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RINGKASAN PENELITIAN

Anggrek Spathoglottis plicata merupakan salah satu tanaman anggrek terresterial
yang dapat tumbuh dengan baik pada lingkungan yang marginal. Tahun pertama penelitian
Hibah Bersaing telah mampu menghasilkan 9 mutan potensial hasil iradiasi sinar gamma.
Mutan yang‘ dihasilkan mempunyai perbedaan bentuk bunga dan warna bunga
dibandingkan dengan tipe liarnya. ‘

Tujuan utama penelitian ini adalah untuk mengembangkan klon mutan unggul
anggrek S. plicata asal Bengkulu melalui induksi mutasi dengan iradiasi sinar gamma.
Tujuan khusus penelitian lanjutan untuk Tahuﬁ II adalah (1) Mendapatkan mutan stabil
sampai M1V3 melalui perbanyakan klonal berdasarkan karakter morfologi, 2)
Mengkarakterisasi aﬁggrek S. plicata dan mutan hasil iradiasi sinar gamma pada generasi
M1V3 menggunakan karakter morfologi, (3) Menganalisis keragaman genetik secara
molekuler menggunakan penanda ISSR, (4) Memproduksi massal mutan potensial dan unik
secara in vitro mennguﬁakan teknik meriklon.

Penelitian telah dilakukan dj Laboratorium Laboratorium Kultur Jaringan Wing 8,
lantai 6, Departeman AGH IPB Bogor. Bahan penelitian adalah linj meristem klonal
anggrek S. plicata asal Bengkulu dan mutannya . Karakterisasi morfologi tanaman anggrek
S. plicata dilakukan di rumah kawat dengan naungan 45% standar pemeliharaan anggrek
tanah di Cibanteng Bogor . Karakter morfologi sebanyak 70 karakter\ yang diamati meliputi
data akar, kormus, daun, bunga dan buah, menggunakan panduan karakterisasi anggrek
(Balithi 2007). Karakterisasi molekuler menggunakan marka ISSR dilakukan di Pysat
Kajian Buah-buahan Tropika LPPM IPB. Penelitian dilakukan mulai dari bulan Novenfl;ér
2011 — Juni 2012. Perbanyakan tanaman mutan secara in vitro dilakukan mulai dari bulan
Juni — Oktober 2012,

Data morfologi dan molekular dianalisis menggunakan program NTSYS-pc
(Numerical T axonomy and Multivariate Analysis) versi 2.02i. Metode pengelompokan
menggunakan koefisien dice dari Similarity for Qualitative Datg (SIMQUAL) dan
Sequential Agglomerative Hierarchical and Nested (SAHN) - Unweighted pair-group



method arithmatic average (UPGMA). Analisis komponen wtama menggunakan metode

multivariate program MINITAB.

Hasil analisis keragaman genetik berdasarkan marka morfologi dan marka molekuler
menggunakan ISSR terhadap 9 tanaman mutan anggrek S. plicata hasil iradiasi sebelas
taraf dosis sinar gamma dan 3 kultivar S. plicata sebagai pembandingnya, serta produksi
massal meriklon dapat ditarik beberapa kesimpulan sebagai berikut :

1. Polimorfisme keragaman morfologi yang berasal dari 70 karakter yang dapat dirinci
menjadi 177 sub karakter mutan anggrek S. plicata dan pembandingnya dikatagorikan
tinggi yaitu mencapai 89.27%.

2. Hasil analisis klustering karakter morfologi menggunakan metode UPGMA pada
koefisien kemiripan 0.68 dan analisis komponen utama telah mampu mengelompokkan
9 mutan anggrek S. plicata dan 3 pembandingnya menjadi 5 kelompok utama, dengan

nilai goodness of fit matriks korelasi (r) sebesar 0.89 (sesuai).

3. Total pita yang dihasilkan dari 10 primer ISSR sebanyak 360 pita, yang tersebar ke

dalam 71 lokus ISSR.  Polimorfisme pola pita DNA yang dihasilkan dari 10 primer
ISSR menunjukkan keberagaman yang sangat tinggi hingga mencapai 91.14%.

4. Hasil analisis klustering pola pita ISSR menggunakan metode UPGMA pada koefisien

kemiripan 0.68 dan analisis komponen utama terhadap 9 mutan anggrek S. plicata dan 3
pembandingnya mampu dibedakan dengan tegas menjadi 5 kelompok utama dengan
nilai goodness of fit matrik korelasi (r) penanda molekuler mencapai 0.91 (sangat

sesuai).

5. Perkembangan plb menjadi plantlet dan multiplikasi plantlet anggrek S. plicata yang

terbaik dapat menggunakan medium MS vitamin B5 + 75 ml L' air kelapa atau
menggunakan medium MS + BA 20 pM  + 2 % arang aktif dengan kriteria
menghasilkan multiplikasi plb dan planlet tertinggi dan penampilan visual plb dan

planlet yang prima pada hasil pengamatan pada 6 mst.
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BAB I. PENDAHULUAN

Karakterisasi tanaman dapat dilakukan menggunakan penanda morfologi maupun
penanda molekuler. Karakterisasi berdasarkan penanda morfologi biasanya dipengaruhi
oleh lingkungan makro dan mikro. Kesulitan dapat terjadi apabila dilakukan untuk karakter
yang bersifat kuantitatif yang dikendalikan oleh banyak gen. Sebaiknya disamping
melakukan karakterisasi morfologi untuk karakter kualitatif, juga dilakukan karakterisasi
menggunakan penanda molekuler. Penanda molekuler dapat memberikan gambaran
hubungan kekerabatan yang lebih akurat antara suatu spesies dengan kerabat dekat maupun
kerabat jauhnya serta antara suatu spesies dengan mutannya, karena analisis DNA sebaéai
materi genetik tidak dipengaruhi oleh lingkungan (Liu et al. 2006). Pengambilan sampel
DNA dapat dilakukan pada semua bagian tanaman (Trojanowska dan Bolibok 2004).

Penanda molekuler Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) merupakan salah satu
penanda dengan motif sekuen berulang. Ada kalanya terdapat penambahan sekuen
nukleotida baik bagian ujung 3’ maupun ujung 5. ISSR adalah fragmen DNA dengan
ukuran 100-3 000 bp berlokasi diantara wilayah mikrosatelit, wilayah amplifikasi sekuen
DNA yaitu ISSR bagian flanked genom secara berlawanan area yang dekat dengan sekuen

berulang (Zietkiewicz et al. 1994). Area amplifikasi dapat dilihat Gambar 1.

INTER-SSR PCR
NNNN(CA),
> CAMN <« CA repeat
genomic Erchcrcacacicach faror GTGTGTGTETd
DNA pioiaiaisiaaiog TN I IVIVON Y IO VIV OV NN
CA repeat > <G
(CA) NN NN(CA),
= =
PCR product

3'-anchored primer
e
o e —
PCR product
§-anchored primer

Gambar 1. Wilayah amplifikasi ISSR( Zietkiewicz ef al. 1994).
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Keuntungan penggunaan marker molekuler, khususnya ISSR antara lain (1) tidak
dipengaruhi musim dan lingkungan (Azrai 2005), (2) tidak diperlukannya data sekuen
terlebih dahulu, (3) membutuhkan 5-50 ng templat DNA per reaksi, (4) ISSR tersebar
diselurub genom (5) dapat menghasilkan pola polimorfisme lebih tinggi dari RAPD pada
beberapa tanaman (Liu er al. 2008), (6) menghasilkan polimorfisme tingkat inter species
(Zietkiewicz et al. 1994), (7) bersifat dominan (Soltis ef al. 1998, Kumar et al. 2009), (8)
dapat digunakan untuk analisis keragaman genetik dan analisis kekerabatan (Trojanowska
dan Bolibok 2004).

Penggunaan zat pengatur tumbuh sitokinin alami maupun sintetik untuk memacu
multiplikasi dan pertumbuhan tunas mikro sudah digunakan secara luas pada berbagai
Jenis tanaman, namun jenis dan konsentrasinya berbeda-beda untuk berbagai jenis
tanaman. Penggunaan sitokinin tersebut juga sangat penting untuk perbanyakan in vitro
berbagai jenis anggrek, termasuk anggrek S. plicata. Umumnya anggrek sudah dapat
tumbuh tanpa penambahan sitokinin pada medium tanamnya, namun dengan
penambahan sitokinin dapat memacu multiplikasi plb dan planlet menjadi lebih cepat.
Sitokinin merupakan zat pengatur tumbuh yang sangat berperan dalam proses proliferasi
sel (Ramirez-Parra 2005), menginduksi pembelahan sel serta pembentukan dan
perkembangan tunas (Mok 1994), mengaktifkan pucuk tunas lateral yang dorman (Napoli

et al. 1999) serta memperlambat senescence (Gan dan Amasino 1995).
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BAB VI. SIMPULAN DAN SARAN

6.1 Simpulan

Hasil analisis keragaman genetik berdasarkan marka morfologi dan marka
molekuler menggunakan ISSR terhadap 9 tanaman mutan anggrek S. plicata hasil
iradiasi; sebelas taraf dosis sinar gamma dan 3 kultivar S. plicata sebagai
pembahdingnya, dapat ditarik be{)erapa kesimpulan sebagai berikut :

1. Polimorfisme keragaman morfologi yang berasal dari 70 karakter yang dapat dirinci
menjadi 177 sub karakter mutan anggrek S. plicata dan pembandingnya
dikatagorikan tinggi yaitu mencapai 89.27%.

2. Hasil analisis klustering karakter morfologi menggunakan metode UPGMA pada
koefisien kemiripan 0.68 dan analisis komponen utama telah mampu
mengelompokkan 9 mutan anggrek S. plicata dan 3 pembandingnya menjadi 5
kelompok utama, dengan nilai goodness of fit matriks korelasi (r) sebesar 0.89
(sesuai).

3. Total pita yang dihasilkan dari 10 primer ISSR sebanyak 360 pita, yang tersebar ke
dalam 71 lokus ISSR. Polimorfisme pola pita DNA yang dihasilkan dari 10 primer
ISSR menunjukkan keberagaman yang sangat tinggi hingga mencapai 91.14%.

4. Hasil analisis klustering pola pita ISSR menggunakan metode UPGMA pada
koefisien kemiripan 0.68 daﬁ analisis komponen utama terhadap 9 mutan anggrek S.
plicata dan 3 pembandingnya mampu dibedakan dengan tegas menjadi 5 kelompok
utama dengan nilai goodness of fit matrik korelasi (r) penanda molekuler mencapai
0.91 (sangat sesuai).

5. Perkembangan plb menjadi plantlet dan multiplikasi plantlet anggrek S. plicata
yang terbaik dapat menggunakan medium MS vitamin BS + 75 ml L' air kelapa
atau menggunakan medium MS + BA 20 UM + 2 % arang aktif dengan kriteria
menghasilkan multiplikasi plb dan planlet tertinggi dan penampilan visual plb dan

planlet yang prima pada hasil pengamatan pada 6 mst.
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6.2 Saran

Berdasarkan hasil pengamatan dilapang dan analisis data yang telah dilakukan maka

dapat disarankan :

1. Untuk mempertahankan bahan tanam dalam bentuk plb maupun plantlet sebaiknya
dilakukan sub kultur secara rutin 6 minggu sekali berselang seling antara medium
yang menggunakan arang aktif dan tanpa arang aktif.

2. Penelitian lebih lanjut untuk mengetahui genotipe tanaman mutan perlu diuji
menggunakan marka co-dominant.

3. Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan untuk perbanyakan klonal mutan-muian
yang sudah stabil menggunakan teknik perbanyakan  lini klon plb, tapi
menggunakan bahan tanam meristem tunas tanaman mutan.

4. Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan uji selfing tanaman mutan (M1) untuk

mengetahui apakah tanaman mutan sudah seragam atau masih terjadi segregasi.
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