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RINGKASAN

PENGARUH IRADIAS] SINAR GAMMA Co® TERHADAP PERKEMBANGAN EMBRIO
SOMATIK TANAMAN TEBU ( Saccharum sp) IN VITRO (Edy Setiti Wida Utami 2003, 37

halaman)

Penelitian ini dilakukan untuk menjawab permasalahan (1) bagaimana pengaruh

- iradiasi siner gamma Co® dalam menginduksi terbentuknya kalus pada kultur pucuk

batang tebu (Saccharum spp)?, (2) bagaimana perkembangan embrioid sel-sel kalus yang
berasal dari suspensi kalus pucuk batang tebu (Saccharum spp) ?

Tujuan penelitian ini adalah (1) mengetahui pengaruh iradiasi sinar gamma Co®
dalam fnenginduksi terbentuknya kalus pada kultur pucuk batang tebu (Saccharum spp)
dan (2) mengetahui perkembangan embrioid yang berasal dari sel-sel kalus pucuk batang
tebu (Saccharum spp).

Penelitian ini menggunakan eksplan pucuk batang tebu (Saccharum spp) yang
diperoleh dari Pusat Penelitian Perkebunan Gula Indonesia (P3GI) Pasuruan. Media yang
dipakai‘ Murashige-Skoog (MS). Media MS digunakan untuk induksi dan proliferasi
kalus.

Penelitian dilakukan dengan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL)
dengan 5 perlakuan dan setiap perlakuan diulang 7 kali. Lima perlakuan tersebut adalah
DO: eksplan tidak diradiasi; D100: eksplan diradiasi dengan sinar gamma Co® dengan
dosis 100 rad; D500: eksplan diradiasi dengan sinar gamma Co® dengan dosis 500 rad;
D1000: eksplan diradiasi dengan sinar gamma Co® dengan dosis 1000 rad; dan D1500:
cksplan diradiasi dengan sinar gamma Co® dengan dosis 1500 rad. Variabel yang
diamati adalah (1) lama waktu (hari) eksplan tebu membentuk kalus; (2) perkembangan
embrioid yang berasal dari suspensi sel kalus tebu. Pengamatan terhadap induksi kalus
dilakukan setiap hari sampai hari ke-30 terhadap lama waktu (hari) eksplan membentuk
kalus. Pengamatan terhadap perkembangan embrioid dilakukan di bawah mikroskop
cahaya.

Untuk mengetahui pengaruh iradiasi sinar gamma Co® terhadap lama waktu

eksplan membentuk kalus, data dianalisis menggunakan analisis varian. Apabila ada

il
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pengaruh dilanjutkan dengan Uji LSD pada taraf signifikansi 5%. Dari hasil analisis
varian diperoleh bahwa ada pengaruh perlakuan iradiasi sinar gamma Co® terhadap lama
waktu eksplan membentuk kalus. Berdasarkan uji LSD ada beda nyata antar perlakuan

iradiasi sinar gamma Co®.

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa perlakuan iradiasi Co®
dengan dosis 100 rad mampu menginduksi pembentukan kalus tebu (Saccharum spp)
lebih cepat dibanding perlakuan lain, perkembangan embrioid yang berasal dari suspensi
sel kalus tebu sampai penelitian ini berakhir belum dapat teramati. Perlu dilakukan lebih
lanjut untuk mengetahui dosis iradiasi Co60 yang tepat untuk meningkatkan diferensiasi
kalus, diferensiasi akar, dan pertumbuhan akar. Selain itu perlu dilakukan penelitian
perkembangan embrioid yang berasal dari sel kalus tebu yang diradiasi dengan
konsentrasi dan jenis zat pengatur tumbuh yang berbeda.

(Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Iimu Pengetahuan Alam Universitas
Airlangga : 4879/J03/PG/2003 )

]
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang Penelitian

Tanaman tebu merupakan salah satu tanaman ekonomis yang menghasilkan bahan
pangan komersial (Luc ef al, 1995), dimana mulai dari pangkal sampai dengan ujung
batangnya mengandung air gula dengan kadar 20%, yang bila diolah lebih lanjut akan
menghasilkan kristal-kristal gula atau gula pasir (Anonim, 1992).

Kenaikan konsumsi gula dari tahun ke tahun terutama disebabkan karena
meningkatnya jumlah penduduk yang menurut Gumbira dan Said (1996) diramalkan akan
mencapal 8,5 milyar pada tahun 2020 serta meningkatnya jumlah industri yang
memerlukan bahan baku berupa gula seperti kue dan roti, sirup, soff drink, permen, selai,
buah dalam kaleng dan sebagainya (Anonim,1993a). sehingga penyediaan bibit tebu dalam
skala besar yang diikuti dengan produktivitasnya menjadi tugas pemulia tanaman tebu
untuk dapat memenuhinya.

Sementara itu di lain pihak, pengadaan bibit untuk dapat menghasilkan tanaman
berkualitas tinggi dengan cara konvensional tampaknya sudah mendekati maksimal,
sehingga penelitian yang berbasis bioteknologi diharapkan mémpu menjawab

permasalahan tersebut (Gumbira dan Said,1996).

Cara yang tepat untuk memenuhi pengadaan bibit dalam jumlah besar dan dalam
waktu yang singkat adalah melalui teknik kultur jaringan tanaman (Wetherell,1982), di
mana penggunaan metode kultur jaringan untuk perbanyakan tanaman tebu di Indonesia
sudah dilakukan oleh P3GI (Pusat Penelitian Perkebunan Gula Indonesia) sejak tahun 1975

(Sastrowijono,1976). Pengadaan bibit tebu dengan cara kultur jaringan dimaksudkan untuk

| ( MILIEK ‘
g PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS A IRLANGOA
SURABA Y

————— e .
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mendapatkan bibit berkualitas tinggi yang tahan penyakit serta mempunyai kecepatan dan .

daya pertumbuhan yang baik (Anonim, 1993b).

Menurut Sastrowijono (1976), media tanam yang digunakan dalam kultur jaringan
tebu di P3GI ialah media MS (Murashige dan Skoog) yang terdin dari MS I dan MS IL
Media MS | digunakan untuk menginduksi proses dediferensiasi eksplan tebu menjadi
kalus, sedangkan media MS II digunakan untuk menginduksi proses regenerasi kalus tebu

menjadi planlet.

Sementara itu, penelitian yang telah dilakukan oleh Utami dkk (2001) dalam upava
mendapatkan bibit tebu (Saccharum sp) yang berkualitas dengan perlakuan iradiasi sinar
gamma Co® pada dosis 1100 rad mampu menghasilkan tunas tebu yang banyak tetapi
tunas-tunasnya tidak dapat memanjang (kerdil) dan perlakuan “iradiasi menghambat
diferensiasi kalus untuk membentuk akar. Untuk itulah penelitian tentang pengaruh iradiasi
sinar gamma Co® dalam menginduksi terbentuknya kalus tebu perlu diteruskan mengingat
budidaya tanaman tebu in vitro sampai terbentuk planlet didahului dengan tahap induksi
kalus. Sedangkan untuk mengetahui mekanisme penghambatan pertumbuhan tunas tebu
dan pembentukan akar dari kalus tebu yang diiradiasi dengan sinar gamma Co® perlu

dilakukan penelitian melalui perkembangan embrioid.

Menurut Ichikawa dan Ikushima (1967), pemberian iradiasi sinar gamma pada
suatu tingkat dosis tertentu dapat merangsang pertumbuhan tanaman, Hal ini disebabkan
hilangnya kemampuan sebagian sel pada meristem untuk membelah diri, menyebabkan
aktivitas pembelahan sel-sel meristem yang lain meningkat. Prasetyorini ef a/ (1992) telah
mencoba memanfaatkan iradiasi sinar gamma dalam teknik kultur in virro baik untuk

menimbulkan mutasi, multiplikasi tunas, regenerasi kalus dan untuk induksi kalus.
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Pemanfaatan iradiasi sinar gamma dalam induksi kalus didasari kenyataan bahwa
setiap sel meristem yang digunakan sebagai eksplan mempunyai potensi untuk membelah
diri. Pemberian iradiasi sinar gamma dapat menyebabkan perubahan fisiologis dari sel-sel
tersebut, yang perubahannya tergantung pada radiosensitivitas sel-sel meristem penyusun
eksplan dan dosis iradiasi yang diberikan. Hal ini akan menimbulkan perubahan potensi sel
didaiam gksplan untuk membentuk kalus.

Pemberian iradiasi yang dapat merangsang pembentukan tunas dilaporkan Pierik
(1987), bahwa iradiasi dosis 100 rad mampu meningkatkan pembentukan tunas adventif
pada kultur kalus Anthurium andreanum. Menurut Tetelepta dan Hendratno (1966) efek
yang sering dijumpai dengan perlakuan iradiasi sinar gamma adalah penghambatan dan
stimulasi pertumbuhan. Pembungaan umumnya dihambat pada dosis rendah dan-pada dosis

tertentu dipercepat, tergantung spesies tanaman yang digunakan.

1.1, Rumusan Masalah
Penelitian ini dirancang untuk menjawab permasalahan:
(1) Bagaimana pengaruh iradiasi sinar gamma Co* dalam menginduksi terbentuknya
kalus pada kultur pucuk batang tebu (Saccharum sp)?
(2) Bagaimana perkembangan embriosomatik sel-sel kalus yang berasal dari suspensi

kalus pucuk batang tebu (Saccharum sp)?
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BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tebu.
2.1.1. Klasifikasi dan morfologi tebu

Menurut Tjitrosoepomo (1988), dalam dunia tumbuh-tumbuhan, tebu mempunyai

sistematika sebagai berikut:

Divisio : Spermatophyta

Sub divisio  : Angiospermae

Classis : Monocotyledoneae
Ordo : Poales

Familia . Poaceae

Genus : Saccharum

Species . Saccharum officinarum

Secara morfologi tanaman tebu dapat dibagi menjadi beberapa bagian, yaitu batang,
daun, akar, dan bunga (Anonim, 1992).

Tebu mempunyai batang yang tumbuh tegak, tidak bercabang, dan terdiri atas ruas-
ruas dengan panjang 10-30 cm yang dibatasi dengan buku-buku yang merupakan tempat
kedudukan daun. Pada tiap-tiap buku terdapat mata funas yang nantinya akan tumbuh
menjadi bibit (Soebroto,1972). Ruas batang tebu dapat berbentuk tong, kelos, konis
terbalik atau cembung cekung (Anonim, 1992). Tinggi tanaman tebu dapat mencapal 2-6
m. Kulit batang tebu bersifat keras serta dapat berwama hijau, kuning, ungu, merah tua

atau -kombinasinya. Pada batang tebu terdapat lapisan lilin yang berwarna putih keabu-
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abuan di mana lapisan lilin ini banyak terdapat sewaktu batang masih muda (Stéenis,
1992).

Daun tebu berseling kanan dan kiri, merupakan daun tidak lengkap, karena hanya
terdin dari pelepah dan helaian daunk, tanpa tangkai daun (Anonim, 1992). Menurut
Soebroto (1972), pelepah daun tebu memeluk batang, makin keatas makin sempit, padé
pelepah terdapat bulu-bulu dan telinga daun. Helaian daun tebu berbentuk lanset, seperti
pita dengan panjang 1-2 m dan lebarnya 4-7¢m, ujung meruncing, bertepi rata dan kadang
bergelombang serta berbulu keras di mana tulang daunnya berbentuk sejajar (Steenis,

1992).

Bunga tebu merupakan bunga majemuk yang tersusun atas malai dengan
pertumbuhan terbatas. Sumbu utamanya bercabang-cabang makin keatas makin kecil,
sehingga berbentuk piramid dengan panjang sampai 50-80 cm (Steenis, 1992). Menurut
Soebroto (1972), dalam satu malai terdapat beribu-ribu bunga kecil. Setiap bunga
mempunyai tiga daun kelopak, satu daun mahkota, tiga benang sari dan dua kepala putik.
Bunga yang masak, benang saﬁnya panjang sehingga kepala sarinya menggantung keluar 7
dari tajuk bunga.

Tebu mepunyai akar serabut yang panjangnya dapat mencapai satu meter. Sewaktu
tanaman masih muda (bibit), terdapat dua macam akar, yaitu akar setek dan akar tunas.
Akar setek berasal dari setek batangnya, tidak berumur panjang dan hanya berfungsi
sewa_ktu masih muda. Akar tunas berasal dari tunas, berumur panjang dan tetap ada selama

tanaman masih tumbuh (Anonim_1992)
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2.1.2. Manfaat tanaman tebu
Produk utama dari pengolahan tebu adalah gula putih. Namun ada produk samping
dari pabrik gula dengan bahan baku tebu yang mempunyai nilai ekonomi penting,. vaitu

berupa tetes tebu, ampas tebu dan blotong (Anonim,1992).

Tetes tebu merupakan hasil samping yang diperoleh dari tahap pemisahan kristal
gula. Di Indonesia, tetes tebu banyak digunakan sebagai bahan baku untuk monosodium
glutamat (MSG), industri alkohol, ragi dan makanan temak (Bames, 1974).

| Ampas tebu merupakan sisa yang berserat dari batang tanaman tebu. Ampas tebu
tersebut dapat berfungsi sebagai bahan bakar pabrik gula, bahan baku pabrik Lkertas atau
membuat berbagai macam papan berserat (Barnes, 1974). Blontong adalah hasil samping
dari proses penjernihan, merupakan endapan dari sekumpulan kotoran nira. Blotong ini

banyak dimanfaatkan sebagai pupuk (Anonim, 1992).

2.2. Kultur Jaringan Tanaman
2.2.1. Pengertian kultur jaringan tanaman

Menurut White (1963), kultur jaringan merupakan suatu usaha pembuatan irisan
Jaringan hidup (eksplan) yang ditumbuhkan dan dilipat gandakan dalam keadaan in vitro.
Sedangkan menurut Brown dan Bertke (1969), kultur jaringan mencakup pembuatan
potongan potongan kecil jaringan hidup yang ditumbuhkan dan diperbanyak secara in
VItro. |

Soeryowinoto (1991) menjelaskan bahwa kultur adalah budidaya dan jaringan
adalah sekelompok sel yang mempunyai bentuk dan fungsi yang sama. Maka, kultur

jaringan berarti membudidayakan suatu jaringan tanaman (eksplan) secara vegetatif
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dengan menumbuhkannya di dalam suatu media pada keadaan steril atau suci hama
menjadi tanaman baru (planiet) yang mempunyai sifat seperti induknya,

Teori yang melandasi pelaksanaan kultur jaringan tanaman menurut Hendaryono
dan- Ari (1994) adalah teori sel yang dikemukakan oleh Schleiden dan Schwann yang
men;vatakan bahwa sel mempunyai suatu kemampuan autonom yang berupa kemampuan
totipotensi di mana setiap sel dapat tumbuh menjadi individu baru yang sempuma apabila
ditempatkan dalam lingkungan yang sesuai.

2.2.2. Perkembangan kuitur jaringan tanaman

Percobaan tentang kultur jaringan tanaman diawali oleh penelitian yang dilakukan
oleh Heberlandt 1902 di Jerman dengan mengisolasi jaringan palisade Lamium purpureum
dan Eichhornia crassipes yang ditumbuhkan pada media Knop's untuk membuktikan
kebenaran tentang teori titopotensi sel (Bhojwani dan Razdan, 1983). Selanjutnya, White
pada tahun 1934 berhasil mengulturkan akar tomat dan bersama dengan Nobercourt pada
tahun 1939 berhasil mengkulturkan wortel dan tembakau (Juniarso, 1993). Aplikasi
metode kultur jaringan tanaman untuk perbanyakan tanaman secara besar-besaran pertama
kali dilakukan oleh Morel pada tahun 1960 dengan dihasilkan 4 juta bibit anggrek
Cymbidium dari sebuah apikal meristem dalam waktu satu tahun (Arditti dan Ernst,1992)
Pelopor pertama di bidang kultur jaringan tanaman tebu adalah Nickell dari Hawai pada
tahun 1962 yang berhasil menumbuhkan jaringan parenkim dari ruas batang tebu jenis H
37-1933 (Sastrowijono, 1976). Sementara itu, Taiwan Sugar Research Institute mulai
menerapkan teknik kultur jaringan tanaman tebu sejak tahun 1970 (Liu, 1971 dalam
Soekarso, 1991), sedangkan Pusat Penelitian Perkebunan Gula Indonesia mulai melakukan

penelitian di bidang kultur jaringan tanaman tebu sejak tahun 1975 (Sastrowijono,1976).
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2.2.3. Manfaat kultur jaringan tanaman
Manfaat yang diperoleh dari penggunaan teknik kultur jaringan tanaman bila
dibandingkan dengan perbanyakan tanaman secara generatif dan vegetatif konvensional
adalah :
1) Mampu memperbanyak tanaman seragam dalam jumlah besar dan dalam waktu yang
singkat (Soeryowinoto, 1991).
2) Dapat menghasilkan tanaman baru yang bebas virus dari tanaman yang telah terinveksi
(Winata, 1988). |
3) Dapat digunakan untuk menghasilkan varietas baru dari suatu tanaman (Rahardja,
1995).
4) Membantu pemulia tanaman untuk menghasilkan bibit unggul ( Rahardja, 1995)
5) Tidak tergantung iklim dan musim sehingga penanaman dapat dilakukan setiap saat
(Soeryowinoto,1991).
6) Membantu perbanyakan tanaman langka untuk pelestariannya (Soeryowinoto,1991),
Krishnamurthi pada tahun 1974 merupakan orang pertama yang berhasil
memperoleh tanaman tebu bebas penyakit melalui metode kultur jaringan tanaman
(Soekarso, 1991). Sementara itu, Soepraptopo (1987) dalam Soeryowinoto (1991) berhasil
mendapatkan tanaman tebu bebas virus dari tanaman tebu kultivar POJ 3016 yang
terserang hebat oleh virus mozaik melalui teknik kultur jaringan. Menurut Sastrowijono
(1976), problem penyakit yang serius menyerang tanaman tebu di Indonesia terutama
adalah penyakit Mozaik dan hama pengerek batang dan pucuk yang menyerang tanaman
tebu jenis unggul. Sehubungan dengan ha! tersebut, maka teknik kuitur jaringan
mendapatkan prioritas pertama untuk memperbaiki kelemahan jenis unggul tersebut agar

tetap mencapai produksi yang optimal.
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2.3.- Penggunaan dan Pengaruh Mutagen pada Tanaman
Iradiasi sinar gamma telah banyak dimanfaatkan untuk meningkatkan kesejahteraan
umat manusia. Pemanfaatan tersebut meliputi bidang-bidang kedokteran dan pertanian,
Dibidang pertanian, iradiasi sinar gamma selain digunakan untuk pelmandulan insek jantan
dalam rangka pengendalian hama, juga digunakan untuk sterilisasi bahan makanan dan
pemuliaan tanaman. Dalam pemuliaan tanaman, biasa digunakan untuk mencari variates-
vaniates baru yang lebih unggul Dasar untuk melaksanakan pemuliaan tanaman ialah
ketersediaan keragaman genetik. Keragaman genetik tersebut dapat diperoleh dengan
beberapa cara, yaitu melalui;
(1) Introduksi genotipe tanaman dari luar Indonesia,
(2) Hibridisasi,
(3) Kultur in vitro,
(4) Mutasi fisik melalui radiasi maupun dengan zat-zat kimia yang bersifat mutagenik.
Mutasi dapat terjadi secara spontan maupun buatan, mutasi spontan atau alam
Jarang terjadi, sehingga perlu dilakukan mutasi buatan. Mutasi buatan dapat terjadi dengan
cara perlakuan mutagen fisik maupun kimia. Mutagen fisik yang umum digunakan adalah
dengan cara radiasi. Diantara berbagai macam iradiasi, sinar gamma, yang paling lazim
digunakan untuk menginduksi mutasi pada tanaman. Mutagen kimia yang sering
digunakan adalah tergolong alkylating agent, misalnya: di Etil Sulfat, di Metil Sulfat, Etil

dan Nitroso Etil Uretan (Moebarokah,1972).

Mutasi atau perubahan yang bersifat genetik pada tanaman adalah akibat akhir dari
proses interaksi antara radiasi dan materi genetik (kromosom dan makromblekul DNA)
yang terdapat di dalam sel-sel bahan yang diradiasi. Ekspresi dan manifestasi dari mutasi

terlihat pada perubahan sifat-sifat tanaman (biokimia, fisiologi morfologi). Perubahan
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fisiologi pada tanaman secara visual dapat diamati dengan mudah, misalnya pada
perkecambahan, kemampuan berbunga, kecepatan tumbuh. Besarnya perubahan fisiologi
tergantung dari besamya dosis radiasi yang digunakan dan akan meningkat pada batas
tertentu (letalitas). Berikut gambaran urutan kejadian akibat radiasi (Willson & Morrison,

1966).

Penyinar (sinar mengionisasi)

|

Penyerapan

|

Perangsangan ionisasi

Perubahan molekul

Mutasi Perubahan biokimia

(Perpindahan kromosom) l
Kesalahan metabolisme

’

Perubahan (kerusakan fungsional dan struktural)

Kematian sel

'

Kematian organisme

Gambar 1. Urutan kejadian akibat radiasi (Wilson & Morrison, 1966)
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24. Embriogenesis In Vitro

Embriogenesis meliputi perubahan bentuk pada fase-fase tertentu, dan pembahan
progresif dari keadaan tidak terdiferensiasi menjadi terdiferensiasi. Embrio yang dihasilkan
dari kultur jaringan disebut embrioid. Embrioid merupakan istilah yang umum untuk
menyatakan suatu struktur bipolar yang dihasilkan secara aseksual. Permulaan
terbentuknya embrioid dapat dilihat pada bentuk pertumbuhan yang membulat biasanya
muncul dari eksplan atau kalus. Tiap embrioid yang terbentuk sebelumnya melalui urutan
perkembangan sebagai berikut : 1) stadium pro-embrio, 2) stadium globuler, 3) stadium
bentuk jantung, 4) stadium torpedo dan 5) planlet (George dan Sherrington, 1984 ; Katuuk,

1989).

Pada tumbuhan yang tidak mempunyai embrio zigotik, maka embrioid ini dapat
berfgngsi seperti embrnio zigotik dalam hal menghasilkan tumbuhan baru (Raghavan,
1976). Embrioid dihasilkan dari bagian tepi kalus embriogenik. Menurut Dodds dan
Roberts (1983), embrio somatik dapat diperoleh secara in vitro dari tiga sumber sel diploid
yang dikulturkan, yaitu pada medium yang mengandung auksin tinggi, dan pemindahan
kalus ke medium tanpa zat pengatur tumbuh dalam usaha untuk menginduksi pertumbuhan
embrio bipolar dari inisial pro-embrio. Bila kondisinya sesuai, embrio akan dapat
berkembang menjadi planlet, Biasanya persentase sel-sel eksplan yang berperan dalam
pembentukan kalus hanya kecil. Sel-sel ini terletak pada lapisan permukaan atau sel-sel
yang mengadakan kontak dengan media makanan. Kalus bersifat heterogen dan mungkin

tersusun atas berbagai bentuk sel, termasuk inisial pro-embrio.

Embrio somalik dari kultur sel, jaringan dan organ, dapat terjadi secara langsung

dan tidak langsung. Embrio terbentuk secara langsung meliputi pembentukan embrio

11
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aseksual dari sel tunggal atau kelompok sel pada bagian jaringan eksplan tanpa melewati
fase kalus. |
Embriogenesis yang terbentuk secara tidak langsung tergantung dari keberadaan

eksplan, proliferasi kalus, dan inisiasi pro-embrio (biasanya dalam medium yang
mengandung auksin (2,4-D) dengan konsentrasi tinggi, misalnya 0,45 mg/1- 4,0 mg/1. Dan
pemindahan kalus ke medium nutrisi tanpa zat pengatur tumbuh, bertujuan untuk induksi
l embrio akan

embrio bipolar dari inisial pro-embrio. Apabila kondisinya sesuai

berkembang menjadi planlet. Sel-sel pada eksplan yang berperan untuk membentuk kalus,

biasanya terletak pada lapisan permukaan yang secara fisik kontak dengan medium nutrisi

(Dixon, 1985). Kalus mungkin terdiri dari beberapa inisial pro-embrio, yaitu sel-sel
embriogenik yang tunggal dan kelompok sel-sel embriogenik. Bila kalus ini dipindah ke

medium yang mengandung auksin dengan konsentrasi rendah, selanjutnya akan terjadi

embriogenesis, untuk menghasilkan embrio bipolar (Dixon, 1985).

Asal Embrioid dan Pembentukan Embrioid

2.5,
Pada kultur jaringan, sel-sel dalam masa agregasi yang tidak terdiferensiasi

mempunyai kemampuan potensial untuk menghasilkan embrioid. Sel-sel embriogenik

umumnya ditandai dengan sitoplasma yang pekat dan inti serta anak inti yang besar. Sel ini

juga berbeda dengan sel-sel lainnya yang non embriogenik, yaitu ditandai dengan adanya
densitas ribosom yang tinggi dan kenampakan retikulum endoplasmik yang jelas.
Kemungkinan, sifat-sifat tersebut berkaitan dengan intensitas sintesis RNA sebagai

langkah awal menuju embriogeni, tetapi hal ini memerlukan penelitian lebih lanjut
(Raghavan, 1976).
L
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Menurut Bhojwani dan Razdan (1983), bahwa kumpulan sel-sel meristematik itu
mampu membentuk embrio, yang oleh Halperin dinamakan sebagai masa proembrionik
atau oleh Mc¢ William disebut kelompok embriogenik. Kelompok embriogenik tersusun
oleh dua tipe sel yaitu : (1) sel-sel di bagian tengah dengan vakuola besar, inti sel kecil,
jumlah ribosom dan retikulum endoplasmik sedikit, sedang mitokondria normal, sferosom
sedikit atau tidak ada, aktifitas dehidrogenase rendah dan mempunyai sedikit amiloplas. (2)
di bagian penfer terdiri atas sel-sel meristematis dengan ciri-ciri: sel dengan vakuola kecil,
inti sel besar, densitas ribosom tinggi, retikulum endoplasmik banyak, mitokondria normal,
aktivitas dehidrogenase tinggi dan mengandung amiloplas. Pada waktu kelompok
embriogenik pecah akibat pemisahan sel-sel yang di tengah, maka sel-sel yang
meristematis di bagian tepi akan lepas dari kelompok embriogenik, selanjutnya terbentuk
kelompok embriogenik yang baru. Apabila kelompok embriogenik yang baru ini di
pindahkan dalam medium tanpa auksin, maka embrio tidak berkembang menjadi dewasa,
dan kelompok embriogenik dipertahankan dengan proliferasi dan fragmentasi (Bhojwani

dan Razdan, 1983).

Menurut Dixon (1985), bahwa pembentukan embrio somatik dari kultur sel,
Jaringan dan organ, dapat terjadi secara langsung dan tidak langsung, Embrio somatik
secara langsung mencakup pembentukan embrio aseksual dari sel tunggal atau kelompok
sel pada bagian jaringan eksplan tanpa melalui fase kalus, seperti yang terjadi pada Citrus
dari jaringan nuselus dapat terbentuk embrio (baik secara in vivo dan in vitro), dalam
beberapa hal embrio muda yang dikultur memperlihatkan pertunasan. Embriogenesis
secara langsung ini juga dijumpai dalam kultur kepala sari dan kultur protoplas. Akan

tetapi hal ini jarang dijumpai bila dibandingkan embriogenesis secara tidak langsung.
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Proses embriogenesis secara tidak langsung, diawali dari menempatkan eksplan
dalam kultur, dilanjutkan dengan proses proliferasi kalus dan inisiasi pro-embrio. Proses
embriogenesis terjadi di dalam medium yang mengandung auksin dengan konsentrasi
tinggi. Untuk induksi pembentukan embrio bipolar yang berasal dari inisiasi pro-embrio,
kultur dipindahkan dalam medium tanpa zat pengatur tumbuh. Apabila kondisinya sesuai,
embrio akan berkembang menjadi planlet. Umumnya hanya kecil persentase sel-sel
eksplan yang berperan dalam pembentukan kalus. Sel-sel ini biasanya terletak pada lapisan
permukaan, atau jarang pada posisi kontak dengan medium nutrien. Kalus bersifat
heterogen dan mungkin tersusun atas bermacam-macam sel termasuk inisial pro-embrio,
mungkin berupa sel tunggal atau kelompok multi seluler. Pada saat kalus dipindahkan ke
medium yang menga.ndting auksin pada kadar rendah, maka terjadi embriogenesis lebih
lanjut untuk menghasilkan lebih banyak pro-embrio, dan inisial pro-embrio yang telah
terbentuk sebelumnya, selanjutnya berkembang menjadi embrio bipolar yang tidak

seragam (Dixon, 1983).

2.6.  Kultur Suspensi Sel

Kultur suspensi terdiri atas kumpulan sel-sel tunggal dan agregat sel-sel yang
tersebar dan berkembang dalam medium cair yang digojog pada alat penggojog (shaker).
Selafna pengulturan jumlah sel akan bertambah, sehingga pada suatu saat kultur akan
mencapai jumlah sel maksimum. Bila disubkulturkan maka pertumbuhan kultur akan

berlanjut (Katuuk, 1989)

Pembelahan sel dalam kultur suspensi, biasanya dapat diinisiasi dengan jalan

meletakkan potongan kalus yang rapuh kedalam media cair yang bergoyang. Karena
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goyangan, kalus akan terpisah menjadi potongan atau kelompok sel, bahkan menjadi

individu sel yang mendapatkan bahan makanan secara maksimal.

Apabila semua persyaratan sudah terpenuhi, baik media maupun lingkungan selama

satu pengulturan tanpa mengganti media, sel akan mengalami fase perkembangan sebagai

berikut ;

I} fase pembelahan sel yang lambat disebut lagfase, yaitu fase dimana sel membelah

sangat lambat, terjadi sesudah satu atau dua hari penguliuran,
2) fase eksponensial, yaitu fase di mana sel membelah sangat cepat secara deret ukur,

3) fase linier, adalah fase dimana sel mulai lambat berkembang sebab mulai kehabisan

makanan,

4) fase stationer, fase di mana jumlah sel akan tetap selama tidak ada subkultur,

5) fase penurunan dipercepat, adala fase mengurangnya pertumbuhan dengan cepat,

dan lama kelamaan maii.

Bentuk pertumbuhan semacam ini disebut Barch, yang berarti pertumbuhan sel
hanya dibatasi oleh adanya zat hara yang ada dalam media, sehingga pada suatu saat bila

media sudah kehabisan zat hara pertumbuhan akan terhenti.

Steward dalam Raghavan (1976) menekankan suatu argumen bahwa isolasi sel
unfuk memisahkan dari pengaruh sel-sel disekitar pada jaringan yang belum lerorganisasi
diperlukan untuk mendorong sel tersebut cenderung mengekspresikan  sifat
embriogeniknya. Sel yang terisolasi menjadi semakin mempunyai persamaan dengan zigot,
selanjutnya berkembang seperti zigot menjadi embrio. Steward dalam Wareing dan
Phillips (1981) membuktikan bahwa salah satu persyaratan untuk menghasilkan embrio

dari kultur suspensi sel adalah pada sel tersebut harus ditempatkan secara terpisah dari
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kelompok sel di sekitarnya, dan akhimya dapat tumbuh secara independen. Apabila sel-sel
ber;ida dalam kelompok sel, maka perkembangan setiap sel mungkin akan terhambat.
Dengan demikian sei-sel yang tumbuh secara berkelompok dalam kalus tidak dapat
membentuk embrio tetapi apabila kemudian dipisahkan ke dalam kultur, sel akan
membentuk embrio. Sebaliknya aktivitas sel-sel kalus menjadi terhambat lagi apabila
teljadi diferensiasi. Tidak diketahui bagaimana sel itu menjadi bagian dari system jaringan,
tetapi beberapa pengendalian terhadap tiap sel dipengaruhi oleh sel-sel disekitarnya
melalui plasmodesmata yang menghubungkan protoplas sel-sel yang berbatasan (Wareing

dan Phitlips, 1975).

2.7.  Faktor-Faktor yang mempengaruhi Embriosomatik
2.7.1. Hilangnya potensi embriogenik

Menurut Bhojwani dan Razdan (1983), ada tiga hipotesis yang diajukan untuk

menerangkan hilangnya potensi organogenik dan atau embriogenik pada kultur kalus dan

suspensi sel. Hipotesis tersebut adalah:

(1) Hipotesis Genetik

Menurut hipotesis ini, bahwa adanya perubahan dalam inti sel, termasuk ploiploidi,
anleuploidi dan mutasi kromosom yang umumnya terjadi dalam sel-sel kultur
menyebabkan penurunan organogenesis atau embriogenesis dalam kultur yang
diperpanjang. Hilangnya potensial morfogenik secara genetik ini bersifat

irreversibel (Bhojwani dan Razdan, 1983).

(2) Hipotesis Fisiologi
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Dalam beberapa hal penurunan potensial morfogenik mungkin disebabkan
perubahan keseimbangan hormonal di dalam sel atau jaringan, atau perubahan
sensitivitas sel terhadap senyawa pengatur tumbuh dari luar. Dalam hal ini, sel
berhenti berdeferensiasi menjadi organ dan embrio, tetapi potensi untuk
membentuk embrio masih tetap ada Sesuai dengan hipotesis ini, maka pada
keadaan ini dapat dilakukan perbaikan terhadap potensial bawaannya dengan
memodifikasi perlakuan pada jaringan tertentu dengan memberikan perlakuan

dingin atau merubah susunan medium (Bhojwani dan Razdan, 1983).
(3) Hipotesis Kompetitif

Hipotesis ini merupakan kombinasi dua hipotesis yang lain. Menurut penelitian
Smith dan Street dalam Bhojwani dan Razdan (1983) pada sel-sel wortel, ada dua
proses yang mungkin terlibat pada penurunan potensial dan akhimya potensial
embriogenesis hilang selama sub-kultur yang diperpanjang. Pertama, sel menjadi
lebih sensitif terhadap penghambatan ekspresi totipotensinya oleh auksin. Kedua,
dengan bertambahnya waktu, lini sel baru menjadi berkurang potensi
embriogeniknya, yang disebut instabilitas sitologi pada sel-sel yang dikulturkan.
Hal in1 ndak ada perubahan kromosom, tetapi hanya terjadi sedikit mutasi,
translokasi dan kehilangan informasi genefik. Menurut hipotesis ini, apabila tipe sel
non embriogenik akan bertambah, dan komponen embriogenik secara bertahap
akan berkurang. Apabila sudah sampai pada tahap di mana kultur tidak
mengandung sel-sel embrogenik, maka perbaikan potensial embriogenesis tidak
mungkin dilakukan. Akan tetapi apabila kultur mempunyai sedikit sel-sel
embriogenik yang tidak dapat mengekspresikan totipotensinya karena pengaruh

inhibitor dari sel-sel non embriogenik yang lebih unggul, maka masih mungkin
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untuk memperbaiki kultur, dengan merubah komposisi medium yang secara selektif

dapat mendorong ploriferasi pada sel yang totipoten (Bhojwani dan Razdan, 1983).
2.7.2. Faktor Tumbuh

Zat pengatur tumbuh dalam kultur jaringan tumbuhan tinggi secara in vitro
terutama auksin maupun sitokinin berperan meningkatkan perbesaran sel atau pembelahan
sel. Hal ini sangat tergantung pada tipe eksplan dan jenis tumbuhan yang dikulturkan
(Pierik, 1987). Pernyataan ini diperkuat oleh Wareing_ dan Philips (1981) yang menyatakan
bahwa zat pengatur tumbuh mempunyai peranan dalam perfumbuhan dan perkembangan.
Zat pengatur juga mempengaruhi proses koordinasi pada semua fase pertumbuhan dan
perkembangan, misalnya pembelahan sel, pemanjangan akar, pemaSakan buah,

menghilangkan dormansi serta menunda penuaan,

Auksin dan sitokinin merupakan dua golongan zat pengatur tumbuh yang penting
dalam kultur jaringan. Warieng dan Phillips (1981) menegaskan bahwa bila beberapa zat
pengatur tumbuh diberikan pada saat yang bersamaan maka akan berinteraksi dalam

mempengaruhi pertumbuhan atau perkembangan yang lebih baik dibanding bila zat

pengatur tumbuh berada sendirian.

Perkembangan embrio somatik secara in vitro pada wortel berlangsung melalui dua
tahap, masing-ménsing memerlukan medium yang berbeda. Pada langkah pertama bertujuan
untuk memacu pembelahan sel-sel embriogenik diperlukan medium dengan auksin.
Umumnya golongan auksin yang dipergunakan adalah 2.4-D sebesar 0,5 — 1,0 mg/1.
Dalam medium proliferasi, kalus dapat terdiferensiasi menjadi kelompok sel meristematis
yang disebut embryonic clumps (EC). Pada subkultur yang berulang-ulang pada medium

proliferasi, EC akan inernperbanyak diri tanpa membentuk embrio dewasa. Pada langkah
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kedtia adalah perkembangan embrio yang tidak memerlukan auksin. Jika EC dipindahkan
kedalam medium dengan kadar auksin rendah, kedalam medium tanpa auksin, maka EC
akan berkembang menjadi embrio. Auksin dalam konsentrasi tinggi justru dapat meracuni
Jaringan, sedangkan keberadaan sitokinin dapat memacu perkembangan embrio sehingga

menjadi dewasa (Bhojwani dan Razdan, 1983).

Peranan auksin dalam embriogenesis juga didukung oleh suatu penelitian tentang
perilaku jarngan kalus Citrus sinensis. Mula-mula kalus nucellar pada Citrus sinensis
membutuhkan IAA dan kinetin untuk pertumbuhan diferensiasi embrio {(Bhojwani dan

Razdan, 1983).

Penelitian yang dilakukan oleh Halperin dan Wetherell dalam Raghavan (1976),
memperlihatkan perlunya auksin dan sitokinin untuk embriogeni. Pada penelitian
selanjutnya efisiensi pembentukan embrioid lebih tinggi dengan adanya 2.4 D saja.
Sebaliknya penelitian lain menunjukkan, bahwa pembentukan tidak pernah mena.mpakkan_
peran auksin, atau dengan memperkecil konsentrasi auksin dalam medium, akan efekiif
dengan memindahkan jaringan dari konsentrasi auksin vang tinggi ke konsentrasi yang
rendah, atau ke dalam medium yang mengandung anti auksin (Raghavan, 1976). Sub-

kultur kalus yang berulang akan mengakibatkan hilangnya potensi embriogenik.

Sitokinin berperan penting dalam pengaturan pembelahan sel dan morfogenesis,
khususnya jika ditambahkan bersama auksin. Peranan sitokinin dalam embriogenesis, agak
kabur karena adanya hasil-hasil penelitian vang bertentangan. Meskipun zeatin
merangsang embriogenesis pada suspensi sel wortel selama subkultur yang bebas auksin,
tetapi proses ini dihambat oleh penambahan kinetin maupun bensil adenine.Pengaruh
penghambatan sitokinin eksogen mungkin akibat dari kenaikan sitokinin endogen pada

perkembangan embriorid (Dodds dan Robert, 1983).
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BAB I1I
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian
Penelifian ini bertujuan untuk mengetahui:
(1) Pengaruh iradiasi sinar gamma Co®® dalam menginduksi terbentuknya kalus
pada kultur pucuk batang tebu (Saccharum sp) In Vitro.
(2) Perkembangan embrioid kalus tebu (Saccharum sp) yang berasal dari

suspensi sel-sel kalus pucuk batang.

3.2. Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan gambaran pengaruh iradiasi sinar
gamma Co % dalam menginduksi pembentukan kalus dan perkembangan embrio somatik

tanaman tebu (Saccharum sp} In Vitro sehingga dapat memperjelas pemanfaatan iradiasi

sinar gamma tersebut dalam teknik kultur in vitro.
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BAB IV
METODE PENELITIAN

41. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan mulai bulan Juli 2002 sampai bulan Februari 2003 di
bagian Kultur Jaringan Tumbuhan, Laboratorium Biologi Reprodukst Jurusan Biolog:
FMIPA Universitas Airlangga Surabaya.

Radiasi eksplan dilakukan di bagian UPF Radiologi RSUD Dr. Soetomo Surabaya.

42. Bahan Penelitian
4.2.1. Bahan tanaman
Digunakan tanaman tebu (Saccharum sp), eksplan yang dipakai adalah pucuk
batang tebu yang diperoleh dari P3GI Pasuruan.
4.2.2. Bahan kimia
Bahan kimia yang digunakan meliputi bahan kimia penyusun media Murashige

dan Skoog (MS)(1962); 2,4 D; Kinetin.

4.3. Alat Penelitian
Alat utama yang digunakan adalah: Laminar Air Flow Cabinef untuk menanam

eksplan dan sub kultur kalus, autoclave untuk sterilisasi alat dan media, skalpel, pinset,

jarum ose, pesawat teletherapy Co® | type Alycon II P, untuk radiasi eksplan tebu.

44. Cara Penelitian

4.4.1. Pembuatan media
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Pembuatan Media Murashige dan Skoog dilakukan menurut cara Dodd & Robert
(1982), dengan cara mencampur komponen-komponen yang dibutuhkan seperti péda
lampiran 1. Pada pembuatan media ini, perlu disediakan larutan stok mikronuirien, zat
besi, vitamin, zat pengatur tumbuh.

4.4.2. Pembuatan larutan stok mikronutrien

Dilakukan dengan membuat persediaan dalam 200 ml, vaitu menimbang dan
melarutkan bahan-bahan mikronutrien kedalam 100 ml akuades kemudian ditambahkan
akuades sampai 200 mi dan disimpan dalam lemari es. Untuk pembuatan 11 media
digunakan 5 ml larutan stok mikronutrien.

4.4.3;. Pembuatan larutan stok zat besi

Dilakukan dengan membuat persediaan dalam 200 ml, vaitu menimbang Fe
S04.7H0 dan dilarutkan dalam 50 ml akuades, kemudian sedikit demi sedikit
ditambahkan Na;EDTA sambil diaduk di atas pengaduk magnetik dan dipanaskan sampai
warnanya menjadi jemnih. Larutan dipindahkan ke dalam labu takar 200 mi, ditambah
akuades sampai tanda batas. Kemudian larutan disimpan dalam lemari es. Untuk
pembuatan 11 media ditambahkan 5 ml larutan stok zat besi.

4.4.4. Pembuatan larutan stok vitamin

Dilakukan dengan membuat larutan persediaan dalam 200 ml. Vitamin yang
diperlukan ditimbang dan dilarutkan ke dalam 50 ml akuades. Larutan di pindahkan
kedalam labu takar 100 ml dan ditambah akuades sampai tanda batas. Kemudian larutan
disimpan dalam lemari es. Untuk pembuatan 11 media ditambahkan 10 ml larutan

persedaan vitamin.
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4.4.5. Pembuatan larutan stok zat pengatur tumbuh 2,4 D dan Kinetin

Dibuat dengan menimbang zat pengatur tumbuh 10 mg dalam gelas piala 100 ml,
kemudian dilarutkan dengan menambah beberapa tetes asam klorida 1 N. Larutan
dipindahkan kedalam labu takar 100 ml dan ditambah akuades sampai tanda batas.
4.4.6. Pembuatan media MS untuk kultur pucuk batang tebu

Media MS untuk kultur pucuk batang tebu vang telah dimasak dan disterilisasi
dalam autoclave pada suhy 121°C, tekanan 1,2 atm selama 15 menit dituang kedalam
petridish berdiameter 6 cm di dalam laminar air flow cabinet kemudian bagian tepinya
dilapisi dengan parafilm dan disimpan selama tiga hari sebelum dilakukan penanaman.
4.4.7. Perlakuan dan penanaman eksplan

Tujuan dari tahap ini adalah menumbuhkan kalus dari eksplan irisan daun muda
yang masih menggulung pada bagian apikal meristem yang telah di iradiasi. Dengan
menggunakan pinset, potongan pucuk yang mengandung titikk tumbuh (Gambar 2)
disterilkan secara fisik dengan pembakaran, yaitu dengan mencelupkan potongan pucuk
tersebut ke dalam alkohol 96% kemudian dilewatkan di atas lampu spiritus sampai
alkoholnya habis terbakar. Pelepah daun yang menutupi pucuk tersebut dikupas dan
dicelupkan ke dalam alkohol 96% kemudian dilewatkan di atas lampu spiritus sampai
alkoholnya habis terbakar, dan diulang 2 sampai 3 kali pembakaran. Pengelupasan pelepah
diakhiri hingga nzimpak adanya daun muda yang masih mengguiung dengan diameter kira-
kira 1 cm. Dibuat irisan melintang dengan tebal 3 sampai 5 mm pada daun muda yang
masih menggulung sebanyak 8 sampai 12 irisan, dengan menggunakan pinset eksplan
dimasukkan ke dalam petridis berdiameter 6 cm. Setiap Petridis berisi 6 eksplém, kemudian
ditutup dan dilapisi dengan parafilm. Setelah itu eksplan disimpan dalam ruang inkubasi

selama 3 hari kemudian di iradiasi dengan sinar gamma Co®. Setelah di iradiasi, eksplan
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diambil dan ditanam dalam tabung kultur yang berisi media MS, dan diamati

perkembangan eksplannya.

{
{

T 2 3

Gambar 2. Cara pengambilan eksplan pucuk batang tebu vang akan dikulturkan
1. Pucuk batang tebu dengan titik tumbuh
2, Potongan pucuk batang tebu yang akan diambil jaringannya
3. Potongan pucuk batang tebu setelah dikupas pelepah daunnya
4. Bahan jaringan yang akan dikulturkan
4.4.8. Suspensi sel dan inisiasi embrioid
Kalus embrionik dari hasil iradiasi sinar gamma Co®® dengan berat + 200 mg
dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 100 ml yang berisi 25 ml medium MS cair yang
ditambah 0,5 mg/l 2,4 D + 2,0 mg/l kinetin. Setelah itu Erlenmeyer dibungkus alumunium
foil dan diletakkan pada shaker dengan kecepatan 80 rpm. Setiap | minggu sekali
dilakukan subkultur media dengan cara mengganti media baru.
Setelah minggu ke-2 dilakukan tahap inisiasi embrioid dan perkembangan embrioid

dengan mengkulturkan sespensi sel pada media MS cair yang mengandung kinetin 1mg/l,

kemudian Erlenmeyer diletakkan di atas penggojok. Pengamatan perkembangan embrioid
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kemudian Erlenmeyer diletakkan di atas penggojok. Penpamatan perkembangan embrioid
dilakukan di bawah mikroskop dengan cara mengambil cuplikan masa sel ditaruh di atas
gelas benda dan ditetesi gliserin, pewarna hematoxylin kemudian ditutup dengan gelas

penutup.

4.5, - Variabel Penelitian
1. Variabel bebas, berupa dosis radiasi yang digunakan.
2. Variabel terikat, meliputi: lama wakiu (hari) eksplan membentuk kalus dan
perkembangan embrioid yang berasal dari suspensi sel

3. Variabel yang disamakan: pH, suhu.

4.6.' Rancangan Penelitian
Penelitan dilakukan dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan 5 perlakuan dan setiap perlakuan diulang 7 kali. Kelima perlakuan tersebut adalah
sebagai berikuf;
DO = kalus diradiasi dengan dosis 0 rad
D100 = kalus diradiasi dengan dosis 100 rad
D500 = kalus diradiasi dengan dosis 500 rad
D1000 = kalus diradiasi dengan dosis 1.000 rad

D1500 = kalus diradiasi dengan dosis 1.500 rad.
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4.7.. Pengamatan
Pengamatan terhadap induksi kalus dilakukan setiap hari sampai hari ke-30
terhadap lama waktu (hari) eksplan membentuk kalus. Pengamatan terhadap

perkembangan embrioid dilakukan di bawah mikroskop cahaya.

4.8.  Analisis data

Data yang telah diperoleh kemudian dianalisis secara diskriptif dan dengan
menggunakan Analisis Varian. Apabila ada pengaruh dilanjutkan dengan Uji LSD pada
taraf signifikansi 5%, sedangkan pola perkembangan embrioid dikumpulkan dalam bentuk

foto.
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BABYV
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1.  Hasil Penelitian

Hasil pengamatan terhadap rerata lama waktu (hari) eksplan tebu (Saccharum spp)
membentuk kalus pada berbagai perlakuan dosis iradiasi disajikan pada tabel | di bawah
ni.

Tabel I, Rerata lama wakiu (hart) eksplan tebu membentuk kalus pada berbagai dosis
perlakuan iradiasi Co®

Perlakuan Rerata lama waktu (han) eksplan tebu (Saccharum spp) membentuk
kalus

DO 19,57 + 0,53

D100 13.85 + 1.07°

D500 17.28 + 0.49°

D1000 15,85 + 0,69¢

D1500 18.85 &+ 0,90°

Keterangan: Angka rerata dalam kolom vang diikuti oleh huruf vang sama menunjukkan

perbedaan vang tidak nyata menurut uji jarak berganda Duncan pada taraf o
0.05
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Gambar 4. Kalus tebu setelah disubkultur pada media MS!
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Gambar 5. Struktur anatomi sel-sel kalus tebu

Gambar 6. Sel kalus tebu tunggal setelah digojog
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Gambar 7. Hasil diferensiasi kalus tebu membentuk tunas

5.2, Pembahasan

Pengamatan terhadap eksplan pucuk batang tebu setelah diiradiasi dan diinokulasi
dilakukan secara visual. Setelah eksplan ditanam dalam media MS I, eksplan mengalami
pembengkakan, membesar dari ukuran semula, kemudian pada permukaan eksplan muncul
kalus yang dimulai dari luka bekas potongan yang kontak dengan media, kemudian
berlapjut dengan pertumbuhan kalus sebagai akibat dari berproliferasinya sel-sel penyusun
kalus, sehingga menutup sebagian atau bahkan seluruh permukaan eksplan (gambar 2). Hal
ini sesuai dengan pendapat Dodds dan Robert (1982) yang menyatakan bahwa terjadinya
kalus di tempat irisan yang bertujuan untuk menutup luka.

Hasil analisis varian (lampiran 2) menunjukkan bahwa ada pengaruh periakuan

iradiasi sinar gamma terhadap lama waktu eksplan membentuk kalus secara signifikan
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karena diperoleh nilai probabilitas < 0,05, sehingga dilanjutkan dengan uji jarak berganda
Duncan untuk mengetahui beda antar perlakuan.

Hasil pengamatan terhadap lama waktu eksplan membentuk kalus menunjukkan
bahwa perlakuan iradiasi dosis 100 rad mampu menginduksi pembentukan kalus lebih
cepat dibanding perlakuan yang lain, hal ini sesuai dengan hasil analisis uji LSD yaitu
perakuan iradiasi dosis 100 rad berbeda nyata dengan perlakuan iradiasi dosis 500 rad,
1000 rad, 1500 rad, dan O rad. Hal ini dimungkinkan karena radiasi sinar gamma Co®
dapzﬁ mengganggu kondisi fisiologis sel-sel meristem penyusun eksplan. Untuk dapat
membentuk kalus, sel-sel penyusun meristem harus dalam kondisi optimal. Selama periode
dua minggu tersebut tampaknya sel-sel yang mungkin mengalami kerusakan fisiologis
telah mampu mereparasi atau memperbaiki diri. Hal ini dimanifestasikan adanya
pembentukan kalus yang lebih cepat pada perlakuan iradiasi dosis 100 rad dibanding
perlakuan yang lain. Hal ini didukung peryataan Ichikawa dan Ikhusima (1967) bahwa
dengan perlakuan iradiasi sinar gamma pada suatu tingkat dosis tertentu dapat merangsang
pertumbyhan tanaman. Hal ini disebabkan hilangnya kemampuan sebagian sel pada
meristem untuk membelah diri, menyebabkan aktivitas pembelahan sel-sel meristem yang
lain meningkat. Perlakuan iradiasi Co®® dengan dosis 100 rad temyata juga mampu
meningkatkan pembentukan tunas adventif pada kultur kalus Anthurium andreanum telah
dilaporkan oleh Pierik (1987).

Dari hasil pengamatan nampak bahwa semakin besar dosis iradiasi ternyata
pembentukan kalus semakin lama (kecuali pada dosis 1000 rad) dan kalus yang terbentuk
sedikit. Hal ini mengindikasikan bahwa semakin besar dosis iradiasi akan semakin
menghambat pembentukan kalus. Penghambatan waktu pembentukan kalus diduga |

disebabkan oleh kerusakan seluler pada sebagian sel-sel meristem penyusun eksplan yang
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diiradiasi, sehingga menyebabkan berkurangnya konsentrasi auksin bebas dalam sel
meristem, sehingga menghambat pembelahan sel. Hal ini didukung oleh Gordon (1961)
yang menyatakan bahwa berkurangnya konsentrasi auksin disebabkan oleh penghambatan
sistem enzim yang sangat radiosensitif sehingga proses perubahan indol acetaldehyde
menjadi [AA terganggu. Hal ini juga sesuai dengan pernyataan Tetelepta dan Hendratno
(1966) bahwa efek yang sering dijurﬁpai pada perlakuan iradiasi sinz_ir gamma adalah
penghambatan atau stimulasi pertumbuhan.

Dari hasil pengamatan nampak bahwa pada perlakuan iradiasi dengan dosis 500
rad, 1000 rad, dan 1500 rad kalus vang terbentuk sedikit dan mengalami kematian,
walaupun dalam waktu yang tidak bersamaan. Hal ini dimungkinkan karena radiasi sinar
gamma Co® dapat mengganggu kondisi fisiologis sel-sel kalus. Untuk dapat bertahan
hidup dan berproliferasi, sel-sel kalus tersebut harus dalam kondisi optimal. Selama
periode tiga minggu tampaknya sel-sel yang mengalami kerusakan fisiologis tidak mampu
mereparasi atau memperbaiki diri. Hal ini dimanifestasikan adanya warna kalus yang
semula berwamna putth kekuningan berubah menjadi hitam yang mengindikasikan kalus
tersebut telah mati.

Hasil pengamatan terhadap perkembangan embrioid, pada penelitian ini
perkembangan embrioid belum dapat teramati. Hal ini menunjukkan bahwa semua sel
kalus yang disuspensikan tidak mempunyai sifat embriogenik. Hal ini diduga karena kalus
yang disuspensikan kurang friable sehingga sulit mendapatkan sel tunggal. Di samping itu
dengan adanya perlakuan subkultur yang berulang-ulang (diperpanjang) dapat menurunkan
sifat embriogenik sel kalus. Hal ini didukung Bhojwani dan Razdan (1983) yang
menyatakan bahwa penurunan potensi embriogenik pada kultur suspensi sel yang

diperpanjang yaitu dengan bertambahnya waktu sel-sel baru menjadi berkurang potensi
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embriogeniknya, vang disebut dengan instabilitas sitologi pada sel-sel yang dikulturkan.
Selain itu pada sel yang berulang-ulang disubkultur menjadi lebih sensitif terhadap
penghambatan ekspresi totipotensinya atau mungkin disebabkan karena jenis dan

konsentrasi zat pengatur tumbuh yang digunakan belum sesuat.
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

(1) Ada pengaruh perlakuan iradiasi sinar gamma Co® terhadap lama waktu
eksplan membentuk kalus dan perlakuan iradiasi sinar gamma Co® dengan
dosis 100 rad dapat /mampu mempercepat pembentukan kalus eksplan
pucuk batang tebu (Saccharum sp)

(2) Perkembangan embrioid yang berasal dari suspensi sel kalus tebu sampai
penelitian ini berakhir belum dapat teramati.

6.2, - Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjul untuk mengetahui dosis radiasi Co*® yang
tepat untuk meningkatkan diferensiasi kalus, diferensiasi akar, pertumbuhan akar, dan
pertumbuhan tunas. Selain itu perlu dilakukan penelitian perkemb;xngan embrioid vang
berasal dari sel kalus tebu yang diiradiasi sinar gamma Co® yang ditumbuhkan pada

medium MS cair dengan kombinasi dan konsentrasi zat pengatur tumbuh yang berbeda.
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Lampiran 1. Komponen. Media Murashige and Skoog (MS)

B s mt

3 mg/l

A. Makronutrien

NH4NO; 1650

KNO; 1900

CaCl;.2H,0 440

MgS04.7H;0 370

KH,PO, 170
B. Mikronutrien

MnSO4.4H,0 22.300

/nS04.4H,0 8,600

H;BO; 6.830

KI 0,250

Na,MO0.2H,0 0,025

CuS04.5H,0 0,025

CaCl,.6H,0 0,025
C. Besi

Na,EDTA 37,30

FGSO4.7H20 27,80
D. Vitamin

Piridoksin-HCI (Vit. B6) 0,50

Thiamin 0,10
E. Asam Amino

Glisin 2.0

Asam Nikotinat 0,5
F. Zat Organik

Mio inositol 100

Sukrosa 30.000
G. Agar 8.000

pH 56-6

Ditambah 2 4D dan Kinetin

MILIK

PRRPUSTAKAADN
OUNIVERSITAS AIRLA NGGA
SURABAYA
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Lampiran 2. Analisis Varian lama waktu (hart) eksplan tebu membentuk kalus dan uji
Duncan lama waktu (hari) eksplan tebu membentuk kalus

[Cneway
ANOVA
HARI_KE
Sum of _
Squares df Mean Square F Sia.
Between Groups 341,962 4 85,490 154,235 000
Within Groups 55,429 106 554
Total 397,390 104 i
Post Hoc Tests
Multiple Comparisens
Dependert Variable: HARI_KE
LSD
- -
Mean
Difference 05% Confidenae i 2ival
(1) PERLAKUA  {J) PERLAKUA {I-5) Std. Emror Sig. Lower Bound | Upprr Boo
D0 D 100 5,7143" 3446 000 5. 0304 e
D 500 22857 3249 000 4,04 - ' !
D 1000 32,7143 3148 000 3,000 <
D 1500 7143* 3083 o3 !
D 100 DO -5,7143" 3446 oo | :
D 500 -3,4286" ,2569 RG] i '
D 1000 -2,0000* 2437 RaIbie} ! ‘
D 1500 -5,0000 2354 000 Gl
D 500 DO 2.2857* 3249 T 000 EEOEE
D 100 3,4286* 2568 000 7.09180 SRR
" D1000 1,4286* 2149 ,Gun 1,007 RTINS
0 1500 -1,5714* 2055 000 -1,9781 -1 Y
D 1000 DO -3,7143" 3146 Tooo [T Tazaes | moe
D 100 2,0000" 2437 000 1.5165 235
D 500 -1,4286~ 2149 0 -1, 8550 |
D 1500 -3,0000* 1883 000 | -3uT4s |
D 1500 DO -, 7143* ,3083 022 -1,3259
D 1C0 . 3,0000* 2354 00 4 5324
D 500 1,5714* 2055 a0 1,1637
D 1000 3.0000¢) 1688 000 ) 6255

* The mean difference is significant at the .05 level.
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