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ABSTRACT

The isolation and regeneratin of potato (Solanum tuberosum L) protoplasts have been carried
out. Mesophyl cell protoplast were isolated from two dihaploid cultivars of potato BFE 15 and SVP 10
feaves used four different enzymes solution.  Protoplast were cultured onto four different cultures
media to increase plating efficiency. Calli were then transferred to ten different regeneration media.
Using cellulase RS 0.5 % and pectolyase Y-23 0.05 % protoplast yield of both cultivars were improved.
Medium VKM supplemented with 0.2 mg'l 2, 4-D, 1.0 mg1 NAA and 0.5 mg/| zeatin or 2P were
increase recovery of colonies from protoplast up o0 5.9 %, Regeneration medium containing zeatin dicd
always produce more shoots than those of 21 Genotype-dependant regeneration frequencies have
alser been showed in this experiments.

RINGKASAN

Percobaan dilaksanakan untuk mengisolasi dan meregenerasikan protoplas tanaman kentang

(Solanum tuberosum L_). Protoplas yang berasal dari sel mesofil daun tanaman kentang kultivar BF
15 dan SVP10 diisolasi dengan menggunakan empat larutan enzim yang berbeda. Protoplas
kemudian dikulturkan kedalam empat jenis media untuk meningkatkan efisiensi penaburan., Kultur
yang terbentuk kemudian ditransfer dalam 10 jenis media regenerasi.
Penggunaan enzim cellulase RS 0.5 % dan pectolyase Y-23 0.05 % dapat meningkatkan produksi
protoplas pada kedua kultivar. Medium VKM yang ditambah dengan 0.2 mg/l 24-D. 1.0 mg/l
NAA dan 0.5 mg/l zeatin atau 0.5 mg/l 2ip dapat meningkatkan existensi penaburan sampai 5.9 %.
Medium regenerasi yang mengandung zeatin selalu menghasilkan tunas yang lebih banyak
dibandingkan 2ip. Pada percobaan ini terlihat bahwa kultivar sangat berpengaruh dalam
keberhasilan regenerasi

PENDAHULUAN

Kentang (Solanum tuberosum L) selain
sebapal sayuran juga merupakan lanaman pangan
penting di dunia yang menghasilkan berat kering
tertinggi per hektar Tanaman kentang juga dikengl
sebagai tanaman yang mudah terserang hama,
penyakit dan cekaman lingkungan (Bajaj dan
Sapory, 1986), Tanaman kentang tercatat

" Bagian dari Disertas 83 don penubs pertama

mempunyai 266 jenis hama dan penyakit yang terdiri
dari 23 jenis virus, 38 cendawan, 6 bakter1, 2
mikoplasma, 68 nematoda dan 128 insekta
(Mandoza, 1987). Hal ini menjadikan tanaman
kentang sering menjadi tanaman model dalam
manipulasi genetik secara in vitro.

Penggunaan protoplas sebagai wahana
dalam manipulasi genetik mensyaratkan efisiensi
dalam isolasi protoplas dan regenerasinya menjadi
tanaman (Bajaj, 1977, Thomas, 1981, Takabe ¢/
al., 1971), apalagi keberhasilan isolasi dan
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regenerasinya sangat tergantung kultivarnya (The-
mas, 1988; Tan, 1987; Shepard, 1982; Sihachakr
et al., 1988, Serrafer al., 1991, Mollers ef al, 1992,
Bokelman dan Roest, 1983). Protoplas yang {apat
diregenerasikan dapat merupakan sumber vanas
somaklonal yang tinggi (Bajaj, 1977, Carlberg es
al, 1987, Cocking, 1960), sebagai bahan
transformasi genetik (Nishiguchi et al., 1986, Wei

etal., 1986) dan sebagai tetua fusi (Siliachakref al.,

1988; Hunt dan Hegelson, 1987, Austin ef al. 1985,
Hunt dan Hegelson, 1989).

Kultivar dihaploid sangat penting artinya
sebagai tetua dalam fusi protoplas agar supaya
menghasitkan produk fusi tetraploid yang mempunyai
heterosigositas vang tmggi (Mollers e al., 1992,
Bajay, 1977, Serraf er al.. 1988, Nelson, 1983)
Salah satu masalah dalam fusi protoplas adalah
ketidak mampuan produk fusi dapat diregenerasikan
(Binding ef al 1982, Kao, 1981, Austin ¢f al,

1985), Protoplas dart beberapa kultivar yang dapat
diregenerasikan menjadi tanaman menjadi sangat
memungkinkan produk fusinya pun dapat
diregenerasikan pula (Serraf er al. .| 988, Sihachakr
et al, 1987, Tan, 1987, Upadya, 1975)

Dari beberapa kultivar kentang dihaploid,
kultivar SVP 10 (Mattheij dan Puite, 1992), BF15
(HIL} (Chaput ef 21, 1990) adalah kultivar dihaploid
yang telah diseleksi mempunyai nilai agronomis yang
tinggi. Fusi protoplas antar kedua kultivar tersebut
kemungkinan besar akan didapatkan kultivar hibrid
baru yang unggul.

Disini dilaporkan tentang teknik isolasi
mesofil daun kentang (Solanum tuberosum) yang

-—*

efisien dan regenerasinya menjadi tanaman.
BAHAN DAN METODE

Sumber protoplas

Dua klon kultivar kentang dihaploid SVP 10
(SH83-81-47) berasal dann Dr G.J H Grubben
(CPRL-DLO, Belanda) dan BF15 (HT) berasal dari
Prof Dr G Duereux (Laboratoire Morphogenese
Vegetale Experimentale, Univ. Paris Sud XI,
Perancis) diperbanyak secara in wviiro melalui
penanaman tunas samping dalam medium dasar M5
(Murashige dan Skoog, 1962) vang ditambah vita-
min {Morel dan Wetmore, 1951), 2% (w/v) sukrosa
dan dipadatkan dengan 0.7 % agar.

Isolasi Protoplas

Protoplas diisolasi menurut metode yang
dipergunakan oleh Sihachakr etal (1988).
Singkatnya daun diambil dari tanaman i vitro yang
berumur 4-5 minggu digores permukaan abaxialnya
setiap satu milimeter kemudian direndam dalam
larutan enzim yang terdin dari garam CPW (Cell
Protoplast Washing) (Fearson ef al. 1973), 9.1 %
{w/v) manmtol, 0.05 (w/v) buffer 2-(N-morpholino)
ethanesulfonic acid (MES) dan 4 jenis larutan enzim
(El, E2, E3 dan E4) seperti terlihat pada tabel 1.
Inkubasi dilakukan dalam gelap pada suhu 27°C
selama 16 jam. Pelepasan protoplas dilakukan
melalui penyaringan pada kain nilon (100 g#m mesh)
vang diteruskan dengan sentrifugasi 55 x g selama 5
menit. Supernatan dibuang, pelet diencerkan dengan

Tabel 1. Larutan enzim vang digunakan untuk isolasi protoplas

No. Larutan enzim Komposisi

I El Cellulase R-10 0.8 %, macerozyme 0.2 %

2. E2 Cellulase RS 1.5 %, pectolyase Y-23 0,05 %, hemicellulase 0.2 %
3. E3 Cellulase RS 0.5 %, pectolyase Y-23 0.05 %

4 E4 Cellulase R-10 1.5 %, macerozyme 0.5 %

Kot Cellulase R-10, cellulase RS, macerozyme diproduksi oleh Yakl_lit [—[mmha: Co, .lepang,
Pectolyase Y-23 diproduksi oleh Seishin Pharmaceutical Co, Jepang, Hemicellulase diproduksi oleh

Sigma Chemical Co. Amerika Serikat.
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Tabel 2. Medium regenerasi yang dipergunakan

-——

Bahan A" (mg/) BY (mg/) C" (mgM) DY (mgM) E7 (mgl)
Media Dasar MS + 1 g/l MS MS MS SKM+1.6 g/l
NHNO, NHiNO;,

0.5xFeSO,
0. 5xKH. PO,
0.5xKCl

Sukrosa (g/1) 20g 20 20 g 20g 20g

Inositol 100 100 100 100 100

Asam folat - - 05 05 02

Glisin 0.5 20 20 -

Biotin 0.05 0.05 0.05 0.005

Asam Nicotimat 5 5.0 5.0 5.0

Thiamin-HC) 0.5 - 0.5 0.5 20

NH,(Cl - 2675 - -

Pyridoxine-HCl 05 - 0.5 0.5 0.5

Mannitol (/1) 15 364 364 25

C H (mg/l) - - 100 1000 100

ADS (mg/l) 4 80 40 30

NAA (mg/l) - - - 0.02

GAy (mg/l) 02 - - - 0.1

Zeatin (mg/1) I 2 2.5 0.5 2

BA (mg/l) 0.5 - - = 0.25

IAA (mg/1) 0.5 0.1 0.1 0.1 -

MES - - - SmM :

Agar (%) 0.75 0.75 0.75 075 0.75

pH 57-58 5.7-58 57-58 5758 5.7-58

CH . casein hydrolisate;ADS:adenine sulphate, Media F=medium A. medium G=medium B,

medium H=mediumC, medium I=medium D, medium J=medium E, akan tetapi zeatin diganti
dengan 2iP (2-isopentenil) dengan konsentrasi vang sama.

Keterangan

1) modifikasi medium Mollers ef @/, (1992), 2) medium Sihachakr et al,(1988), 3)

modifikasi medium Haberlach eral,(1985), 4) medium Serraf er al,(1991) dan 3)
maodifikast medium Hunt dan Hegelson (1989).

larutan CPW ditambah 21 % (w/v) sukrosa
kemudian disentrifugasi pada 120 x g selama 10
menit, Protoplas yang mengapung diambil dan
dicuci dua kali dengan larutan CPW ditambah 0.5
M mannitol dan 0.5 mM CaCl, melalui sentrifugasi
masing-masing 120 x g selama 10 menit. Pada saat
dikulturkan, protoplas ditentukan kerapatannya
menjadi 3 x 10 protoplas/ml.

Isolasi Dan Regenerasi...

Kultur protoplas dan regenerasi tanaman
Kultur protoplas dilakukan menurut metode

yang dilakukan oleh Chaput er al(1990), Sebanyak
0.5 mil protoplas yang sudah ditentukan
kerapatannya dilarutkan dalam 6 ml medium VKM
(Binding, 1975) yang ditambah 250 mg/l PEG 6000,
33 % (w/v) glukosa dan 3.2 % (w/v) mannitol
sebagai osmotikum dan 0.05 % (w/v) MES buffer
dengan komposisi zat pengatur tumbuh sebagai
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Tabel 3. Pengaruh ada tidaknya sirkulasi udara pada kultur terhadap junilah protoplas daun mesofil
yang dihasilkan dari inkubasi 4 jenis enzim yang berbeda pada 2 kultivar kentang

dihaploid

Rendamen Protoplas ( x 10° protoplas/g berat basah daun)

Larutan Enzim Sirkulasi Udara Tanpa Sirkulasi Udara
BF1S (HI) SVPI0 BF1S (HI) SVPI0
El .15+ 0.2] 0.97 £ 0.35 0.11£009 0.07 £ 0.05
E2 471 +£127 3 66+2.44 0.25+0.11 -*)
E3 4,55+ 1.55 3454178 022016 010+ 0,09
24 1.07£0.79 1.55+0.99 0.07 + 0.04 -*)

Ket ' I1solast protoplas masing-masing dilakukan 3 kah. *) tidak dilakukan

berikut © medium M1 - 0.2 mg/l 2.4-D, 0.5 mg/|
zeatin, | mg/l NAA (Sihachakr ef al, 1988), me-
dium M2 0.2 mg/l 2.4-D, 0.5 mg/l BAP, 1 mg/l
NAA (modifikasi Sihachakr er @/, 1988), medium
M3 1 mg/l NAA, 0.4 mg/l BAP (Kao, 1981) dan
medium M4 - 0,25 mg/l NAA, 0.5 mg/l BAP, 0.4
mg/l 2.4-D (Foulger dan Jones, 1986) Protoplas
diinkubasi dalam gelap pada 27°C selama 7 han,
kemudian diberi penyinaran dengan intensitas 62 uE/
m'fs. Setelah berumur 15 hari, kultur diencerkan
10 kali dengan medium yang sama, tetapi hanya
menggunakan satu kombinasi zat pengatur tumbuh
menurut Serrafer af (1991) yaitu 2 mg/1 BAP dan
0.1 mg/12.4-D. Untuk merangsang pertumbuhan
kali, kuttur yang berumur 15 han setelah pengenceran
ditanam dalam medium MS vang ditambah 0.5 mg/
I NAA dan 0.5 mg/l zeatin untuk pembesaran kali
(Sihachakr et al.,1989). Pada medium ini dihitung
efisiensi penaburan (plating efficiency) yang

didefinisikan sebagai jumlah protoplas yang dapat
membentuk koloni setelah berumur 25 hari terhadap
jumlah protoplas yang ditaburkan pada awal kultur
Setelah berumur 20-30 hari pada medium
pembesaran kali, koloni kali dipindahkan dalam 12
jenis medium regenerasi dengan komposisi seperti
pada Tabel 2

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sirkulasi udara yang diberikan pada kultur
in vitro sangat mempengaruhi pertumbuhan
tanaman. Tanaman menjadi lebih vigor, tidak
bercabang daun lebih hijau dan lebih lebar sehingga
sangat menguntungkan sebagai sumber protoplas.
Sebaliknya tanaman yang ditumbuhkan tanpa
sirkulasi udara umumnya tumbuh dengan banyak
cabang dengan dengan daun dan batang kecil diserta
tumbuhnya akar-akar udara (Gambar 1). Pada

Tabel 4. Efisiensi penaburan (plaring efficiency) dari protoplas kentang yang dikulturkan pada
medium yang berbeda (%) dihitung pada saat kultur berumur 25 han

Media

M1- 0.2 mg/l 2.4-D, 0.5 mg/l zeatin, 1 mg/l NAA
M2: 0.2 mg/l 2.4-D, 0.5 mg/l BAP, 1 mg/l NAA

M3: | mg/l NAA, 0.4 mg/l BAP

M4 0.25 mg/l NAA, 0.5 mg/l BAP, 0.4 mg/1 2.4-

D

F15 (HI)” SVPi10”
59+14 47+22
4517 21419
04007 0,004 £ 0.003
38+1.12 13+£07

Ket : Isolasi protoplas dilakukan 3 kali, masing-masing 10 petridish pada saat penaburan dengan
kerapatan 3 x 10 protoplas/ml, sebanyak 6.5 ml per petridish
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Tabel 5, Persentase regenerasi tunas dari kali vang berasal dari protoplas pada 10 jenis media

regenerasi pada umur 8 minggu

B Media Kultivar BF15 (HI) Kultivar SVP10

- Media A 23 33 (7/30) 7.41 (2/27)
Media B 41 67 (15/36) 25.93 (7/27)
Media C 27.27 (9/33) 10,00 (3/30)
Media D 7.41 (227) 14 81 (427)
Media E 18,52 (5/27) 910 (3/33)
Media I 13.89 (5/36) 00.00 (0/30)
Media G 25.00 (9/36) 6.67 (2/30)
Media H 23.33 (1/30) 3.33 (1/30)
Media 1 00.00 (0/27) 00.00 (0/27)
Media J 6.67 (2/30) 00,00 (0/27)

kultivar BE15 (HI1) selain menghasilkan daun yang
lebar-lebar beberapa daun yang dihasilkan pada
kultur yang bersirkulasi udara dapat membentuk
daun trifoliat seperti halnya jika tanaman kentang
ditumbuhkan secara tnvivo. Kultivar SVP 10 vang
ditumbuhkan pada kultur yang tidak bersirkulasi
udara sebagian besar tidak dapat dijadikan sumber
protoplas karena daun yang dihasilkan berukuran
kecil sehinggea amat sulit penanganannya. Sirkulasi
udara dapat diberikan dengan cara menutup tabung
kultur dengan kapas atau busa, kemudian pada
ruangan kultur diberikan sirkulasi udara dengan
menggunakan kipas angin,

Rendamen protoplas yaitu jumlah protoplas
vang dihasilkan per gram daun, selain ditentukan oleh
enzim yang dipergunakan juga sangat dipengaruhy
oleh kualitas daunnya. Daun-daun lebar berwama
hijau tua yang dihasilkan pada kultur yang
bersirkulasi udara menghasilkan rendamen jauh lebih
tinggi dibandingkan daun-daun yang kecil Sirkulasi
udara dapat meningkatkan rendamen protoplas
sampai 10 kal lipat. Inkubasi dalam empat jenis
larutan enzim selama 16 jam dalam gelap seperti
dilakukan oleh Sihachakr et 4/.,1989) menghasilkan
rendamen yang berbeda-beda (Tabel 3).

Enzim E2 dan E3 menghasilkan protoplas
jauh lebih tinggi dibandingkan enzim E1 dan E4
Sedangkan kultivar BF15 menghasilkan protoplas
lebih banyak dibandingkan kultivar SVP10. Dilihat

Isolasi Dan Regenerasi...

dar komposisi enzimnya, enzim E3 lebih sederhana
dan ekonomis dibandingkan enzim E2. Enzim ini
hanva mengandung sellulase RS 0.5 % dan
Pectolyase Y- 23 0.05%. Penggunan larutan enzim
menurut Nelson (1983 ) pada kultivar Desiree, Mans
Piper dan King Edward hanya menghasilkan 1.9-
2.4 x 10" Protoplas/ml (Foulger dan Jones, 19806).
Hasil penelitian ini serupa dengan hasil yang diperoleh
Sihachkares al.(1989) pada Solanum melongena
dan Solanum khasianum . Jika diperiksa viabilitas
dengan FDA (fluorescein diasetate) menurut
Widholm ef al. (1972), maka 80-90 % protoplas
yang dihasilkan adalah viabel.

Pembentukan dinding sel dan awal
pembelahan sel merupakan faktor penting yang
menentukan pertumbuhan protoplas. Pada kondisi
ini kerapatan sel pada awal kultur sangat
mempengaruhi (Tan, 1987). Pada kerapatan lebih
besar dari 3 x 10* Protoplas/ml, pembentukan
dinding sel dan pembelahan sel menjadi terhambat
(data tidak dicantumkan). Protoplas pada umumnya
membentuk dinding sel pada 24-48 jam setelah
penaburan yang ditandai dengan hilangnya bentuk
bulat menuju ke oval. Pembelahan sel mulai terjadi
3-5 hari setelah penaburan, Persentase pembelahan
pada har ke-7 yang diamati dari beberapa bidang
pandang mikroskop menunjukkan bahwa
pengeunaan 4 medium yang berbeda menghasilkan
persentase pembelahan yang bervanasi dan 32-

-
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47%. Media M1 (0.2 mg/l 2.4D, 0.5 mg/l zeatin
dan 1 mg, 1 NAA) menghasilkan persentase
pembelahan tertinggi baik pada kultivar BF15
maupun kultivar SVP10.

Setelah kultur berumur 10- 15 han, mikrokal
telah mulai tampak dengan mata telanjang.
Pengenceran kultur menjadi 10 kali (Serraf et al,,
1991) meningkatkan pertumbuhan kali dengan
cepat. Pemindahan kali dari medium cair ke me-
dium padat MS ditambah 0.5 mg/l zeatin dan 0.5
ml/l NAA mempercepat pembesaran kal sampai
mencapai diameter 1-4 mm. Pada tahap ini tampak
pembentukan nodul-nodul yang meristematik
berwarna hijau. Pada tahap ini dihitung jumlah
kolono yang tumbuh untuk menentukan efisien-
si penaburan (plating efficiency). Pada tabel 4
dapat dilihat bahwa media M1 menghasilkan
efisiensi penaburan yang tertinggi.

Penggantian zeatin menjadi BA pada
konsentrasi yang sama (M2), sedikit menurunkan
jumlah protoplas yang tumbuh, sedangkan tidak
adanya 2 4-D (M3) amat sangat menurunkan
protoplas vang tumbuh, Beberapa penelitian
sebelumnya juga menunjukkan hasil yang serupa
(Thomas, 1981; Kao, 1977, Tavazza dan Ancora,

1986, Foulger dan Jones, 1986) Zat pengatur
tumbuh 2.4 -D boleh tidak ditambahkan jika dalam
kultur ditambahkan 0.585 g/l MES (Foulger dan
Jones 1986). Pada percobaan ini respon ke dua
kultivar hampir serupa terhadap 4 jenis media
penaburan tersebut, akan tetapi kultivar BF15 lebih
banyak menghasilkan kali dibandingkan kultivar
SVPIO.

Kali yang berdiameter 1-4 mm ditransfer ke
medium regenerasi. Medium A-F adalah medium
yang mengandung zeatin, sedangkan medum F-J
adalah medium yang mengandung 2iP  Pada umur
dua minggu, kali pada media A-E berwarna hijau
tua yang menstematik, kemudian dua minggu
berikutnya mulai generasikan tunas. ' Tunas yang
terbentuk umumnya satu tunas per koloni, walaupun
* ada beberapa koloni yang menghasilkan banyak tu-
nas. Pada medium F-J, warna kali kuning kehijauan.
Persentasi kali yang beregenerasi berkurang jika
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zeatin diganti menjadi 2iP, tunas yang dihasilkan
berukuran lebih kecil dan lemah, lebih sedikit dan
berwarna kekuningan. Media B (Sihachakr, 1988}
adalah media yang menghasilkan tunas terbanyak
(tabel 5). Menggantikan zeatin pada medium B
menjadi 2iP (medium () masih tetap menghasilkan
tunas, tetapi mengganti zeatin pada medium D
menjadi medium I tidak dapat menghasilkan tunas

Respons kultivar BF15 terhadap media
regenerasi lebih baik dibandingkan kultivar SVP 10,
Penggeantyian zeatin menjadi 2IP, sangal mengurang
regenerasi tunas pada kultivar SVP10. Pada tabel
5 dapat dilihat bahwa hanya medium G dan H saja
yang dapat meregenerasikan tunas pada kultivar
SVP10. Hasil imt melengkapi percobaan Shepard
(1982) bahwa pembentukan tunas dar kali asal
protoplas sangat tergantung pada genotipa. Masson
et al., (1987) dapat meregenerasikan protoplas
kentang dihaploid kultivar D90 dan D91 yang sulit
bergenerasi dengan cara merubah lama penyinaran
dan intensitas cahaya selain konsentrasi zat pengatur
tumbuh

Tunas yang terbentuk umumnya tumbuh
lambat pada semua medium regenerasi. Pemindahan
tunas secara langsung ke media M S tanpa hormon
(Sihachakr, 1988) kadang-kadang mengakibatkan
kematian tunas atau semakin memoerlambal
pertumbuhan. Penggunaan medium MS yang
ditambah .25 mg/l BA dan 0.1 mg/l IAA akan sangal
merangsang pertumbuhan tunas, bahkan sel-sel yang
menstematik sanggup menghasilkan tunas, sehingga
tunas yang terbentuk pada setiap kali menjadi lebih
banyak. Setelah 2-3 minggu pada media tersebut,
tunas dapat dipindahkan ke medium MS tanpa
hormon untuk perbanyak klonal maupun perakaran.

KESIMPULAN

Percobaan i telah menghasilkan suatu
prosudur isolasi vang efisien dan ekonomis dengan
menggunakan larutan enzim E3 yang berisi enzim
Cellulase RS 0.5 % dan Pectolyyase Y-23 0.5 %.
Efisiensi penaburan akan tinggi jika menggunakan
media M1 atau M2, sedangkan regenasi protoplas,

-
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seperti dikemukakan peneliti yang lain, sangat
tergantung genotipa. Penggunaan zeatin lebih
mendorong regenerasi dibandingkan 2iP Tunas yang
terbentuk pada medium regenerasi akan dapat
fumbuh lebih baik jika dipindahkan ke dalam me-
dium MS dengan 0.25 mg/l BA dan 0.1 mg/l [AA
dibandingkan langsung dipindahkan pada medium
tanpa hormon
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