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PENGARUH MUTAGEN ETIL METAN SULFONAT (EMS)
TERHADAPPERTUMBUHAN KULTURIN VITRO ILES-ILES
{Amorphophallus muelleri Blume)*

[Effects of Ethyl Methane Sulphonate {EMS} on Growth of | Its-lies
(Amorphophallus muelleri Blume) in vitro Cultures]

Yuyu SPoerba®**, Aryani Leksonowati dan Diyah Martanti
Pusat Pendlitian Biologi - LIPL
J. RayaJakarta-Bogor Km 46 Cibinong Bogor 16911
*e-mail: yyspoerba@yahoo.com

ABSTRACT

Amorphophallus muelleri Blume (Araceae) is one of 27 Amorphophallus species occur wild in Indonesia (Sumatera, Java, Flores
and Timor). The species is vaued for its glucoman content for use in food industry (heathy diet food), paper industry, pharmacy
and cosmetics. The cultivation of A. muelleri is hampered by limited genetic quality of seed. The species is triploid (2n=3x=39),
the seed is developed apomictically. and pollen production is low. The species is only propagated vegetatively. This may explain
that the species is difficult to breed conventionally and genetic variabillity in the exiting landaraces cultivars is rather limited.
Induced mutation using ethyl methan sulfonate is one of techniques to increase genetic variation. The present research is aimed to
determine Letha Dosage (LD) 50% and 75% of EMS and to study effects of EMS on growth of A, muelleri in vitro cultures for use
in induced mutation program. Results of the experiment showed that LD-50 and LD-75 was observed at 0.875% EMS and 0.5%
EMS. respectively. Number of shoot, and percentage of rooting culture were decreasing as EMS level concentration increases.

Kata kunci: Amorphophallus muelleri, indukss mutasi. kultur jaringan, EMS

PENDAHULUAN MUTAS

lles-iles {Amorphophallus muelleri Blume)
adalah satu dari 27 species Amorphophallus di
Indonesiadan dari 170 species yang dikenal di dunia
A. muelleri merupakan tanaman sumber karbohidrat
alternatif mengandung glukomanan tertinggi diantara
species Amorphophallus lainnyadi Indonesia (Jansen
et a., 1996, Sumarwoto, 2004). Sebagian besar iles-
iles Indonesiadiekspor ke Jepang, yang membutuhkan
iles-iles sedikitnya 3000 ton/tahun. Kebutuhan
tersebut  belum terpenuhi sehingga prospek
pengembangan dan peluang ekspor iles-iles ini mash
cukup tinggi (Anonimus, 2001). A. muelleri secara
alami merupakan tanaman tahunan dan memiliki
kemampuan beregenerasi melaui organ vegetatif, yaitu
umbi atau potongan umbi, bulbil, dan secara generatif
yaitu dengan biji. Tanaman ini merupakan tanaman
triploid (2n=3x=39) dengan kromosom dasar x = 13
(Jansen et al., 1996). Waaupun tanaman ini dapat
bereproduksi melalui hiji, tetapi biji yang dihasilkan
adaah apomiksis, sehingga tanaman ini tidak mengadami
rekombinas genetik. Sdain itu tepungsari (pollen)-nya
sedikit dan kadang-kadang fertil. Dengan demikian
perbaikan genetik tanaman ini tidak efektif dilakukan
dengan teknik hibridisasi. Salah satu alternatif dalam

'Dilerima; 17 Oklober 2008 - Diselujui: 24 Desember 2008

perbaikan genetik tanaman ini, yaitu dengan induksi
mutasi pada kultur in vitro iles-iles.

Kombinas pemuliaan mutasi dan kultur invitro
(invitro mutagenesis) telah terbukti membuat induks
dan seleks mutasi somaklonal lebih efektif dan efisen
(Maluszynski, 1990; Ahloowalia, 1995). Metoda ini
memberikan beberapa keuntungan: (a) bahan tanaman
dapat diperbanyak secara cepat untuk mendapatkan
populasi yang cukup besar sebelum perlakuan; (b)
meningkatnya frekuensi variasi somaklonal, (c)
meningkatnya recovery sel-sel yang bermutasi dengan
berkurangnya kompetis somatik akibat dari modifikas
kondis kultur, khususnya penggunaan zat pengatur
tumbuh sitokinin dalam media, (d) meningkatnya
eftsens karena mempercepat produksi mutant sebagai
akibat dari meningkatnya kecepatan perbanyakan dan
jumlah generasi yang lebih besar per unit waktu dan
tempat (Ahloowalia, 1995).

Salah satu faktor penentu keberhasilan
mutagenesis secara | n vitro adalah keberiiasiian teknik
perbanyakan tanaman secara in vitro. Imelda et al.
(2007; 2008) telah melaporkan keberhasilan
perbanyakan iles-iles secara in vitro, baik melalui
proliferas tunas yang berasal dari mata tunas bulbil
maupun dari petiola, dengan daya multiplikas yang

419



Poerba, Leksonowali dan Martanti -

tinggi (satu eksplan dapat menghasilkan >20 tunas),
sehingga dengan demikian aplikasi mutagen secara in
vitro pada iles-iles sangat mungkin untuk dilakukan.
Karena induks mutasi merupakan kejadian pada
individu sel, sifat acak dari induks mutasi dapat
berakibat munculnya kimera padatanaman hasil mutasi.
Oleh karenanya, penggunaan bahan berupa tunas
sebagai jaringan target masih memungkinkan
terjadinya kimera yang perlu diatasi dengan 4-5
subkultur. Penelitian ini bertujuan untuk menetapkan
lethal-dose 50% (L D-50%) dan L D-75% padaA. mudleri
dan mempelgari respons pertumbuhan kultur in vitro
A. muelleri terhadap Ethyl Median Sulfonate (EMS)
pada subkultur pertama setelah perlakuan mutagen.
Hasil penelitian ini diharapkan akan bermanfaat
sebagai pedoman pada aplikass EMS secara in vitro
dalam rangka mutagenesis iles-iles untuk memperluas
keragaman genetik dan meningkatkan kualitasnya,
khususnya kandungan glukomanan dalam umbi yang
meningkat.

BAHAN DAN METODE
Bahan pendlitian yangdigunakan adalah kultur
petiola A. muelleri yang ditanam dalam media
perbanyakan tanaman sesuai dengan protokol yang
telah dikembangkan (Imelda et al., 2007). Media
perbanyakan tanaman yang digunakan adalah media
dasar MS (Murashige dan Skoog, 1962), dengan
sukrosa 30 g/1, 100 mg/1 myoinositol, 4 mg/1 thiamine
HCl dan diberi zat pengatur tumbuh sitokinin
thidiazuron (TDZ) 0,2 mg/1 dan BA 0,5 ¢/l ddam media
padat (gelrite 3 g/l), dengan pH medium sebelum
ditambah gdrite 5,7-5,8. Medium disterilkan dalam
otoklaf selama 20 menit dengan tekanan 15 ps pada
suhu 121°C. Setelah 6 minggu, kultur kemudian
diperlakukan dengan berbagai dosis mutagen EMS,
sebagai berikut:
1. Percobaan | : konsentras EMS (0, 0,5, 1, 2
dan 4) % perendaman selama 60 menit
2. Percobaan Il: konsentras EMS (0,0,3,0,6,0,9
dan 1,2)% perendaman selama 30 menit
3. Percobaan IlI: konsentras EMS (0, 0,3, 0,6,
0,9 dan 1,2)% perendaman selama
90 menit
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Satelah eksplan direndam dalam larutan EMS kemudian
dibilas dengan medium MS cair yang mengandung 1
mg/l BAP sebanyak 3 kali untuk menghilangkan siss-
sisa EMS, kemudian ditanam dalam medium MS padat
yang mengandung 1 mg/l BAP sdlama 8-10 minggu
dan selanjutnya ditransfer ke media MS tanpa zat
pengatur tumbuh (M S0). Tiap perlakuan terdiri dari 10
botal (ulangan), tiap botol terdiri dari 3 eksplan. Biak
tersebut diinkubasi dalam ruang terang dengan
intensitas cahaya sekitar 1000 lux selama 16 jam per
hari, suhu ruangan tersebut diatur pada 27°C.
Pengamatan dilakukan setiap 4 minggu dengan
parameter pengamatan meliputi persentase hidup,
jumlah tunas dan tinggi tunas.

HAJL
Per cobaan |

Hasl pengamatan menunjukkan bahwa semakin
tinggi konsentrasi EMS yang digunakan maka
persentase hidup semakin kecil, bahkan pada
konsentrasi 2% dan 4% tidak ada satupun eksplan yang
hidup. Hingga umur dua bulan, kultur A. muelleri yang
diperlakukan dengan konsentras EMS 0,5%, mampu
bertahan hidup dan beregenerasi sebanyak 33,33%
(Tabd 1, Gambar 1), sedangkan pada konsentrass EMS
1 9%, kalustidak menghasilkan tunas, dan akhirnyamati.
Jumlah tunas dan tinggi tunas kultur A. muelleri yang
bertahan hidup menunjukkan penurunan masing-
masing hingga 62, 7% dan 84,6% dibandingkan dengan
kontrolnya. Semakin tinggi konsentrass EMS maka
semakin rendah kemampuan eksplan untuk bertahan
hidup dan beregenerasi. Pada konsentrasi 0,5%, kultur
invitro A. muelleri yang bertahan hidup hanya 33,33%,
sedangkan pada konsentrasi EMS diatas 0,5% semua
kultur mengalami kematian. Ha ini menunjukkan bahwa
konsentras yang digunakan terlalu tinggi untuk A.
muelleri
Selanjutnya, kulturyang masih bertahan hidup setelah
perlakuan EMS (0.5%) disubkultur (S1). Semuakultur
Sl mash bertahan hidup dan menghasilkan tunas,
bahkan jumlah tunas serta tinggi tunas melebihi
kontrolnya (Tabd 2).
Percobaan 11

Berdasarkan hasil percobaan 1 ternyata
konsentrass EMS di atas 0.5% menyebabkan kematian
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Tabel 1. Pengaruh etil metan sulfonat (EMS) terhadap kultur A muelleri Blume
pada umur 2 bulan setelah perlakuan

Perlakuan % Hidup Jumlah tunas Tinggi tunas (cm) Keterangan
EO 75 £2,0 2,92 +0,38 2,28 +1,77 Tunas

EO,5 33,33 £14,43 183 +1,28 193 +1,07 Tunas dan kalus
El 16,67 £14,43 0,67 +0,95 0,07 £0,06 Kalus

E2 0+0 0+0 0+0 Coklat kehitaman
E4 0+0 0+0 0+0 Coklat keabuan

Keterangan: EO = kontrol, E0,5 = perendaman dengan 0,5% EMS, El = perendaman dengan 1%
EMS; E2 = perendaman dengan 2% EMS, dan E4 = perendaman dengan 4% EMS

100

Daya g0
hidup
(%) 40

Jml tunas
Tg tunas |

0 0,5 1 2
Konsentrasi EMS (%)

4 0

0.5 1 2
KOnsentrasi EMS (%)

Gambar 1. Pengaruh etil metan sulfonat (EMS) terhadap kultur Amorphophallus muelleri Blume
pada umur 2 bulan setelah perlakuan: dayahidup (kiri), jumlah tunas dan tinggi tunas (kanan)

Tabel2. Hasilsubkultur(SI)A.muelleri

Blume umur 8minggu

Konsentrass EMS | Jumlah hidup (%) Jumlah tunas | Tinggi tunas (cm) Jumlah akar (%)
0% | 100 +0 3+058 538 + 2,77 87,5 25
0,50% | 100 +0 4,33 +4,07 147 £7,87 83,33.+ 28,87

kultur. Pada percobaan Il ini, konsentrasi EMS
diturunkan dengan waktu perendaman lebih singkat
yaitu 30 menit. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa
hingga minggu ke-empat eksplan yang diperlakukan
dengan EM Smembentuk kalusdi salah satu atau kedua
ujung eksplan, tanpa ada tunas yang terbentuk. Mulai
minggu ke-5 hingga minggu ke-6, muncul tonjojan-
tonjolan bakal tunas berwarna putih dengan ukuran
kira-kira 0,1 cm, setelah 6 minggu perlakuan, semua
kultur masih tumbuh dan menghasilkan bakal tunas.
Pada umur 2 bulan setelah perlakuan, semua kultur
menghasilkan tunas >0,5 cm. Rata-ratatunas (>0,5 cm)
terbanyak yaitu 7,8 buah diperoleh pada perlakuan
dengan konsentrasi 0,3% EM S dengan eksplan tangkai
daun, demikianjuga rata-ratajumlah akar terbanyak
diperoleh pada perlakuan 0,3% EMS dengan eksplan
tangkai daun (Tabel 3). Dayamultiplikasi tunas dan
pertumbuhan tunas sertajumlah akar pada genotipe

hasil mutas masih cukup baik, tertinggi pada perlakuan
EMS 0,3%, namun kemudian cenderung menurun
sejalan dengan meningkatnya konsentrasi EMS (Tabel
3, Gambar 2). Hingga 13 minggu bulan setelah
perlakuan, kultur A. muelleri masih bertahan hidup
semuanya (100%) kecuali pada perlakuan konsentrasi
EMS 0,9% dan 1,29, sebagian terkena kontaminasi
sehinggakultur yang masi h hidup masing-masing 80%
dan 73,33%.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa daya
multiplikasi tunas iles-iles menjadi lebih rendah karena
pengaruh perlakuan EMS. Terlihat adanya
kecederungan semakin tinggi konsentrasi EMS maka
semakin rendah kemampuan eksplan untuk
beregenerasi. Hal yang sama juga terjadi pada
parameter jumlah tunas dan tinggi tunas serta dan
persentase kultur yang menghasilkan akar. Namun
demikian daya hidup kultur in vitro A. muelleri hingga
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Tabd 3. Pengaruh berbagai konsentrasi etil metan sulfonat terhadap pertumbuhan tunas
Amorphophallus muelleri Blume 2 bulan setelah perlakuan EMS (SO)

Jumlah tunas

OoON BB O

1 2 3 4 5
Konsentrasi EMS (%)

Perlakuan Tangkai daun Tulang daun

Jumlah tunas | Tinggi tunas Jumlah Tinggi tunas Jumlah

(>0.5 cm) (cm) Jumlah tunas (cm) akar
0% EMS 38+1,63 136 + 0,58 24129 48 +1,89 1,41+0,78 58 +2,66
03% EMS | 7,8+ 142 125 + 046 94+ 191 36+094 123 + 0,26 32+277
06% EMS | 3,4+1,10 114 + 0,75 22 +1,28 28+0389 115 + 057 32+242
09% EMS 36+1,21 103 +0,66 14 +1,05 36+1,41 142 +0,64 34+ 236
12% EMS 20+1,19 151 +1,64 24 +1,51 26+024 108 + 0,37 2,2 +1,68
Jumlah akar

| @ Tangkai daun’
Tulang daun

0 0.3 0.6 09 12
Konsentrasi EMS (%)

Tinggi tunas

0 0.3 0.6 0.9 1.2
Konsentrasi EMS (%)

Gambar 2. Pengaruh berbagai konsentrasi etil metan sulfonat terhadap pertumbuhan tunas
Amorphophallus muelleri Blume 2 bulan setelah perlakuan EM S (SO)

umur 3 bulan masih tinggi (100%). Hal ini menunjukkan
bahwa konsentrasi rendah dengan lamanya perlakuan
EMS belum dapat memperngaruhi secara signifikan
kemampuan hidup kultur A. muelleri. Penampilan kultur
invitro A. muelleri 13 minggu setelah perlakuan EMS
terlihat pada Foto 1.
Percobaan 111

Hasil percobaan Il menunjukkan bahwa
perlakukan EMS dengan berbagai konsentrasi rendah
dengan waktu perendaman 30 menit belum
mengakibatkan kematian tanaman hingga 50% (LD-
50%), sehingganilai L D-50% padailes-ilesbelum dapat
ditentukan. Olehkarenanya percobaan dilanjutkan
dengan menguji berbagai konsentrasi dengan waktu
perendaman yang lebih panjang. Pada percobaan 111
ini dilakukan dengan konsentrasi EMS yang sama (O,
0,3, 0,6, 0,9, dan 1,2)%, tetapi dengan dengan waktu
perendaman yang lebih panjang yaitu 15 jam.
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa
persentase hidup tanaman setelah berumur 2 bulan
mengalami penurunan hingga 20% (Tabd 4, Gambar
3). Berdasarkan analisisregred, nilai LD-50 dicapai pada
konsentrasi EMS 0,857%, sedangkan LD-75% pada
konsentras EM S 0,5% (Gambar 3). Pertumbuhan tunas
dan akar cenderung menurun sejalan dengan
meningkatnya konsentrasi (Tabel 5, Gambar 4).

PEMBAHASAN

Dari ketiga percobaan diatas terlihat bahwa
adanya kecenderungan semakin tinggi konsentrasi
mutagen EMS semakin menurun pertumbuhan tunas
dan akar serta dan dayamultiplikasinya. Peningkatan
konsentrasi EMS cenderung menghambat
pertumbuhan eksplan iles-iles. Kondisi ini
dimungkinkan karena adanya perubahan totipotensi
sel yang mengarah pada penurunan kemampuan
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0,3% EMS 0,6% EMS 0,9% EMS 1,2% EMS

O%EMS 0,3% EMS 0,6% EMS 0,9% EMS 122 EMS

Foto 1. Kultur tangkai daun Amorphophallus muelleri Blume pada berbagai konsentrasi EMS 13
minggu setelah perlakuan, dengan eksplan tulang daun (atas) dan tangkai daun (bawah)

Tabd 4. Kemampuan bertahan hidup kultur A. va
muelleri Blume setelah perlakuan etil metan 100 |
sulfonat 2 bulan setelah kultur 80 ‘
Konsentrasi EMS Persentase Hidup 60 . ~ -
(%) 40 + & R b e
- - = ‘ CRP=00423
06 70
09 50 0 0,3 0,6 0,9 .2
t_ 12 20 Konsentrasi EMS (%)

Gambar 3. Pengaruh etil metan sulfonat terhadap
survival kultur in vitro A. muelleri Blume

Tabel 5. Respon kultur in vitro A. muelleri Blume terhadap berbagai konsentrasi Ethyl Methan Sulfonat

Perlakuan Tangkai_daun Tulang daun
Jumlah tunas (>0.5 | Tinggi tunas | Jumlah akar | Jumlah tunas | Tinggi Jumlah akar
cm) (cm) tunas (cm)
0% EMS 4,20 + 0,84 0,98 + 042 0 110 + 3.16 1,38+0,22 20+0
0.3% EMS 4,40+1,26 104 + 0,72 0 16,6 + 6.31 114+ 0,19 | 02+0
0.6% EMS 540 + 317 0,59 + 0,10 0 114 + 6.01 093+030 | 12+0
0.9% EMS 333+0,58 0,34 + 0,17 0 84 + 559 061+0,33 | 16+0
12% EMS 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0 46+ 56 0,83 +043 | 0
Jumlah tunas Tinggi tunas
20 = : ' 2.00 L
i o Tangkal daun o Tangkal daun |
15 | @ Tulang c daun 1.50 4 L2 m TuLang daun _|
10 = 1.00
. | L oo | rfi
0 0.00
0 0
Konsentra3| EMS (%) Konsen!.rasi EMS {%}

Gambar 5. Respon kultur in vitro A. muelleri Blume terhadap berbagai konsentrasi Ethyl
Methan Sulfonat

skumpulan s pada daerah merigem akibat perubahan sebagai agen mutasi karena kemampuannya
susunan basa nitrogen khromosom. EMS tergolong mengalkilas gugus oksigen dan nitrogen resktif pada
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basa purin dan pirimidin yang dapat menyebabkan
perubahan pada struktur basa-basa tersebut yang
berakibat terbentuknyarekombinasi pitaDNA (Dodson
and Masker, 1986,. Adanyarekombinasi padapitabam
DNA tersebut menyebabkan perubahan pada struktur
genetik organisme. Di lain pihak Durand (1990)
melaporkan bahwa EM S merupakan agen mutasi yang
bersifat toksik terhadap kultur in vitro. Secara umum
nilai peubah dayatumbuh, jumlah tunas, tinggi tunas,
dan persentase kultur yang berakar menurun secara
linier dengan meningkatnyakonsentrasi EMS. Karena
itu hingga pada konsentrasi tertentu EMS akan
memberi penghambatan total terhadap pertumbuhan
kultur in vitro iles-iles. Selain itu, EMS banyak
dilaporan mengakibatkan pertumbuhan kultur in vitro
juga menurun secara linier seiring dengan
meningkatnyakonsentrasi EM S (.Maluszynski, 1990;
Masrizal etal., 1991; Susilo et al., 1999).

Hasil penelitian ini menunjukkan terjadinya
fenomena menarik berupa efek rangsangan tumbuh
oleh EMS. Pada konsentrasi rendah (0,3% pada
Percobaan Il dengan eksplan tangkai daun), EMS
mampu memacu peningkatan nilai jumlah tunas dan
jumlah akar. Fenomenaini jugadilaporkan terjadi pada
lily, dimana konsentrasi rendah EMS memacu
peningkatan jumlah tunas dan karakter pertumbuhan
lainnya (Priyono dan Susilo, 2002). Adanyafenomena
ini memungkinkan penggunaan EM S pada konsentrasi
tertentu sebagai perangsang tumbuh sekaligus dengan
fungsinya sebagai agen mutasi. Fenomena serupa
terjadi pada penggunaan 2,4D yang mana pada
konsentrasi tinggi berfungsi sebagai herbisida yang
dapat mematikan sel tanaman, namun pada konsentrasi
rendah dapat berfungsi sebagai auksin yang dapat
medorong pembelahan sel tanaman (Bhojwani dan
Razdan, 1983).

Proses pembentukan dan tunas adventif iles-
ilesternyatamasih dapat terjadi pada mediakultur yang
diperlakukan dengan EMS. Proses regenerasi yang
terjadi pada media tersebut ternyata sama dengan
media kontrol, yaitu media perbanyakan iles-iles
(Imelda et al., 2007). Pada media tersebut proses
regenerasi terjadi melalui proliferasi tunas, dan
perakaran.
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Hasil penelitian ini menunjukkan adanya
kecenderungan bahwa lamawaktu perendaman eksplan
dalam EMS juga berpengaruh terhadap peubah-
peubah yang diteliti. Pada percobaan Il semua
konsentrasi EMS yang diuji (Percobaan I11)
menghasilkan jumlah tunasyang cenderung meningkat
dibandingkan kontrolnya. Hal ini didugakarenawaktu
perendaman yang lebih lama dengan konsentras EMS
yang relatif rendah (<1,2%) memberi pengaruh nyata
yang lebih baik terhadap pertumbuhan tunas kultur in
vitro iles-iles. Proses difus senyawa EMS ke dalam
jaringan iles-iles diduga memerlukan lebih lama untuk
memberikan efek rangsangan tumbuh oleh EMS. Oleh
sebab itu diduga efek maksimal dari konsentrasi EMS
tersebut terjadi pada iles-iles yang dilakukan
perendaman selamaminimal 90 menit.

Fenomena menarik lainnya adalah eksplan
tulang daun ternyata lebih responsif dalam
pertumbuhan tunas dan akar, terutama pada
perendaman EM S 90 menit. Hal ini menunjukkan adanya
auksin endogen yang diproduksi daun yang membantu
dalam mestimulasi pertumbuhan sel.  Perubahan
mofologinya tampak pada daunnya yaitu ada yang
keriting, albino atau belang hijau putih. Demikian juga
induksi mutasi dengan EM S padakonsentrasi dibawah
1,2%, kultur tangkai daun A. muelleri masih bertahan
hidup dan menghasilkan tunas dan bakal tunas serta
akar.

KESIMPULANDAN SARAN

LD-50% dan LD-75% dicapai masing-masing
pada konsentrasi EMS 0,875 dan konsentrasi 0,5%.
Induksi mutasi dengan EMS pada kultur in vitro A.
muelleri menyebabkan pertumbuhan kultur terhambat.
Jumlah tunas dan jumlah akar serta tinggi tunas
cenderung menurun sgjalan dengan konsentrasi EMS.
Konsentrasi EMS hingga 1,2% memungkinkan kultur
in vitro A. muelleri masih bertahan hidup dan
menghasilkan tunas dan baka tunas serta akar, dan
diharapkan mutasi yang terjadi dapat meningkatkan
keragaman genetik A. muelleri. Untuk mengetahui
keragaman genetik hasil induksi mutasi sertapengaruh
induksi mutasi terhadap penampilan fenotifik A.
muelleri di lapangan perlu diteliti Iebih lanjut.
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