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ABSTRACT

Taro cv. Kaliurang has a good taste and is tolerant to certain pests and diseases but its
development is hampered by insufficient number of good quality plant materials. Quality
improvement has been carried out through polyploidization. Shoot multiplication is an
important step in micropropagation, which often needs specific formulation of culture medium.
This study aimed to obtain an optimum formulation of in vitro shoot-inducing medium of taro
cv. Kaliurang. Explants from one diploid and three tretraploid clones were subjected to six
treatments of medium formulations with various concentrations of thiamine and adenine in
BAP-containing MS media. Shoots were then rooted, followed by plantlet acclimatization.
Ploidy level was measured using flow cytrometry. The rooting medium was ¥2 MS without
growth hormones, whereas acclimatization medium was a mixture of sterile soil, husk, and
cocopeat. The results showed that MS + 2 mg L™ BAP + 4 mg L* thiamine + 2 mg L adenine
was the optimum medium with an average 3.45 shoots per explant. Plantlet acclimatization
was successful with 99.1% survival. Flow cytometry measurement confirmed tetraploidy level
of the regenerants from 3 tetraploid clones.

Keywords: adenine, acclimatization, benzyl amino purine, shoot proliferation, thiamine

ABSTRAK

Talas Kaliurang memiliki rasa yang enak dan toleran terhadap hama dan penyakit tertentu,
namun pengembangannya terkendala oleh ketercukupan benih bermutu. Upaya perbaikan
mutu tanaman telah dilakukan sebelumnya melalui poliploidisasi. Perbanyakan tunas
merupakan langkah penting, yang membutuhkan formula spesifik untuk media kultur.
Penelitian ini bertujuan untuk mengoptimasi medium perbanyakan tunas in vitro dari satu klon
diploid dan tiga klon tetraploid, yang dikulturkan pada enam konsentrasi tiamin dan adenin
dalam media MS yang mengandung BAP. Tunas kemudian diinduksi akar, lalu diaklimatisasi,
dan pengukuran tingkat ploidi menggunakan flow cytometry. Media pengakaran adalah ¥2 MS
tanpa ZPT, media aklimatisasi adalah campuran tanah steril, sekam dan kokopit. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa medium MS + 2 mg L™ BAP + 4 mg L tiamin + 2 mg L*
adenin merupakan medium optimum dengan rata-rata 3,45 tunas per-eksplan. Hasil
aklimatisasi menunjukkan bahwa 99,1% tanaman dapat bertahan hidup. Analisis ploidi
dengan flow cytometry menunjukkan bahwa tanaman hasil regenerasi tunas talas Kaliurang
tetraploid memiliki tingkat ploidi yang stabil.

Kata Kunci: adenin, aklimatisasi, benzilamino purin, tiamin, proliferasi tunas
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PENDAHULUAN

Salah satu upaya yang dapat dilakukan
untuk mencapai ketahanan pangan nasional
adalah mengoptimalkan sumber pangan
alternatif (diversifikasi pangan) selain beras,
salah satunya adalah talas (Colocasia
esculenta L.). Umbi talas bernilai gizi cukup
tinggi, di antaranya mengandung karbohidrat,
protein, vitamin B-kompleks, vitamin A,
vitamin C, dan serat (Darkwa and Darkwa
2013, Sepulveda-Nieto et al. 2017, Wada et
al. 2017). Talas sangat beragam di Indonesia;
terdapat sekitar 180 kultivar, salah satunya
adalah talas kultivar Kaliurang (Prana and
Kuswara 2002). Talas Kaliurang telah lama
dibudidayakan  dan  dikonsumsi  oleh
masyarakat di daerah Kaliurang, Yogyakarta,
karena rasanya enak dan pulen, tanamannya
toleran terhadap penyakit, dan tahan
terhadap serangan hama. Namun
pengembangan talas Kaliurang belum pernah
ditangani secara serius (Prana and Kuswara
2002). Hal itu menjadikan talas memiliki
peluang besar untuk dikembangkan dalam
upaya diversifikasi pangan.

Untuk pengembangannya, talas
Kaliurang memiliki kendala dalam
penyediaan benih bermutu, baik benih
generatif maupun vegetatif (Banjaw 2017).
Benih unggul dapat diupayakan dengan
melakukan perbaikan genetik, misalnya
melalui induksi poliploid. Poliploidisasi pada
talas Kaliurang secara in vitro telah dilakukan
oleh Ermayanti et al. (2018) menggunakan
kolkisin pada konsentrasi 0,05%, 0,1%, dan
0,2% dengan waktu perendaman 1-3 hari.
Percobaan tersebut menghasilkan talas
Kaliurang  tetraploid dengan  jumlah
kromosom 2n = 4x = 48, yang berasal dari
diploid dengan jumlah kromosom 2n = 2x =
24. Hasil terbaik masing-masing konsentrasi
yaitu (1) kolkisin 0,05% perendaman 1 hari
menghasilkan 14,3% tunas tetraploid, (2)
kolkisin  0,1%  perendaman 1  hari
menghasilkan 18,2% tunas tetraploid (3) dan
kolkisin  0,2% perendaman 3  hari
menghasilkan 57,1% tunas tetraploid. Upaya
perbaikan genetik ini diharapkan dapat
menghasilkan tanaman dengan kualitas lebih
unggul, yang juga mampu meningkatkan
produktivitas tanaman.

Sejauh ini jumlah anakan talas Kaliurang
yang tumbuh di lahan percobaan milik Pusat
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Penelitian  Bioteknologi, Lembaga Ilimu
Pengetahuan Indonesia sedikit yaitu 1-2
anakan dalam kurun waktu yang lama hingga
panen atau 9 bulan (data dari penelitian
pendahuluan, tidak dipublikasikan) sehingga
perlu dioptimalkan. Salah satu upaya
perbanyakan tanaman adalah melalui
perbanyakan in vitro. Perbanyakan dengan
teknik kultur in vitro merupakan teknologi
alternatif, yang memiliki keunggulan, di
antaranya dapat menyediakan benih bermutu,
seragam, dalam jumlah banyak, dan dalam
waktu yang lebih singkat. Komposisi media
untuk perbanyakan in vitro menjadi faktor
penting dalam keberhasilan proses ini.
Komposisi media untuk setiap jenis
tanaman tidak sama atau bersifat spesifik,
karena genotipe dan kondisi fisiologi tanaman
yang berbeda-beda (Lestari 2011). Zat
pengatur tumbuh (ZPT) dan senyawa lain
seperti vitamin yang tepat pada kultur in vitro
diperlukan sehingga dapat menghasilkan
planlet dalam jumlah banyak secara efisien.
Penggunaan BAP dan beberapa senyawa
lain pada media kultur dapat memacu
proliferasi tunas karena adanya sinergisme
antara senyawa tersebut (Lestari 2011).
Salah satu zat pengatur tumbuh seperti
benzylaminopurin (BAP) dan vitamin seperti
tiamin dan adenin dapat memicu
pertumbuhan tunas pada talas (Wulansari et
al. 2014, Maretta et al. 2016). Adenin
menentukan  aktivitas  sitokinin  yang
mendorong dalam pembelahan sel (Werner
and Schmulling 2009), dan tiamin merupakan
vitamin Bl yang dapat mempercepat
pembelahan sel dan meningkatkan jumlah
tunas (Bhojwani and Dantu 2013). Adenin
berfungsi sebagai prekursor untuk sintesis
sitokinin atau meningkatkan biosintesis
sitokinin alami, dan bertindak secara sinergis
dengan sitokinin yang dapat memacu
proliferasi tunas (Naaz et al. 2014). Adenin
adalah komponen dari enzim adenine
phosphoribosyl transferase 1 yang
merupakan enzim utama yang berperan
dalam katalisis konversi sitokinin dari basa
nitrogen (basa nukleo) menjadi nukleotida
(Zhang et al. 2013). Hasil penelitian Khan et
al. (2014) membuktikan bahwa penambahan
adenin sulfat dan sitokinin jenis Kkinetin
mampu meningkatkan proliferasi tunas stevia
(Stevia rebaudiana). Wulansari et al. (2013)
melaporkan bahwa penambahan 1 - 2 mg L?
BAP dengan 1 mg L* tiamin dan 2 mg L?



adenin secara in vitro meningkatkan laju
multiplikasi tunas pada tiga kultivar talas yaitu
Mentega, Bentul, dan Sutra. Sementara
penelitian terkait konsentrasi tiamin dan
adenin volume lainnya pada talas Kaliurang
belum pernah dilaporkan.

Keberhasilan perbanyakan tanaman in
vitro diukur dengan melihat kemampuan
hidup planlet pada lingkungan luar (ex vitro)
yaitu melalui proses aklimatisasi. Aklimatisasi
adalah tahap penting untuk mengadaptasikan
planlet hasil perbanyakan in vitro ke
lingkungan Iluar dengan tujuan untuk
mendapatkan benih tanaman yang siap
ditanam di lapang. Selain itu, hasil
perbanyakan in vitro talas Kaliurang tetraploid
harus dikonfirmasi kembali untuk mengetahui
stabilitas tingkat ploidinya secara berkala dari
generasi ke generasi hingga diperoleh
sejumlah tanaman tetraploid yang stabil.
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan
media yang optimum untuk perbanyakan in
vitro tunas tanaman talas Kaliurang diploid
dan tetraploid dengan penambahan
konsentrasi tiamin dan adenin dalam media
dasar MS (Murashige and Skoog 1962) dan
penambahan 2 mg L BAP.

BAHAN DAN METODE

Tempat dan waktu percobaan

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Biak Sel dan Jaringan Tanaman dan Kebun
Plasma Nutfah, Pusat Penelitian
Bioteknologi, Lembaga Ilmu Pengetahuan
Indonesia  (LIPI), Cibinong. Penelitian
dilaksanakan pada bulan Mei 2018 hingga
Februari 2019.

Rancangan percobaan dan analisis data
Percobaan ini dilaksanakan
menggunakan rancangan acak lengkap
dengan enam ulangan. Perlakuan disusun
secara faktorial (4 x 6), dengan faktor
pertama adalah klon talas, yang terdiri dari
empat klon talas Kaliurang (KO = klon tetua
Kaliurang diploid dan K1, K2 dan K3 = klon
Kaliurang tetraploid), dan faktor kedua adalah
enam kombinasi konsentrasi tiamin dan
adenin pada media perbanyakan tunas, yaitu
sebagaimana disajikan pada Tabel 1. Klon
K1, K2, dan K3 ini merupakan hasil induksi
poliploid oleh Ermayanti et al. (2018). K1
dihasilkan dari perlakuan perendaman dalam
kolkisin 0,1% selama 1 hari; K2 dan K3, dari
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Tabel 1. Perlakuan untuk perbanyakan in vitro talas
Kaliurang dalam media dasar (MS+ 2 mg L-

BAP)

] Kode
Media Perlakuan Perlakuan
1 mg L Tiamin + 2 mg L Adenin T1A2
1 mg L Tiamin + 4 mg L Adenin T1A4
2 mg L? Tiamin + 2 mg L'* Adenin T2A2
2 mg L? Tiamin + 4 mg L* Adenin T2A4
4 mg L Tiamin + 2 mg L* Adenin T4A2
4 mg L Tiamin + 4 mg L* Adenin T4A4

hasil perlakuan perendaman dalam kolkisin
0,05% selama 1 hari. Setiap satuan
percobaan terdiri dari satu botol kultur yang
masing-masing berisi dua eksplan. Data
jumlah tunas per eksplan, jumlah daun,
panjang petiol dan jumlah akar diamati setiap
minggu hingga akhir minggu ke enam setelah
penanaman eksplan (6 MST).

Analisis ragam untuk hasil pengamatan
pada ketiga variabel dilakukan menggunakan
perangkat lunak DSAASTAT (Dipartimento di
Scienze Agrarie ed Ambiental Statistic)
(Onofri and Pannacci 2014). Jika diperoleh
data yang berbeda nyata, analisis dilanjutkan
dengan uji Duncan Multiple Range Test
(DMRT) pada taraf kepercayaan 95%.

Eksplan, media dan pemeliharaan kultur

Eksplan yang digunakan adalah
berupa bonggol (ukuran 1-2 cm) yang
diperoleh dari stok tunas-tunas talas dari
kultur in vitro empat klon talas Kaliurang yang
didapat dari koleksi Laboratorium Biak Sel
dan Jaringan Tanaman, Pusat Penelitian
Bioteknologi, LIPI. Media kultur untuk perba-
nyakan tunas yang dicobakan menggunakan
media MS (Murashige and Skoog 1962) yang
ditambah dengan 2 mg L* BAP, 30 g L*!
sukrosa dan enam kombinasi konsentrasi
tiamin dan adenin sebagaimana dicantumkan
pada Tabel 1. Semua formulasi media yang
dicobakan diatur pH-nya menjadi 5,8
kemudian ditambahkan 7 g L* bubuk agar
sebagai pemadat. Sterilisasi media kultur
dilakukan menggunakan autoclave. Semua
kultur dipelihara dalam ruang kultur dengan
suhu 25 + 2 °C dan intensitas cahaya 1000 -
1500 lux.

Pengakaran tunas talas in vitro

Tunas hasil perbanyakan in vitro,
selanjutnya dipindahkan ke media
pengakaran, yaitu media MS dengan
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setengah konsentrasi hara makro, tanpa
ZPT, selama 4 minggu. Hal ini bertujuan
untuk menginduksi perakaran, sebagai
persiapan aklimatisasi.

Aklimatisasi planlet

Aklimatisasi dilakukan pada planlet,
yakni tunas yang sudah memiliki akar.
Tanaman dikeluarkan dari botol, dan dicuci
bersih dengan menggunakan air kran, sampai
tidak ada media yang tertinggal di akar
tanaman. Tanaman ditanam pada media
aklimatisasi, yang terdiri dari tanah steril,
kokopit, dan sekam bakar, dengan
perbandingan 1 : 1 : 1 di dalam polibag
berdiameter 8 cm. Kemudian tanaman
disungkup dengan menggunakan plastik
transparan, dan diletakkan di rumah kaca.
Sungkup plastik dibuka tahap demi tahap
mulai minggu kedua sampai tanaman terlihat
dapat bertahan tanpa sungkup. Persentase
hidup tanaman dihitung pada minggu keenam.

Konfirmasi stabilitas tingkat ploidi

Talas Kaliurang hasil perbanyakan in
vitro, pada umur 6 minggu setelah perlakuan
(minggu terakhir pengamatan) dianalisis
kembali tingkat ploidinya, menggunakan
flositometer (BD Accuri C6 Plus). Analisis
flositometri dilakukan pada dua sampel
tanaman dari setiap perlakuan media secara
acak. Potongan daun berukuran sekitar 0,5
cm? diletakkan di atas cawan petri, ditetesi
250 pL buffer cystain uv-ploidi, kemudian
dicacah menggunakan silet hingga halus.
Cacahan daun disaring (saringan milipor
berukuran pori 30 uM), dan filtrat dimasukkan
ke dalam tabung Eppendorf bervolume 2 mL,
lalu ditambahkan 600 pL larutan pewarna
flouresensi  propidium iodida. Sampel
dimasukkan ke dalam alat flositometer,
dibaca pada panjang gelombang 440 nm dan
kecepatan 1000 nukleus per detik. Sampel
daun tanaman diploid digunakan sebagai
pembanding. Rata-rata kandungan DNA dari
tiap sampel ditunjukkan dengan histogram
yang ditampilkan dan dibandingkan dengan
hasil dari tanaman diploid.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Rata-rata jumlah tunas
Inisiasi tunas dimulai dari minggu

pertama hingga minggu terakhir pengamatan,
yakni 6 MST. Terbentuknya tunas hasil
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Tabel 2. Rata-rata dan kisaran jumlah tunas talas
Kaliurang pada media dasar (MS + 2 mg L
BAP) dengan berbagai kombinasi konsentrasi
tiamin dan adenin pada umur 6 MST

Kode Media Rata-Rata Kisaran
Perlakuan Jumlah Tunas Jumlah Tunas
T1A2 2,83% 0-6
T1A4 1,5° 04
T2A2 1,670 04
T2A4 2,79% 0-5
T4A2 3,452 1-5
T4A4 1,70° 1-4

Keterangan: Nilai yang diikuti oleh huruf yang sama
menunjukkan tidak berbeda nyata
berdasarkan uji DMRT dengan taraf
kepercayaan 95%

perbanyakan in vitro berkisar 1-6 tunas tiap
eksplan. Untuk jumlah tunas, hasil analisis
sidik ragam menunjukkan bahwa jenis media
berpengaruh sangat nyata, sedangkan
keempat klon yang diuji memberikan respon
yang tidak berbeda. Oleh karena itu, data
dianalisis kembali dengan RAL 1 faktor yaitu
6 media kombinasi tiamin dan adenin, semua
klon dianggap sama (Tabel 2).

Media yang menghasilkan tunas
terbanyak pada semua klon (diploid maupun
tetraploid) adalah T4A2, vyaitu dengan
penambahan 4 mg L? tiamin dan 2 mg L*
adenin pada media dasar MS + 2 mg L1 BAP.
Media ini mampu menghasilkan jumlah tunas
yang lebih baik dibandingkan lima media
perlakuan lainnya, dengan rata-rata 3,45
tunas dengan kisaran 1-5 tunas. Media yang
tergolong baik dalam menghasilkan jumlah
tunas adalah T1A2 dan T2A4. Media yang
menghasilkan jumlah tunas terendah adalah
T1A4, T2A2, dan T4A4.

Pertumbuhan tunas mencapai
maksimumnya pada minggu ke enam dan
rata-rata mulai statis pada minggu tersebut
(Gambar 1). Kurva ini menunjukkan bahwa
pertumbuhan jumlah tunas pada media T4A2
terbaik untuk semua klon (KO: diploid dan K1,
K2, K3: tetraploid). Kurva juga menunjukkan
jumlah tunas pada tetraploid rata-rata lebih
banyak dibandingkan diploid (K0). Rata-rata
jumlah tunas yang dihasilkan talas tetraploid
berkisar 3,33-3,67, sedangkan talas diploid
rata-rata 3,17. Hal ini menunjukkan
perbedaan karakter talas Kaliurang diploid
dan tetraploid terlihat pada jumlah tunas
tetraploid yang berjumlah lebih banyak
dibandingkan diploidnya. Sehingga talas
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tetraploid berpotensi baik untuk dengan penambahan 4 mg L™ tiamin dan 2
dikembangkan, vyaitu untuk mengatasi mg L* adenin (T4A2) juga berhasil
kendala penyediaan benih yang terjadi saat menginduksi tunas 100% dibandingkan 4
ini. Penampilan pertumbuhan tunas talas perlakuan  media lainnya. Hal ini
Kaliurang pada perbanyakan in vitro dapat menunjukkan, bahwa media tersebut
dilihat pada Gambar 2. merupakan media optimum untuk
Media dasar (MS + 2 mg L' BAP) menghasilkan tunas talas Kaliurang, baik
4 4 A 4 1 B
% 3 - —0—T1A2 % 3 —0—T1A2
g ——T1A4 % —O—T1A4
= ~
T2 ——T2A2 § 27 —a—T2A2
: ©
E, —%—T2A4 g —%—T2A4
1 1 I
—%—T4A2 —¥— T4A2
0 T T T T T 1 —O—T4A4 0 2"V T T T T 1 —O—T4A4
o 1 2 3 4 5 6 o 1 2 3 4 5 6
Minggu Ke- Minggu Ke-
4 4 4 1
C D
—0—T1A2 —0—T1A2
o 3 w 31
g —O—T1A4 g ——T1A4
=} =}
~ ~
< 27 ——T202 g 2] —a—T2A2
g N —x—T2A4 g —%—T2A4
) 1 i - 1 -
—¥— T4A2 —%—T4A2
0 T T T T T 1 —O—T4A4 0 T T T T T 1 —O—T4A4
o 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Minggu Ke- Minggu Ke-

Gambar 1. Pertumbuhan jumlah tunas di media dasar (MS + 2 mg L't BAP) dengan perlakuan tiamin dan adenin selama
6 minggu. (A) Klon diploid KO, (B) klon tetraploid K1, (C) klon tetraploid K2, (D) klon tetraploid K3

Gambar 2. Tunas talas Kaliurang pada media dasar (MS + 2 mg L BAP) yang diberi perlakuan tiamin dan adenin.
(A) tunas umur 1 MST, (B) umur 6 MST diploid, (C) umur 6 MST tetraploid. Garis skala = 2 cm
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diploid maupun tetraploid, secara in vitro.
Pada proses pertumbuhan dan
perkembangan jaringan, untuk memacu
pembentukan tunas, dapat diberikan kombinasi
ZPT dan vitamin. Interaksi antara keduanya di
dalam media akan menjadi faktor pemicu
pembentukan tunas. BAP, adenin dan tiamin
diduga saling berinteraksi atau bekerjasama
dalam  menentukan  pertumbuhan  dan
perkembangan eksplan.

Meningkatnya jumlah tunas disebabkan
oleh adanya penambahan ZPT dari golongan
sitokinin, yaitu BAP. BAP berfungsi untuk
mendorong pembentukan, penggandaan,
dan pertumbuhan tunas pada berbagai
tanaman sehingga efektivitasnya tinggi untuk
perbanyakan tanaman (Lestari 2011,
Wulansari et al. 2014). Maretta et al. (2016)
menyatakan bahwa penambahan 2 mg L*
BAP meningkatkan jumlah tunas pada talas
Satoimo. BAP merupakan komponen penting
untuk proliferasi tunas in vitro (Grzegorczyk-
Karolak et al. 2015). Adenin merupakan
bentuk dasar dari sitokinin yang menentukan
aktivitas sitokinin; penambahan adenin akan
semakin meningkatkan aktivitas sitokinin.
Sitokinin dapat mempengaruhi gen KNOX
(Knotted Like Homeobox) yang menyandikan
suatu protein yang berfungsi memacu
pertumbuhan dan pemeliharaan meristem
ujung batang, sehingga sel akan bersifat
meristematik (Jasinski et al. 2005). Sel
kemudian berdiferensiasi membentuk tunas.
Sitokinin mendorong pembelahan sel dengan
cara mengatur ekspresi gen tipe siklin D
CycD3, yang memiliki peran penting dalam
mengatur transisi antara fase G1 ke S dalam
siklus sel. Sitokinin mampu meningkatkan
jumlah replikasi DNA yang terjadi selama
siklus sel fase S dan juga berperan dalam
siklus sel fase S dan juga berperan dalam
mengatur transisi dari fase G2 ke M (Werner
and Schmulling 2009). Penggunaan BAP dan
adenin juga memberikan efek positif pada
perbanyakan tunas beberapa tanaman,
seperti kentang (Solanum tuberosum) (Singh
et al. 2017), talas Jepang (C. esculenta)
(Hattu et al. 2018), stevia (S. rebaudiana)
(Khan et al. 2014), dan Swertia chirayita
(Sharma et al. 2014).

Penambahan tiamin juga memiliki
interaksi yang positif dengan sitokinin dalam
meningkatkan pembentukan tunas (Bhojwani
and Dantu 2013). Tiamin berfungsi sebagai
koenzim, koenzim dari tiamin ini adalah
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Tabel 3. Rata-rata dan kisaran jumlah daun talas
Kaliurang pada media dasar (MS + 2 mg L
BAP) dengan berbagai kombinasi
konsentrasi tiamin dan adenin pada 6 MST

Kode Media Rata-Rata Kisaran
Perlakuan Jumlah Daun Jumlah Daun
T1A2 6,622 1-16
T1A4 5,162 1-11
T2A2 3,54 1-13
T2A4 6,452 1-16
T4A2 7,622 1-18
T4A4 6,162° 1-11

Keterangan: Nilai yang diikuti oleh huruf yang sama
menunjukkan tidak berbeda nyata
berdasarkan uji DMRT dengan taraf
kepercayaan 95%

tiamin pirofosfat (TPP). TPP merupakan
komponen penting yang dibutuhkan dalam
aktivitas metabolisme, seperti biosintesis
asetil-KoA dan asam amino, mengaktifkan
siklus Krebs dan siklus Calvin (Du et al.
2011). TPP dibutuhkan saat dekarboksilasi
oksidatif, dan memungkinkan masuknya
substrat yang dapat dioksidasi ke dalam
siklus Krebs, sehingga mengoptimalkan
aktivitas respirasi untuk menghasilkan energi
metabolisme tumbuhan (Iswari and Yuniastuti
2006). Wulansari et al. (2014) melaporkan
bahwa penambahan 1 mg L™* tiamin dan 2 mg
L' adenin mempengaruhi aktivitas BAP
dalam meningkatkan jumlah tunas majemuk
pada empat kultivar talas (C. esculenta).

Rata-rata jumlah daun

Semua  media  kultur rata-rata
menunjukkan hasil yang baik dalam hal
jumlah daun, meskipun jumlah daun yang
dihasilkan sangat beragam, vyaitu pada
kisaran 1-18 daun untuk tiap tunasnya. Hasil
analisis sidik ragam menunjukkan bahwa
jenis media berpengaruh sangat nyata,
sedangkan keempat klon vyang diuji
memberikan respon yang tidak berbeda
terhadap jumlah daun. Pengaruh klon yang
sama menyebabkan perlunya dilakukan
analisis data kembali dengan RAL dengan
faktor tunggal vyaitu media perlakuan
kombinasi tiamin dan adenin (Tabel 3). Media
T4A2 memberikan jumlah daun terbanyak,
dengan rata-rata 7,62 dengan kisaran 1-18
daun, diikuti oleh media T1A2, T2A4, T4A4,
dan T1A4. Media yang menghasilkan jumlah
daun terendah adalah T2A2. Umumnya
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Tabel 4. Rata-rata panjang petiol talas Kaliurang pada media dasar (MS + 2 mg L** BAP) dengan berbagai kombinasi

konsentrasi tiamin dan adenin pada 6 MST

Rata-Rata Panjang Petiol (cm) Pada Klon

Kode Media Perlakuan

KO K1 K2 K3
T1A2 2,38cde 2,71bcde 2,43cde 2,53¢de
T1A4 1,97¢ 3,153bcd 2,510de 3,08abcde
T2A2 3,32akc 2,28cde 2,75bcde 2,01¢%
T2A4 2,48¢de 2,88abcde 2,73bcde 3,35%¢
T4A2 2,48¢d 2,4¢de 3,75% 3,862
T4A4 1,95¢ 2,93@bcde 3,313¢ 2,963bcde

Keterangan: Nilai yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji DMRT dengan

taraf kepercayaan 95%

jumlah daun yang dihasilkan setiap eksplan
berkorelasi dengan jumlah tunas dari setiap
eksplan. Semakin banyak jumlah tunas,
jumlah daun juga semakin banyak, dan
sebaliknya semakin sedikit jumlah tunas
maka jumlah daun semakin sedikit.

Rata-rata panjang petiol

Hasil analisis sidik ragam untuk
parameter panjang petiol menunjukkan
adanya interaksi antara faktor jenis media
dan klon (Tabel 4). Panjang petiol diukur
untuk mewakili tinggi tanaman. Klon
tetraploid K3 pada media T4A2 memiliki petiol
terpanjang dengan nilai rata-rata 3,86 cm.
Klon diploid KO pada media T1A4 dan T4A4
memiliki petiol terpendek, dengan nilai rata-
rata 1,97 dan 1,95 cm.

Rata-rata panjang petiol tetraploid
yaitu 2,82 cm sedangkan diploid 2,42 cm.
Hal ini menunjukkan bahwa talas Kaliurang
tetraploid hasil perlakuan perendaman
kolkisin 0,05% dan 0,1% mengalami
perubahan sifat yaitu petiol menjadi lebih
panjang. Hasil ini berbeda dengan yang
didapatkan oleh Ermayanti et al. (2018)
dalam  penelitiannya, bahwa  ukuran
tanaman talas Kaliurang tetraploid hasil
induksi dengan perendaman kolkisin pada
awal generasi memiliki petiol yang lebih
pendek dibandingkan diploidnya. Kristina and
Syahid (2015) melaporkan bahwa pemberian
kolkisin 0,05% menjadikan tanaman lada
memiliki jumlah daun dan ruas yang lebih
pendek dan sedikit sehingga tanaman
tampak lebih kecil. Tanaman Vicia villosa
tetraploid hasil pemberian 0,005% kolkisin
memiliki ukuran lebih pendek dan Iluas
permukaan daun lebih besar dibandingkan
diploidnya (Tulay and Unal 2010).

Tabel 5. Rata-rata dan kisaran jumlah akar talas
Kaliurang pada media dasar (MS + 2 mg L™
BAP) dengan berbagai kombinasi
konsentrasi tiamin dan adenin pada 6 MST

Kode Media Rata-Rata Kisaran
Perlakuan Jumlah Akar Jumlah Akar
T1A2 0,87° 0-4
T1A4 3,162 0-11
T2A2 1,04° 0-8
T2A4 0,375° 0-2
T4A2 2,083° 0-9
T4A4 5,252 0-13

Keterangan: Nilai yang diikuti oleh huruf yang sama
menunjukkan tidak berbeda nyata
berdasarkan uji DMRT dengan taraf
kepercayaan 95%

Jumlah akar dan fase pengakaran

Pada media perbanyakan tunas,
beberapa tunas menumbuhkan akar, namun
pertumbuhan akar tersebut sedikit dan lambat.
Akar yang dihasilkan berwarna hijau kecoklatan.
Hasil analisis sidik ragam menunjukkan bahwa
hanya faktor jenis media yang berpengaruh
terhadap jumlah akar, sehingga klon dianggap
sama. Pengaruh faktor tunggal jenis media
sangat nyata terhadap jumlah akar (Tabel 5).

Media yang menghasilkan jumlah akar
terbaik adalah media T4A4, dengan rata-rata
jumlah akar 5,25 (kisaran 0—13 akar), dan T1A4
dengan rata-rata 3,16 (kisaran 0-11 akar).
Jumlah tunas yang berhasil membentuk akar
hanya 50,7% dari jumlah keseluruhan kultur
(diploid dan tetraploid). Pada talas Kaliurang
klon diploid, pertumbuhan akar lebih baik
dibandingkan dengan klon tetraploid. Akar talas
diploid muncul pada 1 hingga 4 MST,
sedangkan pada tanaman tetraploid, akar tidak
muncul hingga 6 MST (akhir pengamatan).
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Tunas yang sebagian besar tidak
berakar menunjukkan bahwa media ini tidak
efektif dalam menginduksi akar secara
bersamaan dengan tahapan perbanyakan.
Terhambatnya pertumbuhan akar pada media
perbanyakan  tunas dipengaruhi  oleh
penggunaan BAP, yang bersifat menghambat
pengakaran. Menurut Hattu et al. (2018),
penggunaan BAP dapat menghambat inisiasi,
pemanjangan, dan perkembangan akar.

Salah satu faktor yang sangat
menentukan keberhasilan aklimatisasi adalah
perakaran planlet, sehingga sebelum tahap
aklimatisasi diperlukan upaya agar semua
tunas memiliki akar. Fase pengakaran
dilakukan dengan memindahkan tunas ke
media perakaran selama empat minggu, yaitu
dengan menurunkan konsentrasi unsur hara
makro dalam media MS  menjadi
setengahnya (2 MS), tanpa ZPT. Fase ini
berhasil menginduksi akar 100% pada tunas
yang sebelumnya belum berakar, dari semua
media perlakuan perbanyakan in vitro tunas
(Gambar 3). Media % MS mampu
menghasilkan jumlah dan panjang akar yang
lebih baik dibandingkan dengan media MS
konsentrasi penuh (Sarropoulou et al. 2015).

Persentase keberhasilan aklimatisasi
Pasca-aklimatisasi, perbedaan
tanaman talas Kaliurang diploid dan tetraploid
terlihat pada panjang petiol. Talas kaliurang
diploid memiliki petiol yang lebih panjang
dibandingkan tetraploid (Gambar 4).
Keberhasilan perbanyakan in vitro tanaman
dapat diukur dengan melihat kemampuan
hidup tanaman pada lingkungan ex vitro
melalui aklimatisasi. Tahapan aklimatisasi
tidak menemui kendala pada penelitian ini,
tanaman dapat bertahan hidup dengan cukup
baik, vyaitu mencapai 99,1%. Hal ini
menunjukkan bahwa hasil perbanyakan

tunas in vitro pada media dasar (MS + 2 mg
Lt BAP) yang diberi penambahan tiamin dan
adenin mampu menghasilkan kualitas tunas
yang bermutu, sehingga keberhasilan hidup
planlet talas Kaliurang pada lingkungan ex
vitro cukup tinggi, baik untuk tanaman diploid
maupun tetraploid (Gambar 4).

Umumnya tanaman hasil mutasi baik
secara kimia maupun fisik memiliki kendala
pada tahap aklimatisasi, seperti kemampuan
hidup yang masih rendah, tanaman tidak
tegar, dan pertumbuhan abnormal. Azmi et al.
(2016) melaporkan, bahwa tanaman Anggrek
(Phalaenopsis amabilis) hasil induksi mutasi
menggunakan kolkisin menunjukkan
pertumbuhan abnormal, yaitu daun tidak

A B ]

Gambar 3. Akar talas Kaliurang yang terbentuk pada
media perakaran berupa setengah
konsentrasi hara makro pada media MS
tanpa ZPT. (A) klon diploid KO, (B) klon
tetraploid K1, (C) klon tetraploid K2, (D)
klon tetraploid K3. Garis skala =5 cm

Gambar 4. Aklimatisasi tunas in vitro talas Kaliurang diploid (klon KO, diploid). (A) diploid, (B) tetraploid. Garis
skala = 15 cm
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tumbuh dan protokorm yang berakar.
Kemampuan hidup stevia (S. rebaudiana Bert)
Klon BS, hasil perlakuan kolkisin,

menunjukkan kemampuan hidup yang rendah,
yaitu berkisar 11,78-43,19% (Sinta 2018).
Namun dengan induksi pertumbuhan akar,

Gambar 5. Pertumbuhan talas Kaliurang tetraploid. (A)
6 MST penanaman di lath house (pasca-
aklimatisasi 1) dan (B) 6 MST penanaman
di lapang (pasca-aklimatisasi Il). Garis
skala =20 cm

Gambar 6. Perbedaan karakter talas Kaliurang diploid
(kanan) dan tetraploid (kiri) pada umur 4
minggu setelah penanaman di lapangan,
(A) warna tulang daun (diploid hijau,
tetraploid ungu), (B) warna petiol (diploid
hijau, tetraploid ungu)
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Gambar 7. Jumlah kromosom hasil pengamatan
dengan metode squashing dari akar talas
Kaliurang dengan perbesaran 400-
1000x. (A) diploid, (B) tetraploid hasil
penelitian Ermayanti et al. 2018
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planlet talas Kaliurang tetraploid dapat
mempertahankan kemampuan hidup yang
tinggi pada fase aklimatisasi. Talas Kaliurang
diploid dan tetraploid, setelah 6 minggu
aklimatisasi, memperlihatkan pertumbuhan
yang baik dengan daun yang berwarna hijau
segar. Pasca-aklimatisasi, tanaman ditanam
di lath house dan kemudian dipindahtanam ke
lahan. Tanaman tersebut tetap menunjukkan
pertumbuhan yang baik (Gambar 5).

Talas Kaliurang tetraploid memiliki
perbedaan karakter yang terlihat pada
tanaman pasca aklimatisasi. Talas tetraploid
memiliki karakter lebar daun yang lebih lebar,
panjang daun yang lebih  pendek
dibandingkan diploidnya, tulang daun dan
petiol tetraploid berwarna ungu sedangkan
diploid berwarna hijau (Gambar 6).

Konfirmasi stabilitas ploidi

Talas Kaliurang tetraploid dari hasil
induksi poliploid kemungkinan memiliki jumlah
ploidi yang belum stabil pada beberapa
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Gambar 8. Histogram flositometer tunas talas

Kaliurang untuk konfirmasi tingkat
ploidi. (A) diploid, (B) tetraploid
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generasi, sehingga diperlukan konfirmasi
ulang tingkat ploidi pada tunasnya secara
berkala. Hal ini bertujuan untuk mengetahui
stabilitas ploidi tanaman pada generasi
berikutnya, setelah mengalami proses
perbanyakan in vitro, dengan perlakuan tiamin
dan adenin. Jumlah kromosom talas Kaliurang
(Gambar 7) adalah 2n = 2x = 24 (diploid) dan
2n = 4x = 48 (tetraploid), dengan jumlah
kromosom dasar Colocasia yaitu x = 12 dan x
= 14 (Ermayanti et al. 2018). Analisis tingkat
ploidi dengan flositometri pada tunas in vitro
hasil perbanyakan menunjukkan tingkat ploidi
yang sama dengan tunas kontrol (sebelum
diberi perlakuan perbanyakan in vitro). Hal ini
menyatakan bahwa tingkat ploidi tunas talas
Kaliurang dari hasil perendaman kolkisin, telah
stabil. Beberapa contoh histogram hasil
konfirmasi dengan flositometer ditampilkan
pada Gambar 8.

KESIMPULAN

Media optimum untuk perbanyakan in
vitro tunas talas Kaliurang diploid dan
tetraploid adalah media dasar (MS + 2 mg L™
BAP) dengan penambahan 4 mg L? tiamin
dan 2 mg L' adenin (jumlah tunas yang
berhasil diinduksi mencapai 5 tunas). Media
pengakaran yang berupa media MS dengan
setengah konsentrasi hara makro, tanpa
ZPT, berhasil menginduksi akar 100%.
Persentase hidup talas Kaliurang diploid dan
tetraploid pada fase aklimatisasi cukup tinggi,
yaitu mencapai 99,1%. Stabilitas ploidi talas
Kaliurang tetraploid dari hasil perbanyakan in
vitro tetap terjaga (stabil).
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