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RINGKASAN

Tujuan dari penelitian Hibah Bersaing tahun pertama adalah mendapatkan
beberapa genotipe planiet (tanaman) padi ladang asal Kepulauan Nias tenggang Al
dan pH rendah hasil pengujian kultur in vitro.

Metode yang digunakan untuk mencapai tujuan tersebut adalah : 1) metode
peningkatan keragaman somaklonal melalui kultur kalus iradiasi sinar gamma
(Edi, 2004), 2) uji pada kultur in vitro menggunakan komposisi media MS yang
dimodifikasi (Van Sint Jan er al., 1997).

Kegiatan penelitian tahun pertama meliputi : induksi kalus selama 10
minggu, iradiasi sinar gamma selama 1 minggu, pengujian kalus pada media in
vitro selama 12 minggu, regenerasi kalus menjadi tunas selama 8 minggu, induksi
akar pada kalus yang sudah bertunas 6 minggu.

Hasil penelitian tahun pertama adalah : (1) Kultur kalus dan iradiasi sinar
gamma dapat meningkatkan keragaman penampilan kalus yang terlihat dari wama
kalus (mulai dari warna kuning, kuning keputihan, putih kekuningan, bening atau
tidak), struktur kalus (kompak, kompak tidak merata, friable, nodul jelas atau
tidak); (2) kalus dengan penampilan putih kekuningan, bening, friabel dan nodul
yang jelas akan memberikan kalus bertunas lebih banyak; dan (3) didapat 68
genotipa tanaman padi dari 3 varietas yang digunakan, dengan rincian : 23
genotipa dari turunan varietas nias-1, 23 genotipa dari turunan varietas nias-2 dan
22 genotipa dari turunan varietas nias-3,
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BAB L. PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Indonesia sampai saat masih menghadapi masalah kekurangan persediaan
pengummldnnmbwkmkmvusiumkcpcuﬁmpamdnn,indmui,
pakmdmmﬁaﬂuk&r?ummmmdlmakmdmng
dilnkukmdmganmmnﬁmhnhlmsubopﬁmalmmsihmgmlmsdihm
Pulau Jawa dan Bali. Salah satu kendala pada lahan sub-optimal adalah kemasaman
M(kmmAldaanmdah)Sohm’nyaadahhpengmbanmvmicmmdi
unggul adaptif terhadap lahan sub-optimal melali pemulian dan penerapan
biotckmbgi.lnlhﬁmnidengmAgcndaRisetNmkxnlzow—ZOM.Tuget
capaian 2014 adalah rekombinasi jenis dan varietas tanaman pangan pokok serta
bmihtmanmntcnggmghhan(DcmeisaNasioml,zom).

Cuayangdilakﬂantmmkmmpaitugctdiatasmelahipemulimdm
penerapan bioteknologi pada kultur in vitro dan iradiasi sinar gamma. Kultur in vitro
dilakukan dengan cara menginduksi kalus sehingga keragaman sel-sel somatik
meningkat. Sclanjuinya untuk lebih meningkat keragaman pada sel-sel kalus
dilakukan dengan cara iradiasi sinar gamma. Terbukti bahwa kultur kalus dan
iradiasi sinar gamma dapat meningkatkan keragaman somaklonal (Fdi, 2004).
Keragaman yang tinggi memudahkan pengujian terhadap Al dan pH rendah.

Hal lain yang fidak kalah pentingnya adalah eksplan yang merupakan sumber
kehidupan&hmmmpaakimSaehhdihh:kmobservasidiSmUm
makadipﬂihchtﬂmmNiassebagnimbereksplankmm:l)jcnispadihdmg
ymgbiasadhamokhpmdmhkdlﬁmkbihbmyak,Z)ptodﬁsinyathggi,ﬂ
tahan hama dan pemyakit, 4) morfologinya spesifik’khas dan  berpotensi
dikembangkan di daerah lain di Sumatera Utara, dan 5) uji cepat (percobaan
pendabuluan) di Laboratorium untuk mengetahui kepekaan terhadap Al dan pH
rendah, hasilnya adalah beberapa jenis padi ladang peka asal Kepulauan Nias
(Herkules dan Edi, 2008). Jenis padi peka inilah yang digunakan sebagai sumber
cksplan pada penelitian Hibah Bersaing tahun 2011 — 2013, yang mana sebelumnya
telah dilakukan Penelitian Fundamental untuk mengetahui media dan zat pengatur
tumbuh terbaik dalam menginduksi dan meregenerasikan kalus padi.



1.2. Tajuan Khusas
Penelitian ini bertujuan -
1. Mendapatkan planlet’' (tanaman) padi ladang asal Kepulauan Nias tenggang

terhadap Al dan pH rendah hasil pengujian kultur in vitro (Tahun 1).

2. Memperoleh tanaman padi ladang asal Kepulauan Nias tenggang terhadap Al

dan pH rendah hasil pengujian larutan hara (Tahun 11).

Memperoich benih padi vigor dan fertil yang tenggang terhadap Al dan pH
rendah hasil pengujian tanah asam (Tahun IT).

Mendapatkan benih padi vigor dan fertil tanaman padi pada setiap generasi dan
beberapa genotipe tanaman padi yang diuji sifat tahanannya terhadap keracunan
Al dan pH rendah hasil vji progeni sampai generasi keempat (R4) (Tabun III).

1.3. Urgensi (Kentamaan) Penelitian
13.1. Urgensi Bagi Peagembangan Ilmu Pengetahuan dan Seni

Penclitian imi sangat penting untuk pengembangan ilmu pengetahuan

terutama dalam bidang kultur jaringan, antara lain :

I.

Menginduksi keragaman somaklonal melalui kultur in vitre (kalus). Sudah
banyak penelitian yang menyatakan bahwa keragaman somaklonal dapat
ditingkatkan melalui kultur in vitro (kultur kalus). Kalus merupakan kumpulan
sel yang tanpa bentuk (amorphous), membelah secara terus menerus tanpa
mengalami diferensiasi (dediferensiasi). Kalus secara in vitro dapat terbentuk
dengan adanya kescimbangan zal pengatur tumbuh auksin dan sitokinin yang
diberikan. Auksin kuvat (2,4-D dan NAA) dan sitokinin kuat (BAP) dapat
meningkatkan pertumbuhan dan pembelahan sel kalus, schingga diharapkan
adanya penyimpangan pembelahan mitosis. Penyimpangan pembelahan mitosis
yang begitu cepat, mengakibatkan keragaman sel menjadi meningkat. Selain itu
pemberian 2,4-D dapat menghalangi terbentuk benang-benang spindel sehingga
pada waktu pembelahan intinya tidak memisah (double nucleus).

Langkah selanjutnya adalah menseleksi sel ke dalam media yang mengandung Al
(pH rendah). Scl-sel yang mampu bertahan selama seleksi berarti sel tersebut
tahan terhadap bahan penyeleksi (Al dan pH rendah).

Selanjulnya meregenerasikan kalus hasil seleksi in vitro dan iradiasi sinar gamma
menjadi planlet dengan memodifikasi media dasar dan zat pengatur tumbuh



schingga didapatkan planlet yang beragam. Keberhasilan tahap ini akan
menentukan tahap-tahap selanjutnya karena disamping mendapatkan planlet
(tanaman) berasgam, juga sekaligns memperbaiki metode dan mempersingkat
waktu seleksi.

4.Pabaﬂmndanpmmbenmnxtodepmﬁmtmmandanpmm
untuk mendapatkan varictas/jenis tanaman unggul

1.3.2. Manfast bagi Pembangunan dan Institusi

Penclitian ini disesvaikan dengan Agenda Riset Nasional talon 2010 — 2014
schingga memberikan manfaat besar bagi Pembangunan dan Institusi. Hal ini akan
tercermin dari huaran (ouf pur) penelitian itu sendiri. Berikut ini uraian manfaat bagi

1.3.2.1. Manfaat bagi Pembangunan

Ketahanan pangan merupakan Agenda Riset Nasional tahun 2010 — 2014, hal
ini sesuai dengan prioritas pembangunan Kabinet Indoncsia Bersatu — I, maka
daya saing produk pertanian, peningkatan pendapatan petani, serta kelestarian
lingkungan dan sumber daya alam.

Permasalahan dan tantangan yang dihadapi dalam aspek ketersediaan dan
produksi pangan, disamping banyak dipengarohi oleh perubahan cepat pada
lingkungan global dan perubahan iklim, secara umum terjadi akibat adanya dua
kecenderungan utama. Kecenderungan pertama adalah terus bertambahnya
kebutuhan pangan sciring dengan laju pertumbuhan penduduk. Kecenderungan
kedua adalah semakin menyempitnya lahan pertanian karepa tekanan penduduk

Upaya meningkatkan produksi pangan dimasa yang akan datang tidak akan
menjadi lebih mudah karena lahan subur yang tersedia akan makin berkurang karena
konvers: untuk kepentingan perumahan, industri, perkantoran, dan infrastruktur. Laju
konversi lahan pertanian ke non pertanian di Indonesia diperkirakan mencapai



106.000 hektar selama 5 tahun. Laju konversi tersebut paling pesat terjadi di sekitar
kota-kota besar di Pulau Jawa. Solusinya adalah memanfaatkan lahan sub-optimal
yang sangat diluar Pulau Jawa (Sumatera, Kalimantan, dan Papua). Lahan sup-
optimal mempunyai banyak kendala, salah satu kendalanya adalah lahan masam (pH
rendah). Oleh sebab itu pengembangan varietas adaptif untuk lahan sub-optimal
perlu dilakukan, penelitian ini akan memberi luaran (owf puf) yaitu mendapatkan

beberapa genotipe padi tenggang Al dan pH rendah yang dapat diapilkasikan pada
lahan masam.

1.32.2. Manfaat bagi Institasi

diri, antara lain :

1. Pengembangan Laboratorium Kuliur Jaringan yang sudah ada sekarang ini
schingga kualitasnya lebih meningkat. Indikator peningkatan kualitas
Laboratorium ini ditandai dengan mobilitas kerja yang tinggi. Mobilitas kerja
digunakan serta alat-alat yang akan dipakai. Melalui penclitian ini akan dapat

2. Menunjang proses belajar dan mengajar bagi mahasiswa yang mengambil mata
kuliah kuhtur jaringan (matakulish wajib bagi mahasiswa non kependidikan).
Matakuliah ini disamping bobot teorinya sebanyak 3 sks, tetapi juga ada
praktikumnya 1 sks.

3. Mempercepat penyelcsaian masa studi mahasiswa karena dalam penelitian ini
akan melibatkan beberapa orang mahasiswa untuk penelitian di Laboratorium
dalam rangka penyusunan tugas akhir (skripsi).

4. Mempercepat kenaikan pangkatfjabatan seorang peneliti (dosen) karena
penelitian int akan memberikan kredit point untuk kum B.

5. Menaikkan peringkat Universitas di tingkat nasional berdasarkan banyak
proposal penelitian yang diterima di pusat (track record).



BAB II. STUDI PUSTAKA

2.1. Pertumbuban dalam Kultur Jaringan (7n Vitro)

Kultur jaringan adalah suatu metode untuk mengisolasi bagian dari tanaman
seperti protoplasma, scl, sckelompok sel, jaringan dan organ, serta menumbuh-
Mpmmmmmwmmmmm

bebenpaﬁimrkompkkdimn:(l)mgmmldnimm(z)
mmiﬁ.@)ﬁm-ﬁkmrmmﬁsih@)hwmﬁmmmm
pengatur tumbub, vitamin dan sebagainya.

Gunawan (1992) menyatakan bahwa keberhasilan dalam penggunaan metode
mmjrb@nwbammsmmedhmdimmkmwhﬂmjuhm
temmdaﬁ:hmamkmdanmiho,vitamin.guh.asamamimdanngmik,
persmyawankmxplekahmhh(ﬁrknhpa,juiccbnﬁ)buﬁcro:mﬁk,mngakﬁﬁ
zat pengatur pertumbuhan dan bahan pemadat media.

Pengmuhkomposisimdiachpatdisdnbkmolchhwdmbmgmkmqnnen
yang menyusun media di antaranya zat pengatur tumbuh. Salah satu mekanisme
yangmganrmgamgew:isuhhhmﬁdaﬁfwks‘n(lAA,NAA,danZ&D)dan
silokinin(BAP,mﬁndanﬂﬁdianm)dalammdia.Sebagaicomoh,pah
mbakmdmmnisbahwksintuhadapsiwkhﬁndahmnndhﬂAAlkimin)ﬁnggi,
akanmunbmwkakardmapdihsebdiknyaakmu:bumﬁnms,se&mgkm
apabilanisbd:anbinlsiwkirﬁnmnakmtabmmkkalus(BbojwmithnRazﬂm,
1983). George dan Sherrington (1983) juga menyatakan bahwa pertumbuhan dan
mmfogmsinvihvdimdchhncnksidankmcimbmgmmamlaiw
pmgauwmmhhda!mnmediadanymgdipmduksimmdogmolehsekselymg
dikultur.

Pertumbuban dimanifestasikan sebagai peningkatan permanen dalam hal
nkm:n,mbemt.Ukmmddakhmyahitaiayangdigumkmmtukmmgukm
pahmhﬂum,nﬁsalnyapatumbuhmseldalmnkuhnsuspmsidapmdinilaidmgm
mengukmbobotscgarjmingmymghidup.?cﬂmnhﬂmhﬁzigotakm
menyebabkan terjadinya  pertambahan  volume, bobot, jumiah sel, jumlah



Wm@jmhmleﬁmmmmm&mm
tahadapﬁhm-fnkwnasehnwdmyangbanyakdigmnkmadahhpengukmm
pertambahan bobot kering (Salisbury dan Ross, 1995; Taiz dan Zeiger, 1991).

2.2. Peagaruh Keracunan Al
lahmnmginnlada!abmndahnyakmwdiamhaaN,P,K,Ca,MgdanMo(Rapu
dan Kramer, 1987; Marschner, 1995). Pada lahan dengan tingkat kemasaman tinggi,
pahmbuhantmmnandihmnbdolehion—ionbmsepetﬁALFe@Mn.Nmm
di antara ion-ion terscbut Al merupakan unsur penting karena merupakan faktor
mamadahmpmdmhatanpuumiﬂmdmbaﬁﬁtmmbagitmmm
Marsdma’(l995)lebihdai70%tmnbnmnﬂopismcngplmideﬁsicnsi€adan
Salah satu penyebab kerusakan pada akar olch ion polimer Al adalah

Yamamoto dan Kasai, 1992).

Efek kerusakan Al pada tanaman diawali dengan gangguan terhadap tudung
mckmksdﬁnggapadagiﬁmnyaakmmmgmgischmiumsihgcselmdmgam
dimamselmaehﬁwauwhnmberpmgﬂraxbgmmﬁmbu!mn.?adaﬁnght
molehﬂu,AlbuhubmgandcnynDNAsdninwintemksiAldenngNAakm
pembchlnnselpadamuistunakat,papanjanpnsd,simisDNAdmRNA.Hal
irdﬁngadidnhmgdchhasilpendiﬁmmamoto(l”l)ymgmym&mbahm
AlmglmnbatpembdahanscldenganmggmgxnpmggaﬂmDNA_

PadadimﬁngschenghambatmlajadikamnaAlmeuggmﬁkankahuhkan
Ca®* pada lamela tengah. Ca®* mempunyai peranan penting dalam transpor ion
melcwaﬁmanbmnplasmsebabCamuupakm'semndmenga’dahmakﬁvitm
W-Aﬂwdmgmbmmnnhmxhﬂin.mlmnhalhﬂdengmdigmﬁkamyaCaz'
yangmclckaathcahnoduhlakmtujadipaubahanakﬁvimsmzim.!kamAl
dengan karboksil (RCOO") membentuk ikatan kuat schingga sel tidak mampu



membesar. Selain itu Al juga berhubungan dengan membran lipid bilayer pada sel
schingga dapat menyebabkan kerusakan struktur membran karena Ca digantikan
oleh AP"* yang akhimya mempengaruhi penyerapan hara (Marschner, 1995).
2.3. Mckanisme Tolcransi Al

Menunut Taylor (1991) dan Marschner (1995) ada dua mekanisme toleransi
tanaman terhadap Al yaitu mekanisme cksklusi dan mekanisme toleransi internal.
Dahmhdinimekmﬂme&skhnitmﬁﬁdai:imnbiﬁsasipadadindingsd,
pamedﬁlitssclekﬁfdaﬁmunlxmplm,mmingkamyap!i(hlmnﬂmsﬁram
mm,mumkmmmmmum;mmm
wmmmwmmMm&(mmmm
gmmmmmmmwmmﬁnmm
sp&ﬁkpengikmMyangakmmum*mmAlmmpuﬂrgtmemnk
M.Panbemd:mkomplckAldenmagmikmw&msahhm
mckanisme toleransi tanaman terhadap Al. Asam organik berperan dalam eksklusi Al
mddtﬁpelmnnyadaiakardmddoksiﬁkxsiAldahmsimphsdhnmm
mganiktmdxﬂdapdmcngkelatAldanmaeduksiatmmenccphpmgmubmm
M.Tayh(l”l)jugammﬂmhhm&nmymgtolammmg
meningkatkan pH di dacrah rizosfir. Perubahan pH pada dacrsh rizosfir ini
bethubungan dengan kemampuan tanaman dalam penyerapan NO; dan NH,'
(Harjadi dan Yahya, 1988). Bila N0y lebih banyak diserap maka pH sitosol akan
turun sehingga menyebabkan meningkatnya aktivitas enzim malat untuk menstimulir
terjadinya dekarboksilasi malat menjadi piruvat. Penyerapan N0 yang lebih besar
juga menyebabkan terjadinya pelepasan ion hidroksil (OH) atau ion bikarbonat
(HCO5) ke arah perakaran sehingga sekaligus juga meningkatkan pH, yang pada
giliranya akan mengurangi kelarutan Al

Selanjutnya dari studi pada tingkat molekuler yang dilakukan oleh Richards ef
al. (1998) pada bibit Arabidopsis thaliana terbukti bahwa ada empat gen yang
tueksp:wdymgsiMyamienmenginduksipemksidase.glumhione-s-
transferase, protein yang mengikat tembaga biru, protein homolog pada retikulum
perlakuan Al pada Arabidopsis menginduksi stres oksidatif. Dalam hal ini stres
oksidatif mervpakan reaksi tanaman terhadap level toksik Al



2.4. Keragaman Somakional

Metode kultur jaringan sclain menghasilkan propagula yang bermutu, juga

dapat menghasilkan keragaman somaklonal yang dapat dipergunakan dalam
pundianmnaecaninvixmKuagunmsnm*!omlmamndideﬁnisihn
(Larkin dan Scowcroft, 1981).
Dua keuntungan dari perubshan kromosom yang diperoleh melalui karagaman
sanakhnlyﬁm:(l)kmganmymgdipaoldnkmungkimﬁdﬂakmdipaokh
pada genepool yang ada, (2) perubahan beberapa sifat yang akan memperbaiki
pmmpihnMelaluildmikhulwrjaringanwdqmdmha!yangbabeda
kq)auingmnyabagipem\dimntmmmyahunxmpmﬂmnkmkwaﬁlangmoﬁpe
dan merangsang keragaman genetik. Kestabilan genotipe dapat dicapai dengan
mendorong sesingkat mungkin fase pertumbuhan tak berdiferensiasi (fase kalus, sel
bebas), sedangkan keragaman genetik dapat dicapai pada fasc tak berdiferensiasi
ymgmhﬁfpanjang,Scjumlahmmmdidugpdapmubanﬂnpadafmehlmdmscl
Olch karena itu dari hasil kultuor jaringan dapat diseleksi genotipe yang berguna bagi
pemuliaan tanaman seperti sifat-sifat tahan penyakit, toleransi terhadap salinitas dan
ion-kmyangmacmimmn(scpaﬁALMnPb,Fe),kekuing;nsemhaﬁskh
(Gunawan, 1992).

Pada kultur jaringan keadaan eksplan dan keseimbangan zat pengatur tumbuh
mmmwmmmm(mm
Sonuino, 1987). Menurut D'Amoto (1978) dan Bayliss (1980) kultur jaringan
merupakan sumber potensial untuk mendapatkan keragaman, yaitu dengan cara
mmgahrkomposiximedia,kesdmbanganmtpmgmumhlh,dmlmm
menghﬂhrkm.Tadapalﬁgammanpuolchkmgmmnsonmklomldaﬁeksphn
yang telah berhasil dikerjakan yaitu : (1) eksplan yang bercgenerasi langsung
membentuk tunas dan akar, (2) menginduksi kalus terlebih dahulu kemudian
dilanjutkan penznaman sel tunggal, dan (3) kultur protoplasma (Jacobsen. 1987).



Reisch (1983) mengungkapkan bahwa kultur kalus dapat menghasilkan
keragaman somaklonal. Keragaman ini dapat ditingkatkan dengan menggunakan
mutagen. Mutagen yang digunakan dapat berupa mutagen fisik seperti sinar-x dan
metan sulfonat (EMS), dietil sulfat (DES) dan nitroso metil urea (NMU) (Ancora
dan Sonuino, 1987).

2.5, Mutagen

mutasi buatan (induced mutation) (Ismachin, 1988). Penggunaan mutagen dalam
pemuliaan tamaman dimulai tahen 1940an. Di antara pencliti yang telah
melakukannya adalah Freisleben dan In Halle dari Jerman. Mercka berhasil
mmpatkanmmanbm!zyyanglalmnmﬂdew.hdasaalymgsaanolcmar
berhasil mendapatkan mutan dari tanaman tembakau yang diradiasi sinar-x di Deli
Medan (Ismachin, 1988).

Sinar-x dan sinar gamma (mutagen fisik) adalah gelombang elektro magnetik,
sebagian atan seluruh cnergi proton ditransfer ke energi kinetik suatu clektron.
Elektron ini kemudian kchilangan eperginya karena berinteraksi dengan atom
molekul materi tadi dan melepaskan elektron lain. Beberapa elekiron ini dapat
clektron tersebut akan terjebak dalam sistem polar, sehingga cukup waktu bagi ion
radikal yang lebih dan aktif itu untuk bereaksi dengan molekul lain atau masuk ke
dalam susunan jaringan (Ismachin, 1988).

Materi biologi selalu mengandung air yang cukup banyak. Dengan demikian
kimia sebapai sumber kerusakan gen (Ismachin, 1988). Bagi para pemulia tanaman
pcdudiketalnﬁﬁnggirmdalmvakwcpalmdosisamhjudosisimdimi.Dosis
:crscrapunnﬂ:xﬁapsinarpmgimadalahjmnlaha\ergiyangdimpperbmn



benda yang disinari. Satuan sinar radiasi adalah Gray (Gy) atau rad.

Irad =100 erg per gr = 10 joule per kg

1Gy =100rad =0, krad

Kecepatan dosis adalah jumlah dosis terserap persatuan waktu (rad per detik

atau Gy per detik). Dosimeter adalah alat pengukur besamya dosis radiasi. Dosimeter
standar yang umum digunakan adalah dosimeter Fricke, tetapi dosimeter ini hanya
untuk pengukuran dosis sinar gamma antara 40-400 Gy. Diluar dosis itu dosimeter
sudah tidak tepat lagi. Pengukuran dosis diluar selang tersebut dilakukan kalibrasi
dengan perhitungan atas laju dosis dan waktu penyinaran (Ismachin, 1988).

2.6. Studi Pendahuluan/Kemajuan yang Telah Dicapai

Studi pendahuluan/kemajuan yang telah dicapai untuk penclitian ini telah
banyak dilakukan untuk memberikan gambaran dalam mencapai tujuan jangka
panjang dan target khusus yang diinginkan. Berikut ini berbagai penclitian
pendahuluan/kemajuan yang telah dicapai.
ditingkatkan melalui kultur kalus dan iradiasi sinar gamma (Edi, 2004), mutasi
induksi dengan sinar gamma (Co®) dapat meningkat keragaman somaklonal
(Socdjono, 2003), pemanfaatan kultur in vitro untuk meningkat keragaman genetik
tanaman nilam (Mariskan dan Gati, 20003).

Beberapa penelitian seleksi in vitro yang dilakukan untuk mendapatkan
ketahanan antara lain : (a) seleksi in vitro untuk ketahanan terhadap tanah masam
dan Al pada tanaman kedelai, dari hasil penelitian didapatkan varietas kelinci yang
tahan terhadap tanah masam (Hutabarat dan Ratma, 1996), (b) pengaruh sinar
gamma terhadap toleransi Al pada padi varictas sentani melalui teknik kultur
jaringan, dari hasil penclitian didapatkan mutan tahan Al pada perlakuan 10 Gy + 8
ppm Al dan 20 Gy + 14 ppm Al (Hutabarat, 1991), (c) induksi keragaman somaklon
ke arah ketenggangan terhadap keracunan Al pada tanaman jagung, dari hasil
penelitian didapatkan terjadinya peningkatan daya ketenggangan tanaman jagung
somaklon terhadap keracunan Al sampai taraf 800 pM AICI; (Sutjahjo, 1994), dan
(d) selekst varictas padi peka menjadi tahan Al menggunakan keragaman
somaklonal, didapatkan tanaman padi genotipe Aiwu yang tahan terhadap Al pada
konsentrasi 250 dan 1000 puML™") pada pH 3,85 (Van Sint Jan ef al, 1997).



ymgmmghﬁhnwmsomakhnahdahhpammhsiwmmapadanﬂm
{Pogostemmam cablin Bent.) (Mariska ef al., 1997), pisang ambon kuning (Wardiyati
dkk, 2000), Catharantus roseus (L.) Don. (Syukur, 2000), padi varietas Sentani
(Hfutabarat, 1991), dan padi Basmati 370 (Rodrangboon, 1993).
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BAB IIl. METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penclitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan dan Rumsh Kaca
Jurusan Biologi FMIPA UNIMED. Penelitian dimulai bulan Maret 2011 sampai
November 2013.

3.2. Bahan dan Alat

Bahan yang akan digunakan berupa 3 macam varietas padi Ladang asal
Kepulavan Nias yaitu : nias-1, nias-2, nias-3 dan T 309 (kontrol in vitro). Sebagai
pembanding dilapangan digunakan varietas Dupa (tenggang Al dan pH rendah) dan
varictas Salum pikit (peka Al dan pH rendah). Bahan kimia yang diperlukan sesuai
dengan formula media Murashige & Skoog (1962), bahan kimia untuk membuat
media pengujian pada kultur in vifre, bahan kimia uatuk pengujian pada larutan hara
dan bahan kimia untuk pengujian progeni. Zat pengatur tumbuh yang digunakan
meliputi : Auksin (IAA, NAA, 2,4-D), sitokinin (BAP, kinetin dan zeatin). Asam
amino campuran yaitu casein hydrolisate (CH). Bahan sterilisasi meliputi : detesjen,
benlate, alkohol, sunklin dan akuades steril. Bahan untuk tutup botol kultur antara
lain aluminium foil, plastik wrap dan karet gelang.

Alat yang akan digunakan scbagian besar berupa alat gelas standar seperti:
botol kultur, erfemeyer, petridis, pipet isap, labu ukur, corong, saringan, timbangan
analitik, autoklaf, pH meter, kompor listrik, oven, alat diseksi (pisau, pinset dan
gunting), kotak pindah (laminar air flow cabinet), lampu spritus dan rak kultur.

Bahan dan alat yang digunakan di ramah kaca adalah : a) untuk aklimatisasi :
tanah kebun dan pupuk kompos, polibag kecil ukuran 12 x 12 cm, gelas akua untuk
tutup planiet, b) untuk pengujian planlet pada larutan hara scleksi : botol kubtur
ukuran 500 mi, gabus dan busa tutup botol, aerator, slang kecil dan c) untuk
pengujian tanaman pada tanah asam menggunakan tanah podsolik merah kuming
(PMK), kapur pertanian (kaptan), pupuk buatan (urea, SP 36, KCI), pot plastik besar,
ayakan dan bahan pengendalian hama dan penyakit (Azodrin 1 cc/1 dan Dithane M-
451 g/1).



13

3.3. Metode Penclitian

Mctode yang diginakan dalam penelitian ini adalah metode yang sesuai

dengan tujuan penelitian yaitu mendapat varietas tanaman padi yang tenggang
terhadap Al dan pH melalui keragaman somakional yang diinduksi melalui kultur in
vitro (kultur kalus) dan iradiasi sinar gamma. Untuk mencapai tujuan tersebut
berbagai metode digunakan, antara lain :

Tahun 1 :

l.

Metode induksi keragaman somaklonal melalui kultur kalus. Kultur kalus
mengguoakan metode Edi (2004). Luaran untuk mendapat kalus yang
embriogenik dengan penampilan yang beragam. Imdikator pengamatan adalah
kalus segar dengan pertumbuhan cepat, renggang (freabel), bening, warna
kuning kepwtihan, nodul jelas dan adanya spot hijau. Induksi kalus dilakukan
dengan cara pemberian zat pengatur tumbuh yang seimbang pada kultur in vitro.
Pemakaian zat pengatur tumbuh dari golongan auksin kuat (2,4-D dan NAA) dan
sitokinin kuat (BAP dan thidiazuron) mendorong pertumbuhan sel kalus lebih
cepat dengan keragaman yang tinggi. Pertumbuban dan perbanyakan kalus yang
cepat diharapkan adanya penyimpangan pembelahan mitosis, schingga sel yang
satu berlainan dengan sel yang lain dan memunculkan keragaman baru.

sel kalus (Edi, 2004). Luaran adalah kalus hidup setelah iradiasi. Indikator
yang diamati setelah 1 minggu adalah : kalus segar, mengkilat, tidak hancur bila

. Pengujian kalus pada tingkat in vitro menggunakan metode Van Sint Jan et al

(1997). Luaran mendapat kafus yang tenggang terhadap Al dan pH rendah
setelah seleksi in vitro. Indikator yang diamati setclah 12 minggu dalam media
seleksi adalah adanya kalus segar dan tumbuh dengan baik. Pengujian dalam
kultur in vitro dilakukan dengan menambahkan Al dengan berbagai konsentrasi
ke dalam media seleksi pada pH 4.

Regenesasi kalus menggunakan metode Herkules dan Edi (2009). Kalus hasil
seleksi in vitro dipindahkan ke media regenerasi yang menginduksi tunas dan
akar. Luaran untuk mendapatkan planlet (tanaman) padi pada tingkat in vitre.
Tndikator yang diamati adalah planlet {tanaman ) padi yang lengkap (tunas dan
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akar) dengan berbagai penampilan (performance) atau keragaman yang tinggi.
Pertama kalus di subkultur ke media yang dapat menginduksi tunas yaitu media
diinduksi maka kalus tersebut sangat sukar untuk bertunas.

Tabum 11 :

5. Penguwjian pada Jarutan hara menggumakan metode Van Sint Jan et al. (1997)
untuk unsur makro dan Yoshida et al. (1976) untuk unsur mikro. Luaran untuk
mendapatkan tanaman padi tenggang Al dan pH rendah pada larutan hara seleksi
selama 12 minggu. Indikator yang diamati adalah tanaman padi yang berwarna
hijau, akar bertambah panjang dan pH larutan naik.

6. Untuk mendapatkan biji (R1) tanaman tenggang dipindahkan ke tanah podsolik
merah kuning yang dicampur dengan kompos (2 : 1) selama 8 minggu.

7. Pengujian pada tanah masam menggunakan metode Sarkarung (1986) dengan
berdasarkan hasil analisis tanah. Kemudian biji padi (R1) hasil seleksi larutan
hara ditanam selama 16 minggu. Luaran untuk mendapat fanaman padi yang
dapat menghasilkan benih. Indikatornya adalah tanaman padi yang tumbuh
baik, berbunga dan menghasilkan benih vigor dan fertil. Benih padi vigor dan
fertil (R2) yang dihasilkan akan digunakan untuk uji selanjutnya.

Tahun III :

8. Uji Progeni menggunakan metode Costa ef al., (1997). Uji ini dilakukan untuk
menstabilkan sifat tenggang Al dan pH rendah yang sudah didapat sampai
regenerasi keempat (R4). Luaranmya menghasilkan benih padi vigor dan fertil
tiap generasi tanaman padi dengan sifat tenggang Al dan pH rendah yang stabil.
Indikatornya adalah tanaman padi berwarna hijau setelah diseleksi dengan Al
1500 pmol dan pH 4 sclama 80 bari, selanjutnya menghasilkan biji yang vigor
dan fertil jika dipindahkan pada tanah masam yang dicampur kompos. Gambar 1
dan 2 memperlihatkan Bagan Alir penelitian yang menggambarkan apa yang
sudah dilaksanakan dan apa yang akan dikerjakan secara multitahun. Bagan alir
penelitian dilengkapi luaran (outpur) dan indikator capaian yang terukur.
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1.4. Percobaan

3.4.1. Percobaan di Laboratorium (T vitro)

Inti dari percobaan di Laboratorium adalah untuk menginduksi keragaman
terbaik. Dari hasil penelitian fundamental didapat media dan zat pengatur tombuh
terbaik pada media MS+2,4-D0,5 +NAA1+BAP1,0.

3.42. Iradiasi kalus dengan sinar gamma

gamma pada dosis 1,5 krad. Dosis ini digunakan berdasarkan hasil penelitian Edi tahun
2004.

3.43.Seleksi kalus pada media yang mengandung Aluminium (Al) dan pH 4

Konsentrasi Al yang digunakan : 0, 100, 200, 300, 400 dan 500 ppm untuk
keempat varietas yang digunakan. Terdapat 24 (6 x 4) kombinasi perlakuan dengan
ulangan 6 kali (botol kultur) untuk setiap kombinasi perlakuan. Setiap botol kultur
berisi 7 buah ecksplan (embrio). Menggunakan RAL faktorial. Peubah yang
diamati : persentase (jumlah) kalus yang hidup. Kemudian dihitung standar deviasi.
Untuk melihat perbedaan rataan diuji dengan BNT 5 %.

3.4.4. Regenerasi kalus menjadi planiet
3.44.1. Regencrasi kales menjadi tunas

Regenerasi kalus menjadi planiet menggunakan media MS + BA 2 mg/l +
1AA 0.1 mg/l + Zeatin 0.3 mg/] (sesuai dengan hasil penclitian fundamental).
Peubah yang diamati : jumlah (%) kalus bertunas dan jumlah tunas per kalus,

3.442. Induksi akar
Induksi akar menggunakan media 2MS + 1AA 1,0 mg/1 (sesuai dengan hasil
penelitian fundamental). Peubah yang diamati : jumlah akar dan panjang akar.

3.4.5. Percobaan di Rumah Kaca
3.4.5.1. Aklimatisasi planiet
Aklimatisasi dilakukan untuk mendapatkan tanaman yang tahan terhadap



kondisi luar (alami) yang sangat berbeda dengan kondisi scbelumnya yaitu kondisi in
vitro (kondisi laboratorium) yang steril. Perlaksannya adalsh media tanam
menggunakan campiwan tansh kebun dan kompos (2 : 1). Peubah yang diamati
adalah : jumlah (%) tanaman tenggang (hidup) setelah proses akhir aklimatisasi.

3.4.52.Pengujian tanaman pada larutan hara seleksi

Tanaman hasil aklimatisasi divji menggunakan larutan hara seleksi selama 12
minggu. Konsentrasi Al yang ditambahkan sesuai dengan yang ditambah pada media
seleksi. Larutan hara seleksi diperbarui sctiap minggu dan optimasi pH 4 (pH awal)
dilakukan dengan penambahan 0.1 N NaOH atau 0.1 N HO. Untuk menghindari
terjadinya pengendapan pada larutan hara digunakan aerator. Peubah yang diamati
adalah pertambahan panjang akar dan perubahan pH larutan,

Pengamatan pertambahan panjang akar dan perubahan pH dilakukan sekali
dua bari. Data pertambahan panjang akar dan perubahan pH ditampilkan dalam
bentuk grafik.

3.4.53. Biji R1

Untuk menghasilkan biji R1, maka tanaman dipindahkan ke tanah podsolik
merah kuning yang dicampur kompos (2 : 1). Biji ini digunakan untuk uji selanjutnya
pada tanah masam.

3454. Pengujian tanaman pada tanah masam

Tanaman yang tenggang terhadap larutan hara seleksi dipindabkan kedalam
pot plastik besar berisi tanah podsolik merah kuming dan untuk kontrol ditambah
R2. Selanjutnya rasio bobot gabah per rumpun (RBGR) dihitung dengan persamaan :

RBGR = Bobot gabah per rumpun pada keadaan tercekam Al

Bobot gabah per rumpun pada keadaan tanpa Al

Berdasarkan nilai skoring RBGR, tanaman dikelompokkan berdasarkan sifat
ketenggangannya terhadap Al mengikuti metode Sarkarung (1986) yang telsh
dimodifikasi, yaitu skor 0 > 90% (sangat tenggang), 1=8 1 — 90 % (tenggang), 2 =
71 - 80% (agak tenggang), 3 = 61 - 70% (agak peka), 4 = 51 - 60 (peka) dan 5§ = <
50% (sangat peka).

x 100 %
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3.455. Uji Progeni

Untuk menentukan kestabilan sifat tenggang Al dan pH rendah pada progeni
tanaman R1, maka biji R2 dikecambahkan pada kertas filter yang dibasahi dengan
air tanpa mineral. Planlet yang beramur 10 hari dipindahkan kelarutan hara selektif
dengan kandungan Al 1500 yumol selama 80 hari. Menurut Costa et af., 1997 ada tiga
kategori tanaman hasil seleksi : (i) Tanaman yang tahan (RPs) menunjukkan wama
hijau, (i} tanaman memperlihatkan nekrosis daun sebagian (HPs), dan (iii) tanaman
yang sensitif (SPs) terlihat semuanva nekrosis. Sesudah periode seleksi generasi 1
(RI), banya RPs yang dipindabkan ke dalam campuran tanah/kompos untuk
ditombuhkan menjadi biji, dan biji yang mempunyai vigor dan fertil RPs yang
digunakan untuk uji dua generasi berikut (R3 dan R4) dengan menggunakan
prosedur yang sama. Selama uji progeni, pencahayaan dan temperatur dicatat.

3.5. Prosedur Penelitian
35.1. Pembuatan Media Kultur

Dalam penelitian ini digunakan media padat dari Murashige & Skoog (1962)
untuk induksi kalvs dengan penambahan zat pengatur tumbuh sesvai periakuan.
Keasaman media (pH) diatur sebesar 5,8 scbelum diautokaf dengan menambahkan
beberapa tetes 0,1 N NaOH atau 0,1 N HC1 ke dalam media.

Untok membuat menjadi padat dengan menambahkan gelrite konsentrasi 0,25
% (2,5 g/1). Media dipanaskan di atas tungku listrik untuk melarutkan agar dan
sukrosa. Setelah media mendidih yang berupa larutan jemih, selanjutnya
dimasukkan ke dalam botol kultur yang sudah disteritkan sebelumnya sebanyak 25
ml setiap botol. Setelah itu botol kultur ditutup dengan aluminium foil dan
disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit dengan subu 121 °C pada tekanan
20 psi.

Proses pembuatan media uji sama dengan proses pembuatan media untuk
Penambahan gelrite disesuaikan dengan konsentrasi Al yang ditambehkan (makin
tinggi konsentrasi Al, gelrite yang ditambahkan semakin banyak). Keasaman media
(pH) diatur sebesar 4.0 scbelum diautoklaf,



Pcmhnnnhmlmaujidigmnknnmn&mngqjiphnk!ymgwnm
terhadap Al dan pH rendah, komposisi unsur makro sesuai dengan yang
dikmkﬁmeShtdeaL(l”?)dmmm&myangdikmhkaosbida
et al. (1976). Konsentrasi Al sesuai dengan media seleksi yaitu 0, 100, 200, 300, 400
deOOm,kmmmh\mhnnsdcksi(pH)dim&Odmgnnpmbnm
0.1 N NaOH atan 0.1 N HC1. Larutan hara seleksi diperbarui setiap minggu.

3.5.2. Presedur Percobaan
(dibuang endosperm), kemudian embrionya diinokulasi pada media induksi kahss
(smmipuhkuan)unsing—masingsdsphnpabotolhnnm&hnjumyamm
lxxolhdtmdinmlpdmganahminiumfoildmdiinkuhasidalamnmg
pertumbuhan. Subu ruang pertumbuhan sudah diatur sekitar (26 + 2)°C dan diberikan
mhayalunpuuwwanselamawjanpahmi.Seﬁcmmminggusemnkalm
yangtubauukdipaiksadanshmhmyangmmb\d:diujmgh!mdipotongdan
dihm&SdeMyah]mdihdh:mkanbalididﬂammediaymgmsehm
10 minggu (2 kali sub kultur).
Sc!mjuﬁnyadihhlkanindisisiwgammadengmdosislﬁhad,mhh
hadiasihlmdipindahkankemcﬁamm;nmpcnmmhﬂxmso)sdm
lnﬁnguKalmymgihhidupschjmnyacﬁhhhnpmgujianpadamedhymg
mengandung Al dan pH rendah.
PengujiankaluspadamediaymgnmgmdtmgMdmpH!mdah,mmyang
keadaannya bagus (kalus mengkilap, warna putih kekuningan, kompak artinya tidak
l:mnunbiladirabadmganpimct)ﬁandipiudahkmkcdalammediauji. Kalus
mwmmmmmnzmm(mm).m
yang menghitam, hanya kalus-kalus yang tenggang akan dapat berkembang secara
lerus-menerus.
Regmuasikalusahndihkukmsﬁdahmlemﬁsckksi.mmmh
mmbuhdengmbaik(kalmwnggang)dimndaidmganwmmhlmkdu-ﬁng-
denganbaobabnyawamakahndmikmingmmjadipmihkehming‘hnﬁngm.tahap
selanjutnya akan muncul spot-spot hijau yang nantinya akan muncul tunas.
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Ahnminiunakmmmghmbupuulnbuhmakar,olehkammimmmsymgmdah
tumbuh dengan baik akan dipindahkan ke media pengakaran guna menginduksi
puhnnbuhnnakm.?lanlayangmdahmunp\myaiakxbanyakdmkmakanm
&W&mmwmﬁmlwmﬁ&k
M.Seklmplmludiphxhhkmkdingkmgmlm,laiebihdahﬂndﬁapkm
mediatammymgtuditidzimpmanmhkeblmdengmkmnposa:l),
kemudiancammnnmhdankomposdiayakdmdimukkmkedahmpomng
kecﬂ(l2xl2m).8ddahimpmnnkmtamhdishmdmganbenhmlg/l,ﬂanlct
mmmmmmmmmmmma&m
plmﬂdmabahlmrﬂmdicudpadaairmmﬁr.wmjmnyaphnld&m
pada pot-pot yang telah disiapkan. Untuk menjaga penguapan yang terlalu besar.
planiet ditutupi dengan gelas akua dan paranet yang berwarna hitam selama 10 hari.
Sctelah 10 hari secara berangsur-angsur tutup gelas dan paranet dibuka sedikit demi
sedikitsampaiakhhuyatanpapmmupsamasctaliTmmymgsudahdapm
beﬂalnndhmnganh:htkaakmtﬁpindahkmkdmuhnhmasdeksi(sclcksiphnld).
Pengujian planlet pada kurtur larutan hara, pembuatan larutan hara seleksi
dllakukmdmgmmmuumbmgdmmmpmbahmhmmmkmdmmkm
serta melarutkannya dalam akuvades. Selanjutnya larutan hara seleksi dimasukkan ke
dahmbomlkulmbmsebanynkaI.Gabmdanbtmdigumkmsehmi
penyanggnhmmandiataspeunnkmhoto],scﬁapbotdsammnmSuplai
oksigendﬂahxhndmganmmggmakmaaatorymgtﬁlmbmgkmold\shngkecﬂ
bﬁapﬁaphmlkdm.mdipahrdseﬁq:mmggn,sdmlzminggu
Kmuﬁmtnnmlmggmgdiphhhhnkctuuhpodsoﬁkmahhlﬁngymg
dieampmkompos(Z:l)selmSuﬁnggusampaimmghnsﬂkmbijiRl.
Pengujian biji R1 pada tansh masam, tanah yang digunakan adalah tanah
Podsolik Merah Kuning (PMK). Untuk tanaman kontrol digunakan tanah yang sama
mmwwmmlxmmmdipaﬁmwmpm-pot
plastik dengan volume 10 kg tanah per pot. Selanjutnya tanaman hasil seleksi kultur
lmumnlmadipindahkankcpot-potplasﬁkmmkdinmbuhkmmpdmenglnsilkm
benih R1 (Gambar 3). Pemupukan dilakukan sehari scbelum tanam dengan dosis 5 g
Urea, 4 g SP36 dan 4 g KCI per pot. Penyiraman dilaknkan doa hari sekali,



mmmmmmmmmm&mmkmmm
minggnnmapabihtmnnnmmcmmjukhngejalasam
UmtmwumkmkmbilmaifmtalmAldmthmdahpadamgmi
mmmRO.uﬂnbijiRldikmh&mpadakmﬁhaymgdiwﬁdmgmair
tanpa mineral. Planlet yang berumur 10 hari dipindabkan kelanutan hara selektif
dengmknnhngmAllSOOmmolnlmmwhi.Pbmﬂihmhmyaw&mm
dan konsentrasi Al didasarkan pada studi pendahuluan oleh Costa ef al. (1997)
kmemﬂahmmunjnkhnbahwacvdnasimdaluimhosislebihdapauﬁmyu
jihpamdilmmlmammdalmnjmghmkNymghm(Whm)&nkom&asi
Alyangﬁnggj(lSOOwnol).Tm&mbnhkmpuhmgﬁ berisi 25 1 larutan
ymsdlpubdmmscuapmmggudmmxm-mmmmmgh

3.6. Komposisi Media Kultur dan Larutan

Media # 1 terdiri dari media MS (Murashige & Skoog. 1962) ditambah
dengan 100 rog L' myoinositol, 0.5 mg L™ asam nikotinat, 0.5 mg L™ pyridoxin
HCL, 0.1 mg L tiamin HC1, 3 % sukrosa dan 0.25 % gelrite, auksin dan sitokinin
(sesuai perlakuan). Media # 2 dan media # 3 merupakan media regenerasi yang
terdiri dari media MS ditambah auksin dan sitokinin (sesvai perlakuan).

Komposisi media seleksi adalah scbagai berikut : 2.4 g L™ NH,NO;, 1.9 g "
KNO,, 370 mg L™ MgSO,. 7H;0, 15mg L™ Ca Cl,. 2H;0, 13mg L KH,PO, dan
28 mg L’ Fesm.mzo;yanglaingnmm,vilamin,mhosadanmguluor
pertumbuhan seperti pada medium # 1. Perbedaan konsentrasi AICk. 6H;0 (0 - 500
ppm), pH 4.0, gelrite 2.5 - 17 g L” yang ditambahkan sebelum diautoklaf.

Larutan hara seleksi digunakan untuk seleksi tanaman berisi : 240.7 mg L™
MgS0y. TH;0, 2286 mg L NH,NO,, 41.02 mg L™ Ca(NOs),. 45,0, 27.8 mg L
FeS04.7H,0, 16.09 mg L™ KCl, 6.16 mg L NaH;P04.2H,0, AICl.6H,0 (0 dan 45
ppm), pH 4.0 dan mikroelemen Yoshida et al. (1976).
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BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil
4.1. 1. Induksi Kalus

Induksi kalus dilakukan untuk meningkat keragaman somaklonal pada
kultur n vitro dengan menggunakan media MS + 24-D0S+NAA1+BAP10.

Daﬁpmeliﬁmyangtdahdilah;knndidupadmnbasilsebagaibmihn:

Hasil dapat dilihat pada Tabel 4.1.
Tabel 4.1. Diameter kalus dan penampilan kalus padi varietas nias-1 pada setiap
ulangan (botol) percobaan (umur 10 minggu)
No. | Ulangan (Botol) | No. Eksplan | Diameter Kalus Penampilan Kalus
1 1 1 1,0 k, th, ctm, ntj
2 14 pk, b, £, nj
3 0,9 k, tb, ctm, ntj
4 0,6 k, tb, ¢, ntj
5 - -
2 2 1 13 pk, b, £, nj
2 1,0 K. th, ctm, nj
3 038 k, tb, c, ntj
4 = =
5 1,2 kp, b, f nj
3 3 1 0.7 k, tb, ¢, ntj
2 14 pk, b, £ nj
3 1,0 k, tb, ctm, ntj
4 1,3 pk, b, f, nj
5 L1 kp,b,cym,nj |
4 4 1 0.8 k, th, ¢, ntj
2 14 pk, b, f, 0
3 E <
4 0.8 k, tb, ¢, ntj
5 0,9 k, tb, ctm, nt
5 5 1 11 kp, b, ctm, n
2 12 kp, b, {, nj
3 1,0 k, tb, ctm, ntj
4 0,7 k, th, ¢, ntj
5 1,5 pk, b, £ nj

Ketuum:k-kmﬁng.kp=h1ﬁngkwuﬁhm.pk-pwhhkudnmb
bening, ¢ = kompak, ctm = kompak

Jelas, ntj = nodul tidak jelas.

= bening, tb = tdak
tidak merats, f =friable (renggang), nj = nodul
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Tabel 4.2. Diameter kaius dan penampilan kalus padi varietas nias-2 pada setiap
ulangan (botol) percobaan (umur 10 minggu)

No. | Ulangan (Botol) | No. Eksplan | Diameter Kalus | Penampilan Kalus
1 1 1 14 pk, b, £, nj
2 12 kp, b, £, nj
3 - -
- 4 09 k, tb, ctm, ntj
5 0.8 k, th, c, nj
2 2 1 0,7 k, tb, c, nj
2 1.0 k, tb, ctm, ntj
3 13 kp, b, f, nj
4 14 pk. b, f, nj
5 12 kp. b, f, nj
3 3 1 - -
2 13 pk, b, f, nj
3 12 kp. b, f, nj
4 0,7 k, tb, ¢, nj
| 5 1.0 k, tb, ctm, ntj
| 4 4 ! 13 pk, b, £,y
2 14 _ pk,b, fnj
i 12 kp, b, f, nj
5 1,0 kp, tb, ctm, ntj
5 5 i 0.9 k, tb, ctm, ntj
2 1,3 kp, b, f. nj
3 14 kp, b, £, nj
4 12 kp, b, f, nj
5 0,9 k, tb, ctm, nfj

Kcmungan:k=kming.kp-hningkapuxihm,pkapuﬁhhkuﬁmb-bming.tb=ﬁdak
bauna,c=knmpak,m-kompakﬁdakmf=ﬁid’le(mm),uj=mdd
Jelas, atj = nodul tidak jelns.



Tabel 4.3. Diameter kalus dan penampilan kalus

ulangan (botol) percobaan (umur 10 minggu)
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padi varietas nias-3 pada setiap

No. | Ulangan (Botol) [ No. Eksplan | Diameter Kalus Penampilan Kalus
1 1 1 0,7 k, tb, ¢, ntj
2 12 pk, b, f, nj
3 12 kp, b, f, nj
4 09 k, tb, ctm, ntj
5 1,1 kp, b, ctm, nj
2 2 1 12 kp, b, £, nj
2 = -
3 1,3 pk, b, f nj
4 1,2 kp, b, f, nj
5 0.5 k, th, ¢, ngy
3 3 1 1,0 kp, tb, ctm, ntj
2 0,9 k, tb, ctm, ntj
3 - -
4 12 pk, b, f, nj
| _ i3 12 k, b, f, nj
4 4 1 0,9 k, tb, ctm, ot
2 1.1 kp, b, ctm, nj
3 1,2 kp, b, f. n)
4 = .
5 13 _pk, b, fnj
5 5 ] 12 kp, b, £, nj
2 1,2 kp, b, £, nj
3 12 kp, b, f, nj
4 x E
5 0,9 k, tb, ctm, ntj

KmQan:k=kuﬁng,kp=hnﬁngkqmihs;pk-Mhhhnﬂnmb-bain&tbiﬁdak
bming,c=kompak,cun-kmnpakti(hkmu.f‘ﬁidﬂc(mtggmg).nj=nodul
jelas, ngj = nodul tidsk jelas

Semua kalus di atas selanjutnya di radiasi dengan sinar gamma dengan
tujuan untuk meningkatkan keragaman somaklonal. Setelah radiasi beberapa kalus
mati, kemudian seleksi selanjutaya pada media yang mengandung Al dan pH
rendah seperti terlihat pada Tabel 4.4 sampai Tabel 4.6.



4.1.2. Radiasi dan Seleksi Kalus

Iradiasi kalus dilakukan pada dosis 1,5 krad dan kalus yang masih hidup
setelah iradiasi sinar gamma dipecah menjadi enam bagian, setelah itu kulturkan
pada enam konsentrasi media seleksi yaitu Al 0, Al 100, Al 200, Al 300, Al 400,
Al 500 ppm.

Tabel 4.4. Beberapa kalus yang hidup setelah radiasi sinar gamma dan seleksi
pada media yang mengandung Al dan pH rendah untuk varietas nias-1

No. | Ulangan (Botol) | No. Eksplan | Kalus Setelah | Kalus Setelah Media
+(0,1,2,3,5)
+(0.1,2,3)
+(0,1,3,5)
*+(0,3,4)
+(0,1,2,3)
+0,1,2,5)
+(0,1,4)

1 1

+(0,2,4)

+(0,3,5)

+(0,1,4)
+(0.1,3,5)

+(0,1,2.3
+(12,34)
+(0,2,4,5)
+{0,2,3,4)
+0,1,2,3)

+ (0..2. 4)
- +(0,1,5)

Keterangan : + = kalus hidup, - ~ kalus mati, + (0, 1,2, 4, 5) = kalus hidup pada media yang
numndmgAlO,AllOD,Alzoo.ANoodmAlSOOppm

++-+++++-++++'+++++++§

ORI ] B PN S ) RV BN RPN PP DOV) DT P P 00) 0 P
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Tabel 4.5. Beberapa kalus yang hidup setelah radiasi sinar gamma dan seleksi
pada media yang mengandung Al dan pH rendah untuk varietas nias-2

No.

Ulangan (Botol)

No. Eksplan

Kalus Setelah
Radiasi

Kalus Setelah Media

Seleksi

1

+{0,3,5)

+0.1,4)

+(0,1,3,5)

+ (05 132- 3)

+(0,1,2,4)

+(0,2,4,5)

+10,2,3,4)

+(0,1,2.3,5)

+(0,1,2,3)

+(0,1,3,5)

+0.3.4)

+(0,1,4)

+(0,1,2,5)

+(0,1,4)

+(0,1,2,3)

+00,2,4)

+(0,3,5)

O B RS e R RV S B R AL RS RV B PR RS R R T = )

+(0,1,3,5)

Keterangan ; + = Kalus hidup, - = kalus mati, +
mengandung Al 0, Al 100, Al 200,

Plplo [+ ]+ + o [+ #F0 L el =40 [+]+

2
<
[

4,

5
g
g
-

kalus hidup pada media yang

ppm.
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Tabel4.6.BebaapakalusyanghidupseteIahmdiasisimrmmadansclcksi
pada media yang mengandung Al dan pH rendah untuk varietas nias-3

No. | Ulangan (Botol) | No. Eksplan | Kalus Setelah | Kalus Setelah Media
Radiasi Seleksi
+(0,2,4)
+(0,3,5)
+(0,1,4)

1 1

+(0,1,2,3)
""(0, lrz’ﬂL
+(0,1,3,5
+(0,2,4,5)
+0,1,2,3)
+(0.2,3,4)
+(0,1,5)

+(0,1,2,3)

+(0,2,3,4)
+(0,1,5)
+(0,1,5)

+(0,1,2,4)
+0,1,3,5)
+(0,2,4,5)
4, 5) = kalus hidup pada media yang
Al 500 ppm.

o

Kclem;gan :

S Ea R S E I A I ™ I O ) B ) S S B )

(=]

o
2=
£°
3

Zv
‘o .
=

-
+
é ™
§Emu~—mw~—-uaw—mau—-mbww—

Dari data di atas terlihat seleksi pada media yang mengandung Al dan pH
rendah ternyata banyak juga kalus yang tidak tumbuh terutama pada konsentrasi
Al 400 dan Al 500. Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi Al
yang diberikan semakin banyak kalus yang mati, Tetapi kalus-kalus yang
tenggang terhadap Al dapat tumbuh pada konsentrasi Al tinggi seperti terlihat
padadatadialaskaremadanyapmbedamremonymgtinggiwhadap
pertumbuhan kalus (keragaman tinggi),



4.1.3. Regenerasi Kalus Membentuk Planlet

Kalus-kalus hasil seleksi (kalus tenggang) selanjut ditumbuhkan pada
media regenerasi untuk diinduksi menjadi tunas dan akar, Tabel 4.7 sampai Tabel
4.9 akan memperlihat pertumbuhan sampai muncul tunas.
Tabel 4.7. Nomor-nomor kalus yang diregencrasikan dan penampakannya pada
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padi turunan varietas nias-1
No. | Ulangan No. Nomor Penampakan Kalus
(Botol) | Eksplan | Regenerasi
1 1 1 AlO Putih dengan spot hijau
All Putih kekuningan
Al2 Spot hijau, tunas dan akar (1)
Al3 Kuning keputihan
Al S Kuning
P2 AlO Spot hijau, tunas dan akar (2)
All Putih kekuningan
Al2 Spot hijau, tunas dan akar (3)
Al 3 Kuning keputihan N
.' 3 AlD Putih dengan spot hijau
' All Putih kekuningan
Al3 Kuning keputihan dan spot hijau
Al S Spet hijau, tunas dan akar (4)
4 Al0 | Putih dengan spot hijau
Al3 | Putih kekuningan
Al4 Spot hijau, tunas dan akar (5)
2 2 1 Al0 Spot hijau, tunas dan akar (6)
All Putih kekuningan
Al2 Putih kekuningan dan spot hijau
Al3 Kuning keputihan
2 AlO Putih dengan spot hijau
All Putih kekuningan
Al 2 Spot hijau, tunas dan akar (7)
Al 5 Spot hijau, tunas dan akar (8)
3 AlQ Putih dengan spot hijau
All Putih kekuningan
Al4 | Spot hijay, tunas dan akar (9)
3 3 1 AlO Kuning keputihan
Al2 Putih kekuningan
: Al 4 Spot hijau, tunas dan akar (10)
| 2 Al O Putih dengan spot hijau
Al3 Putih kekuningan
AlS Spot hijau, tunas dan akar (11)
3 Al 0 Putib dengan spot hijau
| All Putih kekuningan
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Al 4 Spot hijau, tunas dan akar (12)
4 Al D Kuning keputihan dan spot hijan
Al1l Putih kekuningan
Al3 Spot hijau, tunas dan akar (13)
| Al S Kuning keputihan
4 4 2 AlO Putih dengan spot hijau
All Putih kekuningan
Al2 Spot hijau, tunas dan akar (14)
Al3 Spot hijau, tunas dan akar (15)
4 AlQ Putih dengan spot hijau
All Putih kekuningan
Al3 Speot hijau, tunas dan akar (16)
Al 4 Kuning keputihan
5 AlO Putih kekuningan
Al2 Putih kekuningan
Al 4 Spot hijau, tunas dan akar (17)
Al 5 Kuning keputihan
5 5 ] AlO Putih dengan spot hijau
Al2 Putih kekuningan
Al3 Spot hijau, tunas dan akar (18)
Al 4 Spot hijau, tunas dan akar (19)
2 AlO Putih dengan spot hijau
All Putih kekuningan
Al2 Spot hijau, tunas dan akar (20)
Al3 Spot hijau, tunas dan akar 1
4 Al 0 Putih dengan gpot hijau
! Al2 Putih kekuningan
| . Al4 | Spot hijau, tunas dan akar (22)
5 AlD Putih dengan spot hijau
All Putih kekuningan
AlS Spot hijau, tunas dan akar (23)

Total 66 23 kalus bertunas -+ akar (34,85 %)
Tabel 4.8, Nomor-nomor kalus yang diregenerasikan dan penampakannya pada
padi turunan varietas nias-2
No. | Ulangan No. Nomor Penampakan Kalus
(Botol) | Eksplan | Regenerasi
1 1 1 AlQ Putih dengan spot hijau
Al3 Spot hijau, tunas dan akar (1)
AlS Kuning -
2 AlD Spot hijau, tunas dan akar (2)
All Putih kekuningan
Al4 Spot hijau, tunas dan akar (3)
2 5 Al 0 Putih dengan spot hijau
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All Putih kekuningan

Al3 Kuning keputihan dan spot hijau
Al 5 Spot hijau, tunas dan akar (4)
AlD Spot hijau, tunas dan akar (5)
Al l Putih kekuningan

Al2 Putih kekuningan dan spot hijau
Al 3 Kuning keputihan

AlO Putih dengan spot hijau

Al l Putih kekuningan

Al 2 Spot hijau, tunas dan akar (6)
Al4 | Spot hijau, tunas dan akar (7)
ALO Putih dengan spot hijau

Al2 Putih kekuningan

Al 4 Spot hijau, tunas dan akar (8)
AlS Putih ki i

AlQ Putih dengan spot hijau

Al2 Putih kekuningan

Al 3 Spot hijau, tunas dan akar ®)
Al 4 Spot hijau, tunas dan akar (10)
AlO Kuning keputihan

All Putih kekuningan

Al 2 Spot hijau, tunas dan akar (11)
Al3 Putih kekuningan

AlS Spot hijau, tunas dan akar (12)
AlD Putih dengan spot hijau

All Putih kekuningan

Al2 Spot hijau, tunas dan akar (13)
Al3 Putih dengan spot hijau

Al O Putih dengan spot hijau

All Putih kekuningan

Al3 Spot hijau, tunas dan akar (14)
Al S Putih kekuni B =
Al O Kuning keputihan dan spot hijau
Al3 Putih k i

Al4 Spot hijau, tunas dan akar (15)
AlO Putih dengan spot hijau

All Putih kekuningan

Al 4 Spot hijau, tunas dan akar (16)
AlO Putih dengan spot hijau

All Putih kekuningan

Al2 Spot hijau, tunas dan akar (17)
Al5 Kuning keputihan

AlD Putih kekuningan

Al Putih kekuningan

Al4 Spot hijau, tunas dan akar (18)
Al 0 Putih dengan spot hijau
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All Putih kekuningan

. Al2 Spot hijau, tunas dan akar (19)
Al3 Spot hijau, tunas dan akar (20)_4

2 AlD Putih dengan spot hijau

Al2 Putih kekuningan

Al4 | Spot hijau, tunas dan akar (21)

3 AlQ Putih dengan spot hijau

Al3 Putih kekuningan

Al 5 Spot hijau, tunas dan akar (22)

5 AlQ Putih dengan spot hijau

Al l Putih kekuningan

Al3 Putih dengan spot hijau

i AlS Spet hijau, tunas dan akar (23)

L Total 66 23 kalus bertunas + akar (34,85 %) |
Tabel 4.9. Nomor-nomor kalus yang diregencrasikan dan penampakannya pada
padi turunan varietas nias-3
No. | Ulangan No. | Nomor Penampakan Kalus
(Botol) | Eksplan | Regenerasi
1 1 1 AlO Putih dengan spot hijau

Al2 Spot hijau, tunas dan akar (1) |
Al4 Kuning keputihan
2 AlD Spot hijau, tunas dan akar (2)
Al3 Putih kekuningan
AlS Spot hijau, tunas dan akar (3)

3 AlO Putih dengan spot hijau
All Putih kekuni
4 Al4 Spot hijau, tunas dan akar (4) _
5 AlQ Putih dengan spot hijau
Al l Putth kekunt

Al2 Spot hijau, tunas dan akar (&)

Al 3 Putih dengan spot hijau

2 2 1 AlO Spot hijau, tunas dan akar (6)

All Putih kekuningan

Al 2 Putih kekuningan dan spot hijau

Al4 Kuning keputihan

3 AlO Putih dengan spot hijau

All Putih kekuningan

Al3 Spot hijau, tunas dan akar ()

i Al5 | Spot hijau, tunas dan akar (8

4 | AlO Putih dengan spot hijan

Al2 Putih kekuningan

Al4 Spot hijau, tunas dan akar (9)
gan

A5 | Putih kekunin
3 3 1 AT0__ | Kuning keputihan




All Putih kekuningan
Al2 Spot hijau, tunas dan akar (10)
Al3 Kuning keputihan
2 AlD Putih dengan spot hijau
Al 2 Putih kekuningan
Al3 Spot hijau, tunas dan akar (11)
Al 4 Putih kekuningan
4 Al0 Putih dengan spot hijau
Al Putih kekuningan
Al 5 Spot hijau, tunas dan akar (12)
4 1 AlD Putih dengan spot hijau
All Putih kekuningan
Al 2 Spot hijau, tunas dan akar (13)
Al 3 Spot hijau, tunas dan akar (14)
2 AlO Putih dengan spot hijau
Al 2 Putih k i
Al3 Spot hijau, tunas dan akar (15)
Al 4 Kuning keputihan
3 Al0 Putih kekuningan
All Putih kekuningan
Al 5 Spot hijau, tunas dan akar (16)
5 AlO Putth dengan spot hijau
All Putih kekuningan
Al5 | Spet hijau, tunas dan akar (17) |
5 2 AlO Putih dengan spot hijau
Al'l Putih kekuningan
Al 2 Spot hijau, tunas dan akar (18)
Al4 | Spet hijau, tunas dan akar (19)
3 Al0 Putih dengan spot hijau
All Putih kekuningan
Al3 Spot hijau, tunas dan akar (20)
= Al S Spot hijau, tunas dan akar (21)
_”—- 5 AlQ Putih dengan spot hijau
Al2 Putih kekuningan
Al 4 Spot hijau, tunas dan akar (22)
AlS Putih kekuningan )
Total 62 22kalusbertmxas+akar@_§,48 %)
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4.2. Pembahasan
4.2.1. Induksi Kalus

Dari Tabel 4.1, Tabel 4.2 dan Tabel 4.3 memperlihatkan bahwa hampir
semua eksplan yang dikulturkan terinduksi menjadi kalus. Persentase cksplan
menjadi kalus berbeda untuk setiap varietas, pada varietas nias-1 dan nias-2 88 %,
dan varietas nias-2 sebanyak 84%. Angka ini termasuk tinggi jika dibandingkan
dengan dengan penelitian-penelitian sebelumnya (Edi, 2004),

Diameter kalus untuk setiap varietas yang digunakan bervariasi. Pada
verietas nias-1 diameter kalus berkisar antara 0,6 — 1,5 cm; pada varietas nias-2
diameter kalus berkisar antara 0,7 — 1.4 cm dan varietas nias-3 diameter kalus
berkisar antara 0,5 - 12 cm. Pertambahan diameter kalus ini ada hubungannya
dengan pertumbuhan kalus ke samping dan ke atas serta dipengaruhi oleh struktur
kalus tersebut Kalus dengan struktur friabel (renggang) pertambahan diameter
akan lebih cepat dibandingkan dengan kalus yang berstuktur kompak.

Selain dari struktur kalus yang diamati, perubahan warna dari kalus juga
diamati (kuning, kuning keputihan, putih kekuningan, bening atau tidak), nodul
jelas atau tidak. Ada hubungan antara diameter kalus dengan penampilan kalus,
kalus yang berdiameter tinggi mempunyai penampilan yang berbeda dengan kalus
yang berdiameter rendah. Pada Tabel 4.1 kalus berdiameter tertinggi
berpenampilan putih kekuningan, bening, friabel dan nodul jelas, sedangkan kalus
berdiameter terendah berpenampilan kuning, tidak bening, kompak dan nodul
tidak jelas. Hal yang sama Juga terjadi pada Tabel 4.2 dan Tabel 4.3. Jadi setiap
angka dari diameter kalus mempunyai penampilan yang berbeda, artinya dengan
melalui kultur kalus penampilanya menjadi beragam.

4.2.2, Tradiasi kalus dengan Sinar Gamma dan Seleksi Kalus pada Media
yang Mengandung Al dan pH Rendah

Persentase Kalus hidup setelah iradiasi semakin turun karena banyak kalus

yang mati setelah iradiasi. Persentase kalus hidup setelah iradiasi pada setiap

varietas berbeda, varietas nias-1 persentase kalus hidup 85,71%: nias-2 81.81%

dan nias-3 80,95%. Setelah kalus diiradiasi, tahap selanjutnya adalah seleksi pada
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media yang mengandung Al dan pH rendah. Jumlah kalus yang discleksi pada
setiap varietas berbeda, pada varietas nias-1 dan nias-3 jumiah kalus yang
discleksi 126, sedangkan pada varietas nias-2 sebanyak 132 kalus,

Setelah kalus diseleksi pada media yang mengandung Al dan pH rendah,
Jumlah kalus yang hidup Juga bervariasi. Pada varietas nias-1 jumlah kalus yang
hidup sebanyak 66 (52,38%), nias-2 66 (50,00%) dan nias-3 62 (49,21%). Dari
Tabel 4.4, Tabel 4.5 dan Tabel 4.6 memperlihatkan semakin tinggi konsentrasi Al
yang diberikan semakin banyak kalus yang mati (Edi, 2004),

Distribusi kalus yang hidup setelah di media seleksi untuk setiap varietas
berbeda-beda. Untuk varietas nias-1 jumlah kalus yang hidup (tenggang) adalah
Al 0 =17 kalus, Al 100 = 12 kalus, Al 200 =9 kalus, Al 300 = 1] kalus, Al 400 =
8 kalus dan Al 500 = 7 kalus. Untuk varietas nias-2 jumish kalus yang hidup
(tenggang) adalah Al 0 = 18 kalus, Al 100 = 12 kalus, Al 200 = 9 kalus, Al 300 =
10 kalus, Al 400 = 7 kalus dan Al 500 = 8 kalus, Untuk varietas nias-3 jumlah
kalus yang hidup (tenggang) adalah Al 0 = 17 kalus, Al 100 = 11 kalus, Al 200 =
10 kalus, Al 300=8kalus,Al400=8kalusdanA1500=8kalua

Jika dijumlahkan kalus hidup (tenggang) untuk ketiga varietas pada
masing-masing konsentrasi Al yang diberikan adalah : Al 0 = 52 kalus, Al 100 =
35kah.ls,A1200=30kalus,A1300-30kalus.Al400=22kalu3danAl 500 =
23 kalus. Artinya semakin tinggi konsentrasi Al yang diberikan semakin sedikit
kalus yang hidup (tenggang).

4.2.3. Regencrasi Kalus

Akhir dari regenerasi kalus adalah terbentuknya planlet (tunas dan akar)
yang tenggang terhadap Al dan pH rendah. Tahap pertama regenerasi kalus adalah
mengimnduksi terbentuk tunas, kemudian induk akar. Jumlah kalus bertunas dan
berakar untuk setiap varietas jumlahnya semakin sedikit. Tabel 4.7. memperiihat
jumlahknhxsyangdiregcmsikandminmmvuietasniu-l.Dmi&kalm
yang diregenerasikan, hanya 23 kalus yang menjadi planlet. Begitu juga dengan
varietas nias-2 dari 66 kalus yang diregenerasikan hanya 23 kalus yang menjadi
planlet. Berikut ini ringkasan jumlah kalus dalam media seieksi Al dan pH rendah,
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Jjumlah kalus yang diregenerasikan dan Jumlah kalus bertunas/berakar untuk setiap
turunan varietas nias-1, nias-2 dan nias-3.
Tabel 4.10. Jumlah kalus dalam media seleksi Al dan pH rendah, jumlah kalus

yang diregenerasikan dan jumlah kalus bertunas/berakar untuk setiap
turunan verietas nias-1, nias-2 dan nias-3

Varietss | Jumlah kalus pada |  Jumlah kalus (%) | Jumiah (%) kalus
media seleksi | yang dire ikan | bertunas + akar
Nias-1 126 66 (52,38) 23 (34,85)
Nias2 132 66 (50,00) 23 (34.85)
| Nias-3 126 62(4921) 22 (35,48)
Total 384 . 194 68 Genotipa




38

Di bawah ini akan ditunjukkan Gambar mulai induksi kalus sampai
terbentuknya tunas dan akar.

Keterangan : A = Proses pembengkan embrio
B = Mulai induksi kalus
C = Kalus umur 8 minggu (akan diiradiasi)
D = Kalus selesai diiradiasi
E = Kalus pada media seleksi
F = Kalus pada media regenerasi (mulai terbentuk tunas).
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BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Dari data yang didapatkan dan pembahasan yang telah dilakukan, maka

dapat diambil beberapa kesimpulan

I

Kultur kalus dan iradiasi sinar gamma dapat meningkatkan keragaman
penampilan kalus yang terlihat dari warna kalus (mulai dani warna kuning,
kuning keputihan, putih kekuningan, bening atau tidak), struktur kalus
(kompak, kompak tidak merata, friable, nodul jelas atau tidak),

Kalus dengan penampilan putih kekuningan, bening, friabel dan nodul yang
Jelas akan memberikan kalus bertunas lebih banyak.

Didapat 68 genotipa tanaman padi dari 3 varietas yang digunakan, dengan
rincian : 23 genotipa dari turunan varietas nias-1, 23 genotipa dari turunan
varietas nias-2 dan 22 genotipa dari turunan varietas nias-3.

5.2. Saran

L.

Pertu penelitian lanjutan tahun ke dua untuk mestabilkan sifat tenggang yang
telah didapat pada tahun pertama (hasil seleksi in virro) yaitu berupa 68
genotipa tanaman padi tenggang Al dan pH rendah yang berasal dari turunan
padi varietas nias-1, nias-2 dan nias-3.

Pada tahun ke dua akan dilaksanakan seleksi sifat tenggang Al dan pH rendah
pada tingkat rumah kaca yaitu seleksi pada larutan hara dan seleksi pada tanah
masam.

Hasil Tahun kedua akan digunakan untuk tahun ketiga yaitu uji progeni
sampai R-4.
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RINGKASAN

Tujuan dari penelitian Hibah Bersaing tahun pertama adalah mendapatkan
beberapa genotipe planiet (tanaman) padi ladang asal Kepulauan Nias tenggang Al
dan pH rendah hasil pengujian kultur in vitro.

Metode yang digunakan untuk mencapai tujuan tersebut adalah : 1) metode
peningkatan keragaman somaklonal melalui kultur kalus iradiasi sinar gamma
(Edi, 2004), 2) uji pada kultur in vitro menggunakan komposisi media MS yang
dimodifikasi (Van Sint Jan er al., 1997).

Kegiatan penelitian tahun pertama meliputi : induksi kalus selama 10
minggu, iradiasi sinar gamma selama 1 minggu, pengujian kalus pada media in
vitro selama 12 minggu, regenerasi kalus menjadi tunas selama 8 minggu, induksi
akar pada kalus yang sudah bertunas 6 minggu.

Hasil penelitian tahun pertama adalah : (1) Kultur kalus dan iradiasi sinar
gamma dapat meningkatkan keragaman penampilan kalus yang terlihat dari wama
kalus (mulai dari warna kuning, kuning keputihan, putih kekuningan, bening atau
tidak), struktur kalus (kompak, kompak tidak merata, friable, nodul jelas atau
tidak); (2) kalus dengan penampilan putih kekuningan, bening, friabel dan nodul
yang jelas akan memberikan kalus bertunas lebih banyak; dan (3) didapat 68
genotipa tanaman padi dari 3 varietas yang digunakan, dengan rincian : 23
genotipa dari turunan varietas nias-1, 23 genotipa dari turunan varietas nias-2 dan
22 genotipa dari turunan varietas nias-3,
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BAB L. PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Indonesia sampai saat masih menghadapi masalah kekurangan persediaan
pengummldnnmbwkmkmvusiumkcpcuﬁmpamdnn,indmui,
pakmdmmﬁaﬂuk&r?ummmmdlmakmdmng
dilnkukmdmganmmnﬁmhnhlmsubopﬁmalmmsihmgmlmsdihm
Pulau Jawa dan Bali. Salah satu kendala pada lahan sub-optimal adalah kemasaman
M(kmmAldaanmdah)Sohm’nyaadahhpengmbanmvmicmmdi
unggul adaptif terhadap lahan sub-optimal melali pemulian dan penerapan
biotckmbgi.lnlhﬁmnidengmAgcndaRisetNmkxnlzow—ZOM.Tuget
capaian 2014 adalah rekombinasi jenis dan varietas tanaman pangan pokok serta
bmihtmanmntcnggmghhan(DcmeisaNasioml,zom).

Cuayangdilakﬂantmmkmmpaitugctdiatasmelahipemulimdm
penerapan bioteknologi pada kultur in vitro dan iradiasi sinar gamma. Kultur in vitro
dilakukan dengan cara menginduksi kalus sehingga keragaman sel-sel somatik
meningkat. Sclanjuinya untuk lebih meningkat keragaman pada sel-sel kalus
dilakukan dengan cara iradiasi sinar gamma. Terbukti bahwa kultur kalus dan
iradiasi sinar gamma dapat meningkatkan keragaman somaklonal (Fdi, 2004).
Keragaman yang tinggi memudahkan pengujian terhadap Al dan pH rendah.

Hal lain yang fidak kalah pentingnya adalah eksplan yang merupakan sumber
kehidupan&hmmmpaakimSaehhdihh:kmobservasidiSmUm
makadipﬂihchtﬂmmNiassebagnimbereksplankmm:l)jcnispadihdmg
ymgbiasadhamokhpmdmhkdlﬁmkbihbmyak,Z)ptodﬁsinyathggi,ﬂ
tahan hama dan pemyakit, 4) morfologinya spesifik’khas dan  berpotensi
dikembangkan di daerah lain di Sumatera Utara, dan 5) uji cepat (percobaan
pendabuluan) di Laboratorium untuk mengetahui kepekaan terhadap Al dan pH
rendah, hasilnya adalah beberapa jenis padi ladang peka asal Kepulauan Nias
(Herkules dan Edi, 2008). Jenis padi peka inilah yang digunakan sebagai sumber
cksplan pada penelitian Hibah Bersaing tahun 2011 — 2013, yang mana sebelumnya
telah dilakukan Penelitian Fundamental untuk mengetahui media dan zat pengatur
tumbuh terbaik dalam menginduksi dan meregenerasikan kalus padi.



1.2. Tajuan Khusas
Penelitian ini bertujuan -
1. Mendapatkan planlet’' (tanaman) padi ladang asal Kepulauan Nias tenggang

terhadap Al dan pH rendah hasil pengujian kultur in vitro (Tahun 1).

2. Memperoleh tanaman padi ladang asal Kepulauan Nias tenggang terhadap Al

dan pH rendah hasil pengujian larutan hara (Tahun 11).

Memperoich benih padi vigor dan fertil yang tenggang terhadap Al dan pH
rendah hasil pengujian tanah asam (Tahun IT).

Mendapatkan benih padi vigor dan fertil tanaman padi pada setiap generasi dan
beberapa genotipe tanaman padi yang diuji sifat tahanannya terhadap keracunan
Al dan pH rendah hasil vji progeni sampai generasi keempat (R4) (Tabun III).

1.3. Urgensi (Kentamaan) Penelitian
13.1. Urgensi Bagi Peagembangan Ilmu Pengetahuan dan Seni

Penclitian imi sangat penting untuk pengembangan ilmu pengetahuan

terutama dalam bidang kultur jaringan, antara lain :

I.

Menginduksi keragaman somaklonal melalui kultur in vitre (kalus). Sudah
banyak penelitian yang menyatakan bahwa keragaman somaklonal dapat
ditingkatkan melalui kultur in vitro (kultur kalus). Kalus merupakan kumpulan
sel yang tanpa bentuk (amorphous), membelah secara terus menerus tanpa
mengalami diferensiasi (dediferensiasi). Kalus secara in vitro dapat terbentuk
dengan adanya kescimbangan zal pengatur tumbuh auksin dan sitokinin yang
diberikan. Auksin kuvat (2,4-D dan NAA) dan sitokinin kuat (BAP) dapat
meningkatkan pertumbuhan dan pembelahan sel kalus, schingga diharapkan
adanya penyimpangan pembelahan mitosis. Penyimpangan pembelahan mitosis
yang begitu cepat, mengakibatkan keragaman sel menjadi meningkat. Selain itu
pemberian 2,4-D dapat menghalangi terbentuk benang-benang spindel sehingga
pada waktu pembelahan intinya tidak memisah (double nucleus).

Langkah selanjutnya adalah menseleksi sel ke dalam media yang mengandung Al
(pH rendah). Scl-sel yang mampu bertahan selama seleksi berarti sel tersebut
tahan terhadap bahan penyeleksi (Al dan pH rendah).

Selanjulnya meregenerasikan kalus hasil seleksi in vitro dan iradiasi sinar gamma
menjadi planlet dengan memodifikasi media dasar dan zat pengatur tumbuh



schingga didapatkan planlet yang beragam. Keberhasilan tahap ini akan
menentukan tahap-tahap selanjutnya karena disamping mendapatkan planlet
(tanaman) berasgam, juga sekaligns memperbaiki metode dan mempersingkat
waktu seleksi.

4.Pabaﬂmndanpmmbenmnxtodepmﬁmtmmandanpmm
untuk mendapatkan varictas/jenis tanaman unggul

1.3.2. Manfast bagi Pembangunan dan Institusi

Penclitian ini disesvaikan dengan Agenda Riset Nasional talon 2010 — 2014
schingga memberikan manfaat besar bagi Pembangunan dan Institusi. Hal ini akan
tercermin dari huaran (ouf pur) penelitian itu sendiri. Berikut ini uraian manfaat bagi

1.3.2.1. Manfaat bagi Pembangunan

Ketahanan pangan merupakan Agenda Riset Nasional tahun 2010 — 2014, hal
ini sesuai dengan prioritas pembangunan Kabinet Indoncsia Bersatu — I, maka
daya saing produk pertanian, peningkatan pendapatan petani, serta kelestarian
lingkungan dan sumber daya alam.

Permasalahan dan tantangan yang dihadapi dalam aspek ketersediaan dan
produksi pangan, disamping banyak dipengarohi oleh perubahan cepat pada
lingkungan global dan perubahan iklim, secara umum terjadi akibat adanya dua
kecenderungan utama. Kecenderungan pertama adalah terus bertambahnya
kebutuhan pangan sciring dengan laju pertumbuhan penduduk. Kecenderungan
kedua adalah semakin menyempitnya lahan pertanian karepa tekanan penduduk

Upaya meningkatkan produksi pangan dimasa yang akan datang tidak akan
menjadi lebih mudah karena lahan subur yang tersedia akan makin berkurang karena
konvers: untuk kepentingan perumahan, industri, perkantoran, dan infrastruktur. Laju
konversi lahan pertanian ke non pertanian di Indonesia diperkirakan mencapai



106.000 hektar selama 5 tahun. Laju konversi tersebut paling pesat terjadi di sekitar
kota-kota besar di Pulau Jawa. Solusinya adalah memanfaatkan lahan sub-optimal
yang sangat diluar Pulau Jawa (Sumatera, Kalimantan, dan Papua). Lahan sup-
optimal mempunyai banyak kendala, salah satu kendalanya adalah lahan masam (pH
rendah). Oleh sebab itu pengembangan varietas adaptif untuk lahan sub-optimal
perlu dilakukan, penelitian ini akan memberi luaran (owf puf) yaitu mendapatkan

beberapa genotipe padi tenggang Al dan pH rendah yang dapat diapilkasikan pada
lahan masam.

1.32.2. Manfaat bagi Institasi

diri, antara lain :

1. Pengembangan Laboratorium Kuliur Jaringan yang sudah ada sekarang ini
schingga kualitasnya lebih meningkat. Indikator peningkatan kualitas
Laboratorium ini ditandai dengan mobilitas kerja yang tinggi. Mobilitas kerja
digunakan serta alat-alat yang akan dipakai. Melalui penclitian ini akan dapat

2. Menunjang proses belajar dan mengajar bagi mahasiswa yang mengambil mata
kuliah kuhtur jaringan (matakulish wajib bagi mahasiswa non kependidikan).
Matakuliah ini disamping bobot teorinya sebanyak 3 sks, tetapi juga ada
praktikumnya 1 sks.

3. Mempercepat penyelcsaian masa studi mahasiswa karena dalam penelitian ini
akan melibatkan beberapa orang mahasiswa untuk penelitian di Laboratorium
dalam rangka penyusunan tugas akhir (skripsi).

4. Mempercepat kenaikan pangkatfjabatan seorang peneliti (dosen) karena
penelitian int akan memberikan kredit point untuk kum B.

5. Menaikkan peringkat Universitas di tingkat nasional berdasarkan banyak
proposal penelitian yang diterima di pusat (track record).



BAB II. STUDI PUSTAKA

2.1. Pertumbuban dalam Kultur Jaringan (7n Vitro)

Kultur jaringan adalah suatu metode untuk mengisolasi bagian dari tanaman
seperti protoplasma, scl, sckelompok sel, jaringan dan organ, serta menumbuh-
Mpmmmmmwmmmmm

bebenpaﬁimrkompkkdimn:(l)mgmmldnimm(z)
mmiﬁ.@)ﬁm-ﬁkmrmmﬁsih@)hwmﬁmmmm
pengatur tumbub, vitamin dan sebagainya.

Gunawan (1992) menyatakan bahwa keberhasilan dalam penggunaan metode
mmjrb@nwbammsmmedhmdimmkmwhﬂmjuhm
temmdaﬁ:hmamkmdanmiho,vitamin.guh.asamamimdanngmik,
persmyawankmxplekahmhh(ﬁrknhpa,juiccbnﬁ)buﬁcro:mﬁk,mngakﬁﬁ
zat pengatur pertumbuhan dan bahan pemadat media.

Pengmuhkomposisimdiachpatdisdnbkmolchhwdmbmgmkmqnnen
yang menyusun media di antaranya zat pengatur tumbuh. Salah satu mekanisme
yangmganrmgamgew:isuhhhmﬁdaﬁfwks‘n(lAA,NAA,danZ&D)dan
silokinin(BAP,mﬁndanﬂﬁdianm)dalammdia.Sebagaicomoh,pah
mbakmdmmnisbahwksintuhadapsiwkhﬁndahmnndhﬂAAlkimin)ﬁnggi,
akanmunbmwkakardmapdihsebdiknyaakmu:bumﬁnms,se&mgkm
apabilanisbd:anbinlsiwkirﬁnmnakmtabmmkkalus(BbojwmithnRazﬂm,
1983). George dan Sherrington (1983) juga menyatakan bahwa pertumbuhan dan
mmfogmsinvihvdimdchhncnksidankmcimbmgmmamlaiw
pmgauwmmhhda!mnmediadanymgdipmduksimmdogmolehsekselymg
dikultur.

Pertumbuban dimanifestasikan sebagai peningkatan permanen dalam hal
nkm:n,mbemt.Ukmmddakhmyahitaiayangdigumkmmtukmmgukm
pahmhﬂum,nﬁsalnyapatumbuhmseldalmnkuhnsuspmsidapmdinilaidmgm
mengukmbobotscgarjmingmymghidup.?cﬂmnhﬂmhﬁzigotakm
menyebabkan terjadinya  pertambahan  volume, bobot, jumiah sel, jumlah



Wm@jmhmleﬁmmmmm&mm
tahadapﬁhm-fnkwnasehnwdmyangbanyakdigmnkmadahhpengukmm
pertambahan bobot kering (Salisbury dan Ross, 1995; Taiz dan Zeiger, 1991).

2.2. Peagaruh Keracunan Al
lahmnmginnlada!abmndahnyakmwdiamhaaN,P,K,Ca,MgdanMo(Rapu
dan Kramer, 1987; Marschner, 1995). Pada lahan dengan tingkat kemasaman tinggi,
pahmbuhantmmnandihmnbdolehion—ionbmsepetﬁALFe@Mn.Nmm
di antara ion-ion terscbut Al merupakan unsur penting karena merupakan faktor
mamadahmpmdmhatanpuumiﬂmdmbaﬁﬁtmmbagitmmm
Marsdma’(l995)lebihdai70%tmnbnmnﬂopismcngplmideﬁsicnsi€adan
Salah satu penyebab kerusakan pada akar olch ion polimer Al adalah

Yamamoto dan Kasai, 1992).

Efek kerusakan Al pada tanaman diawali dengan gangguan terhadap tudung
mckmksdﬁnggapadagiﬁmnyaakmmmgmgischmiumsihgcselmdmgam
dimamselmaehﬁwauwhnmberpmgﬂraxbgmmﬁmbu!mn.?adaﬁnght
molehﬂu,AlbuhubmgandcnynDNAsdninwintemksiAldenngNAakm
pembchlnnselpadamuistunakat,papanjanpnsd,simisDNAdmRNA.Hal
irdﬁngadidnhmgdchhasilpendiﬁmmamoto(l”l)ymgmym&mbahm
AlmglmnbatpembdahanscldenganmggmgxnpmggaﬂmDNA_

PadadimﬁngschenghambatmlajadikamnaAlmeuggmﬁkankahuhkan
Ca®* pada lamela tengah. Ca®* mempunyai peranan penting dalam transpor ion
melcwaﬁmanbmnplasmsebabCamuupakm'semndmenga’dahmakﬁvitm
W-Aﬂwdmgmbmmnnhmxhﬂin.mlmnhalhﬂdengmdigmﬁkamyaCaz'
yangmclckaathcahnoduhlakmtujadipaubahanakﬁvimsmzim.!kamAl
dengan karboksil (RCOO") membentuk ikatan kuat schingga sel tidak mampu



membesar. Selain itu Al juga berhubungan dengan membran lipid bilayer pada sel
schingga dapat menyebabkan kerusakan struktur membran karena Ca digantikan
oleh AP"* yang akhimya mempengaruhi penyerapan hara (Marschner, 1995).
2.3. Mckanisme Tolcransi Al

Menunut Taylor (1991) dan Marschner (1995) ada dua mekanisme toleransi
tanaman terhadap Al yaitu mekanisme cksklusi dan mekanisme toleransi internal.
Dahmhdinimekmﬂme&skhnitmﬁﬁdai:imnbiﬁsasipadadindingsd,
pamedﬁlitssclekﬁfdaﬁmunlxmplm,mmingkamyap!i(hlmnﬂmsﬁram
mm,mumkmmmmmum;mmm
wmmmwmmMm&(mmmm
gmmmmmmmwmmﬁnmm
sp&ﬁkpengikmMyangakmmum*mmAlmmpuﬂrgtmemnk
M.Panbemd:mkomplckAldenmagmikmw&msahhm
mckanisme toleransi tanaman terhadap Al. Asam organik berperan dalam eksklusi Al
mddtﬁpelmnnyadaiakardmddoksiﬁkxsiAldahmsimphsdhnmm
mganiktmdxﬂdapdmcngkelatAldanmaeduksiatmmenccphpmgmubmm
M.Tayh(l”l)jugammﬂmhhm&nmymgtolammmg
meningkatkan pH di dacrah rizosfir. Perubahan pH pada dacrsh rizosfir ini
bethubungan dengan kemampuan tanaman dalam penyerapan NO; dan NH,'
(Harjadi dan Yahya, 1988). Bila N0y lebih banyak diserap maka pH sitosol akan
turun sehingga menyebabkan meningkatnya aktivitas enzim malat untuk menstimulir
terjadinya dekarboksilasi malat menjadi piruvat. Penyerapan N0 yang lebih besar
juga menyebabkan terjadinya pelepasan ion hidroksil (OH) atau ion bikarbonat
(HCO5) ke arah perakaran sehingga sekaligus juga meningkatkan pH, yang pada
giliranya akan mengurangi kelarutan Al

Selanjutnya dari studi pada tingkat molekuler yang dilakukan oleh Richards ef
al. (1998) pada bibit Arabidopsis thaliana terbukti bahwa ada empat gen yang
tueksp:wdymgsiMyamienmenginduksipemksidase.glumhione-s-
transferase, protein yang mengikat tembaga biru, protein homolog pada retikulum
perlakuan Al pada Arabidopsis menginduksi stres oksidatif. Dalam hal ini stres
oksidatif mervpakan reaksi tanaman terhadap level toksik Al



2.4. Keragaman Somakional

Metode kultur jaringan sclain menghasilkan propagula yang bermutu, juga

dapat menghasilkan keragaman somaklonal yang dapat dipergunakan dalam
pundianmnaecaninvixmKuagunmsnm*!omlmamndideﬁnisihn
(Larkin dan Scowcroft, 1981).
Dua keuntungan dari perubshan kromosom yang diperoleh melalui karagaman
sanakhnlyﬁm:(l)kmganmymgdipaoldnkmungkimﬁdﬂakmdipaokh
pada genepool yang ada, (2) perubahan beberapa sifat yang akan memperbaiki
pmmpihnMelaluildmikhulwrjaringanwdqmdmha!yangbabeda
kq)auingmnyabagipem\dimntmmmyahunxmpmﬂmnkmkwaﬁlangmoﬁpe
dan merangsang keragaman genetik. Kestabilan genotipe dapat dicapai dengan
mendorong sesingkat mungkin fase pertumbuhan tak berdiferensiasi (fase kalus, sel
bebas), sedangkan keragaman genetik dapat dicapai pada fasc tak berdiferensiasi
ymgmhﬁfpanjang,Scjumlahmmmdidugpdapmubanﬂnpadafmehlmdmscl
Olch karena itu dari hasil kultuor jaringan dapat diseleksi genotipe yang berguna bagi
pemuliaan tanaman seperti sifat-sifat tahan penyakit, toleransi terhadap salinitas dan
ion-kmyangmacmimmn(scpaﬁALMnPb,Fe),kekuing;nsemhaﬁskh
(Gunawan, 1992).

Pada kultur jaringan keadaan eksplan dan keseimbangan zat pengatur tumbuh
mmmwmmmm(mm
Sonuino, 1987). Menurut D'Amoto (1978) dan Bayliss (1980) kultur jaringan
merupakan sumber potensial untuk mendapatkan keragaman, yaitu dengan cara
mmgahrkomposiximedia,kesdmbanganmtpmgmumhlh,dmlmm
menghﬂhrkm.Tadapalﬁgammanpuolchkmgmmnsonmklomldaﬁeksphn
yang telah berhasil dikerjakan yaitu : (1) eksplan yang bercgenerasi langsung
membentuk tunas dan akar, (2) menginduksi kalus terlebih dahulu kemudian
dilanjutkan penznaman sel tunggal, dan (3) kultur protoplasma (Jacobsen. 1987).



Reisch (1983) mengungkapkan bahwa kultur kalus dapat menghasilkan
keragaman somaklonal. Keragaman ini dapat ditingkatkan dengan menggunakan
mutagen. Mutagen yang digunakan dapat berupa mutagen fisik seperti sinar-x dan
metan sulfonat (EMS), dietil sulfat (DES) dan nitroso metil urea (NMU) (Ancora
dan Sonuino, 1987).

2.5, Mutagen

mutasi buatan (induced mutation) (Ismachin, 1988). Penggunaan mutagen dalam
pemuliaan tamaman dimulai tahen 1940an. Di antara pencliti yang telah
melakukannya adalah Freisleben dan In Halle dari Jerman. Mercka berhasil
mmpatkanmmanbm!zyyanglalmnmﬂdew.hdasaalymgsaanolcmar
berhasil mendapatkan mutan dari tanaman tembakau yang diradiasi sinar-x di Deli
Medan (Ismachin, 1988).

Sinar-x dan sinar gamma (mutagen fisik) adalah gelombang elektro magnetik,
sebagian atan seluruh cnergi proton ditransfer ke energi kinetik suatu clektron.
Elektron ini kemudian kchilangan eperginya karena berinteraksi dengan atom
molekul materi tadi dan melepaskan elektron lain. Beberapa elekiron ini dapat
clektron tersebut akan terjebak dalam sistem polar, sehingga cukup waktu bagi ion
radikal yang lebih dan aktif itu untuk bereaksi dengan molekul lain atau masuk ke
dalam susunan jaringan (Ismachin, 1988).

Materi biologi selalu mengandung air yang cukup banyak. Dengan demikian
kimia sebapai sumber kerusakan gen (Ismachin, 1988). Bagi para pemulia tanaman
pcdudiketalnﬁﬁnggirmdalmvakwcpalmdosisamhjudosisimdimi.Dosis
:crscrapunnﬂ:xﬁapsinarpmgimadalahjmnlaha\ergiyangdimpperbmn



benda yang disinari. Satuan sinar radiasi adalah Gray (Gy) atau rad.

Irad =100 erg per gr = 10 joule per kg

1Gy =100rad =0, krad

Kecepatan dosis adalah jumlah dosis terserap persatuan waktu (rad per detik

atau Gy per detik). Dosimeter adalah alat pengukur besamya dosis radiasi. Dosimeter
standar yang umum digunakan adalah dosimeter Fricke, tetapi dosimeter ini hanya
untuk pengukuran dosis sinar gamma antara 40-400 Gy. Diluar dosis itu dosimeter
sudah tidak tepat lagi. Pengukuran dosis diluar selang tersebut dilakukan kalibrasi
dengan perhitungan atas laju dosis dan waktu penyinaran (Ismachin, 1988).

2.6. Studi Pendahuluan/Kemajuan yang Telah Dicapai

Studi pendahuluan/kemajuan yang telah dicapai untuk penclitian ini telah
banyak dilakukan untuk memberikan gambaran dalam mencapai tujuan jangka
panjang dan target khusus yang diinginkan. Berikut ini berbagai penclitian
pendahuluan/kemajuan yang telah dicapai.
ditingkatkan melalui kultur kalus dan iradiasi sinar gamma (Edi, 2004), mutasi
induksi dengan sinar gamma (Co®) dapat meningkat keragaman somaklonal
(Socdjono, 2003), pemanfaatan kultur in vitro untuk meningkat keragaman genetik
tanaman nilam (Mariskan dan Gati, 20003).

Beberapa penelitian seleksi in vitro yang dilakukan untuk mendapatkan
ketahanan antara lain : (a) seleksi in vitro untuk ketahanan terhadap tanah masam
dan Al pada tanaman kedelai, dari hasil penelitian didapatkan varietas kelinci yang
tahan terhadap tanah masam (Hutabarat dan Ratma, 1996), (b) pengaruh sinar
gamma terhadap toleransi Al pada padi varictas sentani melalui teknik kultur
jaringan, dari hasil penclitian didapatkan mutan tahan Al pada perlakuan 10 Gy + 8
ppm Al dan 20 Gy + 14 ppm Al (Hutabarat, 1991), (c) induksi keragaman somaklon
ke arah ketenggangan terhadap keracunan Al pada tanaman jagung, dari hasil
penelitian didapatkan terjadinya peningkatan daya ketenggangan tanaman jagung
somaklon terhadap keracunan Al sampai taraf 800 pM AICI; (Sutjahjo, 1994), dan
(d) selekst varictas padi peka menjadi tahan Al menggunakan keragaman
somaklonal, didapatkan tanaman padi genotipe Aiwu yang tahan terhadap Al pada
konsentrasi 250 dan 1000 puML™") pada pH 3,85 (Van Sint Jan ef al, 1997).



ymgmmghﬁhnwmsomakhnahdahhpammhsiwmmapadanﬂm
{Pogostemmam cablin Bent.) (Mariska ef al., 1997), pisang ambon kuning (Wardiyati
dkk, 2000), Catharantus roseus (L.) Don. (Syukur, 2000), padi varietas Sentani
(Hfutabarat, 1991), dan padi Basmati 370 (Rodrangboon, 1993).
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BAB I1L. METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan dan Rumah Kaca
Jurusan Biologi FMIPA UNIMED. Penclifian dimulai bulan Maret 2011 sampai
November 2013.

3.2. Bahan dan Alat

Bahan yang akan digunakan berupa 3 macam varietas padi Ladang asal
Kepulauan Nias yaitu : nias-1, nias-2, nias-3 dan T 309 (kontrol in vitro). Sebagai
pembanding dilapangan digunakan varietas Dupa (tenggang Al dan pH rendah) dan
varietas Salum pikit (peka Al dan pH rendah). Bahan kimia yang diperlukan sesuai
dengan formula media Murashige & Skoog (1962), bahan kimia vatuk membuat
media pengujian pada kultur in vitro, bahan kimia untuk pengujian pada larutan hara
meliputi : Auksin (IAA, NAA, 2,4-D), sitokinin (BAP, kinetin dan zeatin). Asam
amino campuran yaitu casein hydrolisate (CH). Bahan sterilisasi meliputi : deterjen,
benlate, alkobol, sunklin dan akuades steril. Bahan untuk tutup botol kultur antara
lain aluminium foil, plastik wrap dan karet gelang.

Alat yang akan digunakan scbagian besar berupa alat gelas standar seperti:
botol kultur, erlemeyer, petridis, pipet isap, labu ukur, corong, saringan, timbangan
analitik, autoklaf, pH meter, kompor listrik, oven, alat diseksi (pisau, pinset dan
gunting), kotak pindah (laminar air flow cabinet), lampu spritus dan rak kultur.

Bahan dan alat yang digunakan di rumah kaca adalah : a) untuk aklimatisasi :
tanah kebun dan pupuk kompos, polibag kecil ukuran 12 x 12 cm, gelas akua untuk
tutup planiet, b) untuk pengujian planlet pada larutan hara seleksi : botol kultur
ukuran 500 ml, gabus dan busa tutup botol, aerator, slang kecil dan ¢) untuk
pengujian tanaman pada tanah asam menggunakan tanah podsolik merah kuming
(PMK), kapur pertanian (kaptan), pupuk buatan (urea, SP 36, KCI), pot plastik besar,
ayakan dan bahan pengendalian hama dan penyakit (Azodrin 1 cc/1 dan Dithane M-
451 g/1).
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3.3. Mctode Penclitian

Metode yang digunakan dalam penclitian ini adalah metode yang sesuai

dengan tujuan penelitian yaitu mendapat varictas tanaman padi yang teoggang
terhadap Al dan pH melalui keragaman somaklonal yang diinduksi melalui kultur in
berbagai metode digunakan, antara lain :

Tahun I :

1.

Metode induksi keragaman somaklonal melalui kultur kalus. Kuitur kalus
mengguoakan metode Edi (2004). Luaran untuk mendapat kalus yang
embriogenik dengan penampilan yang beragam. Indikator pengamatan adalah
kalus segar dengan pertumbuhan cepai, renggang (freabel), bening, warna
kuning keputihan, nodul jelas dan adarnya spot hijau. Induksi kalus dilakukan
dengan cama pemberian zat pengatur tumbuh yang scimbang pada kultur in vitro.
Pemakaian zat pengatur tumbuh dari golongan auksin kuat (2,4-D dan NAA) dan
sitokinin kuat (BAP dan thidiazuron) mendorong perturnbuhan sel kalus lebih
cepat dengan keragaman yang tinggi. Pertumbuhan dan perbanyakan kalus yang
cepat diharapkan adanya penyimpangan pembelahan mitosis, schingga sel yang
satu berlainan dengan sel yang lain dan memunculkan keragaman baru.

Iradiasi sinar gamma dilakukan untuk meningkat keragaman sudah ada pada sel-
sel kalus (Edi, 2004). Luaran adalah kalus hidup setelah iradiasi. Indikator
yang diamati setelah 1 minggu adalah : kalus segar, mengkilat, tidak hancur bila
diraba pakai pingsel.

. Pengujian kalus pada tingkat in vifro menggunakan metode Van Sint Jan ef al.

(1997). Luaran mendapat kalus yang fenggang terhadap Al dan pH rendah
setelah seleksi in vitro. Indikator yang diamati setelah 12 minggu dalam media
seleksi adalah adanya kalus segar dan tumbuh dengan baik. Pengujian dalam
kultur in vitro dilakukan dengan menambahkan Al dengan berbagai konsentrasi
ke dalam media seleksi pada pH 4.

Regenerasi kalus menggunakan metode Herkules dan Edi (2009). Kalus hasil
seleksi in vitro dipindahkan ke media regenerasi yang menginduksi tunas dan
akar. Loaran untuk mendapatkan planiet (tanaman) padi pada tingkat in vitro.
Indikator vang diamati adalah planlet (tanaman ) padi yang lengkap (tunas dan
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akar) dengan berbagai penampilan (performance) atau keragaman yang tinggi.
Pertama kalus di subkultur ke media yang dapat menginduksi tunas yaitu media
yang mengandung sitokinin. Setclah tunas terbentuk, selanjulnya tunas ini
dipindahkan ke media yang dapat menginduksi akar. Dalam sistem generasi
diinduksi maka kalus tersebut sangat sukar untuk bertunas.

Tahun I :

5. Pengujian pada larutan hara menggunakan metode Van Sint Jan er al. (1997)
untuk unsur makro dan Yoshida er al. (1976) untuk unsur mikro. Luaran untuk
mendapatkan lanaman padi tenggang Al dan pH rendah pada larutan hara seleksi
sclama 12 minggu. Indikator yang diamati adalah tanaman padi yang berwarna
hijau, akar bertambah panjang dan pH larutan naik.

6. Untok mendapatkan biji (R1) tanaman tenggang dipindahkan ke tanah podsolik
merah kuning yang dicampur dengan kompos (2 : 1) selama 8 minggu.

7. Pengujian pada tanah masam menggunakan metode Sarkarung (1986) dengan
cara mencampur tanah podsolik merah kuning dengan kapur pertanian
berdasarkan hasil analisis tanah. Kemudian biji padi (R1) hasil seleksi larutan
hara ditanam selama 16 minggu. Luaran untuk mendapat fanaman padi yang
dapat menghasilkan benih. Indikatormya adalah tanaman padi yang tumbuh
baik, berbunga dan menghasilkan benih vigor dan fertil. Benih padi vigor dan
fertil (R2) yang dihasilkan akan digunakan untuk uji selanjutnya.

Tahun 111 :

8. Uji Progeni menggunakan metode Costa ef al., (1997). Uji ini dilakukan untuk
menstabilkan sifat tenggang Al dan pH rendah yang sudah didapat sampai
regenerasi keempat (R4). Luaranwya menghasilkan benih padi vigor dan fertil
tiap generasi tanaman padi dengan sifat tenggang Al dan pH rendah yang stabil.
Indikaternya adalah fanaman padi berwarna hijau setelah diseleksi dengan Al
1500 pmol dan pH 4 sclama 80 hari, selanjutnya menghasilkan biji yang vigor
dan fertil jika dipindahkan pada tanah masam yang dicampur kompos. Gambar 1
dan 2 memperlibatkan Bagan Alir penelitian yang menggambarkan apa yang
sudah dilaksanakan dan apa yang akan dikerjakan secara multitahun. Bagan alir
penelitian dilengkapi luaran (oufpur) dan indikator capaian yang terukur.
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1.4. Percobaan

3.4.1. Percobaan di Laboratorium (I vitro)
Inti dari percobaan di Laboratoriumn adalah untuk menginduksi keragaman
terbaik pada media MS+2,4-D0,5 +NAA1+BAP1.0.

3.4.2, Iradiasi kalus dengan sinar gamma

Untuk meningkatkan keragaman pada kalos, maka dilakukan iradiasi sinar
gamma pada dosis 1,5 krad. Dosis ini digunakan berdasarkan hasil penelitian Edi tahum
2004.

3.43. Seleksi kalus pada media yang mengandung Aluminium (Al) dan pH 4

Konsentrasi Al yang digunakan : 0, 100, 200, 300, 400 dan 500 ppm untuk
keempat varietas yang digunakan. Terdapat 24 (6 x 4) kombinasi perlakuan dengan
ulangan 6 kali (botol kuitur) untuk setiap kombinasi perlakuan. Setiap botol kultur
berisi 7 buah cksplan (embrio). Menggunakan RAL faktorial. Peubah yang
diamati : persentase (jumiah) kalus yang hidup. Kemudian dihitung standar deviasi,
Untuk melihat perbedaan rataan divji dengan BNT 5 %.

3.4.4. Regenerasi kalas menjadi planiet
3.4.4.1. Regencrasi kalas menjadi tunas

Regenerasi kalus menjadi planict menggunakan media MS + BA 2 mg/l +
IAA 0.1 mg/l + Zeatin 0.3 mg/l (sesuai dengan hasil penclitian fundamental).
Peubah yang diamati : jumlah (%) kalus bertunas dan jumlah tunas per kalus.

3.44.2. Induksi akar
Induksi akar menggunakan media %2MS + 1AA 1,0 mg/1 (sesuai dengan hasil
penelitian fundamental). Peubah yang diamati : jumlah akar dan panjang akar.

34.5. Percobaan di Rumah Xaca
3.4.5.1. Aklimatisasi planlet
Aklimatisasi dilaknkan untuk mendapatkan tanaman yang tahan terbadap



kondisi luar (alami) yang sangat berbeda dengan kondisi sebelumnya yaitu kondisi in
vitro (kondisi laboratorium) yang steril. Perlakuannya adalah media tanam
menggunakan campuran tanah kebun dan kompos (2 : 1). Peubah yang diamati
adalah : jumlah (%) tanaman tenggang (hidup) setelah proses akhir aklimatisasi.

3.4.52.Peangujian tanaman pada laratan hara scleksi

Tanaman hasil aklimatisasi diuji menggunakan larutan hara seleksi selama 12
minggu. Konsentrasi Al yang ditambahkan sesuai dengan yang ditambah pada media
seleksi. Larutan hara seleksi diperbarui setiap minggu dan optimasi pH 4 (pH awal)
dilakukan dengan penambahan 0.1 N NaOH atau 0.1 N HO. Untuk menghindari
terjadinya pengendapan pada larutan hara digunakan aerator, Peubah yang diamati
adalah pertambahan panjang akar dan perubahan pH larutan.

Pengamatan pertambahan panjang akar dan perubahan pH dilakukan sekali
dua hari. Data pertambahan panjang akar dan perubahan pH ditampilkan dalam
bentuk grafik.

3.4.53. Biji R1

Untuk menghasilkan biji R1, maka tanaman dipindabkan ke tanah podsolik
merah kuning yang dicampur kompos (2 : 1). Biji ini digunakan untuk uji selanjutnya
pada tanah masam.

3454, Pengujian tanaman pada tanah masam

Tapaman yang tenggang terhadap larutan hara seleksi dipindabkan kedalam
pot plastik besar berisi tanah podsolik merah kuning dan untuk komtrol ditambah
kapur berdasarkan hasil analisis tanah untuk ditumbuhkan sampai menghasilkan biji
R2. Selanjutnya rasio bobot gabah per rumpun (RBGR) dihitung dengan persamaan :

RBGR = Bobot gabah per rumpun pada keadsan tercckam Al

Bobot gabah per rumpun pada keadaan tanpa Al

Berdasarkan nilai skoring RBGR, tanaman dikelompokkan berdasarkan sifat
ketenggangannya terhadap Al mengikuti metode Sarkarung (1986) yang telah
dimodifikasi, yaitu skor 0 > 90% (sangat tenggang), 1 =8 1 — 90 % (tenggang), 2 =
71 - 80% (agak tenggang), 3 = 61 - 70% (agak peka), 4 = 51 - 60 (peka) dan 5 =<
50% (sangat pcka).

x 100 %
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3.4.55. Uji Progeni

Untuk menentukan kestabilan sifat tenggang Al dan pll rendah pada progeni
tanaman R1, maka biji R2 dikecambabkan pada kertas filter yang dibasahi dengan
air tanpa mineral. Planlet yang berumur 10 hari dipindabkan kelarutan hara selektif
dengan kandungan Al 1500 mol selama 80 hari. Menurut Costa ef al., 1997 ada tiga
kategori tanaman hasil seleksi : (1) Tanaman yang tahan (RPs) menunjukkan wama
hijau, (i1) tanaman memperlihatkan nekrosis daun sebagian (HPs), dan (iii) tanaman
yang sensitif (SPs) terlihat semuanva nekrosis. Sesudah periode seleksi generasi 1
(RI), hanya RPs yang dipindahkan ke dalam campuran tanah/kompos umtuk
ditumbuhkan menjadi biji, dan biji yang mempunyai vigor dan fertil RPs yang
digunokan untuk uji dua generasi berikut (R3 dan R4) dengan menggunakan
prosedur yang sama. Selama uji progeni, pencahayaan dan temperatur dicatat.

3.5. Prosedur Penelitian
3.5.1. Pembuatan Media Kultar

Dalam penelitian ini digunakan media padat dari Murashige & Skoog (1962)
untuk induksi kalus dengan penambahan zat pengatur tumbuh scsuai periakuan,
Keasaman media (pH) diatur scbesar 5,8 sebelum disutokaf dengan menambahkan
beberapa tetes 0,1 N NaOH atau 0,1 N HC1 ke dalam media.

Untuk membuat menjadi padat dengan menambahkan gelrite konsentrasi 0,25
% (2,5 g/1). Media dipanaskan di atas tungku listrik untuk melarutkan agar dan
sukrosa. Setelah media mendidih yang berupa larutan jernih, selanjutnya
dimasukkan ke dalam botol kuitar yang sudah disterilkan scbelumnya sebanyak 25
m! setiap botol. Setelah itu botol kultur ditutup dengan aluminium foil dan
disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121 °C pada tekanan
20 psi.

Proses pembuatan media uji sama dengan proses pembuatan media untuk
induksi kalus, yang berbeda adalah komposisi unsur makro dan konsentrasi gelrite.
Penambahan gelrite disesuaikan dengan konsentrasi Al yang ditambahkan (makin
tinggi konsentrasi Al, gelrite yang ditambahkan semakin banyak). Kcasaman media
(pH) diatur sebesar 4.0 sebelum diautoklaf.



Pembuatan larutan hara uji digunakan untuk menguji planlet yang tenggang
terhadap Al dan pH rendah, komposisi unsur makro sesuai dengan yang
dikemukakan Van Sint Jan ef al. (1997) dan unsur mikro yang dikemukakan Yoshida
et al. (1976). Konsentrasi Al sesuai dengan media seleksi yaitu 0, 100, 200, 300, 400
dan 500 ppm, kemasaman larutan hara seleksi (pH) diatur 4.0 dengan penambahan
0.1 N NaOH atau 0.1 N HCI. Larutan hara scleksi diperbarui setiap minggu.

3.5.2. Prosedur Percobaan

(dibuang endosperm), kemudian embrionya diinokulasi pada media mduksi kalus
(sesuai perlakuan) masing-masing 8 cksplan per botol kultur. Selanjutnya semua
botol kultur ditutup dengan aluminium foil dan diinkubasi dalam ruang
pertumbuhan. Suhu ruang pertumbuhan sudah diatur sekitar (26 + 2)°C dan diberikan
cahaya lampu TL 40 watt selama 16 jam per hari. Setelah satu minggu semua kalus
yang terbentuk diperiksa dan skutefum yang tumbuh diujung kalus dipotong dan
dibuang. Selanjutnya kalus dikulturkan kembali di dalam media yang sama selama
10 minggu (2 kali sub kultur).

Selanjutnya dilakukan iradiasi sinar gamma dengan dosis 1,5 krad, setelah
iradiasi kalus dipindahkan ke media segar tanpa zat pengatur tumbuh (MS0) sclama
| minggu. Kalus yang masih hidup selajutnya dilakukan pengujian pada media yang
mengandung Al dan pH rendah.

Pengujian kalus pada media yang mengandung Al dan pH rendah, kalus yang
keadaannya bagus (kalus mengkilap, wamna putih kekuningan, kompak artinya tidak
hancur bila diraba dengan pinset) akan dipindahkan ke dalam media uji. Kalus
dibiarkan tumbuh dan berkembang selama 12 mimggu (enam kali subkultur). Pada
media seleksi ini sebagian besar kalus akan mati yang ditandai dengan warna kalus
yang menghitam, hanya kalus-kalus yang tenggang akan dapat berkembang secara
terus-menerus.

Regenerasi kalus akan dilakukan setelah melewati seleksi. Kalus yang masih
tumbuh dengan baik (kalus tenggang) ditandai dengan wamna kalus kekuning-
kuningan. Pertama-tama kalus diinduksi untuk menghasilkan tunas yang ditandai
dengan berobahnya warmna kalus dari kuning menjadi putih kekuning-kuningan, tahap
selanjutnya akan muncul spot-spot hijau yang nantinya akan muncul tunas.
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Aluminium akan menghambat pertumbuhan akar, oleh karena itu tunas yang sudah
tumbuh dengan baik akan dipindahkan ke media pengakaran guna menginduksi
pertumbuhan akar. Planlet yang sudah mempunyai akar banyak dan kuat akan segera
steril. Scbelum planlet dipindahkan kelingkungan tuar, terlebih dshulu disiapkan
media tanam yang terdiri dari campuran tanah kebun dengan kompos (2 : 1),
kemudian campuran tansh dan kompos diayak dan dimasukkan ke dalam polibag
kecil (12 x 12 cm). Setelab itu permukaan tanah disiram dengan benlate 1 g/1. Planlet
yang ada dalam botol kultur dikeluarkan. media kultur yang masih ada pada akar
pada pot-pot yang telah disiapkan. Untuk menjaga penguapan yang terlalu besar.
planlet ditutupi dengan gelas akua dan paranet yang berwarna hitam selama 10 hari.
Setelah 10 hari secara berangsur-angsur tutup gelas dan paranet dibuka sedikit demi
sedikit sampai akhimya tanpa penutup sama sekali. Tanaman yang sudah dapat
bertahan diruangan terbuka akan dipindabkan kelarutan hara seleksi (seleksi planlet).
Pengujian planlet pada kurtur larutan hara, pembuatan larutan hara seleksi
dilakukan dengan cara menimbang dan mencampur bahan kimia makro dan mikro
serta melarutkannya dalam akuades. Selanjutnya larotan hara seleksi dimasukkan ke
dalam botol kultur besar sebanyak 400 ml. Gabus dan busa digunakan scbagai
penyangga tanaman di atas permukaan botol, setiap botol satu tanaman. Suplai
oksigen dilakukan dengan menggunakan acrator yang dihubungkan oleh slang kecil
ke tiap-tiap botol kultur. Larutan diperbarui setiap minggu, selama 12 minggu.
Kemudian tanaman tenggang dipindahkan ke tanah podsolik merah kuning yang
dicampur kompos (2 : 1) selama 8 minggu sampai menghasilkan biji R1.
Pengujian biji Rl pada tansh masam, tanah yang digunakan adalah tanah
Podsolik Merah Kuning (PMK). Untuk tanaman kontrol digunakan tanah yang sama
tetapi diberi pengapuran setara 1 x Aly. Media tanam dipersiapkan dalam pot-pot
plastik deogan volume 10 kg tanah per pot. Selanjutnya tanaman hasil seleksi kultur
larutan hara dipindahkan ke pot-pot plastik untuk ditumbuhkan sampai menghasilkan
benih R1 (Gambar 3). Pemupukan dilakukan sehari sebelum tanam dengan dosis 5 g
Urea, 4 g SP36 dan 4 g KC1 per pot. Penyiraman dilskukan dua han sekali,



Untuk menentukan kestabilan sifat tahan Al dan pH rendah pada progeni
tanaman RO, maka biji Rl dikecambahkan pada kertas filter yang dibasahi dengan air
tanpa mineral. Planlet yang berumur 10 hari dipindahkan kelarutan hara selektif
dengan kandungan Al 1500 wmol selama 80 hari. Pemilihan lamanya waktu stres
dan konsentrasi Al didasarkan pada studi pendahuluan oleh Costa er al. (1997)
karena telzh memumjukkan bahwa evaluasi melalui nekrosis lebih dapat dipercaya
jika pemeliharaan tanaman dalam jangka waktu yang lama (80 hari) dan konsentrasi
Al yang tinggi (1500 pmol). Tanaman ditumbubkan pada tangki berisi 25 1 larutan
yang diperbaharui setiap minggu dengan rata-rata 30 tanaman/tangki.

3.6. Kompesisi Media Kultur dan Larutan

Media # 1 terdiri dari media MS (Murashige & Skoog, 1962) ditambah
dengan 100 mg L™ myoinositol, 0.5 mg 1" asam nikotinat, 0.5 mg L' pyridoxin
HC1, 0.1 mg L' tiamin HC1, 3 % sukrosa dan 0.25 % gelrite, avksin dan sitokinin
(mnipuhhm).Medin#2dmmed’n#3muup&mmcdiamgenemsiymg
terdiri dari media MS ditambah auksin dan sitokinin (sesuai perlakuan).

Komposisi media seleksi adalah scbagai berikut : 2.4 g L' NH,NO;, 19 g L.
KNO;3, 370 mg L™ MgSO,. 7H,0, 15mg L™ Ca Ch. 2H;0, 13 mg L' KH,PO, dan
28 mg L' FeSO4. 7H;0; yang lain garam, vitamin, sukrosa dan regulator
pertumbuhan seperti pada medium # 1. Perbedaan konsentrasi AICk. 6H50 (0 - 500
ppm), pH 4.0, gelrite 2.5 - 17 g ! yang ditambahkan sebelum diautoklaf.

Larutan hara seleksi digunakan untuk seleksi tanaman berisi : 240.7 mg L~
MgSOy. 7H,0, 228.6 mg L NH(NO;, 41.02 mg L™ Ca(NOs),. 4H;0, 27.8 mg L
FeS04.7TH,0, 16.09 mg L™ KCL, 6.16 mg L NaH,P0,.2H,0, AICL.6H,0 (0 dan 45
ppm), pH 4.0 dan mikroelemen Yoshida et al. (1976).
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RINGKASAN

Tujuan dari penelitian Hibah Bersaing tahun pertama adalah mendapatkan
beberapa genotipe planlet (tanaman) padi ladang asal Kepulauan Nias tenggang Al
dan pH rendah hasil pengujian kultur in vitro.

Metode yang digunakan untuk mencapai tujuan tersebut adalah : 1) metode
peningkatan keragaman somaklonal melalui kultur kalus iradiasi sinar gamma
(Edi, 2004), 2) uji pada kultur in vifro menggunakan komposisi media MS yang
dimodifikasi (Van Sint Jan et al., 1997).

Kegiatan penelitian tahun pertama meliputi : induksi kalus selama 10
minggu, iradiasi sinar gamma selama 1 minggu, pengujian kalus pada media in
vitro selama 12 minggu, regenerasi kalus menjadi tunas selama 8 minggu, induksi
akar pada kalus yang sudah bertunas 6 minggu.

Hasil penelitian tahun pertama adalah : (1) Kultur kalus dan iradiasi sinar
gamma dapat meningkatkan keragaman penampilan kalus yang terlihat dari wama
kalus (mulai dari wama kuning, kuning keputihan, putih kekuningan, bening atau
tidak), strukrur kalus (kompak, kompak tidak merata, friable, nodul jelas ataun
tidak); (2) kalus dengan penampilan putih kekuningan, bening, friabel dan nodul
yang jelas akan memberikan kalus bertunas lebih banyak; dan (3) didapat 68
genotipa tanaman padi dari 3 varietas yang digunakan, depgan rincian : 23
genotipa dari turunan varietas nias-1, 23 genotipa dan turunan varietas nias-2 dan
22 genotipa dari turunan varnietas nias-3.

il
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

perkantoran, dan infrastruktur. Peningkatan produksi padi di masa akan datang
dilakukan dengan memanfaatkan lahan sub-optimal yang masih sangat luas di lnar
Pulau Jawa dan Bali. Salah satu kendala pada lahan sub-optimal adalah kemasaman
tanah (keracunan Al dan pH rendah). Solusinya adalah pengembangan varietas padi
unggul adaptif terhadap lahan sub-optimal melalui pemulian dan penerapan
bioteknologi, hal ini sesuai dengan Agenda Riset Nasional 2010 — 2014. Target
capaian 2014 adalah rekombinasi jenis dan varietas tanaman pangan pokok serta
benih tanaman tenggang lahan masam (Dewan Riset Nasional, 2010).

Cara yang dilakukan untuk mencapai target di atas melalui pemuliaan dan
penerapan bioteknologi pada kultur in vitro dan iradiasi sinar gamma. Kultur in vifro
dilakukan dengan cara menginduksi kalus schingga keragaman sel-sel somatik
meningkat. Selanjutnya untuk lcbih meningkat keragaman pada sel-sel kalus
dilakukan deogan cara iradiasi sinar gamma Terbukti bahwa kultur kalus dan
iradiasi sinar gamma dapat meningkatkan keragaman somaklonal (Edi, 2004).
Keragaman yang tinggi memudahkan pengujian terhadap Al dan pH rendah.

Hal lain yang tidak kalah pentingnya adalah eksplan yang merupakan sumber
kehidupan dalam proses perakitan. Setelah dilakukan observasi di Sumatera Utara,
maka dipilih Kepulavan Nias sebagai sumber eksplan karena : 1) jenis padi ladang
yang biasa ditanam olch penduduk disana lebih banyak, 2) produksinya tinggi, 3)
tahan hama dan penyakit, 4) morfologinya spesifik/khas dan berpotensi
dikembangkan di daerah lain di Sumatera Utara, dan 5) uji cepat (percobaan
pendahuluan) di Laboratorium untuk mengetabui kepekaan terhadap Al dan pH
rendah, hasilnya adalah beberapa jenis padi ladang peka asal Kepulauan Nias
(Herkules dan Edi, 2008). Jenis padi peka inilah yang digunakan sebagai sumber
eksplan pada penclitian Hibah Bersaing tahun 2011 — 2013, yang mana sebelumnya
telah dilakukan Penclittan Fundamental untuk mengetahui media dan zat pengatur
tumbuh terbaik dalam menginduksi dan meregenerasikan kalus padi.



1.2. Tujuan Khusus
Penelitian ini bertujuan :

L

Mendapatkan planlet' (tanaman) padi ladang asal Kepulanan Nias tenggang
terhadap Al dan pH rendah hasil pengujian kultur in vitro (Tahun 1),
Memperoleh tanaman padi ladang asal Kepulasuan Nias tenggang terhadap Al
dan pHl rendah hasil pengujian lanstan hara (Tahun II).

Memperoleh benih padi vigor dan fertil yang tenggang terhadap Al dan pH
rendah hasil pengujian tanah asam (Tahun 1I).

beberapa genotipe tanaman padi yang diuji sifat tahansnaya techadap keracunan
Al dan pH rendah hasil uji progeni sampai generasi keempat (R4) (Tahun IIT).

13. Urgensi (Keutamaan) Penelitian
1.3.1. Urgensi Bagi Pengembangan Ihmu Pengetahuan dan Seni

Pepelitian ini sangat penting untuk pengembangan ilmu pengetahuan

terutama dalam bidang kultur jaringan, antara lain :

1.

Menginduksi  keragaman somaklona! melalui kultur in vitro (kalus). Sudah
banyak penclitian yang menyatakan bahwa keragaman somaklonal dapat
ditingkatkan melalui kuoltur in vitro (kultur kalus). Kalus merupakan kumpulan
sel yang tanpa bentuk (amorphous), membelah secara terus menerus tanpa
mengalami diferensiasi (dediferensiasi). Kalus secara in vifro dapat terbentuk
dengan adanya keseimbangan zat pengatur tumbuh auksin dan sitokinin yang
diberikan. Auksin kuat (2,4-D dan NAA) dan sitokinin kuat (BAP) dapat
meningkatkan pertumbuhan dan pembelahan sel kalus, sehingga diharapkan
adanya penyimpangan pembelahan mitosis. Penyimpangan pembelahan mitosis
yang begitu cepat, mengakibatkan keragaman sel menjadi meningkat. Selain itu
pemberian 2,4-1) dapat menghalangi terbentuk benang-benang spindel sehingga
pada waktu pembelahan intinya tidak memisah (double nucleus).

Langkah selanjutnya adalah menseleksi sel ke dalam media yang mengandung Al
(pH rendah). Sel-sel yang mampu bertahan sclama seleksi berarti sel terscbut
tahan terhadap bahan penyeleksi (Al dan pH rendah).

Selanjutnya meregencrasikan kalus hasil seleksi in vitro dan iradiasi sinar gamma
menjadi planlet dengan memodifikasi media dasar dan zat pengatur tumbuh



schingga didapatkan planlet yang beragam. Kcberhasilan tahap ini akan
menentukan tahap-tahap sclanjutnya karena disamping mendapatkan planlet
(tanaman) beragam, juga sekaligns memperbaiki metode dan mempersingkat
waktu seleksi.

4. Perbaikan dan pengembangan metode pemulian tanaman dan penerapan
untuk mendapatkan varictas/jenis tanaman unggul

1.3.2. Manfast bagi Pembangunan dan Institusi

Penelitian ini disesuaikan dengan Agenda Riset Nasional tahun 2010 — 2014
tercermin dari luaran (ot puf) penelitian itu sendiri. Berikut ini uraian manfaat bagi
pembangunan dan nstitusi.

1.3.2.1. Manfasat bagi Pembangunsn

Ketahanan pangan merupakan Agenda Riset Nasional tahun 2010 — 2014, hal
ini scsuai dengan prioritas pembangunan Kabinet Indonesia Bersatu — II, maka
pembangunan diarahkan untuk meningkatkan ketzhanan pangan dan melanjutkan
daya saing produk pertanion, peningkatan pendapatan petani, serta kelestarian
lingkungan dan sumber daya alam.

Permasalahan dan tantangan yang dihadapi dalam aspek ketersediaan dan
produksi pangan, disamping banyak dipengaruhi oleh perubehan cepat pada
lingkungan global dan perubshan iklim, sccara umum terjadi akibat adamya dua
kecenderungan utama. Kecenderungan pertama adalah terus bertambabmya
kebutuhan pangan seiring dengan laju pertumbuhan penduduk. Kecenderungan
kedua adalash semakin menyempitnya lahan pertanian karena tekanan penduduk

Upaya meningkatkan produksi pangan dimasa yang akan datang tidak akan
menjadi lebih modah karena lahan subur yang tersedia akan makin berkurang karena
konversi untuk kepentingan perumahan, industri, perkantoran, dan infrastruktur. Laju
konversi lahan pertanian ke non pertanian di Indonesia diperkirakan mencapai



106.000 hektar selama 5 tahun. Laju konversi tersebut paling pesat terjadi di sekitar
kota-kota besar di Pulan Jawa. Solusinya adalah memanfaatkan lahan sub-optimal
yang sangat diluar Pulan Jawa (Sumatera, Kalimantan, dan Papua). Lahan sup-
optimal mempunyai banyak kendala, salah satu kendalanya adalah lahan masam (pH
rendah). Oleh sebab itn pengembangan varietas adaptif untuk lahan sub-optimal
periu dilakukan, peoelitian ini akan memberi lvaran (our pwv) yaitu mendapatkan
beberapa genotipe padi tenggang Al dan pH rendah yang dapat diapilkasikan pada
lahan masam.

1.3.2.2. Manfaat bagi Institusi

diri, antara lain :

1. Pemgembangan Laboratorium Kultur Jaringan yang sudah ada sekarang ini
Laboratorium ini ditandai dengan mobilitas kerja yang tinggi. Mobilitas kerja
yang tinggi akan dapat dicapai dengan tersedianya bahan-bahan yang akan
menyediakan bahan dan alat yang tidak bersifat investasi.

2. Menunjang proses belajar dan mengajar bagi mahasiswa yang mengambil mata
kuliah kultur jaringan (matakuliah wajib bagi mahasiswa non kcpendidikan).
Matakuliah ini disamping bobot teorinya sebanyak 3 sks, tetapi juga ada
praktikummnya 1 sks.

3. Mempercepat penyelesaian masa studi mahasiswa karena dalam penelitian ini
akan melibatkan beberapa orang mahasiswa untuk penelitian di Laboratorium
dalam rangka penyusunan tugas akhir (skripsi).

4. Mempercepat kenaikan pangkatjabatan seorang peneliti (dosen) karena
penelitian ini akan memberikan kredit point untuk kum B.

5. Menaikkan peringkat Universitas di tingkat nasiopal berdasarkan bamyak
proposal penelitian yang diterima di pusat (frack record).



BAB IL STUDI PUSTAKA

2.1. Pertambuban dalam Kulter Jaringan (in Vitre)

Kultor jaringan adalah suatu metode untuk mengisolasi bagian dari tanaman
seperti protoplasma, scl, sckelompok sel, jaringan dan organ, serta menumbuh-
kannya dalam kondisi aseptik, sehingga bagian-bagian tersebut dapat memperbanyak
diri dan beregenerasi menjadi tanaman utuh kembali (Bhojwani dan Razdan, 1983).
Pertumbuban dan perkembangan suatu tanaman secara in vifro ditentukan oleh
beberapa faktor komplek di antaranya : (1) susunan genetik dari spesies tanaman, (2)
nutrisi, (3) faktor-faktor pertumbuhan fisik, (4) beberapa senyawa organik seperti zat

Gunawan (1992) menyatakan bahwa keberhasilan dalam penggunaan metode
kultur jaringan sangat bergantung pada media yang digunakan. Media kultur jaringan
tersusun dari : hara makro dan mikro, vitamin, gula, asam amino dan N organik,
persenyawaan komplek alamiah (air kelapa, juice tomat), buffer organik, arang aktif,
zat pengatur pertumbuhan dan bahan pemadat media.

Pengaruh komposisi media dapat discbabkan oleh keseimbangan komponen
yang menyusun media di amtaranya zat pengatur tumbuh. Salah satu mekanisme
yang mengatur organogenesis adalah taraf relatif auksin (1AA, NAA, dan 2,4-D) dan
sitokinin (BAP, zeatin dan thidiazwron) dalam media. Scbagai contoh, pada
tembakau dengan nisbah auksin terhadap sitokinin dalam media (IAA/kinetin) tinggi,
akan membentuk akar dan apabila sebaliknya akan terbentuk tunas, sedangkan
apabila nisbah auksin/sitokinin sama akan terbentuk kalus (Bhojwani dan Razdan,
1983). George dan Sherrington (1983) juga menyatakan bahwa pertumbuhan dan
morfogenesis in vitro diatur oleh interaksi dan kescimbangan antara suplai zat
pengatur tumbuh dalam media dan yang diproduksi secara endogen oleh sel-sel yang
dikultur.
ukuran, atag berat. Ukuran tidak hanya kriteria yang digunakan untuk mengukur
pertumbuhan, misalnya pertumbuhan sel dalam kultur suspensi dapat dinilai dengan
mengukur bobot segar jaringan yang hidup. Pertumbuhan dari zigot akan
menyebabkan tefjadinya pertambahan volume, bobot, jumiah sel, jumiah



protoplasma dan juga kompleksitas. Pengukuran pertumbuhan dapat dilakukan
terhadap faktor-faktor tersebut walaupun yang banyak digunakan adalah pengukuran
pertambahan bobot kering (Salisbury dan Ross, 1995; Taiz dan Zeiger, 1991).

2.2. Pengaruh Keracunan Al

lahan marginal adalah rendahnya ketersediaan hara N, P, K, Ca, Mg dan Mo (Raper
dan Kramer, 1987; Marschner, 1995). Pada lahan dengan tingkat kemasaman tinggi,
pertumbuhan tanaman dihambat oleh ion-ion logam seperti Al, Fe dan Mn. Namun
di antara ion-ion tersebut Al merupakan unsur penting karena merupakan faktor
utama dalam penghambatan pertambuhan dan bersifat racun bagi tanaman. Menurut
Marschner (1995) lebih dari 70 % tanah masam tropis mengalami defisiensi Ca dan
Mg schingga memiliki kapasitas fiksasi P yang amat tinggi.

Salah satu penyebab kerusakan pada akar oleh ion polimer Al adalah
terbentuknya ikatan antar polimer Al dengan membran plasma akar yang
menyebabkan kerusakan pada membran dan kebocoran K* dari sel akar (Matsumoto,
Yamamoto dan Kasai, 1992).

Efek kerusakan Al pada tanaman diawali dengan gangguan terhadap tudung
akar yang mempunyai sinyal dan merupakan detektor gaya gravitasi serta halangan
mekanis sehingga pada gilirannya akan mengurangi sekresi musilage sel tudung akar
dimana sel tersebut merupakan sumber pengatur endogen pertumbuhan. Pada tingkat
molekuler, Al berhubungan dengan DNA sehingga interaksi Al dengan DNA akan
pembelahan sel pada meristem akar, perpanjangan sel, sintesis DNA dan RNA. Hal
ini juga didukung oleh hasil penelitian Matsumoto (1991) yang menyatakan bahwa
Al menghambat pembelahan sel dengan mengganggu penggandaan DNA.

Pada dinding sel, penghambatan terjadi karena Al menggantikan kedudukan
Ca® pada lamela tengah. Ca’* mempunyai peranan penting dalam transpor ion
melewati membran plasma schab Ca merupakan "second messenger” dalam aktivitas
H" - ATPase dengan bantuan calmodulin. Dalam hal ini dengan digantikannya Ca®*
yang melekat pada calmodulin akan terjadi perubahan aktivitas enzim. Ikatan Al
dengan karbeksil (RCOO) membentok ikatan kuat sehingpa sel tidak mampn



membesar. Selain itu Al juga berhubungan dengan membran lipid bilayer pada sel
schingga dapat menyebabkan kerusakan struktur membran karena Ca?* digantikan
oleh AP’ yang akhirnya mempengaruhi penyerapan hara (Marschner, 1995).
2.3. Mekanisme Toleransi Al

Menurut Taylor (1991) dan Marschner (1995) ada dua mekanisme toleransi
tanaman terbadap Al yaitu mekanisme cksklusi dan mekanisme toleransi internal.
Dalam hal ini mekanisme eksklusi terdiri dari : immobilisasi pada dinding sel,
permeabilitas selektif dari membran plasma, meningkatnya pH dalam rizosfir atan
apoplas akar, eksudasi ligan kelat, eksudasi fosfat dan effluk Al; sedang mekanisme
toleransi internal termasuk kelatisasi Al oleh asam organik (asam malat) pada
sitoplasma, kompartementasi Al dalam vakuvola, isoenzim toleran, sintesis protcin
spesifik pengikat Al yang akan menurunkan serapan Al ataupun peningkatan effluk
Al. Pembentukan komplck Al dengan asam organik merupakan salab satu
mekanisme toleransi tanaman terhadap Al. Asam organik berperan dalam eksklusi Al
melalui pelepasannya dari akar dan detoksifikasi Al dalam simplas dimana asam
organik tersebut dapat mengkelat Al dan mereduksi atan mencegah pengaruh racun
Al. Taylor (1991) juga mengemukakan bahwa tanaman yang toleran Al cenderung
meningkatkan pH di daerah rnizosfir. Perubahan pH pada dacrah rizosfir ini
berbubungan dengan kemampuan tanaman dalam penyerapan NO; dan NH'
(Harjadi dan Yahya, 1988). Bila NO;™ lebih banyak diserap maka pH sitosol akan
terjadinya dekarboksilasi malat menjadi piruvat. Penyerapan NO;™ yang lebih besar
juga menyebabkan terjadinya pelepasan ion hidroksil (OH) atan ion bikarbonat
(HCO3) ke arah perakaran schingga sekaligus juga meningkatkan pH, yang pada
giliranya akan mengurangi kelarutan Al

Selanjutnya dari studi pada tingkat molekuler yang dilakukan oleh Richards er
al. (1998) pada bibit Arabidopsis thaliana terbukti bahwa ada empat gen yang
transferase, protein yang mengikat tembaga biru, protein homolog pada retikulum
perlakuan Al pada Arabidopsis menginduksi stres oksidatif. Dalam hal ini stres
oksidatif menypakan reaksi tanaman terhadap level toksik Al



2.4. Keragaman Somakional

Metode kultur jaringan sclain menghasilkan propagula yang bermutu, juga
dapat menghasilkan keragaman somaklonal yang dapat dipergunakan dalam
pemulizan tanaman secara in vitro. Keragaman somakional tanaman didefinisikan
(Larkin dan Scowcroft, 1981).

Keragaman somaklonal yang dihasilkan dari penerapan teknik kultur jaringan
dalam budidaya tanaman, merupakan suatu bukti bahwa meclalui perbanyakan secara
Dua keuntungan dari perubahan kromosom yang diperolch melalui karagaman
somaklonal yaitu : (1) keragaman yang diperoleh kemungkinan tidak akan diperoleh
pada gemepool yang ada, (2) perubahan beberapa sifat yang akan memperbaiki
penampilan. Melalui teknik kultur jaringan terdapat dua hal yang berbeda
kepentingannya bagi pemuliaan tanaman yaitu mempertahankan kestabilan genotipe
dan merangsang keragaman genetik. Kestabilan genotipe dapat dicapai dengan
mendorong sesingkat mungkin fase pertumbuhan tak berdiferensiasi (fase kalus, sel
bebas), sedangkan keragaman genetik dapat dicapai pada fase tak berdiferensiasi
yang relatif panjang. Scjumiah mutan diduga dapat terbentuk pada fase kalus dan set
bebas, dari sini dapat diseleksi turunan yang sangat berguna bagi pemuliaan tanaman.
Oleh karena itu dari hasil kultor jaringan dapat diseleksi genotipe yang berguna bagi
pemuliaan tanaman seperti sifat-sifat tahan penyakit, toleransi terhadap salinitas dan
jion-ion yang meracuni tanaman (seperti Al, Mn. Pb, Fe), kekeringan serta herbisida
(Gunawan, 1992).

Pada kultor jaringan keadaan cksplan dan keseimbangan zat pengatur tumbuh
dalam media dapat mempengaruhi kestabilan genetik materi kultur (Ancora dan
Sonuino, 1987). Menurut D'Amoto (1978) dan Bayliss (1980) kultur jaringan
merupakan sumber potensial untuk mendapatkan keragaman, yaitu dengan cara
mengatur komposisi media, keseimbangan zat pengatur tumbub, dan lama
mengkulturkan. Terdapat tiga cara memperoleh keragaman somaklonal dari eksplan
yang telah berhasil dikerjakan yaitu : (1) cksplan yang beregenerasi langsung
membentuk tunas dan akar, (2) menginduksi kalus terlebih dahulu kemudian
dilanjutkan penanaman sel tunggal, dan (3) kultur protoplasma (Jacobsen, 1987).



Reisch (1983) mengungkapkan bahwa kultur kalus dapat menghasilkan
keragaman somaklional. Keragaman ini dapat ditingkatkan dengan menggunakan
mutagen. Mutagen yang digunakan dapat berupa mutagen fisik sepesti sinar-x dan
sinar gamma, maupun mutagen kimia dapat berupa bahan kimia antera lain etil
metan sulfonat (EMS), dietil sulfat (DES) dan nitroso metil urca (NMU) (Ancora
dan Sonuino, 1987).

2.5. Mutagen
spomtchpadapmdh:ngkmkmdmganmmdnksdmlwdmm
menggunakan mutagen fisik maupun kimia, dan mutasi yang diperoleh merupakan
mutasi buatan (induced mutation) (Ismachin, 1988). Penggunaan mutagen dalam
pemuliasn tanaman dimulai tahun 1940an. Di antara pencliti yang tclah
melakukannya adalah Freisleben dan In Halle dari Jerman. Mercka berhasil
mendapatkan mutan barley yang taban mildew. Pada saat yang sama Tolcnaar
berhasil mendapatkan mutan dari tanaman tembakau yang diradiasi sinar-x di Deli
Medan (Ismachin, 1988).

Sinar-x dan sinar gamma (mutagen fisik) adalah gelombang clekiro magnetik,
dimana protonnya akan meresap kedalam materi dengan suatu proses dimana
scbagian atan seluruh energi proton ditransfer ke encrgi kinetik suatu elektron.
Elektron ini kemudian kechilangan cnerginya karena berinteraksi dengan atom
molekul materi tadi dan melepaskan clektron lain. Beberapa elektron ini dapat
elektron tersebut akan terjebak dalam sistem polar, schingga cukup waktu bagi ion
radikal yang Jebih dan aktif itu untuk bereaksi dengan molekul lain atan masuk ke
dalam susunan jaringan (Ismachin, 1988).

Materi biologi selalu mengandung air yang cukup banyak. Dengan demikian
kimia sebagai sumber kerusakan gen (Ismachin, 1988). Bagi para pemulia tanaman
pedndikaahiﬂnggimdahnvakeocpam(hsismulaju&)dshadiasi.ws
tcrxnpnnmkseﬁapsimrpengionadahhj\mlahmugiymgdimppcrbuat
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benda yang disinari. Satuan sinar radiasi adalah Gray (Gy) atau rad.

Irad = 100 erg per gr =10 joule per kg

1Gy =100rad =0, krad

Kecepatan dosis adalah jumlah dosis terserap persatuan wakitu (rad per detik

atau Gy per detik). Dosimeter adalsh alat pengukur besarnya dosis radiasi. Dosimeter
standar yang umum digunakan adalah dosimeter Fricke, tetapi dosimeter ini hanya
untuk pengukuran dosis sinar gamma antara 40-400 Gy. Diluar dosis itu dosimeter
sudah tidak tepat lagi. Pengukuran dosis diluar selang tersebut dilakukan kalibrasi
dengan perhitungan atas laju dosis dan waktu penyinaran (Ismachin, 1988).

2.6. Studi Pendabulnan/Kemajaan yang Telah Dicapai

Studi pendahuluan/kemajuan yang telah dicapai untuk penelitian imi telah
banyak dilakukan untuk memberikan gambaran dalam mencapai tujuan jangka
panjang dan target khusus yang diinginkan. Berikwt ini berbagai penclitian

Penclitian pendahuluan tentang keragaman somaklonal pada padi dapat
ditingkatkan melalui kultur kalus dan iradiasi sinar gamma (Edi, 2004), mutasi
induksi dengan sinar gamma (Co®) dapat meningkat keragaman somaklonal
(Soedjono, 2003), pemanfaatan kultur in vitro untuk meningkat keragaman genetik
tanaman nilam (Mariskan dan Gati, 20003).

Beberapa penelitian seleksi in vitro yang dilakukan untuk mendapatkan
ketahanan antara lain : () scleksi in vitro untuk ketahanan terhadap tanah masam
dan Al pada tanaman kedelai, dari hasil penelitian didapatkan varietas kelinci yang
tahan terhadap tanah masam (Hutabarat dan Ratma, 1996), (b) pengaruh sinar
gamma terhadap toleransi Al pada padi varietas sentani melalui teknik kuktur
jaringan, darni hasil penelitian didapatkan mutan tahan Al pada perdakuan 10 Gy + 8
ppm Al dan 20 Gy + 14 ppm Al (Hutabarat, 1991), (¢) induksi keragaman somaklon
ke arah ketenggangan terhadap keracunan Al pada tanaman jagung, dari hasil
penclitian didapatkan terjadinya peningkatan daya ketenggangan tanaman jagung
somaklon terhadap keracunan Al sampai taraf 800 pM AICI; (Sutjahjo, 1994), dan
(d) seleksi varietas padi pcka menjadi tshan Al menggunakan keragaman
somaklonal, didapatkan tanaman padi genotipe Aiwu yang tahan terbadap Al pada
konsentrasi 250 dan 1000 j:ML™) pada pH 3,85 (Van Sint Jan et al, 1997).



Beberapa hasil penclitian penggunaan radiasi pada eksplan kultur jaringan
yang menghasilkan keragaman somaklonal adalah pengaruh sinar gamma pada nilam
{Pogostenum cablin Bent.) (Mariska ef al., 1997), pisang ambon kuning (Wardiyati
dkk, 2000), Catharantus roseus (1..) Don. (Syukur, 2000), padi varietas Sentani
(Hutabarat, 1991), dan padi Basmati 370 (Rodrangboon, 1993).
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BAB IIl. METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penclitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan dan Rumsh Kaca
Jurusan Biologi FMIPA UNIMED. Penelitian dimulai bulan Maret 2011 sampai
November 2013.

3.2. Bahan dan Alat

Bahan yang akan digunakan berupa 3 macam varietas padi Ladang asal
Kepulavan Nias yaitu : nias-1, nias-2, nias-3 dan T 309 (kontrol in vitro). Sebagai
pembanding dilapangan digunakan varietas Dupa (tenggang Al dan pH rendah) dan
varictas Salum pikit (peka Al dan pH rendah). Bahan kimia yang diperlukan sesuai
dengan formula media Murashige & Skoog (1962), bahan kimia untuk membuat
media pengujian pada kultur in vifre, bahan kimia uatuk pengujian pada larutan hara
dan bahan kimia untuk pengujian progeni. Zat pengatur tumbuh yang digunakan
meliputi : Auksin (IAA, NAA, 2,4-D), sitokinin (BAP, kinetin dan zeatin). Asam
amino campuran yaitu casein hydrolisate (CH). Bahan sterilisasi meliputi : detesjen,
benlate, alkohol, sunklin dan akuades steril. Bahan untuk tutup botol kultur antara
lain aluminium foil, plastik wrap dan karet gelang.

Alat yang akan digunakan scbagian besar berupa alat gelas standar seperti:
botol kultur, erfemeyer, petridis, pipet isap, labu ukur, corong, saringan, timbangan
analitik, autoklaf, pH meter, kompor listrik, oven, alat diseksi (pisau, pinset dan
gunting), kotak pindah (laminar air flow cabinet), lampu spritus dan rak kultur.

Bahan dan alat yang digunakan di ramah kaca adalah : a) untuk aklimatisasi :
tanah kebun dan pupuk kompos, polibag kecil ukuran 12 x 12 cm, gelas akua untuk
tutup planiet, b) untuk pengujian planlet pada larutan hara scleksi : botol kubtur
ukuran 500 mi, gabus dan busa tutup botol, aerator, slang kecil dan c) untuk
pengujian tanaman pada tanah asam menggunakan tanah podsolik merah kuming
(PMK), kapur pertanian (kaptan), pupuk buatan (urea, SP 36, KCI), pot plastik besar,
ayakan dan bahan pengendalian hama dan penyakit (Azodrin 1 cc/1 dan Dithane M-
451 g/1).
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3.3. Metode Penclitian

Mctode yang diginakan dalam penelitian ini adalah metode yang sesuai

dengan tujuan penelitian yaitu mendapat varietas tanaman padi yang tenggang
terhadap Al dan pH melalui keragaman somakional yang diinduksi melalui kultur in
vitro (kultur kalus) dan iradiasi sinar gamma. Untuk mencapai tujuan tersebut
berbagai metode digunakan, antara lain :

Tahun 1 :

l.

Metode induksi keragaman somaklonal melalui kultur kalus. Kultur kalus
mengguoakan metode Edi (2004). Luaran untuk mendapat kalus yang
embriogenik dengan penampilan yang beragam. Imdikator pengamatan adalah
kalus segar dengan pertumbuhan cepat, renggang (freabel), bening, warna
kuning kepwtihan, nodul jelas dan adanya spot hijau. Induksi kalus dilakukan
dengan cara pemberian zat pengatur tumbuh yang seimbang pada kultur in vitro.
Pemakaian zat pengatur tumbuh dari golongan auksin kuat (2,4-D dan NAA) dan
sitokinin kuat (BAP dan thidiazuron) mendorong pertumbuhan sel kalus lebih
cepat dengan keragaman yang tinggi. Pertumbuban dan perbanyakan kalus yang
cepat diharapkan adanya penyimpangan pembelahan mitosis, schingga sel yang
satu berlainan dengan sel yang lain dan memunculkan keragaman baru.

sel kalus (Edi, 2004). Luaran adalah kalus hidup setelah iradiasi. Indikator
yang diamati setelah 1 minggu adalah : kalus segar, mengkilat, tidak hancur bila

. Pengujian kalus pada tingkat in vitro menggunakan metode Van Sint Jan et al

(1997). Luaran mendapat kafus yang tenggang terhadap Al dan pH rendah
setelah seleksi in vitro. Indikator yang diamati setclah 12 minggu dalam media
seleksi adalah adanya kalus segar dan tumbuh dengan baik. Pengujian dalam
kultur in vitro dilakukan dengan menambahkan Al dengan berbagai konsentrasi
ke dalam media seleksi pada pH 4.

Regenesasi kalus menggunakan metode Herkules dan Edi (2009). Kalus hasil
seleksi in vitro dipindahkan ke media regenerasi yang menginduksi tunas dan
akar. Luaran untuk mendapatkan planlet (tanaman) padi pada tingkat in vitre.
Tndikator yang diamati adalah planlet {tanaman ) padi yang lengkap (tunas dan
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akar) dengan berbagai penampilan (performance) atau keragaman yang tinggi.
Pertama kalus di subkultur ke media yang dapat menginduksi tunas yaitu media
diinduksi maka kalus tersebut sangat sukar untuk bertunas.

Tabum 11 :

5. Penguwjian pada Jarutan hara menggumakan metode Van Sint Jan et al. (1997)
untuk unsur makro dan Yoshida et al. (1976) untuk unsur mikro. Luaran untuk
mendapatkan tanaman padi tenggang Al dan pH rendah pada larutan hara seleksi
selama 12 minggu. Indikator yang diamati adalah tanaman padi yang berwarna
hijau, akar bertambah panjang dan pH larutan naik.

6. Untuk mendapatkan biji (R1) tanaman tenggang dipindahkan ke tanah podsolik
merah kuning yang dicampur dengan kompos (2 : 1) selama 8 minggu.

7. Pengujian pada tanah masam menggunakan metode Sarkarung (1986) dengan
berdasarkan hasil analisis tanah. Kemudian biji padi (R1) hasil seleksi larutan
hara ditanam selama 16 minggu. Luaran untuk mendapat fanaman padi yang
dapat menghasilkan benih. Indikatornya adalah tanaman padi yang tumbuh
baik, berbunga dan menghasilkan benih vigor dan fertil. Benih padi vigor dan
fertil (R2) yang dihasilkan akan digunakan untuk uji selanjutnya.

Tahun III :

8. Uji Progeni menggunakan metode Costa ef al., (1997). Uji ini dilakukan untuk
menstabilkan sifat tenggang Al dan pH rendah yang sudah didapat sampai
regenerasi keempat (R4). Luaranmya menghasilkan benih padi vigor dan fertil
tiap generasi tanaman padi dengan sifat tenggang Al dan pH rendah yang stabil.
Indikatornya adalah tanaman padi berwarna hijau setelah diseleksi dengan Al
1500 pmol dan pH 4 sclama 80 bari, selanjutnya menghasilkan biji yang vigor
dan fertil jika dipindahkan pada tanah masam yang dicampur kompos. Gambar 1
dan 2 memperlihatkan Bagan Alir penelitian yang menggambarkan apa yang
sudah dilaksanakan dan apa yang akan dikerjakan secara multitahun. Bagan alir
penelitian dilengkapi luaran (outpur) dan indikator capaian yang terukur.
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1.4. Percobaan

3.4.1. Percobaan di Laboratorium (T vitro)

Inti dari percobaan di Laboratorium adalah untuk menginduksi keragaman
terbaik. Dari hasil penelitian fundamental didapat media dan zat pengatur tombuh
terbaik pada media MS+2,4-D0,5 +NAA1+BAP1,0.

3.42. Iradiasi kalus dengan sinar gamma

gamma pada dosis 1,5 krad. Dosis ini digunakan berdasarkan hasil penelitian Edi tahun
2004.

3.43.Seleksi kalus pada media yang mengandung Aluminium (Al) dan pH 4

Konsentrasi Al yang digunakan : 0, 100, 200, 300, 400 dan 500 ppm untuk
keempat varietas yang digunakan. Terdapat 24 (6 x 4) kombinasi perlakuan dengan
ulangan 6 kali (botol kultur) untuk setiap kombinasi perlakuan. Setiap botol kultur
berisi 7 buah ecksplan (embrio). Menggunakan RAL faktorial. Peubah yang
diamati : persentase (jumlah) kalus yang hidup. Kemudian dihitung standar deviasi.
Untuk melihat perbedaan rataan diuji dengan BNT 5 %.

3.4.4. Regenerasi kalus menjadi planiet
3.44.1. Regencrasi kales menjadi tunas

Regenerasi kalus menjadi planiet menggunakan media MS + BA 2 mg/l +
1AA 0.1 mg/l + Zeatin 0.3 mg/] (sesuai dengan hasil penclitian fundamental).
Peubah yang diamati : jumlah (%) kalus bertunas dan jumlah tunas per kalus,

3.442. Induksi akar
Induksi akar menggunakan media 2MS + 1AA 1,0 mg/1 (sesuai dengan hasil
penelitian fundamental). Peubah yang diamati : jumlah akar dan panjang akar.

3.4.5. Percobaan di Rumah Kaca
3.4.5.1. Aklimatisasi planiet
Aklimatisasi dilakukan untuk mendapatkan tanaman yang tahan terhadap



kondisi luar (alami) yang sangat berbeda dengan kondisi scbelumnya yaitu kondisi in
vitro (kondisi laboratorium) yang steril. Perlaksannya adalsh media tanam
menggunakan campiwan tansh kebun dan kompos (2 : 1). Peubah yang diamati
adalah : jumlah (%) tanaman tenggang (hidup) setelah proses akhir aklimatisasi.

3.4.52.Pengujian tanaman pada larutan hara seleksi

Tanaman hasil aklimatisasi divji menggunakan larutan hara seleksi selama 12
minggu. Konsentrasi Al yang ditambahkan sesuai dengan yang ditambah pada media
seleksi. Larutan hara seleksi diperbarui sctiap minggu dan optimasi pH 4 (pH awal)
dilakukan dengan penambahan 0.1 N NaOH atau 0.1 N HO. Untuk menghindari
terjadinya pengendapan pada larutan hara digunakan aerator. Peubah yang diamati
adalah pertambahan panjang akar dan perubahan pH larutan,

Pengamatan pertambahan panjang akar dan perubahan pH dilakukan sekali
dua bari. Data pertambahan panjang akar dan perubahan pH ditampilkan dalam
bentuk grafik.

3.4.53. Biji R1

Untuk menghasilkan biji R1, maka tanaman dipindahkan ke tanah podsolik
merah kuning yang dicampur kompos (2 : 1). Biji ini digunakan untuk uji selanjutnya
pada tanah masam.

3454. Pengujian tanaman pada tanah masam

Tanaman yang tenggang terhadap larutan hara seleksi dipindabkan kedalam
pot plastik besar berisi tanah podsolik merah kuming dan untuk kontrol ditambah
R2. Selanjutnya rasio bobot gabah per rumpun (RBGR) dihitung dengan persamaan :

RBGR = Bobot gabah per rumpun pada keadaan tercekam Al

Bobot gabah per rumpun pada keadaan tanpa Al

Berdasarkan nilai skoring RBGR, tanaman dikelompokkan berdasarkan sifat
ketenggangannya terhadap Al mengikuti metode Sarkarung (1986) yang telsh
dimodifikasi, yaitu skor 0 > 90% (sangat tenggang), 1=8 1 — 90 % (tenggang), 2 =
71 - 80% (agak tenggang), 3 = 61 - 70% (agak peka), 4 = 51 - 60 (peka) dan 5§ = <
50% (sangat peka).

x 100 %
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3.455. Uji Progeni

Untuk menentukan kestabilan sifat tenggang Al dan pH rendah pada progeni
tanaman R1, maka biji R2 dikecambahkan pada kertas filter yang dibasahi dengan
air tanpa mineral. Planlet yang beramur 10 hari dipindahkan kelarutan hara selektif
dengan kandungan Al 1500 yumol selama 80 hari. Menurut Costa et af., 1997 ada tiga
kategori tanaman hasil seleksi : (i) Tanaman yang tahan (RPs) menunjukkan wama
hijau, (i} tanaman memperlihatkan nekrosis daun sebagian (HPs), dan (iii) tanaman
yang sensitif (SPs) terlihat semuanva nekrosis. Sesudah periode seleksi generasi 1
(RI), banya RPs yang dipindabkan ke dalam campuran tanah/kompos untuk
ditombuhkan menjadi biji, dan biji yang mempunyai vigor dan fertil RPs yang
digunakan untuk uji dua generasi berikut (R3 dan R4) dengan menggunakan
prosedur yang sama. Selama uji progeni, pencahayaan dan temperatur dicatat.

3.5. Prosedur Penelitian
35.1. Pembuatan Media Kultur

Dalam penelitian ini digunakan media padat dari Murashige & Skoog (1962)
untuk induksi kalvs dengan penambahan zat pengatur tumbuh sesvai periakuan.
Keasaman media (pH) diatur sebesar 5,8 scbelum diautokaf dengan menambahkan
beberapa tetes 0,1 N NaOH atau 0,1 N HC1 ke dalam media.

Untok membuat menjadi padat dengan menambahkan gelrite konsentrasi 0,25
% (2,5 g/1). Media dipanaskan di atas tungku listrik untuk melarutkan agar dan
sukrosa. Setelah media mendidih yang berupa larutan jemih, selanjutnya
dimasukkan ke dalam botol kultur yang sudah disteritkan sebelumnya sebanyak 25
ml setiap botol. Setelah itu botol kultur ditutup dengan aluminium foil dan
disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit dengan subu 121 °C pada tekanan
20 psi.

Proses pembuatan media uji sama dengan proses pembuatan media untuk
Penambahan gelrite disesuaikan dengan konsentrasi Al yang ditambehkan (makin
tinggi konsentrasi Al, gelrite yang ditambahkan semakin banyak). Keasaman media
(pH) diatur sebesar 4.0 scbelum diautoklaf,
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terhadap Al dan pH rendah, komposisi unsur makro sesuai dengan yang
dikmkﬁmeShtdeaL(l”?)dmmm&myangdikmhkaosbida
et al. (1976). Konsentrasi Al sesuai dengan media seleksi yaitu 0, 100, 200, 300, 400
deOOm,kmmmh\mhnnsdcksi(pH)dim&Odmgnnpmbnm
0.1 N NaOH atan 0.1 N HC1. Larutan hara seleksi diperbarui setiap minggu.

3.5.2. Presedur Percobaan
(dibuang endosperm), kemudian embrionya diinokulasi pada media induksi kahss
(smmipuhkuan)unsing—masingsdsphnpabotolhnnm&hnjumyamm
lxxolhdtmdinmlpdmganahminiumfoildmdiinkuhasidalamnmg
pertumbuhan. Subu ruang pertumbuhan sudah diatur sekitar (26 + 2)°C dan diberikan
mhayalunpuuwwanselamawjanpahmi.Seﬁcmmminggusemnkalm
yangtubauukdipaiksadanshmhmyangmmb\d:diujmgh!mdipotongdan
dihm&SdeMyah]mdihdh:mkanbalididﬂammediaymgmsehm
10 minggu (2 kali sub kultur).
Sc!mjuﬁnyadihhlkanindisisiwgammadengmdosislﬁhad,mhh
hadiasihlmdipindahkankemcﬁamm;nmpcnmmhﬂxmso)sdm
lnﬁnguKalmymgihhidupschjmnyacﬁhhhnpmgujianpadamedhymg
mengandung Al dan pH rendah.
PengujiankaluspadamediaymgnmgmdtmgMdmpH!mdah,mmyang
keadaannya bagus (kalus mengkilap, warna putih kekuningan, kompak artinya tidak
l:mnunbiladirabadmganpimct)ﬁandipiudahkmkcdalammediauji. Kalus
mwmmmmmnzmm(mm).m
yang menghitam, hanya kalus-kalus yang tenggang akan dapat berkembang secara
lerus-menerus.
Regmuasikalusahndihkukmsﬁdahmlemﬁsckksi.mmmh
mmbuhdengmbaik(kalmwnggang)dimndaidmganwmmhlmkdu-ﬁng-
denganbaobabnyawamakahndmikmingmmjadipmihkehming‘hnﬁngm.tahap
selanjutnya akan muncul spot-spot hijau yang nantinya akan muncul tunas.
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Ahnminiunakmmmghmbupuulnbuhmakar,olehkammimmmsymgmdah
tumbuh dengan baik akan dipindahkan ke media pengakaran guna menginduksi
puhnnbuhnnakm.?lanlayangmdahmunp\myaiakxbanyakdmkmakanm
&W&mmwmﬁmlwmﬁ&k
M.Seklmplmludiphxhhkmkdingkmgmlm,laiebihdahﬂndﬁapkm
mediatammymgtuditidzimpmanmhkeblmdengmkmnposa:l),
kemudiancammnnmhdankomposdiayakdmdimukkmkedahmpomng
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pada pot-pot yang telah disiapkan. Untuk menjaga penguapan yang terlalu besar.
planiet ditutupi dengan gelas akua dan paranet yang berwarna hitam selama 10 hari.
Sctelah 10 hari secara berangsur-angsur tutup gelas dan paranet dibuka sedikit demi
sedikitsampaiakhhuyatanpapmmupsamasctaliTmmymgsudahdapm
beﬂalnndhmnganh:htkaakmtﬁpindahkmkdmuhnhmasdeksi(sclcksiphnld).
Pengujian planlet pada kurtur larutan hara, pembuatan larutan hara seleksi
dllakukmdmgmmmuumbmgdmmmpmbahmhmmmkmdmmkm
serta melarutkannya dalam akuvades. Selanjutnya larutan hara seleksi dimasukkan ke
dahmbomlkulmbmsebanynkaI.Gabmdanbtmdigumkmsehmi
penyanggnhmmandiataspeunnkmhoto],scﬁapbotdsammnmSuplai
oksigendﬂahxhndmganmmggmakmaaatorymgtﬁlmbmgkmold\shngkecﬂ
bﬁapﬁaphmlkdm.mdipahrdseﬁq:mmggn,sdmlzminggu
Kmuﬁmtnnmlmggmgdiphhhhnkctuuhpodsoﬁkmahhlﬁngymg
dieampmkompos(Z:l)selmSuﬁnggusampaimmghnsﬂkmbijiRl.
Pengujian biji R1 pada tansh masam, tanah yang digunakan adalah tanah
Podsolik Merah Kuning (PMK). Untuk tanaman kontrol digunakan tanah yang sama
mmwwmmlxmmmdipaﬁmwmpm-pot
plastik dengan volume 10 kg tanah per pot. Selanjutnya tanaman hasil seleksi kultur
lmumnlmadipindahkankcpot-potplasﬁkmmkdinmbuhkmmpdmenglnsilkm
benih R1 (Gambar 3). Pemupukan dilakukan sehari scbelum tanam dengan dosis 5 g
Urea, 4 g SP36 dan 4 g KCI per pot. Penyiraman dilaknkan doa hari sekali,
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dan konsentrasi Al didasarkan pada studi pendahuluan oleh Costa ef al. (1997)
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3.6. Komposisi Media Kultur dan Larutan

Media # 1 terdiri dari media MS (Murashige & Skoog. 1962) ditambah
dengan 100 rog L' myoinositol, 0.5 mg L™ asam nikotinat, 0.5 mg L™ pyridoxin
HCL, 0.1 mg L tiamin HC1, 3 % sukrosa dan 0.25 % gelrite, auksin dan sitokinin
(sesuai perlakuan). Media # 2 dan media # 3 merupakan media regenerasi yang
terdiri dari media MS ditambah auksin dan sitokinin (sesvai perlakuan).

Komposisi media seleksi adalah scbagai berikut : 2.4 g L™ NH,NO;, 1.9 g "
KNO,, 370 mg L™ MgSO,. 7H;0, 15mg L™ Ca Cl,. 2H;0, 13mg L KH,PO, dan
28 mg L’ Fesm.mzo;yanglaingnmm,vilamin,mhosadanmguluor
pertumbuhan seperti pada medium # 1. Perbedaan konsentrasi AICk. 6H;0 (0 - 500
ppm), pH 4.0, gelrite 2.5 - 17 g L” yang ditambahkan sebelum diautoklaf.

Larutan hara seleksi digunakan untuk seleksi tanaman berisi : 240.7 mg L™
MgS0y. TH;0, 2286 mg L NH,NO,, 41.02 mg L™ Ca(NOs),. 45,0, 27.8 mg L
FeS04.7H,0, 16.09 mg L™ KCl, 6.16 mg L NaH;P04.2H,0, AICl.6H,0 (0 dan 45
ppm), pH 4.0 dan mikroelemen Yoshida et al. (1976).



KEMENTERIAN PENDIDIKAN NASIONAL UNIVERSITAS NEGERI MEDAN
( STATE UNIVERSITY OF MEDAN )
LEMBAGA PENELITIAN ( RESEARCH INSTITUTE )

Pada hari ini Rabu tanggal satu bulan Juni tahun dua ribu sebelas, kami yang bertanda tangan  di bawah ini :
I. Dr. Ridwan Abd. Sani, M.Si  :Ketua Lembaga Penelitiasn Universitas Negeri Medan,dan atas nama Rektor
Unimed, dan dalam perjanjian ini disebut PIHAK PERTAMA.
2. Ir, Hercules, M.S :Dosen FMIPA bertindak sebagai Peneliti/Ketua pelaksana  penelitian,
' selanjutnya disebut PIHAK KEDUA.

Kedua belah pihak secara bersama-sama telah sepakat mengadakan Surat Perjanjian Penggunaan Dana (SP2D)
untuk melakukan penelitian yang dibiayai dari Dirjen Dikti Tahun anggaran 2011 sesuai surat perjanjian penugasan
Nomor 036/SP2ZH/PL/Dit.Litabmas/IV/2011, tanggal 14 April 2011, DP2M Dikti Depdiknas untuk Penelitian
Hibsh Bersalog dengan ketentuan scbagai berikut :

Pasal |
JENIS PEKERJAAN

PIHAK PERTAMA memberikan tugas kepada PIHAK KEDUA, dan PIHAK KEDUA menerima tugas tersebut
untuk melaksanakan penelitian dengan judul: " Peningkatan Keragaman Somaklonal Melatui Kultur In Vitro
dan Iradiasi Sinar Gamma ke Arah Ketenggangan Terhadap Aluminium dan Ph Rendah pada Tanaman
Padi.” yang menjadi tanggungjawab PIHAK KEDUA dengan masa kerja 5 (lima) bulan, terhitung mulai bulan
Juli s'd  Nopember 2011,

Pasal 2
DASAR PELAKSANAAN PEKERJAAN

Pekerjaan dilaksanakan oleh PIHAK KEDUA atas dasar ketentuan yang merupakan bagian tidak terpisahkan dari
SP2D ini, yaitu:

1. Sesuai dengan proposal yang diajukan

2. UU RI No. 17 Tahun 2003, tentang Keuvangan Negara

3. UU RI No. | Tahun 2004, tentang Perbendaharaan Negara '

4. UU RI No. 15 Tahun 2004, tentang pemeriksaan pengelolaan dan tanggungjawab keuangan Negara.

5. DIPA No. 0541/023-04.1.01/00/2011, Tanggal 20 Desember 2010, DP2M.

Pasal 3
PENGAWASAN

Untuk pelaksanaan pengawasan dan pengendalian pekerjaan adalah Lembaga Penelitian Unimed dan Sistem
pengendalian Internal (SPT) Unimed.

Pasal 4
NILA!I PEKERJAAN

I.PIHAK PERTAMA memberikan dana penelitian tersebut pada pasal | sebesar Rp.35.000.000,-
(Tiga puluh lima juta rupish) secara bertahap.
2.Tahap pertama scbesar 70% yaitw Rp. 24.500.000,- (Dua puluh empat juta lima ratus ribu rupiah)
dibayarkan sewaktu Surat Perjanjian Penggunaan dana (SP2D) ini ditandatangani oleh kedua belah pihak.
3.Tahap kedua scbesar 30% yaitu Rp. 10.500,000,- (Scpuluh juta lima ratus ribu rupiah)
dibayarkan setelah PITHAK KEDUA menyerahkan laporan hasil penelitian dan bukti pengeluaran/penggunaan
dana penelitian kepada PIHAK PERTAMA.

4. PIHAK KEDUA membayar pajak (PPh) sebesar 15% dari jumlah dana penelitian yang diterima dan fotocopy
bukti pembayaran diserahkan ke Lembaga penelitian 2 rangkap.



Pasal 5
JANGKA WAKTU PELAKSANAAN

I. PIHAK KEDUA menyelesaikan dan menyerahkan laporan hasil penelitian sebagaimana dimaksud dalam
Pasa] 1 SP2D ini selambat-lambatnya tanggal 14 Nopember 2011.

Pasal 6
LAPORAN

1. PIHAK KEDUA menyerahkan laporan kemajuan pelaksanaan penclitian paling lambat tanggal 08 Agustus
2011 dan PIHAK KEDUA menyampaikan draft laporan akhir penefitian paling lambat tanggal 17 Oktober
201 1. Untuk pelaksanaan serninar yang dikordinasi oleh Lemlit dan laporan akhir penclitian sebagaimana
disebut dalam pasal | sebanyak 8 (delapan) eksamplar beserta Soft Copy.

2. PIHAK KEDUA harus menyampaikan naskah artikel hasil penelitian dalam bentuk compact disk  (CD) untuk
(diterbitkan pada jurnal Nasional terakreditasi dan bukti pengiriman disertakan dalam laporan.

3. Sebelum laporan akhir penelitian diselesaikan PIHAK KEDUA melakukan diseminasi hasil penelitian melatui
forum yang dikoordinasikan oleh Lembaga Penelitian dengan kontribusi dana sebesar 1% dari jumlah dana
penelitian yang tertulis dalam pasal 2 dan pembiayaannya dibebankan kepada PIHAK KEDUA, s

4. Seminar penelitian dilakukan di Lembaga Penelitian dengan mengundang dosen dan mahasiswa scbagai peserta

_seminar lembaga penelitian,

5. Bahan pelaksanaan seminar dimaksud (makalah) disampaikan ke Lembaga Penelitian sebanyak 2 (dua)
examplar.

6. Bukti pengeluaran keuangan ( kuitansi) dan RAB menjadi arsip pada PIHAK KEDUA dan 1 (satu) rangkap
diserahkan ke Lembaga penelitian Unimed dalam be stuk laporan penggunaan dana penelitian paling lambat
tanggal 10 Agustus 2011 yang pembiayaannya dibebankan kepada PIHAK KEDUA.

7. Dana penelitian tahap 11 tidak dapat dicairkan jika bukti pengetuaran keuangan belum diserahkan oleh peneliti,
dan dikembalikan ke kas Negara jika melewati batas akhir SP2D,

8. Sistematika Laporan Akhir penelitian harus memenubi ketentuan sebagai berikut:

Laporan hasil penelitian yang tersebut dalam pasal 4 harus memenuhi ketentuan sbb:
a. Bentuk kuwarto
b.  Wama cover disesuaikan dengan ketentuan yang ditetapkan Ditjen Dikti
¢. Dibawah bagian kulit/cover depan ditulis : Dibiayai oleh Direktorat Jenderal Pendidikan Tinggi,
Kementerian Pendidikan Nasional, sesuai dengan surat Perjaniian Hibah Penugasan Penelitian Hibah
Bersaing No. 036/SP2H/PL/Dit. Litabmas/[V/201 1 tanggal 14 April 2011
d. Melampirkan Surat Perjanjian Penggunaan Dana (SP2D) pada lampiran laporan.

Pasal 7
SANKSI

Apabila PIHAK KEDUA dalam penelitian tidak dapat menyelesaikan penelitian sebagaimana tersebut dalam pasal

5 maka PIHAK KEDUA dikenakan sanksi:

I. Denda sebesar 1 %o perhari dengan maksimum denda sebesar 5 %a dari nilai Surat Perjanjian Penggunaan dana {SP7D)-

2. Tidak akan diikutsertakan dalam pelaksanaan penelitian atau kegiatan lainnya.

3. Apabila pelaksana program melalaikan kewajiban baik langsung atau tidak Jangsung yang merugikan keuangan
negara diwajibkan mengganti kerugian yang dimaksud.

4. Apabila ketua peneliti berhalangan melaksanakan desiminasi karena suatu hal, maka wajib menunjuk salah
seorang anggota yang mampu.

Pasal §

Laporan Akhir Penelitian ini dibuat rangkap 5 (lima) dengan ketentuan sebagai berikut ;

| {satu) pada Perpustakaan Nasional

| (satu) pada PDII(LIP])

| (satu) pada BAPENAS

| (satu) perpustakaan perguruan tinggi

| (satw) pada.|.embaga Penelitian Unimed




