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RINGKASAN KEGIATAN

Manggis (Garcinia mangostana L.) merupakan tanaman buah tropis yang
pemanfaatannya semakin meningkat dalam bentuk buah segar maupun produk olahan
berupa minuman kesehatan dan suplemen yang mengandung antioksidan, anti tumor,
anti nyeri, anti alergi, anti bakteri, anti jamur dan antivirus. Penelitian ini terdiri dari
tiga percobaan. Percobaan pertama menguji eksplan biji yang diinduksi kalus dengan
menggunakan variasi konsentrasi Thidiazuron (0,1; 0,5 dan 1 mg/L) dan 24-
Dichlorophenoxy acetic acid (4, 6, 8 dan 10 mg/L) dalam medium setengah Murashige
dan Skoog yang ditambah 500 mg/L glutamin. Percobaan kedua menguji eksplan daun
yang diinduksi kalus dengan menggunakan variasi konsentrasi Thidiazuron (0,1; 0,5 dan
I mg/L} dan 2,4-Dichlorophenoxy acetic acid (0, 5, 10 dan 20 mg/L) dalam medium
setengah Murashige dan Skoog yang ditambah 500 mg/L glutamine. Percobaan ketiga
menguji subkultur kalus embriogenik dari medium padat ke dalam medium % MSO0 cair
serta medium 2 MS cair yang ditambahkan Thidiazuron (0, 1, 2, 4, 8 mg/L) dan Casein
hydrolysate 500 mg/L. Percobaan 1 dan 2 menggunakan faktor tunggal, terdiri dari 12
perlakuan, setiap perlakuan diulang 5 kalj. Percobaan 3 menggunakan rancangan faktor
tunggal, terdiri dari 5 perlakuan, setiap perlakuan diulang 3 kali.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa eksplan biji manggis membentuk kalus
setelah satu minggu inokulasi. Diantara perlakuan yang diuji, Medium % MS dengan
penambahan TDZ 0,1 mg/L + 2,4-D 6 mg/L memberikan pertumbuhan kalus terbaik
dari eksplan biji manggis, ditunjukkan oleh parameter diameter kalus terbesar (7,52 cm).
dan persentase browning terendah (1 %). Kalus yang diperoleh pada perlakuan tersebut
mencirikan kalus embriogenik ditunjukkan oleh tekstur kalus remah dan wama
kekuningan. Kalus yang diperoleh dari cksplan daun belum menunjukkan struktur
remah sebagaimana ditunjukkan oleh kalus yang tumbuh dari eksplan biji. Diantara
perlakuan yang diujikan, % MS + 0,1 mg/L TDZ + 20 mg/L 2,4-D memberikan
pertumbuhan kalus terbaik sebagaimana ditunjukkan oleh parameter persentase
browning (0%), persentase eksplan hidup (100%), saat tumbuh kalus (14,75 hari),
persentase kalus (76,67 %) dan luas kalus (14,33 mm). Kalus embriogenik yang
disubkultur ke dalam medium % MSO cair mampu membentuk kultur suspensi sel.
Struktur embrio somatik berupa globular, heart dan torpedo telah terbentuk dalam waktu
8 minggu pada suspensi sel yang diperoleh dari kalus yang sebelumnya ditumbuhkan
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PRAKATA

Dengan mengucapkan syukur kehadirat Allah SWT akhirnya laporan akhir
penelitian yang berjudul “Perakitan Embrio Somatik Manggis (Garcinia mangostana
L.} Secara In Vitro dan Analisis Keragaman Somaklonal dengan RAPD” ini selesai
disusun sesuai waktu yang ditentukan. Penelitian ini merupakan penelitian fundamental
yang didanai oleh Dikti pada tahun 2013. f

Penulis tertarik dengan tanaman manggis dan perbanyakan in vifro manggis
mengingat manggis merupakan buah asli daerah tropis yang mengandung gizi dan
antioksidan yang saat ini banyak diperlukan bagi kesehatan manusia, serta nilai
ekonomisnya semakin tinggi seiring permintaan akan buah manggis yang ierus
meningkat. Sementara itu upaya memenuhi kebutuhan bibit manggis melalui kultur in
vitro belum dilakukan di Indonesia, terutama bibit yang diperoleh dari embrio somatik.

Tujuan penelitian ini telah tercapai seperti yang diharapkan, dan sebagian hasil
penelitian ini telah ditulis menjadi artikel ilmiah yang telah diseminarkan pada serninar
nasional Perhorti 2013 di Bogor. Artikel ilmiah dan buku ajar sebagai luaran dari
penelitian ini telah direncanakan untuk disusun dan dipublikasikan pada jurnal nasional
terakreditasi. Namun demikian, penelitian ini tak lepas dari kekurangan, oleh karena itu
kritik dan saran yang membangun diperlukan untuk perbaikan penelitian ini. Hasil
penelitian yang diperoleh insya allah akan dilanjutkan untuk diperbanyak dan dianalisis
keragaman genetiknya apabila disetujui oleh Dikti untuk didanai pada tahun kedua,

Pada kesempatan ini penulis menyampaikan terima kasih kepada: 1) Direktorat
Jenderal Pendidikan Tinggi melalui Hibah Fundamental tahun 2013 dengan Nomor:
1141.9/K5/KL/2013 sehingga penelitian ini dapat dilaksanakan; 2) Rektor UMY
melalui Ketua LP3M yang telah memfasilitasi dan membantu informasi sehingga
penelitian ini dapat berjalan lancar; 3) Dekan Fakultas Pertanian UMY yang telah
memberikan ijin dan fasilitas; 4) Tim peneliti atas kerjasamanya sehingga penclitian ini
dapat diselesatkan.
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I. PENDAHULUAN

Latar Belakang

Manggis (Garcinia mangostana 1.) merupakan buah tropis yang
permintaannya semakin meningkat karena dimanfaatkan sebagai bahan produk
kesehatan. Kandungan antioksidan dalam kulit manggis seperti xanthone, alpha
dan beta mangostin digunakan sebagai agen anti kanker. Manggis dapat
dikonsumsi dalam bentuk segar atau diproses menjadi jus sebagai minuman
kesehatan dan suplemen. Rasa buah yang lezat menyebabkan buah ini mendapat
julukan sebagai ratu buah. Permintaan manggis yang meningkat tidak diiringi
dengan produksinya disebabkan manggis masih diusahakan secara konvensional.
Pengusahaan manggis dalam skala perkebunan dengan kualitas seragam
terkendala oleh pertambuhan tanaman yang lambat, perakaran yang lemah karena
terbatasnya rambut akar, masa berbuah dwi tahunan dan jumlah biji layak tanam
yang sedikit per buah menyebabkan ketersediaan bahan tanam yang sedikit
sepanjang tahun. Altematif untuk memproduksi bahan tanam manggis adalah
melalui perbanyakan in vitre.

Produksi plantlets in vitro telah dilakukan melalui organogenesis dengan
menggunakan kultur padat. Induksi embrio somatik juga telah dilakukan dengan
menggunakan kultur padat dan cair, namun produksi embrio somatik sehingga
menjadi plantlet belum dilakukan. Plantlet yang diproduksi melalui kultur in vitro
memiliki sifat genetik yang sama karena berasal dari eksplan vegetatif, namun
demikian penggunaan zat pengatur tumbuh dengan konsentrasi dan masa inkubasi
yang berbeda dapat menyebabkan variasi genetik antar plantlet. Keragaman
genetik plantlet manggis yang diperoleh dari organogenesis telah dideteksi dengan
menggunakan penanda genetik random amplified polymorphic DNA (RAPD).
RAPD merupakan penanda genetik yang mudah, murah dan cepat untuk

mendeteksi keragaman genetik antar tanaman atau plantlet. RAPD juga akan
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IL. TINJAUAN PUSTAKA

Manggis merupakan tanaman buah tropis yang banyak ditemukan di hutan
hujan tropis di Asia Tenggara seperti Thailand, Malaysia, Indonesia dan Philipina
yang kemudian didomestikasi sebagai tanaman pekarangan atau tanaman tepi
jalan (Osman dan Milan, 2006).  Hampir semua bagian tanaman manggis dapat
dimanfaatkan. Buah manggis selain dikonsumsi segar juga diproses menjadi
beérbagai produk seperti selai, sirup, perasa jus dan bir (Osman dan Milan, 2006).
Antioksidan xanthones telah diisolasi dari pericarp, buah, kulit kayu dan daun.
Kandungan xanthones dari manggis seperti o, - dan y mangostins, garcinene E,
8- deoxygartanin dan gartanin menunjukkan aktivitasnya sebagai antioksidan, anti
tumor, anti nyeri, anti alergi, anti bakteri, anti jariur dan anti virus (Suksamrarn et
al., 2006; Pedraza-Chaverri et al., 2008). ,

Perbanyakan manggis secara konvensional dilakukan dengan
menggunakan biji. Sifat biji rekalsitran menyebabkan biji manggis harus segera
ditanam setelah dipisahkan dari buah (Chin dan Roberts, 1980). Penundaan
penanaman biji akan menyebabkan kehilangan atau penurunan vigor dan viabilitas
biji. Biji untuk penanaman tidak tersedia sepanjang tahun karena manggis tidak
berbuah sepanjang tahun melainkan sekali dalam setahun atau setiap dua tahun.
Hal ini membatasi pengembangan kebun buah manggis secara komersial.
Perbanyakan manggis secara vegetatif seperti grafting dan okulasi menunjukkan
keberhasilan tumbuh sebanyak 87% dan 77% (Husan, 1990). Akan tetapi
penyediaan bahan tanam manggis dari perbanyakan vegetatif untuk tujuan
komersial belum dilaporkan.

Ketersediaan bahan tanam yang tidak kontinyu dapat dipenuhi dengan
menggunakan teknik perbanyakan in vitro. Teknik ini dapat menyediakan bahan
tanam dalam jumlah banyak dari bagian kecil tanaman. Perbanyakan in vitro atau
mikropropagasi didefinisikan sebagai teknik untuk menumbuhkan sebagian kecil
tanaman dalam medium buatan dengan lingkungan yang steril dan terkendali
(Pierik, 1987; Hartmann ef al., 1990; George, 1993; Razdan, 2005). Teknik ini
berkembang setefah teori sel yang dikemukakan oleh Schwann dan Schleiden
yang menyatakan bahwa setiap sel memiliki sifat totipotensi yaitu kemampuan

berkembang menjadi tanaman utuh.




~ Perbanyakan manggis secara in vitro felah dilakukan melalui induksi tunas
dari eksplan biji (Normah et al., 1995) dan daun (Goh et al., 1990; Goh ef al.,
1994; Te-chato ef al., 1995b; Lakhsmanan et al., 1997, Sirchi ef al., 2008) dalam
medium yang mengandung sitokinin. Plantlets dari eksplan daun juga telah
diperoleh melalui organogene;sis tak langsung setelah 4 subkultur selama 32
minggu (Te-chato dan Lim, 2000). Selain organogenesis, perbanyakan in vitro
dapat menggunakan embryogenesis somatik. Teknik ini lebih menguntungkan
dibanding organogenesis karena plantlet yang dihasilkan lebih banyak, tunas dan
akar diperoleh sekaligus dalam satu plantlet tanpa melalui tahap pengakaran.
Usaha mendapatkan embrio somatik telah dilakukan dengan mengkulturkan biji
manggis dalam medium mengandung auksin (Te-chato ef al. 1995a) tetapi belum
berhasil. Dalam penelitian sebelumnya, Rineksane (2011) telah berhasil
menginduksi embrio somatik tahap torpedo dalam kultur suspensi atau kultur cair.
Rekayasa untuk mengecambahkan embrio somatik dari medium cair ke medium
padat masih dapat dilakukan schingga produksi embrio somatik secara masal
dapat diperoleh.

Embriogenesis somatik untuk perbanyakan tanaman dapat menginduksi
perubahan genetik yang menyebabkan keragaman somaklonal antara -cmbrio
somatik yang diperoleh. Hal ini menguntungkan dari sisi perbaikan sifat tanaman. -
Apabila keragaman genetik telah diketahui, maka seleksi sifat yang baik di antara
embrio somatik yang dihasilkan dapat dilakukan. Pengujian keragaman
somaklonal antara embrio somatik manggis dapat dilakukan dengan menggunakan
penanda genetik berbasis DNA seperti random amplified polymorphic DNA
(RAPD). Penanda genetik berbasis DNA mempunyai multifungsi dalam bidang
taksonomi, fisiologi, embriologi, rekayasa genetik dan lainnya. Penanda DNA
menjadi jalan pintas untuk pemetaan genetik, pemilihan sifat genetik dan sebagai
indikator keragaman genetik (Karp dan Edwards, 1997).

Keragaman genetik pada manggis dikatakan tidak ada karena biji manggis
dihasilkan oleh proses parthenogenesis. Dalam kenyataannya, terdapat
keragaman antar manggis berdasar lokasi dimana tanaman tersebut tumbuh

(Ramage es al., 2004; Sobir er al., 2009). Rineksane (2011) pada penelitian
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OI. PETA JALAN (ROADMAP), TUJUAN DAN MANFAAT
' KEGIATAN

Peta Jalan (Roadmap)

Peta jalan penelitian manggis secara in vitro telah dimulai tahun 2001
melalui organogenesis untuk menghasilkan plantlet manggis. Biji manggis
diinokulasi dalam medium MS yang mengandung BAP, NAA dan air kelapa
untuk multiplikasi tunas. Tunas yang diperoleh diakarkan dalam medium cair
dengan penambahan IBA konsentrasi tinggi dan air kelapa yang berfungsi sebagai
antioksidan dan memberikan kondisi gelap dalam medium perakaran. Metode
jembatan kertas saring atau filter paper bridge diaplikasikan dalam medium cair
untuk menyangga tunas manggis in vitro. ‘

Organogenesis manggis dilakukan lagi tanpa menggunakan air kelapa
pada tahun 2008. Planlet yang diperoleh diaklimatisasi dalam medium perlakuan,
medium terbaik untuk aklimatisasi adalah kombinasi pasir dan bahan organik.
Hasil penelitian organogenesis manggis baik tunas in vitro maupun planlet hasil
aklimatisasi dianalisis kemungkinan terjadinya perubahan genetik.. Hasil analisis
menggunakan RAPD menunjukkan terjadinya sedikit keragaman antara planiet
hasil kultur in vitro dengan induk asalnya,

Selain organogenesis, upaya perbanyakan manggis melalui embriogenesis
somatik juga dilakukan mulai tahun 2007. Identifikasi jenis auksin untuk
menghasilkan kalus embriogenik telah dilakukan; 2,4-D merupakan auksin yang
terbukti dapat menginduksi eksplan biji manggis untuk membentuk kalus yang,
bersifat embriogenik. Subkultur katus dari medium padat ke medium cair untuk
menginduksi terbentuknya struktur embrio juga telah dilakukan, namun struktur
embrio yang diperoleh hanya sampai bentuk torpedo. Pada penelitian tersebut,
pertumbuhan kalus dan suspensi sel dalam medium cair lambat.

Penelitian ini mencoba mendapatkan embrio somatik dengan beberapa
modifikasi perlakuan. Eksplan yang digunakan tidak hanya biji tetapi juga daun.
Harapannya dengan menggunakan daun, maka penyediaan eksplan tidak
tergantung pada ketersediaan buah manggis. Hasil penelitian ini menunjukkan
pertumbuhan kalus lebih cepat dibandingkan penelitian sebelumnya, begltu pu]a
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diperoleh dari penelitian ini. Inkubasi masih terus dilakukan untuk mendapatkan
struktur kotiledon dan embrio somatik. Kalus dari eksplan daun juga tetap
disubkultur untuk menginduksi kalus yang remah sebagai salah satu ciri kalus
embriogenik.
Apabila embrio somatik telah diperoleh, maka penelitian lanjutan yang
akan dilakukan adalah:
1. Analisis keragaman genetik antara planlet dari embrio somatik
2. Optimasi pertumbuhan plantlet dari embrio somatik dan aklimatisasi
plantlet
3. Optimasi pertumbuhan plantlet di lapangan
4. Perakitan biji buatan dari embrio somatik dengan menggunakan
natrium alginat
Secara ringkas peta jalan penelitian manggis in vitro dapat dilihat pada bagan
berikut:

[ Organogenesis |
Manggis dengan
perlakuan BAP, . ‘ Germinasi
NAA, air Kultur suspensi sel embrio somatik
kelapa, IBA, untuk multiplikasi dan aklimatisasi
| arang aktif embrio somatik
N E R
- \ Analisis
o Tnduksi Kalus Reragaman plantlet
Aklimatisasi plantlet embriogenik somatik
dari organogenesis dari biji dan
daun -
\_ J n Perakitan Biji
L buatan dari

embrio somatik

Analisis - Induksi kalus

embriogenik dan

Keragaman . )
embrio somatik
Sol;'r,lll :[1;112?31 dalam kultur cair

Tujuan Khusus
Penelitian ini secara khusus bertujuan untuk menghasilkan embrio somatik
mangpis dengan menggunakan teknik kultur in vitro. Teknik produksi embrio

somatik tersebut diharapkan akan menjadi alternatif penyediaan bahan tanam yang
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dengan teknik konvensional menggunakan biji. Embrio somatik yang diperoleh
selanjutnya dapat digunakan untuk memproduksi biji buatan yang secara praktis
dapat dimanfaatkan untuk penyediaan bahan tanam ke lokasi yang berjauhan dari
tempat produksinya.

Penelitian ini juga akan mengnji keragaman genetik antara embrio somatik
manggis yang diperoleh. Informasi keragaman somaklonal yang diperoleh
diharapkan dapat digunakan untuk seleksi tanaman manggis dengan sifat yang
Iebih baik.

Manfaat Kegiatan

Penelitian ini akan mempunyai pengaruh sangat penting, baik dari segl
aplikasi praktis maupun ilmiah, karena penelitian akan diarahkan untuk
menghasilkan bahan tanam yang lebih banyak, lebih cepat dan kesamaan genetik
dengan induknya dapat diketahui dibanding dengan penyediaan bahan tanam
secara konvensional. Buah manggis diketahui hanya menghasilkan biji layak
tanam 1-2 biji per buah dan bush tidak tersedia sepanjang tahun. Dengan
menggunakan teknik perbanyakan /n vitro, maka diharapkan penyediaan bahan
tanam manggis menjadi lebih mudah dan tersedia sepanjang tahun. Bahan tanam
yang tersedia dengan mudah dapat digunakan untuk pengembangan penanaman
manggis dalam skala perkebunan sehingga diperoleh buah dengan kualitas
seragam dan untuk memenuhi pasar dalam maupun luar negeri baik dalam bentuk
buah segar atau olahan sebagai produk kesehatan. Fmbrio somatik yang
dihasilkan dari kultur in vitro lebih efisien dibandingkan plantlet yang diperoleh
dari organogenesis, karena embrio somatik sudah memiliki primordia tunas dan
akar sekaligus dibanding plantlet dari organogenesis yang memerlukan tahap
induksi tunas dan induksi akar dalam yang berbeda.

Pendugaan keragaman genetik antar embrio somatik dengan penanda
RAPD yang diperoleh dalam penelitian ini mempunyai implikasi yang sangat
penting. Manggis diketahui memiliki keragaman genetik yang sangat rendah

sehingga keragaman somaklonal yang diperoleh dari penelitian ini dapat
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Selain penting dari sisi penerapan, penelitian ini Juga berkontribusi dalam
pengembangan ilmu.  Penelitian ini akan memberikan sumbangan penting
terhadap pemahaman kultur iz vitro manggis, variasi somaklonal dalam kultur in
vitro dan metode embriogenesis somatik yang diperoleh dapat dijadikan acuan
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IV. METODE PENELITIAN

Metode yang digunakan dalam penelitian ini terdiri atas beberapa tahapan
yang dikerjakan selama dua tahun. Kegiatan penelitian pada tahun pertama
meliputi : (1) Induksi kalus embriogenik manggis dari eksplan biji, (2) Regenerasi
embrio somatik dalam kultur cair, (3) Germinasi dan perbanyakan embrio somatik
dalam kultur padat. Kegiatan penelitian pada tahun kedua meliputi : (4) Isolasi
DNA dari tanaman induk dan embrio somatik (5) Analisis keragaman genetik
antara tanaman induk dan embrio somatik dengan menggunakan penanda genetik
RAPD. Tahapan penelitian seperti tersaji pada gambar 1.

PENYIAPAN EKSPLAN MANGGIS;
1. Penyediaan biji dari pohon induk yang sama
2. Sterilisasi eksplan

INDUKSI KALUS EMBRIOGENIK:
1. Inokulasi eksplan biji pada medium % MS padat + auksin konsentrasi tinggi + sitokinin
konsentrasi rendah
2, Subkultur tiap minggu untuk menginduksi kalus remah dan embriogenik

4 L

REGENERASI EMBRIO SOMATIK DALAM KULTUR CAIR:
Subkultur kalus remah dari medium % MS padat ke medium 1/2MS cair + auxin + glutamine
Muttiplikasi embrio somatik dalam kultur cair

B
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GERMINASI DAN PERBANYAKAN EMBRIO SOMATIK DALAM KULTUR PADAT:
1. Germinasi embrio somatik dari medium 1/2MS cair ke medium MS + ABA, GA3
2. Pemanjangan tunas embrio somatik berkecambah dalam medium MS0

ISOLASI DNA DENGAN METODE @ Plantlet manggis dari embrio somatik
CTAB: dipersiapkan untuk aklimatisasi

1. Sampel daun tanaman induk
2. Embrio somatik
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ANALISIS KERAGAMAN DENGAN
RAPD :
I. DNA tanaman induk
2. DNA embrio somatik

Gambar 1. Tahapan Produksi Embrio Somatik ‘Manggis dan Analisis



I. Induksi Kalus Embriogenik Manggis dari Eksplan Biji

Eksplan biji manggis diperoleh dengan memisahkan biji dari buah manggis
yang berasal dari pohon yang sama. Buah manggis vang dipilih varietas
Kaligesing, Purworejo, Jawa Tengah. Sterlisasi biji dilakukan dengan
menggunakan deterjen, fungisida benomyl, 10 % dan 5 % chlorox® (sodium
hypochlorite 5.25 %) (Rineksane, 2011). Biji yang telah steril dibuang bagian
terluarnya dan dipotong menjadi empat. Setiap potongan ditanam pada medium
perlakuan.

Medium yang digunakan adalah % MS padat dengan penambahan
Thidiazuron (0,1; 0,5 dan 1 mg/L) dan 2,4-Dichlorophenoxy acetic acid (4, 6, 8
dan 10 mg/L), dan ke dalam setiap medium ditambah 500 mg/L glutamin. Total
perlakuan adalah 12, setiap perlakuan diulang 5 kali. Percobaan dirancang
menggunakan rancangan acak lengkap faktor tunggal. Parameter yang diamati
meliputi saat tumbuh kalus, diameter kalus, persentase kalus browning dan tekstur
kalus.

2. Induksi Kalus Embriogenik Manggis dari Eksplan Daun

Persiapan dan sterilisasi biji yang digunakan dalam percobaan ini sama
seperti pada percobaan menggunakan eksplan biji, tetapi biji tidak dipotong. Biji
yang telah steril ditanam pada MSO0 padat dan diinkubasi selama 1 bulan, Daun
berwarna merah yang tumbuh dari biji tersebut digunakan sebagai eksplan. Daun
dipisahkan dari induknya, dipotong berukuran 1xI cm dengan menyertakan tulang
daun dan ditanam pada medium perlakuan.

Medium yang digunakan adalah % MS padat dengan penambahan
Thidiazuron (0,1; 0,5 dan 1 mg/L) dan 2,4-Dichlorophenoxy acetic acid (0, 5, 10
dan 20 mg/L), dan ke dalam setiap medium ditambah 500 mg/L. glutamin. Total
perlakvan adalah 12, setiap perlakuan diulang 5 kali. Percobaan dirancang
menggunakan rancangan acak lengkap faktor tunggal. Parameter yang diamati



3. Regenerasi embrio somatik dalam kultur cair

Regenerasi kalus embriogenik dari kulttir padat ke kultur cair dilakukan .
melalui dua eksperimen. Eksperimen 1 ; Kalus embriogenik seberat 1 g dari
medium MS padat disubkultur dalam medium % MS0 cair. Kultur cair tersebut
diinkubasi di atas shaker dengan kecepatan 125 rpm. Eksperimen 2 : Kalus
embriogenik seberat 1 g dari medium MS padat disubkultur dalam medium %z MS
cair yang thengandung TDZ (0, 1, 2, 4 dan 8 mg/L) dan Casein hydrolysate 500
mg/L. Modifikasi konsentrasi sitokinin TDZ dan penambahan senyawa N organik
Casein hydrolysate dilakukan untuk meningkatkan persentase embrio somatik
yang dihasilkan. Subkultur dan penggantian medium cair dilakukan setiap 4
minggu unfuk meregenerasi kalus embriogenik menjadi fase globular, heart,
torpedo dan embrio somatik. Pengamatan kultur cair di bawah mikroskop
dilakukan setiap 4 minggu untuk mengetahui perkembangan fase embrio.
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V.  URAIAN PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

1. Induksi Kalus Embriogenik dari Eksplan Biji Manggis

Kalus manggis tumbuh pada eksplan biji manggis mulai 1 minggu setelah
tanam, ditunjukkan oleh bentukan baru berwarna putih kekuningan. Sampai
empat minggu setelah tanam, kalus masih bertekstur padat yang menandakan ciri
kalus non embriogenik. Kalus mempunyai tekstur remah pada saat pengamatan 2
minggu dan 8 minggu setelah subkultur (Tabel 1). Subkultur kalus dilakukan agar
kalus memiliki tekstur yang remah sebagaimana dinyatakan oleh Te-chato et al.
(1995a). Kalus padat dapat diinduksi menjadi kalus embriogenik dengan tekstur
remah melalui subkultur atau pemindshan kalus ke medium baru yang
mengandung zat pengatur tumbuh yang sama dengan medium asalnya. Razdan
(2003) juga menyatakan bahwa subkultur berulang dapat menyebabkan kalus
menjadi remah yang mencirikan embriogenik.

Berdasar hasil analisis yang reratanya dapat dilihat pada tabel I,
konsentrasi Thidiazuron dan 2,4-D yang diberikan dalam medium % MS tidak
berpengaruh terhadap skor kalus. Hal ini tidak sesuai dengan hasil penelitian
Rineksane (2011) yang menyatakan bahwa penggunaan auksin akan berpengaruh
nyata terhadap skor kalus. Skor kalus diukur berdasar luasan kalus yang
menutupi eksplan. Parameter ini diamati untuk mengetahui pertumbuhan kalus
pada tiap perlaknan. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa semua eksplan
dapat membentuk kalus dengan skor kalus maksimal karena hamper semua bagian
eksplan tertutupi oleh kalus. Skor kalus antar perlakuan tidak berbeda nyata
karena auksin yang digunakan pada penelitian ini hanya 2,4-D yang merupakan
auksin terbaik untuk induksi kalus embriogenik manggis, sebagaimana dinyatakan
oleh Rineksane (2011). Sementara jenis auksin yang digunakan pada penelitian
Rineksane (2011) ada empat sehingga perbedaan skor kalus dipengaruhi oleh
Jenis auksin yang berbeda.

Kalus mengalami browning selama masa inkubasi. Ini terjadi karena
eksplan biji yang digunakan dilukai dengan menghilangkan bagian terliar dari

biji. Pelukaan ini menyebabkan senyawa fenolik yang terkandung dalam biji
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dan Newton, 2004). Perlakuan yang diuji secara nyata berpengaruh. terhadap
persentase browning kalus yang tumbuh pada eksplan pada 4 minggu setelah
tanam dan 2 serta 8 minggu setelah subkultur. Persentase kalus browning

terendah diperoleh eksplan yang ditanam pada 3 dan 4 minggu setelah tanam

(Tabel 1). Persentase browning mengalami peningkatan pada 2 minggu setelah
subkultur. Ini terjadi karena kalus mengalami pelukaan saat dipindahkan ke

medium baru. Persentase browning ini menurun pada pengamatan 8 minggu
setelah subkultur. Ini menunjukkan kalus telah beradaptasi dan menyerap
senyawa dalam medium untuk pertuambuhan.

Tabel 1. Pengaruh Konsentrasi Thidiazuron dan 2,4-D dalam % MS terhadap
Pertumbuhan Kalus dari Eksplan Biji pada Minggu ke-4 Setelah Tanam,
Minggu ke-2 dan ke-8 Setelah Subkultur

4 Minggu SetelahTanam 2 Minggu Subkultur 8 Minggu Subkultur
Perlakuan Persentase Diameter Persentase Diameter Persentase

Skor browning  Tekstur  kalus browning  Tekstur kalus browning  Tekstur

kalus (%) Kalus (cm) (%) Kalus  (cm) (%) Kalus
1 5 a 583 b Padat 3,52ab 25 ab Remah 4,422 I b Remah
2 5 a 15 ab Padat 4982 21  ab Remah 7,522 1 b Remah
3 § a 333 b Padat 39 ab 46,67 ab Remah 352 a 35 ab Remazh
4 46a 9 ab Padat 2,76b 54 ab Remah 3,44a 50 a Remah
5 45a 5 b Padat 4,38ab 27 ab Remah 6,1 a 9,17 ab Remah
6 48a 5 b Padat 3,8 ab 9 b Remah 546a 1 b Remah
7 5 a 583 b Padat 3,85ab 37,5 ab Remah 5232 2417 ab Remah
8 5 13,33 ab Padat 3,83 ab 41,67 ab Remah 5,282z 18 ab Remah
9 5 a 15,83 ab Padat 4,9 ab 8,33 b Remah 691a 083 b Remah
10 46a 9 ab Padat 4,2 ab 31 ab Remah 562a 24 ab Remah
11 5 a 17,5 ab Padat 3,8 ab 26,25 ab Remah 5,87a 1,25 b Remah
12 5 a 20,83 a Padat 2,96ab 55 a Remah 4,42a 36  ab Remah

Keterangan :

Perlakuan vang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf a = 5%
7:TDZ0,5mg/L+2,4-D 8mg/L
8 : TDZ 0,5 mg/L + 2,4-D 10 mg/L

Pertakuan

1
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: TDZ 0,1 mg/L + 2,4-D 4 mg/L
: TDZ 0,1 mg/L +2,4-D 6 mg/L
: TDZ 0,1 mg/L + 2.4-D 8 mg/L
: TDZ 0,1 mg/L + 2,4-D 10 mg/L.
: TDZ 0,5 mg/L -+ 2,4-D 4 mg/L
: TDZ 0,5 mg/L + 2 4-D 6 mg/LL

9: TDZ 1 mg/L + 2,4-D 4 mg/L
10: TDZ | mg/L + 2,4-D 6 mg/L
11: TDZ 1 mg/L +2,4-D 8 mg/L
12: TDZ 1 mg/L +2,4-D 10 mg/L

Kalus yang disubkultur selama 8 minggu mengalami pertumbuhan yaﬁg
signifikan (Gambar 2) ditunjukkan oleh diameter kalus yang bertambah rata-rata
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subkultur. Ini berarti Thidiazuron dan 2,4-D yang digunakan dalam penelitian ini
dapat mendorong pertumbuhan kaius. Geofge (1993) menyatakan bahwa
kombinasi sitokinin dan auksin merangsang pembelahan sel dan morfogenesis sel
dalam kultur in vitro. Selain itu penambahan glutamin ke dalam medium juga
berpengaruh terhadap keremahan kalus, hal ini sesuai dengan pemyataan George
(1993). Kalus yang diperoleh menunjukkan ciri embriogenik yaitu tekstur yang
remah dan warna kekuningan sebagaimana dilaporkan oleh Nanda dan Rout
(2003). Di antara perlakuan yang diujikan, medium % MS dengan penambahan
TDZ 0,1 mg/l. + 24D 6 mg/L memberikan pertumbuhan kalus terbaik
ditunjukkan oleh diantara diameter kalus terbesar (7,52 cm) dan persentase
browning terendah (1. %). Kalus yang diperoleh pada perlakuan tersebut
mencirikan kalus embriogenik ditunjukkan oleh tekstur kalus remah dan warna
kekuningan (Te-chato et al., 1995a).

Gambar 2. Pertumbuhan kalus manggis dari eksplan biji setelah disubkultur pada
minggu ke-8




Selain itu persentase kalus browning menurun jika dibandingkan dengan kalus
yang tumbuh pada minggu ke-2 setelah subkultur. Pada akhir tahapan penelitian,
kalus remah ini akan disubkultur ke medium cair untuk menginduksi embrio

somatik,

2. Induksi Katus Embriogenik dari Eksplan Daun Manggis

Pertumbuhan kalus pada eksplan daun lebih lambat jika dibandingkan pada
eksplan biji. Kalus manggis mulai tumbuh pada eksplan daun 2 minggu setelah
tanam, diawali dengan permukaan daun yang melengkung atau bergelombang
sebagai respon eksplan menyerap air dan unsur hara serta zat pengatur tumbuh
yang terdapat dalam medium tanam. Perlakuan yang diujikan berpengaruh secara -
nyata terhadap saat tumbuh kalus. Kalus paling cepat tumbuh pada eksplan yang
ditanam dalam medium !5 MS + 0,5 mg/L. TDZ + 10 mg/l. 2,4-D tetapi tidak
berbeda nyata dengan perlakuan medium % MS + 0,5 mg/L TDZ + 0 mg/L 2.4-D
; aMS + 1 mg/L. TDZ + 0 mg/L 2,4-D ; % MS + 0,5 mg/L TDZ + 5 mg/L 2,4-D ;
“2MS + 1 mg/L TDZ + 5 mg/L 2,4-D ; %A MS + 0,1 mg/L. TDZ + 20 mg/L 2,4-D ;
/4 MS + 1 mg/L TDZ + 20 mg/L 2,4-D. Eksplan yang ditumbuhkan pada semua
perlakuan, menunjukkan persentase hidup yang cukup tinggi (33 — 100%) dan
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Tabel 2. Pengaruh Konsentrasi 2,4-D dan Thidiazuron dalam Medium Y% MS
terhadap Pertumbuhan Kalus dari Eksplan Daun pada Minggu ke-8

Setelah Tanam
Persentase  Persentase Saat Tumbuh
Perlakuan  Browning Eksplan Kalus (hari)
(%6) Hidup
: (%)
A ¢ 100 24.67a
B 0 100 16,00 be
- C 0 100 16,50 be
D 0 100 17,00 b
E 0 100 15,00 be
F 66,67 33,33 15,67 be
G 0 100 14,00 be
H 0 66,67 13,33 ¢
1 66,67 33,33 22,67a
J 0 100 14,75 be
K 33,33 66,67 17,20 b
L 66,67 33,33 13,75 be
Keterangan :
Perlakuan yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf a = 5%
Perlakuan A : TDZ 0,1 mg/L +2,4-D 0 mg/L G : TDZ 0,5 mg/L + 2,4-D 10 mg/L
B:TDZ 0,1 mg/L +24-D 5 mg/L H:TDZ 0,5 mg/L + 2,4-D 20 mg/L
C.TDZ 0,1 mg/L +24-D 10 mg/L I:TDZ | mg/L +2,4-D 0 mg/L
D:TDZ 0,! mg/L +2,4-D 20 mg/L J:TDZ 1 mg/L +24-D 5 mg/L. -
E:TDZ 0,5 mg/L +2,4-D 0 mg/L K:TDZ | mg/L +2,4-D 10 mg/L
F:TDZ 0,5 mg/L +2,4-D 5 mg/L L:TDZ 1 mg/L +2,4-D 20 mg/L

Konsentrasi Thidiazuron dan 2,4-D yang berbeda memberikan
pengaruh yang berbeda terhadap pertumbuhan kalus pada daun manggis.
Berdasar hasil analisis yang reratanya dapat dilihat pada tabel 3, konsentrasi
Thidiazuron dan 2,4-D yang diberikan dalam medium % MS berpengaruh
terhadap persentase kalus dan Iuas kalus. Persentase kalus tertinggi (76,67 %)
diperoleh pada medium % MS + 0,1 mg/L TDZ + 20 mg/L 2,4-D, tetapi tidak
berbeda nyata dengan perlakuan medium % MS + 0,1 mg/L TDZ + 0 mg/L 2,4-D
; % MS + 0,5 mg/L TDZ + 0 mg/L 2,4-D ; % MS + 1 mg/L TDZ + 0 mg/L 2,4-D ;
Y2 MS + 0,1 mg/L. TDZ + 5 mg/L 2,4-D ; % MS + 0,5 mg/L TDZ + 5 mg/L. 2,4-D
; /2 MS + 0,1 mg/L TDZ + 10 mg/L 2,4-D ; %2 MS + 0,5 mg/L TDZ + 10 mg/L
2,4-D. Perlakuan medium % MS + 0,1 mg/L TDZ + 20 fag/L 2,4-D juga
menunjukkan luas kalus tertinggi (14,33) dan tidak berbeda nyata dengan % MS +
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+ 1 mg/LL TDZ + 0 mg/L 2.4-D ; % MS + 0,1 mg/l. TDZ + 5 mg/L. 2.4-D ; % MS
0,5 mg/L TDZ + 5 mg/L 2,4-D ; % MS + 0,1 mg/L TDZ + 10 mg/L 2,4-D : %
MS + 0,5 mg/l. TDZ + 10 mg/L, 2.4-D ; % MS + 0,5 mg/L. TDZ + 20 mg/L, 2,4-D
; /2 MS + 1 mg/L TDZ + 20 mg/L 2,4-D.

Semua perlakuan yang diujikan dapat mengmduk51 kalus manggis dengan
tekstur padat. Kalus padat dapat diinduksi menjadi kalus embriogenik dengan
tekstur remah melalui subkultur atau pemindahan kalus ke medium baru yang
mengandung zat pengatur tembuh yang sama dengan medium asalnya.

Diantara perlakuan yang dinjikan, medium % MS + 0,1 mg/L. TDZ + 20
mg/L. 2,4-D memberikan pertumbuhan kalus terbaik sebagaimana ditunjukkan
oleh parameter persentase browning, persentase eksplan hidup, saat tumbuh kalus,

persentase kalus dan luas kalus.

Tabel 3. Pengaruh Konsentrasi 2,4-D dan Thidiazuron dalam Medium 2 MS
terhadap Pertumbuhan Kalus dari Eksplan Daun pada Minggu ke-8

Setelah Tanam
Perlakuan Persentase Kalus ~ Luas Kalus (mm®) Tekstur Kalus
(o)
A 51 abc 11 ab Padat
B 61,67 abe 11,33 ab Padat
C 63 abc 13,67 2 Padat
D 65,67 ab 14,67 a Padat
E 53 abc 13,67 a Padat
F 8,33 de 467 b Padat
G 62 abc 11,67 ab Padat
H 45,5 abed 9.5 ab Padat
I 307 e 3,67 b Padat
J 76,67 a 1433 a Padat
K 32,67 bcde 8,67 ab Padat
L 2550 cde 8 ab Padat
Keterangan :
Perlakuan vang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf a = 5%
Perlakuan A : TDZ 0,1 mg/L + 2,4-D 0 mg/L G.: TDZ 0,5 mg/L +2,4-D 10 mg/L
B:TDZ 0,1 mg/L +2,4-D 5 mg/L H: TDZ 0,5 mg/L + 2,4-D 20 mg/L
C:TDZ 0,1 mg/L + 2,4-D 10 mg/L 1: TDZ 1 mg/L +2,4-D 0 mg/L
D :TDZ 0,1 mg/L + 2,4-D 20 mg/L J:TDZ 1 mg/L + 2,4-D'5 mg/L
E:TDZ 0,5 mg/L + 2,4-D 0 mg/L. K : TDZ | mg/L +2,4-D 10 ng/L



Berdasarkan bentuk dan tekstur kalus dari cksplan daun setelah 4 minggu
subkultur, penambahan Thidiazuron tanpa 2,4-D ke ‘dalam medium % MS
menunjukkan pertumbuhan kalus yang berbeda jika dibandingkan dengan medium
yang mengandung 2,4-D (Gambar 3). Kalus yang dihasilkan dari medium tanpa
2,4-D menunjukkan tekstur padat, wama kehijauan dan membentuk struktur bulat
bahkan tumbuh menjadi tunas. Sementara kalus yang ditumbuhkan pada medium
yang mengandung kombinasi 2,4-D dan Thidiazuron menunjukkan tekstur yang
padat, struktur melebar dan berwarna kekuningan. Kalus belum menunjukkan
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Gambar 3. Pertumbuhan Kalus Manggis pada Daun setelah Subkultur 4 minggu

3. Regenerasi Embrio Somatik dalam Kultur Cair

Kalus yang diperoleh dari eksplan biji yang ditanam pada medium padat
disubkultur agar kalus memiliki sifat embriogenik yang ditunjukkan oleh tekstur
kalus remah, mudah dipisahkan dan berwarmma putih kekuningan. Kalus

embriogenik hasil subkultur satu kali tersebut kemudian digunakan sebagai
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dari medium padat dan disubkultur ke medium cair sesuai periakuan, dan
diinkubasi di atas shaker dengan kecepatan 125 pm. Medium cair digunakan
karena tahap pembentukan embrio somatik manggis diharapkan terjadi secara
tidak langsung melalui kultur suspensi sel. Kultur suspensi sel didefinisikan
sebagai pertumbuhan sel tunggal atau sekumpulan sel dalam medium cair
(Gamborg dan Phillips, 1995). Kultur suspensi dari kalus remah dapat digunakan
untuk menginduksi embrio somatik (Dodds dan Roberts, 1982; Razdan, 2005)
pada medium dengan kandimgan senyawa yang sesuai,

Sel-sel tunggal akan diperoleh dalam kultur cair karena gerakan shaker
dapat memisahkan sel dari kalus embriogenik. Sel-sel tersebut kemudian karena
adanya auksin, sitokinin bahkan senyawa nitrogen , akan membelah dan apabila
terjadi proses embryogenesis, maka darj pembelahan dan diferensiasi sel-sel
tersebut akan terbentuk struktur embriosomatik yang meliputi struktur globular,
heart, torpedo dan kotiledon,

Kultur cair dalam penelitian ini diinkubasi selama 8 minggu. Berdasar
hasil penelitian, semna kalus dari medium yang berbeda pada kultur padat, setelah
disubkultur ke medivm % MSO cair mampu membentuk suspensi sel. Hasil
pengamatan visual menunjukkan bahwa sel-sel terpisah dari eksplan kalus dan
terdispersi dalam medium cair menjadi kultur suspensi (Gambar 4). Kemudian
dilakukan pengamatan di bawah mikroskop terhadap sampel yang diambil dari
kultur suspensi, untuk mengamati struktur-struktur embrio yang terbentuk.

Gambar 4. Kultur Suspensi Sel Setelah Inkubasi Selama 6 Minggu

Berdasar pengamatan dari kultur suspensi dalam medium % MSO cair,
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torpedo (Gambar 5), Struktur kotiledon belum dipeioleh, diduga karena
pembentukan strukfur kotiledon memerlukan waktu inkubasi yang lebih lama.
Oleh karena itu kultur suspensi tersebut masih diinkubasi untuk menginduksi
terbentuknya struktur kotiledon sebagai tahap akhir dari proses embriogenesis.
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Gambar 5. Struktur embrio somatik yang diperoleh setelah inkubasi suspensi sel
manggis dalam medium % MS0 selama 8 minggu

Selain menggunakan medium % MSO0, kalus embriogenik yang telah
dihomogenkan dalam medium % MSO selama 2 minggu juga disubkultur ke
medium cair dengan perlakuan penambshan TDZ, 0, 1, 2, 4 dan 8 mg/L) dan
Casein hydrolysate 500 mg/L. Kultur tersebut Jjuga dapat membentuk suspensi
sel, namun struktur embrio somatik belum terbentuk. Selain karena waktu
inkubasi yéng kurang lama yaitu 6 minggu, penambahan TDZ ke dalam medium
regenerasi diduga menyebabkan penghambatan terhadap pembentukan struktur
embrio. Sebaliknya kalus yang disubkultur ke dalam medium % MSO cair sudah
membentuk struktur embrio dalam waktu 8 minggu karena kalus sudah
mengandung zat pengatur tumbuh endogen yang diperoleh dari medium kultur
padat. Hal ini terbukti bahwa struktur embrio yang diperoleh pada penelitian ini
berasal dari suspensi sel yang diperoleh dari kalus yang sebelumnya ditumbuhkan
pada medium 5 MS padat yang mengandung 20 img/L 2,4-D dan 1 mg/L TDZ.

Pembentukan suspensi dari kalus remah pada penelitian ini yang terbentuk
setelah 8 minggu lebih cepat jika dibandingkan dengan hasil penelitian Rineksane
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VL. URAIAN HASIL DAN KEBARUAN DALAM BIDANG
PENELITIAN

1. Induksi Kalus Embriogenik dari Eksplan Biji Manggis

Kalus adalah sekumpulan sel yang terus membelah dan belum mengalami
diferensiasi menjadi organ. Kalus terbentuk karena adanya auksin dalam medium
yang mendorong terjadinya pembelahan dan pemanjangan sel serta sitokinin yang
menginduksi pembelahan sel. Kalus dapat diinduksi menjadi organ daun, akar
bahkan embrio somatik Penelitian ini bertujuan mendapatkan kalus yang akan
diinduksi menjadi embrio somatik. Oleh karena itu kalus yang diharapkan adalah
kalus yang bersifat embriogenik. Kalus embriogenik dicirikan oleh kalus yang
remah atau sel-sel nya mudah dipisahkan dan berwarna putih kekuningan.

Pada penelitian ini kalus diperoleh dari eksplan potongan biji manggis
yang diinokulasi pada medium % MS padat yang mengandung auksin 2,4-D dan
sitokinin Thidiazuron. Kalus yang diperoleh bertekstur kompak atau padat dan
berwamna putih kekuningan. Ini menunjukkan kalus belum embriogenik. Kalus
menjadi embriogenik dengan tekstur remah setelah disubkultur ke medium baru
dengan kandungan zat pengatur tumbuh yang sama dengan medium sebelumnya.

Kebaruan yang diperoleh dari tahap ini adalah : 1) Jumlah kalus yang
diperoleh lebih banyak empat kali lipat dibandingkan dengan penelitian
sebelumnya (Rineksane, 2011), karena penggunaan Thidiazuron dan medium %
MS untuk induksi kalus. Thidiazaron merupakan sitokinin yang paling aktif jika
dibandingkan dengan BAP; 2) Waktu yang diperlukan oleh kalus untuk
multiplikasi lebih cepat dibandingkan dengan penelitian sebelumnya; 3) Kalus
cepat recovery dari pencoklatan karena pemotongan saat subkultur dan 4) Kalus
yang sudah disubkultur menunjukkan karakteristik embriogenik dalam waktu
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2. Induksi Kalus Embriogenik dari Eksplan Daun Manggis

Kalus embriogenik manggis juga diinduksi dari eksplan daun manggis
steril. Biji manggis ditumbuhkan secara in vitro, kemudian daun dari bibit
tersebut digunakan sebagai eksplan, Daun dipbtong berukuran 1 x 1 cm dengan
menyertakan tulang daun. Kalus embriogenik ’yang diperoleh dari daun
diharapkan mengandung materi genetik yang sama (_icngan induknya karena daun
merupakan organ vegetatif Dengan demikian, embrio somatik yang diperoleh
dari eksplan daun bersifat frue to tpe terhadap induknya. Kalus berhasil
diinduksi dari eksplan potongan daun, namun tekstur kalus yang diperoleh belum
menunjukkan ciri kalus embriogenik. Kalus masih bertekstur padat. Kalus dari
daun ini masih diinkubasi setelah disubkultur ke medium yang sama untuk
mendorong terbentuknya tekstur kalus yang remah dan sel-selnya mudah
dipisahkan.

Kebamuan yang diperoleh pada tahap ini adalah : 1) Jumlah kalus yang
diperoleh pada eksplan lebih banyak dibanding penelitian sebelumnya,
penggunaan 2,4-D dan Thidiazuron meningkatkan kemampuan sel daun untuk
terinduksi menjadi kalus; 2) Kalus yang diperoleh bertekstur kompak, namun

mencirikan kalus embriogentk dari warna kalus yang putih kekuningan,

3. Regenerasi Embrio Somatik dalam Kultur Cair

Kalus embriogenik dari eksplan potongan biji manggis yang sudah
bertekstur remah dan mencirikan karakteristik embriogenik digunakan sebagai
eksplan pada induksi dan regenerasi embrio somatik dalam medium cair. Sel-sel
akan terlepas dari kalus remah yang diinkubasi dalam medium %2 MSO cair. Sel
tunggal yang berada dalam kultur suspensi sel tersebut mengalami pembelahan
secara simultan dan membentuk struktur embrio somatik seperti globular, heart
dan torpedo. Medium cair digunakan dalam penelitian ini karena apabila sel
tunggal telah diperoleh dari suspensi sel, maka regenerasi sel tersebut menjadi
struktur embrio somatik lebih cepat dibandingkan regenerasi embrio somatik pada

medium padat. Kemampuan regenerasi sel dalam kultur cair lebih cepat
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dapat menyerap unsur hara dan zat pengatur tumbuh dari medium, sehingga
mendorong pertumbuhan dan regenerasi yang lebih cepat. Sebaliknya eksplan
yang ditanam pada medium padat hanya menyerap unsur hara dan zat pengatur
tumbuh dalam medium dari bagian eksplan yang menempel pada medium saja,
sehingga kecepatan tumbuh eksplan lebih lambat dari eksplan dalam medium cair.

Kebaruan yang diperoleh pada tahap ini adalah : lj Kecepatan multiplikasi
sel yang lebih cepat dibanding penelitian sebelumnya. Pada penelitian ini,
inkubasi kalus dalam medium cair selama 4 minggu sudah dapat menghasilkan
kultur suspensi dengan konsentrasi tinggi, ditunjukkan oleh kepekatan dan warna
kultur suspensi. Suspensi nampak pekat dengan warna kekuningan, menunjukkan
konsentrasi sel yang tinggi. Penggunaan eksplan kalus embriogenik sebanyak 1
gram dalam medium cair berpengaruh terhadap kecepatan multiplikasi dan
regenerasi sel manggis; 2) Kecepatan diferensiasi sel menjadi struktur embrio
somatik berupa struktur globular, heart dan torpedo yang diperoleh setelah
suspensi sel diinkubasi selama 6 minggu. Pada penelitian sebelumnya, diperlukan
waktu 6 bulan untuk memperoleh struktur embfio somatik tersebut dan jumlahnya
lebih sedikit dibandingkan yang diperoleh pada penelitian ini.

4. Penutup

Berdasar hasil penelitian ini, diperoleh metode komprehensif untuk
mendapatkan kalus embriogenik manggis dan regenerasinya menjadi struktur
embrio somatik. Hasil ini dapat digunakan sebagai bahan tulisan dalam bahan
ajar mata kuliah teknologi bahan tanam dan kultur in vitro tanaman, sehingga ilmu

yang diperoleh dapat Iebih berkembang lagi dan bermanfaat untuk pengajaran
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VII. KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Medium % MS dengan penambahan TDZ 0,1 mg/L + 2,4-D 6 mg/L.
memberikan pertumbuhan kalus terbaik dari eksplan biji manggis, ditunjukkan
oleh parameter diameter kalus terbesar (7,52 cm) dan persentase browning
terendah (1 %). Kalus yang diperoleh pada perlakuan tersebut mencirikan kalus
embriogenik ditunjukkan oleh tekstur kalus remah dan warna kekuningan.

Kalus yang diperoleh dari eksplan daun belum menunjukkan struktur
remah sebagaimana ditunjukkan oleh kalus yang tumbuh dari eksplan biji.
Diantara perlakuan yang diujikan, 'z MS + 0,1 mg/L TDZ + 20 mg/L 2,4-D
memberikan pertumbuhan kalus terbaik sebagaimana ditunjukkan oleh parameter
persentase browning (0%), persentase eksplan hidup (100%), saat tumbuh kalus
(14,75 hari), persentase kalus (76,67 %) dan luas kalus (14,33 mm).

Kalus. embriogenik yang disubkuitur ke dalam medium % MSO cair
mampu membentuk kultur suspensi sel. Struktur embrio somatik berupa globular,
heart dan torpedo telah terbentuk ;ialam waktu 8 minggu pada suspensi sel yang
diperoleh dari kalus yang sebelumnya ditumbuhkan pada medium % MS padat
yang mengandung 20 mg/L 2,4-D dan I mg/L TDZ.

Saran
Subkultur berulang pada kalus yang diperoleh dari eksplan daun perlu
dilakukan dalam waktu lebih cepat seperti dua minggu sekali untuk mempercepat
terbentuknya kalus remah yang mencirikan embriogenik. Medium dengan
penambahan sitokinin saja tanpa auksin tidak digunakan untuk induksi kalus

embriogenik pada eksplan daun manggis, karena ketiadaan auksin menyebabkan
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Email : rineksane@umy.ac.id
Abstract

Muangosteen is one of the most delicious tropical fruits which has an increasing
demand due to its wide range of wses. It is used for its medicinal properties such as an
antioxidant, antitumoral, anti-inflammatory, antiallergy, antibacterial, antifungal and
antiviral. One of the problems related to the establishment of mangosteen plantation is
1o obtain seedlings throughout the year, whick can be solved by micropropagation.

In attempis 1o establish the embryogenic calli of G. mangostana, the
potential of uncoated seed explants in forming embryogenic callus was examined
in the basal half strength Murashige and Skoog (MS) medium containing 500
mg'l  glutamine supplemented with different concentration of 2,4-D and
Thidiazuron. A study was also carried out to determine the growth and
mudtiplication of cells in suspension cultures and the effect of Thidiazuron on the
advanced formation of embryogenic stages of mangosteen. .

The result showed that half strength MS medium supplemented with TDZ
0,1 mg/L + 2,4-D 6 mg/L resuited the best growth of calli as shown by the biggest
calli diameter (7.52 cm) and the lowest percentage of calli browning (1%). The
calli showed the characteristic of embryogenic calli as friable texture and
yellowish colour. All calli induced cell suspension in half strength MSO liquid
medium. The somatic embryo stages such as globular, heart and forpedo were
obtained in liguid medium afier the calli derived Srom half strength MS solid
medium which supplemented with 20 mg/L 2,4-D + I mg/L TDZ were incubated

Jor 8 weeks.

Keywords: Garcinia mangostana L., somatic embryo, in vitro

Pendahuluan

Manggis (Garcinia mangostana L.) merupakan buah tropis yang
permintaannya semakin meningkat karena dimanfaatkan sebagai bahan produk
kesehatan. Kandungan antioksidan dalam kulit manggis seperti xanthone, alpha
dan beta mangostin digunakan scbagai agen anti kanker. Manggis dapat
dikonsumsi dalam bentuk segar atau diproses menjadi jus sebagai minuman

kesehatan dan suplemen. Rasa buah yang lezat menyebabkan buah ini mendapat
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dengan produksinya disebabkan manggis masih diusahakan secara konvension.al.
Pengusahaan manggis dalam skala perkebunan dengan kualitas seragam
terkendala oleh pertumbuhan tanaman yang lambat, perakaran yang lemah karena
terbatasnya rambut akar, masa berbuah dwi tahunan dan jumlah biji layak tanam
yang sedikit per buah menyebabkan ketersediaan bahan tanam yang sedikit
sepanjang tahun. Altematif untuk memproduksi bahan tanam manggis adalah
melalui perbanyakan in vitro.

Produksi plantlets manggis in vitro telah dilakukan melalui organogenesis
dengan menggunakan kultur padat. Induksi embrio somatik juga telah dilakukan
dengan menggunakan kultur padat dan cair, namun pembentukan kalus
embriogenik maupun struktur embrio somatik dari medium cair masih lambat dan
kecepatan multiplikasinya rendah. Penelitian imi akan mencoba
mengkombinasikan 2,4-D dan Thidiazuron untuk menghasilkan kalus
embriogenik dalam medium padat. Selain itu kalus embriogenik yang diperoleh
dari kultur padat akan diinduksi membentuk struktur embrio somatik dalam kultur

cair.

Metode Penelitian

1. Induksi Kalus Embriogenik Manggis dari Eksplan Biji

Eksplan biji manggis diperoleh dengan memisahkan biji dari buah manggis
yang berasal dari pohon yang sama. Buah manggis yang dipilih varietas
Kaligesing, Purworgjo, Jawa Tengah. Sterilisasi biji dilakukan dengan
menggunakan deterjen, fungisida benomyl, 10 % dan 5 % chlorox® (sodium
hypochlorite 5.25 %) (Rineksane, 2011). Biji yang telah steril dibuang bagian
terluarnya dan dipotong menjadi empat. Setiap potongan ditanam pada medium
perlakuan.

Medium yang digunakan adalah % MS padat dengan penambahan
Thidiazuron (0,1; 0,5 dan 1 mg/L) dan 2,4-Dichlorophenoxy acetic acid (4, 6, 8
dan 10 mg/L), dan ke dalam setiap medium ditambah 500 mg/L glutamin. Total
perlakuan adalah 12, setiap perlakuan diulang 5 kali. Percobaan dirancang
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meliputi saat tumbuh kalus, diameter kalus, persentase kalus browning dan tekstur
kalus. '
2. Regenerasi embrio somatik dalam kultur cair

Regenerasi kalus embriogenik dari kultur padat ke kultur cair dilakukan
melalui dua eksperimen. Eksperimen 1 : Kalus embriogenik seberat 1 g dari
medium MS padat disubkultur dalam medium % MS0 cair. Kultur cair tersebut
diinkubasi di atas shaker dengan kecepatan 125 rpm. Eksperimen 2 : Kalus
embriogenik seberat 1 g dari medium MS padat disubkultur dalam medium % MS
cair yang mengandung TDZ (0, 1, 2, 4 dan 8 mg/L) dan Casein hydrolysate 500
mg/L. Modifikasi konsentrasi sitokinin TDZ dan penambahan senyawa N organik
Casein hydrolysate dilakukan untuk meningkatkan persentase embrio somatik
yang dihasilkan. Subkultur dan penggantian medium cair dilakukan setiap 4
minggu untuk meregenerasi kalus embriogenik menjadi fase globular, heart,
torpedo dan embrio somatik. Pengamatan kultur cair di bawah mikroskop
dilakukan setiap 4 minggu untuk mengetahui perkembangan fase embrio.

Hasil dan Pembahasan

1. Induksi Kalus Embriogenik dari Eksplan Biji Manggis

Kalus manggis tumbuh pada eksplan biji manggis mulai 1 minggu setelah
tanam, ditunjukkan oleh bentukan baru berwarna putih kekuningan. Sampai
empat minggu setelah tanam, kalus masih bertekstur padat yang menandakan ciri
kalus non embriogenik. Kalus mempunyai tekstur remah pada saat pengamatan 2
minggu dan 8 minggu setelah subkultur (Tabel 1). Subkultur kalus dilakukan agar
kalus memiliki tekstur yang remah sebagaimana dinyatakan oleh Te-chato ef al.
(1995a). Kalus padat dapat diinduksi menjadi kalus embriogenik dengan tekstur
remah melalui subkultur atau pemindaban kalus ke medium baru yang
mengandung zat pengatur tumbuh yang sama dengan medium asalnya. Razdan
(2005) juga menyatakan bahwa subkultur berulang dapat menyebabkan kalus
menjadi remah yang mencirikan embriogenik.

” Berdasar hasil analisis . yang reratanya dapat dilihat pada tabel 1,
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berpengaruh terhadap skor kalus. Hal ini tidak sesuai dengan hasil penelitian
Rineksane (2011) yang menyatakan bahwa penggunaan auksin akan berpengaruh
nyata terhadap skor kalus. Skor kafus diukur berdasar Iuasan kalus yang
menutupi eksplan. Parameter ini diamati uatuk mengetahui pertumbuhan kalus
pada tiap perlakuan. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa semua eksplan
dapat membentuk kalus dengan skor kalus maksimal karena hamper semua bagian
eksplan tertutupi oleh kalus. Skor kalus antar perlakuan tidak berbeda nyata
karena auksin yang digunakan pada penelitian ini hanya 2,4-D yang merupakan
auksin terbaik untuk induksi kalus embriogenik manggis, sebagaimana dinyatakan
oleh Rineksane (2011). Sementara jenis auksin yang digunakan pada penelitian
Rineksane (2011) ada empat sehingga perbedaan skor kalus dipengaruhi oleh
jenis auksin yang berbeda.

Kalus mengalami browning selama masa inkubasi. Ini terjadi karena
eksplan biji yang digunakan dilukai dengan menghilangkan bagian terluar dari
biji. Pelukaan ini menyebabkan senyawa fenolik yang terkandung dalam biji
teroksidasi oleh enzim polifenol oksidase sehingga kalus menjadi browning (Tang
dan Newton, 2004). Perlakuan yang dinji secara nyata berpengaruh terhadap
persentase browning kalus yang tumbuh pada eksplan pada 4 minggu setelah
tanam dan 2 serta 8 minggu setelah subkultur, Persentase kalus browning
terendah diperoleh eksplan yang ditanam pada 3 dan 4 minggn setelah tanam
(Tabel 1). Persentase browning mengalami peningkatan pada 2 minggu setelah
subkultur. Ini terjadi karena kalus mengalami pelukaan saat dipindahkan ke
medium baru. Persentase browning ini menurun pada pengamatan 8 minggu

setelah subkultur. Ini menunjukkan kalus telah beradaptasi dan menyerap
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Tabel 1. Pengaruh Konsentrasi Thidiazuron dan 2,4-D dalam % MS terhadap
Pertumbuhan Kalus dari Eksplan Biji pada Minggu ke-4 Setelah Tanam,
Minggu ke-2 dan ke-8 Setelah Subkultur

4 Minggu SetelahTanam 2 Minggu Subkultor 8 Minggu Subkultur
Perlakuan Persentase Diameter Persentase Diameter Persentase
Skor browning  Tekstur kalus browning  Tekstur kalus browning  Tekstur
kalus (%) Kalus {cm) {%a) Kalus  (cm) (%) Kalus
1 5 a 583 b Padat 3,52ab 25 ab Remah 4,42a 1 b Remah
2 5 a 15 ab Padat 4,98a 21 ab Remzh 7,522 1 b Remah
3 5 a 333 b Padat 39 ab 46,67 ab Remah 52 g3 35 ab Remah
4 46a 9 ab Padat 276b 54 ab Remah 3,44a 50 a Remah
5 45a 5 b Padat 4,38ab 27 adb Remah 6,1 a 9,17 ab Remah
6 48a 5 b Padat 3,8 ab 9 b Remah 546a 1 b Remah
75 a 583 b Padat 3,85ab 375 ab Remah 5232 24,17 ab Remah
8 5 a 13,33 ab Padat  3,83ab  41,67ab Remah 528a 18 ab  Remah
9 5 a 15,83 ab Padat 49 ab 833 b Remah 6,91a 0,83 b Remah
10 46a 9 ab Padat 42 ab 31 ab Remah 5622 24 ab Remah
11 5 a 17,5 ab Padat 3,8 ab 26,25 ab Remah 5,87a 1,25 b Remah
12 5 a 20,83 a Padat 2,96 ab 55 a Remah 442a 36 ab Remah
Keterangan :
Perlakuan yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf = 5%
Perdakuan 1:TDZO0,I mg/L +24-D4 mg/L 7:TDZ0,5mg/L +2,4-D 8mg/L
2:TDZ0,1 mg/L +2,4-D 6 mg/L 8:TDZ 0,5 mg/L + 2,4-D 10 mg/L
3:TDZ 0,1 mg/L +2,4-D 8 mg/L 9:TDZ 1 mg/L +2,4-D 4 mg/L
4:TDZ 0,1 mg/l. +2,4-D 10 mg/L, 10: TDZ I mg/L +2,4-D 6 mg/L
5: TDZ 0,5 mg/L +2,4-D 4 mg/L 11 : TDZ ! mg/L +2,4-D 8 mp/L
6: TDZ 0,5 mg/L +2,4-D 6 mg/L 12 : TDZ 1 mg/L +2,4-D 10 mg/L

Kalus yang disubkultur selama 8 minggu mengalami pertumbuhan yang
signifikan (Gambar 1) ditunjukkan oleh diameter kalus yang bertambah rata-rata
dua kali lipat jika dibandingkan pertumbuhan kalus pada minggu ke-2 setelah
subkultur. Ini berarti Thidiazuron dan 2,4-D yang digunakan dalam penelitian ini
dapat mendorong pertumbuhan kalus. George (1993) menyatakan bahwa
kombinasi sitokinin dan auksin merangsang pembelahan sel dan morfogenesis sel
dalam kultur in vitro. Selain itu penambahan glutamin ke dalam medium juga
berpengaruh terhadap keremahan kalus, hal ini sesuai dengan pernyataan George
(1993). Kalus yang diperoleh menunjukkan ciri embriogenik yaitu tekstur yang
remah dan warma kekuningan sebagaimana dilaporkan oleh Nanda dan Rout
(2003). Di antara perlakuan yang diujikan: medium % MS dengan penambahan
TDZ 0,1 mg/l. + 2,4-D 6 mg/L memberikan pertumbuhan kalus terbaik
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browning terendah (1 %). Kalus yang diperoleh pada perlakuan tersebut
mencirikan kalus embriogenik ditunjukkan oleh tekstur kalus remah dan wara
kekuningan (Te-chato ef al., 1995a).

Gambar 1. Pertumbuhan kalus manggis dari eksplan biji setelah disubkultur pada
minggu ke-8

Selain itu persentase kalus browning menurun jika dibandingkan dengan kalus
yang tumbuh pada minggu ke-2 setelah subkultur. Pada akhir tahapan penelitian,
kalus remah ini akan disubkultur ke medium cair untuk menginduksi embrio

somatik.

2. Regenerasi Embrio Somatik dalam Kultur Cair

Kalus yang diperoleh dari eksplan biji yang ditanam pada medium padat
disubkultur agar kalus memiliki sifat embriogenik yang ditunjukkan oleh tekstur
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embriogenik hasil subkultur satu kali tersebut kemudian digunakan sebagai
eksplan dalam kultur medium cair. Kalus embriogenik sebanyak 1 gram diambil
dari mediuin padat dan disubkultur ke medium cair sesuai perlakuan, dan
diinkubasi di atas shaker dengan kecepatan 125 rpm. Medium cair digunakan
karena tahap pembentukan embrio somatik manggis diharapkan terjadi secara
tidak langsung melalui kultur suspensi sel. Kultur suspensi sel didefinisikan
scbagai pertumbuhan sel tunggal atau sekumpulan sel dalam medium cair
(Gamborg dan Phillips, 1995). Kultur suspensi dari kalus remah dapat digunakan
untuk menginduksi embrio somatik (Dodds dan Roberts, 1982; Razdan, 2005)
pada medium dengan kandungan senyawa yang sesuai.

Sel-sel tunggal akan diperoleh dalam kultur cair karena gerakan shaker
dapat memisahkan sel dari kalus embriogenik. Sel-sel tersebut kemudian karena
adanya auksin, sitokinin bahkan senyawa nitrogen , akan membelah dan apabila
terjadi proses embryogenesis, maka dari pembelahan dan diferensiasi sel-sel
tersebut akan terbentuk struktur embriosomatik yang meliputi struktur globular,
heart, torpedo dan kotiledon.

Kultur cair dalam penelitian ini diinkubasi selama 8 minggu. Berdasar
hasil penelitian, semua kalus dari medium yang berbeda pada kultur padat, setelah
disubkultur ke medium %% MS0 cair mampu membentuk suspensi sel. Hasil
pengamatan visual menunjukkan bahwa sel-sel terpisah dari eksplan kalus dan
terdispersi dalam medium cair menjadi kultur suspensi (Gambar 2). Kemudian
dilakukan pengamatan di bawah mikroskop terhadap sampel yang diambil dari
kultur suspensi, untuk mengamati struktur-struktur embrio yang terbentuk.
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Berdasar pengamatan dari kultur suspensi dalam medium % MS0 cair,
diketahui bahwa struktur embrio telah terbentuk berupa globular, heart dan
torpedo (Gambar 3). Struktur kotiledon belum diperoleh, diduga karena
pembentukan struktur kotiledon memerlukan waktu inkubasi yang lebih lama.
Oleh karena itu kultur suspensi tersebut masih diinkubasi untuk menginduksi

terbentuknya struktur kotiledon sebagai tahap akhir dari proses embriogenesis.
- —
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Gambar 3. Struktur embrio somatik yang diperoleh setelah inkubasi suspensi sel
manggis dalam medium % MS0 selama 8 minggu

Selain menggunakan medivm % MSO0, kalus embriogenik yang telah
dihomogenkan dalam medium % MSO selama 2 minggu juga disubkultur ke
medium cair dengan perlakuan penarmbahan TDZ ©, 1, 2, 4 dan 8 mg/L) dan
Casein hydrolysate 500 mg/L. Kultur tersebut juga dapat membentuk suspensi
sel, namun struktur embrio somatik belum terbentuk. Selain karena wakt
inkubasi yang kurang lama yaitu 6 minggu, penambahan TDZ ke dalam medium
regenerasi diduga menyebabkan penghambatan terhadap pembentukan struktur
embrio. Sebaliknya kalus yang disubkultur ke dalam medium % MSO cair sudah
membentuk struktur embrio dalam waktu 8 minggu karena kalus sudah
mengandung zat pengatur tumbuh endogen yang diperoleh dari medium kultur
padat. Hal ini terbukti bahwa struktur embrio yang diperoleh pada penelitian ini
berasal dari suspensi sel yang diperoleh dari kalus yang sebelumnya ditumbuhkan
pada medium }2 MS padat yang mengandung 20 mg/L 2,4-D dan 1 mg/L TDZ.

Pembentukan suspensi dari kalus remah pada penelitian ini yang terbentuk
setelah 8 minggu lebih cepat jika dibandingkan dengan hasil penelitian Rineksane
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Kesimpulan

Medium % MS dengan penambahan TDZ 0,1 mg/L + 2,4-D 6 mg/L
memberikan pertumbuhan kalus terbaik dari eksplan biji manggis, ditunjukkan
oleh parameter diameter kalus terbesar (7,52 c¢m) dan persentase browning
terendah (1 %). Kalus yang diperoleh pada perlakuan tersebut mencirikan kalus
embriogenik ditunjukkan oleh tekstur kalus remah dan warna kekuningan.

Kalus embriogenik yang disubkultur ke dalam medium % MSO cair
mampu membentuk kultur suspensi sel. Struktur embrio somatik berupa globular,
heart dan torpedo telah terbentuk dalam waktu 8 minggu pada suspensi sel yang
diperoleh dari kalus yang sebelumnya ditumbuhkan pada medium % MS padat
yang mengandung 20 mg/L 2,4-D dan 1 mg/L TDZ.
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