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RINGEASAR
ETY AMBARWATI SUMIDJO. Pembentukan dan Regenerasi Kalus
pada Tanaman Tebu (Saccharum officinarum L.) Varietas
F 154 Secara In Vitro (Dibawah bimbingan DIAH R. LUKMAN
dan SOEKISMAN TJITROSOEDIRDJO).

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Fisiologil
Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas Matemetika dan Ilmu
Pengetahuan Alam, Institut Pertanian Bogor. Penelitian
dimulai sejak bulan Juni 199% sampai dengan bulan Maret
1991. Tujuan penelitian ini ialah mengetahui kemampuan
pembentukan kalus dan regenerasi kalus tebu varietas F 154
(BZ 132) dalam kultur in vitro.

Perlakuan pada tebu ini terdiri dari medium dasar Hu-
rashige dan Skoog (MS) dengan 4, 8 dan 8 mg/l 2,4-Dikloro-
fenoksi asam asetat (2,4-D) dan suhu dingin (8°) selama
nol dan tiga hari pertama. Masing-masing ulangan 10 kali.
Eksplan berasal dari tunas tebu yang berumur dua bulan.
Sub kultur dilakukan pada saat umur kultuor kalus berumur
12 minggu. Medium yang digunakan untuk regenerasi kalus
ini adalah medium MS tanpa 2,4-D.

Pengamatan terhadap percobaan ini meliputi persentase
pencoklatan, waktu timbulnya.kalus, warna kalus, waktu

pembentukan tunas dan akar serta persentase pembentukan

P i A

tunas dan akar dari kalus.
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Dari hasil percobsan diketahui bahwa pencoklatan ter-
jadi pada semua perlakuan. Perlakuan dengan suhu dingin
menyebabkan persentase pencoklatan jaringan lebih sedikit
dibandingkan perlskuan tanpa suhu dingin. Namun suhu ren-
dah tersebut mengakibatkan lambatnya pertumbuhan jaringan.

Munculnya kalus berkisar antaras minggu ke satu sampail
minggu ke empat. Pembentukan kalus hanya terjadi pada
perlakuan 2,4-D 6 mg/l dan 8 mg/l tanpa suhu dingin dan ©
mg/1l dengan suhu dingin. Perlakuan 4 mg/l sama sekali ti-
dak menghasilkan kalus. Warna kalus yvang terbentuk umum-
nya berwarna putih dan bertipe kalus kompak.

Setelah kalus berumur 12 minggu, kalus dipindahkan
ke medium regenerasi. Dari semua kalus yang terbentuk ti-
dak sémua mampu beregenerasi membentuk tunas dan akar.
Regenerasi kalus terjadi pada minggu kedusa dan minggu ke-
delspan. Di dalam medium inisiasi terdapat tunas yang
tumbuh langsung dari kalus. Ini diduga adalah tunas yang

berasal dari embrio somatik.
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PENDAHULUAR

Latar Belakang

Tebu {(Saccharum officinarum L.) merupakan tanaman
penting di Indonesia sebagai penghasil gula. Dengan ber-
tambahnya jumlah penduduk, maka bertambah pula konsumsi
gula setiap tahunnya. Sebagai gambaran, diketahui di In-
donesis pada tahun 1980 hanya tersedia 1.2 juta ton gula,
sedangkan sampai akhir Pelita IV kebutuban gula mencapail
2.52 juta ton (Noertjashyo, 1881). Dengan demikian masih
perlu tambahan 1.32 juta ton. Untuk itu perlu ada usaha
usaha peningkatan produksi gula untuk mengimbangi me-
ningkatnya konsumsi gula, vang ditunjang dengan kegiatan
penelitian vang menyangkut berbagai bidang.

Tebuy ditanam dengan potongan batang bibit yang berma-
ta tunas rata-rata delapan sampai dua belas setiap meter
guludan. Jarak antar guludan itu kurang lebih 1.35 m dan
setelah tumbuh populasi tebu diharapkan dapat mencapal se-
kitar 100 GO0 batang/hal. Untuk penvediaan bibit ini
diperlukan areal yang cukup luas. Menyadari diperlukannya
areal yang luas untuk memenuhi kebutuhan bibit tanaman te-
bu dalam jumlah banyak, maka dilskukan pemanfaatan metode

kultur jaringan sebagal salah satu aspek bioteknologi

lKeterangan lisan dengan Bapak Dr. Sukisman T., MSc.



kJ

untuk pengadaan bibit. Pada umumnya perbanyakan secara in
vitro digunakan untuk mendapatkan bibit yang seragam, dan
dihasilkan secara massal. Perbanyakan in vitro ini dila-
kukan di laboratorium, sehingga pelaksanaannya tidak ter-
gantung pada musim, faktor lingkungan (suhu, cahaya, ke-
lembaban, dan sebagainya) serta tidak memerlukan areal
vang luas seperti yang dilakukan di lapang dan bahan yang
digunakan relatif sedikit.

Salah satu kendala vang sering dihadspi dalam kultuar
sel terutama sel friabel adalah turunnya kemampuan morfo-
genesis sel-sel tersebut, sehingga regenerasi tanaman utuh
tidak terjadi (Meredith dan Carlson, 1982). Padahal pe-
kerjaan pemuliaan tanaman melalui kultur sel tak akan ber-
manfaat bila sel tersebut tak mampu membentuk tanaman
utuh. Walsupun regenerasi tanaman sudah diperoleh dalam
banyak jenis tanaman, namun proses itu sendiril masih belum
sepenuhnya dimengerti (Gunawan, 1967). Dengan menggunakan
teknik lanjut kultur jaringan, langkah pertama yang harus
dilakukan adalah percobaan regenerasi tanaman dari kalus.
Penelitian ini merupakan usaha mendapatkan kondisi kultur
vang baik untuk mendorong tumbuhnya sel kalus kemudian me-
macunya menjadi tanaman utuh, karena menurut Thorpe (1882)>
hilangnya kemampuan morfogenesis sel tidak selalu disebab-
kan oleh faktor genetik, tetapi kerap kali disebabkan oleh

faktor fisiologis.



Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan
pembentukan kalus dan regenerasi kalus tebu ( Saccharum

officinarum L.) varietas F 154 dalam kultur in vitro.
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TINJAUAN PUSTAKA

Botani Tanaman Tebn
Sistematika Tanaman Tebu
Menurut Hutchinson (1873) sistematika tanaman tebu

adalah sebagai berikut-:

Divisi : Spermatophyta

Ansk Divisi : Angiospermae

Eelas : Monocotyledonsae

Bangsa : Graminales

Suku : Graminae (Poaceae)

Anak Suku : Panicoidese

Puak : Androponeae

Anak Puak : Saccharinae

Marga : Saccharum

Jenis :  Saccharum officinarum L.

Deskripsi Tebu Varietas F 154

Varietas F 154 merupakan varietas introduksi dari
Taiwan dan dimasukkan ke dalam nomor koleksi BZ (Buiten-
landse‘Zaadrietsoorten), yaitu BZ 132. Varietas ini dile-
pas sebagai varietas unggul baru oleh Menteri Pertanian
dengan SK No 180/Kpts/Um/3/1882 pada tanggal 22 Maret
1982 sebagai usaha pemerintah untuk mengembangkan Jjenis

tebu unggul yvang mempunvai produksi lebih tinggi daripada
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varietas komersial vang ada (Darmodjo, Soejoto, Mirzawan,
dan Soeprijanto, 1983)..

Tebu varietas F 154 (BZ 132) merupaksan hasil persi-
langan antara PT 51-213 dengan PT 43-52. Ciri-ciri penge-
nal dan keunggulan varietas tebu ini menurut Sastrowijono
(1882) dan berdasarkan edaran Bagian Pemuliaan Balal Pene-
1itiaﬁ Perusahaaan Perkebunan Gula (BP3G) adalah sebagai
beriknt (Gambar 1)

Dsun. Helaian dsaun berwarna hijau kekuningan dengan
ukuran lebar daun yang sedang. Ujung-ujung tajuk daun me-
lengkung kira-kira seperempat dari panjang helai daun.

Pada bagian punggung pelepah daun terdapat bulu-bulu
lebat vang panjangnya lebih dari 3 mm dengan kedudukan te-
gak dan rapat. Tidak mempunyai telinga daun, walaupun ada
kedudukannya lemah dengan kedudukan miring.

Batang. Batang terdiri dari ruas-ruas yang tersusun
lurus dengan bentuk.silindris dan dengan penampang melin-
tang bulat. Warna ruasnya merah keunguan dengan lapisan
lilin sedang. Alur mata dan retak-retak gabus tidak ada.
Di tengah-tengah ruas terdapat lubang- lubang kecil.
Tinggi batang berkisar antara 3.43 sémpai 3.68 m, bobot
batangnya 0.57 sampai 0.65 kg/m dengan jumlah bstang
768 000 buah/hs.

Mata. Mata berbentuk bulat telur dengan sayap mata

berpangkal di bawah tengah-tengah tepi mata dengan vkuran



sama besar (rata).
Untuk lahan kKering diperoleh hasil tebn sebanyak 55.2
sampai 93.0 ton/ha, hasil hablurnya 4.9 sampai 8.9 ton/ha

dan dengan rendemen berkisar antara 8.82 sampal 9.07%.

RUAS HMATA FILEPAH DAUN

F 154 {BZ 132)

Gambar 1. Tebu Varietas F 154



Varietas tebu ini disebut varietas unggul harapan,
karena bersifat lebih stabil dibandingkan beberapa varie-
tas tebu lain, seperti Ps 30, Ps 41 dan lain-lain (Mirza-
wan, 1980). Untuk lahan sawah, varietas ini menghasilkan
hablur lebih unggul kira-kira 6.5% terhadap Ps 41, 102
terhadap Ps 30 dan 45% terhadap POJ 3016 (Darmodjo et al,
1983). Varietas ini tahan terhadap hama penggerek pucuk
dan penggerek batang serta tahan terhadap penvakit nosaik
dan blendok, walaupun agak peka terhadap pokahbung.

Kelebihan lain varietas ini adalah dapat diussahakan
secara ekonomis sebagsi tanaman keprasan dan kemampuannya
untuk menyesuaikan diri terhadap berbagai tipe iklim, dan

jenis tanah.

Syvarat Hidup Tebun

Menurut Sudiatso (1880) tanaman tebu tumbuh bﬁik di
dserah beriklim panas di tropika dan subtropika di sekitar
katulistiwa sampai garis isoterm 20°C, yaitu di antara 39°
Lintang Selatan sampai dengan 35° Lintang Utara.

Tanaman tebn dapat ditanam di daerah dataran rendah
sampai dengan dserah pegunungan dengan ketinggian di atas
permukaan laut sekitar 1 000 meter. Di daerah pegunungan
vang suhunysa rendah, tebu lambat tumbuh dan rendemennya
rendah (Sudiatso, 1980). Barnes (1964) menyatakan bahwa

pada suhu kurang dari 21°C pertumbuhan tebu terhambat,



bahkan apabiia suhu tanah turun sampai 189C maka pertum-
buhan tebu dapat terhenti.

Tebu membutuhkan banyak air dalam masa pertumbuhan-
nya, sedangkan ketika tebu telah masak dan glap dipanen
keadaan yvang dikehendaki ialah kering dan tidak ada hu-
jan. Dari hal diatas dapat diketahui bahwa tebu menghen-
daki adanya perbedaan nyata antara musim hujan dan musim

kemarasu {(Sudiatso, 1980).

Kultur Jaringan Tebu
Eultur Jaringan Tebu

Kultur jaringan adalah teknik untuk menumbuhkan Jja-
ringan dari bagian tanaman pada medium buatan dalam keada-
an steril. Perkembangan kultur jaringan ini didasari oleh
adanyvs sifat totipotensi, vyang berafti bahwa setiap unit
sel tanaman mampu menurunkan sifat dan mempunyai potensi
vang sama dengan induknya. Peranan kultur jaringan antara
lain menvangkut perbanyakan klonal, penciptaan varietas
unggul dan peningkatan mutu tanaman (George dan Sherring-
ton, 1984).

Menurut Heinz, Krishnamurthi, Nickell dan Maretzki
(1977) penelitian kultur sel dan jaringan tebu pertama ka-
1i dilakukan oleh Nickell pada tahun 1861 di Hawali untuk
mempelajari aspek fisiologis dari jaringan parenkim yang

matang dari klon tebu H 50-7209 yang diseleksi untuk



menghasilkan kalus. EKemudian kalus vang dihasilkan dii-
solasi untuk penelitian-penelitian tebu selanjutnya.

Menurut Lio (1981), Taiwan Sugar Research Institute
(TSRI) telah menjalanksan program teknik kultur Jaringan
untuk perbaikan sifat-sifat tebu vang dimulai sejak tahun
1970, kemudian diikuti oleh institut-institut lain di Flo-
rida, Louisiana dan Maryland di Amerika Serikat, Perancis
dan Fiji untuk melakukan penelitisn yvang sama seperti TSRI
untuk mencari jenis tebu yang unggul dan resisten terhadap
hams dan penyakit tebu.

Heinz et al (1977) menyatalkan bahwa penelitian kultur
Jaringan tebu bertujuan untuk mengamati variabilitas gene-
tik yang terjadi pada kultur sel dan tanaman hasil re-
generasinya, kultur kalus untuk mencari varisbilitas gene-
tik yvang tahan terhadap penyvakit, kultur untuk memperolesh
tanaman dengan kandungan gula yang tinggi, mengamati or-

ganogenesis dan embriogenesis ‘pada kalus, dan sebagainya._

Sterilisasi Bahan Tanaman

Dalam kultur jaringan, 1nisiasi kultur yang bebas da-
ri kontaminan merupakan langkah vang penting. Bahan ta-
naman vang berasal dari lapangan banvak mengandung debu,
kotoran dan berbagai kontaminan lainnya. Pada beberapa
tanaman ditemukan Juga kontaminan békteri atan cendawan

vang berassl dari dalam jaringan tanaman itu sendiri.
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Rontaminasi internal seperti ini sulit diatasi, karena
sterilisasi permukaan tidak menyelesaikan masalah. Ta-
naman vang mengandung kontaminan internal harus diberi
perlakuan antibiotik atasu fungisida sistemik, tetapi peng-
gunaan antibiotika dengan konsentrasi tinggi selain dapsat
menyebabkan mikroorganisma menjadi resisten, juga dapat
menghambat pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Setiap
bahan tanaman mempunyai tingkat kontaminasi yang berbeda~
beda sehinggs untuk setiap bahan tanaman harus ditentukan
cara sterilisasi yang tepat melalui percobaan pendahuluan
(Gunawan, 1887; Pierik, 1887).

Menurut Bhojwani dan Razdan (1883) senyawa kimia yang
biasa digunakan untuk sterilisasi bahan tanaman adalah so-
dium hipoklorit, kalsium hipoklorit, etil alkohol dan iso-
propil alkohol. EKonsentrasi sterilan dan lamanya perla-
kuan digunakan selams tidak mematikan jaringan itu sendi-
ri.

Irvine (1985) menggunakan sodium hipoklorit 20% sela-
ma 20 menit untuk mensterilkan tebunya, sedangkan Tatt dan
Abdul Rahman (1975) menggunakan sodium hipoklorit 10% se-
l1ama 30 menit. Dalam penelitiannya Heinz dan Mee (1869)
menggunakan etil alkohol 95% selama satu menit, fenll mer-
kuri asetat selama 4 menit kemudian kloroks 20% selama 10

menit.
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Medium yang Digunakan

Menurut Gunawan (1987), medium Murashige dan Skoog
(MS) dibust untuk kultur kalus tembakau, tetapl komposisi
medium ini ternyata mendukung kultur jasringan banyak ta-
naman lain pula. MHedium MS ini paling banyak digunakan
untuk berbagai tujuan kultur, walaupun kebutuhan nutrisi
jaringan délam in vitro tidak sama untuk setiap Jjenis ta-
naman.

Menurut Heingz et al (1977) medium yang umum digunakan
untuk pertumbuhan kultur sel dan jaringan tebu adalah mo-
difikasi medium White dan MS dengan penambahan air kelapa,
ragi atau tomat. Menurut Barba dan Nickell (1869) medium
White memang baik untuk pertumbuhan jaringan tebu, tetapi
tidak baik untuk menginduksi perakaran dan pertunasan.
Untuk subkultur yvang dilakukan lebih dari satu kali dengan
menggunakan medium ini biasanya kalus yang terbentuk tidak
dapat berdiferensissi, walaupun konsentrasi auksinnya di-
kurangi.

Untuk pembentukan kalus tebu digunakan medium MS yang
dimodifikasi yang disebut MS-C, medium ini merupakan Medi-
um MS yvang mengandung 2,4-D (2,4-Diklorofencksi asam ase-
tat), air kelapa dan mioc-inositol. Sedangkan untuk rege-
nerasi kalus menjadi tunas digunakan medium MS-D, yaitu
medium M$S yang dimodifikasi dengan penambahan 1 mg/l ki-

netin, 1 mg/l Naftaslena Asam Asetat (NAA), dan 400 mg/l
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kasein hidrolisat. Untuk menumbuhkan akar dari tunas di-
gunakan medium Schenk Hildebrandt (SH) vang telah terbukti

baik (Liu, 1981).

Zat Pengatur Tumbuh

Induksi kalus pada tumbuhan monokotil memerlukan
auksin dalam konsentrasi tinggi, dan biasanya digunakan
2,4-D. Sedangkan uptuk regenerasi kalus digunakan konsen-
trasi 2,4-D dengan konsentrasi lebih rendah atau 2,4-D
diganti dengan sauksin yang lebih lunak seperti Indol Asam
Asetat (IAA) atau NAA. Kebanyakan spesies tanaman dapat
beregenerasi tanpa tambahan sitokinin asal konsehtrasi
auksinnya rendah (Liu, 1981). Supraptopo (1987) berpendsa-
pat bahwa untuk inisiasi kalus tebu 2,4-D vang digunakan
memiliki selang konsentrasi yang cukup luas, vakni dari 1
sampai 8 mg/1, bahkan sampai 20 mg/l. IAA kurang dapat
berfungsi dalam pembentukan kalus sebab dari konsentrasi 1
sampai 8 mg/1 TAA vang digunakan tidak ada yang mampu men-
dorong terbentuknya kalus dengan baik.

Heinz dsn Mee (1969) melaporkan bahwa pertumbuhan ja-
ringan kalus tercepat terjadi pada medium MS yang mengan-
dung 3 ppm 2,4-D. HMenurut Ernawati (1985) pertumbuhan ka-
lus tercepat dengan penambahan 2.,4-D pada konsentrasi 3
dan B ppm tanpa kinetin. Sedangkan jumlah tunas terbanyak

diperoleh dari penambahan 1 ppm 2,4-D dan 1 ppm kinetin.



Penelitian yang dilakukan Barba dan Nickell (1968)
menunjukkan bahwa pengaruh pemberian 2,4-D dengan konsen-
trasi 0; 0.05; 0.5 dan 5.0 mg/l memberikan reaksi yang
berbeda pada varietas yang berbeda. Heinz dan Mee (1868
melaporkan bahwa diferensiasi kalus terjadi dengan memin-

dahkannya pada media vang tidak mengandung 2,4-D.

Eksplan

Eksplan dapat diambil dari hampir semua jaringan te-
bu, seperti jaringan parenkim tunas puncak, daun muda dan
perbungaan {(Heinz dan Mee, 19B63).

Menurut Liu (1884) jaringan eksplan yang dépat dipa-
kai adalah meristem subapikal yang meliputi ruas satu sam-
pai delapan, bagian dalam gulungan daun muda di atas tunas
apeks yang panjangnyaz 2-3 cm, bagian perbungaan yang masih
tertotup sarung daun yang dapat dipetik dengan catut.

Sastrowijono (1876) pada penelitiannya menggunakan
eksplan upih daun muda yang masih menggulung dari tanaman
tebu berumur tiga bulan setelah tanam. Sedangkan Suprap-
topo (1887) menggunakan upih daun muda dari tanéman vang
berumur tujuh bulan setelah tanam. Dari ketebalan irisan
jaringan yang berkisar 1 sampai 16 mm, ternyata potongan
jaringan 2 mm menghasilkan tingkat pertumbuhan yang pa-
ling tinggi dibandingkan dengan tebal potongan Jjaringan

vang lain.
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Lingkungan Tumbuh

Setelah dilakukan penanaman pada botol kultur, maksa
Liu (1981) menyimpan kultur dalam ruangan yang mempunysai
suhu 26°C sampai 28°C di bawah lampu neon dengan intensi-
tas cahaya sebesar 3 870 lux selama 12 jam setiap harinvya.
Sedangkan Supraptopo (1887) memelihara kultur tebunya da-
lam ruangan kultur dengan suhu 22°C sampai 28°C dengan
sinar berintensitas antara 500 sampai 1 000 lux selama 24
jam setiap harinvysza.

Eelembaban relatif pada ruangan kultur umumnya berki-
sar antara 70 sampai 80% (George dan Sherrington; 1884).
Kelembaban relatif dibawah 50% dapat menyebabkan kultur
menjadi lebih cepat kering, sedangkan jika kelembaban re-
latifnya terlalu tinggi kontaminasi akan lebih banvak ter-

jadi (Bhojwani dan Razdsan, 1983).

Perkembangan Eksplan
Inisiasi kalus terjadi kira-kira empat hari setelah

penanaman. Sel-sel kalus merupakan kumpulan sel yang
tidak teratur dan tidak berdiferensiasi serta muncul dari
jaringan floem. EKira-kira enam minggu kemudian kalus ter-
sebut akan berakumulasi membentuk massa kalus (Liu, 1984),
sedangkan Heinz dan Mee (1968) melaporkan bahwa munculnya
kalus bervariasi menurut perlakuan, berkisar dari dua sam-

pai enam minggu setelah tanam. Kalus tersebut muncul dari



bagién permukaan eksplan yang terkena irisan. Inisiasi
kalus ini ditandai dengan munculnya bintik-bintik putih,
kemudian menyebar ke seluruh permukaan eksplan. Kalus
dapat tumbuh dengan tekstur yang mengeras (kompak) atau
mudah pecah menjadi bagisn-bagian yang lebih kecil. Per-
tumbuhan kalus mudah pecah ini dinamakan kalus frisbel.

Menurut Liu (18981) perbungaan dan daun muda mempunyai
kapasitas terbesar untuk membentuk kalus dan dapat bere-
generasi tanpa perlu dipindah padsa medium diferensiasi.
Selama lima sampai enam minggu pertumbuhan, massa kalus
dapat dipindahkan ke dalam medium lain untuk proliferasi
kalns atau dipindahkan ke medium diferensiasi untuk lebih
memacu regenerasi kalus menjadi tanaman (Dodds dan Ro~-
berts, 1882).

Setelah dipindahkan ke medium diferensiasi, kira-kira
10 sampai 15 hari kemudian terlihat ada bintik-bintik ber-
warns hijau pada permukaan kalus. Ini merupakan titik
tumbuh dengan primordia daun, dan secara perlahan-lahan
akan berubah menjadi tunas. Selanjutnya tigsa sampai empat
minggu kemudian permukaan sel tertutup oleh tunas hijan
(Liu, 1981). Sedangkan Ernawatil (1985) meﬁdapati bahwa
tidak semua kalus mampu membentuk tunas dan ada pula tunas
vang telah terbentuk mengalami dediferensiasi membentuk
kalus kembali. Supraptopo (1987) menemukan bahwa satu

7

minggu setelah kalus dipindahkan ke medium diferensiasﬁﬁ%e
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biasanya timbul bintik-bintik berwarna merah keunguan.
Bintik-bintik tersebut berubah menjadi hijau dan kemudian
tampak adanya tunas yang tumbuh.

Menurut Heinz dan Mee (1969) diferensiasi tunas atau
akar langsung dari kalus tebu mudah didapat, tetapi untuk
mendapatkan akar dari diferensiasi tunas lebih sulit. Re-
genegasi tanaman vang terjadi apakah tunas dan akar vang
didapat atau hanya tunas dan akar saja tergantung dari
klon itu sendiri. Liu (1984) telah berhasil mencapal re-
generasi akar dengan menggunakan medium Schenk dan Hilde-
brandt (SH). Akar terbentuk kira-kira 13 haribsetelah
dilakunkan pemindahan dari medium modifikasi MS yang berha-

.gil merangsang timbulnya tunas.

Pencoklatan

Yang menjadi masalah menurut Liu (1881) adalah cara
mengurangi eksudat coklat yang sering terjadi pada kultur
tebu vang menghambat pertumbuhan eksplan dan kalus sehing-
ga kultur tebu tidak dapat bertzhan hidup. Warna coklat
terjadi pada jaringan yang baru dipotong, akibat reaksi
senyawa fenol pada jaringan dengan oksigen membentuk kui-
non dengan dikatalisasi oleh enzim polifenol oksidase.
Kuinon bersifat toksik terhadap mikroorganisma dan dapat
menghambat pertumbuhan jaringan. Beberapa cara yang di-

gunakan untuk mengurangil pencoklatan adalah penggunaan
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sistein, menyimpan kultur di tempat gelap selama beberapa
waktu, menggunakan arang aktif, menggunakan medium cﬁir,
mempersering subkultur pada medium baru dan penambahan se-
nyawa antioksidan, seperti asam sitrat. Suhu rendsah dapat
digunakan untuk menghambat aktivitas enzim, sehingga di-
harapkan dengan adanya swhu dingin aktivitas enzim polife-
nol oksidase dan tyrosinase dapat dihambat. EKondisi suhu
rendah yang cocok ini berbeda-beda untuk setiap Jjenis ta-
naman dan tujuan kultur (Pierik,1987; George dan Sherring-

ton, 1984).



BAHAR DAN METODE

Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan sejak bulan Juni 1880
sampai dengan bulan Maret 1991, bertempat di Laboratorium
Fisiologi Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika

dan Ilmu pengetahuan Alam, Institut Pertanian Bogor.

Metode

Persiapan Peralatan

Peralatan laboratorium seperti botol kultur dan cawan
petri dicuci dengan =air sabun hingga bersih dan kemudian
dibilas dengan air. Botol-botol dan cawan petri tersebut
bersama-sama dengan kertas alumunium dan alat diseksi di-
masukkan ke dalam antoklaf selama satu jam pada tekanan 15
psi dan suhu 121° dan siap digunakan sewaktu-waktu. Se-
dangkan peralatan lain seperti pipet, gelés piala dan
pengaduk cukup dibilas dengan air bersih saja tanpa dima-

sukkan ke dalam autoklaf.

Pembuatan Medium

Larutan-larutan baku dikeluarkan dari lemari pendi-
ngin. Gelas pials Eerukuran satu liter diisi sepertiganya
dengan akuades. Kemudian lafutan baku ditambahkan ke da-
lam gelas piala sebanyak vang tercantum dalam Tabel Lam-

piran 1 dengan menggunakan pipet. Campuran di aduk setiap
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penambahan larutan baku. Sukrosa dan air kelapa ditambah-
kan ke dalam gelas piala dan di aduk sampal larut selu-
ruhnya, kemudian ditambahkan akusdes secukupnya sampai vo-
lume total mencapai satu liter. Larutan itu diuvkur nilai
pHnya dengan menggunskan pH-meter hingga tercapail nilai
5.7 dengan menambah setetes demi setetes larutan HC1 1 N
atau NaOH 1 N. Campuran tadi ditambahkan pada agar dan
dipanaskan sambil diaduk sampail merata pada penangas air.
Setelah itu medium panas dituangkan ke dalsm botol kultur
kira-kira 20 ml dan kemudian ditutup dengan kertas alumu-
nium. Botol-botol itu disterilkan dalam autocklaf pada
tekanan 15 psi dan suhu 121°C selama 15 menit. Botol-bo-
tol berisi medium itu disimpan selama beberapa hari untuk

dilihat kesterilannva.

Sterilisasi Bahan Tanaman

Sterilisasi bahan tanaman yvang merupakan tunas tebu
vang berupa gulungan daun muda yang masih menggulung dan
berumur dua bulan (Gambar 2) dilakukan dengan cara mencu-
cinya dengan air sabun lalu dibilas dengan air sampai ber-
sih. Setelah itu gulungan daun diseka dengan alkohol 70%
sambil dilepas helal demi helai daunnya sampal tersisa be-
berapa gulungan daun terdalam yang berwarna putih kehi-
Jauvan. Untuk memudahkan perendaman, gulungan itu dipo-

tong~potong menjadi potongan dengan vkuran 2 sampal 4 cm.
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Potongan-potongan itn direndam dalam larutan kloroks ko~
mersial (5.25% NaOC1l) 10% selamsz 15 merit, kemudian dibi-

las dengan akuades steril sebanyak tiga kali.

S
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Gambar 2. Tunas Tebu Varietas F 154 Umnr Dus
Rulan

Penanaman

Setelah disterilisasi bahan tanaman tersebut dipo-
tong-potong melintang dengan ukuran kira-kira 0.5 cm, ke-
mudian eksplan itw ditanam pada medium HS yang telah di-
silapkan. Masing-masing botol berisi satu eksplan. Pena-
naman dilakukan secara aseptik di dalam kotak pindsah vang
telah disinari sinar UV selama satu malam. Kultur dima-

sukkan ke dalam inkubator bersuhu 8%C dan gelap selama



nol hari dan tigs hari pertama, kemudian dipindahkan ke
ruangan kultur yang bersuhu 259C-27°C dengan intensitas

cahaya sebesar B800-1 000 Inx selama 16 jam setiap harinya.

Perlakuan

Perlakuan yvang diberikan pada percobaan ini adalah
konsentrasi 2,4-D dengan tiga taraf yaitu 4 mg/1l, 6 mg/l,
dan 8 mg/l dikombinasikan suhu dingin (8°C) selama nol
hari dan tiga hari pertama. Masing-masing perlakuan dila-
kukan ulangan 10 kali sehingga seluruhnya terdapat 80 sa-
tuan percobaan.

Setelah kalus yvang terbentuk berumur 12 minggu, kalus
itu dipindahkan ke medium regenerasi yang komposisinya di-

cantumkan pada Tabel Lampiran 1.

Pengamatan

Peubah yvang diamati adalah persentase pencoklatan,
warna kalus,‘waktu timbulnva kalus, persentase timbulnya
kalus, waktu munculnya tunas dan akar yang terbentuk dari
kalus, persentase timbulnya tunas dan akar dari kalus.
Pengamatan dilakukan secara visual dan dilakukan setiap
minggu. Hasil yang diperoleh tidak diolah secara statis-

tik karena sulit untuk mendapatkan Jjaringan yang seragam.



Perhitungan
Perhitungan persentase jaringan eksplan yang mencok-
lat adalah

Jumlah Eksplan yvang Mencoklat
x 100%

Jumlah Ulangan Setiap Perlakuan
Untuk perhitungan persentase timbulnya kalus adalah

Jumlah Eksplan vang Berkalus

x 100%
Jumlah Ulangan Setiap Perlakuan '

Sedangkan untuk perhitungan persentase pembentukan
tunas atsu akar adalah

Jumlah Kalus yang Bersakar/Bertunas

x 100%
Jumlah Kalus Setiap Perlakuan



HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertumbuhan Eksplan
Pada saat penanaman eksplan berwarna putih kehijauan.
Pada beberapa eksplan terlihat ada yang mengalami pemsn-
Jangan jaringan dan beberapa membuka gulungan. Pemanjang-
an jaringan mulail terjadil kira kira satu minggu setelah
tanam. Jaringan yvang hidup terlihat dari kesegaran eks-
plan itu dan kemampuan berinisiasi membentuk kalus. Kema-
tian eksplan yang ditanam biasanya dimulail sejak beberapa
hari sampai empat minggu setelah tanam.

Tabel 1. Persentase Kematian Jaringan pada Umur
Empat Minggu Setelah Tanam )

Perlakuan Eematian Eksplan
(mg/1 2,4-D dan suhu 8°C) (%)
4, tanpa suhu dingin 40
6, tanpa suhu dingin 20
8, tanpa suhu dingin 30
4, suhu dingin 70
68, suhu dingin 50
8., suhu dingin 60

Pada minggu ke empat persentase kematian jaringan
berkisar antara 20 sampal 70%. Pada perlakuan suhu dingin

kematian Jaringan lebih tinggi dibandingkan tanpa suhu
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dingin (Tabel 1). 1Ini diduga ada hubungannya dengan per-
1skuan suhu dingin yang diberikan pada awal percobaan.
Suhu dingin dapat menekan aktivitas kerja enzim sehingga
proses metabolisma tidak terjadi dan akibatnya pertumbuhan
jaringan terhambat.

Selain disebabkan adanya perlakuan suhu rendah kema-
tian eksplan yang terjadi disebabkan oleh beberapa hal,
antara lain pekanya jaringan eksplan, kontaminasi dan pen-
coklatan.

Konsentrasi bahan pensteril yang terlalu keras atau
waktu sterilisasi yang terlalu lama untuk beberapa bagian
eksplan dapat mematikan jaringan. Hal ini dapat terlihat
dari warnanya vang putih kecoklatan dan tidak segar. Ke-
adaan ini tidak mengalami pervubshan setelah beberapsa waktu
lamanya. Sedangkan Jaringan yang hidup berwarna putih ke-
hijauan segar, walaupun pada beberapa waktu kemudian ada
yvang mengalami pencoklatan atau terkontaminasi oleh mik-
roorganisme. EKemungkinan lain memang bagian jaringan
eksplan yvang digunakan terlalu peka terhadap bahan penste-
ril yang diberikan pada percobaan inl, sehingga tingkat
persentase tingkat kematian cukup tinggi.

Kematian eksplan lainnya disebabkan oleh kontaminasi.
Adanya kontaminasi oleh bakteri atan cendawan inl dapat

segera terlihat dua sampai tiga hari setelah tanam. Hal
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ini dilihat berdasarkan koloni yang terbentuk. Kontamina-
si dimulai dari eksplan dan segera menyebar memenuhi medi-
um. Penvelamatan eksplan dengan subkultur atau menste-
rilisasi kembali dan meletakkannya pada medium baru tidak
memperbaiki keadaan, karena beberapa hari kemudian konta-
minasi terjédi kembali. Kemungkinan bakteri atau cendawan
ini memang telah terkandung dalam jaringan tebu itu sen-
diri sehingga sulit diatasi. Untuk menghindari kontamina-
si internal, Jjika tunas yang telah dipotong-potong terda-
pat noda atau garis—garis kecoklatan, maka potongan tunas
itu tidak digunakan sebagai eksplan. Potongan tunas itu
diduga sudah mengandung mikroorganisma. Menurut Gunawan
(1987) kontaminasi internal seperti ini hérus diberi per-
jakuan antibiotik atau fungisida sistemik. Sterilisasi
seperti ini sulit dilakukan karena antibiotik bersifat -
spesifik untuk Jjenis tertentu, sedangkan bakteri penyebab
kontaminasi tidak diketahuil Jjenisnya.

Terjadinya pencoklatan. Pencoklatan yang terjadi pa-
da Jaringan yané terluka vang dapat merubah medium menjadi
coklat dan bersifat toksik terhadap jaringan. Pencoklatan
ini terjadi melalui aksi enzim polifenol oksidase yang di-
bentuk ketika jaringan dilukai berada dalam keadaan oksi-
datif (George dan Sherrington, 1984 ).

Pencoklatan terjadi pada semua perlakuan. Pencoklat-

an ini terlihat sejak beberapa hari setelah tanam, sehing-
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ga pada umur 12 minggu setelah tanam persentase Jjaringan

mencoklat seperti ditunjukkan dalam Tsbel 2 di bawah ini.

Tabel 2. Persentase Pencoklatan yang Terjadi pada
Eksplan pada Umur 12 Minggu Setelah Tanam

Perlakuan
(mg/1 2,4-D dan suhu Q?C) Persentase (%)
4, tanpa suhu dingin 40
B, tanpa suhu dingin 50
8, tanpa suhu dingin - 30
4, suhu dingin 20
6, suhu dingin 10
8, suhu dingin 30

Keterangan : tiap perlakuan terdiri dari 10 ulangan

Berdasarkan hasil pengamatan diperoleh bahwa perla-
kuan suhu dingin (8°C) selama tiga hari pertama menyebab-
kan jaringan mencoklat lebih sedikit dibandingksan persen-
tase jaringan dari perlakuan tanpa suhu dingin. Hal ini
sesuai dengan pendapat George dan Sherington (1884) bahwa
pencoklatan dapat dikurangi atau dicegah bila jaringan di-
diletakkan di ruang gelaé selama beberapa waktu sebelum
dipindahkan ke tempat biasa, karena bailk aktivitas maupun
biosintesis enzim polifenol oksidase akan bertambzah dengan
adanyva cahaya. Enzim vang terdapat pada jaringan akan ter-

hambat atau terhenti aktivitasnya bila enzim tersebut peka



terhadap suhu rendah. Nampakn&a enzim yang bertanggung
jawab dalam proses biosintesis dan oksidasi senyawa poli-
fenol oksidase termasuk dalam golongan ini. Itulah sebab-
nya persentase jaringan vang mencoklat pada perlakuan suhn
dingin relatif lebih sedikit dibandingkan dengan perlakuan
tanpa suhu dingin.

Pericoklatan menyebabkan eksplan menjadi coklat tua
atau kehitaman dan mediumpun menjadi coklat. Pencoklatan
ini menghambat pertumbuhan eksplan, bahkan menyebabkan ke-
matian eksplan dan kalus vang terbentuk. Gambar 3 menun-

jukkan eksplan yvang mengalami pencokliatan.

Gambar 3. Eksplan yvang Mengalami Pencoklatan
pada Umur Lima Minggu Setelah Tanam
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Inisiasi Kalus

Terjadinya kalus dimulai sekitar minggu pértama Sam—
pai minggu keempat setelah tanam, tergantung pada perlaku-
annya. Pembentukan kalus terjadi pada jaringan yang ter-
luka, yaitu pada bagian irisan dan pada permukaaan eks-
plan. Awal pembentukan kalus ditandai dengan adanya
bintik~bintik berwarna pu£ih yang semakin lama bertambah
banyak membentuk massa yang berwarna putih, putih keme-
rahan atzu putih kehitaman tergantung pada perlakuannya
(Tabel 3). EKalus dalam kultur in vitro ini menurut Guna-
wan (1987) adalah suatu kumpulan sel amorphous yang terja-
di pada sel-sel jaringan awal yang membelah diri secars
terus menerus dari potongan organ yang steril dalam media
vang vang mengandung auksin. Sel-sel penyusun kalus meru-
pakan sel-sel parenkim yang mempunyai ikatan yang renggang
antara satu sel dengan sel lain.

Kalus yang terbentuk pada umumnya bertekstur kompak
(mengeras). Pembentukan kalus pada eksplan hanya terjadi
pada perlakuan.2,4-D 8 mg/l dan 8 mg/l tanpa suhu dingin
dan B8 mg/1l dengan suhu 8°C selamz 3 hari pertama. Ferla-
" kuan 2,4-D 4 mg/l sama sekali tidak menghasilkan kalus,
walaupun eksplannya tetap segar. Diduga hal ini disebab-
kan konsentrasi 2,4-D tersebut belum dapat merangsang pem-
bentukan kalus pada tebu varietas F 154 (BZ 132), walaupun

menurut Barba dan Nickell (1988) 2,4-D dengan konsentrasi



vang lebih rendah dari 4 mg/l pada beberapa varietas tebu

dapat menyebabkan timbulnys kalus. Diketahui bahwa fungsi

auksin mendorong pembentukan kalus, meskipun konsentrasi

vang digunakan berbeda untuk setiap jenis ataupun varietas

tanaman. Auksin 2,4-D ini merupakan jenis vang paling ba-

nyak dipakai pada berbagai tanaman karena sifatnya vang

efektif untuk menginduksi pembentukan kalus (Supraptopo,

1987). Pada tanaman Monokotil,

terutama rumput-rumputan

kalus memang lebih sulit diinduksi (George dan Sherring-

ton, 1884).

Tabel 3. Persentase Inisiasi Kalus, Saat Muncul dan
Warna Ksalus pads Umur 12 Minggu Setelah

Tanam

Perlakuan
(mg/1 2,4-D dan
Suhu 8°C

Kalus

e

Saat Muncul Warna
{(Minggu ke-)

4, tanpa suohu dingin

6, tanpa suhu dingin

8, tanpa suhu dingin
4, suhu dingin
6, suhu dingin

8, suhu dingin

30

40
0
30
0

2 putih ke-
hitaman

1-3 putih

4 putih

Keterangan : tiap perlakuan terdiri dari 10 ulangan
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Dari hasil pengamatan juga diperoleh bahwa walaupun
pencoklatan berkurang tetapi kalus yang terbentuk relatif
lebih sedikit pada perlakuan suhu dingin, mungkin adanya
suhu dingin ini menyebabkan pertumbuhan jaringan menjadi
terhambat. Henurut Prawiranata et al (1988) enzim =adalah
katalisator reaksi-reaksi yang terjadi dalam jaringan;
Suhu yang terlalu rendah dapat menghentikan sktivitas en-
zim, sehinggsa proses metabolisma jaringan menjadi terham-
bat.

Pada perlakuan 2,4-D 8 mg/l suhua dingin ternyata ka-
lus tidak dihasilkan sama sekali, padahal pada perlskuan
tanpa suhu dingin kalus yang dihasilkan cukup banyak. Ini
diduga selain karena pengaruh perlaknan suhu dingin, jugsa
potongan eksplan yang digunakan merupakan jaringan yang
daya tumbuhnya rendah dibandingkan potongan eksplan lain-
nya, sehingga eksplan itu tidsk tumbuh seperti halnya pada
perlakuan lainnya. Menurut Pierik (1987) eksplan vang sa-
ma tetapl posisi yang digunakan berbeda dapat memberikan
hasil yang berbeda puls.

Warna kalus putih segar diperoleh pada perlakusn 8
mg/1l tanpa suhu dingin, sedangkan pada perlzkuan B mg/l
baik tanpa suhu dingin maupun dengan suhu dingin kalus
yvang terbentuk pada awalnys berwarna putih kehitaman dan

sebagian lagi berwarna putih kemerahan (Gambar 4). Hal



ini diduga karena sdanyaz oksidasi fenol vyang menyebar daril
eksplan ke kalus vang terbentuk.

Separa keseluruhan, berdasarkan persentase timbulnya
kalus, saat muncul dan warna kalus vang terbentuk (Tabel
33, disimpulkan bahwa perlakuan 2,4-D 8 mg/l tanpa suhu
dingin menghasilkan kalus terbaik dibandingkan dengan
perlaknan lain untuk tebu varietas F 154 (BZ 132). Heilnz
dan Mee (1989) berdasarkan hasil penelitian mereka, menge-
nukakan bahwa kalus terbaik diperoleh pada medium M5 vang
mengandung 3 ppm 2,4-D. Aprivanti (1980) menemuksan kalus

pada medium MS vang mengandung 2,4-D sebanyak B ng/ 1.

Cambar 4. Inisiasi Kalus pada Eksplan Tebu Per-
1akuan 8 mg/l tanpa Suhu Dingin pada
Umar 2 Minggu Setelah Tananm



A
#J

Regenerasi Kalus

Setelah ditumbuhkan pada medium inisiasi selama 12
minggu, kalus segera dipindahkan ke medium regenerasi.
Pemindahan medium ini dilakukan, karena menurut Tatt dan
Abdul Rahman (1975) proses diferensiasi lebih banyak ter-
jadi pada medium dengan konsentrasi auksin vang rendah
atau tidak sama sekali. Pada Tabel 4 terlihat bahwa tidak
semua kalus yang terbentuk mampu beregenerasi membentuk
tunas dan akar. Tunas yang terbentukpun tidak semua mampu
tumbuh membesar.

Tabel 4. Regenerasi Kalus Menjadi Tunas dan

Akar pada Umur 12 Minggu Setelah
Dipindahkan ke Medium Regenerasi

Perlakuan Saat Muncul Kemampuan Kemampuan
(mg/1 2,4-D dan {Minggu ke-) Bertunas Berakar
Suhu 8°C) (%) (%)

4, tanpa suhu dingin - - -
6, tanpa suhu dingin 2 ~ 25 (1/4)
8, tanpa suhu Aingin 2 60 (8/10) 50 (5/10)
4, suhu dingin - - -

8, suhu dingin 8 - 33.3 (1/3)

8, =zuhu dingin - - -

Akar vang terbentuk berwarna putih. Pembentukan akar
terjadi pada kalus dari perlakuan medium yang mengandung

5 mg/l tanpa maupun dengan suhu dingin dan 8 mg/1 tanpsa



suhu dingin. Persentase pembentukan akar yang paling
tinggi pada perlakuan 8 mg/l tanpa.suhu dingin yaitu 50%.
Akar-akar itu muncul setelah dua minggu dipindahkan ke me-
dium regenerasi (Gambar 5). Heinz dan Hee (1868) menda-
patkan akar pada medium regenerasil setelah berumur empat
mninggu setelah pemindahan.

Terbentuknya akar ditandai oleh adanya bintik-bintik
putih. Selanjutnya bintik-bintik itu membesar membentuk
organ putih berbentuk silinder di permukaan kalus. Ukuran
akar itu berkisar antara 0.1 sampai 0.4 cm dan karena
ukurannyva kecil, maka jumlahnya sulit dihitung. .Arah per-
tumbuhan akar-akar itu menuju ke arah atas (geotropisma
negatif).

Akar vang terbentuk pada perlakuan 8 mg/l dengan suhu
dingin terjadi pada minggu ke delapan. Diduga ini dise-~
babkan adan&a pengaruh suhu dingin yang diberikan pada
awal kultur sehingga pertumbuhannya relatif lambat.

Tunas yvang terbentuk berwarna hijau muda. Pembentuk-
an tunas ini dimulai dengan adanya bintik-bintik hijau ke-
unguan. Bintik-bintik ini makin lama makin menjadi hi-
jau di permukaan kalus {Gambar B).

Dibandingkan dengan pembentukan akar, maksa pemben-
tukan tunas relatif sedikit, sebab hanya pada perlakuan
8 mg/l tanpa suhu dingin, tunas itu municul. Tunas-tunas

itupun sampai minggu ke-1Z belum mampu tumbuh membesar,



tetapi hanya mampu berupa bintik-bintik hijau di permukaan
kalus. Menurut Pierik (1987) kalus memang lebih mudah
beregenerasi membentuk akar dibandingkan dengan pemben-
tukan tunas.

Menurut Barba dan Nickell (1368) kemampuan regenerasl
kalus pada beberapa varietas tebuy vang berbeda pada reng-
gunaan komposisi mediuom vang sama. Vasil (1838) menyata-
kan bahwa untuk memperoleh regenerasi kalus, eksplan organ
muda atau yvang masih bersifat meristematik merupakan bahan

tanaman vang paling baik digunakan.

Gambar 5. Kalus yvang Menumbuhkan Perakaran pada
Perlakuan 8 mg /1 tanpa Suhu Dingiln
pada Umur 12 Hinggu Setelab Dipin-
danhkan ke Medium Regenerasl



Gambar 6. Kalus vang Mempunyai Bintik-bintilk
Tunas pada Medium 8 mg/l tanpa Suhu
Dingin pada Umur 12 Minggu di Medium
Regenerasi

Regenerasi organ yang terjadi di kalus menurut Koh-
lenbach (1877) tergantung padse beberapa hal, sepertl peng-
gunaan Jjenis auksin dan sitokinin yang digunakan., rasio
wonsentrasi auksin dan sitokinin yang digunakan, konsen-
trasi absolut hormon vang digunakan dan pengurangan salzh
ss+1 unsur atac senvawa padzs mediumnya. Sebab lainava

munghkin memang kalus itu sendiri tidzk mampu beregene-
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rasl akibat pengendaslian gennya. Kemunghkin Jjuga bintik—
bintik hijau itu tidak mendapatkan nutrisi yang cukup dan
baik untuk tumbuh lebih lanjut, karena terhalang oleh ka-
lus yang sebagian besar berwarna kecoklatan. Tatt dan
Abdulrahman (1877) berpendapat juga bahwa respon kalus un-
tuk beregenerasi berbeda-beda untuk setiap Jjenis tebu dan
sulit untuk mendapatkan respon yang sama pada jaringan te-
bu itu.

Di dalam medium inisiasi, ada tunas yang tumbuh lang-
sung .dari kalus tanpa perlu dipindahkan ke medium regene-
rasi (Gambar 7a). Tunas terbentuk pada medium dengan per-
lakunan 6 mg/l 2,4-D tanpa maupun dengan suhu Qingin dan 8
mg/1l tanpa suhu dingin. Pembentukan tunas pada 6 mg/l
tanpa suhu dingin terjadi pada minggu ke delapan, sedang-
kan tunas dari perlakuan & mg/} dengan suhu dingin pada
minggu ke-11, dan pada perlakuan 8 mg/l tanpa suhu dingin
pada minggu ke enam. Panjang tunas-tunas itu berkisar an-
tara 4 sampai 6 em. Diduga timbulnya tunas langsung daril
medium inisiasi itu berasal dari embrio somatik. Menurut
Kochlenbach (1977) pertunasan yang didapat dari kultur
kalus didapat melaluil dua jalan, yaitu dengan cara pertu-
nasan biasa dan melalui embrio somatik. Embrio somatik
adzslah suatu bentuk seperti embrio zigotik, tetapl berasal
dari sel-sel somatik. Embrio ini mempunyal struktur bipo-

lar, yaitu titik akar dan tunas pada satu poros, berbeda
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halnya dengan tunas yang hanya punva satu titik tumbuh sa-
Ja. Pada Gramineae, titik embriogenik sering didapatkan
pada kalus yang kompak dan berwarna putih pucat (Vasil,
1886). Henurut Nadar et al (1878) dan Kochlenbach (1977),
konsentrasi auvksin yvang tinggi pada medium kalus dapat me-
rangsang timbulnya embrio somatik. Xalus yang mengandung
bintik-bintik embriogenik akan tumbuh menjadirtunas bera-
kar. Perkembangan embrio jadi plantlet biasanya dilakukan
pada medium tanpa auksin.

Pada perlakuan 8 mg/l ketika tunas dipindahkan ke
medium regenerasi ternyata terjadi pembentukan skar pads
minggu kedua setelah pemindahan (Gambar 7b). Sedangkan
pada perlakuan 6 mg/l, setelah tunas dipindahkan ke medi-
um regenerasi ternyata tunas-tunas itu ﬁenjadi mati bebe-
rapa haril setelah pemindahan. Hal ini dapat diketahui da-
ri warna tunas yang menjadi coklat dan lama-~lama menjadi
kehitaman. Diduga hal ini karena pada saat dilakukan pe-
mindahan tunas-tunas itu belum cukup kuat untuk dipindah-

kan ke medium baru.
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Gambar 7. Pembentukan Tunas Langsung dari Ka-

luos dalam Medium Inisiasi dengan 2,4-D
8 mg/1 tanpa Suhu Dingin (7a), Akar
yang Terbentuk Setelah Pemindahan ke
Medium Regenerasi (7b)



KESIMPULAR

Kesimpulan

Dari hasil percobaan ini dapat disimpulkan bahwa un-
tuk menginisiasi kalus tebu varietas F 154 (BZ 132) diper-
lukan zat pengatur tumbuh 2,4-D dengan koﬂsentrasi terbaik
8 mg/1l. Dengan konsentrasi sebesar ini kalus yang diha-
silkan relatif lebih banyak dibandingkan dengan penggunaan
vonsentrasi 2,4-D yang lain.

Penggunaan suhu dingin dan gelap pada eksplan tebu
varietas ini dapat mengurangil pencoklatan Jjaringan namun
cenderung menghambat pertumbuhan eksplan menjadi kalus.

Ealus vang terbentuk di medium regenerasi, tidak se-
pua mampu beregenerasi membentuk tunas dan akar. Tunas
vang terbentukpun tidak semuza mampu tumbuh membesar. Ada
pula tunas yang tumbuh langsung di dalam medium inisiasi

kalus, yang diduga merupakan embrio somatik.

Saran
Untuk mendapatkan hasil yang nungkin lebih baik dalam *
memperoleh kalus tebu pada varietas F 154 ini diharapkan$
dilakukan percobaan dengan menggunakan 2,4-D dengan kon-
sentrasi vang lebih tinggil.
Untuk menghindari kecenderungan terhambatnya pertum-
buhan eképlan menjadi kalus, disarankan dilakukan perco-

baan dengan menggunakan perlakuan suhu rendah yvang lebih
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bervariasi, seperti lamanya penyimpanan dalam suhu rendah
atau derajat kedinginannva.

Penggunaan medium regenerasi sebaiknya tetap diguna-
kan untuk mendapatkan tunas dan akar. Ini disebabkan tu-
nas tidak selalu dapat tumbuh langsung di medium inisiasi.
Namun kslus sebaiknya tidak dipelihara terlslu lama, se-

hingga diharapkan kemampuan morfogenetiknya masih ada.
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LAMPIRAN



Tabel Lampiran 1

Komposisi Medium Hurashige dan Skoog
(MS8) vang Dimodifikasi untuk Pemben-
tukan Kalus dan Regenerasi Kalus

Nama Bahan

Pembentukan EKalus

Regenerasi Kalus

(mg/1) (mg/1)
I. NH4NOg 1 850 1 650
KNO5 1 300 1 300
RHoPOy 170 170
CaCly. 2 HoO 440 440
MgS50,. 7 HoO 370 370
FeS0,4. 7 H,0 27.8 27.8
NaEDTA 37.25 37.25
I1. MnSQ,4. 4 H0 22.3 22.3
ZnS04. 7 Ho0 8.6 8.6
CuS804. 5 H,0 0.025 0.025
CoCl,. 6 Hs0 0.025 0.025
RI 0.83 0.83
HgBOg 6.2 6.2
NaoMoO4. 2 H50 0.25 0.25
ITI. Inositol 100 100
Tiamin-HC1 0.1 0.4
Piridoksin-HC1 0.5 4.0
Asam Nikotinat 0.5 0.5
Biotin 0.2
Glisin 2.0 2.0
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Iv. 2,4-D 4.0 -
6.0 -
8.0 -
Kinetin 1.0 1.0
V. Sukrosa 30 000 30 000
Agar 7 500 7 500
Air Kelapsa 10% 15%

Sumber : Laboratorium Tisiologi Tumbuhan, Jurusan Bioclogi,
FMIPA, IPB.
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