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RINGKASAN

SELEKSI DAN PENGAKARAN TANAMAN MANGGIS
(Garcinia mangostana L..) In Vitro
HASIL INDUKSI RADIASI SINAR GAMMA
UNTUK MENDAPATKAN MUTAN POTENSIAL

Tujuan penelitian tahun I adalah melakukan analisis genetik tanaman manggis hasil
radiasi sinar gamma dengan menggunakan marka molekuler RAPD, menyediakan tunas
manggis in vitro sebagai sumber untuk pengakaran manggis in vitro, mendapatkan kombinasi
media pengakaran untuk tanaman manggis in vitro, melakukan uji coba tehnik grafting atau
kaki ganda pada tanaman Model untuk diterapkan pada manggis in vitro pada penelitian tahun ke

dua.

Penelitian ini terdiri dari seri penelitian yaitu 1) Analisis tanaman hasil radiasi sinar
gamma dengan menggunakan penanda RAPD, 2) Induksi tunas in vitro manggis, ditanam pada
media Murashige and Skoog 1/2N (MS 1/2N) yang ditambah dengan 5 ppm BAP, sebagai
sumber tunas untuk pengakaran, 3) Optimasi media pengakaran dengan berbagai modifikasi zat

pengatur tumbuh, 4) Tehnik grafting pada tanaman model dilakukan secara in vitro .

Hasil penelitian menunjukkan 1) Analisis molekuler dengan marka RAPD
menunjukkan perubahan pola pita DNA, seluruh primer (10 primer) dapat membedakan antara
tanaman kontrol dan hasil perlakuan. Analisis pengelompokan pada tingkat DNA dengan marka
RAPD  menuinjukkan perubahan terkecil adalah sebesar 9 % (koefisien kemiripan 0,91),
perubahan terbesar adalah 38 % (koefisien kemiripan sebesar 0.62). 2) Telah dihasilkan tunas
manggis invitro dengan media tumbuh MS % N + dengan 5 ppm BAP. 3) Media pengakaran
terbaik adalah MS % N + IBA 3 mg + NAA 4 mg/l, 4) Diperoleh tanaman model untuk
perlakuan tahnik grafting. Induksi mutasi dapat digunakan untuk meningkatkan variabilitas

genetik untuk tujuan memperbaiki sifat-sifat tanaman manggis.
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BAB |
PENDAHULUAN
A. Latar belakang

Manggis adalah tanaman buah asli Indonesia yang berpotensi untuk
dikembangkan, mempunyai rasa, aroma dan warna yang menarik sehingga disebut
Queen of Tropical Fruit, merupakan komoditas ckspor buah segar ke 2 setelah pisang.
Dengan meningkatnya volume ekspor, upaya pengembangan tanaman manggis perlu
digiatkan, hal ini dikarenakan masih rendahnya kualitas, kuantitas dan Kontinyuitas
produksinya. Namun pertumbuhan tanaman ini sangat lambat. Lambatnya
pertumbuhan tanaman manggis discbabkan oleh jumlah akarnya yang sedikit
schingga penyerapan air dan hara tidak maksimal, rendahnya laju fotosintesis,
rendahnya pembelahan sel pada meristem pucuk, lamanya masa dormansi (Poerwanto
et al 1995, Wieble, Chako dan Downtown 1992, Ramlan et al 1992, Cox 1988 dalam
Pertamawati 1994).

Kondisi ini seharusnya ditangani dengan pemuliaan tanaman. Tetapi, biji
manggis bersifat apomiksis, sehingga keragamannya sangat rendah. Pembentukan
keragamana genctik pada tanaman ini sangat diperlukan dan merupakan keharusan
untuk mendapatkan manggis yang memiliki keunggulan (Almeyda, 1976).

Mutasi buatan dengan radiasi dapat menciptakan variasi genetik pada tanaman
manggis. Penggunaan radiasi dalam menimbulkan mutasi telah banyak memberikan
dampak positip terhadap bertambahnya jumlah varietas tanaman baru (Jain 2000 ;
Harten 1998).

Penelitian ini merupakan penelitian lanjutan dari penclitian yang telah
dilakukan dan telah dihasilkan tanaman manggis in vitro hasil perlakuan radiasi sinar
gamma. Pada penelitian ini dilakukakan analisis lanjutan untuk mengetahui kondisi
genetik tanaman yang dihasilkan dan telah dilakukan optimasi-optimasi lanjutan
berupa kombinasi media pengakaran pada manggis in vitro dan tehnik grafting pada

tanaman model untuk meinduksi pengakaran pada manggis in vitro nantinya.

B. Tujuan Khusus

Tujuan Khusus penelitian ini adalah :.

I. Menganalisis tanaman hasil perlakuan radiasi sinar gamma dcn{;an pena-nda
molekuler Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD).
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Mempelajari  pengaruh  pemberian zat pengatur tumbuh terhadap induksi
pengakaran pada medium Kultur jaringan dan mendapatkan kombinasi media
pengakaran terbaik untuk manggis in vitro.

Menghasilkan tunas in vitro Agam Glugur sebagai sumber untuk penyambungan
dengan tehnik grafting pada tunas manggis in vitro

Menerapkan beberapa tehnik grafting dan mendapatkan tehnik grafiing terbaik
untuk pengakaran manggis in vitro dan in vivo dan untuk meningkatkan
pertumbuhan tanaman manggis in vitro.

Melakukan aklimatisasi dengan berbagai komposisi media tanah dan
mengidentifikasi faktor-faktor penentu dalam budidaya tanaman manggis
(Garcinia mangostana L.) yang diperbanyak dengan kultur jaringan maupun hasil
perlakuan radiasi sinar gamma agér dapat tumbuh dan berkembang dan
menyesuaikan diri dengan berbagai kondisi rumah kaca. e
Mempelajari dan mendapatkan kondisi optimum untuk pertumbuhan dan
perkembangan tanaman manggis (Garcinia mangostana L.) di rumah kaca
Melakukan pembesaran bibit dan melakukan seleksi mutan potensial, dengan
beberapa kriteria antara lain: pertumbuhannya lebih cepat, penampilan vigoritas
lebih vigor, tahan terhadap penyakit, dapat bertumbuh dan berkembang pada
berbagai kondisi tanah, curah hujan dan iklim Indonesia.

Kontribusi yang diperoleh dari seluruh hasil penelitian ini (3 tahun) adalah :
Mendapatkan bibit tanaman manggis yang berbeda secara genetik dan berpotensi
sebagai mutan potensial di lapangan yang memiliki pertumbuhan lebih baik dan
lebih cepat, tahan terhadap hama dan penyakit serta cekaman lingkungan
Target ikutan dari hasil penelitian yang diusulkan ini adalah menghasilkan
beberapa publikasi ilmiah dalam Jurmal Nasional terakreditasi dan Jurnal
Internasional tentang : a) Hasil analisis genetik terhadap perubahan genetik
tanaman manggis (Garcinia mangostana 1..) akibat perlakuan radiasi sinar gamma
dengan penanda molekuler Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), b)
Pengakaran manggis (Garcinia mangostana L.) in vitro dengan modifikasi zat
pengatur tumbuh, ¢) Rekayasa pengakaran tanaman manggis baik dengan tehnik
grafting (sambungan) atau dengan kaki ganda yang dilakukan secara in vitro. d)
Optimasi-optimasi yang diperlukan” dalam aklimatisasi dan pembesaran bibit. ¢)
Seleksi mutan potensial hasil radiasi sinar gamma dalam upaya menghasilkan

bibit yang unggul.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Manggis

Tanaman manggis (Garcinia mangostana L.) termasuk familia Guttiferae,
merupakan tanaman yang berasal dari daerah tropika (Indonesia, Thailand, Malaysia).
Menurut Cox (1988), terdapat 400 spesies dari genus Garcinia, 40 spesies diantaranya
dapat dimakan dan 6 spesies darinya diambil buahnya.

Bunga manggis bersifat dioecius (berumah dua), tetapi hanya bunga betina
yang ditemui, bunga jantan mengalami rudimenter (Steenis 'l975, Cox 1988). -
Sehingga reproduksinya bersifat pa.nenogenésfs. Manggis memiliki jumlah kromosom
2n = 4X = 90, diduga tetraploid dan kemungkinan allotetraploid atau ampidiploid,
turunan dari Garcinia malacensis (2n = 2x = 42) dan Garcinia hambroniana (2n = 2x
=48), karena manggis mempunyai morfologi intermediet antara 2 spesies diploid ini,
sedangkan spesies Garcinia lainnya adalah 2n = 48,

Biji manggis merupakan biji apomiksis yaitu biji yang terbentuk tidak secara
kawin sehingga secara genetik sama dengan induk betina (Verheij dan Coronel 1991).
Sunaryono (1988), mengatakan karena bunga jantan tanaman manggis mengalami
rudimenter, hal ini menjadi kendala untuk perbaikan varietas melalui penyilangan.
Sistem perakaran tanaman manggis kurang berkembang, pertumbuhannya lambat
(Cox 1988). Lambatnya pertumbuhan bibit discl;abkan oleh akar lateral tidak
memiliki bulu akar yang sangat dibutuhkan untuk absorbsi nutrisi dan air (Almeyda
dan Martin 1976, Wiebel 1993).

B. Mutasi dengan Radiasi Sinar Gamma dan Pengaruhnya pada tanaman

Mutasi adalah perubahan genetik baik gen tunggal, sejumlah gen ataupun
susunan kromosom (Poespodarsono 1988). Mutasi buatan sengaja dilakukan, dipakai
sebagai salah satu cara untuk menimbulkan keragaman genetik baru. Mutasi dapat
diinduksi dengan cara fisik menggunakan radiasi seperti sinar X, sinar gamma,
panike] alfa, partikel beta, proton, neutron dan ultra violet (Negn'niu..l989) atau cara
kimia menggunakan Etil metanosulfonat (EMS), HNO2, Colchicine, Acenaphiene.



Radiasi merupakan penyinaran dengan sinar radioaktif, vang mempunyai
kemampuan menghasilkan radiasi pengion. Radiasi pengion adalah radiasi dengan
cnergi tinggi yang dapat mengadakan reaksi dengan objek yang dikenai radiasi
dengan cara pengionan, termasuk didalamnya adalah sinar gamma. Harten (1998)
mengatakan, sinar gamma adalah radiasi electromagnetik dan mempunyai energi yang
cukup tinggi untuk mengionisasi atom-atom dari molekul yang disinari tesebut,
gelombang clectromagnetik ini mempunyai spectrum berkelanjutan.

Efek utama yang ditimbulkan terhadap molekul adalah ionisasi dan eksitasi,
berlangsung beberapa detik setelah perlakuan. lonisasi terjadi jika elektron lepas dari
orbitnya. Eksitasi ialah suatu keadaan dimana sebuah elektron ditingkatkan
kedudukannya pada suatu tempat dengan energi yang lebih tinggi. Elektron yang
terlepas. segera dltangkap oleh molekul lain yang menycbabkan terbentuknya radikal
bebas yang bersifat reaktif.

Dengan terbentuknya radikal bebas yang reaktif dan bereaksi dengan molekul
dalam sistem biologi, akan mengacaukan proses-proses biokimia di dalam sel
sehingga dapat mengganggu homeostatis sel. Keadaan ini menyebabkan molekul lain
di dalam sel tidak dapat bekerja seperti semula,

Mutasi buatan dengan radiasi dapat menciptakan variasi genetik pada tanaman
manggis. Penggunaan radiasi dalam menimbulkan mutasi telah banyak memberikan
dampak positip terhadap bertambahnya jumlah varietas tanaman baru. Pada tanaman
berkayu, telah dihasilkan varietas unggul buah jambu biji, jeruk, kurma dan pear
Jepang (Jain 2000). Sampai tahun 1998, apel, tebu, padi, barley, tanaman hias telah
dilepas (Institut of Radiation Breeding 2001), demikian juga dengan tanaman pangan
dan hortikultura lainnya (Harten 1998).

C. Analisis DNA Tanaman dengan Penanda RAPD

Salah satu metode untuk mendeteksi perubahan pada tingkat DNA adalah
dengan Penanda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), penanda ini dapat
digunakan untuk mendukung usaha analisis genetik tanaman, terutama yang latar
belakang genomnya tidak diketahui.

Menurut William et al (1990), RAPD adalah salah satu tehnik untuk
menganalisis DNA berdasarkan -amplifikasi sekuen DNA acak dalam PCR
(Polymerase Chain Reaction), menggunakan primer acak oligonuklectida (10 base
pair) dan Taq DNA polimerase. Tehnik ini mampu menghasilkan potongan DNA

hasil penggandaan dalam jumlah yang tidak terbatas, ukuran fragmen dipisahkan
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dengan mcnggunakan elektroforesis agarose. Penanda RAPD dapat mendeteksi
polimorfisme fragmen DNA yang dihasilkan oleh 1 primer acak.

Penanda RAPD dapat menghasilkan estimasi yang lebih tinggi untuk
kesamaan interspesifik (Powel er al 1996, Gupta et al 1996). Penanda ini sudah
digunakan untuk mempelajari keragaman genetik tanaman tahunan, seperti tanaman
kelapa sawit di Afrika (Shah er al 1994), klon—klon karet hasil seleksi di Asia Timur
Jauh (Asburner et al 1997). Tehnik ini juga digunakan secara luas untuk
mengklasifikasi dan mendeterminasi spesies mikroorganisme dengan mengamati
rearrangements, penambahan, hilangnya DNA dan perubahan ploidi sel dengan
mengamati perubahan pola pita (Luceri C ef al 2005b). Penanda RAPD juga sudah
terbukti dapat digunakan untuk pembuatan peta genetik, analisis struktur genetik
suatu populasi, sfdik jari DNA organisme (Hedrick 1992, Rafalski er a/ 1991, Tingey
et al 1993, Wening 2001).

D. Pengakaran dengan zat pengatur tumbuh dan berbagai tehnik grafting

Zat pengatur tumbuh (ZPT) adalah senyawa organik bukan hara, yang dalam
Jjumlah sedikit dapat merangsang, menghambat dan mempengaruhi pola pertumbuhan
dan perkembangan tanaman (Gunawan,]1992 ; Wattimena 2000). ZPT sangat
diperlukan sebagai komponen medium bagi pertumbuhan dan difrensiasi sel. Tanpa
ZPT, pertumbuhan eksplan akan terhambat, bahkan mungkin tidak tumbuh sama

sekali.

Untuk pengakaran tanaman in vitro, ZPT auksin merupakan golongan yang
sangat penting dalam budidaya jaringan tanaman. Golongan auksin vang lebih sering
digunakan adalah Indole Acetic Acid (IAA), Indol Butirat Acid (IBA), Naphthalene
Acetic Acid (NAA). Nisbah auksin terhadap sitokonin akan menentukan arah °
pertumbuhan organ tanaman. Akar akan tumbuh bila nisbah auksin - sitokinin tinggi
(Krikorian 1995, Pierik 1987).

Tanaman manggis mempunyai sistem pengakaran yang sangat jelek, jumlah
akarnya sangat sedikit dan tidak menyebar jauh dari pohon induk serta tidak memiliki
bulu-bulu akar. Sehingga kemampuannya dalam menyerap hara juga rendah,
_sehingga pertumbuhannya menjadi lambat. Pengembangan perakaran _dengan tehnik -
penyambungan (grafting) diharapkan akan diperoleh bibit manggis yang baik, mampu
tumbuh dengan cepat. Sebagai batang bawah dapat digunakan seedling manggis in

vitro ataupun tanaman sejenis seperti mundu.



Selain ZPT, tehnik grafting (tehnik penyambungan) dapat digunakan sebagai
alternatif untuk mengatasi masalah pengakaran pada tanaman baik secara in vitro
maupun secara in vivo. Dalam penggunaan tehnik ini, penyambungan dilakukan
dengan berbagai model, dengan tujuan utama adalah menggabungkan /
meyambungkan tunas / entres dengan sumber batang bawah, hingga terbentuknya /
berpadunya kedua bagian tersebut yang ditandai dengan menyatunya kambium tunas
tanaman yang hendak disambungkan dengan batang bawah yang digunakan sebagai

sumber akar penyangga.

E. Hasil yang Sudah Dicapai dan Studi Pendahuluan yang Sudah
Dilaksanakan

Beberapa penelitian pendahuluan sudah dilakukan oleh peneliti dan diperoleh
hasil, seperti optimasi media pertumbuhan tanaman manggis in vitro dengan
kombinasi berbagai  kosentrasi ZPT Benzyl Amino Purine (BAP) dan pola
pemotongan eksplan yang berbeda (Harahap, 2005a ; Harahap, 2006a : Harahap,
2007). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ZPT BAP dengan konsentrasi 5 ppm
dan pola pemotongan eksplan biji yang dibelah potong empat menunjukka respon
yang paling baik.

Penelitian lanjutan setelah itu juga telah dilakukan yaitu: Peningkatan variasi
genetik tanaman manggis  dengan Induksi radiasi sinar gamma (Harahap, 2003 ;
Harahap, 2005a ; Harahap, 2005b), Induksi Variasi Genetik Tanaman Manggis
(Garcinia mangostana L.) dengan Radiasi Sinar Gamma, yang meliputi respon
pertumbuhan, perubahan morfologi, perubahan histologi. analisis perubahan genetik
dengan marka isozim  (Harahap, 2005a ; Harahap, 2006b, 2006c, 2006d),
mendapatkan Lethal Dosis tanaman manggis in vitro yang dibelah potong empat yaitu
32, 09 Gy (Harahap, 2005b).

Pada penelitian yang didanai oleh Hibah bersaing tahun 2008 ini, peneliti telah
melakukan analisis molekuler terhadap tunas manggis in vitro hasil radiasi, juga telah
diperoleh 3 pola media untuk menginduksi pengakaran manggis in vitro, melakukan
tehmk grafting -pada tanaman modcl Seluruh hasil pekerjaan ini, merupakan mput

untuk pelaksanaan pekerjaan tahun ke dua.



BAB Il
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

. Tujuan Seluruh rangkaian penelitian (3 tahun) adalah :

Mendapatkan data molekuler tanaman hasil perlakuan radiasi sinar gamma
dengan penanda Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD).

. Mendapatkan kombinasi media pengakaran terbaik untuk manggis in vitro.
Menghasilkan  tunas in  vitro Asam Glugur sebagai sumber untuk
penyambungan dengan tehnik grafting pada tunas manggis in vitro.

. Menerapkan beberapa tehnik grafting pada tanaman model dan mendapatkan
tehnik grafting terbaik untuk pengakaran manggis in vitro

. Melakukan aklimatisasi dengan berbagai komposisi media tanah dan
mengidentifikasi faktor-faktor penentu dalam budidaya tanaman manggis
(Garcinia mangostana L.) yang diperbanyak dengan kultur jaringan maupun
hasil perlakuan radiasi sinar gamma agar dapat tumbuh dan berkembang dan
menyesuaikan diri dengan berbagai kondisi rumah kaca.

. Mempelajari dan mendapatkan kondisi optimum untuk pertumbuhan dan
perkembangan tanaman manggis (Garcinia mangostana 1..) di rumah kaca

. Melakukan pembesaran bibit dan melakukan seleksi mutan potensial, dengan
beberapa kriteria antara lain: pertumbuhannya lebih cepat, penampilan
vigoritas lebih vigor, tahan terhadap penyakit, dapat bertumbuh dan
berkembang pada berbagai kondisi tanah, curah hujan dan iklim Indonesia.
Mendapatkan- bibit tanaman manggis yang berbeda secara genetik dan
berpotensi sebagai mutan potensial di lapangan yang memiliki pertumbuhan
lebih baik dan lebih cepat, tahan terhadap hama dan penyakit serta cekaman
lingkunga.

. Target ikutan dari hasil penelitian yang diusulkan ini adalah menghasilkan
beberapa publikasi ilmiah dalam Jurnal Nasional terakreditasi dan Jurnal
Internasional tentang : a) Hasil analisis genetik terhadap perubahan genetik
- tanaman mangéis (Garcinia mangostana L.) akibat perlakuan radiasi sinar
gamma dengan penanda molekuler Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD), b) Pengakaran manggis (Garcinia mangostana 1..) in vitro dengan

modifikasi zat pengatur tumbuh, c) Rekayasa pengakaran tanaman manggis
7



BAB 1V
METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Fisiologi dan Anatomi UNIMED
Medan, Laboratorium Kultur Jaringan YAHDI Medan, Laboratorium Bioteknologi
Pusat Kajian Buah Tropika IPB.

Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan adalah 1) Biji' manggis sebagai sumber tunas in vitro,
2) Biji asam glugur sebagai sumber kaki ganda dan penyambungan dengan tehnik
grafting, 3) Tunas tanaman manggis (Garcinia mangostana 1.) in vitro hasil
perlakuan 11 dosis radiasi sinar gamma 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 35, 40, 45, 50 Gy, 4)
Zat pengatur tumbuh seperti Sitokinin (BAP, Kinetin ), Auksin (IAA.IBANAA), 5)
Bahan kimia untuk pembuatan media Murashige and Skoog, 6) Bahan untuk
sterilisasi eksplan (alkohol, deterjen, klorox), 7) Bahan untuk isolasi DNA (PVPP, N2
cair, buffer ekstraksi (CTAB 10 %, EDTA 0,5M pH 8, Tris-HCI 1M pH 8,0, NaCl

SM, Aquades steril, merkaptoetanol), enzim kit.

Alat yang digunakan adalah alat gelas standart yang digunakan pada kultur
Jaringan seperti : botol kultur, petridish, gunting, scalpel, pinset, pipet, labu ukur,
Erlenmeyer, beaker glass, timbangan analitik, autoklaf, pH meter, kompor, oven,
laminar air flow cabinet (LAFC), tabung eppendorf mesin PCR. sentrifuge,

elektroforesis.

Metode / Tahapan dan cara kerja:
1. Analisis DNA dengan Penanda RAPD

Isolasi DNA dimulai dengan menggerus 0,2 gram daun muda dengan 0,02
gram PVPP dan N2 cair. Daun digerus sampai menjadi serbuk, kemudian dimasukkan
ke tabung eppendorf dan di tambah | ml buffer ekstraksi (CTAB 10 %, EDTA 0,5M
pH 8,0, Tris-HCI IM pH 8,0, NaCl 5M, Aquades steril) yang sudah dipanaskan lebih
dahulu, lalu ditambah merkaptoetanol 1 % kemudian divortex, lalu .diinkubasi selama
| jam pada suhu 65°C.



Setelah diangkat, campuran ditambah dengan | ml kloroform/isoamil alkohol
(24:1), kemudian disentrifuge dengan kecepatan 11000 rpm selama 5 menit. Suspensi
DNA yaitu larutan bagian atas dipindah ke tabung baru, kemudian diekstrak lagi
dengan | ml kloroform/isoamil alkohol (24:1) dan disentrifuge dengan kecepatan

I 1000 rpm selama 5 menit.

Suspensi DNA dipindah ke tabung baru, kemudian ditambah 2/3 volume
isopropanol dingin dan disimpan pada suhu -20'C selama 12 jam. Setelah itu larutan
DNA disentrifuge dengan kecepatan 11000 rpm selama 5 menit. Kemudian cairan
dibuang, pelet DNA dicuci dengan | ml etanol 70 % dan disentrifuge dengan
kecepatan 11000 rpm selama 5 menit. Pelet DNA dikeringkan dengan membalikkan
tabung diatas kertas penghisap atau divacum. Pelet dilarutkan dalam 100 pl buffer
TE, sebagai stok DNA.

Untuk pemurnian DNA, RNA dihilangkan dengan menambahkan air bebas ion
pada pelet DNA sampai volume 500 pl dan 40 pl RNAse 10mg/ml (dalam buffer
TE), kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 2 jam untuk menghilangkan RNA
dari preparasi. Selanjutnya ditambahkan 1 m! kloroform/isoamil alkohol (24:1) dan
disentrifuge kecepatan 11000 rpm selama 5 menit. Larutan bagian atas dipindah ke
tabung baru dan ditambahkan Na asetat pH 5,2 dan 1 ml etanol absolut dingin, lalu

dikocok perlahan dan diinkubasi dalam freezer selama 30 menit.

Kemudian DNA diendapkan dengan sentrifuge (11000 rpm) selama |5 menit.
Cairan dibuang dan pelet DNA dicuci dengan 200 pl etanol 70% lalu dikeringkan
dengan membalikkan tabung. Pelet dilarutkan dalam 50 pl buffer TE. Jika diperlukan
DNA dipurifikasi ulang dengan fenol / kloroform / isoamil alkohol (25:24:1). Hasil
akhir berupa pelet dilarutkan dalam buffer TE dan disimpan pada suhu -20°C.

Uji kuantitas DNA dilakukan dengan UV-VIS Shimadzu 2000 pada A 260-
280 nm. Berdasar ratio % 260 dan A 280, kemurnian harus 1,8 - 2,0. Uji kualitas DNA
dilakukan dengan elektroforesis. Tiga pl larutan DNA stok, 2 pl loading dye dan 5 pl
air bebas ion, dimigrasikan pada 0,8 % gel agarose selama | jam dengan buffer TAE
1X. DNA masih utuh jika mempunyai fragmen yang berukuran besar.

DNA  manggis diencerkan sampai konsentrasi 50 ng/ul, larutan DNA
diambil’2 pl, dicampur dengan p.creaksi PCR (master mix = 18,8 pul H,0 bebas ion;
2,5 pl buffer Tag DNA Polymerase 10x / 15 mM MgCl; ; 0,5 ul dNTPs 10 mM: | pl

primer 10 pmol/ui; 0,2 pl Taq DNA polymerase 5 unit/pl dan 25 ul mineral oil),
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kemudian campuran dimasukkan ke mesin PCR dan di jalankan dengan program
denaturasi 94° C selama | menit, annealing 36° C selama | menit, extention 72° C

selama 2 menit, proses ini dilakukan sebanyak 45 siklus.

Elektroforesis. Lima pl larutan hasil PCR dicampur dengan 1 ul loading dye,
dirunning dalam mesin elektroforesis dengan buffer TAE 1x dan 1.4 % gel agarose

selama 1,5 jam. Gel hasil elektroforesis diletakkan di UV transluminator dan diphoto.

Analisis pita RAPD dilakukan dengan membandingkan pola pita tanaman
kontrol dengan pita tanaman hasil radiasi untuk melihat adanya perubahan. Data
RAPD berupa pola pita DNA dengan ukuran tertentu. Potongan DNA genom diukur
dengan membandingkannya dengan berat molekul marker | kb ladder. Perbedaan

antar tanaman perlakuan'ditynjukkzin oleh jumlah pita dan jarak migrasinya.

Pola pita DNA diterjemahkan ke dalam data biner. Skoring dilakukan terhadap
pita-pita tegas dan tipis secara konsisten. Munculnya pita DNA diberi skor 1, jika
tidak ada pita diberi skor 0. Data biner digunakan untuk menyusun matriks data biner
yang diturunkan menjadi matriks persamaan individu tanaman manggis, dengan
menggunakan Koefisien Dice dari persamaan Nei dan Li , Fab = 2 Nab/ (Na+Nb)

Fab = nilai kesamaan antara individu a dan b (Koefisien kemiripan)
Nab = jumiah pita yang sama posisinya pada individu a dan b
Na dan Nb = jumlah pita pada masing-masing individu a dan b

Berdasarkan nilai kesamaan genetik, dilakukan analisis pengelompokan
dengan metode UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetic) dengan fungsi
SIMQUAL melalui program NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate System
(Rohlf  1998). Pengelompokan memperlihatkan hubungan kesamaan antar setiap
individu manggis berupa dendogram kesamaaan genetik. Jarak genetik adalah selisih
nilai persentase kesamaan terhadap nilai 100 %. Dari dendogram dapat disimpulkan
seberapa jauh perubahan tanaman hasil radiasi jika dibandingkan dengan tanaman
kontrol.

2. Induksi Tunas In vitro sebagai sumber untuk pengakaran manggis in vitro
Biji disterilisasi dengan cara disikat, sambil direndam detergen kemudian
d'icuci. seterusnya direndam benlate dan agrornyjcin masing-masing dengan
konsentrasi 2gr/250ml selama 2 jam. Biji dicuci dengan air steril 3x, kemudian
direndam klorox 20 % selama 15 menit, dicuci dengan air steril 3x, direndam kembali
11



dengan  klorox 10 % selama 20 menit, dicuci kembali dengan air steril 3x, terakhir

direndam dalam amoxilin 500 mg/l sampai penanaman dilakukan.

Biji dipotong/dibelah empat, kemudian eksplan ditanam dalam media MS % N
+ BAP 5 ppm. Biji diletakkan dengan bagian luka menempel pada media, kemudian
diletakkan pada rak kultur. Setelah tunas tumbuh mencapai ukuran tinggi 3 cm,

kemudian dipotong dan ditanam pada berbagai media pengakaran.

3. Pengakaran tunas in vitro

Rancangan percobaan untuk optimasi media pengakaran adalah rancangan
acak lengkap non satu faktorial. Tunas manggis in vitro yang telah berukuran tinggi 3 -
cm, dipotong kemudian ditanam pada berbagai media pengakaran.

Komposisi media pengakaran tersebut yaitu:
(a) Pola media A, meliputi :

MS + IBA 4 mg/l + NAA 3 mg/l
MSY:N + IBA 4 mg/l + NAA 3 mg/l
WPM + IBA 4 mg/l + NAA 3 mg/l
MS

(b) Pola media B, meliputi :
MS + IBA 3 mg/l + NAA 4 mg/l
MSYN + IBA 3 mg/l + NAA 4 mg/l
WPM + IBA 3 mg/l + NAA 4 mg/l
MS

(¢) Pola media C, meliputi perendaman planlet tanaman manggis selama 5 hari pada
media dibawah ini dan kemudian dipindah ke dalam media WPM + BAP | mg/] +

NAA | mg/l untuk ditumbuhkan
WPM + NAA 500 mg/l
WPM + NAA 1000 mg/l
MS¥%N + IAA 500 mg/l
MS¥N + [AA 1000 mg/l

MS%N + [BA 500 mg/l
MSYN + IBA 1000 mg/l.

Uji statistik yang digunakan adalah analisis sidik ragam dan Uji Lanjut Duncan’s
Multiple Range Test (DMRT). Model rancangan yang digunakan untuk optimasi
media pengakaran adalah (Steel and Torrie 1989, Mattjik dan Sumertajaya 2002):

Yij = p+ Ai + Eij
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Yij= nilai pengamatan pada satuan percobaan ke- j yang mendapat pengaruh
perlakuan media pengakaran

= nilai tengah umum
Ai = pengaruh taraf ke i dari faktor media pengakaran (i =1, 2...11)

Eij = pengaruh galat percobaan.,

4. Induksi Tunas In vitro Asam Glugur

Tunas in vitro Asam Glugur berguna sebagai sumber untuk penyambungan
dengan tehnik grafting pada manggis in vitro. Biji asam disterilisasi dengan cara
disikat, direndam detergen kemudian dicuci, seterusnya direndam benlate dan
agromycin masing-masing dengan konscntr#si 2gr/250ml selama 3 jam. Biji dicuci
dengan air steril 3x, kemudian direndam klorox 20 % selama 10 menit, dicuci dengan
air steril 3x, direndam kembali dengan klorox 10 % selama 20 menit, dicuci kembali
dengan air steril 3x, direndam dalam amoxilin 500 mg/l sampai penanaman
dilakukan. Biji ditanam dalam media MS + BAP 5 ppm, kemudian diletakkan pada

rak kultur.,

5. Uji coba pengakaran dengan tehnik grafting atau kaki ganda pada tanaman
model

Tanaman model yang digunakan adalah tanaman krisan dan daun dewa. Uji
coba tehnik penyambungan ini dilakukan untuk mendapatkan tehnik yang paling
mudah dalam menyambung tanaman manggis secara in vitro. Pola penyambungan
vang digunakan adalah model V. Cara kerja ini nantinya akan diterapkan pada

manggis in vitro

Tehnik pengakaran dengan bantuan kaki ganda adalah dengan memberi
tambahan akar, dengan cara sebagai berikut : Sepertiga dari bagian bawah batang
dibelah dari bagian pinggir sampai ke bagian tengah kemudian disambungkan dengan
batang bawah dari tunas lain yang juga telah dibelah dibagian tengahnya. Sehingga
dihasilkan 1 tunas dengan dua kaki (dua sumber akar) di batang bagian bawah atau
disebut kaki ganda. - ’

13



BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Analisis DNA dengan Penanda RAPD

Hasil ekstraksi DNA dari 80 sampel daun manggis ditampilkan pada gambar
di bawah ini. Hasil penelitian ini menunjukkan DNA tanaman manggis agak sulit
diisolasi jika dibanding dengan DNA tanaman lain. Hal ini kemungkinan disebabkan
oleh banyaknya kontaminan yang tercampur didalam DNA, seperti polisakarida yang
mempunyai sifat seperti DNA. Manggis banyak mengandung getah dan polisakarida
seperti tanaman berkayu lainnya yang dapat mengganggu proses isolasi DNA. Toruan
et al (1999), menyatakan bahwa senyawa polifenol merupakan kontaminan yang
mengganggu proses pemurnian DNA dan sering menyebabkan kegagalan dalam

mengisolasi dan memumikan DNA (Ashburner, 1997).

M | 2345678 910111213 1415161718 19 2021 22 23 24 252627 28 2930

3132 33 34 3536 37 38 39 40 4] 42 43 4445 46 47484950 51 5253 54 5556 57 S8 59

60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 7374 75 76 77 78 79 80

Gambar 1. Hasil isolasi DNA daun tanaman manggis kontrol dan hasil radiasi sinar gamma.
Keterangan: M= Marker. | sampai 80 = nomor tanaman

PCR pada 80 tanaman dengan 10 primer menghasilkan 98 pita (tabel 1). Dari
hasil yang diperoleh terlihat bahwa penanda ini mampu dan dapat digunakan untuk
melihat perubahan pada tanaman manggis akibat radiasi. Hal ini terlihat dari tingkat
polimorfisme yang cukup tinggi. Seluruh primer menghasilkan polimorfisme 100 %,
kecuali OPH 13 (80 %) dan SB 12 (50 %). Rata-rata tingkat polimorfisme ke 10
primer adalah 93,9 %.

Hasil PCR: dengan 10 primer menunjukkan bahwa tanaman kontrol adalah
seragam. Tanaman hasil radiasi mempunyai beberapa pola yakni: pitanya sama

dengan tanaman kontrol, kehilangan pita RAPD, mengalami penambahan pita RAPD,
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kehilangan pita RAPD yang ada dan penambahan pita baru,

pitanya.

Tabel 1. Jumlah pita hasil PCR dengan 10 primer acak pada 80 tanaman manggis

kehilangan seluruh

) l Primer | S Susunan Nukleotida ]umldt.t- Pita [ Pita ]
5iein 3’ Pita _polimorfik Monomorfik

I |OPH 12 | ACGCGCATGT 8 - 8(00%) |-
2 |OPH13 | CACGCCAC AC 10 8 (80% 2
3 |OPH18 |GAATCGGCCA |10 10 (100%) .
Bl SB 12 TGCCCACCTG 8 4 (50 %) 4
5 |SBI3 | AGICAGCCAC | 8 8 (100%)

6 |SB16 | GTGATCGCAG | 7 | 7(100%) |- el
7 |SB19 | CAGCACCCAC 9 | 9@oo%) |-
8 OPN 4 CACCGACCCA 13 13 (100%) -

19 OPN 12 | CACAGACACC 8 . 8 (100%)

10 JOPN 16 | AAGCGACCTG 17 17 (100%) -

| [ Jumlah LR 198 92 (93,99%) 6 AN

Gambar dibawah ini mewakili tampilan hasil analisis RAPD dengan amplifikasi

beberapa primer yang digunakan (primer OPH 12, SB 12, OPN 4).
M 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

M1 2345678 91011121314 1516

M 33 34 35 36 3738394041 4243 44 4546 47 48M 49 50 51 52 5354 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

M65 66 67 6869707172 73 7475 76 7778 79 80

Gambar 2. Pola pita DNA hasil PCR dengan primer OPH 12. M = Marker.1-80 = * nomor
tanaman. ® %= Nomor 14, tidak memperlihatkan amplifikasi. *® = Nomor 24,
pola pita sama dengan kontrol. # = Nomor 41,42,43,44 kehilangan 5,3.3,3 pita.
“No 61, 62, 63, 64 = kehilangan 6, 4, 5, 3 pitas « > = No 69 kehilangan $ pita.

Amplifikasi dengan primer OPH 12 menghasilkan 8 pita. Tanaman kontrol
memiliki semua pita ini. Tanaman hasil radiasi umumnya kehilangan pita. Pada
amplifikasi dengan primer ini, tanaman nomor 14 kehilangan seluruh pitanya, juga
pada primer OPN 12 dan OPN 16, pada 7 primer lain memperlihatkan amplifikasi.
Tanaman nomor 24 dan nomor 46 memiliki pold pita sama dengan tanaman kentrol.
Beberapa tanaman lain kehllangan pita ke 2, ke 3, ke 4, ke 5, ke 6, ke 7 dan ke 8.
Umumnya tanaman paling banyak (60 tanaman) mengalami kehilangan pita ke 8

dengan amplifikasi menggunakan primer OPH 12 ini.
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Dengan menggunakan primer acak SB 12, PCR terhadap 80 tanaman
manggis menghasilkan 8 pita. Tanaman induk dan tanaman kontrol tidak memiliki
pita ke 1 (gambar 3). Tanaman yang memiliki pola pita sama dengan tanaman
kontrol berjumlah |5 tanaman. Beberapa tanaman kehilangan pita ke 2, 3, 4. Tidak
terdapat tanaman yang kehilangan seluruh pitanya dari hasil amplifikasi DNA
dengan primer ini. Tujuh tanaman (nomor 3, 4, 7, 8. 9, 57. 60 mengalami

penambahan pita ke 1.
2345 67 89 10111213 141516 M17 I8 19 20 21 2223 24 25 26 2728 2930 3132
M 33 34 3536 37383940 4142434445 464748 M4950 SI 5253 54 55 56 57 58 59 60 6] 62 63 64
M 65 66 67 68 69 70 71 72 73 7475 76 77 78 79 80

Gambar 3. Poh pita DNA hasil PCR dengan primer SB 12, M=Marker. 1— 80 = nomor
tanaman. *Nomor 3,4, 7, 8,9, 57, 60 mengalami penambahan pita ke 1.* *P> = Nomor
12, 14, 2(). 39, 52 kehilangan pita ke 2,3. **P> nomor 41 kehilangan pita ke 2, 4

M1 234567 8B910111213141516 M 1718 192021 22 2324 25 26 27 28 2930 3132
M 33 34 35 3637 3839 40 414247 44 45 46 4 48 M 49 50 51 52 53 54 55 56 5758 59 6061626364
M 65 66 676869 70 71 727374 75 76 77 78 19

Pola pita DNA hasil PCR dengan primer OPN 4, M=Marker. 1-80 = nomor
tanaman. ****®= Nomor 5 kehilangan 7 pita, bertambah pitake 13. = =
Nomor 22, 28 = bertambah pita ke 1. *==» = Nomor 33 kehilangan semua pita,
#--> = Nomor 53, 54, 80 = hilang pita ke 4, 5, 6, 10, 11

Primer-OPN 4 mengamplifikasi 13 pita, tanaman kontrol tidak memiliki

pita ke 1, 2, 9 dan 13. Dua puluh dua tanaman pola pitanya sama dengan



tanaman Kontrol. Tanaman nomor 33 kehilangan seluruh pita. Tujuh tanaman

mengalami penambahan pita ke |, 6 tanaman bertambah pita ke 2.

Hasil amplifikasi dengan primer OPH 12 menunjukkan paling banyak (17
tanaman) kehilangan | pita, hanya | tanaman kehilangan pita terbanyak yaitu 6 pita,
amplifikasi dengan primer OPH 13 menunjukkan 27 tanaman kehilangan 6 pita dan
Jumlah terkecil adalah 4 tanaman kehilangan 3 pita. Hasil amplifikasi dengan primer
OPH 18, SB 12 dan OPN 12, terdapat paling banyak yaitu 17, 40 dan 40 tanaman
kehilangan 1 pita. Amplifikasi dengan primer SB 13 dan SB 16 menunjukkan jumiah
tertinggi yaitu 29 dan 24 tanaman kehilangan 2 pita. Amplifikasi dengan primer OPN
16 menunjukkan 24 tanaman kehilangan 3 pita. Grafik yang menunjukkan
perbandingan jumlah tanaman yang kehilangan pita RAPD pada masing- masing
primer terlihat pada gambar 5. '

CENIE Gph i3 opnil  an12 =iy bl i “Rnd opni1l opnte
primer

Gambar 5. Jumlah tanaman berdasarkan pita yang hilang pada amplifikasi tiap primer.

Selain kehilangan pita, perlakuan radiasi juga menyebabkan munculnya pita
baru dibandingkan dengan tanaman asalnya. Pada umumnya banyaknya pita yang
muncul adalah satu. Jumlah terbanyak adalah hasil amplifikasi primer OPH 13 yaitu
42 tanaman mengalami penambahan 1 pita, dengan primer lain terdapat 3 sampai 12
tanaman mengalami penambahan | pita. Hanya beberapa tanaman dengan beberapa
primer yang mengamplifikasi penambahan 2 pita. Penambahan 3 pita hanya terjadi
pada amplifikasi dengan primer OPN 4 (gambar 6)
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Gambar 6. Jumlah tanaman berdasarkan pita yang bertambah pada amplifikasi tiap primer.
Peningkatan dosis radiasi tidak menyebabkan semakin banyak pita yang hilang atau
pita yang bertambah. Contoh individu sampel nomor 79, 80 dengan primer SB 13 hanya
mengalami kehilangan 1 pita, sementara lanaman lain dengan perlakuan dosis yang lebih
rendah mengalami kehilangan pita lebjh banyak.

Tabel 2. Tanaman manggis hasil radiasi sinar gamma yang kehilangan sefuruh pita
RAPD dengan primer tertentu

No Nomor Nomor kode Hasil periakuan Jenis
tanaman tanaman primer
1 | 5 2.10.1 Pohon 2; 10 gy ; eksplanke 1 | OPN 16
2 5 2.10.1 Pohon2: 10 gy : cksplanke | | SB 16
3 14 2.40.1 Pohon 2 ; 40 gy ; eksplan ke | OPH 12
- 14 2.40.1 Pohon 2 ; 40 gy ; cksplan ke 1 SB 19
5 14 2.40.1 Pohon 2 ; 40 gy ; cksplan ke 1 OPN 12
6 29 5.40.1 Pohon 5 ; 40 gy ; eksplan ke | OPH 18
T 1 33 13.5.1 Pohon 13: 5 gy :cksplanke 1 | OPN4 |
8 33 13.5.1 Pohon 13: 5 8y seksplanke 1 | OPN 16 |
9 47 13.30.1 Pohon 13 ; 30 gy ; eksplanke 1 | SB 13
10 49 235.1 Pohon 2 ; 35 gy ; cksplan ke | OPH 18
1 51 13.40.1 Pohon 13: 40 gy : cksplanke | | SB 16 |
12 52 13.40.2 Pohon 13 ; 40 gy ; eksplanke 2 | SB 16

Radiasi sinar gamma menyebabkan perubahan pada tingkat DNA., Analisis terhadap
data biner pita RAPD dari 80 sampel tanaman manggis menunjukkan bahwa tanaman induk
dan tanaman kontrol memiliki koefisien kemiripan = | atau jarak genetiknya adalah 0 %, jadi
secara genetik adalah identik, sedangkan tanaman hasil radiasi tidak ada yang memiliki
kemiripan 100 % dengan tanaman kontrol. Tidak dijumpai pengelompokan yang khas
berdasarkan dosis radiasi atau berdasarkan nomor pohon, tidak ada kecenderungan jarak

genetik yang semakin besar seiring dengan peningkatan dosis radiasi.

_ Dendrogram pada gambar 7 memperlihatkan bahwa pengelompokan seluruh
tanaman terbentuk pada koeﬁsie;l kemiripan 0,62-1. Tanaman nomor 22 (5.15.1) merupakan
tanaman yang paling sedikit mengalami perubahan, dengan koefisien kemiripan 0,91 (91%)
atau memiliki jarak genetik 0,09 dari tanaman kontrol, dengan kata lain tanaman ini hanya
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mengalami perubahan 9 %. Tanaman yang mengalami perubahan paling besar adalah
tanaman nomor 14 (2.40.1) dengan koefisien kemiripan = 0.62 atau mempunyai jarak genetik
0,38, dengan kata lain terjadi perubahan 38 % pada tanaman ini dibanding dengan tanaman
kontrol. Hasil PCR menunjukkan tanaman ini kehilangan seluruh pitanya pada amplifikasi
dengan primer OPH 12, SB 19, OPN 12 dan merupakan tanaman yang terbanyak kehilangan

amplifikasi.

Tingkat polimorfisme primer yang digunakan dalam penelitian ini cukup
tinggi (93,9%), hal ini mengindikasikan bahwa penanda RAPD ini dapat digunakan
sebagai penanda pembeda antara tanaman kontrol dengan tanaman manggis hasil
perlakuan radiasi sinar gamma. Hasil penelitian mutasi dengan radiasi sinar gamma
sangat bersifat individual dan bagian sel yang terkena radiasi dan mengalami mutasi

juga berbeda-beda antara eksplan satu dengan lainnya
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Gambar 7. Dendrogram kemiripan 80 tanaman manggis hasil radiasi sinar gamma berdasarkan
pola pita DNA RAPD dengdn 10 primer .

Beberapa penyebab bertambahnya pita: 1). Terjadi delesi diantara 2 situs
tempat menempel primer. DNA yang tadinya panjang dan dibagian ujung masing-
masing tefah menempel primer namun tidak dapat berpolimerisasi karena terlalu
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panjangnya situs yang ada, schingga enzim DNA polymerase tidak mampu
melakukan polimerisasi secara berulang. Jika DNA ini terpotong dan hilang di bagian
tengah maka setelah potongan menyambung DNA polymerase akan mampu
mengamplifikasi. 2). Substitusi: Jika terjadi substitusi pada potongan DNA tertentu,
akan menyebabkan terdapat situs baru yang cocok untuk primer tertentu (Suharsono
2003).

Radiasi sinar gamma adalah radiasi fisik, DNA yang mengalami kerusakan
adalah pada tahapan pembentukan proteinnya (William et o/ 1990). Sehingga jika satu
sel terkena sinar gamma dan sel tersebut mengalami mutasi pada satu oligonukleotida
dan sel tersebut bertahan hidup maka sel keturunannya mengalami perubahan dan

perubahan itu semakin banyak sejalan dengan pembelahan sel yang terjadi.

Kemungkinan penyebab hilangnya pita adalah terjadi delesi pada situs dimana
seharusnya primer dapat menempel, duplikasi, substitusi basa nitrogen, insersi dan
translokasi, mutasi kromosom. lonisasi basa di dalam molekul DNA dapat
menyebabkan basa-basa tersebut salah berpasangan. Dalam keadaan normal timin
akan berpasangan dengan adenin, jika timin kehilangan 1 proton akibat ionisasi, maka
timin akan dapat berpasangan dengan guanin, struktur DNA akan berubah. Van
Harten (1998) mengatakan jika radiasi pengion merubah DNA, akan meyebabkan
terjadinya mutasi gen. Jika radiasi pengion memutuskan rantai kromosom, maka dapat
merubah struktur kromosom (delesi, inversi, duplikasi, translokasi). Jika merusak
benang spindel akan merubah jumlah kromosom sehingga menyebabkan terjadinya

cuploidi dan aneuploidi.

B. Induksi Tunas Manggis In Vitro

Pada Induksi tunas manggis in vitro ini tidak dilakukan penggunaan beberapa
modifikasi media pertumbuhan. Media pertumbuhan untuk menginduksi tunas
digunakan media MS %4 N + BAP 5 ppm yang sudah merupakan hasil penelitian
terdahulu (Harahap, 2005). Tahapan induksi tunas pada penelitian ini adalah untuk
mendapatkan tunas manggis in vitro yang banyak, yang akan digunakan sebagai
sumber untuk pengakaran manggis in vitro.

Biji dibelah empat dan diletakkan dengan bagian luka menempel pada media,
kemudian diinkubasi.pada rak kultur. Setelah tunas tumbuh mencapat ukuran tinggi 3
cm, kemudian dipotong dan ditanam pada berbagai media pengakaran. Pada tahun
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pertama ini telah dihasilkan tunas sejumlah 150 tunas dan telah digunakan sebagai

sumber untuk induksi pengakaran manggis in vitro (gambar 8).

Gambar 8. Induksi tunas manggis in vitro dengan media MS % N + BAP 5 ppm

C. Pengakaran Tunas Manggis In Vitro
Komposisi media pengakaran yang dicobakan yaitu:

(1) Pola media A, meliputi : a. MS + IBA 4 mg/l + NAA 3 mg/l, b. MS%:N +IBA 4 mg/l
NAA 3 mg/l, c. WPM +IBA 4 mg/l + NAA 3 mg/l, d.MS.

(2) Pola media B, meliputi : a. MS + IBA 3 mg/l + NAA 4 mg/l, b. MSY:N + IBA 3 mg/l +
NAA 4 mg/l, c. WPM+IBA 3 mg/l + NAA 4 mg/l, d. MS.

(3) Pola media C, meliputi perendaman planlet tanaman manggis selama 5 hari pada media
dibawah ini dan kemudian dipindah ke dalam media WPM + BAP | mg/l + NAA 1 mg/l
untuk ditumbuhkan secara in vitro. a. WPM + NAA 500 mg/l, b. WPM + NAA 1000
mg/l, c. MS¥%N + IAA 500 mg/l, d. MS¥%N + IAA 1000 mg/l, e MSY%N + IBA 500

mg/l, f. MS¥%N + IBA 1000 mg/l (gambar 9).

Gambar 9. Induksi Pengakaran "a. Pola media A, b. Pola Media B, c. Pola Media C. ’



Dari hasil analisis statistik, Perlakuan dengan media pola A, B, tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata (f hitung < f tabel ). Hal ini dapat dimaklumi.
karena memang tanaman manggis pada dasarnya sangat sulit berakar, jika memiliki

akar, jumlahnya sangat terbatas (umumnya | akar).

Tabel 3. ANAVA dari Pola Media A

Sumber bge: —=7 rep . [T Tabel
Keragaman i "j( B l FHiting 0,05 0.01
Perlakuan 3 13 4.33 1 0.559™ 6.59 16.69
Galat 3 31 7.75 - - =
| Total 7 44 - - - - J
Keferangan: tn = fidak nyata
Tabel 4. ANAVA dari Pola Media B
Sumber s F Tabel
jiraguman Db K KT FHitung 0.05 — 0.01
Perlakuan 3 0,83 0,28 076" 6,59 16,69
Galat 4 147 0,37 |- - -
Total 7 23 - - - -

Keterongén: tn = tidak nyata

Dilihat dari tampilan morfologi yang terlihat, dengan penggunaan pola A dan
B, umumnya tunas manggis yang diperlakukan dengan media MS 1/2 N tanpa
penambahan zat pengatur tumbuh tidak mengeluarkan akar, sementara yang ditanam
dengan penambahan Auksin umumnya tunas-tunas manggis in vitro mengalami
penambahan jumlah akar, walaupun secara statistik tidak berbeda nyata, namun
mengingat bahwa manggis adalah tanaman yang sulit untuk berakar, maka
penambahan jumlah akar tersebut ~sudah menunjukkan indikasi peningkatan
pertumbuhan dalam hal induksi pengakaran. Penambahan jumlah akar umumnya
dimulai pada minggu ke delapan.

Hasil perlakuan dengan Pola Media A dan B umumnya menghasilkan jumlah
akar yang sedikit dan panjang, dengan perlakuan Pola Media C, jumlah akar lebih
banyak namun kondisi akar pendek — pendek (gambar 10).

= b.

Gambar 10. Kiri: umumnya hasil pola pengakaran A dan B. Kanan: umumnya hasil pola pengakaran C




Perlakuan dengan media pola C memperlihatkan respon yang lebih baik, hasil

analisis statistik menunjukkan bahwa f hitung > f tabel, artinya perlakuan perendaman

tunas manggis in vitro selama 5 hari pada media pengakaran dengan penambahan

auksin dosis tinggi menunjukkan pengaruh yang nyata. Setelah tunas dipindahkan

pada media pertumbuhan lanjut (MS % N + NAA 1 ppm + BAP 1 ppm) .

menunjukkan respon bahwa batang bagian bawah mulai membengkak setelah 2

“

minggu. Pembengkakan berlangsung selama 8 minggu dengan menunjukkan respon

pembengkakan yang semakin besar. Minggu berikutnya pembengkakan mulai pecah

dan mengeluarkan akar. Wattimena (2000), mengatakan zat pengatur tumbuh auksin

berperan aktif dalam menginduksi penakaran.
Tabel 5. ANAVA dari Pola Media C

Sumber Keragaman ; y F Tabel
Db | JK KT FHitung
0,05 0,01
Perlakuan 5 141 0.282 6.44* 439 | 8.75
“Galat 6 1.05 | 004375 |- - -
Total 1 N -

Keterangan: * = berbeda nyata

Gambar 11. Tunas dengan perlakuan pola media C ; a. mulai membengkak, b. mengeluarkan akar

Tabel 6. Uji BNT dari Pola Media C

Rata- rata Perlakuan 1364 [0908 [0804 [0804 |[0.804 0.7 Notasi
1.364 =1 0456+ [ 056+ 056% | 056* | 0.664° b
0.908 = ], va 0.104™ | 0.104" | 0.104™ | 0.208° ab
0.804 ) = a X . 0.104" | a
0.804 = - . - 0.104" a
0.804 - - - . - 0.104'" a
0.7 3 > : . z

BNT (0.05) = 0.296
* = berbeda nyata
tn = tidak berbeda nyata




D. Induksi Tunas In vitro Asam Glugur

Tunas in vitro Asam Glugur berguna sebagai sumber untuk penyambungan
kaki ganda dan untuk tehnik grafting pada manggis in vitro. Biji ditanam dalam
media MS + BAP 5 ppm (setelah dilakukan penelitian pendahuluan), kemudian

diletakkan pada rak kultur.

Penelitian ini telah melakukan induksi pertumbuhan tunas in vitro dan telah
dihasilkan tunas-tunas asam glugur in vitro. Tunas - tunas asam glugur yang
dihasilkan pada tahun | ini, nantinya akan digunakan untuk penelitian tahun kedua
yaitu sebagai sumber untuk penyambungan kaki ganda dan penyambungan dengan

tehnik grafting (gambar 12).

b.

Gambar 12. a, b. Eksplan asam glugur, ¢. Tunas asam glugur yang dihasilkan

a. C.

E. Uji coba pengakaran tehnik grafting atau kaki ganda pada tanaman model
Tehnik pengakaran dengan bantuan kaki ganda yang dilakukan pada penelitian
ini adalah dengan memberi tambahan akar, dengan cara sebagai berikut : Sepertiga
dari bagian bawah batang dibelah dari bagian pinggir sampai ke bagian tengah
kemudian disambungkan dengan batang bawah dari tunas lain yang berasal dari |
genus, yang juga telah dibelah dibagian tengahnya. Sehingga dihasilkan 1 tunas

dengan dua kaki (dua sumber akar) di batang bagian bawah atau discbut kaki ganda.

Tanaman model yang digunakan adalah krisan dan daun dewa (gambar 12).
Uji coba tehnik penyambungan ini dilakukan untuk mendapatkan tehnik yang mudah.
Tehnik ini nantinya akan digunakan untuk menyambung manggis secara in vitro.
Pola penyambungan yang digunakan adalah dengan penyambungan model V. Cara

kerja ini nantinya akan diterapkan pada manggis in vitro.

Gambar 13. Tanaman model (Krisan, Daun Dewaj yang telah berhasil disambung
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DEFARTEMEN PENDIDIKAN NASIONAL
UNIVERSITAS NEGERI MEDAN
{STATE UNIVERSITY OF MEDAN)
LEMBAGA PENELITIAN
[ RESEARCH INSTITUTE )
LW Iskandar Pse. Vokorak Pos No. 1589 - Medan 20221 Telp. (061) 6636757, 6614002, G613 9. comail:dpunimed @
Indo,net.ld

SURAT PERJANJIAN KERJA
No. 130/H33.8/KEP/PL/2008

Pada hari ini Senin tangaal empat belas bulan April tahun dua ribu delapan, kami yang bertanda tangan

di bawah i

1. Dr. Ridwan A, Sani, M.Sy Ketua Lembaga Penelitian Universitas Negeri Medan, dan atas nama
Rektor  Unimed, dan  dalam  perjanjian ini  disebut PIHAK
PERTAMA, -

2. Dr. Fauziab Fahap, M.Si Dosen FMIPA  bertindak sebagai  PenclitifKetua  peluksana
penclitian,  selanjutnya disebut PIHAK KEDUA.

Kedua belah pihak secara bersama-sama telah sepakat mengadakan Surat Perjanjian Kerja (SPIK) untuk melakukan

penelitian sebagai berikut ;

Pasal 1
Berdasarkan SP2HP Tahun Anggaran 2008 DP2M Dirjen Dikti Depdiknas, tanggal 6 Maret 2008 Nomor :
003/SP2H/PP/DP2M/111/2008, PIHAK PERTAMA memberi tugas kepada PIHAK KEDUA dan PIHAK KEDUA
menerima tugas tersebut untuk melaksanakan/mengkoordinasi pelaksanaan penclitian Hibah Bersaing, berjudul

"Seleksi dan Pengakaran Tanaman Manggis (Garsinia Mangostana L) In Vitro Hasil Induksi Radiasi Sinar
Gama Untuk Mendapatkan Muatan Potensial.®

Yang berada di bawah tanggung Jjawablyang diketahui oleh : PIHAK KEDUA dengan masa kerja 8 (delapan) bulan,
terhitung sejak diterbitkannya SP2H Dirjen Dikti dan SPK ini ditanda tangani ,

Pasal 2
I. PIHAK PERTAMA memberikan dana penelitian tersebut pada pasal | sebesar Rp. 45.000.00G,-
(Empat puluh lima juta rupiah) dilaksanakan secara bertahap.
2. Tahap perama sebesar 70% yaitu Rp.31.500.000,- (Tiga puluh satu juta lima ratus ribu rupiah} dibayarkan
sewaktu Surat Perjanjian Kerja ini ditandatangani oleh kedua belah pihak.
3. Tahap kedua scbesar 30% yaitu Rp.13.500.000,- (Tiga belas juta lima ratus ribu rupiah) dibayarkan setelah
PIHAK KEDUA menyerahkan faporan hasil penelitian kepada PIHAK PERTAMA.

- Pasal 3
I. PIHAK KEDUA mengajukan‘menyerahkan rincian anggaran biaya (RAB) pelaksanaan penclitian sesuai
dengan besarnya dana penelitian vang telah disetujui oleh Dikti dan alokasi dana mengikuti peraturan yang
berlaku.
2. Semua kewajiban yang berkaitan dengan pengelolaan keuangan dan aset Negara termasuk
kewajiban memungut dan menvetorkan pajak dibebankan kepada PIHAK KEDUA.
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