalus berwarna putih dan kehijauan merupakan kalus dapat
disubkultur lagi, sementara yang berwarna kecoklatan selanjutnya akan mengering

dan mati.

Sedangkan bila kita membandingkan dengan kalus kentang tanpa radiasi
(Lampiran 7) perkembangan kalus relatif seragam. Ukuran diameter kalus hampir
mencapai 1 cm bahkan lebih dari tiap-tiap perlakuan, perbandingan dari tiap-tiap
perlakuannya berbeda tidak nyata antara sesama perlakuan.
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Selain diakibatkan pengaruh NAA dan BAP yang digunakan, respon yang
beragam dari kalus hasil radiasi ini memperlihatkan bahwa terjadinya keragaman
somaklonal didalam kalus akibat radiasi sinar gamma yang diberikan. Kalus yang
telah disinari telah mengalami mutasi. Mutasi adalah perubahan genetik baik gen
tunggal, sejumlah gen ataupun susunan kromosom, dapat terjadi pada setiap
bagian tanaman terutama bagian yang aktif melakukan pembelahan sel (Micke

dan Donini, 1993).

Secara luas mutasi dihasilkan oleh segala macam tipe perubahan genetik
yang mengakibatkan perubahan fenotipe yang diturunkan, termasuk keragaman
kromosom maupun mutasi gen. Mutasi juga dapat disebut sebagai perubahan
materi genetik pada tingkat genom, kromosom dan DNA atau gen sehingga

menyebabkan terjadinya keragaman genetik (Soeranto, 2003).

Keragaman genetik yang terjadi didalam kultur jaringan dapat disebabkan
oleh penggandaan jumlah kromosom (fusi endomitosis), perubahan struktur
kromosom (pindah silang), perubahan gen gen dan sitoplasma (Evans dan Sharp,
1986). Yang mana perubahan ini akan terlihat secara fenotipe pada tanaman.
Keragaman genetik dapat dicapai antara lain melalui fase tak berdiferensiasi yang

relatuf panjang (Wattimena, 1992).

Menurut Van Harten (1998) pemberian radiasi sinar gamma dengan dosis
10 — 100 Gy pada kalus menyebabkan peningkatan keragaman somaklonal. Bila
keragaman somaklonal terjadi maka setiap bagian kalus akan memberikan respon
yang berbeda-beda akibat pemberian kombinasi NAA dan BAP. Bila

dibandingkan dengan kalus tanpa radiasi, ukuran diameter kalus hampir merata /
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relatif seragam karena tingkat keragaman somaklonal dalam kalus tanpa radiasi
rendah dibandingkan dengan hasil radiasi sehingga respon tiap kalus hampir

sama.

Penggunaan mutagen fisik seperti radiasi sinar gamma pada kultur in vitro
banyak dilaporkan penggunaannya dalam upaya mendapatkan keragaman
somaklonal dengan berbagai karakter unggul yang diinginkan (Ahloowalia, 1990).
Dengan keragaman ini akan didapatkan varietas tanaman baru yang memilki

keunggulan sifat dibandingkan tanaman induk.

Keragaman somaklonal umumnya bersumber dari keragaman genetik
eksplan dan dalam media kultur jaringan (Wattimena, 1992). Keragaman
somaklonal merupakan mutasi in vifro yang secara efektif dapat ditingkatkan
frekuensi terjadinya mutan somaklonal melalui pemberian mutagen fisik

(Ahloowalia dan Maluszynski, 2001).

4.3 Warna Kalus

Warna kalus merupakan salah satu pengamatan yang penting dilakukan.
Perbedaan warna kalus juga menentukan kemampuan regenerasi kalus. Kalus
memberikan respon warna yang berbeda-beda dari tiap-tiap perlakuan.
Ketidakseragaman warna kalus ini diakibatkan oleh tingginya tingkat keragaman
somaklonal pada kalus yang telah disinari gamma 30 Gy. Perbedaan warna kalus

dapat dilihat pada tabel di bawah ini.



Tabel 3. Perbandingan respon warna kalus tiap-tiap perlakuan.
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NAA BAP (mg/l)
(mg/l) 0.50 1.00 1.50 2.00
Pinggiran coklat, i Pinggiran coklat,
0.25 permukaan hijau }rll;jlau] deng:::ih Coklat hijau permukaan hijau
dan putih B P dan putih
o Stk Pinggiran Coklat,
Pinggiran coklat Coklat tua 3
hn = dan sedikit putih kehitaman peng:nk:i;nﬁ o
Coklat kehitaman Pinggiran coklat Sedikit coklat
sedikit hijau dan 1 dengan dipinggir dengan
0.75 putih pada bagian Coklat kehitaman permul hijau | permul hijau
ujung muda dan putih dan putih
Pinggiran hiaju )
1.00 muda dengan Coklat muda Hijau putih Pmmgg ukaanu 'wz]l.‘.l:l
. sedikit coklat muda kehijauan kehijauan e dad sogh J
dan putih P

Keterangan : data diambil dari salah satu ulangan dari tiap perlakuan

Skirvin et al. (1993) mendefinisikan keragaman somaklonal sebagai
keragaman genetik tanaman yang dihasilkan melalui kultur jaringan. Keragaman
ini dapat muncul akibat penggandaan dalam kromosom (fusi, endomitosis),
perubahan jumlah kromosom (fagging dan nondisjunction), perubahan struktur
kromosom, perubahan gen, dan perubahan sitoplasma (Kumar dan Mathur, 2004).
Perubahan yang terjadi ini disebabkan oleh mutasi akibat sinar gamma yang
diberikan pada kalus, perubahan ini menyebabkan terjadinya perubahan fenotipe
dari tiap-tiap kalus.

Bila merujuk pada Tabel 2 halaman 26 mengenai diameter kalus dapat
terlihat bahwa warna kalus menunjukkan kemampuan kalus untuk dapat
berkembang. Ukuran diameter yang panjang akan didapatkan dari kalus yang

berwarna coklat hijau keputihan, sedangkan yang berwarna coklat tua hampir
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menunjukan tidak ada penambahan diameter kalus. Menurut Pierik (1987) kalus
ada berwarna putih atau berwarna hijau, remah atau kompak, halus atau kasar.
Kalus berwarna putih dan kehijauan merupakan kalus dapat disubkultur lagi,
sementara yang berwarna kecoklatan selanjutnya akan kering dan mati.

Struktur kalus yang dihasilkan pada kalus hasil radiasi adalah kompak.
Struktur kompak ini akan mempengaruhi regenerasi kalus. Kalus akan mudah
untuk diregenerasikan bila bertekstur remah. Kalus yang kompak akan lebih padat
bila dibandingkan dengan yang remah sehingga ketika sel muda akan
berdiferensiasi membentuk shootlet atau rootlet akan mengalami kesulitan untuk
dapat menembus dinding sel yang padat. Bila dibandingkan dengan kalus tanpa
radiasi yang berstruktur remah kalus akan lebih mudah beregenerasi untuk

membentuk shootlet atau rootlet.

4.4 Persentase Kalus yang Tidak Mampu Beregenerasi (%)

Pada pengamatan ini kalus kentang hasil radiasi persentase kalus yang
tidak mampu beregenerasi adalah 100 %, sehingga persentase terbentuknya tunas
(shootlef) dan akar (rootlef) pada kalus kentang hasil radiasi 0 %. Media
regenerasi yang digunakan dengan penambahaan NAA dan BAP pada kalus hasil
radiasi belum mampu meregenerasikan kalus untuk dapat membentuk tunas
(shootlet) maupun akar (rootlef) sehingga keseluruhan perlakuan hanya mampu

membentuk kalus saja.
Selain disebabkan oleh belum cocoknya jumlah konsentrasi NAA dan
BAP yang digunakan dalam memicu munculnya tunas maupun akar, radiasi sinar

gamma juga mempengaruhi. Karena bila dibandingkan dengan kalus tanpa
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radiasi, persentase kalus yang tidak beregenerasi mencapai 72% dan 28% kalus
mampu beregenerasi baik membentuk tunas maupun akar. Artinya disini adalah
dengan perlakuan kombinasi NAA dan BAP yang diberikan sebenarnya sudah

dapat memicu kalus kentang untuk beregenerasi.

Perbedaan respon antara kalus kentang yang telah mengalami radiasi
dengan yang tidak diradiasi dimungkinkan karena terjadinya kerusakan fungsi
fisiologis pada kalus kentang hasil radiasi sehingga regenerasinya terhambat.
Menurut penelitian Qosim et al. (2007) tentang pengaruh radiasi sinar gamma
terhadap kalus nodular tanaman manggis didapatkan hasil semakin tinggi dosis
radiasi (0 s/d 40 Gy) yang digunakan maka kemampuan kalus nodular untuk

beregenerasi semakin kecil bahkan mengalami kematian.

Radiasi yang telah dilakukan pada kalus kentang memberikan
kemungkinan fungsi-fungsi fisiologis dari dalam kalus terganggu, kalus yang
seharusnya mengalami diferensiasi setelah pemberian NAA dan BAP belum
terjadi disini. Menurut Mohr dan Schofer (1995) radiasi sinar gamma akan
menghasilkan ion dan radikal dalam bentuk hidroksil (OH").

Radikal hidroksil dan hidrogen peroksida yang dihasilkan oleh pancaran
iradiasi sinar gamma, akan bersenyawa dengan bahan tanaman yang diradiasi dan
menyebabkan kerusakan fisiologis berupa terhambatnya proses pembelahan dan
diferensiasi sel dan kerusakan sel. Hal ini diperkuat juga pada penelitian Duskova
et al. (1993) yang melaporkan hasil radiasi sinar gamma yang dilakukan pada

kalus tanaman Coronilla varia menghambat deferensiasi kalus tersebut.
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Pada penelitian ini untuk kalus kentang tanpa radiasi yang merupakan
pembanding, kurang lebih satu minggu setelah penanaman pada media regenerasi
kalus telah memberikan respon yang positif, baik itu melakukan pembentukan
akar ataupun tunas. Tekstur kalus juga mempengaruhi kecepatan regenerasi kalus.
Kalus tanpa radiasi bertekstur remah sehingga akan memudahkan dalam

regenerasi sedangkan pada kalus hasil radiasi teksturnya kompak.

Tetapi yang juga diharapkan terjadi pada penelitian ini adalah setelah
penyinaran gamma dilakukan terjadi frekuensi mutasi yang tinggi pada kalus.
Frekuensi mutasi yang tinggi memberi peluang keragaman somaklonal yang
tinggi sehingga akan dapat dihasilkan mutan baru. Peningkatan frekuensi mutasi
sebanding dengan meningkatnya dosis mutagen yang digunakan meskipun
ketahanan dan kemampuan kalus untuk beregenerasi  menurun dengan

meningkatnya dosis (Bhagwat dan Duncan, 1998).

Dari penjelasan di atas jelaslah bahwa kalus hasil radiasi sinar gamma
belum mampu membentuk tunas dan akar selain disebabkan oleh belum
mampunya NAA dan BAP untuk dapat memicu regenerasi juga disebabkan oleh
terganggunya fungsi fisologis yang berupa diferensiasi sel. Penyinaran dengan
kekuatan 30 Gy mengakibatkan kerusakan sel penyusun kalus yang akibatnya
menghambat perkembangan / regenerasi dari kalus. Kalus belum mampu untuk
beregenerasi membentuk tunas maupun akar walaupun telah dilakukan

penambahan NAA dengan BAP dengan berbagai konsentrasi.
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4.5 Persentase Membentuk Tunas / Shootlet (%)

Kalus kentang hasil radiasi menunjukkan tidak ada kalus yang mampu
membentuk tunas. Kalus yang diharapkan beregenerasi setelah pemberian
beberapa konsentrasi NAA dengan BAP belum mampu untuk beregenerasi.
Walaupun diameter kalus terus bertambah tetapi konsentrasi NAA dan BAP yang

diberikan belum mampu memicu munculnya tunas.

Tetapi bila dibandingkan dengan kalus tanpa radiasi terdapat kalus dengan
perlakuan 1.00 mg/l NAA dengan 1.00 mg/l BAP mampu memunculkan tunas.
Persentase kalus tanpa radiasi dapat membentuk tunas sebesar 4 %. Kalus hasil
radiasi tidak dapat berdiferensiasi membentuk tunas seperti pada kalus tanpa
radiasi. Diferensiasi sel yang seharusnya terjadi belum dapat terjadi pada kalus
hasil radiasi sehingga pemberian NAA dan BAP hanya menambah ukuran
diameter kalus. Perbandingan pertumbuhan ini dapat dilihat pada Gambar 3 di

bawabh ini.

Gambar 3. Perbandingan pertumbuhan tunas kalus hasil radiasi dan tanpa radiasi

Kalus hasil radiasi (kanan) belum mampu untuk berdiferensiasi walaupun dengan
pemberian kombinasi konsentrasi NAA dan BAP, sedangkan kalus tanpa radiasi
(kiri) mampu membentuk tunas.

Tanda panah menunjukan kemunculan tunas pada kalus kentang tanpa radiasi
(gambar kiri).
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Seperti pada pengamatan sebelumnya radiasi yang dialami oleh kalus
memungkinkan terjadinya kerusakan sel-sel pada kalus, sehingga fungsi fisologis
dan morfologis dari kalus terganggu. Akibatnya walaupun dengan pemberian
beberapa kombinasi konsentrasi NAA dan BAP belum mampu memicu kalus
untuk dapat berdiferensiasi.

Hal ini diperkuat oleh penelitian Qosim ef al. (2007) kalus nodular yang
sudah diradiasi sinar gamma pada dosis 0 - 40 Gy memberikan respon yang
berbeda terhadap kemampuan regenerasi tanaman, peningkatan dosis radiasi
menurunkan kemampuan kalus nodular membentuk tunas. Dosis radiasi sinar
gamma yang lebih besar menyebabkan jumlah tunas yang terbentuk rendah sebab
proses diferensiasi tunas terhambat akibat perlakuan dosis radiasi dan frekuensi
terbentuknya tunas menurun sejalan dengan peningkatan dosis radiasi (Zhen,
1998).

Konsentrasi auksin yang rendah dapat menginduksi pembentukan tunas
(Evan et al, 1981). Pemberian sitokinin dengan dosis terlalu tinggi akan
menyebabkan banyak tunas yang terbentuk, tetapi pertumbuhan masing-masing
tunas terhambat (George dan Sherrington, 1984; Pierik, 1987; Wattimena, 1988).

Widiastoety ef al. (1991) melaporkan bahwa pemberian BAP dalam media
kultur dapat merangsang terjadinya pembentukan dan multiplikasi tunas dari
eksplan (potongan jaringan). Hal ini terlihat dari nilai rata-rata jumlah tunas yang
dihasilkan pada media dengan penambahan BAP lebih banyak dibandingkan

dengan media tanpa penambahan BAP.
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Menurut Utami (1998) sitokinin dalam hal ini BAP berperan memacu
terjadinya sintesis RNA dan protein pada berbagai jaringan yang selanjutnya
dapat mendorong terjadinya pembelahan sel. Selain itu, BAP juga dapat memacu
jaringan untuk menyerap air dari sekitarnya sehingga proses sintesis protein dan
pembelahan sel dapat berjalan dengan baik.

Pemberian konsentrasi yang dilakukan telah memadukan antara
konsentrasi auksin yang rendah dengan BAP yang tinggi tetapi belum mampu
juga memicu regenerasi kalus membentuk tunas. Auksin yang terkandung dalam
NAA memicu perakaran lebih cepat dibandingkan sitokinin pada BAP dan bila

akar pada kalus telah terbentuk akan mempersulit kalus untuk membentuk tunas.

4.6 Persentase Membentuk Akar / Rootlet (%)

Sama dengan dua pengamatan sebelumnya persentase kalus hasil radiasi
yang mampu memberikan respon untuk membentuk akar sebanyak 0 %. Tidak
ada kalus yang menunjukkan respon terbentuknya akar. Tetapi pada kalus tanpa
radiasi terdapat beberapa kalus yang mampu membentuk akar setelah perlakuan,
sehingga bila dipersentasekan sebanyak 28 % kalus kentang tanpa radiasi mampu

membentuk akar,

Konsentrasi NAA dan BAP yang diberikan lebih banyak mampu memicu
kalus tanpa radiasi untuk membentuk akar bila dibandingkan dengan memicu
tunas pada kalus tanpa radiasi. Peranan auksin membentuk akar lebih terlihat bila
dibandigkan sitokinin. Akar muncul di hampir seluruh permukaan bawah kalus.
Di bawah ini terdapat beberapa kalus tanpa radiasi yang membentuk akar.
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Gambar 4. Beberapa foto kalus tanpa radiasi yang mampu membentuk akar

Hampir rata-rata kalus yang tidak disinari dengan sinar gamma lebih banyak
mampu membentuk akar bila dibandingkan dengan membentuk tunas.
Tanda panah menunjukkan akar / rootlet yang terbentuk.

Dua golongan zat pengatur tumbuh yang sangat penting adalah auksin dan
sitokinin (Gunawan, 1990). Auksin dan sitokinin berperan dalam diferensiasi sel
yang berarti suatu proses pendewasaan sel menurut fungsi dan tugasnya masing-
masing. Rahardja (1989) menyebutkan bahwa dalam kultur jaringan auksin
merupakan zat pengatur tumbuh yang dapat menyebabkan terjadinya
pemanjangan sel pada jaringan tunas muda dan merangsang pembentukan akar.

Pemberian beberapa konsentrasi NAA dan BAP diharapkan akan memicu
kalus yang merupakan kumpulan sel yang amorphous untuk dapat membentuk
tunas maupun akar. Menurut George dan Sherrington (1984) inisiasi tunas dan
akar diatur oleh interaksi auksin dan sitokinin yang diberikan ke dalam media.
Demikian juga interaksi masing-masing auksin atau sitokinin eksogen dengan

auksin dan sitokinin endogen yang dikandung oleh eksplan. Namun penambahan
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NAA dan BAP pada kalus kentang hasil radiasi belum dapat untuk memicu kalus
hasil radiasi untuk dapat berdiferensiasi.

Kalus tanpa radiasi mampu untuk membentuk akar jauh lebih banyak bila
dibandingkan dengan membentuk tunas. Berarti konsentrasi yang digunakan
antara NAA dan BAP belum seimbang walaupun dosis konsentrasi NAA lebih
rendah bila dibandingkan dengan BAP. Perimbangan konsentrasi zat pengatur
tumbuh Auksin dan Sitokinin dalam jaringan eksplan dapat meningkatkan
kemampuan hidup, pertumbuhan dan perkembangan jaringan eksplan (Satria et

al., 1999).

Sedangkan pada kalus hasil radiasi pemberian konsentrasi auksin tidak
mempengaruhi daya regenerasi kalus. Hal ini dikarenakan energi yang diserap
oleh tanaman dari radiasi sinar gamma akan menghambat sintesis auksin dan
menganggu proses pembelahan sel. Bila sintesis auksin telah terganggu maka
auksin yang diberikan pada media yang bertujuan untuk memicu pembentukan
akar tidak dapat diserap oleh kalus, sehingga auksin yang diberikan tidak dapat
menjalankan fungsinya sebagai zat pengatur tumbuh yang berperan dalam
pembentukan akar. Akibatnya tidak ada satu kalus pun yang mampu membentuk

akar.

Selain itu diferensiasi sel juga terganggu akibat penyinaran gamma.
Pembelahan sel yang memicu terjadinya diferensiasi terhambat akibat radiasi
sinar gamma. Menurut Davies dan Evans (1963) sinar gamma dapat membunuh
sel meristem dan menghambat pertumbuhan. Jaringan meristem tanaman terdapat

pada akar dan tunas tanaman. Jaringan meristem merupakan jaringan yang aktif
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melakukan pembelahan. Pembelahan sel merupakan salah satu pemicu terjadinya
diferensiasi. Bila jaringan meristem ini telah mati akibat penyinaran gamma maka
diferensiasi sel tidak akan terjadi.

Dalam penelitian Eroglu ef al. (2007) tentang penurunan indek mitosis
tanaman Barley / Jawawut (Hordeum vulgare L.) akibat sinar gamma terbukti
bahwa indeks mitosis H. vulgare L. hasil radiasi menurun bila dibandingkan
kontrol yang tanpa diradiasi. Mitosis merupakan pembelahan yang terjadi pada
sel tubuh. Mitosis memicu sel untuk dapat berdiferensiasi. Bila indeks mitosis
turun berarti bahwa kecepatan aktifitas pembelahan sel pada sel tersebut menurun
sehingga menyebabkan terhambatnya diferensiasi yang seharusnya terjadi pada
sel tersebut, sehingga penambahan konsentrasi NAA dengan BAP tidak

mempengaruhi daya regenerasi kalus.

4.7 Persentase Membentuk Plantiet (%)

Pada pengamatan ini persentase kalus yang mampu merespon
terbentuknya plantlet mendapatkan hasil 0 %. Plantlet adalah hasil perbanyakan
kultur jaringan yang terdiri dari rootlet dan shootlet. Pada pengamatan tidak ada
kalus hasil radiasi yang mampu untuk merespon terbentuknya akar (rootlet) dan

tunas (shootlet) akibat pemberian kombinasi konsentrasi NAA dan BAP.

Merujuk dari penjelasan beberapa pengamatan diatas kondisi ini terjadi
akibat terganggunya fungsi fisologis yang berupa diferensiasi sel. Diferensiasi sel
yang merupakan suatu proses pendewasaan sel menurut fungsinya masing—
masing yang seharusnya terjadi belum dapat terjadi. Pembentukan rootlet dan

shootlet belum terjadi walaupun dengan penambahan beberapa NAA dan BAP.
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Sripichit ef al. 1988 melaporkan radiasi yang diberikan pada eksplan
kotiledon cabe (Capsicum annum L.) menurunkan / menghambat kemampuan
eksplan tersebut untuk membentuk tunas. Dengan penambahan radiasi sinar
gamma (0 — 50 Gy) pembentukan tunas semakin terhambat. Mohr dan Schofer
(1995) juga menyatakan radiasi akan menghasilkan ion dan radikal dalam bentuk
hidroksil dan hidrogen peroksida (OH") yang dihasilkan oleh pancaran radiasi dan
menyebabkan kerusakan fisiologis berupa terhambatnya proses pembelahan dan

diferensiasi sel serta kerusakan gen.

Hidrogen peroksida (OH) yang dihasilkan dari radiasi sinar gamma
menghambat fungsi auksin yang diberikan pada kalus. Auksin dalam sel tanaman
akan menghasilkan ion H' yang nantinya berfungsi mengaktifkan fungsi beberapa
enzim yang berperan dalam perpanjangan dan pembelahan sel. Ion H' ini akan
mengasamkan sel tanaman sehingga enzim aktif tetapi dengan keberadaan ion
OH" maka kondisi dalam sel menjadi netral sehingga enzim tidak jadi aktif dan

proses fisiologis seperti perpanjangan dan pembelahan sel terhambat.

Radiasi sinar gamma juga mempengaruhi kecepatan pembelahaan mitosis.
Penurunan indek mitosis Jawawut / Barley (Hordeum vulgare L.) akibat sinar
gamma membuktikan pengaruh radiasi sinar gamma dalam kecepatan mitosis
dalam sel. Penurunan indeks mitosis berarti kecepatan mitosis pada sel tersebut
juga menurun yang mengakibatkan kecepatan diferensiasi sel juga menurun.

Hal ini juga dibuktikan dengan kalus tanpa radiasi dengan pemberian
konsentrasi NAA dengan BAP yang mampu untuk beregenerasi baik membentuk

akar, tunas maupun membentuk plantlet. Kalus hasil radiasi memiliki persentase




empat dalam merespon terbentuknya plantlet yaitu pada penambahan konsentrasi
1.00 mg/l NAA dengan 1.00 mg/l BAP. Kalus tanpa radiasi fungsi-fungsi
fisiologisnya selnya masih baik sehingga sel masih mampu untuk berdiferensiasi
dengan penambahan beberapa konsentrasi NAA dan BAP. Auksin dan sitokinin
yang diberikan memperlihatkan peranananya dalam diferensiasi sel. Auksin
berperan dalam pembentukan akar (rootlef) dan sitokinin berperan dalam
pembentukan tunas (shootlef) sehingga terbentuklah plantlet pada kalus tanpa
radiasi.

Penyinaran yang dilakukan dengan kekuatan 30 Gy pada kalus kentang
dimaksudkan karena kalus adalah kumpulan sel-sel yang aktif membelah sehingga
akan sangat peka terhadap radiasi. Frekuensi mutasi yang terjadi pada kalus ini
tinggi dan akan didapatkan mutan baru dari kalus. Radiasi sinar gamma sering
digunakan dalam usaha pemuliaan tanaman karena dapat meningkatkan
keragaman, sehingga dapat menghasilkan mutan baru (Wattimena et al.,, 1992).
Tetapi ternyata kekuatan 30 Gy yang digunakan justru dapat menggangu

diferensiasi sel kalus sehingga belum dapat beregenerasi.




V. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini adalah :

1. Terdapat interaksi antara NAA dengan BAP pada beberapa perlakuan

kalus hasil radiasi sinar gamma.

2. Beberapa konsentrasi NAA dan BAP yang diberikan pada kalus hasil
radiasi hanya mampu mempengaruhi pertumbuhan kalus seperti
pertambahan diameter kalus sedangkan untuk diferensiasi sel membentuk

akar maupun tunas belum dapat dipicu oleh perlakuan yang diberikan.

3. Pemberian Konsentrasi NAA dan BAP terbaik yang mempengaruhi
pertambahan diameter kalus adalah pada konsentrasi 1.00 mg/l NAA

dengan 2.00 mg/l BAP.

4. Pada kalus kentang tanpa radiasi dengan penambahan 1.00 mg/l NAA
dengan 2.00 mg/l BAP dapat memicu kalus untuk berdiferensiasi

membentuk rootlet, shootlet dan plantlet.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan dari penelitian ini adalah agar dalam
penelitian selanjutnya dapat dicobakan kombinasi konsentrasi yang lebih tinggi
atau lebih rendah dari perlakuan yang telah diberikan sekarang. Sehingga
memungkinkan untuk mendapatkan kombinasi konsentrasi NAA dan BAP

terbaik dalam regenerasi kalus kentang hasil radiasi.
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Lampiran 1: Jadual kegiatan penelitian respon kalus kentang (Solanum tuberosum L.

secara in vitro mulai bulan Maret sampai Agustus 2010

) pada beberapa konsentrasi NAA dan BAP
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Lampiran 2. Deskripsi Tanaman Kentang Varietas Batang Hitam

Hasil Persilangan
Family

Genus

Species

Cultivar

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

: Solanum tuberosum

: Batang Hitam

: Menengah hingga tinggi

: Semi tegak dan menyebar
: Segi empat

: Pangkal ungu dan kehitaman
: Oval

: Sedang — besar

: Kuning

: Kuning

: Cukup dangkal

: Sedang — panjang
:101 — 110 hari

: Sedang
: Untuk konsumsi segar dan industri
pengolahan

: Rentan

: Rentan

Sumber : NIVAA Holland 2007. Cataloge of potatoes varieties. Nederlands.

http://www.nivaa.nl



Lampiran 3. Komposisi media Murashige and Skoog (MS)
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No Jenis unsure Hara Kode stock senyawa Kebdim 1
' liter
(mg/L)
1 Makro nutrisi A NH4NO, 1650
B KNO; 1900
€ CaCl,. 2H,0 440
D MgS04.7H20 370
D KH,PO, 170
2 Besi E FeS04.7H,0 27.8
E Na; EDTA 313
3 Mikro nutrient F MnS0,.4H,0 223
F ZnS04.7H,0 8.6
F H;BO; 6.2
F KI 0.83
F Na2M004.2H20 0.25
F CuS04.5H,0 0.025
F CoCl,.6H,0 0.025
4 Vitamin + As. Amino Gl Niacin 0.5
G2 Pyridoxine HCI 0.5
G3 Thiamine HCI 0.1
G4 Glycine 2.0
5 Vitamin Myo inositol 100
6 Gula Sucrose 30000
7 Agar Agar bubuk 7000
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Lampiran 4. Denah peletakan perlakuan beberapa konsentrasi NAA dan BAP

pada kalus kentang (Solanum tuberosum L.) hasil radiasi

A2B4 A2B1
A4BI A4B3
A3B2 A3B2
A3B4 A2B3
AlBI A3B4
A4B2 AIBI
A2B2 A3B4
A3B3 A2B3
A4B2 A3B1
AlB4 A4B3
A1B3 A4B4
AIBI A4B1
A2B3 AIB2
A4B4 A2B2
A2B4 A2BI
A4B4 A3B3

Keterangan : 0.25 mg/l NAA (Al)

1.00 mg/l NAA (A2)
1.50 mg/l NAA (A3)
2.00 mg/l NAA (A4)

Perlakuan diulang tiga kali

AlB4

AlB4

A2B4

A2B2

AlB3

A4BI

A3B3

AlB3

A3Bl1

AlB2

A2B1]

A4B3

A3B2

A3B1

AlB2

A4B2

0.50 mg/l BAP (B1)
1.00 mg/l BAP (B2)
1.50 mg/l BAP (B3)
2.00 mg/l BAP (B4)
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Lampiran 5. Perhitungan pemipetan NAA dan BAP

Pemipetan NAA
Stok NAA 100 ppm = 100 mg/l sebanyak 20 ml.

Untuk 0.25 mg/l NAA
m.Vi=m.V,
0.25 mg/l. 250 ml = 100 mg/1 . V;
V2=0.625 ml

Untuk 0.50 mg/l NAA
n.Vi= m.V,
0.50 mg/1 . 250 ml = 100 mg/1 . V,
V=125 ml

Untuk 0.75 mg/l NAA
I . Vl el )i Vz
0.75 mg/l . 250 ml = 100 mg/1 . V,
Vz =1.875 m]

Untuk 1.00 mg/l NAA
m.Vi= m.V,
1.00 mg/1. 250 ml = 100 mg/l . V,
V2=2.50m]

Pemipetan BAP
Stok BAP 100 ppm = 100 mg/l sebanyak 20 ml

Untuk 0.50 mg/l BAP
n. V[ i) | Vz
0.50 mg/l . 250 ml = 100 mg/l . V,
V2 =1.25ml

Untuk 1.00mg/l BAP
n.vi= m.V;
1.00 mg/1. 250 ml = 100 mg/1 . V,
Vz =2.50 ml

Untuk 1.50mg/l BAP
m.Vi=m.V,
1.50 mg/1 . 250 ml = 100 mg/1. V,
Vz =3.75ml

Untuk 2.00 mg/l| BAP
n. V] = 1., V2
2.00 mg/1. 250 ml = 100 mg/l . V,
V2=5.00 ml
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Lampiran 6. Denah peletakan sampel perlakuan beberapa konsentrasi NAA dan
BAP pada kalus kentang (Solanum tuberosum L.) hasil radiasi

@
=N

Keterangan :

S1 = Sampel 1
S2 = Sampel 2

Peletakan sampel sama untuk setiap satuan percobaan.



Lampiran 7. Diameter awal dan akhir kalus tanpa radiasi

7.1 Data diameter awal kalus tanpa radiasi
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BAP mg/l
NANA 0.50 1.00 1.50 2.00
0.25 0.40 0.40 0.41 0.43
0.50 0.41 0.43 0.41 0.43
0.75 0.43 0.43 0.43 0.43
1.00 0.43 0.43 0.40 0.43
7.2 Data diameter akhir kalus tanpa radiasi
BAP m
fiAAph 0.50 1.00 1.50 2.00
0.25 0.95 0.93 0.94 1.18
0.50 1.09 1.14 0.97 1.19
0.75 1.08 1.02 1.30 1.12
1.00 126 1.39 0.70 135
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Lampiran 8. Tabel sidik ragam respon kalus kentang hasil radiasi sinar gamma
terhadap pemberian kombinasi konsentrasi NAA dan BAP

KS““‘b“ Db JK KT F hitung | F tabel
eragaman
Ulangan 2
A 3 0.98 0.33 23.07%) 2.92
B 3 0.89 0.29 20.93 *) 2.92
AB 9 2.69 0.29 21.03%) 221
Sisa 30 0.43 0.01
Total 47 4.99

*) = menunjukkan berbeda nyata terhadap uji F 5 %




