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DETEKSI KERAGAMAN HASIL PERBANYAKAN TANAMAN MELALUI EMBRIOGENESIS
SOMATIK DENGAN METODA SITOMETRI DAN MOLEKULER

FLOW CYTOMETRY AND MOLECULAR DETECTION ON SOMACLONALE VARIATION OF PLANTS
REGENERATED THROUGH SOMATIC EMBRYOGENESIS

Taryono*

ABSTRACT

The production of somatic embryo is considered to be the best method of vegetative plant
propagation. A great number of seedlings can be produced any time only by simply sowing them,
although until now the genetic similarity is indisputed. Cytometry and PCR technique can be used to
detect genetic changes that might occur in the cell. They were applied to seedlings of conifer Larix
decidua produced through somatic embryo. Flow cytometry was found to be able to detect ploidy level of
seedlings efficiently and the ploidy level was showed relatively stable. Mutation in the DNA level was
detected using PCR fingerprinting. Oligonucleotide MI13 (15 bp) can detect easily changes in
minisatellite. Changes at the chromosomal level might also take place in somatic embryo derived
seedlings.
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INTISARI

Perbanyakan tanaman secara vegetatif melalui penginduksian embrio somatik diduga merupakan
cara terbaik. Bibit dalam jumlah besar dapat dihasilkan setiap waktu hanya dengan mengecambahkan
embrio somatik yang telah dimasakkan, namun masalah keseragaman genetik bibit-bibit itu sampai
sekarang masih diperdebatkan. Metoda sitometri dan reaksi polimerase berantai (PCR) dapat digunakan
untuk mendeteksi kemungkinan perubahan genetik yang terjadi. Untuk itu kedua metoda akan dicoba
terhadap bibit-bibit hasil embrio somatik tanaman konifera Larix decidua. Metoda sitometri mampu
secara cepat mendeteksi tingkat ploidi dari bibit. Tingkat ploidi dari bibit-bibit yang dihasilkan dapat
disimpulkan cukup stabil apabila dibandingkan dengan tanaman diploid kontrolnya. Perubahan pada
tingkatan urutan DNA secara cepat dapat diketahui dengan PCR. Dengan oligonukleotida M13 perubahan
yang terjadi pada minisatelit dengan mudah dapat dideteksi. Perubahan pada tingkat kromosom
kemungkinan besar bisa terjadi pada bibit embrio somatik.

Kata kunci : embriogenesis somatik, keragaman genetik, flow sitometri, PCR, Larix decidua

PENGANTAR Apabila embrio somatik dapat dihasilkan melalui
penginduksian kalus yang bersifat embriogenik,
maka kalus tersebut dapat diperbanyak secara
tidak terbatas dan dimasakkan setiap waktu
(Merkle, 1995). Taryono (1997) membahas per-
masalahan yang mungkin dihadapi dari peng-
induksian sampai bibit dihasilkan khususnya
pada tanaman keras dan kemungkinan cara
pemecahannya.

Terdapat banyak cara untuk memperbanyak
tanaman secara vegetatif in vitro, tetapi
embriogenesis somatik diyakini sebagai cara
terbaik (Mavituna & Buyukalaca, 1996).
Keunggulan  embriogenesis  somatik  yaitu
jaringan meristem akar dan pucuk telah terbentuk
pada saat embrio somatik masak (Jain, 1998),
bentuk anatomi dan sifatnya serupa dgngan Masalah  keragaman tanaman hasil
embrio sigotik benih bias‘a. Bfibi[ yang diinginkan perbanyakan in vitro sampai saat ini masih sering
dengan mudah dapat dihasilkan hanya dengan  giperdebatkan (Patnaik er al., 1999). Seandainya
mengecambahkan embrio yang masak tersebut.
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keragaman itu terjadi. keragaman itu mungkin
disebabkan oleh perubahan pada tingkat genom,
kromosom atau gen (Fourre et al., 1997) dan
dapat  dideteksi baik secara morphologi,
biokimiawi maupun molekuler (Goto et al.,
1998). Perubahan genom yang biasanya terjadi
adalah jumlah kromosom (Karp et al., 1987) atau
tingkat ploidi (Lee & Phillips, 1988) dan dapat
diketahui secara sitologi dengan menduga ukuran
genom (Winkelmann et al., 1998) atau dengan
menghitung jumlah kromosom (Roth er al,
1997). Sedang perubahan pada urutan DNA
dengan mudah dapat dibuktikan secara molekuler
menggunakan metoda AFLP  (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (Lin & Kuo,
1996), RFLP (Random Fragment Length
Polymorphism) (Grant & Shoemaker. 1997) dan
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(Al-Zahim et al., 1999; De Verno et al., 1999).

Penghitungan jumlah kromosom untuk
mengetahui ukuran genom suatu sel tanaman
dianggap kurang praktis dan memerlukan banyak
tahapan serta waktu (Sari er al., 1999). Metoda
flow sitometri (Flow Cytometry) dapat mengatasi
semua kelemahan dari cara penghitungan jumlah
kromosom biasa. Flow sitometri selain
merupakan metoda yang cukup cepat dan efisien
(Galbraith et al., 1983) juga sangat jitu untuk
mendeteksi campuran dari banyak sel yang
mempunyai  tingkat  ploidi  berbeda-beda
(polysomaty) dalam suatu jaringan (Bueno et al.,
1996). Dengan metoda flow sitometri, inti sel
dalam jumlah yang relatif banyak dapat diduga
ukuran genomnya dalam waktu yang relatif
singkat dengan tingkat ketelitian yang sangat
tinggi (Price & Johnston, 1996).

Di antara ketiga metoda molekular,
barangkali reaksi polimerase berantai (PCR =
Polymerase Chain Reaction) merupakan metoda
yang paling menjanjikan untuk  meneliti
terjadinya perubahan karena mutasi pada urutan
DNA (Rani er al., 1995). Reaksi berantai ini
hanya memerlukan DNA dalam jumlah yang
relatuf sedikit (Piola er al, 1999), tdak
memerlukan DNA yang berkualitas (Rafalski et
al., 1997), mampu memanen potongan DNA
yang urutannya cukup spesifik (D’ovidio et al.,
1990), dapat menganalisis sejumlah besar bibit
dalam waktu reaksi yang sama (Piola et
al.,1999),  dapat digunakan untuk mengikuti
perubahan DNA dari generasi ke generasi
(Chowdari et al., 1998) dan sangat mudah
dilaksanakan (Skroch & Nieuhuis, 1995).
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Pengamatan terhadap kemungkinan terjadi-
nya perubahan genetik dalam inti sedapat
mungkin tidak mematikan tanaman itu sendiri
dan metoda flow sitometri serta PCR memenuhi
syarat tersebut. Oleh karena itu dalam penelitian
ini akan dicoba menggunakan kedua metoda
untuk melihat kemungkinan terjadinya keragam-
an dari hasil perbanyakan tanaman secara in
vitro melalui cara embriogenesis somatik
tanaman konifera “Larix decidua”.

BAHAN DAN METODE
Bahan biakan

Embrio somatik (ESM= Embryo Suspensor
Masses) klon 493 dan 1792 diperoleh dari
Laboratorium Botani Terapan, Institut Biologi,
Universitas Humblodt - Berlin. Perbanyakan klon
493 dilakukan selang 7 - 10 hari dengan cara
mencampur biakan dengan medium perbanyakan
MSG (Klimaszewska, 1989) cair baru
mengandung 9,04 pM 24-D (asam 24-
diklorophenoksiasetat) and 2,22 pM BAP (6-
benzylaminopurine) dengan perbandingan 1 : 10,
sedangkan klon 1792 diperbanyak di atas
medium padat dan penggantian dilakukan setiap
bulan dengan menanam sebagian kecil ESM di
atas medium perbanyakan yang sama.

Pemasakan embrio dilaksanakan menurut
Attree et al. (1990), Zoglauer et al. (1995),
Taryono et al. (1996) yaitu menggunakan
medium perbanyakan yang mengandung 10%
PEG 4000 (polietilenglikol) dan 38uM ABA
(asam absisat). Embrio yang telah masak
kemudian dikecambahkan pada medium %2 BM10
(Gupta & Durzan, 1986). Bibit umur 2 bulan
yang dihasilkan kemudian ditanam pada
campuran tanah - vermikulit dengan perbanding-
an 1 : 2 yang disterilisasi dalam wadah plastik
tembus pandang yang diairi hingga jenuh dengan
medium perkecambahan. Setelah 1 bulan di
dalam kondisi steril, tutup wadah sedikit demi
sedikit dibuka dan tanah tetap dijaga lembab
dengan air biasa sampai bibit beradaptasi. Bibit
yang tetap bertahan hidup dalam lingkungan
terbuka selanjutnya ditanam di lapangan.

Flow sitometri

Isolasi inti sel dilakukan dengan pencacahan
“chopping” (Ulrich & Ulrich, 1991). Tunas
samping yang masih sangat muda dengan berat
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antara 200 - 500 mg dari bibit berumur 1 tahun
di lapangan dipanen, kemudian dipotong-potong
dalam 0.5 ml larutan A penyangga ekstraksi inti
sel dirambah 2 % PVP (Polyvinyl pyrolidone).
Setelah inti yang terlepas dari selnya cukup
banyak, larutan disaring melewati nilon
berukuran lubang kurang lebih 50 uM, kemudian
ditambah dengan 2 ml larutan B yang
mengandung pewarna DAPI (4,6-diamino-2-
phenylindole-2HCI). Pendugaan  dilakukan
menggunakan flow sitometer seri CAIl dan
hasilnya dianalisis dengan program komputer
DPAC. Larutan penyangga ekstraksi, pewarna,
sitometer dan program komputer diperoleh dari
Partec, Miinster, Jerman. Tanaman sejenis yang
sama dengan tingkat ploidi telah diketahui
digunakan sebagai pembanding. Bibit yang
digunakan di dalam analisis lebih lanjut yaitu
bibit dengan jumlah sel terukur lebih dari 3000.

Isolasi DNA

Isolasi DNA didasarkan pada metoda yang
dimodifikasi oleh Wilke (1997) dan Walter er al.
(1998). Sekitar 500 mg tunas samping segar atau
ESM digerus dalam nitrogen cair, dipindahkan ke
dalam 15 ml tabung sentrifugasi, dicampur
merata dengan 5 ml larutan penyangga ekstraksi
panas (90°C) terkonsentrasi (2xCTAB) terdiri
dari 2% CTAB  (N-cetil-N, N, N,-
trimetilaminoniumbromida); 1,4 mM NaCl; 100
mM Tris-HCI (pH= 8); 20 mM Na,-EDTA (Na,-
asam etilendinitrilotetra asetat) dan 02 % B-
mercaptoethanol dan akhirnya diinkubasi pada
suhu 65°C selama 90 menit sambil digoyang.
Campuran selanjutnya didinginkan pada suhu
kamar, dicampur secara merata dengan volume
yang sama campuran kloroform dan isoamil
alkohol (24 : 1) kemudian disentrifugasi selama
10 menit pada kecepatan 2000 g.

Larutan lapisan atas hasil sentrifugasi
dipindahkan ke dalam tabung sentrifugasi baru
ukuran 15 ml, ditambah 2000 unit/ml larutan
RNAse sebanyak 1/100 dari volume larutan yang
dipindahkan, dicampur secara hati-hati hingga
merata dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 30
menit. Pengendapan DNA dalam larutan dilaku-
kan dengan menambahkan isopropanol dingin
sebanyak 2/3 dari larutan DNAnya. Setelah inku-
basi selama 5 menit pada suhu kamar, DNA
dapat dipanen dengan sentrifugasi selama 5 menit
pada kecepatan 1500 g. Endapan DNA selanjut-

nya dicuci dengan cara menginkubasi dalam 2 ml
larutan 0,2 M amonium asetat dalam 76%
alkohol selama 20 menit pada suhu kamar.
Pemisahan DNA dari bahan pencucinya dilaku-
kan dengan mensentrifugasi kembali larutan
selama 5 menit pada kecepatan 1500 g, kemudian
alkohol dibuang dan sisa alkohol dibiarkan
menguap. Apabila endapan DNA dianggap sudah
kering maka dapat dicuci kembali dengan 70%
alkohol dingin dan diinkubasi pada suhu 4°C
selama 5 menit. Pemisahan DNA dari alkohol
dapat dilakukan dengan sentrifugasi dalam waktu
dan kecepatan yang sama dengan yang digunakan
saat memisahkannya dari 76% alkohol. DNA
dikeringkan kembali pada suhu 37°C kira-kira
selama 15 menit, kemudian dilarutkan dalam 200
pl larutan TE (10 mM Tris-HCL dan 1 mM Na,-
EDTA). Kuantitas DNA yang dihasilkan diduga
secara elektrophoresis menggunakan 0,7%
agarosa. Larutan DNA yang diperoleh diencer-
kan pada konsentrasi 400 ng/pl.

Penggandaan Potongan DNA dengan PCR

Reaksi penggandaan potongan DNA
dilaksanakan pada volume 30 pl yang
mengandung S0 ng DNA terdiri dari 3 pl 10x
penyangga reaksi; 3 mM MgCl,; masing-masing
0,25 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP; 20 ng
oligonukleotida (primer) dan 1,25 unit Taqg-
polimerase (Promega, Madison, USA).

Urutan nukleotida yang digunakan sebagai
primer:

Mikrosatelit (gACA),
Rob primer acak TgC CgA gCT g
M 13 minisatelit gAg ggT ggC ggT TCg

OPB, primer acak gTT TCg CTC C
OPB; primer acak CAT CCCCCT ¢
OPB; primer acak TgC gCCCTT C
OPBg primer acak gTC CAC ACg g
OPB,, primer acak CTg CTg ggA C

® N LA W -

Setelah proses denaturasi DNA pada suhu
95°C selama 1 menit, penggandaan dilakukan
dalam 40 kali reaksi berantai, berturut-turut
denaturasi pada suhu 95°C selama 30 detik.
penempelan primer pada urutan DNA yang akan
digandakan pada suhu 36° atau 50°C tergantung
primer yang digunakan selama 60 detik,
pemanjangan primer menjadi urutan DNA yang
pas dengan pasangannya dilakukan pada suhu




72°C selama 2 menit. Setelah semua reaksi
berantai dilalui, reaksi ditutup dengan suhu tetap
72°C selama 6 menit dan terakhir suhu
diturunkan secara bertahap sampai mencapai 2°C
untuk menghentikan reaksi. Semua reaksi
berjalan secara otomatis dalam alat reaksi
berantai terprogram terkendali PTC 100 P (MJ]
Research Inc., Watertown, USA ).

Hasil dari reaksi dipisahkan dengan metoda
elektrophoresis menggunakan 1,2% agarosa yang
dilarutkan dalam larutan 1xTAE yang terdiri dari
40 mM Tris HCI (pH= 8), 20 mM asam cuka
dan 1 mM Na,-EDTA dan diwarnai dengan 0,01
% larutan ethidium bromida. Lambda Pstl (MBI
Fermertas, New York, USA) digunakan sebagai
marka. Gambar diambil di bawah pengaruh sinar
ultra violet untuk mempermudah penilaian
terhadap hasil pemisahan. Setiap reaksi diulang
paling sedikit 2 kali.

Analisis data

Pada analisis flow sitometri, alat ditera
sebelum digunakan untuk melakukan pendugaan
tanaman diploid, sehingga nilai rata-rata tingkat
diploidisitas  bibit yang diperoleh harus
dibandingkan terlebih dahulu dengan nilai
teranya. Penyimpangan dari nilai bibit tersebut
selanjutnya dibandingkan dengan nilai yang sama
dari bibit tanaman diploid dari jenis yang sama.
Pembandingan dilakukan dengan uji F (o = 5%).

Hanya potongan DNA yang jelas dan selalu
tergandakan pada saat reaksi diulang dianggap
sebagai hasil PCR. Untuk suatu potongan DNA
tertentu dalam semua bibit yang diuji, apabila
tergandakan dinilai 1, sedangkan apabila tidak
diberi nilai O (Hashmi et al., 1997; Ho et al.,
1997; Divaret et al., 1999; Gilbert et al., 1999).
Matrik jarak kemudian dihitung dengan metoda
akar euclidean dan dendrogram dibuat dengan
metoda tetangga terdekat. Semua analisis statistik
dilaksanakan dengan bantuan program Statgraph
2.1 Plus (Statistical Graphic Corp., Maryland,
USA).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Keragaman morphologi selama pemasakan,
perkecambahan dan aklimatisasi

Pada medium pemasakan, embrio somatik
sedikit demi sedikit tumbuh dan berkembang
menjadi embrio masak. Setelah 8 minggu
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inkubasi, sebagian besar embrio berkembang
menjadi embrio yang serupa dengan embrio
sigotik yang dicirikan dengan adanya kotiledon
dan hipokotil. Pengamatan lebih lanjut
menunjukkan bahwa keragaman morphologi
telah terjadi. Hasil yang sama pernah dilaporkan
oleh Klimaszewska (1989) dan Lelu et al
(1994). Sebagian kecil embrio (20%)
mempunyai bentuk tidak normal. Ketidak
normalan  perkembangan  embrio  dalam
pemasakan merupakan nilai pembatas konversi
ESM menjadi embrio masak (Bornman. 1993).
Ketidak normalan bentuk embrio, khususnya
bentuk kotiledon dapat disebabkan oleh pengaruh
auksin. Auksin mempunyai peranan yang sangat
besar dalam proses diferensiasi embrio somatik
(Schiavone & Cooke, 1987; Meinke, 1995),
karena auksin berfungsi sebagai pemacu
terbentuknya simetri bilateral selama proses
pemasakan embrio (Chasan, 1993; Dodeman et
al., 1997; Kong et al., 1997). Sebagian proses
pengangkutan auksin di dalam jaringan embrio
bersifat polar (Fry & Wangermann, 1976) dan
apabila proses pengangkutan auksin tersebut
terganggu, maka initiasi pembentukan kotiledon
pada akhir phase globularnya akan terhambat
(Golberg et al., 1994). Liu et al. (1993) dengan
embrio sigotik berhasil membuktikan bahwa
pemberian senyawa penghambat pengangkutan
auksin dalam medium budidaya embrio me-
nyebabkan perkembangan embrio menjadi tidak
normal, sedangkan Schiavone dan Cooke (1987)
serta Choi et al. (1997) dengan metoda budidaya
jaringan menunjukkan bahwa penggunaan
senyawa penghambat pengangkutan auksin
menyebabkan embrio somatik yang terinGuksi
secara langsung mempunyai bentuk kotiledon
yang tidak normal.

Pada medium perkecambahan tidak semua
embrio yang berkenampakan normal mampu
berkecambah (Klimaszewska, 1989; Kvaalen &
v. Arnold, 1991; Augustine & D’souza, 1997; Xu
et al., 1997; Dunstan et al., 1998). Dalam
penelitian ini hanya sekitar 60% embrio somatik
mampu berkecambah. Pada awal proses
perkecambahan,  sebagian  kecil  embrio
mempunyai radikula yang tidak berkembang atau
meskipun berkembang pada akhirnya akar tidak
terbentuk. Rendahnya persentase perkecambahan
dan bibit yang dihasilkannya kemungkinan
disebabkan oleh tidak terbentuknya meristem
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akar (Bozhkov & v. Arnold, 1998) atau
perkembangan akar terhambat karena pengaruh
ikutan ABA (Gutmann et al., 1996). Lelu dan
Label (1994) berhasil membuktikan bahwa
kandungan ABA dalam embrio masak berkore-
lasi negatif nyata dengan daya berkecambah.
Bozhkov & v. Arnold (1998) berusaha menjelas-
kan fenomena tidak terbentuknya meristem akar
dengan penggunaan PEG di dalam medium
pemasakan. PEG merupakan salah satu faktor
yang mempengaruhi tidak terbentuknya meristem
akar. Penggunaan PEG dalam proses pemasakan
embrio somatik menyebabkan terdegradasinya
jaringan “quiescent center’”. Jaringan ini terletak
diantara sel suspensor dan embrio dan mem-
punyai peranan yang sangat penting selama
perkembangan meristem calon akar.

Meskipun hanya bibit yang baik yang
dicirikan dengan pertumbuhan yang gigas selama
perkecambahan yang ditanam pada medium
tanah. namun pertumbuhan bibit selama
aklimatisasi sangat beragam. Sebagian kecil bibit
tumbuh kerdil meskipun tetap hijau, sedangkan
yang lain tumbuh gigas. Keragaman tinggi
tanaman mencapai 60%. Keragaman juga terjadi
setelah bibit dipindah ke lapangan. Keragaman
morphologi merupakan fenomena yang biasa
dijumpai pada bibit-bibit hasil budidaya jaringan
(George, 1993). Keragaman morphologi juga
diamati oleh Isabel er al. (1996), Fourre er al.
(1997) dan Tremblay er al. (1999), bahkan
keragaman tidak hanya terjadi pada ketinggian
tanaman tetapi juga pada warna daun.

Flow sitometri

Dari 173 bibit yang bisa dipanen, jumlah
inti sel yang dapat teramati berkisar antara 308
sampai dengan 8446, dengan rata-rata 2859 dan
tingkat kesalahan 148,23 sel.  Kurva hasil
pengukuran sangat halus dengan tingkat
ketelitian cukup tinggi (Koefisien keragaman
=1.380+0,030%). Sebagian bibit mengandung
sel yang sedang aktif membelah, yang
ditunjukkan dengan adanya dua titik maksimum
dalam kurva (Gambar 1). Titik maksimum
pertama menandakan kelompok sel yang
mengandung inti diploid, sedangkan yang kedua
karena letaknya di sebelah kanan dari yang
pertama menggambarkan tingkat ploidi yang
lebih tinggi.

a Tanaman dilid (ro ) .

b. Bibit dari embrio somati
Gambar 1. Histogram hasil pengukuran ploidi
dengan metoda flow sitometri

Bibit yang mempunyai jumlah sel terdeteksi
melebihi dari besaran yang telah ditentukan
sebanyak 64 bibit. Apabila nilai simpangan dari
penera ke 64 bibit tersebut dibandingkan dengan
nilai yang sama dengan kontrol, nilai penyim-
pangannya tidak berbeda nyata. Dengan kata lain,
kemungkinan terjadinya perubahan tingkat ploidi
dari bibit-bibit hasil perbanyakan melalui
embriogenesis somatik sangat kecil. Hasil yang
sama juga sebenarnya pernah dilaporkan oleh
peneliti-peneliti sebelumnya (Konen er al., 1994;
Rival et al., 1997). Nampaknya kestabilan tingkat
ploidi  bibit-bibit embrio somatik  sangat
dipengaruhi oleh jenis tanaman dan cara embrio
somatik diinduksi. Kubalakova et al. (1996)
melaporkan bahwa 40% bibit mentimun yang
diperbanyak  melalui  pembentukan  kalus
embriogenik menjadi poliplioid. Zat pengatur
tumbuh khususnya yang buatan, misalnya 2,4-D
diduga sebagai faktor yang menyebabkan
perubahan jumlah kromosom dalam sel (George.
1993; Phillips er al, 1994; Karp. 1995).
Penggunaan zat pengatur tumbuh dalam induksi




embrio somatik, seperti 2,4-D dalam konsentrasi
tinggi, kemungkinan dapat menghambat terben-
tuknya benang gelendong selama proses mitosis,
menyebabkan benang gelendong berbentuk tidak
normal atau selama proses pembelahan sel, sel
yang seharusnya memasuki proses tahapan
istirahat sementara tetapi sekonyong-konyong
dipacu untuk memasuki pembelahan sel
berikutnya sebelum sel tersebut menyelesaikan
proses pembelahan mitosis inti selnya.

PCR

Di antara 80 bibit yang mampu dipanen dari
bibit yang telah ditanam di lapangan hanya 24
bibit yang memberikan jumlah DNA yang layak
digunakan untuk menghasilkan marka molekuler.
DNA yang berasal dari ESM asal (klon 493) dan
ESM 1792 yang sifatnya sangat berlainan dengan
klon 493 diikutkan dalam proses reaksi sebagai
pembanding, untuk mempermudah penilaian
marka yang dihasilkan .

Banyaknya potongan DNA yang mampu
digandakan tergantung dari bibit (asal DNA) dan
urutan oligonukleotida yang digunakan sebagai
primer. Jumlah potongan DNA yang tergandakan
berkisar antara 8 sampai 12 buah dengan ukuran
potongan antara 393 sampai dengan 2800 urutan
basa. Kecuali urutan oligonukleotida OPBs,
urutan oligonukleotida yang lain dengan jelas
dapat membedakan klon 493 dari 1792. Urutan
oligonukleotida (2ACA), sebagai contoh berhasil

L. 493 .2 4. 7. -9 11120 513 161
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menggandakan potongan DNA sepanjang 731
urutan basa hanya pada klon 1792 (Gambar 2).

Bibit dapat dibedakan dengan ESM asalnya
dengan  menggunakan urutan  nukleotida
(gACA)4, Rob dan OPB,,, meskipun perbeda-
annya tidak begitu jelas. Dengan (gACA),
sebagai contoh, perbedaan dapat dilihat pada
potongan DNA sepanjang 1295, 1430 dan 1700
urutan basa, sedangkan Rob dan OPB,, hanya
memberikan  perbedaan dalam  banyaknya
potongan DNA yang mampu digandakan yang
ditunjukkan dengan perbedaan ketebalan. Jumlah
potongan DNA yang mampu digandakan pada
ESM lebih banyak dibanding dengan pada bibit-
bibit turunannya, meskipun potongan DNA yang
tergandakan pada bibit juga ada pada ESM.

Banyaknya potongan DNA yang terganda-
kan diantara bibit dapat dikatakan relatif seragam
yaitu antara 6 - 11 buah tergantung dari urutan
oligonukleotida yang digunakan (Tabel 1).
Primer M13 menggandakan potongan DNA
sebesar 1950 urutan basa hanya pada satu bibit
yaitu bibit nomer 31. Potongan DNA yang
dihasilkan cukup tebal dan sangat jelas (Gambar
3). Penggunaan primer M13 cukup efektif untuk
mencari perbedaan genetik antar individu secara
molekuler (Fladung & Ziegenhagen, 1998).
Oligonunleotida M13 berhibridisasi dengan
urutan DNA serupa minisatelit dari tanaman,
jamur, protosoa bahkan bakteria, oleh karena itu
oligonukleotida ini paling sering digunakan
sebagai probe minisatelit untuk sidik jari DNA
tanaman (Weising et al., 1995).

19..20-.21. .22 526 28 :-31. =32 33 1792 L

Gambar 2. Hasil PCR menggunakan urutan oligonukleotida (2ACA ), sebagai primer. L. Lambda Pstl
penanda ukuran, 493. ESM asal, 2-33. Bibit dari embrio somatik, 1792. ESM pembanding
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Gambar 3. Hasil PCR menggunakan urutan oligonukleotida M13 sebagai primer.
L. Lambda Pstl penanda ukuran, 493. ESM asal, 2-33. Bibit dari embrio somatik, 1792.
ESM pembanding

Tab. 1. Jumlah potongan DNA tergandakan dari ESM 493 dan bibit turunannya serta ESM 1792
Pt Potongan| 493 Bibit yang dihasilkan dari embrio somatik ESM 493 1792
DNA |ESM|2 |4 |7 |9 |11]12]|13|16|17]|19(20]21|22]|26|28|31|32|33|35|48|55|56]|59| 62 |ESM
(gACA)s | Jumlah| 12| 12| 12| 12| 12| 12] 12] 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12] 12] 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12

of 2| 5| 5| 5| 5] 5] 5| s|s|s|s|s|s|s|s|s|s| s| s| sl s| s| 5| 5| s

L 16l Thedl Usdlady el 2h-7] 7| 71l gl gl a a7
Mis Jumlah| 10] 10| 10] 10 10 10{ 10| 10| 10] 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 10
o 2f 2f 2f 2] 2] 2] 2] 2 2| 2| 2 2] 2| 2 2| 2| 1] 2] 2| 2| 2| 2| 2| 2] 2] 1
1 8| 8| 8| 8 8 8| 8| 8| 8 8| 8 8| 8| 8 8 8] 9| 8| 8| 8| 8 8 8 8 8 9
Rob Jumlah| 9] 9| 9| 9 9| 9] 9] 9] 9] 9] 9| 9| 9| 9 9 9] 9] 9] 9 9 9 9 9 9 9 9
0 0] of of 0] 0f Oof O] Of O] Of Of O] Of O] Of O] Of O] O] Of O] O] Of O] O 0
1 of of 9of 9f 9] 9] 9| 9f 9f 9] 9] 9| 9| 9| 9 9| 9 9] 9] 9] 9 9 9| 9f 9f 8
OPB, Jumlah| 12| 12| 12 12| 12] 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12| 12
0 i aof of of of o o af of o) uf of o) af of o) af 1] af if f 1f 1f 1f 1 2
1 rafrefref ) enf oo o) o enfeef ) oaf anfoefeefeefeafaaf orafo 10
OPB; Jumlah| 6| 6| 6| 6| 6| 6| 6| 6 6| 6| 6| 6| 6| 6 6| 6| 6 6 6 6| 6| 6| 6] 6| 6| 6
of of of of o] o] o] o] of of o] of 0] o] of of o] o] of of of of of of 0] Of 1
1 6] 6/ 6| 6| 6/ 6] 6| 6| 6f 6| 6] 6] 6| 6f 6] 6] 6] 6] 6] 6] 6] 6] 6/ 6] 6 >
OPB;s Jumlah| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8 8 8| 8| 8 8 8 8 8| 8 8] 8 8 8
of of o] o] gl o] of of o] 0] o] o] of of of of 0] o] of of of of of Oof Of Of ©
1 8| 8 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8 8| 8 8 8| 8 8 8 8] 8] 8 8 8 8 B 8 8
OPBj Jumlah| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8 8 8| 8 8 8 8| 8] 8 8| 8 8 8 8
alsarabaalaol coliol waliialzal 2| 2| 2] 2l 2l 2k.i2li2d 21y Rlv2 i 2h 0 2h 2 S2hir 252 e 12
1 6| of 6f 6| 6 6 6 6| 6| 6 6| 6/ 6] 6] 6| 6 6] 6] 6] 6] 6] 6] 6] 6/ 6 6
OPBg Jumiah| 11|11 11| xaaf x| xafaxfax)aafaxfax|1afaafaajaajaafaxjaajaaja1j11j11j11{11f 11y 11
ofiun th2l 2kizl: 2f 2fialeel 2| 2| 2] 2f.2)-2} 2k2)i2] 2] 2] 2].:2)-2] 2{-2] 2{:6
1] 10l 9| 9| 9| 9f 9| 9o 9of 9| 9| 9 9| 9f 9f 9 9f 9f of of 9| 9 9 9 9 9 5
Total Jumlah| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76| 76
of 8l i2] 12] 12| 12| 12| 12 12] 12} 12] 12] 12| 12] 12] 12f 12 11] 12 12] 12f 12} 12] 12 12] 12| 16
1| 68| 64| 64| 64| 64| 64| 64| 64| 64| 64| 64| 64| 64| 64] 64| 64| 65| 64| 64| 64] 64] 64| 64] 64| 64| 59

Keterangan : 0. Tidak ada potongan DNA: 1. Potongan DNA jelas terlihat




Di antara 8 urutan oligonukleotida yang
digunakan mampu digandakan sebanyak 76
potongan DNA (Tabel 1). ESM 493 mempunyai
jumlah marka terbanyak (89,5%), sedangkan
ESM 1792 terkecil (77,6%). Bibit rata-rata
mempunyai 84% potongan DNA, kecuali bibit
nomer 31. Bibit secara jelas dapat dibedakan
(Gambar 4) dengan analisis pengelompokan
“Cluster analysis”. Pertama ESM 493 dan bibit
turunannya berada dalam satu kelompok terpisah
dari ESM 1792. Pengelompokan berikutnya
berhasil membedakan antara ESM 493 dan
turunannya. sedang yang terakhir satu bibit
dengan jelas memisah dari yang lainnya
meskipun perbedaanya tidak begitu besar.
Terjadinya keragaman genetik bibit-bibit embrio
somatik yang dapat dideteksi dengan PCR
dilaporkan oleh Hashmi er al. (1997); Al-Zahim
et al. (1999).

Dendrogram
Nearest Neighbor Method, Squared Euclidean

Distance

& —
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179265M |}

Gambar 4. Hasil analisis pengelompokan
“Cluster analysis” terhadap
bibit embrio somatik dan ESM
asal

Besarnya perubahan genetik yang mungkin
terjadi dipengaruhi oleh genotipa asal embrio
somatik. Perubahan itu dapat terjadi karena
pematahan kromosom akibat dari pengaruh
cekaman selama in vitro. Tempat terjadinya
pematahan kromoson diketahui tidaklah acak,
tetapi terjadi di daerah heterokromatin dan dapat
menyebabkan terjadinya pemindahan, pembalik-
an dan penghilangan urutan DNA (Benzion &
Phillip. 1988; Lapitan er al, 1988; George,
1993). Bahan pelarut dan logam berat hara mikro
diduga sebagai penyebab terjadinya pematahan
kromosom (George, 1993).

Ilmu Pertanian

Vol.7 No.1

KESIMPULAN

Bibit-bibit embrio somatik mampu diakh-
matisasi di lapangan. Terjadi keragaman morpho-
logi yang secara kualitatif ditunjukkan dengan
beragamnya ukuran ketinggian bibit, namun
secara flow sitometri tingkat ploidi dari bibit-
bibit tersebut dikategorikan identik dan tidak
berbeda nyata dengan tanaman diploid kontrol.
Dengan metoda reaksi polimerase berantai
perubahan pada tingkatan DNA  mampu
terdeteksi.
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PENGARUH DOSIS IRADIASI SINAR Yy TERHADAP PENINGKATAN Mn-TERSEDIA PADA
BEBERAPA JENIS TANAH

THE EFFECT OF yRAYS IRRADIATION ON THE AVAILABLE MN IN SEVERAL SOIL TYPES

0. S. Padmini*, I. A. A. Kesumadewi**, dan Elsje L. Sisworo***

ABSTRACT

INFLUENCE OF y IRRADIATION DOSES ON AVAILABLE-Mn IN SEVERAL SOILS. An
experiment where three types of soils, namely, Andosol, Vertisol and Inceptisol have been irradiated by y
rays was conducted. The purpose of the yrays irradiation was to sterilize the soil. After soil sterilization,
the soils were innoculated with Bradyrhizobium, a microble able to fix N, from the air and lives in

" simbiosis with soybean. Soybean was grown in the soils after inoculation. Observations were done for
the available-Mn in soil and content in plants. Results showed that available-Mn in the soils in 50 kGy
dose increased up to 3.7 times (5.3 ppm), 2.8 times (41.6 ppm) and 5.6 times (25 ppm) above the
control for Andisol, Vertisol and Inceptisol respectively. Increase of available-Mn in the shoots were
1.54 times (80.66 ppm), 2.23 times (107.66 ppm), and 2.31 times (161.66 ppm) above the control for
Andisol, Vertisol and Inceptisol respectively. For the roots the increased was 1.43 times (76.77 ppm),
1.43 times (101.09 ppm), and 2.17 times (212.33 ppm) above the control for Andisol, Vertisol and
Inceptisol respectively

Key Words : yrays, mangaan, soybean, soil types.

INTISARI

Percobaan menggunakan beberapa jenis tanah yaitu, Andisol, Vertisol dan Inceptisol yang
diiradiasi sinar y dengan dosis iradiasi, 0, 30, 40 dan 50 kGy telah dilakukan. Tujuan iradiasi sinar y
terhadap ketiga jenis tanah tersebut adalah untuk mensterilkan tanah dari mikroba yang dikandungnya.
Setelah disterilkan ketiga jenis tanah tersebut diinokulasi dengan Bradyrhizobium yaitu mikroba
penambat N,-udara yang bersimbiosis dengan tanaman kedelai. Setelah inokulasi dengan
Bradyrhizobium ketiga jenis tanah tersebut ditanami kedelai varietas wilis. Pengamatan dilakukan
terhadap kandungan Mn-tersedia dalam tanah dan kandungan Mn tanaman (tajuk dan aka.). Hasil yang
diperoleh menunjukkan bahwa Mn-tersedia dalam tanah pada dosis 50 kGy meningkat 3.7 x (5.3 ppm).
2.8 x (41.6 ppm) dan 5.6 x (25 ppm) di atas kontrol berturut-turut untuk tanah Andisol, Vertisol dan
Inceptisol. Untuk tanaman, Mn-tersedia naik 1.54 x (80.66 ppm), 2.23 x (107.66 ppm) dan 2.31 x
(161.66 ppm) di atas kontrol untuk tajuk dan 1.43 x (76.77 ppm), 1.43 x (101.09 ppm) dan 2.17 x (212.33
ppm) untuk akar di atas kontrol berturut-turut untuk tanah Andisol, Vertisol and Inceptisol. Tidak
ditemukan perbedaan pada kandungan Mn-tersedia pada tanah dan tanaman yang disebabkan perbedaan
dosis iradiasi.

Kata kunci : Sinar y, mangaan, kedelai, jenis tanah.

PENDAHULUAN mikroorganisme serta secara komersial lebih
murah dan lebih aman dibandingkan dengan cara
konvensional, misalnya pemanasan dengan
autoklaf dan fumigasi. Metode sterilisasi tanah

Sterilisasi tanah dengan menggunakan
iradiasi sinar y merupakan salah satu metode
yang menguntungkan, karena mampu mematikan
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