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ABSTRAK

Penelitian tentang tanggapan fisiologis somakloAaldalas pada peningkatan
kandungan polietilena glikol (PEG) dalam mediumeksl cekaman kekeringan telah
dilakukan dengan metode eksperimen memanfaatkamktek vitro melalui pengamatan
secara deskriptif. Penelitian terdiri atas dua pahaseleksi yaitu tahap awal menggunakan
PEG pada rentang konsentrasi 1,25% maksimal 5% kamgidian diperbanyak dengan dan
tanpa penambahan PEG maksimal dimana eksplan éaertdidup. Tahap lanjutan
menggunakan PEG pada konsentrasi kelipatan 0,2%#asdkonsentrasi maksimal yang
mampu ditolerir pada tahap sebelumnya yang dilkajudengan perbanyakan dan induksi
perakaran tunas pada medium dengan dan tanpa PEsG pEnelitian memberikan gambaran
bahwa penambahan 3,75% PEG pada tahap pertamaakanugonsentrasi maksimum yang
mampu ditolerir oleh eksplan dan 4% pada tahapnggieya. Cekaman kekeringan yang
dialami eksplan klon Andalas menyebabkan pengurargas daun dan jumlah stomata
namun sebaliknya terjadi peningkatan kadar pralaraketebalan daun.

Kata Kunci : Andalas, daun, kekeringan, proline@Eomaklonal.
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1. PENDAHULUAN

Tumbuhan AndalasMorus macroura Mig. var. macroura) merupakan salah satu tumbuhan
asli Sumatera Barat. Tumbuhan ini tergolong kedatatah satu tumbuhan langka endemik
Indonesia terutama Sumatera. Tumbuhan Andalas rkekulalitas kayu yang sangat baik



untuk bahan perabotan (Dahlan, 1994). Tumbuhamémgandung senyawa kimia berpotensi
sebagai obat leukemia, anti tumor dan anti bakéethmadet al, 2001).

Berdasarkan kualitas kayunya yang tergolong sabgi&t Andalas sangat potensial
dikembangkan untuk tanaman hutan industri. Namuah,irh terkendala akibat habitatnya
yang terbatas di daerah dengan kelembaban yanif telggi. Padahal, areal-areal yang
tersedia umumnya adalah lahan terbuka atau beltasgan yang sering sudah kering, tandus
dan kritis. Oleh karena itu perlu upaya mendapattan-klon baru tumbuhan Andalas yang
toleran kekeringan.

Salah satu alternatif untuk penyediaan klon yahgraa terhadap kekeringan adalah
melalui seleksi somaklonal Andalas dengan mengamaklietilena glikol (PEG) secara
vitro. Metode ini telah dilakukan pada kopi (Tirtobor897), dan jenis tumbuhan berkayu
yaitu Eucalyptus grandis, Picea mariana, Pinus banksiana (Fan dan Blake, 1997), Mulbery-
Morus sp. (Tewary et al, 2000) pada kisaran 2-10% PEg@aRumbuhan yang mengalami
cekaman kekeringan, biasanya dihasilkan senyawa asano terutama prolina (Bateisal .,
1973; Unyayar, Keles dan Unal, 2004). Biosintesipa yang berlebihan terpacu akibat
rendahnya potensial air pada jaringan tumbuhanu@oldan Rast, 2000). Selain itu, juga
terjadi penurunan ukuran daun (Rhizopoulou danaBs&003) serta terjadinya perubahan
pada ketebalan daun dan pengurangan jumlah st¢8wateado, 2007).

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui batasskmtrasi PEG maksimal yang
mampu ditolerir oleh tumbuhan Andalas setelah dikak seleksi secara bertahap. Tanggapan
fisiologis somaklonal yang memperlihatkan toleranskaman kekeringan diamati dalam
bentuk kandungan prolina, luas daun serta ketebddam dan stomata pada permukaan
bawah daun. Beberapa faktor tersebut berkemungkiesar mengalami perubahan akibat
cekaman kekeringan yang dialami.

2. CARA KERJA

2.1. Bahan klon tumbuhan Andalas sebagai sumbetagks

Bahan klon tumbuhan Andalas yang dimanfaat sebelgalan berupa pucuk yang berasal
dari perbanyakann vitro tumbuhan Andalas dengan sumber eksplan berasaNdgari
Andaleh Kab. Tanah Datar, Sumatera Barat pada melli8 dengan penambahan 3 mg/| BA
dan 10 mg/l biotin.

2.2. Media Kultur

Medium dasar Murashige-Skoog (MS) komposisi penigurthkan sebagai media dasar
dengan penambahan 3 mg/l BA, 10 mg/l biotin, 0,7§ara3% sukrosa untuk medium

multiplikasi pucuk (SM) dan MS setengah komposiengan penambahan 10 mg/l biotin,

0,7% agar, 3% sukrosa untuk medium induksi perakdRi) (Suwirmen, 2007). Pada

masing-masing medium ditambahkan PEG sebagai pengakaman kekeringan sesuai

dengan perlakuan pada setiap tahap penelitian. akeas media kultur diatur hingga

mencapai pH 5,5 + 0,5. Media kultur dimasak sampandidih dan kemudian dituang

kedalam botol-botol kultur steril dan disterilisasenggunakan autoclave selama 15 menit
pada suhu 12C dengan tekanan 15 Ibs.



2.3. Tahapan penelitian
2.3.1. Cekaman kekeringamvitro tahap | (awal)

Pada tahap ini, eksplan berupa pucuk diperlakukaand media inisiasi pucuk-SI (MS
komposisi penuh + 10 mg/l biotin) (Suwirmen, 20@Bngan penambahan PEG sebagai
faktor pengatur cekaman kekeringan dalam 5 tamagdtrasi yaitu PEG 0 ; 1.25; 2.50; 3.75;
dan 5.00%. Eksplan hasil tahap inisiasi disubkuttada medium multiplikasi pucuk yang
terdiri dari medium tanpa penambahan PEG dan mediengan penambahan konsentrasi
PEG maksimal dimana eksplan masih mampu bertaldap hi

2.3.2. Cekaman kekeringamvitro tahap Il (lanjutan)

Pada tahap ini, pucuk yang diperoleh dari perlakoarsentrasi PEG maksimal yang bertahan
hidup disubkultur pada medium yang ditingkatkan desrirasi PEG nya dengan kelipatan
0,25% sampai dibawah batas eksplan mengalami kamad¢ingan perlakuan PEG. Kemudian
dilakukan perbanyakan tunas pada medium denganad@a PEG sesuai dengan perlakuan
sebelumnya serta penginduksian perakaran pada meRliudengan dan tanpa PEG sesuai
dengan hasil seleksi.

Pada setiap tahapan penelitian, eksplan diperlakuk@am medium perlakuan
masing-masing selama 30 hari. Eksplan dipelihata paang inkubasi untuk pertumbuhan
eksplan. Ruang inkubasi diatur suhunya pada kis24¥® + 2°C dengan fotoperiodisme 12L
/ 12D dan intensitas cahaya 500-1500 Lux untukipiidasi tunas dan 1500-3000 Lux untuk
induksi perakaran.

2.4. Parameter Pengamatan

Pengamatan dilakukan pada akhir penelitian yaitiakhir tahap induksi perakaran. Data
dianalisis secara deskriptif karena keterbatasanlgtl yang berhasil bertahan setelah tahapan
induksi perkaran. Beberapa parameter yang diaradt penelitian adalah sebagai berikut:
1. Keberhasilan seleksi cekaman kekeringan dengangneagan PEG
Kemampuan bertahan somaklonal andalas terhadapataimemberian PEG diamati
setiap tahapan sampai dihasilkan somaklonal yadglas yang toleran kekeringan
sewaktu dilakukan induksi perakaran.
2. Kandungan prolina
Kandungan prolina bebas dihitung dengan menggunaketode spektrofotometer
berdasarkan reaksi kolorimetrik dengan ninhidrimgyanengacu pada metode yang
dikembangkan Bategt al., (1973) dan Singhkt al., (1973) dimodifikasi oleh Peguin
dan Lechasseur (1979).
3. Luas daun
pengukuran terhadap luas permukaan daun dilakukagath menggunakan metode
gravimetri menurut Sitompul dan Guritno (1995).
4. Ketebalan daun dan jumlah stomata
Pengukuran ketebalan daun dan jumlah stomata ##akwengan menggunakan
sayatan preparat semi permanen daun yang diamagjgueakan mikroskop Olympus
Microscope Model CX21FS1 dan dilakukan pemotretamggunakan kamera digital
merk Nikon Coolpix S700.



3.HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1. Hasil Seleksi Eksplan pada Cekaman Menggunk#h secarén Vitro

Berdasarkan pengujian yang telah dilakukan didagpatlahwa pada tahap awal hanya 10%
dari total eksplan Andalas yang mampu bertahanphghda konsentrasi PEG 3,75%. Pada
tahap seleksi lanjutan, eksplan Andalas mampu reimtgeningkatan konsentrasi PEG
maksimal pada taraf 4% dimana hanya 25% dari &itaplan yang diperlakukan mampu
bertahan hidup. Pada media perakaran, eksplandedesi{si yang ditanam pada media dengan
penambahan PEG tidak memperlihatkan adanya pendaenakar (Gambar 1).

Tewary et al., (2000) mendapatkan ketahanan tanaman mulberrgdaphcekaman
kekeringan maksimal pada konsentrasi PEG 4%. Twwsy dihasilkan mengalami
pertumbuhan yang lebih lambat dengan semakin miainga kandungan PEG pada
medium. Konsentrasi PEG diatas 4% memperlihatkamakan pada eksplan yang
diperlakukan sampai konsentrasi PEG 10%. Ahetad., (2007) mendapatkan pembentukan
dan pertumbuhan akar semakin menurun akibat senaigginya cekaman garam yang
diperoleh sebelumnya oleh eksplan sewaktu diinidiessgan kondisi cekaman garam di tahap
sebelumnya.
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Gambar 1. Tahapan seleksi somaklonal Andalas yammperlihatkan persentase eksplan
yang mampu bertahan hidup serta respon yang d#rerifeh eksplan akibat
cekaman kekeringan PEG yang dialami.



3.2. Karakter fisiologi planlet klon Andalas has#lleksi kekeringan PEG

3.2.1. Luas daun planlet klon Andalas

Luas daun planlet klon Andalas hasil seleksi kelgain memperlihatkan ukuran yang jauh
lebih besar dibandingkan kontrol setelah dipindah#ari medium perlakuan PEG 4% ke
medium tanpa PEG (Gambar 2.). Sedangkan luas danlefpyang berasal dari PEG 4% dan
ditumbuhkan pada medium perakaran dengan penamid2B& 4% memperlihatkan luas
daun yang jauh lebih kecil dibandingkan denganagedn lainnya. Pada perlakuan induksi
perakaran dengan penambahan PEG 4%, daun perterpaida@empat memperlihatkan luas
daun yang tidak mengalami pertumbuhan baik pada gattama dan kedua maupun ketiga
yang mengindikasikan tidak terjadinya aktivitas tpebuhan karena daun tersebut tidak
memiliki luas daun yang melebihi daun keempat.

Pada perlakuan eksplan yang berasal dari PEG 4% ¢i@mdahkan pada medium
induksi perakaran tanpa pemberian PEG memperlihgiksgumbuhan yang pesat pada daun
kedua yang lebih luas dibandingkan daun ketiga k¢smpat sedangkan pada kontrol daun
ketiga lebih pesat pertumbuhannya dibandingkan gang lainnya. Hal ini mengindikasikan
bahwa pada eksplan yang berasal dari perlakuandRB@&menyesuaikan lagi dengan kondisi
lingkungan sehingga pertumbuhan daun agak lamlselsh mampu beradaptasi dengan
kondisi medium yang tidak mengalami cekaman, pdsturan lebih terpacu yang terlihat dari
pesatnya pertumbuhan daun kedua. Pada kontrolunpeuhan daun ketiga yang cepat
dikarenakan tidak adanya masa penyesuaian demggufigan medium karena medium awal
dan medium baru memiliki kondisi yang sama sehing@an ketiga pertumbuhannya lebih
baik sedangkan daun pertama dan kedua belum mempeapanbuhan optimalnya.
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Gambar 2. Perbandingan rata-rata luas daun ke3ldan 4 planlet klon Andalas pada media
perakaran tanpa penambahan PEG dan penambahan ®ESgbé&gai pengatur
cekaman kekeringan secanavitro pada tahap akhir perlakuan

Pemberian PEG pada medium pertumbuhan menurunkanmieihan daun sehingga
mengurangi luas permukan daun. Rendahnya aktipgesmbuhan daun dikarenakan adanya
upaya untuk mengurangi tingginya penguapan air pégmukaan daun. Daun pada tumbuhan
yang mengalami cekaman kekeringan dengan menggun@k& memiliki ukuran yang



relatif kecil dan biasanya tingkat ketebalan daeinh besar dibandingkan daun yang tidak
mengalami cekaman kekeringan. Selain itu, pengarangasokan nutrisi dan sukrosa dari

medium untuk memacu pertumbuhan juga menyebabkdnngeuhan daun akan terganggu

sehingga luas daun akan berkurang jika dibandingkagan luas daun tanpa pemberian PEG
(Veeranjaneyulu dan Kumari, 1989).

Pada tumbuhan jaraliCinus communis) yang mengalami cekaman kekeringan, area
pertumbuhan daun akan semakin menurun dengan semakianya cekaman yang
dialaminya (Heckenberegt al., 1998; Schuret al., 2000). Selama cekaman kekeringan, juga
terjadi pengurangan area perluasan daun yang batakiuran daun akan semakin kecil jika
dibandingkan dengan kondisi tanpa mengalami keggann(Granier dan Tardieu, 1999).
Duran et al. (1995) sebelumnya mendapatkan pemanjangan daum tgahambat akibat
cekaman kekeringan yang dialami oleh tumbuhan fedtue. Alves dan Setter (2004)
mendapatkan hasil tumbuhan yang sebelumnya menigatakaman kekeringan jika
dipindahkan pada kondisi normal akan memiliki pefbuhan daun yang lebih baik dan
terpacu bila dibandingkan dengan kondisi tumbuhawaktu mengalami cekaman
kekeringan. Selain itu, cekaman kekeringan yantaaiaoleh tumbuhan akan mengurangi
jumlah sel yang menyusun organ daun tersebut ateblaéntinya aktifitas pertumbuhan dan
perkembangan daun.

3.2.2. Kandungan prolina planlet klon Andalas

Planlet yang diperlakukan dengan pemberian kors&nfPEG pada taraf 4% memiliki
kandungan prolina yang jauh lebih tinggi dari garkn lainnya (Gambar 3.). Pada daun
planlet yang berasal dari perbanyakan pada penmbB&#> 4% dan diakarkan pada medium
dengan penambahan PEG 4% memilki kandungan pre)0&il pumol/g BB sedangkan pada
planlet yang berasal dari perlakuan PEG 4% darmadiak pada media tanpa PEG kandungan
prolinanya 1,732 umol/g BB dan pada kontrol 0,8680j/g BB. Hal ini mengindikasikan
bahwa semakin tinggi cekaman yang terjadi padalgilasieh kondisi lingkungan yang
ekstrim maka semakin tinggi kandungan prolinanyaai8 itu, pemindahan eksplan dari
kondisi cekaman ke kondisi tanpa cekaman akan nangukandungan prolina pada planlet.
Hal ini terlihat dari rendahnya kandungan prolidanget yang dipindahkan dari cekaman
PEG 4% ke medium induksi perakaran tanpa mengguarak&.
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Gambar 3. Perbandingan rata-rata kandungan prdjimaol/g BB) pada tiga perlakuan
pemberian konsentrasi PEG pada tahap perakaratetpldon Andalas yang
toleran terhadap kondisi kekeringan setelah 30gwta medium perlakuan



Agastianet al., (2000) mendapatkan peningkatan kandungan prskméng dengan
peningkatan kosentrasi garam pada mulberry. Harinas al., (2000) mendapatkan
kandungan prolina pada daun Mulberry meningkatdlilgada kondisi cekaman garam NaCl
sebesar 150 mM bila dibandingkan dengan kontromédhet al. (2007) melakukan seleksi
kultivar Morus alba terhadap cekaman garam dimana terjadi peninghkatadungan prolina
sebesar 89,2% (kultivar lokal) dan 85,5% (kultiSajanpuri) pada pengujian secanavitro.
Akumulasi prolina yang terjadi pada sel tumbuharrupakan mekanisme adaptasi dalam
mempertahankan tekanan turgor sel, penyerapan aar kdlangsungan berbagai proses
fisiologis dalam sel seperti pembukaan stomatamakembangan sel (Serajj dan Sinclair,
2002; Ismailet al., 2004; Gomez dan Prado, 2007).

3.2.3. Ketebalan daun dan jumlah stomata

Rata-rata jumlah stomata semakin menurun dengaaksertingginya cekaman kekeringan

yang dialami oleh planlet klon Andalas. BerdasarHata terlihat bahwa terjadi penurunan
jumlah stomata yang mencolok dari kondisi tanpalpan PEG dengan pemberian PEG
4%. Stomata pada eksplan yang ditumbuhkan dalamumedanpa penambahan PEG
memperlihatkan ukuran yang relatif sama bila dilragichn dengan eksplan yang

ditumbuhkan pada medium dengan PEG 4% . Sebalikteréihat bahwa terjadi peningkatan

ketebalan daun yang mencolok pada perlakuan d&si #% yang diakarkan pada PEG 4%,
sedangkan pada perlakuan PEG 4% yang diakarkan RPaGa0% terlihat ketebalan daun
lebih kecil dibandingkan dengan perlakuan kontroabel 1.). Hal ini diduga karena

sedikitnya air yang bisa diserap oleh tumbuhanngga jaringan tumbuhan melakukan
penghematan air dengan menambah ketebalan daumelagurangi jumlah stomata pada
permukaan daun sehingga air dapat dipertahankamdambuhan.

Tabel 1. Kisaran ketebalan daun dan rata-ratdajurstomata planlet klon Andalas pada
medium perakaran dengan dan tanpa pemakaian PEGse#f#gai pengatur
cekaman kekeringan setelah 30 hari pada mediakparia

Perlakuan Induksi Kisaran Ketebalan daun Rata-rata jumlah stomata
Perakaran (um) (/mn)
PEG 0%
1 disubkultur pada 76,66 — 99,99 800
PEG 0%
PEG 4%
2  disubkultur pada 73,33 - 83,33 425
PEG 0%
PEG 4%
3 disubkultur pada 139,99 — 159,98 275
PEG 4%

No

Inamullah dan Isoda (2005) menyatakan bahwa tumbybag diperlakukan dengan
kondisi cekaman lingkungan yang lebih tinggi akaengakibatkan berkurangnya area
stomata, kerusakan dan kematian pada sel-sel pamgtismata. Kondisi perlakuan cekaman
lingkungan seperti kekeringan dan garam membergargaruh terhadap struktur anatomi
daun terutama terjadi modifikasi pada stomata dahsed epidermis dimana lapisan
epikutikular menjadi lebih tebal yang menyebabkanrdmenjadi lebih tebal (Shepperd dan
Griffiths, 2006).



4. KESIMPULAN

Hasil penelitian memberikan gambaran bahwa ekddam Andalas mampu bertahan hidup
pada tingkat cekaman kekeringan menggunakan PEG k@dran konsentrasi 3,75-4%.
Cekaman kekeringan yang dialami eksplan klon Ardafenyebabkan pengurangan luas
daun dan jumlah stomata namun sebaliknya terjagdingkatan kadar prolina dan ketebalan
daun.
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