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Penelitién dilakukan di Leboratorium Kultur Jaringan
Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat (Balittro), se-
Jek bulan April sampai dengan bulan November 1988. Pene-
litian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh auksin
(2,4-D}, sitokinin (BAP, kinetin), dan air kelapa, terha-
dap kemampuan pembentukan dan pertumbuhen kalus dari ja~
ringan tanaman Selanum khasianuw Clarke. dan Solanuwm
laciniatur Ait., di dalam kultur Iin wviitre,

Perlakuan pada tanaman $, khasianum terdiri dari 2
macam yaitu: medium yang terdiri dari kombinasi 11 macam
medium yaitu antara 3 den 4 mg/l 2,4-D dengan 0.5 mg/l
BAP atau kinetin serta 15 % air kelapa, dan eksplan vang
terdiri dari hipokotil, batang dan daun. Hipokotil
merupakan hasil perkecambshan biji 8. kbasianum, sedang—
kan batang dan daun berasal dari kultur hipokotil vyang

ditanam dalam medium dasar M3. Rancangan percobaan disu-—

sun  secara faktorial dengan menggunakan rancangan acek




Perlakuan pada tenamen 8, Jaciniatum terdiri dari 1
macam yaitu, medium yeng terdiri dari kombinasi 11 mecam
medium yaitu antara 3 dan 4 mg/1 2,4-D dengan 0.5 mg/l
BAP  atau kinetin serta 15 ¥ air kelapa. Eksplan yang
digunakan adalah daun yang berasal dari plantlet dalam
botol steril. Rancandan percobaan menggunakan rancangan
acak lengkap sederhana.

Sub  kultur dilakukan pada saat umur kultur berumur
60 hari, kultur pertams disebut passage ! dan kultur
kedua disebut passage 2. Adapun perlskuan medium pada
passage 2 baik untuk 8. khasianue dan &, laciniatum ada-
lah sebanyak 10 perlakuan medium yang terdiri dari 1 sam-
pai dengan 5 wmg/l 2,4-D yang dikombinasiken dengan 0.5
me /1 BAP astaupun kinetin.

Pengamatan terhadap percobaan meliputi : kecepatan
pembentukan kalus, bobot basah kalus pada hari ke-30 dan
60, bobot kering kalus, struktur kalus, warna Kkalus dan
kandungan solasodin. Dari hasil percobassn didapatken
bahwa semua perlakuan menghasilkan respon yeng sama, vai-
tu dapat membentuk k&lﬁs, keruali pada medium dasar MS
eksplan 8, khasispum langsung membentuk plantlet, dan
eksplan 8, laciniatus tidak mewbentuk plantlet, melaink&n.
terbentuk kalus dalem jumlsh kecil yang berbeda nyata de-

ngan perlakusn medium lainnva.



Pemakaian sitokinin baik BAP maupun kinetin padsa me-—
dium yang sudsh mengandung 2,4-D dapat mempercepat pem-
bentukan kalus dan meningkatkan bobot basah kalus s,
khasianue dan §. laciniatum, Pemskaisn air kelapa Jjuga
dapat mempercepat pembentukan kalus dan meningkatkan bo-
bot basah kalus 8, Iaciniatue, tetspi tidak pads kalus 5.
khasianum

Pada kalus &, khasianur, BAP dan kinetin baru mem-
perlihatkan pengaruh yang berbeda terhadap bobot bassh
kalus pada umur 60 hari, sedangkan pada kalus g,
laciniatum, BAP dan kinetin sudah memperlihatkan penga-
ruby  yang berbeda pada umur 30 hari. BAP kurang efektif
dibandingkan kinetin dalam mempengaruhi bobot basah kalus
5. khasianur, tetapi sebaliknya pada 8. laciniatum.

Rata-rata kandungdan sclasodin dari berbagai perlaku-
an pada kalus S5, khasianus dan S. Iaciniatu; adalabh 0.2 ¥

per satu gram berat kering.
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PENDAMULUAN

Letar Belakang

Solanum khasianum Clarke. den Solanure Iaciniatum AltL.

merupakan tumbuhan penghasil bshan baku pil kontrasepsi

berupa solasodin yang kadarnys cukup tinggl dan mudah di-
ubah menjadi senyawa steroid (Budiarto dan Rosita, 1982).

Dalam mengatasi masalah pertumbuhan penduduk yang
tinggi, pemerintah Republik Indonesia melaluil Badan
Koordinasi Keluarga Berencana Nasional telah melaksanakean
program kegiatan Keluargs Berencana. Salah satu cara
dalam pelaksanaan keluarga berencana adalah penggunaan
£il kontrasepsi. Menurut Yudono (1882), penggunaen pil
kontrasepsil ini selalu meningkat dari tshun ke tahun se-
hingdgda menimbulkan masalah dalam hal penyediaan bahan ba-
kunya, karena sampal saat ini seluruhnya masib diimpor.

Senyawa steroid didgunakasn sebagail bahan baku utama
dalam kontrasepsi oral. Solasodin sebagai salah satu
senyawa steroid dihasilkan dari tanaman terong-terondan
Solanum spp. Jenis 8, khasianuw mengandung O.88-2.86
persen  solasodin dalam buah yvang berwarna hijau kuning,
zsedangkan jenis &, laciniatur mengdsndung hingda tida per-
sen solasodin dalam daunnyas dan 3.5 persen dalam bushnya
{Sudiarto, 1982).

Sejak dulu tumbuhan dikenal memiiiki banyak manfaat,

tidak hanya sebagsi sumber makanan, tetapi Jjuge penghasil



bahan untuk cbat-obatan, racun, bumbu, bshan pewarna dan
minyvak wangi. Bahkan dengan teknclogi mutshir di bidang
produksi kimia dan mikrobiologi, tumbuhan masih merupekan
sumber utama bagi senyawa tertentu yang sangast kompleks
atau terlalu mahal jika dihasilkan dengan cara lain.
Unmumnye produk dari tumbuhsn tersebut merupakan metabolit
sekunder. Selama tiga dasawarsa tersakhir ini, banyak
tumbuban yang dikulturkan untuk menghasilkan produk se-
kunder atau senyawa kimia lain.

Perkembangan teknologi kultur sel merupskan salah
satut alternatif lain yeng dapat digunakan untuk mempero-
leh produk sekunder dibandingken dengan budi daya konven—
sional yang dipengdaruhi oleh perubshan musim dan hama
penyakit (Dixon, 1985).

Keuntungan dari cara sistem kultur sel'adalah waktu
dan tenada yang dibutuhkan sedikit, bebas dari dangguan
hama dan penyakit, tidak membutuhkan areal pertansman
vang luas serta hasil metabolit sekunder yang diperoleh
kadang-kadang lebih tinggi deari tanaman seutuhnya.
Karena keuntungdan-keuntungan tersebut, menyebabkan pars
ahli memanfaatkan cara sistem kultur sel untuk nmemproduk-
£1 senyawa-senyawa sekunder yang berguna, terutama untuk
bahan baku obat-obatan.

Dalam percobaan produksi metabolit sekunder melalui

kultur jaringan atau kultur sel, tahap awal yang diperlu-



kan adalah pembentukan kalus dari Jjaringen tanaman.
Banyak faktor yahg menentukan keberhasilan kultur sel,
salah satu yang penting adelah komposisi medium tumbuh,
terutama kKeseimbangan zat pengatur tumbubh auksin (2, 4-D)
dan sitokinin (BAP den kinetin), kombinasi yang tepat da-
ri kedua zat pengatur tumbuh delam medium skan sangat

mempengaruhi kecepatan pembentukan dan pertumbuhan kalus.

Tujuan Fenelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
auksin (2,4-D), sitokinin (BAP, kinetin}, dan air kelapsa,
terhadap kemampuan pembentuken dan pertumbuhbhan kalus dari
jaringen tanamen Solanum khasianum Clarke, dan Solanue

Izcinialum Ait. di dalam kultur ian wvitro,

Hipotesis
Dalam susunan medium yang seimbhang dihar&pka; dapat
dihasilkan kalus dalam masa yang besar dengen tekstur
vengd Tfriable (mudeh pecah), dan kemungkinan diperoleh

kandungan solasodin yang tinggi.



TINJAUAN PUBTAKA

Botani Tanaman Solanuwm wspp
Salanum khasianum C(larke. dan Solanumr laciniatum
Ait. termasuk ke dalam jenis terong-terongan (Solanacesae).

Sistematika Solanum spp menurut Van Steenis {1878}

adalah:
Divisi :  Spermatophyta
Kelas 1 Angiospermae
Sub-kelas : Dicotyledonae
Ordo : Palemoniales
Famili : Solanaceae
Genus : Solanum
Species : Solanus khasianume

Solanuw laciniatum

Menurut Ven Steenis (1978), +tanaman Solanue spp
mempunyai ciri morfologis sebagai berikut: merupakan ta-
namann  herba atau perdu, jarang berbentuk pohon, berduri
tempel atau tidak. Daun tersebar atsu berpasangan (teta-
i tidak berhadapsn), mempunysal daun tunggal dendsn per-
tulangan menyirip. Mahkota bunga berwarna kuning, putih
atau ungu. Bunga beraturan, kadang-kadang tidak beratur-
an (zygomorf}), berkelamin dua, kadang-kadang berkelamin
satu, kelopak dan mahkota berlekatan dengan Jumlah

kelipatan lima. Kepala sari berhubungan membentuk



tabung, hanya bagien terujung lepas. Bush buni atau busah

kotak.

Deskripsi Tenaman Solanum khasienue Clarke.

Solanum khasianum yang dikenal di Indonesia merupa-—
kan hasil introduksi tenaman liar yang berasal dari dae-
raeh india, pada tehun 1877. Berdasarken bentuk durinya,
dapat dibedakan menjadi tiga varietas:

- Solanue khasianum varietas duri lurus banysk

- Solanuw khasianum varietas duri lurus jarang

- Solanuw khasianum varietas duri bengkok.

Di India sendiri varietas duri lurus jarasng tersebut di-
kenal sebagai Solanum bhasianuw Clarke., varietas Chatter—
Jeanur {(Anonymous, 18985},

Menurut Maiti (1984} tanaman $. khasianum berupa
perdu dengen tinggi sekitar 1.5 meter. Permuksan batang
dan daun ditutupi oleh bulu-bulu halus vang agal mengki-
lat. Selain bulu-bulu, terdapat Jjuga duri-duri vyang
besar, pipih dan lebar.

Daunnya berupa daun tunggal vang lebsar berwarna hi-
Jjau, berbentuk telur maupun segitiga dengan lekukan pada
bagian tepinya.

Bungae kecil terletak di ujung tangkai yang pendek,
memiliki mehkota bunga berwarna ungu yang terdiri dari
lima helsi terpisah pada bagian atasnya, tetapi bersatu

pada pangkalnya yang membentuk cincin.



Buah berbentuk bulat dengan diameter sekitar 2.5 cm.
Perkembangan warha radsa buah adalah dari warna hijau, ke~
mudian kuning sempal Jjingda. Daging bush tebal berwarna
putih den lembut seperti spons. Sedangkan kulit luarnys
liat den keras, tampak mengkilat, diduga karena terdapat
lapisan lilin. Biji banyak, berbentuk pipih, agsk bundar
bercampur dengean lendir yang berwarna kekuning-kuningan

dan rasanya pahit., Tenaman S§. khasianum di lapang dapat

dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Tanaman &, khasianus

Deskripsi Tanamen Sclanuwm laciniatueme Ait.

Habitat dan penyebaran &, laciniatur dari Australia
Barat sampai Australia Selatan, Victoria, Tasmania dan

New South Wales, terutama sepanjang daerah hutan basah



atau pada daersh-desersh yang lembab (Lassak dan Mc Carthy,
1983). |

Anonymous {(1881) mendeskripsikan tanamen §. Iacinia-
tum sebagdail berikut, tinggl tanaman mencapai 1,.5-2.0 me-
ter, batang sedikit berlignin dan bercsabang, pada setiap
pusat percabangan muncul tiga cabang, yangd masing-masing
cabang diakhiri dengan pembungsan, keduduksan daun pads
batang tersebar dan pada setisp ketisk daun tumbuh satu
tunas.

Semua daun berbentuk oblong dengan ukuran panjang
10-40 com, lebar 10-20 cm, dan masing-masing daun dengan
tepian bersayap yang berbentuk lanset kecil. Daun dengan
warna bervariasi dari hijau mengkilap sampai hijau gelap.
Permukaan dsaun licin, terang dengan sistem pertulangan
vang menjala. Daun dengen stomata yang tersgmbunyi pada
bagian bawah, tetapi kadang-kadang juga ditemukan pada
permukaan daun sebelah atas. Pada keadaan yang tidak
menguntungkan, tumbuhan akan menggugurkan daunnys sebelum
waktunya, dengan urutan daun yang lebih tua akan gugur
terlebih dahulu.

Umumnysa bunda majemuk, berbentuk tandan bebas (race-—
wose )} dengan 5-15 anak bunga. Pembungaan umumnya meleng-—
kung, tidak bercabang dan berukuran panjang 20-25 om.
Bunga majemuk tersebut biasasnya muncul berpasangan dari

setiap pusat percabangan, tetapi ada Jjuga yang bebas,



sedangkan yang lainnya tereduksi (tidak berkembang).
Bunga simetbri radial (actinomorf ), termasuk bunda lengkep,
yaitu meﬁiliki kelopak, mahkots, androesium dan ginocesium.
Kelopak pendek, tepiasn bermembran dengen lima daun kelo-
pak, Mahkota berwarna ungu dengdan lima daun mahkota.
Androesium terdiri dari lima benang sari yang bebas.
Sedangkan ginoesium terdiri dari satu putik dengan ssatu
kepala putik. Bunga berukuran 2.5-3.0 cm. Tanaman

5. laciniatum di lapandg dapat dilihat pada Gambar 2.

Gambar 2. Tanaman S. Iaciniatum

Buah Dberasal dari perkembandan bakal bush yang me-
numpang (ovariue superier hypogenous) dan merupakan  buah
buni. Dinding buah bagian luar (eksokarp) halus, mengki-

lap dan keras/liast seperti kulit. Bush berbentuk oval



dengan ukuran panjang 2.0-2.5 cm daen lebar 1.0-1.5 com.
Harna buah bervariasi selama proses pemasskan bush., Padsas
waktu muda (belum masak} berwarna hijau, kemudiasn berubsh
menjadi keputih-putihan, kuning dan pada skhirnya oranye
pada wakbtu buah massk. Pada buah yvang masak mengandung
150-300 biji.

Kultur Jerinoen

Kultur jaringan tanaman merupakan teknik menumbubhkan
tanaman dari protoplast, sel, jaringen dan organ dalam
kondisi aseptik (Gamborg, 1882; Bhojwani dan Razdan,
1283). Jaringan tanamen ini dapat melaskukan proses dife-
rensiasi di dalam medium, langsung membentuk tunas dan
organ lainnysa atau terlebib dahulu melekukan proses dedi-
ferensiasi ﬁembentuk kalus. Tergantung pada tujuan pene-
litian maka kalus inil dapat diarahksan untuk membentuk tu-
nas adventif (Hussey, 1978).

Prinsip kultur jaringean telah tercantum dalam teori
sl yvang dikemukakan oleh Schleiden dsn Schwann pada ta-—
hurr 1838, bahwa sel mempunyal kemempuan otonom jaitu
mempunyal sifat totipotensi (Hussey, 1978). Totipotensi
adalah kemampusn setiap sel, dari manspun sumbernya, apa-
bila ditumbuhkan dalam lingkungan tumbuh vang sesuail akan
mampu mengalami stadium perkembangen untuk tumbuh menjsdi
individu yang sempurna (Gautheret dalam Soeryowinoto,

1985; Dodds dan Roberis, 1982).
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Menurut Geordge dan Sherrington (1984) kultur jaring-
an dapat digunaken untuk perbanysksn tanamen. Pada mula-
nya, orientasi teknik kultur jaringan hanya pada pembuk-
tian teori totipotensi sel. Kemudian teknik  kultur
Jaringan menjadi sarana penelitian di bidang fisiologi
tumbuhan dan aspek-aspek biokimia tanaman (Winata, 1887).
Setelah banyak mengalami perkembangan dan penyempurnaan,
teknik kultur jaringan dewasa ini telah mengarsh ke bi-
dang agro-industri (Lane, 1982; Winata, 1987).

Selanjutnys Winata (1984) menerangkan, bahwa tahapan
kerja dalam teknik kultur Jjaringan terdiri dari empat ta-—
hap: (1) persiapan medium kultur, (2) persiapan eksplan
dan menanamnys ke medium kultur dalam keadaan aseptik,
(3) menumbuhkan kultur dalam lingkungan yang terkendali,
dan (4) pemindshan bakal tanaman (plantlet) ge lapangsan.

Beberapea hal yang penting untuk diketahui dalam me-
toda kultur jaringan adalah karakteristik dari zaet kimia
dalam medium, sifat fisik medium, kebutuhan akan cahava
dan subu lingkungan serta bshan tanamen yang ditanam.

Fksplen yang digunakan dapat menentukan keberhasilan
teknik kultur jaringan tanaman. Oleh karena itu, menurut
Murashige (1874}, perlu diperhatikan beberapa faktor,
vaitu: (1} orden yang digunsaskan, (2) umur ontogeni dan

fisiologinya, (3) saat/musim diambil dari tanaman asal,
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{4} ukurannya, dan (5} kualitas tanaman asal secara kese-
luruharn.

Medium kultur jaringen umumnya mengandung hars yang
terdiri dari unsur mekro, unsur-unsur mikro, garam-garam
organik, zat-zat tumbuh dan senyawa-senyswa kompleks ala-
mi seperti air kelapa (Murashige, 1874; Sceryowinoto dan
Soeryowinoto, 1977; Hussey, 1978). Medium yang umumnya
digunakan untuk mendapatkan metabolit sekunder dari tana-
man 8, khasianuw dan S, laciniatum adalsh mediun
dasar Murashige dan Skoog (MS) dengan berbagsi variasi
zat pengatur tumbuh (Uddin dan Chaturvedi, 1879; Conner,
1982 Kowaleczyk et al., 1883).

Garam—garam ordanik yang terkandung dalam komposisi
medium terdiri dari unsur-unsur makro dan mikro (Yeoman
dan Mac Leod, 198%7). Bentuk-bentuk garam ba}k makro dan
mikro yang umum dipakai adalsh NH4NO3, KNO3, CaCly.2H50,
H3BOg, RHpPO,, CoCls.SHO, NapMoO,. 2Hp0, MgB80,.7H50, KI,
Zn50,4. 7THo0, FeS0y,.7H0, CuS04. BH40, MnSO,. 4H,0  dan
Na2—EDTA. Konsentrasi masing-masing garam ini +terdapat
delam medium dasar MS yang disajikan dalam Tabel Lam—
piran 1,

Komponen medium lain yang penting sebagail penentu
pertumbuhan adalah vitamin dan zat pengatur tumbuh
(Gamborg dan Shyluk, 1981). Vitamin yeng ditambahkan ke

dalam medium kultur jaringan antara lain tiamin, biotin,
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asam nikotinat, meso-inositol dan piridoksin (Murashige,
1874; Hussey, 1980}. Tiamin {(vitamin Bl) merupakan
vitamin essensial untuk pertumbuhan jJaringan (Murashige,
1874). Biotin, asem nikotineat, meso-inositol dan piri-
doksin ditambahkan untuk memperbaiki pertumbuhan jaringan.

Pola perkembangen eksplan menjadi tanaman lengkap
dipengaruhi oleh jenis, jumlash dan perbandingen zat-zat
pengatur tumbuh yang digunakean. Zat pengatur tumbuh me-
rupakan faktor yeng menentukan arah perkembangan eksplen,
terutama auksin dan sitokinin. Menurut Gamborg dan
Shyvluk (1981), auksin dan kadang-kadang sitokinin dibu-
tuhkan untuk merangsang pembelshan sel dan pembentukan
kalus. Sedangkan menurut Hartman dan Kester (1878), di-
samping hal di atas, auksin berfungsi untuk merangsang
inisiasi askar, sitokinin merandsang inisiasi.tunas.

Delem suatu medium selsasin diberi sukrosa, vitamin,
asam amino dan zat pengatur tumbuh, dapat pula diberikan
behan salami seperti air kelapa. Menurut George dan
Sherrington (19884} air kelapa mengandung vitamin, asam
amino, asam nukleat dan zat pengatur tumbuh seperti zea-
tin.

Air kelapa yang ditambahkan pada medium kultur
jaringan wortel dapat memperbaiki pertumbuhan jJaringan
dan merangsang perkembangan Jjaringan (proliferasi)}. Kon-

sentrasi air kelapa yang optimal adaslah antars 5-20
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persen, pada konsentrasi di bawsh ini aksn kurang aktif,
sedangkan konsenﬁrasi di atasnya akan bersifat toksik,
Air kelapa bersams—sama dengan 2,4-D akan memberikan
pengaruh sinergis delam memperbaiki pertumbuhan Jaringen
tomat (Gautheret, 19585},

Faktor-faktor lingkungan yang sangat mempendaruhi
kultur jaringan adalah cshaya dan suhu. Kebutuhan cahaya
pada pertumbuhan jaringan dapat dilihat dari intensitas
cahava, lame penyinaran dan kualitas cshaya. Para pene-
1iti umumnya menggunaken intensitas csahaya 1 000-5 000
lux selama 12-16 Jjam setiap hari pada suhu ruangan

20— 25 °C (Hussey, 1878).

Kultur Kelus

Kalus adalsh suatu massa sel yang tidak teratur dan
tidak terdiferensiasi (Street, 1873}, serta dapat terben-
tuk askibat adanya stress {Georde dan Sherrington, 1884).

Aitchison et al. (1877} membadi perkembangan kalus
dalam tigs tshap, yaitu: (1) pembelshan sel, (2) pemben-
tukan kalus, dan (3) diferensiasi membentuk organ seperti
tunas, akar dan embrio somatik.

Apabila pada tanaman terjadi luka, maka akan sedera
terbentuk Jarindan penutup luka, yaitu kalus. Jarindgsn
tersebut terbentuk dengan pembelshan sel yvang dipengaruhi
hormon dari sel yang luka. Respon terhadap luka ini da-

pat dimanfaastkan dalam kultur jaringan, daen hormon yang
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dihasilkan tanaman dapat diganti dengesn =zat pengatur
+tumbuh seperti NAA atsu 2,4-D, sehingga terjadi pembelah-
an sel dan pembentukan kalus (Jones, 1874},

Kultur kalus merupsasken cara terbaik untuk pemeliha-
raan pertumbuhan sel den juda sebagail salah satu bentuk
awal redenerasi tumbuhen {(Dixon, 1985).

Kultur kalus bertujuan untuk mempercleh kalus dari
eksplan yang diisolasi dan ditumbuhkan dalem lingkungan
vang terkendali. Kalus diharapkan memperbanyak massa sel
secara terus menerus (Winata, 1887).

Kelus dapat diinisiesi dari hampir semua bagian ta-
naman, tetapi organ yang berbeds menunjukkan kecepsatan
pertumbuhan sel yang berbeda pula. Jenis monckotil, di-
kotil, gymnospermae dan paku-pakuan telah banyak dicoba
oleh beberapa peneliti dan berhasil menginisiasi kalus
(Yeoman dan Mac Leod, 1877, Yeomen dalaw Doddzs dan
Roberts, 1982; Winata, 1887). Bagian teanaman seperti em-
bric muda, hipokotil, kotiledon dan bstang muds merupakan
bagien yang mudah melakukan proses dediferensiasi dan
menghasilkan kalus. |

Beberapa kalus tumbuh dengan tekstur yvang mengeras,
ssdangkan lainnya mudah pecsh menjadi bagian-begian vyang
lebih  keeil. Pertgmbuhan kalus yang mudsh pecsh ini
dinmamakan kultur kalus yang friable {Dodds dan Roberts,

19823},
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Menurut Cocking dalaw Soeryowinoto (1985), pada
umumnya zab pengatur tumbuh terbaik untuk inisissi kalus
adalah 2,4-D, wyang sekaligus Dberguna untuk  proses
diferensiasi dan dediferensiasi. Sebagai campuran, dapat
digunakan ekstrak ragi, kasein hidrolisat dan air kelapa.

Setelah kalus tumbuh, pada selang pericde 3-8 ming-
gu  setelash penanaman dilakukan sub-~kultur pada medium
vang sama atau pada medium lain. Tehapan pengerjsan sub-
kultur yaitu dengan cara memisshkan kalus yang terbentuk
dari eksplan, kemudian memotong kalus tersebut dengan
pisau vang steril. Hendaknya potongan kalus vang
dipindahkan tidak terlalu kecil, sehingga pertumbuhannya
tidak terhambat. Setelah kalus yang baru mulail tumbuh
baik, dilakukan iagi sub-kultur setiap seleng wsektu 4-6
minggu (Dodds dan Roberts, 1882; Dixon, 1985).

Pembentuken kalus dari daun 8. khasianum terjadi da-
lam medium dasar MS denden penambahan zat pengatur tumbuh
1.9 mg/l NAA dan 2.3 mg/l BAP. Sedangkan pembentukan tu-
nas yang selanjutnya menjadi batang dan skar terjadi
dalam medium dasar MS dengan penambahan 1.1 mg/l BAF dan
1.1 mg/) zeatin (Kowalczyk et al., 1883).

Conner (1882} telah berhasil menumbuhkan kelus yang
baik dari potongan daun S. Ilacinizatum. Dari hasil pene~
litian tersebut didepatkan bashwa pada sub-kultur kalus,

medium  yang terbaik untuk pembentukan dan pertumbuhan
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kalus adalsh medium dasar M8 yang diperkaya dengan 0.2
mg/1 NOA dan 0.2 mg/l BAP.

Heble et al. (1971} pada percocbaannys menggunakan
1 mg/l 2,4-D, 2 mg/l kinetin dan 1 wmg/l GAz untuk
menginduksi kalus dan mendapatkan senyawa solasodin dari

Solanum xanthocarpum,

Kultur Kelus sebagai Sumber Metabolit Sékﬁnder

Totipotensi atau kemampuan suatu sel somatik yangd
diisolasi dalam mengekspresiken sifat-sifat genomnya ter-
masuk sistem biosintesisnya, melatarbelakangi pengddunasan
kultur sel sebagai suatu cara untuk memproduksi produk-
produk sekunder. Banyak penelitian telash dilakuken untuk
memproduksi  bahan-bshan farmasi, wangi-wangian. bumbu-
humbu dan insektisida melalui kulbtur sel. Desakan pendu-
duk dan perkembangan industri yang semekin ' menyempitkan
lzhan-lahan pertanisn menyebabkan pengdgunsan teknik kul-
tur sel ini menjadi lebih menarik daripada menumbuﬁkan
tanaman dilapang yang mempunyai banyak hambatan (Méntell
dan Smith, 1983}.

Eultur sel ada dua cara, yaitu melalui ™ kultur
suspensi sel dan kultur kalus. Kultur sel ini merupaken
suatu sumber metabolit sekunder atsu senyawa bickimia
vang memiliki nilai ekonomi tinggi. Diharapkan pada masa
vang akan datang timbul industri metabolit sekunder

secara besar-besaran yang menggantikan peranan tumbuhan
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secara keseluruhen sebagai sumber wmetabolit sekunder
{ Soeryvowinoto, 1985}.

Soegihardjo {(1987) melaporkan, bahwa beberapa ratus
jenis tumbubhan telah dapat dikultur dalam bentuk kalus
 yang tidak terdiferensiasi.

Menurut Soeryowinocto (18858), keuntungan teknik kul-
tur Jjaringan dalam menghsasilkan senyawa-senyawa yang ber-
manfaat adalah:

a. Bioteknologi untuk menghasilkan senyswa—-senyawsa
vangd bermanfast dapat langsung diambil dari ka-
lus hasil kultur jaringan.

b. Pembentukan kaius tidak memerlukan waktu yang
lamsa, hanys beberaps bulan saja.

¢. Dalem menghasilkan kalus, tidak dibutuhkan areal
yang luas, '

d. Hasil yeng diperocleh kadeng-kadang kadarnya le—
bih +tinggi dibandingkan dengan yang diambil
langsung dari tanamen utuh.

e, Melalui kultur kalus kadang-kadeng Jjuga dihasil-
kan jenis—jenis metabolit baru disamping senyawa
pokoknya.

f. Peningkstan kadar senyawa-senvawe kimia dalam
kalus dapat diupayakan dengan cara memanipulasi
medium dengan mengubah salash satu komponennya

atau lingkungan tumbuhnya.
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Solasodin

Solasodin merupekan serbuk halus berwarna putih den
tidak berbau, memiliki rumus kimia CZ?H4302N (Gambar 3)
dengan beret molekul sebesar 413.85.

Solasodin +terdapat dalam bentuk glikosida dalam
sejumlish besar tanaman Solanaceae dan Liliacese. Genus
Solanum nperupskan sumber penting bshan baku solasodin
untuk memproduksi hormon kortikosteroid {Uddin dan
Chaturvedi, 1878).

Solasodin atau yvang tergolong dalam kélompok alkalo~
id secara luas banyak diteliti baik untuk segi kimianya
maupun penyebarannya, Khama et af. dalar Uddin dan
Chaturvedi (1979) mengidentifikesi beberapa jenis tanamsan

Solanaceae yang dapat menghasilken ssapogenin (solasodin},

Gambar 3. Struktur Molekul Solasodin
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dan diantarenya Jjenis 8, ghasianum diketahui mempunyai
kandungan solasodin yang tinggi. Alkaloid ini banyak
terdapat pada buahnya, yaitu pada lendir yang melapisi
biji-biji bush (Saini, 1968), sedangkan pada bagian
lainnya seperti biji, deging dan daun hanya sedikit
mengandung alkaloid.

Oei Ban Liang (1984) berpendaspat bshwa solascdin
vang didapatkan dari berbadgai spesies Solanue spp terda-
pat pada bagian atss tumbuhan, terutams pada déun dan
buah, berbeda dengan diosgenin yang terdapat pada bagian
bawah dari tumbuhan (umbi).

Kandungan solascodin dalam buah 8, khasiznum vand
berwarna hijau kuning sekitar 0.88-2.88 persen (Sudiarto,
19823%. Sedangkan kendundan solasodin dalam  buah
5. Ieciniatue yang masih muda (hijau) segitar 2.5-3.0
persen yang akan terural pada buah yang masak, dalam
daunnya mengandung 1.5-2.0 persen { Anonymous, 3981).

Kultur kalus dari 8, khasianue yang berasal dari ke-
cambah, ﬁenunjukkan kandungan solasodin sebesar ©,0671

persen (U&&ih dan Chaturvedi, 1878}).



BAHAN DAN METODRE

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilekukan di laboratorium Kultur Jaring-
an  den Teknologi Hasil, Balai Penelitian Tanaman Rempah
dan Obat (Balittro}, Cimanggu, Bogor. Penelitian dimulei

pada bulan April sampail dengan bulan November 1888.

Bzhan daen flat

Bahan Tanaman

Bahan tanaman yang digunsksan sebagail eksplan adalsh
hipokotil, daun, batang hasil perkecambahan biji 8.
khasianum dan dasun dari vlantlet 8. laciniatum di dalam

botel steril,

Baban Kimia

Bahan kimia yang digunakan meliputi bahan-bshan dari
golondan senyawa ordsnik dan golongan senyawa anorgasnik.
a. Senyawa anorganik

KNOg, NH4NOg, CaCly.2H50, Mg80,.7H,0, KHoPO,4, KI,

HaBOg, Nag.EDTA, FeSO4.7Hy0, MnB0,.4H0, ZnS04.4HLO0,

NasMoO,. 2Ho0, Cul0y. 5Hp0 dan Coll,. 8HsO0.

b. Senyawa organik
Sukrosa, 2,4-D, Kinetin, BAP, Meso-Inositol, Asam
Nikotinat, Piridoksin-HCl, Tiamin-HCl, Air Kelapas,

Agar dan GAg (Giberellic Acid}.
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Alat-alat yang didunakan meliputi: +tabung resasksi,
gelas piala, erlenmeyer, labu ukur, pipet tetes, pipet-
volumetrik, gelas ukur, pinset, pisau diseksi, sautcklaf,
kotak transfer. gelas pengaduk, cawan Petri, pengaduk-

magnetik, alat ukur pH dan neraca sartorius.

Metode

Fembuatan Medium

Untuk memudahkan pelaksansan pembuatan medium, semua
komponen medium disiapkan dalam bentuk larutan-larutan
baku kecuali komponen organik seperti gula dan eagar,
Labu ukur satu liter diisi akuades kira-kira setengah~
nya, kemudian satu per satu larubaen baku ditambahkan ke
dalam labu ukur sebanyak yang tercantum dalam Tabel
Lempiran 1. Campuran diaduk dengsesn seksama setiasp kali
setelah penambshen suaty larutan baku. Kemudian labu
diisi aguades secukupnya sampal volume menéapai sgtu  li-
ter.

Campuran dipindahkan ke dalam beaker besar, dan pH
diukur serta ditentukaen sebesar 5.6 dengan penambshan
larutan HCl 1 N atau NaOH 1 N. Untuk pembuatan medium
padat campuran dipindahkan ke dalam erlenmeyer besar, ke-
mudian ditambahkan serbuk agar, sambil diaduk larutan di-
panaskan hingga agar tersebut larut. Medium dituangkan

ke dalam tabung kultur kira-kira sebanyak 20 cc dan
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_ tabung ditutup dengan kertas salumunium foil. Kemudian
medium disterilkan. dalem autoklaf pada suhu 120 ©C,
dengan tekanan 15 1bs selama 20 menit. Selanjutnya medi-
um dikeluarkan dan dibiarken beberaps hari untuk mengeta-

hui adanya kontaminasi.

SEterilisasi Alat-azlat

semua alat-alat yang digunakan dalam penanaman eks-
plan seperti cawan Petri yang berisi kertas saring, pin-
set, botol kultur dan lain-lain harus disterilkan ter-
lebih dahulu. Alat-alat disterilken dalam oven dengan

suhbu 105 °C selama tiga Jjam.

FPerkecembahen Bi ji

Biji direndam dalam lsarutan GAg (Giberellic Acid)
1300 pom selama 24 jam. Kemudian biji dibilas dengan
aguades lalu dikering anginkan selama satu hari. Setelsh
dikering anginkan, langsung disterilisasi dengan Clorox
20 persen selama 25-30 menit. Setelah dibilas dendgan air
akuades steril sebanyak tida kali maeks biji siap ditanan
di dalam botol berisi kertas saring yang telash disteril-
kan dan ditambahkan skuades secukupnya.

Apabila perendaman tidak menggunakan GAg (Giberellic
Acid); maka biji yang telah dibersihkan dengan akuades
sampali benar-benar bersih dan dikering anginkan selams

satu hari lalu distrelisasi dengan Clorox. Setelsh
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dilakukan pembilasan biji ditanam ke dalam botol yang
berisi kertas saring yang ditambahkan 0.2 persen KN03
secukupnya.

Pada setiap botol ditenam sepuluh biji Selanue spp.
Antars 1-2 minggu setelsh penanamen maka dilskukan pemo-—
tongan untuk pengembilan eksplan dengan ukuran sebesar

satu centimeter.

Pada tanaman 8., khasianus sksplan vand didunakan un-
tuk membentuk kalus adalah hipokotil, batang dan daun.
Hipcko£11 vang digunakan sebagsi sksplan merupskan hasil
perkecambahan biji 8. khasianur di dalasm botol steril,
sedangkan batang dan daun berasal dari kultur hipokotil
vang ditanam dalam medium dasar MS. Pads Gambar 4 dapat
dilihat tanamsn 5. khasianue di dalam botol vang diguna-
kan sebagail sumber eksplan.

Eksplan yang digunakan untuk membentuk kalus 8.
lacinietus adalash dasun, yvangd berasal dari tanaman 5.
Iaciniatum di dalam botol (Gambar 5) yang telah tersedia
di Balitiro, Bogor.

Medium yang digunaksn untuk pembentukan kalus 8§,
khasianur dan S. laciniatur adalsh medium dasar MS
{Murashige dan Skoog} yang dibuat padast dengan pensmbshan
7.5 gr/1. Konsentrasi 2,4~D yvang digunakan adalah 3 dan

4 wg/l, 0,5 mg/l BAP (Benzyl Amino Purin), 0.5 mg/l1
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Tanaman S, laciniatum dalam Botol Kultur
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kinetin serta 15 persen air kelapa. Perlaskuan kultur ka-
lus &, khasianum selendkepnya disajikan pada Tabel Lam-
piran 2.

Kultur kalus ini dipelihara selama delapan ninggu
dengan pengamatan terhadap bobot basah, warna dan struk-
tur setiap empat minggu sekali. Setelah kultur berumur
delapan minggu, dilakukan sub kultur. Tujuan dari sub
kultur untuk mendapatkan kalus berwarna putih dengen
struktur kalus <friable dalam jumlah yang banyak. Bub
kultur dilakuken dengan cara memotong-motong kalus dan di
Lkulturken dalam medium perlakuan. Ukuran kalus diusaha-
kan cama sehingga berat awal kalus tidak Jjauh berbeds
satu sama lain. Dalem setiap botol kultur ditanam sepo-
tong kalus. Perlskusn sub kultur adalsh medium M5 dengan
penambahan 2, 4-D pada konsentrasi (1,2,3,4 dan 5) wmg/l
vang dikombinasikan dengan 0.5 mg/1 BAP dan 0.5 mg/l ki-
netin., Kultur kalus yang pertama disebut passage I dan

kultur yang kedua disebut passage 2.

Persiapan Kotek Transfer

Satu hari sebelum digunakan, kotak transfer disteril
kan dengan cara disemprotkan bagian dalam dan bagian luar
dengan alkohol 70 %, selanjutnya disinari dengan lampu
ultra wviolet melama 24 jam. Lempu ultras violet dimati-~

kan satu jam sebelum penanaman eksplan ke dalam medium.
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Linokungan Tumbuh

Untuk merangéang pertumbuhan kalus, kultur diletak-
kan dibawsh cshaya dengan intensitas sebesar 3 000 jux
selama 16 jam dalam sehari. Untuk mengurangi kontaminasi
kultur, setiap hari sekali di sekitar botol kultur disem-

prot dengan alkohol 70 % .

Rancangan Percobaan

Rancangan yang digunakan pada tanamen 8. khasianum
sdalah Rancangan Faktorial dengan susunan Acak Lengkap,
terdiri dari dua fakbor, yaitu medium dan eksplan dengan
kombinasi perlakuan sebanyak 33, masing-masing sebanyak
10 ulsngan. Persamsan umum statistik menurut Steel and

Torrie (1981) sebagai berikut:

Yk = ou o Ay + By + BBy 5 + By 3k
i = 1,2, . . e , a
J = 1,2, i , b
k = 1,2, . .0 000000, ; N
Yijk = wvarisabel respon karena pengaruh bersama

taraf ke-i faktor A, dan taraf ke-3 fak-
tor B vang terdapat pada pengsmatan ke-k.

2 = pengaruh nilal rata-ratas umunm

L = pengaruh taraf ke-i faktor medium

Bj = pengarubh taraf ke-Jj faktor eksplan

ABj 4 = pengaruh dari interaksi antara taraf ke-i
faktor A dan taraf ke-j faktor B

Eijk = pengaruh galat dari unit percobaan ke-k

dalam kombinasi perlakuan (i3},
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Sedangkan rancangan yang digunakan pada tanaman §,
laciniatum adalah Rancandan Acak Lengkap, terdiri dari
satu faktor vaitu medium sebanysak 11 perlakusan dengan 10
ulangan, persamaen umum statistiknya sebagai berikut:

¥ = u + A + E;

il i i
i = 1,2, .. .0 i, -
J = 1,2, . . ... s b
Yij = wariabel respon karena pengaruh bersama

taraf ke-i faktor A pada pengsmatan ke-—j.

12 = pengaruh nilai reata-rata umum
Ay = pengarih taraf ke-i fesktor medium
Eij = pengaruh galat dari unit percobaan ke-j3

pada perlakuan ke-i.

engemsten Parameter

Penelitian ini menggunakan eksplan hipokotil, daun,
batang hasil perkecambahan biji S. khasianum dan daun da-
ri plantlet §, Iaciniatue di dalam botol steril, dengan
ulangan sebanyvak sepuluh kalil. Adapun parasmeter yvang di-
amati meliputi:

1. Kecepatan pembentuken kalus
Bobot basah kalus pada hari ke-30 dan 60

Bobot kering kalus

[ o B

Struktur kalus

Harna kalus

[94

6. Kandungan solascdin
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Analisis Scolasodin

Pada sakhir pénelitian, kalus di dalam botol dikeluar-
kan untuk ditimbang bobot basahnya. Setelah itu kalus
dikeringkan di dalam oven dengan suhu kurang lebih 50 °C
selama 24 Jjam. Apabila kalus telah kering, kalus siap
ditimbang bobot keringnya, kemudian digerus sampail halus
unbuk keperluan analisis keandungan solasodin.

Kalus kering dihidrolisa dengan 30 ml HCl 1 N dalam
metancl {(reflux) selama empat jam. Dibiarkan selama satu
jam lalu disaring. Dalam labu ukur 50 ml, hasil hidroli-
sa diimpitksan dengen larutan HC1 1 N dalam metanol, dipi-
pet sebanyak b ml, dan dimasukken ke dalam labu ukur 25
ml. Kemudian ditambshkan 4 tetes amonia pekeaet, dan
diimpitkan dengan metanol.

Ontuk pengujian secara kualitatif dilakukan dengan
menggunakan khromatografi lapis tipis (TLC). Larutan
contoh .dipekatkan, Pada lempengan kaca (20 x 20 omz}
dengan menggunakean silica gel 60 sebagal adsorbant,
ditotolkan masing-masing b ul. Setelsh noda kering, lem—
pengan dikembangken dalam larutan alkchol : heksan (1:1}.
Selezai dikembangkan, lempengen dibiarkan kering di
udara. Kemudian disemprot dengan larutan HpB0, 50 % un-
tuk membangkitkan warna noda. Setelah disemprot, dipanas-

kan dalam oven kira—-kira 15 menit dan timbul warna merah

ungu pada noda yang sama Rf nya dengan noda standar.
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Analisis kuantitatif dilskukan dengan cara spektro-
fotometri. Jenis‘spektrofotometer vang digunekan dapsat
dilihat pads Gambar 6. Dalam corong pemisah ditambahkan
10 ml larutan buffer asetat, 0.1 ml brom c¢resol green,
2 ml laruten contoh den 10 ml benzene p.a, dikocok seki-
+tar 2 menit. Larutan menjadi dus bagian yang terpisah,
bagian atas dimasukkean ke delam tabung reaksi yang telsh

berisi Na sulfat kering, lalu dikocok.

Gambar 6. Jenis Spektrofotometer yang Digunakan
untuk Analisis Solasgdin

Tabung resksi yang masing-masing berisi larutan
standar (258, 50, 75, 100} ppm dan laruten contoch siap
diperiksa menggunakan spektrofotometer dengan panjang ge-

iombang 405 nm. Dalam mendapatkan persentase kandungan
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solascdin, sebelumnya dilalukan perhitungsn berdasarkan

rumus-—rumus sebagsil berikut:

Absorban standar

kurva 1 ppm standar =
rpm standar

Absorban contoh

t

- ppm contoh
ppm standar

{bobot bassh - bobot kering)

f

% kadar sir

x 100 %
bobot contoh asal

Bobot kering mutlak {(gram)

= {100 ¥ - % kadar air) x bobot contoch asal

ppm contoh x FP x 100 % x 1079

% solasodin =

gram contoh kering



HABIL DAN PEME

AHABAN

Solanus khasianue Clarke.

FPembentukan Kalus

Secara umum, darli hasil pengamatan terlihat bahwa
eksplan mampu membentuk kalus dan membesar pada setiap
medium perlakuan. Kecuali eksplan yang ditanam pada me-
dium dasar MS tanpa tambshan zat pendatur tumbuh, eksplan
dengan cepat membentuk tunas adventif dan akar adventif,
vang akhirnya membentuk plantlet yvang sempurna.

Secara visual, pembentukan kalus dimulai dari permu-
kaan bagian Jjaringan tanaman yang terluka. Oleh sebab
itu disarankan pada setiap penanamen, sebaiknyva eksplan
dilukai, untuk nmempermudah terbentuknva kalus. Pada
tahap awal, respon yang dialami eksplan =adalah peng-
gembungan prada hipokotil dan batang, sedangkan pada daun
mengembang dan melengkung (Gambar 7). Pada akhirnva dari
berbagal macam eksplan tersebut akan terbentuk massa ka-
lus yang berwarna putih. BSelanjutnya struktur dan warna
kalus akan berubsh, hal ini tergantung dari perlakuan
medium dan eksplannysa.

Induksi kalus rata-ratas terjadi pada hari ke-7 sete-
lah eksplan dikulturkan. Dari hesil snalisis sidik ragam
terdapat pengaruh interaksi antars medium dendan macam
eksplan terhadap kecepatan pembentukan kalus {Tabel

Lampiran 3).




HIPOKOTIL

+ 0.5 mg/l kinetin

BATANG

o
St
S

. 4 mg/1 2,4-D

... L D}3. 5 mgjfl BAF
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%ﬁ%@@%&ﬁ%w . mﬁ&ﬁ~ik;£€ :
e o g

.

i

DAUN

4 mg/l 2,4-D
+ 0.5 mg/1 BAP
+ 15 % air kelapa

Gambar 7. Induksi Kalus pada Masing-masing Eksplan
Hipokotil, Betang, Daun §, khasianum
pada Hari ke-7 Betelah Tanam
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Tabel 1. Pengaruh Berbagai Macam Perlakuan Medium
dengan Eksplan terhadap Reta—ratas Kecepatan
Peubentukan Kalus 8., khasianuwm

EXSPLAR
PERLAKUAM EDIUN
tag/1) HIPOKOTIL  BATANS DADK

trascrsssnases Harl seavevinavisasces
5 - - -
NB + 2,4-D 3 g, 10°0e 7605 12,33¢
MO + 2,4-D 4 8,508 7.60074 TR Ya
ND ¢ 2,4-D 3 ¢ BAP 0.5 40358 6.09%0c8 g. 3300
MD ¢ 2,4-D 3 ¢ KIN 0.5 6.0035cd 50030 4.80578
NB + 2,43 4 ¢ BP 0.5 5,358 5,003 7.9050
KD + 2,4-D 4 ¢ KIN 0.5 1.00° 7.408¢9 7.1g°¢0
MD ¢ 2,4-D 3 ¢ BAP 0.5 ¢ ir Kelapa 151 4.00%0¢8 5. 6095 g,30°%
MD 4 2,4-D 3 ¢ KIN 0.5 ¢ fir Yelape 151  4.0080C¢ 5.0p30¢8 g.90%
ND + 2,4-D 4 ¢ BAP.0.5 + Rir Kelapa 151 6.,00%0C8 50030 84070
MD + 2,4-D 4 + KIN 0.5 ¢ fir Yelapa 151 5.00%0C 8.40°¢d 8, 60%¢¢

Angka-sngks yang diikati oleh hurut yang saea tidak berbeda nyata dengan
wii jarak berganda Duncen pade teraf 0.03
Pada Tabel 1 terlihat bahwa secara keseluruhan dari
semua hasil intersksi antars medium dengan Jjenis eksplan
vang dipakai terhadap kecepatan pembentukan kalus. Kalus
raling cepat terbentuk pada eksplan hipokotil dengan me-

dium dasar vang diperkava 4 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l kinetin
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{3.00 hari}) dan yang paling lambat terbentuk pada cksplan
daun dengan medium dasar yang hanya diperksyva 3 mg/l
2,4-D (12.33 hari}.

Penambahan konsentrasi auksin (2,4-D) dari 3 ke 4
mg /L tidak memberikan perbedaan yvang nyvata terhadap kece-
patan pembentukan kalus §, khasianum. Penambahsan sitoki-
nin, baik BAP maupun kinetin, cenderung mempercepat pemn-—
bentukan kalus dibandingken dengan medium yang hanya
ditambahkan 2, 4-D saja, namun di antara kedua jenis sito-
kinin tersebut tidak memperlihastkan perbedaan yang nyata.
Keadaan ini sesual dengan pendapat dari Skoog dan Miller
(1857} veng menyvataksan bahwa sitokinin dapat meningkstkan
sktifitas auksin dalam melakuksan proses pembelahan sel.
Dengan demikiesn dalam suatu proses baik diferensiasi
maupun dediferensiasi lebih ditentukan oleh keseimbangan
relatif dari beberapa zat pengatur tumbuh (auksin dan
sitokinin) dari pada ada atau tidek adanya salah satu zat
pengatur tumbuh di atas. Penambahan air kelapa pada
medium yang sudah mengandung sitokinin tidak menmpercepat

waktu pembentukan kalus.

Pertumbuhan kKalus

Pengaruh perlakuan interaksi antara medium dengan
eksplan terhadap rata-rats bobot basah kalus pada umur 30
hari menunjukkan hasil yang nyata, demikian pula pada

umur 80 hari (Tabel Lampiran 4 dan.5).
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Tabel 2 menunjukkan bahwa bobot basah kalus umur 30
hari pada eksplan hipokotil dengan medium 4 mg/l 2,4-D +
0.5 mg/l kinetin memberikan bobot terbesar {3.1712
g/botol), dan bobot terkecil ditunjukkan pada eksplan hi-
pokotil dengan penambshan 4 wg/l 2,4-D (Q.2702 g/botol},

Pengaruh penambshan sitokinin (BAF dan kinetin} pada
medium yang sudﬁh mengandung 2, 4-D dapat meningkatkan bo-
bot basah kalus dibandingksn dengen penambahan 2, 4-D
saja, diantara ke dus jenis sitokinin tersebut, kinetin
cenderung memperlihatkan pengaruhnya dalem meningkatkan
bobot basah Lkalus dibandingkan dengan BAP. Sedangkan
penambahan air kelapa padse medium yang sudah mengandung
sitokinin (BAP atsu kinestin) tidak meningkatkan bobot ba-
sah kalus, terutama pada daun.

Pada eksplan yang berasal darli daun, penambahan
3 dan 4 mg/l 2,4-D menunjukkan pertumbuhan kalus vyang
terhambat bahkan menjadi mati setelah kultur berumur 30
hari sehingga tidak ada perkembangan kalus yvang 1lebih
lanjut.

Pada Tabel Z dapat dilihat hasil bobot basah kalus
dari eksplan daun yang berbeda nyata dengan eksplan hipo-
kotil dan batang. Bobot bassh kalus vang dihasilkan eks-—
plan daun lebih kecil dibandingkan eksplan hipokotil dan
batang. Hal ini menunjukkan bahwa pada daun proses dedi-

ferensiasinya lebih sulit dibandingkan hipokotil dan
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Tabel 2. Pengaruh Berbagai Macam Perlakuan Medium
dengan Eksplan terhadap Rata—ratas Bobot
Basah Kelus §. khasiznum pada Hari ke-30
dan 80 Setelash Tanam

%0 Wt £ temt
PERLAKUH MEDIUM

/1) HIPROTIL  BATME DA HIFROTIL  BOTAM DAM

............. gfhotel .oivveiiinier ciiiiviaanns glotol L

0 0o00® 0000° 00 L000° 0000° 00
M+ 24D 3 A s o A pagnrle pong?
M ¢ 2,4-D 4 m® meEd oot Ju el ot
K+ 24D 3 ¢ B 0.5 LI e ot g gt g gprtthi) g gmteteh
M + 2,40 3 & KIN 6.5 22 gt ot sgpt saik pgmfil
K € 2,40 § & P 0.5 T R T Tt B WV o L L R el
B ¢ 24D 4 & KIN 0.5 gl e L™ gt st ampAld
KD 62,403 ¢ BP 0.5 ¢ Rir Yelapa 151 L4070 LT Lpette g opnfOll 5 gt g paft
M+ 04D 3 CEINOS ¢ Air Kelzpa 151 2200 (A qus soemit g 3apstEfl g gpabdet
HD ¢ 2,404 ¢ 8P 05 ¢ fir Kelga 157 2400 popEtth  mopEt g pebiik g agpfohid q gphcd
W6 2404 CKIN QS ¢ fir Kelapa 151 245000 2eentl @ neadF sagplh pusdc

Angkaz-angka yang diikuti oleh hurué yang sams tidak berbede nyeta dengam uji jarzk berganda

Duncan pada taraf 6.05

batang. Hal ini didugs karena pada daun

daerah vang aktif untuk pembelahan sel

tidak terdapat

kotil dan batang vang mempunyal Jaringan meristem s

sepertl pada hipo-

ekun-

der. Rata-rata Bobot Basah Kalus pada Hari ke-30 dan 60

digambarkan pada Gambar 8.
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Pada umur kalus 60 hari, bobot basah kalus terbesar
dijumpal pade eksplan hipokotil dengan medium 4 mg/1
2,4-D + 0.5 mg/1 kinetin. Penambahan sitokinin padsa umur
60 hari terlihat lebih Jjelas pengdaruhnya dalam peningkat-
an bobot basah kalus. Kinetin cenderung lebih meningkat-
kan bobot basah kalus dibandingkan dengan BAP. Sedangkan
penambahan  air kelapa pada medium yang sudah mengandung
sitokinin tidak meningkstkan bobot basah kalus. Gambar 9
menun jukkan kalus pads umur 30 dan 80 hari  {dipilih
perlakuan-perlakuan vyeng mempunyai bobot basah kalus
tertinggi dari ketiga Jjenis eksplan}.

Dilihat secarsa keseluruhan, penambahan sitokinin pa-
da medium yang sudah mengandung 2,4-D dapat meningkatkan
bobot basah dari kalus. Keadaan ini sesuai dengan penda-
pat George dan Sherrington {(1984) vang menystakan bahwa
penambahan gitokinin pada medium yang sudah mengandung
auksin kuat seperti 2,4-D dapat memperbaiki pertumbuhan
jaringan sehingdga dapat meningkatkan bobot basah dari ka-
lus.

Warna dan struktur kalus dari umur 30 hari sampai 60
heri dapat dilihat pada Tabel 3. Pada medium yang hanya
mengandung 3 dan 4 mg/1 2,4-D tanpa dikombinasikan dengan
zat pengatur tumbuh sitokinin baik BAP meupun kinetin
memberikan warna kalus yang coklat, hitam kecoklatan dan

hitam dengan struktur yang kompak. Warna coklat padsa



30 HST 60 HST

4 mg/1 2,4-D + 0.5 mg/1 kinetin

4 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l kinetin + 15 % air kelapa

3 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/1 kinetin

Gambar 9. Kalus &. khasianue Unur 30 dan 80 Hari
Asal Bksplan Hipokotil, Batang dan Daun
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kalus ini disebabkan oksidasi senyawa fenol yang menjadi
penyebab browning, sehinggs dapat menghambat proses pem-
belahan dan pertumbuhan kalus. Oleh sebab itu untuk nen-
dapatkan kalus yang berwarna putih dengan struktur
friable diperlukan zat pengatur tumbuh lain seperti sito-
kinin atsupun air kelapa.

Penambahan BAP pada medium yang sudah mengandung 3
dan 4 mg/l Z,4-D memberikan warna kalus yang lebih baik
vaitu menjadi hijeu keputihan walaupun strukturnya tetap
kompak,

Pemberian air kelapa pada medium vang diperkayva de-
ngan BAP, sebagian kecil menghasilkan kalus vang berwarna
coklat, selebibnys berwarna hijau keputihan dengan struk-
tur kompak (Tabel 3}, Pads batang, pengaruh pensmbahan
air kelapa tidak memperbaiki warna dan strukitur kalus,
bahkan sebagisn besar kalusnya berwarna coklat,

Menurut George dan Sherrington (1984) pemakaian me-
dium yang hanyva mengandung 2, 4-D setelah beberspa waktu
bila tidek dilakukan sub kultur, makea kalus akan berubah
menjadi  berwarna coklat atau hitam. Keadsan ini dapst
disebabkan karena 2,4-D merupakan senyawa auksin vang sa-
ngat kuait sehingga dapat mematikan sel atau  Jaringan ta-
naman. Untuk itu disaranksn agar ditambshkan zat penga-

tur tumbuh dari group lain yaitu sitokinin.
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Tabel 3. Warna dan Struktur Kalus § ghasianuwm
pada Hari ke-30 dan 80 Setelah Tanam
o % WA b0 s
PER AN EDTM
tsg/1} HIPGEATEL G AR HIFRAOTIL BATANG M
o] - - - - . -
0e24-01 coklat  kompak  hitea  hoepek - hitea  koepak  hitis  Rowmpek -
beputiban keroklatan
02,404 coklat  kosmpek  hitaa  koegek - hitaa  boepak  coklat  fompak -
ket ihan kecoklatan
0+ 2,403 hija  hopat Kijm  hospak Mijw  Rompat hije  homdk  cokldl kst Aija  fomat
+ B 0.5 teputiban ket ihan teputibon beputihen
Me34013 hja  hospeh  NMim  hospak  Rijew  fompak  hijm  bompek  Aijms  hospsk coklat  hospad
£RIK 0.5 seatiban kesutiban beputinen teputihan hegutihan keputihan
wWe24D4 hijaw  hoepak  hijes  Rospak  Bijew  hoeek  Rija  Gompak  coklet  hospak  hijan  ospek
+ B 0.5 teputiban teputiban Lepatiben keputihan kepurtihan keputiban
K240 4 hija  koset  cotlit  hesak  Rjw bompak  coklad  Rospak  hijw  hospek  coklat  koepek
¢ K18 0.5 teoutiban bt ihan ket ihan keputihan ket ihan keputihan
M+ 2,4-D 3 hijas  hospak  colat  bospak  hijeu  bosper  hijar  tosek  colal tospat hijew hompak
+ B 0.5+ Rir Eelapa 15 1 deputiten kepatihan keputihan ket than kegut 1han
02403 torfat  kempet  okiat  bospak  cokfat  beepad  coxlal tompek  coblat  kospat coklat tompak
* LIk 0.5 « far Xelapa 13 1 beputiban teputiban keputihan kehibasan
5 ¢ 2. 4-3 4 hijas  bospek  coklal  hospak  higeu  bpepat  coblal  kospet  cotlat  kompak  hijm oepak
£ BP 0.5 + fir Keloa 151 kegttiben textihan Feputihan Froutitian
Me2404 hijss  kospak  coklat  hompak  cokiat kompat  coklat  hoepek  cotlat  kospat  coklat  kospak
+ IR 0.5 ¢ Air Kelapa 131 keputihan keputinan teoutihan keoutihan kehitasan

Terdapat

interaksi vand nyata

dium dengan eksplan terhadap bobot

Lampiran 7).

Penambahan

sitokinin {(BAP dan

antara perlakuan me—

kering

kalus

{Tabel

kinetin)
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cenderung meningkatkan bobot kering kalus dibandingkan
dengan medium vang hanva mengandung 2,4-D sajsa. Sedang-
kan penambahan air kelapa pada medium yang mengandung si-
tokinin (BAP stau kinetin) tidak memperlihatkan pengaruh-
nya dalam peningkatan bobot kering kalus (Tabel 4}.
Tabel 4. Pengarulh Berbagai Macam Perlakuan Medium
dengan Eksplan terhadap Rata-rata Bobot

Kering Kalus 8. khasienue pada Hari ke-80
Setelah Tanam

BOROT KERIHB
PERLAKUAK HEDIUR

(sg/1 HIFOKGTIL  BATANB DAUN
errerecasaane g/hotol ...k
] L0000° L0000° 60003
KD + 2,4-0 3 L0347 098635 oggo?
HD ¢ 2,4-D 4 02378 4757 000
KD+ 7,4D T ¢ BOP 0.5 3964 o3Pl aggydefe
KD+ 2,40 3 ¢ KIK 0.5 L3039T00 gmaghid agygEfohd
HD « 2,4-D 4 + BAP 0.5 20688 gozpfaiil gggorde
HD + 2,4-D 4 + KIN 0.5 3697 el gsygefeh
HD € 2,4-D 3+ BAP 0.5 ¢ ir felape 1571 L3S3¢MHY Lsezd 3245901
HD ¢ 2,4-D 3 ¢ KIN 0.5 ¢ dir felapa 157 L3883 Jezede | yaqebed
HD + 2,4-D 4 + BAP 0.5 ¢ Bir Kelepa 151 L3984 215508 agpg0e

KD ¢ 2,4-D 4 « KIK 0.5 ¢ fir Kelapa 15 7 L3537 3etd L0397t

fingka-angke vang diihel: oleh huruf yang sase tidak berbeds nyata
gengan uil jarak herganda Buncan pada taraf 4.05
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Pada Tabel 5 rata-rata bobot basah kalus terbesar
pada passage I yaitu pada saat kalus berumur 80 hari.
Medium dengan 5 mg/l 2,4-D dan 0.5 mg/l Lkinetin, membe-
rikan bobot basah kalus terbesar dan juga bobot kering-
nya. Hasil analisis sidik peragam menunjukkan tidsk ter-
dapat pengaruh yang nyata dari perlakuan medium terhadap
bobot basah dan bobot kering kalus 5. khasianum (Tabel
Lampiran 7 dan #). Karena antara psrlakuan tidsk berbeds

Tabel 5. Rata-rata Bobot Basah, Warna dan Struktur

serta Bobot Kering Kalus 8, thasianum pada
Aassage 2 (Umur 60 Bari)

PERLAKUAH HEDEUN BOBBT BASAH BARNR dan STRUKTHR KALUS BOBAT KERIKG
feg/l] {g/hotol) {g/botoel}
HD & 2,4-D £ ¢+ BAP 0.3 3.3444 roklat kehitasan kompek L2187
R+ 2,4-0 1 + KIH 0.5 4,435 coklat kehitaman kompak L2243
KD 4 2,40 2 + BAP 0.5 4.3927 coklat kehitaman koepak L2373
HB + 2,4-8 2 + KIH 0.3 3. 5038 coklat kehitaean kospak 2009
HD ¢ 2,4-B 3 + BAP 0.3 4.4749 coklat hehitazsn kospak 238
HB ¢ 2,4-D 3 + KIK .5 3.9657 coklat kehiteman kospak L2074
Hb & 2,4-B 4 ¢ BAP 0.3 §.6277 coklat kehitagen kospak L2215
B & 2,4-0 4 & KIN 0.5 4,3953 cokiat kehiteman kompak L2362
HE & 2,4-0 3 + BAP 0.5 4,54604 toklat kehitasan hoepak L2459

B+ 2,4-D 5 + KIH 6.5 3.6708 coklat kehitaman kospak 25371
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nyata, maka bila ditinjau dari segi efisiensi pemakaian
zat pengatur tumbuh, perlskuan yang terbaik pada passage
Z adalsh kombinasi sitokinin (BAP atau kinetin) dengan 1
mg /L 2,4-D  (Gambar 13). Hal ini menunjukkan bahwa
perlakuan medium dengan penambshan 2, 4-D pada konsentrasi
rendah 1 mg/1 sudash cukup untuk merangsang pemnbentukan
kalus.

Harna dan struktur kalus Solanum khasianus pads kKom-
binasi medium 2,4-D 1 sampai 5 mg/l dengan BAP/kinetin,
pada  umr 30 hari berwarna hijau kecoklatan dengan
struktur kompak, kemudian berubah wenjadi coklat pads

umuyry 60 hari,

Selanur laciniatum AHit.

Fembentukan Kalus

fksplan yang ditanam pada medium vang menggunakan
auksin 2, 4-D yang dikombinasikan dengan kinetin, BAP ser-
ta air kelapa memberikan respon yang sama yaitu dapat
membentuk  kalus 100 %, kecuali pada medium tanpa =2at
pengatur  tumbuh hanya sebagian kecil saja vang membentuk
kalus, dan pertumbuhan kalusnya Jjuga sangst terhambst
{Tabel 8).

Pada hari ke-7 setelah penanaman pads medium dasar
tanpa =zat pengatur tumbuh, belum terlihat adanya

pembentukan kalus, tetapi di lain pihak pada medium yang
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diperkaya dengan auksin dan sitokinin sudah menun jukkan

adanya induksi kalus (Gambar 10}.

Medium Dasar '3 mg/l 2,4-D + 0.5 wg/l BAP
+ 15 % air kelapa

Gambar 10. Perbedaan Induksi Kalus 5, Jaciniatum
pada Hari ke-7 Setelah Tanam (tands

panah menunjukkan kalus)

Kalus awal yang diinisiasi pada medium dasar MS vang
dikombinasikan dengan 2,4-D, kinetin dan air Lkelapa
berwarna putih. Selama pertumbuhannys dalam medium per~
lakuan, terjadi perubahan warna kalus ada yang menjadi
hijau dan coklat dengan struktur friasble,

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan terdapst
pengarub yang nyata dari perlakuan medium terhadap kece-
patan pembentukan kalus 8. laciniztus (Tabel Lampiran 9).
Pengaruh penambahan sitokinin (BAP dan kinetin) stau air
kelapa tidak mempercepat pembentukan kalus dibandingkan

dengan medium yang hanya mengandung 2, 4-D saja. Conner
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(1882} telah berhasil melakuken penelitian dalam mem-
bentuk kalus dari eksplan yang berasal dari daun S.
laciniatur dan mendapatkan kombinasi perlakuan wmedium
vang terbaik ditunjukkan pada 0.2 mg/1 NOA dengan 0.2
mg/1 BAP.

Tabel 6. Pengaruh Berbagai Macam Perlakuan Medium

terhadap Rata-rata Kecepstan Pembentukan
Kaelus 8. lzciniatum

KECEPATAN

PERLAKUAN MEDIUM PEMBENTUKAN KALUS

{mg /1) {hari}
MD 27.33b
MD + 2,4~D 3 6. 25%
MD + 2,4-D 4 6.75%
MD + 2,4-D 3 + BAP 0.5 5,752
MD + 2,4-D 3 + KIN 0.5 6.20%
MD + 2,4-D 4 + BAP 0.5 8.208%
MD + 2,4-D 4 + KIN 0.5 6.802
MD + 2,4-D 3 + BAP 0.5 + Air Kelapa 15 % §.208
MD + 2,4-D 3 + KIN 0.5 + aAir Kelapa 15 % 8,208
MD + 2,4-D 4 + BAP 0.5 + Air Kelapa 15 % 5.80%
MD + 2,4-D 4 + KIN 0.5 + Air Kelapa 15 % 7.20%

Angka-angka yvang diikuti oleh huruf vang sama tidak
berbeda nyata dengan uji jarak berganda Duncan pada
taraf Q.05
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Pembentukan kalus pads medium dasar MS tanpa zat
pengatur tumbuh sangat lambat yaitu 22.33 hari (Tabel 8.
Walaupun demikian kalus masih dapat terbentuk meskipun
medium tidak ditambah auksin, hal ini didugas karena ja-—
ringan tanaman tersebut wmengandung auksin endogen yang

cukup untuk menginduksi kalus.

Pertumbuhan Kalus

Dari hasil analisis sidik ragam terdapat pengarub
vang nyata darl perlaskuan medium terhadap bobot basah ka-
lus 8. laciniatum pada umur 30 dan 60 hari (Tabel Lampir-
an 10 dan 11).

Perlakuan 3 dan 4 wg/l 2,4-D pada umur 30 hari mem—
berikan bobot basah kalus yang terkecil, tetapl padas umur
60 hari aktifitas pembelahan selnya semakin cepat sehing-—
ga bobot basah kalusnya memberikan hasil vang tidak ber-
beda nyata dibandingken dengan perlakuan lainnva. Warna
kalus pada perlskuan 3 dan 4 mg/l 2,4-D tersebut putih
kehitaman, warna hitam dapat menghambat rerkembangan ka-
lus selanjutnya (Tabel 7).

Pada umur kalus 30 hari, pengaruh pensmbahan sitoki-
nin (BAP dan kinetin), cenderung meningkatkan bobot basssh
kalus dibandingkan dengan penambahan 2,4-0D saja.
Diantara ke dua Jjenis sitokinin tersebut BAP sepertinya

lebilh efektif dari pads kinetin dalam reningkatan bobot
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Tabel 7. Pengaruh Berbagai Macam Perlakuan Medium
terhadasp Rata-rata Bobot, Warna dan Struk-
tur Kelus §. laciniatur pada Hari ke-30
dan 680 Setelah Tanam

3 WRl # wRl

KM
‘E’%% HEOT WS W dan STRKTIR EALLS  BOBOT BOSM  WARMWA dan STRKTIR KRLUS  BOSOT XERING

{a/botol) {g/botol} tn/batot)

| JUP b frisshe GO codlat kehitasan, frisble L0105
M+24-03 21 coklat keputihen, frizhie 85904 putib kehitesan, friadble . 3W
0 e 2,4 4 Le0®  hitas kepotiban, frisble  B.8108°  putih kehitassn, fricle K7
02,403 ¢ 8R0S LTS hijw tetibes, fristle LA ijau Eetwingan, frishle S43E
KO £ 2,603 ¢ KIN 0.5 LO7E hije teputiban, frise  ILHTE  hija kesctiban, frisble 407
42404+ BP0 4.%20‘:d bijau keputihan, frizhle 9.58392' putih kehijauan, friable .4&5‘?

10 62,004 ¥ KN 05 LA hijw ketinan, friskle 1029 ptih behijeun, frisile ABT
M6 24D T ¢ BV 05 ¢ hir Kelapa 151 7.08807  hijeu kepotiban, frisble  IGBSF  putib tehijean, frible .55
K06 2,403 € KIKO.S ¢ Air Kelags IS T 62650 potib kebijman, frizble 10780 pubib iehijasm, frisMe 3B
Mo+ 2404 ¢ B 0.5 ¢ Rir Kelgpa 15 2 5.1 putih kehi jouan, frizhle u.m“ putih kehijauan, frizhle .6070§

K¢ 240 € XINOS ¢ Rir Kelapa 151 LY Bijm keputiben, frisble USSP petih kebijewsm, frisdle 3P

fingka-angka yang diikuti oleb huruf yang caea pada kolos yang saez tidak berbeda nyata dengan
uii jerak berganda Duncen pada taraf 9,05

basah kalus. Rata-rata bobot basah kalus pada hari ke-30
dan 60 didambarkan pada Gambar 11.

Pada umur kalus 80 hari, penambshan sitokinin ((BAP
dan kinetin) tidak memperlihatken pengaruhnya dalam

meningkatkan bobot basah kalus dibandingkan dengan yang
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Gambar 11. Histogram Rata-rata Bobot Basah Kalus
S. laciniatuw pada Hari ke-30 dan 60
Setelah Tanam (keterangsn medium lihat
Tabel Lampiran 2)
hanya mengandung 2,4-D saja. Sedangkan pengaruh penam~
bahan air kelapa pada medium yang mengandung sitokinin
(BAP atau kinetin) cenderung meningkatkar bobot bésah
kalus terutama pada perlakuan 3 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/1 BAP
dan 15 ¥ air kelapa (16.86687 g/botol), vang berbeda nysta
dengan perlakuen medium lainnya. Gambar 12 menunjukkan
kalus pada umur 30 dan 60 héri dari perlakuan-perlakuan
vang mempunyai bobot basah kalus tertinggi.
Pengaruh penambehan sitokinin dan air kelepa menun-
Jukkan peningkatan bobot basah kalus yang tinggi, seperti
terjedi pada §. khasianum bahwa sitokinin dapat mening-

katkan aktifitas auksin dalam melakukan proses pembe-

lahan sel.
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30 HST 80 HGT

3 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l kinetin

3 mg/1 2,4-D + 0.5 mg/1 BAP + 15 % air kelapa

Gambar 12. Kalus 5. laciniatue Umur 30 dan 50 Hari
dari Eksplan Daun
Warna kalus pada saat inisiasi berwarna putih. Pada
medium tanpa zZat pengatur tumbubh warns kalus yand semula
putih berubsh menjadi coklat kehitaman, hal ini mungkin
dizebabkan tidak adanya auksin ataupun -sitokinin vang
dapat merangsang pembentukan kalus selanjutnya. Menurut

Dixon (1985) =zat pengatur tumbuh auksin dan sitokinin



51

merupakan faktog utams vang menentukan berhasil tidaknya
suatu proses dediferensiasi bagi pertumbuhan kultur sel
tanaman.

Pengaruh perlaskuan ysng menggunakan BAP dan kinetin
pada umur 30 hari memberikan warna kslus hijau keputihan.
Warna kalus yang agek kehijauan disebabkan karensa penam-
behan sitokinin dalam medium yang sudsh mengandung 2, 4-D,
vang berpengaruh dalam sintesa RBNA, protein dan Kklorofil
pada sel tanaman (George dan Sherrington, 1884).

Demikian pula pengarubh air kelapa, warna kalus men-
jadi putih kehijauan kecuali pada medium dengan 3 mg/l
2,4-D + 0.5 mg/1 BAP + 15 % air kelapa dan 4 mg/1 2,4-D +
0.5 mg/l kinetin + 15 % air kelapa. Warna kalus wyang
semula berwarnas hijau keputihan pada umur 30 hari, kemu-
dian berubsh menjadi putih kehijauan pada umur 60 hari
{Tabel 7). Hal ini sesuai dengan hesil penelitian Heble
et al (1971) pada tanaman S. xanthocarpum nmenunjukkan
hahwa pemberiasn air kelaps sebanyvak 10 persen pada medium
vang diperkaya dengan 1 mg/1 2, 4-D menghasilkan kalus de—
ngan strukbur yvang baik.

Hasil analisis sidik ragem menunjukkan pengasruh yang
nyata dari perlakuan medium terhadap bobot kering kalus
(Tabel Lampiren 12)}. Bobot kering kalus . terbesar diper-
oleh pada medium 3 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/1 BAP + 15 ¥ air
kelapa (Tabel 7).
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Pengaruh penambahan BAP pada medium wyang sudah me-
ngandung auksin (2,4—D} berperan penting dalam meningkeat-
kan bobot basah dan bobot kering kalus. Hal ini sesual
dengan hasil penelitian Conmner (198Z2) pada 5. laciniatusm,
bahwa medium dasar MS yang ditambah 0.2 mg/l BAP berat
keringnya sebesar 0,142 g, tetapi apabila BAP dikombina-
sikan dengan 0.2 mg/l1 NOA berat kerindnya mengalami pe-
ningketan menjadi 0.367 gram. Hasil analisis sidik pera-—
gam menunjukkan pengaruh yang sandat nyata dari perlakuan
medium terhadap bobot basah dan bobot kering kalus §.
laciniatum pada passage 2 (Tabel Lampiran 13 dan 14}.

Peningkatan konsentrasi 2,4-D sampai 3 mg/l sangat
efektif untuk merangsang pertumbuban kalus. Sedangkan
pada konsentrasi 4 mg/l bobot basah kalus akan menurun,
dan pada konsentrasi 5 mg/l bobot basah meningkat kembali
tetapi warna kalus berubah menjedi putih kecoklatan
{(Taebel 8). HWarna coklat ini disebabkan oksidasi ' senyawa
fenol, yang depat meracuni medium sehingga menghambat
vertumbuhan kalus selanjutnys.

Walaupun medium dengen 5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l kine-
+in cenderung menunjukksn bobot basah terbesar, akan te-
tapi kalus yang dihasilken berwarna putih kecoklatan,
Oleh karens itu pemilihan medium terbaik =adslah pada me-
dium dengan penambshan 3 mg/l 2,4-D + 0.5 wmg/l Kkinetin

ataun BAP warna kalus putih kehijauan dan bobotnya tidak
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Tabel 8. Rata-rata Bobot Basah, Warna dan Struktur
serta Bobot Kering Kalus §. Jaciniatum

pada Passage 2 {(Umur 60 Hari}

PERLAKUAN HEDIUN BOBOT BASAH  WARMA dan STRUKTUR KALUS  BOBOT KERING
(zg/1) {g/botol) {g/hotol)
D + 2,4-D 1 ¢ BAP 0.5 §.5232% Putih Kehijauan friable L3469%5¢
HD ¢ 2,4-D 1 ¢ KIN 0.5 7.4506%C  putih Kehijauan frisble  .3492%C
HD ¢ 2,4-D 2 ¢ BAP 0.5 6.9179% Putih Kehijawsn frisble  ,3624%%¢
KD ¢ 2,4-D 2 + KIN 0.5 798670 putih Kehijauan friable 3924
H) € 2,4-D 3 ¢ BAP 0.5 9.5040% Putih Kehijaven frisple  .4084°
BB+ 2,4-D 3 ¢ KIK 0.5 ?.6574de Putih Kehijauan friable .3943cé
KD ¢ 2,40 4 + BAP 0.5 6.5449° Putih Kehijaan friable  .3517%0¢¢
KD ¢ 2,4-D & ¢ KIN 0.5 8. 649270 Putih Kehijausn fFrisble  .3006%
¥D ¢ 2,6-D 5 4 BAP 0.5 8. 21459 putin Kecoklatan friable  .3031°
HD & 2,4-D 5 ¢ KIN 0.5 9.6998° Putih Kecoklatan friable 31793

fingka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sasa tidak berbeda

nyste dengan uli jersk bergandz Duncan pade teraf .05
jaub berbeda dengan kalus yang tumbuh pade medium 5 mg/1
2,4-D + 0.5 mg/} kinetin. Gambar 13 menunjukkan kalus
5, khasienuw dan 5. Ieciniatus pads pessage Z2 umur 30 dan
60 hari.

Warna dan struktur kalus pada konsentrasi 1 sampai
dengan 4 mg/l 2,4-D yang dikombinasikan dengan BAP atau

kinetin memberikan warna putih kehijsuan dengan struktur
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30 HST

.

Gémbar 13. 'Kalusls.'khasjanun dan 5. laciniatum
Omur 30 dan 60 Hari dengan Perlsakuan
Medium 1 mg/1 2,4-D + 0.5 mg/1 BAP

sriable, sedangkan pada konsentrasi 5 mg/l Z,4-D warna
ralus putih kecoklatan dengan struktur friable.
Pengaruh penambahan konsentrasi auksin (2,4-D} sam-—

pai 3 mg/l cenderung meningkatkan bobot kering kalus.
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Selanjutnya pada konsentrasi 4 mg/l 2,4-D bobot keringnya
mengalami penurunan., Penentuan bobot kering terbesar,
bila ditinjau dari segi efisiensi ditunjukken pada medium
vang diperkaya dengan 2 mg/l 2,4-D dengan 0.5 mg/1 BAP

stau Kinetin.

Kandungan Solaspdin

Sebelum dilakukan snalisis solasodin, msaska kalus di-
keringkan terlebih dshulu (Gambar 14). Hasil analisis
solasodin secara kualitatif dengan menggunakan khromato-
grafi lapis tipis (TLC} memberikan nodg berwvarna ungu de—
ngan Rf yang sama dengan Rf standar, yaitu 0.8.
Dalam penelitian ini tidak semua perlakuan dideteksi

secara kualitstif dan kuantitatif. Hsasil analisis

SO s e e e Y e S
e 2

Gambar 14. Kalus vang Telah Dikeringksan
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solasodin secara kuantitatif berturut-turut tercantum da-
lam dalam Tabel 8 dan 10 serta Gambar 15.

Peda Tabel 9, terlihat kendungen solasodin dari ka-
lus asal eksplan hipokotil 8, khasianum, Pada medium de-
ngan penambahan 4 mg/l 2,4-D dan 0.5 mg/l BAP + 15 % air
kelapa menunjukkan kandungsan solasodin yang lebih tinggil
dari pada kombinasi 3 mg/l 2.4-D + 0.5 mg/l kinetin +
i85 % air kelapa. Keadaan ini sejalan dengan hasil
penelitian yang dipercleh Heble e af (1871} nmenunjukkan
bahwa zat pengatur tumbuh 2,4-D dan kinetin dapat mem-
pengaruhi kandungan solasodin dari kelus tanaman Selanum
xanthocarpun,

Tabel 8. Kandungan Solasodin dari Kalus Asal

Eksplan Hipokotil 8. &hasianue (Unmur
60 Hari) pads Medium Perlskuan

MEDIUM KANDUNGAN SOLASODIN
(mg/1} (% BERAT KERING)
MD + 2,4-D 3 + KIN 0.5 + Air kelapa 15% 0.19
MD + 2,4-D 4 + BAP 0.5 + Air kelapa I5% 0.22

Perbedaen umur kalus, juga menunjukkan adanya per-
bedaan kandungan solasodin. P;d& Tabel 10 terlihat bah-
wa dengan perlakuan medium vyand sama 1 mg/1 2,4-D + 0.5
mg/l BAP tetapi pada umur kslus vang befbeda kandundan

solasodinnya Juga berbeda. Kandungan solasodin padsa

kalus berumir 30 hari lebih tinggl daripada kalus vyang



Tabel 10. Kandungen Solasocdin Hasil Sub Kultur Kalus
S. laciniatue Berdasarkan Umur Kalus

MEDIUM UMOR KALUS KANDUNGAN SOLASODIN
(mg/1} {(HARI) (% BERAT KERING)
MD + 2,4-D 1 + BAP 0.5 30 0.24
MD + 2,4-D 1 + BAP 0.5 50 0.19

berumur 60 hari. Uddin dan Chaturvedi (1979) pada kultur
kalus S, khasianum mendapatkan kendungan solasodin ter-
tinggi pada wminggu ke 8 atau 8, kemudian secara bertahap
menurun setelah minggu ke delapan

Pada Gambar 15 terlihat kandungan solasodin yang cu-

kup beragam. Kandungan solasodin tidak mengikuti pola

025 _
——
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= 02 frwer O e —
155 KN 05
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g 015
g Q1 frrone
0

Gambar 15, Histogram Rata-rata Kandungan Solasodin
Hasil Sub Kultur Kalus §. laciniatunm
(Umur 60 Hari) pada Berbagai Medium Per-
lakuan
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vang tetep berdesarkan penindkastan konsentraesi 2,4-D.
Tetapi terlihat adanya kecendsrungsn meningkst dari 1 - 3
mg /1 2,4~-D dan kemudian mentirun pads 4 dan 5 mg/l 2,4-D.
Rata-rata kendungan solasodin yang didapat sebesar 0.2 %
per satu gram berat kering. Keadaan ini tidak sesuai de-—
ngan hasil penelitian Yagujfalvi et al (1971) bahwa pada
kalug Solanuw Jaciniestur tidak dapat dideteksi adsnhya
senvawae solasodin, tetapi ditemukan asdasnya senvawa ste-

roid lain, yaitu diosdenin.



KEGIMPULAN DAN BARAN

Kesimpulan

Pemakalan sitokinin baik BAP maupun kinetin pada me-
dium yang sudah mengandung 2, 4-D dapat mempercepat pem-
bentukan kalus dan meningkatkan bobot basah kalus S,
khasianum dan 8. laciniatum. Pemaskaian air kelapa Jjudsa
dapat mempercepat pembentukan kalus dan meningkatksan bo-
bot basah kalus §, Jaciniatue, tetapi tidak pada kalus 5.
khasianue

Pada Kkalus S, khasianuw, BAP dan kinetin baru mem—
perlinatkan pengaruh yvang berbeda terhadap bobot basah
kalus pada umur 60 hari, sedangken pada kalus 8§,
faciniatums, BAP dan kinetin sudsh memperlihatkan penga-
ruhh  yang berbeda pada umur 30 hari. BAP kurang efektif
dibandingkan kinetin dalam mempengaruhi bobot basah kalus
S, khzsianuw, tetapi sebaliknyas pada §. laciniatum,

Rata-rata kandungan solasodin dari berbagail perla-

kuan adalah 0.2 ¥ per satu gram berat kering,

Saran
Untuk penelitian lebih lanjut disaranken untuk memo-
difikasi komponen—komponen lain seperti NH4+, sukrosa
ataupun kolesterol sebagail prekursor senvawas solasodin
pada bDerbagail taraf konsentrasi dalsm upaye meningksatkan

kandungan solasodin dari kalus.
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Tabel Lampiran 1. Komposisi Medium Dasar Murashide
dan Skoog (1862)

UNSUR MAKRO JUMLAH (mg/1)}
KNOg 1 800
NH4NO3 1 850
CaCly. 2H50 440
MgS0,. 7H50 370
KHoPO4 170
UNSUR MIKRO JUMLAH (mg/1}
Nag. EDTA 37.3
FeS0y. 7HoO 27.8
MnSO,. 4H,0 18.9
ZIZISO‘L. 4H20 8 B 8
HgBOg 6.2
KI 0.83
NaghoO,. 2H,0 0.258
CuS0y4. BH,O0 0.025
CoCly. BHQO 0,025
SENYAWA ORGANIK JUMLAH (mg/1)
Sukrosa 30 000
Meso—-inositol 16 000
Asam nikotinat 100
Pyridoxine-HCl 100
Thiamine~-HC1 100

Agar 1 % (w/v} 7 500




Tabel Lampiran 2.
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Kombinasi Perlakuan Medium dari

Eksplan untuk Kultur Kalus
S, khasianue daleam Medium Dasar MS

EKSPLAN (B)
MEDIUM (K}
HIPOKOTIL (1)}{ BATANG (2} DAUN (3}
Ky KBy K4Bg KyBg
Ko KgBy Kg9Bg KoBg
Ky K4By K4Bg K4Bg
Ke KgBy KgBg KgBg
Kg KgBy KgBg KgBg
Kg KgBy KgBa KgBg
10 K108y K10B2 Kio0B3
K11 Ky1By Ki11Bp K11B3
Keterangen

£ = KEDHE B = BSM

Ki = [ lkpatrol) 81 = Hipokotil

£y =8B+ 3l 2,440 B, = Batang

Ky =KD+ 4 s/l 240 By = lam

Ko =KD 43 e/t 240 ¢ 0.5 ag/l B
Ko = HD ¢ 3sg/t 2,40 + 0.5 s/l KN
Ko =MD+ 4wyl 24D+ 0.5 g/l BP
£ =K+ 4 syl 24D + 0.5 g/t KN
Ky =M+ T/l 24D + 0.5 e/l BAP ¢ 15 1 IR KELOPR
fo =80+ 3 g/l 24D + 0.5 eg/ KIN ¢ 15 % AIR KELAPA
K =80+ 4 mgfl 2,5-D + 0.5 e/l P ¢ 151 AIR KELAPA
g 7D €4 syl 24D+ 05 my/L KIK ¢ 15 X IR FELAPA
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Sidik Ragam Kecepaten Pembentukan

Kalus

5. khasianum

F tabel
Sumber db JK KT Fhit
Keragaman 0.05 0,01
Medium g 315.29 35.03 25.98% 1.83 2. 41
Eksplan 2 383.10 191.55 142.05™ 3.00 4.61
Medium X Eksplen 18 204.30 11.35 8.42%% 1.82 1.98
Galat 247 333.07 1.35
Total 276 1235.76
*k

Tabel Lampiran 4.

Berbeda nyata pads taraf 1%

Sidik Ragam Bobot Bassh Kalus
S. khasianue pads Hari ke-30

Setelsh Tansam
F tabel

Sumber db  JK KT Fhit S
Keragaman 0.05 Q.01
Med ium 10 213.8219 21.3822 54.0086*% 1.83 2.32
Eksplan 2 26.2886 13.1443 33.2008*%  3.00 4.61
Medium X Eksplan 20 53.3879 2.6894 6.7425%%  1.57 1.88
Galat 282 111.6448 0.3959
Total 314 405.1432
** Berbeda nyata pada taraf 1%
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Tabel Lampiran 5. 8Sidik Regam Bobot Basah Kalus
8. khasianue pads Hari ke-860
Setelah Tanam

F tabel
Sumber db JK KT Fhit st
Keradaman Q.05 0,01
Medium 10 1022.0824 102.2082 56.5411%% 1.83 2.32
Eksplan 2  198.1339 99.0670 54.8034%F 3.00 4.61

Medium X Eksplan 20 174.8716 8.7438 4.8369™* 1.57 1.88

Galat 278 50Z2.5352 1.8077
Total 310 1897.6232
Kk

Berbeda nyata pada taraf 1%

Tabel Lampiran 6. 8idik Ragam Bobot Kering Kalus
8, thasianum

¥ tabel
Sumber db JK KT Fhit e
Keragaman .05 (.01
Medium 10 4.8015 0.4801 1086.4338"% 1.83 2.32
Eksplan 2 0.7%85 (0.3893 86.2860** 3.00 4.81

Medium X Eksplan 20 0.8018 0.0401 g.8881%% 1.7 1.88

Galat 273 1.23168 0.0045
Total 305 7.6135
HK

Berbedsa nyats pada taraf 1%



Tabel Lampiran 7.
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Sidik Persgam Bobot Basah Kalus

S. khasianum pada Passage 2 (Umur

60 Hari)

JGHLAN PERKALIAN ¥ TERTIKBAKG THD
Sugher db db
Yeragagan i 1y ¥y H 4 F ait F{0.05) Fi0.00)
TOTAL 39 0.884% 00548 42,1257
RED UM § 00,1877 G.1305F  15.2744
BALAT M 078 -0.0760  26.8493 29 24,832 0.9I55
REDIUE « B6LAT 39 0,854  6.0546 42,1257 38 42,1042
REDIUK TERTIHBANG § 15,2835  1.4982 L.B3F 222 %49

Tabel Lampiran 8.

3idik Peragam Bobot Kering Kalus

8. khasianum pads Passage 2

JURLAH PERKALIAN

¥ TERTIHERNG THD £

Susber dh b

Keragagan X Y ¥y JK 4 FoRit U008 FLOLGD)
T0IAL 5% 4.BsaR -GL0HT3 8,047

HEBIUM ¥ 0.4427 G020 0.0099

BALAT 3 4728 -0.6183 0.0374 9 0.0367 00013

HEDIUR ¢ BALAT 39 0.B643 -0L0173  0.04732 38 . 0468

REDIUM TERTINBANG 3 6,007 G.001F G894 2,22 3.9
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Tabel Lempiran 9. 8Sidik Ragam Kecepatan Pembentukan
Kalus 8, laciniatum

F tabel
Sumber db JK KT Fhit —— e
Keragaman Q.05 (.01
Medium 10 709.9633 70.9983 ?.2?66** 2.02 2.70
Galat 39 380, 5187 g.75868
Total 49  1080. 4800
&4

Berbeda nyata pada taraf 1%

Tabel Lampiran 10. 8Sidik Ragam Bobot Bazash Kslus

5. laciniatue pada Hari ke-30
Setelah Tanam

F tabel
Sumber db JK KT Fhit ——
Keragdaman 0.0 0.01
Med ium 10 203.8582 20.38568 11.5482*%% 2. 02 2.70
Galat 40 70.6105  1.7653
Total 50  274. 4867
ok

Berbeda nyata pada taraf 1%
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Tahel Lampiran 11. Sidik Ragam Bobot Bassh Kalus

8. laciniatum pada Hari ke-860
Setelsh Tanam

F tabel
Sumber db JK KT Fhit —e
Keragdaman .08 0.01
Medium 10 687.2324 68,7232 15.0021"F 2.02 2.70
Galat 40  183.2389  4.5809
Total 50 B870.4693
ok

Berbeda nyata pada taraf 1%

Tabel Lampiran 12, Sidik Ragsasum Bobot Kering Kalus

S, laciniatum

F tabel
Sumber db JK KT Fhit _—
Keragaman .05 0.01
Med ium 10 0.7831 0.0783 32.01g8** 2.02 2.70
Galat 40 0.0878  0.0024
Total 50 0. 8809
Fok

Berbeda nyats pada taraf 1%



7e

Tebel Lampiran 13. 8idik Peragam Bobot Basah Kalus
S, laciniatum pads Passage 2
{Umur 50 Hari)

GUBLAH PERKELIAN ¥ TERTIHBANE THD ¥
Supber db db
Kerzoanan i iy ¥y 3K Kt F it FL0.05) F6.00)
TOTAL a8 1,068 4,0657 787,5483
BEDIUN ERNE O 1N T - VRS €1 Wi
BaLat O B.BY2E 3.30E9 L6L3873 0 7 BRLGAGE  fL1bGk

HEBIUN ¢ GRLRT 88 L.OABE  4,0602 Z42.548% 8% 228.40414

HEBIUR TERTIMRANG Y 139.4004 154887 ILIATT 22 1.9

¥ Berbeda ryeta pada taraf 1%

Tabel Lampiran 14. Sidik Peragam Bobot Kering Kalus
8. Iaciniatum pads Passage 2

JUBLAH FERKALIAH ¥ TERTIHBANE THD ¥
Susber iid dh
ferzgasan i iy ¥y JE KT F it Fi6.0%) FUo,08)
TOTAL 84 LOABE  -6,0085  4.1824
REDRIUK g .4760 -0.0880 4.073
BRLAT 77 08921 QL0885 0, 10%% 74 #1040 0.0014

HEDIUH + GALAT  8&  1.06BY -0.0015%  {0.18Zh 835 &, 1875

NEDIUN TERTINBOMS ¢ L0786 0.G087  6.3799TF 27 309

¥ Berbeds nyets pada terat 1Y
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