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ABSTRAK 

 

Fauziah, Shaddiqah Munawaroh. 2017. Deteksi Keragaman Genetik 

menggunakan Penanda ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) dan 

Keragaman Fenotip pada Tanaman Krisan (Dendranthema 

grandiflora Tzvelev) Varietas Pink Fiji yang Diinduksi dengan EMS 

(Ethyl Methanesulfonate)  secara In Vitro. Skripsi. Jurusan Biologi. 

Fakultas Sains dan Teknologi. Universitas Islam Negeri Maulana Malik 

Ibrahim Malang.  

 Pembimbing: (1) Suyono, M.P dan (2) Dr. H. Ahmad Barizi, M.A 
 

 

Kata Kunci: EMS, In Vitro, Induksi Mutasi, Mutan, ISSR, Keragaman Genetik, Polimorfisme, 

Krisan Varietas Pink Fiji, Keragaman Fenotip 

 
Krisan (Dendranthema grandiflora Tzvelev) merupakan satu diantara jenis tanaman hias 

yang memiliki nilai ekonomi yang tinggi di Indonesia. Namun terdapat kendala dalam produksinya 

yaitu terbatasnya varian dari bunga krisan yang ada dan sulitnya dilakukan persilangan sehingga 

mutasi buatan diperlukan untuk membuat keragaman genetik. EMS (Ethyl Methanesulfonate) 

merupakan senyawa kimia yang bersifat mutagenik dan sering digunakan dalam induksi mutasi 

buatan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh lama perendaman EMS 0.77% 

terhadap keragaman fenotip tanaman krisan varietas Pink Fiji dan deteksi keragaman genetik 

menggunakan penanda ISSR 

Rancangan penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan faktor 

tunggal yaitu lama perendaman EMS 0 menit, 90 menit, 105 menit, dan 120 menit. Data yang 

diperoleh berupa kualitatif, data kuantitatif dianalisis dengan one way anova. Jika ada pengaruh 

yang signifikan, analisis dilanjutkan dengan uji beda (Duncan Multiple Range Test) DMRT 5%. 

Data molekuler berupa profil DNA dan dianalisis dengan software PAST.  

Hasil penelitian menunjukkan adanya pengaruh lama perendaman EMS 0.77% 

berpengaruh nyata terhadap keragaman fenotipe tanaman krisan varietas Pink Fiji pada semua 

variabel pengamatan. Perlakuan 120 menit menghasilkan tinggi tanaman dan luas daun terendah, 

perlakuan 90 dan 105 menit memiliki jumlah tunas dan daun paling banyak. Perlakuan lama 

perendaman 90-120 menit memperbesar ukuran batang, menit memiliki bentuk daun memanjang, 

perlakuan lama perendaman 105 dan 120 menit menghasilkan susunan daun roset. Keragaman 

genetik tanaman krisan menghasilkan pita DNA polimorfisme menggunakan ISSR dengan primer 

(AG)8CT. Jarak genetik perlakuan kontrol dengan perlakuan lama perendaman 90 menit, 105 

menit, dan 120 menit berturut-turut yaitu 0.9, 0.91, dan 1. 
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ABSTRACT  

Fauziah, Shaddiqah Munawaroh. 2017. Detection of Genetic Diversity Using 

ISSR Markers (Inter Simple Sequence Repeat) and the Diversity of 

Phenotypes on the Chrysanthemum Plant (Dendranthema grandiflora 

Tzvelev) the Fiji Pink Varieties Induced by EMS (Ethyl 

Methanesulfonate) by  In Vitro. Thesis. Department of Biology. Faculty 

of Science and Technology. State Islamic University of Maulana Malik 

Ibrahim Malang.  

Supervisor: (1) Suyono, M.P and (2) Dr. H. Ahmad Barizi, M.A 

 

 
Keywords: EMS, In Vitro, Induction, Mutation, Mutant, ISSR, Genetic Diversity, Polymorphism, 

Mum Plant Fiji Variety, Phenotype Diversity 

 
Chrysanthemum (Dendranthema grandiflora Tzvelev) is one of  Indonesian ornamental 

plants which has high economic value. The high level of demand in the country has not been met, 

therefore most needs of chrysanthemum plants were from imports, causing the barrier of 

production is limited variant of chrysanthemum flower. Plant breeding program is still constrained 

in terms of low genetic diversity in germplasm. The artificial mutations were needed in order to 

make new genetic diversity. EMS (Ethyl Methanesulfonate) is a chemical compound that is 

mutagenic and frequently used in the induction of artificial mutations.  Aims of this research is to 

know the influence of long soaking EMS 0.77% against the phenotypes diversity of 

chrysanthemum Pink Fiji varieties and the detection of genetic diversity using ISSR markers. 

Research design used was Completely Randomized Design (RAL) with the single factor 

that is long soaking the EMS from 0, 90, 120, and 105 minutes. Qualitative data were obtained  

and analyzed with one way ANAVA. a significant influence was continued with DMRT (Duncan 

Multiple Range Test) 5%. Molecular data of DNA profiles and analyzed with software PAST.  

The results showed the influence long soaking EMS 0.77% of phenotypic diversity 

against chrysanthemum Pink Fiji varieties on all variable observations. Long soaking treatment 

120 minutes lower the height of the plant and broad leaves, long soaking 105 minutes the highest 

number of buds and long soaking 90 minutes is equal to 120 minutes in terms of number of leaves. 

Long soaking treatment 90-120 minutes the highest size of the old stem, long soaking 90-120 

minutes has a form of elongated leaves, long soaking 105 and 120 minutes produces a rosette of 

leaf arrangement. Chrysanthemum plant genetic diversity produces band of DNA polymorphism 

using ISSR with (AG) 8CT primer. Genetic distance control treatment with long soaking treatment 

90, 105, and 120 minutes  was 0.9, 0.91, and 1, repectively. 
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البحث الملخص  

 
. الكشف عن التنوع الوراثي باستخدام إيسر )تكرار تسلسل بسيط بسيط( والتنوع المظهري على 2017ناوروه. و ديقة مصفوزية، 

غرانديفلورا تسفيليف( بدأت الوردي فيجي متنوعة مع إمس )إيثيل ميثان سلفونات( في المختبر. أطروحة. قسم أقحوان )ديندرانثيما 
 ية العلوم والتكنولوجيا. جامعة الدولة الإسلامية مولانا مالك إبراهيم مالانج.الأحياء. كل
 .الماجستر. أحمد باريزي، الحج( د. 2و ) الماجستر( سويونو، 1مستشار: )

 
، التنوع ، المسوخ، إسر، التنوع الوراثي، تعدد الأشكال، أقحوان الوردي فيجيانتحريض الطفرةالكلمات الرئيسية: إمس، في المختبر، 

 المظهري
 

غرانديفلورا تسفيليف( هي واحدة من النباتات الزينة التي لها قيمة اقتصادية عالية في اندونيسيا. ومع أقحوان )ديندرانثيما 
ذلك، هناك قيود في إنتاج المتغيرات المحدودة من الزهور أقحوان القائمة وصعوبة المتصالب بحيث هناك حاجة إلى الطفرات 

ة لخلق التنوع الجيني. إمس )إيثيل ميثانسولفونات( هو مركب كيميائي مطفر وغالبا ما يستخدم في تحريض الطفرات الاصطناعي
 الاصطناعية

٪ إلى مجموعة متنوعة المظهرية من الوردي الوردي 0.77والهدف من هذا البحث هو معرفة تأثير وقت الغمر من إمس 
ستخدام علامة إسر والتصميم الكامل العشوائي )رال( مع عامل واحد أي إمس وقت أقحوان النبات والكشف عن التنوع الجيني با

دقيقة. البيانات التي تم الحصول عليها هي النوعية، يتم تحليل البيانات الكمية  120دقيقة، و  105دقيقة و  90دقيقة و  0الغمر 
٪ دنكان اختبار مجموعة متعددة )دمرت(. البيانات 5مع  من قبل أنوفا طريقة واحدة. إذا كان هناك تأثير كبير، واستمر التحليل

 الجزيئية هي ملامح الحمض النووي وتحليلها مع برنامج باست
٪ له تأثير كبير على أصناف المظهري من أصناف فيجي فيجي على 0.77وأظهرت نتائج هذا البحث أن تأثير إمس الغمر 

العلاج دقيقة أكبر  105و  90ة إلى ارتفاع النبات وأدنى مساحة ورقة، وكان دقيق 120جميع متغيرات الملاحظة. أدى العلاج لمدة 
دقيقة توسيع حجم الجذعية، والدقيقة لديها شكل ورقة ممدود، أدى العلاج الغمر  120-90عدد من البراعم. العلاج من الغمر 

العصابات الحمض النووي من تعدد الأشكال  دقيقة في ترتيب ورقة روزيت. التنوع الوراثي للأقحوان تنتج 120و  105طويلة من 
دقيقة، و  105دقيقة،  90. وكانت المسافة الوراثية للعلاج السيطرة مع علاج طويل من 8CTباستخدام إسر مع الاشعال )أغ( 

   1، و0.91، 0.9دقيقة  120
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Tumbuhan merupakan satu diantara jenis makhluk hidup yang terdapat di 

alam semesta ini yang memiliki banyak manfaat diantaranya sebagai bahan 

sandang, pangan (obat), dan papan seperti firman Allah dalam Al-Qur’an Surat 

Asy- Syuaraa ayat 7 berikut ini:  

رۡضِ 
َ
وَ لمَۡ يرََوۡاْ إلََِ ٱلۡۡ

َ
نۢبَتۡنَا فيِهَاكَ  أ

َ
ِ زَوۡجٖ كَريِم   مۡ أ

  ٧ مِن كُل
Artinya : “Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya 

Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang 

baik?”(Qs. Asy-Syuaraa :7).  
 

Penafsiran dari ayat di atas terdiri dari 3 poin utama. Poin pertama pada 

lafadz  ِرۡض
َ
ْ إلََِ ٱلۡۡ وَ لمَۡ يرََوۡا

َ
نۢبَتۡنَا فيِهَا poin kedua , أ

َ
ِ زَوۡجٖ كَرِيم   dan poin ketiga , كَمۡ أ

 . مِن كُل

Adapun  ِرۡض
َ
وَ لمَۡ يرََوۡاْ إلََِ ٱلۡۡ

َ
نۢبَ  .mengandung makna perintah untuk meneliti  أ

َ
 تۡنَا فيِهَاكَمۡ أ

mengandung makna dunia tumbuhan. Dimana نۢبَتۡنَا
َ
 disertai dengan isim dlomir  ۡۡ أ

 yang berarti ada campur tangan antara Allah SWT dengan makhluknya. Yang  ناَ

dimana manusia sebagai khalifah di bumi ini juga mengambil peranan dalam 

pertumbuhan tumbuhan seperti halnya dalam penelitian ini induksi mutasi melalui 

kultur jaringan.   زَوۡجٖ كَريِم ِ
 mengandung makna bahwa segala sesuatu di dunia  مِن كُل

ini diciptakan berpasang-pasangan. Dalam hal ini di biologi sebagaimana contoh 

ialah ekologi yakni harus ada keseimbangan.    زَوۡجٖ كَريِم ِ
 menurut Al-Sheikh  مِن كُل
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(2000) juga diartikan sebagai tumbuhan yang baik dan indah dipandang. Kalimat 

di atas juga mengandung makna tumbuh-tumbuhan yang baik dapat diartikan 

sebagai tumbuhan yang bermanfaat. Satu diantara tumbuhan ciptaan Allah yang 

bermanfaat bagi manusia yaitu tanaman krisan. 

Krisan merupakan satu diantara jenis tanaman hias yang memiliki nilai 

ekonomi yang relatif tinggi di Indonesia serta mempunyai prospek pemasaran 

cerah. Selain menghasilkan bunga potong dan tanaman hias bunga pot yang 

dimanfaatkan untuk memperindah ruangan dan menyegarkan suasana, beberapa 

varietas krisan juga ada yang berkhasiat sebagai obat, antara lain untuk mengobati 

sakit batuk, nyeri perut, dan sakit kepala akibat peradangan rongga sinus 

(sinusitis) dan sesak nafas (Widiastuti, et. al, 2004). 

Perkembangan ekspor krisan Indonesia sejak tahun 2007 hingga tahun 2013 

sangatlah fluktuatif dengan rata-rata pertumbuhan sebesar 13,94% per tahun. 

Volume ekspor krisan tertinggi pada periode ini terjadi pada tahun 2012 sebesar 

79.102 kg. BPS (Biro Pusat Statistik) bulan Maret 2014 melaporkan bahwa 

volume ekspor krisan Indonesia pada tahun 2013 mengalami penurunan sebesar 

27,88% menjadi 57.049 kg dari tahun sebelumnya sebesar 79.102 kg. Indonesia 

berada dalam daftar urutan pengkespor bunga krisan ke 22 dengan kontribusi 

sebesar 0,03% permintaan dunia, angka tersebut setara dengan 61.305 kg dari 

total ekspor dunia sebesar 182.334.995 kg (Promosiana, 2015). Saat ini bunga 

krisan varietas dalam negeri telah diekspor ke berbagai negara (Yufdy & Marwoto 

2012). Diperkirakan permintaan krisan akan terus mengalami peningkatan sampai 

dengan tahun 2019 hingga mencapai 70.676 ton, dengan rata-rata pertumbuhan 
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yang cukup besar yaitu 12,40% per tahun. Pada tahun 2014, permintaan krisan 

diperkirakan akan terus meningkat hingga tahun 2019 (Ekanantari, 2014).  

Terdapat beberapa kendala dalam budidaya tanaman krisan satu diantaranya 

yaitu faktor lingkungan tumbuh yang terdiri dari ketinggian tempat budidaya, 

suhu, dan lama penyinaran. Tanaman krisan tumbuh optimal pada ketinggian 600-

1.200 m dpl. Untuk pertumbuhan vegetatif membutuhkan suhu udara 20-26oC, 

sedangkan pembungaan pada suhu 16-18oC dengan kelembaban udara 70-80% 

(Cassel, 1998). Krisantini dalam Harjadi (1989) menyatakan untuk produksi 

bunga potong di daerah tropis, tanaman krisan membutuhkan perlakuan hari 

panjang minimal 14,5 jam per hari dan suhu malam rendah (15,5°C) untuk 

merangsang pertumbuhan dan mencapai panjang batang tertentu sebelum 

mencapai pembungaan. 

Selain faktor lingkungan, pemilihan varietas yang sesuai juga memegang 

peranan yang penting dalam produksi tanaman krisan. Menurut Istianingrum 

(2013) dalam produksi bunga krisan di Kota Batu, petani lebih banyak 

membudidayakan krisan berwarna putih dan pink. Varietas yang biasa 

dibudidayakan yaitu Pink Fiji, Reagent Splendid dan Bacardi White karena dinilai 

lebih tahan terhadap serangan patogen serta kualitas bunganya lebih baik daripada 

varietas yang lain (Rofiq et. al, 2015). 

Hingga saat ini varietas krisan yang ditanam petani sebagian besar masih 

diimpor dari luar negeri dengan nilai impor bibit mencapai lebih dari USD 1 juta. 

Sejak tahun 2004 hingga 2008 tercatat 506 varietas krisan diimpor dari berbagai 

negara, seperti Tiongkok, Singapura, Belanda, Amerika Serikat, Jepang, dan 
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Malaysia (Direktorat Perbenihan dan Sarana Produksi 2009). Krisan varietas baru 

yang diperdagangkan saat ini di Indonesia sebagian besar masih berasal dari 

introduksi (Handayati, 2013). Impor yang dilakukan terus-menerus menciptakan 

ketergantungan pada negara lain sehingga industri krisan di dalam negeri 

memiliki daya saing yang lemah (Marwoto et. al 1999).  

Ketergantungan ini harus dihilangkan secara berangsur angsur, pemuliaan 

tanaman krisan dapat dilakukan secara konvensional (persilangan) maupun 

menggunakan induksi mutasi baik secara fisik maupun kimiawi. Hibridisasi 

menghasilkan populasi F1 yang memiliki kombinasi sifat positif dari kedua 

tetuanya. Namun, untuk mendapatkan suatu kombinasi sifat yang diinginkan 

haruslah dibentuk populasi persilangan yang sangat banyak, terlebih apabila 

dihadapkan dengan komoditas tanaman hias poliploid, seperti krisan. Dengan 

demikian untuk menghasilkan varietas unggul, maka frekuensi persilangan harus 

ditingkatkan. Persilangan konvensional membutuhkan tenaga kerja, waktu dan 

biaya yang sangat besar (Sanjaya, 2004). 

Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa kondisi iklim di daerah 

pegunungan Indonesia pada waktu tertentu hampir sama dengan kondisi fitotron 

untuk persilangan krisan di negara subtropis (Sanjaya et al. 2004). Marwoto 

(1999) menyatakan bahwa pemuliaan tanaman krisan dengan persilangan sulit 

dilakukan di Indonesia karena diperlukan suhu siang dan malam yang stabil, 

berkisar sekitar 17oC dengan kelembaban relatif 70%, selain itu krisan 

mempunyai sifat self incompatibility.  
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Krisan mempunyai sistem self-incompatibility yang sangat kuat sehingga 

banyak persilangan antara individu di dalam dan di luar kerabat mengalami 

kegagalan. Biasanya hanya 5–50% persilangan antar kerabat (sibs) dalam suatu F1 

bersifat kompatibel. Masalah sistem self-incompatible sporofitik belum dapat 

dipecahkan secara lengkap, tetapi ada indikasi bahwa hal ini terkait dengan 

beberapa lokus dan dominasi alel. Sifat poliploid dan system self incompatible 

mengakibatkan banyak analisis genetik pada spesies ini mengalami kegagalan 

dalam mengidentifikasi masalah tersebut (Marwoto, 1999). 

Rumitnya konstitusi genetik varietas tanaman hias terutama krisan, maka 

upaya perbaikan genetik tanaman melalui pemuliaan mutasi merupakan pilihan 

terbaik untuk merakit varietas unggul baru dengan lebih cepat. Melalui teknik 

pemuliaan mutasi, dapat mengubah satu atau beberapa karakter tanpa mengurangi 

nilai komersial suatu varietas (Sanjaya et. al, 2014, Misra et. al, 2003, Nagatomi 

& Degi, 2009). Mutasi pada tanaman yang diperbanyak secara vegetatif lebih 

efektif karena dapat mengubah satu atau beberapa karakter tanpa mengubah 

karakteristik kultivar asalnya (Datta and Gupta, 1981). Gen-gen target yang akan 

diubah dengan menggunakan sarana penginduksi mutasi tidak terbatas sehingga 

peluang mendapatkan karakter baru dan unik terbuka lebar (Banerji & Datta 1992, 

Piri et al. 2011, Sanjaya et al. 2015). 

Pemuliaan tanaman dengan induksi mutasi dapat dilakukan menggunakan 

teknik kultur jaringan. Kultur jaringan merupakan suatu metode untuk 

mengisolasi bagian dari tanaman seperti protoplas, sel, sekelompok sel, jaringan, 

dan organ, serta menumbuhkannya dalam kondisi aseptik sehingga bagian-bagian 
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tersebut dapat memperbanyak diri dan beregenerasi menjadi tanaman utuh 

kembali (Gunawan, 1992). Induksi mutasi dengan kultur jaringan dapat dilakukan 

pada tingkat sel, jaringan, maupun organ sehingga terdapat peluang yang tinggi 

untuk terjadinya keragaman yang diharapkan serta dapat diturunkan pada generasi 

selanjutnya. Menurut Larkin dan Scowcroft (1987) untuk memperoleh regeneran 

mutan yang akan diseleksi baik di tingkat sel atau jaringan (in vitro) maupun di 

tingkat plantlet, maka sel-sel atau jaringan mutan harus bisa diregenerasikan 

menjadi planlet yang siap diaklimatisasi. 

Variasi somaklonal dapat digunakan sebagai sumber keragaman genetik 

untuk sifat-sifat yang berguna (useful traits) dengan tujuan pemuliaan tanaman. 

Variasi somaklonal juga merupakan sarana alternatif dalam pemuliaan tanaman 

untuk menciptakan varietas baru yang resisten terhadap penyakit, herbisida, 

toleran terhadap kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan seperti 

kekeringan, pH rendah dan untuk memperbaiki kualitas hasil. Variasi somaklonal 

juga dapat dilihat dari penampakan luar (fenotip) dari tanaman (Griga et. al, 1995, 

Ignacimuthu, 1997, Kuksova et. al, 1997). 

Keragaman pada kultur in vitro dapat ditingkatkan dengan pemberian 

mutagen baik secara fisik antara lain iradiasi sinar gamma, sinar uv, sinar 

radioaktif, dan sinar x maupun kimiawi yaitu menggunakan EMS (Ethyl 

Methanesulphonate). Dale (1989) menyatakan bahwa EMS memiliki rumus kimia 

CH3-SO2-O-CH2-CH3. Merupakan senyawa kimia yang dapat menyebabkan 

mutasi pada tingkat DNA dengan mengubah basa-basa DNA (menyebabkan 

mutasi titik atau mutasi gen), sedikit kerusakan pada kromosom sehingga sangat 
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menguntungkan untuk kegiatan pemuliaan tanaman. Mutasi titik juga dapat 

diturunkan kepada generasi berikutnya. 

EMS mudah didapatkan dan juga sudah terbukti merupakan mutagen yang 

efektif (Nassar et. al 2009). Sifat EMS ini yang menyebabkan EMS banyak 

digunakan untuk menginduksi mutasi secara somaklonal. Mutagen kimia dapat 

diintroduksi ke dalam jaringan tanaman serta sel sehingga dapat menyebabkan 

jumlah mutasi yang lebih tinggi, tetapi hasil yang memuaskan bergantung pada 

konsentrasi bahan kimia, lama perlakuan, suhu, pH larutan mutagenik serta kadar 

air bahan yang diberi perlakuan (Nasir 2002). 

Penggunaan EMS telah banyak digunakan pada berbagai tanaman, hasil 

penelitian Greene et. al (2003) pada tanaman arabidopsis menunjukkan 99% 

mutasi yang terjadi akibat EMS (20-40 mM selama 10-20 jam) adalah perubahan 

dari GC menjadi AT, begitu juga sebaliknya. Intensitas mutasi cukup tinggi yaitu 

terjadi pada 1/3.000 kilo basa atau 10 mutasi per genom.  

Penelitian Latado et. al (2004) secara in vitro menggunakan eksplan berupa 

pediselus yang diberi perlakuan perendaman EMS 0.77% (0,075 M) selama 1 jam 

45 menit pada tanaman krisan (Dendranthema grandiflora Tzvelev cv. Inggrid) 

dengan bunga berwarna pink tua menghasilkan 5,2% tanaman krisan yang 

mengalami perubahan warna mahkota bunga menjadi warna pink salmon, pink 

terang, bronze, kuning, dan salmon, sedangkan 89,6% lainnya memiliki fenotip 

yang seragam. 

Rahmah (2011) melaporkan bahwa perlakuan perendaman dengan EMS 

0.77% secara in vitro pada eksplan tunas krisan varietas Puspita Asri dan Candra 
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Kirana selama 90 menit, 105 menit, dan 120 menit dapat menimbulkan efek yang 

berbeda pada kedua varietas tersebut. Pada varietas Puspita Asri menunjukkan 

pertumbuhan yang terhambat, dihasilkan satu mutan (12% dari total pengamatan) 

pada perlakuan Puspita Asri (105 menit), mutan bertangkai  daun  besar  

berjumlah  10  mutan  dihasilkan  dari  semua  perlakuan Puspita Asri (90 menit), 

dan Puspita Asri (105 menit). Sedangkan pada varietas Candra Kirana 

menunjukkan peningkatan laju pertumbuhan, diperoleh 2 mutan (13% dari  total  

pengamatan)  pada  perlakuan Chandra  Kirana (105  menit),  daun roset sebanyak 

satu mutan (17% dari total pengamatan) pada perlakuan Chandra Kirana (120 

menit).  

Krisan varietas Pink Fiji merupakan varietas yang jarang digunakan dalam 

induksi mutasi. Perbedaan varietas yang digunakan dapat memperkaya scientific 

literature dikarenakan pada penelitian sebelumnya menggunakan 2 varietas krisan 

dan menghasilkan respon yang berbeda sehingga dilakukan penelitian dengan 

perlakuan yang sama namun berbeda varietas. Dibedakan berdasarkan varietasnya 

disebabkan perbedaan genetik yang dimiliki sehingga memiliki respon yang 

berbeda terhadap perlakuan yang sama. Perbedaan dengan penelitian sebelumnya 

selain pada verietas yang digunakan juga terletak pada variabel pengamatan. 

Berdasarkan warna bunganya krisan varietas Pink Fiji memiliki peluang 

lebih besar untuk berubah warna setelah dilakukan induksi mutasi. Menurut 

Broertjes dalam Schum dan Preil (1998) tanaman krisan dengan warna bunga 

merah jambu merupakan karakter warna yang memiliki peluang paling besar 

untuk berubah warna melalui induksi mutasi. Diharapkan induksi mutasi 



9 

 

menggunkan EMS 0.77% pada krisan varietas Pink Fiji dengan lama waktu 

perendaman tertentu mampu menghasilkan keragaman genetik baru yang 

memiliki nilai eksotik. 

Pengamatan yang dilakukan terhadap tanaman krisan sejauh ini masih 

terbatas pada keragaman fenotipe. Keragaman genetik dapat diamati secara 

morfologi, namun memiliki kelemahan karena tidak semua perubahan fenotipe 

diakibatkan oleh mutasi, sehingga identifikasi keragaman genetik secara 

molekuler perlu dilakukan. Menurut Brown et al. (1996) penanda molekuler akan 

menganalisis hubungan pada tingkat DNA sehingga perubahan yang tidak terlihat 

dengan penanda lainnya dapat diketahui. Hal ini bermanfaat untuk identifikasi 

suatu individu atau genotipe, derajat kekerabatan antar genotipe, adanya variasi 

genetika suatu populasi tanaman, determinasi gen atau kompleks gen yang 

diinginkan dalam suatu genotip spesifik, dan pengembangan varietas tanaman 

baru melalui transformasi. 

Satu diantara penanda molekuler yang sering digunakan dalam deteksi 

polimorfisme yaitu ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat)  karena memiliki 

beberapa keuntungan. Penanda molekuler merupakan teknik yang efektif dalam 

analisis genetik dan telah diaplikasikan secara luas dalam program pemuliaan 

tanaman. Penanda molekuler ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) merupakan 

penanda yang berkembang lebih akhir dibanding RAPD dan RFLP. ISSR 

memiliki reproducibility yang tinggi. Hal ini mungkin disebabkan karena 

digunakannya primer yang lebih panjang (16-25 mers) bila dibanding dengan 

RAPD yang reproducibility-nya rendah. Penanda ISSR itu lebih cepat, lebih 
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murah, memerlukan jumlah DNA yang sedikit (Reddy, 2002), mampu melakukan 

pendeteksian genetik polimorfisme tanpa perlu lebih dahulu mengetahui susunan 

basa (sekuens) dari genomik tumbuhan diantara susunan basa yang berulang 

sepanjang susunan basa berulang tersebut mewakili secara luas dan menyebar di 

seluruh genom (Wahyuni et al., 2004).   

Penanda ISSR ini telah berhasil digunakan untuk mempelajari keragaman 

genetik pada teh (Mondal, 2002). ISSR menunjukkan polimorfisme yang cukup 

untuk membedakan antara berbagai kultivar krisan (Wolff et al., 1995). ISSR 

berhasil menunjukkan keragaman genetik pada purwoceng (Rahmah, 2013). ISSR 

berhasil mengetahi keragaman genetik pada strawberi (Hussein et al., 2008). Oleh  

karena  itu,  diperlukan pemilihan  primer  ISSR  yang  tepat  untuk  bisa  

menganalisis  variasi  genetik krisan hasil mutasi dengan EMS. Primer ISSR yang 

digunakan pada penelitian ini yaitu (AG)8CT.  Pemilihan  primer-primer  tersebut  

berdasarkan  persentase polimorfisme  hasil  amplifikasi  DNA  tanaman 

purwoceng dengan persentase  polimorfisme 100 % (Rahmah, 2013). 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Bagaimana pengaruh lama perendaman dengan EMS 0.77% terhadap 

keragaman fenotip tanaman krisan (D. grandiflora Tzvelev) varietas Pink Fiji 

secara in vitro? 



11 

 

2. Bagaimana hasil mutasi dari perlakuan lama perendaman dengan EMS 0.77% 

terhadap keragaman genetik tanaman krisan (D. grandiflora Tzvelev) varietas 

Pink Fiji secara in vitro menggunakan penanda ISSR? 

 

1.3 Tujuan 

Tujuan dilaksanakannya penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Untuk mengetahui pengaruh lama perendaman dengan EMS 0.77% terhadap 

keragaman fenotip tanaman krisan (D. grandiflora Tzvelev) varietas Pink Fiji 

secara in vitro. 

2. Untuk mengetahui hasil mutasi dari perlakuan lama perendaman dengan EMS 

0.77% terhadap keragaman genetik tanaman krisan (D. grandiflora Tzvelev) 

varietas Pink Fiji secara in vitro menggunakan penanda ISSR. 

 

1.4 Hipotesis 

Hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Terdapat pengaruh lama perendaman dengan EMS 0.77 % terhadap 

keragaman fenotip tanaman krisan (D. grandiflora Tzvelev) varietas Pink Fiji 

secara in vitro. 

2. Terdapat polimorfisme pada perlakuan waktu lama perendaman tunas tanaman 

krisan (D. grandiflora Tzvelev) varietas Pink Fiji menggunakan EMS 0.77% 

menggunakan penanda ISSR. 
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1.5 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Dapat digunakan sebagai dasar untuk pemuliaan tanaman krisan lebih lanjut. 

2. Memberikan informasi bahwa perlakuan perendaman dengan menggunakan 

EMS 0.77% berpengaruh terhadap keragaman fenotip krisan varietas Pink 

Fiji. 

3. Memberikan informasi mengenai hasil dari perlakuan lama perendaman 

dengan EMS 0.77 % terhadap keragaman genetik tanaman krisan varietas 

Pink Fiji secara in vitro mengunakan penanda ISSR.  
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1.6 Batasan Masalah 

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Media dasar yang digunakan yaitu media Murashige & Skoog (MS) instan. 

2. Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) menggunakan NAA 0.025 mg/L dan BAP 0.5 

mg/L. 

3. Tanaman krisan steril (plantlet) varietas Pink Fiji diperoleh dari PT Muria 

Sari Bumi.  

4. Eksplan yang digunakan yaitu tunas dengan dua mata tunas yang berukuran 1 

cm dari plantlet krisan varietas Pink Fiji yang berumur 1 bulan. 

5. Lama perendaman dengan EMS yaitu 0 menit, 90 menit, 105 menit, dan 120 

menit dan konsentrasi EMS yang digunakan yaitu 0.77%. 

6. Parameter kualitatif yang diamati yaitu perubahan warna daun, bentuk daun, 

warna kalus, dan warna batang sebagai indikasi awal terjadinya mutasi. 

7. Parameter kuantitatif yang diamati yaitu rata-rata tinggi tanaman, rata-rata 

jumlah tunas per eksplan, rata-rata jumlah daun per eksplan, rata-rata luas 

daun, dan frekuensi keragaman fenotipe. 

8. Parameter keragaman genetik pada penelitian ini yaitu jumlah & panjang  

produk  amplifikasi, dan persentase  polimorfik. 

9. Bagian  tanaman  krisan  yang  digunakan  untuk  isolasi  DNA  adalah  daun 

muda sebanyak 80 mg diisolasi dengan protocol dari Blood-Animal-Plant 

Preparation Kit Jena Bioscience. 

10. Sampel daun yang digunakan untuk isolasi DNA diambil dari tunas tiap 

perlakuan.
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BAB II 

KAJIAN PUSTAKA 

2.1 Tumbuhan dalam Al-Qur’an 

Allah menciptakan tumbuhan dengan berbagai macam jenis, bentuk, 

warna, dan ukuran yang dapat dimanfaatkan oleh manusia. Dalam hal ini adalah 

tanaman Krisan (Dendranthema grandiflora Tzvelev). Sebagaimana dalam 

firman-Nya surah Thaha (ayat: 53) yang berbunyi: 

خۡرجَۡنَا بهِِ ۦ   
َ
مَا ءِ  مَا ء   فأَ نزَلَ مِنَ ٱلسَّ

َ
ا وسََلَكَ لَكُمۡ فيِهَا سُبُلٗ  وَأ رۡضَ  مَهۡد 

َ
ِي جَعَلَ لكَُمُ ٱلۡۡ ٱلََّّ

 ٥٣  َٰ ِن نَّبَاتٖ شَتَّّ ا مل َٰج  زۡوَ
َ
 أ

Artinya: “Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah 

menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari 

langit air hujan. Maka kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-

jenis dari tumbuhan-tumbuhan yang bermacam-macam” (Thaha/20: 

53). 

 

Ayat tersebut diatas ditafsirkan oleh Maraghi (1993) bahwa Allah 

menurunkan air hujan untuk menumbuhan berbagai jenis tumbuh-tumbuhan, 

seperti palawija, buah-buahan, dengan berbagai rasa, baik manis maupun asam. 

Allah SWT juga menyertakan berbagai manfaat dalam tumbuh-tumbuhan bagi 

manusia maupun bagi hewan.  ِِخۡرجَۡنَا به
َ
ا ۦ  فَأ َٰج  زۡوَ

َ
أ  mengandung arti bahwa Allah 

menciptakan segala sesuatu di dunia ini berpasang-pasangan. Syanqithi (2007) 

menafsirkan  َٰ بَاتٖ شَتَّّ  ,sebagai jenis tumbuhan yang bermacam-macam manfaat نَّ

bentuk warna, ukuran, bau, dan rasa. Sehingga dapat diartikan bahwa Allah 

menciptakan tumbuhan yang mempunyai berbagai macam manfaat. 
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Pertumbuhan dan perkembangan Krisan (Dendranthema grandiflora 

Tzvelev) tidak lepas dari kuasa Allah dalam setiap perubahan pertumbuhan dan 

perkembangan morfologi, warna, dan persentase tumbuhnya. Allah juga 

menegaskan dalam sebuah ayat yang terkandung dalam surat As-syu’ara ayat 7. 

Ayat ini merupakan perintah Allah kepada kita agar memperhatikan dengan 

seksama terhadap tumbuhan yang diciptakanNya, ayat tersebut berbunyi: 

رۡضِ لمَۡ يرََوۡاْ إلََِ  ۡوََ أ
َ
نۢبَتۡنَا فيِهَا ٱلۡۡ

َ
ِ زَوۡجٖ كَريِم   كَمۡ أ

  ٧ مِن كُل
Artinya: “dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya 

Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang 

baik?” (QS. As-Syu’ara: 7). 

 

Penafsiran dari ayat di atas terdiri dari 3 poin utama. Poin pertama pada 

lafadz  ِرۡض
َ
ْ إلََِ ٱلۡۡ وَ لمَۡ يرََوۡا

َ
نۢبَتۡنَا فيِهَا poin kedua , أ

َ
ِ زَوۡجٖ كَرِيم   dan poin ketiga , كَمۡ أ

 . مِن كُل

Adapun  ِرۡض
َ
وَ لمَۡ يرََوۡاْ إلََِ ٱلۡۡ

َ
نۢبَتۡنَا فيِهَا .mengandung makna perintah untuk meneliti  أ

َ
 كَمۡ أ

mengandung makna dunia tumbuhan. Dimana نۢبَتۡنَا
َ
 disertai dengan isim dlomir  ۡۡ أ

 yang berarti ada campur tangan antara Allah SWT dengan makhluknya. Yang  ناَ

dimana manusia sebagai khalifah di bumi ini juga mengambil peranan dalam 

pertumbuhan tumbuhan seperti halnya dalam penelitian ini induksi mutasi melalui 

kultur jaringan.   زَوۡجٖ كَريِم ِ
 mengandung makna bahwa segala sesuatu di dunia  مِن كُل

ini diciptakan berpasang-pasangan. Dalam hal ini di biologi sebagaimana contoh 

ialah ekologi yakni harus ada keseimbangan.    زَوۡجٖ كَريِم ِ
 menurut Al-Sheikh  مِن كُل

(2000) juga diartikan sebagai tumbuhan yang baik dan indah dipandang. Kalimat 
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di atas juga mengandung makna tumbuh-tumbuhan yang baik dapat diartikan 

sebagai tumbuhan yang bermanfaat. 

Kata (الى) pada firmanNya di awal ayat ini: (اولم يروا الي الارض), merupakan 

kata yang mengandung makna batas akhir. Ia berfungsi memperluas arah 

pandangan hingga batas kemampuannya memandang sampai mencakup seantero 

bumi, dengan aneka tanah dan tumbuhannya, serta aneka keajaiban yang 

terhampar pada tumbuh-tumbuhannya. Untuk kata (زوج) berarti pasangan tumbuh-

tumbuhan, karena tumbuhan muncul di celah-celah tanah yang terhampar di bumi, 

dengan demikian ayat tersebut mengisyaratkan bahwa tumbuh-tumbuhan pun 

memiliki pasangan-pasangan guna pertumbuhan dan perkembangannya (Shihab, 

2002). 

Kata (كريم) antara lain digunakan untuk menggambarkan segala sesuatu 

yang baik bagi setiap objek yang disifatinya. Tumbuhan yang paling baik, paling 

tidak adalah yang subur dan bermanfaat (Shihab, 2002). Mereka kaum yang 

kehilangan sarana berfikir, berani menentang Rasul, dan mendustakan Kitabnya, 

sedang Tuhannyalah yang telah menciptakan bumi dan menumbuhkan 

didalamnya tanaman dan buah-buahan dengan berbagai macam dan bentuknya 

(Ali, 1989). 

Allah memperingatkan akan keagungan dan kekuasaanNya. Jika orang-

orang melihat ciptaan Allah dengan hati dan mata mereka niscaya mereka 

mengetahui bahwa Allah adalah Dzat yang berhak untuk disembah, karena Allah 

Maha Kuasa atas segala sesuatu (Al-Qurthubi, 2009). Pada ayat lain, Allah juga 

menjelaskan tentang proses penciptaan tumbuh-tumbuhan yang ada di muka bumi 
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ini sebagaimana firman Allah yang tertera dalam surat Al-an’am ayat 95 yang 

menunjukkan kekuasaan dan kemampuan Allah dalam menciptakan sesuatu: 

َ ۞إنَِّ  ِ فاَلقُِ  ٱللَّّ ي مِنَ  ٱلمَۡيلتِِ وَمُُۡرجُِ  ٱلمَۡيلتِِ مِنَ  ٱلۡحََّ يُُۡرجُِ  ٱلنَّوَىَٰ  وَ  ٱلَۡۡبل َٰلكُِمُ  ٱلحَۡلِ ُ  ذَ َٰ  ٱللَّّ نََّّ
َ
فأَ

  ٩٥تؤُۡفكَُونَ 
Artinya: “Sesungguhnya Allah menumbuhkan butir tumbuh-tumbuhan dan biji 

buah-buahan. Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati dan 

mengeluarkan yang mati dari yang hidup. (yang memiliki sifat-sifat) 

demikian ialah Allah, Maka mengapa kamu masih berpaling?” (QS. Al-

an’am: 95). 

 

Muhammad bin Tsaur menceritakan dari Ma’mar, dari Qatadah tentang 

firman Allah “Menumbuhkan butir tumbuh-tumbuhan dan biji buah-buahan,” ia 

berkata Allah SWT mengeluarkan butir dan biji dari tumbuhan. Kemudian Ibnu 

Zaid ia berkata Allah SWT mengeluarkannya, lantas menumbuhkan tumbuhan 

darinya. Mengeluarkan an-nawat (biji), lantas mengeluarkan pohon kurma. Juga 

mengeluarkan habbah (butir) lantas mengeluarkan pepohonan yang 

diciptakannya. Allah SWT mengeluarkan yang hidup dari yang mati, dan yang 

mati dari yang hidup. Bahwa Dialah yang mengeluarkan butir dari tumbuh-

tumbuhan, dan biji dari pepohonan, sebagaimana Dia mengeluarkan yang hidup 

dari yang mati dan yang mati dari yang hidup (Ath-Thabari, 2008). 

Firman Allah SWT “ Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati,” 

Allah SWT menjelaskan bahwa Dialah yang mengeluarkan tangkai yang hidup 

dari butir yang mati, dan mengeluarkan butir yang mati dari tangkai yang hidup. 

Dia juga yang mengeluarkan pohon yang hidup dari biji yang mati, dan biji yang 

mati dari pohon yang hidup. tumbuhan ketika masih berdiri dan belum kering, 

dinamakan hayy (hidup), sedangkan jiika telah kering dan batangnya telah runtuh, 

dinamakan mayyit (mati) (Ath-Thabari, 2008). 
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Dalam ayat-ayat Al-an’am ini Allah kembali menerangkan dan 

menguraikan sebagian ayat-ayat penciptaan dengan jelas yang menunjukkan 

keesaan, kekuasaan, ilmu, dan kebijaksanaan Allah Ta’ala, kemudian menjelaskan 

makhluk hidup, makhluk mati, dan penciptanNya dalam urusan tumbuh-

tumbuhan. Dia mengeluarkan yang mati dari yang hidup, seperti mengeluarkan 

biji dan benih dari tumbuh-tumbuhan, telur dan nutfah dari hewan, az-Zajjaj 

mengatakan, Dia (Allah) mengeluarkan tumbuh-tumbuhan yang hijau segar dari 

biji yang kering, dan mengeluarkan yang kering dari tumbuh-tumbuhan yang 

hidup dan tumbuh (Al-Maragi, 1992). 

Penafsiran yang hakiki terhadap ayat: “Mengeluarkan yang hidup dari 

yang mati” adalah sebagaimana yang tampak sekarang. Bahwa yang hidup itu, 

tumbuh dengan mekar dari benda yang mati. Tuhan dengan kekuasaan dan 

kebijaksanaan yang sempurna adalah Allah yang menciptakan segala sesuatu, dan 

hanya Dia yang berhak diibadahi, tidak ada sekutu bagiNya. Kemudian mengapa 

kalian bisa dipalingkan dari ibadah kepadaNya, lalu kalian mempersatukan-Nya 

dengan yang tidak mempunyai kekuasaan sedikitpun untuk melakukan semua itu, 

seperti menumbuhkan biji dan benih (Al-Maragi, 1992). Dari penjelasan ayat 

diatas, didukung pula dengan sebuah hadist yang pernah disebutkan Rasulullah 

dalam doa berikut “Nabi Muhammad berdoa: “Ya Allah Tuhan langit dan bumi, 

dan tuhan segala sesuatu yang menumbuhkan butir tumbuh-tumbuhan dan biji 

buah-buahan” (HR. Muslim)”. 
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2.2 Bunga Krisan (Dendranthema grandiflora Tzvelev) 

2.2.1 Deskripsi Botani 

Tanaman krisan sebagai bunga hias di Indonesia digunakan sebagai bunga 

pot dan bunga potong. Bentuk bunga krisan yang biasa digunakan sebagai bunga 

potong dapat digolongkan menjadi beberapa tipe yaitu single, anemone, pompom, 

decorative, dan standar. Tipe single (tunggal) merupakan tipe bunga krisan yang 

mirip dengan bunga daisy, bunganya tersusun dari satu atau dua baris bunga pita 

dengan bunga cakram di tengahnya. Tipe anemone mirip dengan tipe single, akan 

tetapi cakram bunganya lebih lebar dan tebal, serta memiliki warna yang berbeda. 

Tipe pompon bunganya berupa susunan rangkaian bunga pita yang pendek dengan 

bunga cakram yang tidak nampak. Tipe decorative mirip dengan pompon tidak 

nampak bunga cakramnya. Tipe large flower (standar) merupakan bunga krisan 

yang memiliki diameter bunga yang besar yaitu 10.16 cm, cakram bunga tidak 

tampak, serta memiliki empat subdivisi yaitu incrurved, spider, spoon, dan lain-

lain (Rimando, 2001). 

Krisan sebagai bunga potong dibedakan menjadi dua tipe sesuai dengan 

budidaya dan permintaan pasar, yaitu tipe standar dan tipe spray. Tipe standar 

adalah tipe bunga krisan yang tunas terminalnya dipelihara pada satu batang, 

sedangkan tunas bunga lateralnya dibuang untuk menghasilkan satu bunga pada 

satu tangkai bunga dengan ukuran besar. Tipe spray adalah tipe bunga krisan yang 

seluruh tunas bunga lateralnya dibiarkan berkembang, akan tetapi bunga yang 

pertama berkembang dibuang agar tunas lateral yang tumbuh lebih banyak dan 

berukuran kecil (diameter 2-3 cm) pada satu tangkai bunga (Kofranek, 1992).  
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Menurut Rukmana dan Mulyana (1997) batang tanaman krisan tumbuh 

tegak, berstruktur lunak dan berwarna hijau jika dibiarkan tumbuh menerus batang 

menjadi keras (berkayu) dan berwarna kecokelat-cokelatan. Perakaran tanaman 

krisan dapat menyebar kesemua arah pada kedalaman 30-40 cm. Daun pada 

tanaman krisan merupakan ciri khas dari tanaman ini. Bentuk daun tanaman 

krisan yaitu bagian tepi bercelah atau bergerigi, tersusun berselang-seling pada 

cabang atau batang. Buah yang dihasilkan dari proses penyerbukan berisi banyak 

biji. Biji tersebut digunakan untuk bahan perbanyakan tanaman secara generatif. 

Biji krisan berukuran kecil dan berwarna cokelat sampai hitam. Menurut Hasyim 

dan Reza (1995) akar krisan mudah mengalami kerusakan akibat pengaruh 

lingkungan yang kurang baik dikarenakan akar tanaman krisan berjenis serabut. 

Klasifikasi ilmiah tanaman krisan menurut Turang et. al. (2007) adalah 

sebagai berikut:  

Kingdom : Plantae  

Divisi  :Spermatophyta  

Sub divisi : Angiospermae  

Kelas  : Dycotiledonae  

Ordo  : Asterales  

Famili  : Asteraceae  

Genus  : Chrysanthemum Syn Dendranthema  

Spesies : Chrysanthemum morifolium Syn Dendranthema grandiflora  

Tzvelev 
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Tanaman krisan merupakan tanaman hari pendek yang secara alamiah di 

daerah sub tropis akan mengalami pertumbuhan vegetatif pada hari panjang (long 

day) pada musim panas dan akan mengalami perkembangan generatif pada hari 

pendek pada musim gugur. Manipulasi panjang hari dibutuhkan krisan agar dapat 

berbungga sepanjang waktu dalam setahun. Indonesia memiliki periode peyinaran 

matahari rata-rata 12 jam, maka diperlukan penambahan penyinaran. Tambahan 

penyinaran yang diperlukkan tanaman krisan agar selalu dalam kondisi long day 

plant a 

dalah 4-5 jam dengan maksud memberikan perlakuan pemutusan masa 

gelap, selama 30 hari sejak awal tanam, atau sampai ketinggian batang tanaman 

sekitar 25-30 cm. Tanaman krisan memerlukan panjang hari lebih pendek dari 12 

periode kritisnya (14,5 jam) untuk berbunga, sehingga akan segera berbunga 

apabila panjang hari atau jumlah jam terang kurang dari suatu batasan tertentu 

(Martini, 2014). 

  

  

Gambar 2.1 a. Krisan Jayani (tipe bunga standar, bentuk bunga dekoratif) b. 

Krisan Elora (tipe bunga spray, bentuk bunga anemon) c. Krisan Sakuntala (tipe 

bunga dekoratif, jenis bunga Standar) d. Krisan Pompon Hijau (Baliti, 2014) 

a b 

c d 
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2.2.2 Krisan Varietas Pink Fiji 

Krisan varietas Pink Fiji termasuk ke dalam tipe standar dengan tipe 

bunga yang tunas terminalnya terdapat pada satu batang, sedangkan tunas bunga 

lateralnya dibuang untuk menghasilkan satu bunga pada satu tangkai bunga 

dengan ukuran besar (Kofranek, 1992). Merupakan jenis bunga krisan yang 

memiliki diameter bunga yang besar yaitu 10.16 cm, cakram bunga tidak tampak 

dan bunga tunggal, termasuk krisan introduksi (Rimando, 2001).  

  

Gambar 2.2 Krisan Varietas Pink Fiji a. Bunga Krisan b. Planlet Krisan 

(dokumentasi pribadi peneliti) 

 

2.2.3 Manfaat Bunga Krisan 

Bunga dari krisan sudah lama digunakan untuk mengobati berbagai 

penyakit seperti demam, sakit kepala, batuk dan gangguan penglihatan secara 

tradisional. Beberapa kandungan senyawa alami yang potensial seperti flavonoid, 

triterpenoid dan caffeoylquinic acid derivatives telah diisolasi pada beberapa 

penelitian sebelumnya. Senyawa-senyawa menunjukkan efek farmakologi yang 

sangat luas, diantaranya sebagai penghambat dari aktivitas enzim HIV-1 integrase 

dan aldose reductase, dan sebagai antioksidan, antiradang, anti-mutagenik dan 

anti-aktivitas alergi (Xie et. al., 2009). 

a b 
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2.2.4 Kandungan Senyawa Kimia 

Terdapat delapan senyawa flavonoid dan 58 senyawa volatil yang 

teridentifikasi. Diantaranya 4 senyawa flavonoid glukosida, yaitu vitexin-2-O-

rhamnosida, quercetin-3- galaktosida, luteolin-7-glukosida dan quercetin-3-

glukosida (Tabel 2.1). 

Tabel 2.1 Kandungan Flavonoid pada Ekstrak Bunga Krisan (C. Morifolium 

Ramat) 

 

Senyawa Flavonoid  Kadar (mg/gr) 

Vitexin-2-O- rhamnoside  0.10 ± 0.01 

Quercetin-3-galactoside  2.46 ± 0.02 

Luteolin-7-glucoside  50.59 ± 0.94 

Quercetin-3- glucoside  1.33 ± 0.09 

Quercitrin  21.38 ± 0.80 

Myricetin  2.13 ± 0.08 

Luteolin  5.22 ± 0.48 

Apigenin  0.70 ± 0.10 

Kaempferol  0.14 ± 0.02 

Total  83.95 ± 2.77 

Sumber : Sun et. al. (2010) 

 

2.3 Kultur Jaringan Tumbuhan 

2.3.1 Pengertian Kultur Jaringan 

Kultur jaringan merupakan istilah yang ditujukan pada budidaya secara in 

vitro terhadap berbagai bagian tanaman yang meliputi batang, daun, akar, bunga, 

kalus, sel, protoplas, dan embrio. Bagian-bagian tersebut seperti eksplan, diisolasi 

dari kondisi in vivo dan dikultur pada media buatan yang steril sehingga dapat 
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beregenerasi menjadi tanaman lengkap (Zulkarnain, 2009). Menurut Gunawan 

(1998) teknik kultur in vitro tumbuhan merupakan metode yang digunakan untuk 

mengisolasi bagian dari tanaman seperti protoplasma sel, sekelompok sel jaringan 

dan organ serta menumbuhkannya dalam kondisi aseptik, sehingga bagian-bagian 

tersebut dapat memperbanyak diri dan beregenerasi menjadi tanaman utuh. 

Menurut Yulianti (2010) kultur jaringan in vitro merupakan teknik 

perbanyakan dengan cara memperbanyak jaringan mikro tanaman yang 

ditumbuhkan secara in vitro menjadi tanaman yang sempurna dalam jumlah yang 

tidak terbatas. Yang menjadi dasar kultur in vitro ini adalah totipotensi sel, yaitu 

bahwa setiap sel dari organ tanaman mampu tumbuh menjadi tanaman yang 

sempurna bila ditempatkan di lingkungan yang sesuai. Menurut Azriati et al. 

(2010) kultur in vitro adalah suatu metode untuk mengisolasi potongan jaringan 

tanaman dari kondisi alami pada media nutrisi dalam kondisi aseptik, dimana 

potongan jaringan yang diambil mampu mengadakan pembesaran, pemanjangan, 

dan pembelahan sel serta membentuk suatu masa sel yang beum terdeferensiasi 

yang disebut kalus serta membentuk shootlet (tunas), rootlet (akar), atau plantlet 

(tanaman lengkap). 

Manfaat teknik kultur jaringan in vitro yang utama adalah perbanyakan 

klon atau perbanyakan dari tanaman yang sifat genetiknya identik satu sama lain. 

Di samping itu teknik kultur in vitro bermanfaat dalam beberapa hal khusus yaitu 

perbanyakan klon secara cepat, keragaman genetik, kondisi aseptik, seleksi 

tanaman, stok tanaman mikro, lingkungan terkendali, pelestarian plasma nutfah, 
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produksi tanaman sepanjang tahun, serta untuk memperoleh tanaman yang sulit 

diperbanyak secara vegetatif konvensional (Zulkarnain, 2009). 

Penerapan kultur in vitro tumbuhan mempunyai beberapa keuntungan 

dibandingkan dengan perbanyakan secara konvensional, diantaranya (Isda, 2009): 

a. Dapat dibentuk senyawa bioaktif dalam kondisi terkontrol dan waktu yang 

relatif lebih singkat 

b. Kultur in vitro terbebas dari kontaminasi mikroba 

c. Setiap sel dapat dihasilkan untuk memperbanyak senyawa metabolit sekunder 

tertentu 

d. Petumbuhan sel terawasi proses metabolismenya dapat diatur secara rasional 

e. Kultur in vitro tidak bergantung pada kondisi lingkungan seperti keadaan 

geografi, iklim, dan musim 

2.3.2 Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Kultur Jaringan Tumbuhan 

Faktor yang berpengaruh terhadap pertumbuhan dan perkembangan pada 

kultur in vitro yaitu eksplan, media tanam, kondisi fisik media, zat pengatur 

tumbuh, dan lingkungan tumbuh (Alitalia, 2008): 

1. Eksplan 

Eksplan merupakan sebutan bagi bahan yang dikulturkan (ditanam) , 

Harjadi (1989) menjelaskan bahwa bagian tanaman yang digunakan sebagai 

eksplan mencakup pucuk, irisan batang, daun, daun bunga, daun keping biji, akar, 

buah, embrio, meristem pucuk apikal (titik tumbuh), dan jaringan nuselar. Eksplan 

diusahakan harus dalam kondisi aseptik melalui sterilisasi dengan berbagai bahan 

kimia sehingga hanya terdapat satu organisme yang diinginkan (Gunawan, 1998). 
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2. Media 

Keberhasilan metode kultur in vitro bergantung pada media yang 

digunakan. Media tidak hanya menyediakan unsur hara (makro dan mikro) tetapi 

juga karbohidrat (gula) untuk menggantikan karbon yang biasanya diperoleh dari 

udara melalui fotosintesis. Hasil yang lebih baik akan diperoleh bila ke dalam 

media tersebut ditambahkan vitamin, asam amino, dan zat pengatur tumbuh 

(Gunawan, 1998). 

Banyak formulasi media, dimana masing-masing berbeda dalam hal 

kualitas komponennya. Satu diantara formulasi yang banyak digunakan adalah 

Murashige and Skoog (MS) yang telah ditemukan dan dipublikasikan oleh Toshio 

Murashige dan Skoog pada tahun 1962. Formulasi dasar mineral dari MS dapat 

digunakan untuk sejumlah tanaman dalam perbanyakan in vitro. Faktor penting 

yang lain yaitu pengaturan ph media, tingkat keasaman media harus diatur supaya 

tidak menganggu fungsi membran sel dan pH sitoplasma. Sel-sel tanaman 

membutuhkan pH yang sedikit lebih asam berkisar antara 5,5-5,8  (Alitalia, 2008). 

3. Zat Pengatur Tumbuh 

Zat pengatur tumbuh (ZPT) merupakan senyawa organik bukan nutrisi 

yang aktif dalam jumlah kecil (10-6-10-5 mM) yang disintesis pada bagian tertentu 

dari tanaman dan pada umumnya diangkut ke bagian lain tanaman, dimana zat 

tersebut menimbulkan tanggapan serta reaksi biokimia, fisiologis, dan morfologis. 

Dua golongan zat pengatur tumbuh yang penting dalam kultur in vitro yaitu 

auksin dan sitokinin. Zat pengatur tumbuh ini mempengaruhi pertumbuhan dan 

morfogenesis dalam kultur sel dan organ. Interaksi dan perimbangan antara zat 
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pengatur tumbuh yang diberikan dalam media dan yang diproduksi oleh sel secara 

endogen menentukan arah perkembangan suatu kultur (Gunawan, 1998). Hormon 

tumbuhan (fitohormon) merupakan senyawa organik yang disintesis di salah satu 

bagian tumbuhan dan dipindahkan ke bagian lain, pada konsentrasi yang sangat 

rendah mampu menimbulkan suatu respon fisiologis (Salisbury, 1995). 

4. Lingkungan Tumbuh 

Lingkungan dalam kultur in vitro berguna untuk mengatur proses-proses 

morfogenik tertentu seperti pembentukan pucuk dan akar, dan tidak untuk 

fotosintesis karena sumber energi bagi eksplan telah tersedia salam bentuk 

sukrosa. Cahaya juga penting dalam pengendalian perkembangan eksplan dan 

unsur-unsur cahaya yang perlu diperhatikan adalah kualitas cahaya, panjang 

penyinaran dan intensitas cahaya. Temperatur ruang kultur juga menentukan 

respon fisiologi kultur dan kecepatan pertumbuhannya. Dari hasil penelitian 

dijelaskan bahwa fotosintesis jaringan sebagian besar tergantung pada suplai 

sukrosa dari luar (medium kultur). Dalam hal ini cahaya sangat penting untuk 

fotomorfogenesis. Fotomorfogenesis merupakan proses menginduksi 

perkembangan tanaman dan tidak melibatkan energi cahaya dalam jumlah besar. 

Reaksi morfogenesis dibagi menurut tipe bagian spektrum yang menghasilkan 

respon. Respon yang utama adalah yang diinduksi oleh spektrum cahaya merah 

atau biru (Alitalia, 2008). 

Temperatur yang umum digunakan untuk kultur berbagai tanaman adalah 

± 20 oC. suhu yang terlalu rendah dapat menghambat pertumbuhan tanaman dan 

suhu yang tinggi dapat mematikan tanaman. Temperatur optimum tergantung 
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jenis tanaman, sedangkan temperatur normal berkisar antara 22 oC-28 oC 

(Santoso, 2004).  

2.4 Mutagen 

Salah satu cara untuk meningkatkan keragaman genetik dapat dilakukan 

melalui mutasi. Mutasi adalah perubahan dalam struktur gen baik yang terjadi 

secara spontan maupun secara buatan dengan menggunakan agensia fisik atau 

kimia. Program mutasi dilaksanakan apabila sumber gen untuk sifat ketahanan 

tidak terdapat pada plasma nutfah yang dimiliki (Nasir, 2002). Mutagen kimia 

terdiri atas agen alkilasi yang merupakan bahan kimia yang sangat kuat dan 

banyak digunakan dalam pemuliaan mutasi dan bahan kimia lainnya, mencakup 

analog basa Nitzchia, peroksida dan alkaloid tertentu yang memiliki sifat-sifat 

mutagenik. 

Aisyah (2006) menambahkan bahwa mutagen adalah wahana/agen yang 

dapat menyebabkan mutrasi. Mutagen dapat diklasifikasikan sebagai mutagen 

fisik, mutagen kimia, dan mutagen biologis. Mutagen fisik yaitu radiasi sinar x, 

sinar gamma, ultraviolet, dan neutron. Mutagen kimia diantaranya dari golongan 

alkylating agents seperti EMS (etil metana sulfonat), DES (Dietil sulfat), EL 

(etilenimin), dan juga kelompok analog-analog basanya. 

 

2.5 Induksi Mutasi 

Mutasi dapat terjadi secara spontan di alam (spontaneous mutation) dan 

dapat terjadi melalui induksi (induced mutation). Secara mendasar tidak terdapat 

perbedaan antara mutasi yang terjadi secara alami dan mutasi hasil induksi. 
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Keduanya dapat menimbulkan variasi genetik untuk dijadikan dasar seleksi 

tanaman. Mutasi induksi dapat dilakukan pada tanaman dengan perlakuan bahan 

mutagen tertentu terhadap organ reproduksi tanaman seperti biji, stek batang, 

serbuk sari, akar rizome, kalus dan sebagainya (Soeranto, 2003). Mutasi adalah 

perubahan pada sekuen nukleotida dari molekul DNA. Mutasi dapat menyebabkan 

perubahan yang tampak pada organisme, yang disebut sebagai perubahan fenotip 

(Brown, 1989). Organisme yang menunjukkan sifat fenotipe yang asli disebut tipe 

genotipe liar, sedangkan organisme yang telah mengalami mutasi disebut mutan. 

Berdasarkan kerusakannya, mutasi dibedakan menjadi dua yaitu mutasi 

struktur basa dan mutasi sekuen basa (Tobin dan Morel, 1997). Mutasi juga dapat 

dikelompokkan berdasarkan besarnya sekuen DNA yang berubah, yaitu pada 

tingkat genom, kromosom, dan gen. Pada kegiatan pemuliaan mutasi yang 

diinginkan adalah mutasi pada tingkat gen atau mutasi titik atau perubahan pada 

sejumlah kecil segmen kromosom. Hal ini disebabkan perubahan pada sejumlah 

besar segmen kromosom sering menimbulkan pengaruh negatif seperti 

berkurangnya fertilitas pada tanaman (Van Harten, 1998; Broetjes dan Van Harten 

1988). 

Mutasi merupakan salah satu metode pemuliaan untuk meningkatkan 

keragaman genetik tanaman. Salah satu teknologi alternatif untuk mendapatkan 

genotip baru melalui kultur in vitro. Keragaman genetik melalui kultur in vitro 

dapat dilakukan antara lain melalui keragaman somaklonal. (Evans dan Sharp, 

1983). 
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Aplikasi mutagen secara in vitro biasa digunakan dalam metode mutasi 

buatan seiring dengan keberhasilan aplikasi teknik perbanyakan in vitro pada 

berbagai jenis tanaman. Prinsip dasar mutasi in vitro adalah meningkatkan 

frekuensi variasi somaklonal (Maluszynski, 1990) dan meningkatkan efektivitas 

variasi somaklonal (Ahloowalia, 1995) sehingga keragaman genetik tanaman 

diharapkan akan meningkat. 

Teknik mutasi secara in vitro memiliki keunggulan antara lain mampu 

melibatkan sejumlah besar bahan tanam dan waktu yang dibutuhkan untuk 

mendapatkan mutan baru relatif lebih cepat dibandingkan teknik mutasi secara ex 

vitro (Ahloowalia, 1995). Kelebihan lainnya yaitu : 1) mutasi dapat dilakukan 

pada tingkat sel sehingga peluang untuk terjadinya khimera lebih kecil karena 

mutan yang dihasilkan berasal dari satu sel, 2) laju mutasi lebih tinggi karena 

masing-masing sel mengalami kontak langsung dengan mutagen, 3) dapat 

dilanjutkan dengan seleksi secara in vitro sehingga seleksi terhadap mutan 

menjadi lebih efisien (Chahal dan Gosal, 2006). 

 

2.6 Induksi Mutasi pada Krisan 

Tanaman krisan (Chrysanthemum cv. Inggrid) dengan bunga berwarna 

pink tua yang diberi perlakuan EMS 0.77 % (0.075 M) selama 1 jam 45 menit 

menghasilkan 5.2 % tanaman krisan mengalami perubahan warna mahkota bunga 

menjadi warna pink salmon, pink terang, perunggu, kuning, dan salmon, 

sedangkan 89.6 % lainnya memiliki fenotipe yang seragam (Latado et. al.,  2004). 
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Perubahan alur warna mahkota bunga krisan dapat dilihat pada Gambar 

2.6 Berdasarkan gambar tersebut dapat dilihat bahwa warna mahkota yang 

memiliki peluang lebih besar untuk mengalami perubahan warna setelah dimutasi 

yaitu warna merah jambu. Warna ini dapat berubah menjadi oranye, merah, putih, 

kuning, coklat dan perunggu. Warna kuning merupakan warna terakhir yang dapat 

dihasilkan dari mutasi krisan. Warna kuning memiliki peluang yang sangat kecil 

untuk berubah warna menjadi warna lain, perubahan mungkin terjadi dari 

intensitas warna kuning dari muda hingga pekat. 

 

Gambar 2.3 Alur Terjadinya Mutan Warna Bunga pada Krisan (Broertjes dalam 

Schum dan Preil, 1998). 

 

2.7 EMS (Etil Methanesulfonate) sebagai Mutagen 

Mutagen kimia lebih mudah tersedia dan kadang rasio mutan yang 

diinginkan lebih baik dibandingkan hasil iradiasi fisik. Untuk pemuliaan tanaman, 

kelompok bahan kimia yang banyak digunakan adalah dari kelompok alkylating 

agents. Senyawa ini mengandung satu atau lebih kelompok alkil reaktif yang 

dapat ditransfer ke molekul lain pada posisi dimana kerapatan elektronnya tinggi 

(Aisyah, 2006). 
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EMS merupakan jenis mutagen kimia yang paling potensial (Chopra, 

2005). Aisyah (2006) menyatakan bahwa diantara 30 sampai 40 mutagen kimia, 

salah satu mutagen yang paling kuat dan bermanfaat adalah EMS (Ethyl 

Methanesulfonate). Von Arnim (2005) menambahkan EMS banyak digunakan 

sebab toksisitasnya tidak terlalu tinggi (moderate toxicity), memiliki efektifitas 

yang tinggi untuk menginduksi banyak mutasi (multiple mutation) per genom dan 

biasanya mutasinya berupa substitusi satu basa.  

Hasil penelitian Greene et. al. (2003) pada tanaman arabidopsis 

menunjukkan 99 % mutasi yang terjadi akibat EMS (20-40 mM selama 10-20 

jam) adalah perubahan dari GC menjadi AT maupun AT menjadi GC. Intensitas 

mutasi cukup tinggi yaitu terjadi pada 1/3.000 kilo basa atau 10 mutasi per 

genom. 

 

Gambar 2.4 Struktur Kimia EMS ( Suzuki et. al., 1989). 

Tabel 2.2 Karakterisik EMS (National Toxicology Program, 2011) 

Karakter   Informasi 

Berat molekul   124.2 

Gravitasi spesifik   1.15 pada 22°C 

Titik leleh   <- 25°C 

Titik didih   213°C – 214°C pada 761 mmHg 

Kelarutan dalam air   135 g/L pada 25°C 

Tekanan uap   0.328 mmHg pada 25°C 
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EMS memiliki rumus kimia CH3-SO2-O-CH2-CH3 (Dale, 1989). Ethyl 

Methanesulfonate merupakan senyawa kimia yang dapat menyebabkan mutasi 

pada tingkat DNA dengan mengubah basa-basa DNA. EMS memiliki rumus 

kimia C3H8SO3 (Russell, 1992). Mutagen kimia EMS merupakan salah satu zat 

kimia yang termasuk dalam golongan agen alkilasi yang dapat menyebabkan 

mutasi titik. Mutasi titik terjadi pada sebuah basa yang dapat berupa insersi, 

delesi, transversi, atau transisi basa. Insersi dan delesi pada satu atau lebih basa 

dapat menyebabkan perubahan urutan pembacaan sehingga mengubah susunan 

asam amino. Transisi dan transversi menyebabkan perubahan ekspresi asam 

amino. EMS akan mengikatkan gugus etilnya pada DNA guanin (G) pada posisi 

7-N dan 6-O yang akan membentuk gugus O6-etilguanin. Terjadinya etilasi ini 

menyebabkan kesalahan pemasangan basa ketika replikasi, sehingga 

menyebabkan mutasi acak pada rantai DNA (Sambrook dan Russell, 2001). 

 

Gambar 2.5 Alkilasi oleh EMS pada posisi O-6 guanin dan posisi O-4 timin, 

sehingga terjadi kesalahan pasangan basa (mispairing) (AJF, 1999) 
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Ajijah (2009) menuliskan bahwa eksplan purwoceng yang diberi 

perlakuan EMS menunjukkan adanya peningkatan variasi fenotip tunas. Variasi 

yang muncul yaitu tangkai daun besar, daun veriegata dan albino. Frekuensi 

variasi fenotipe tunas paling tinggi diperoleh pada perlakuan EMS 0.5 % selama 1 

jam yaitu 12 % pada suhu kontrol dan 26.7 % pada suhu 23.3 ± 2.1 oC. 

 

2.8 Keragaman Somaklonal 

Keragaman somaklonal merupakan variasi genetik tanaman yang 

dihasilkan melalui kultur jaringan atau kultur sel, yang meliputi semua variasi 

genetik yang terjadi pada tanaman yang diregenerasikan dari sel yang tidak 

berdiferensiasi seperti protoplas, kalus ataupun jaringan (Larkin dan Scowcroft, 

1981). Variasi genetik akan diekspresikan pada tanaman regeneran dalam bentuk 

karakter-karakter varian. Variasi ini merupakan manifestasi mutasi dan akan 

diturunkan kepada keturunannya melalui perbanyakan vegetatif ataupun 

generative. Keragaman somaklonal dapat diamati melalui perubahan morfologi 

(lgnacimuthu et. al., 1997).  

 

Gambar 2.6 Keragaman pertumbuhan tunas in vitro Krisan Varietas Candra 

Kirana saat 9 MST pada berbagai lama perendaman EMS 0,77%. a-d : berturut-

turut perendaman EMS 0,77% 0, 90, 105, dan 120 menit. (Rahmah, 2011) 
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Gambar 2.7 Abnormalitas yang terjadi pada bentuk daun tanaman Krisan varietas 

Mighi dengan perlakuan EMS a. 0,02 % b. 0,03 % c. 0,04 % d. 

Kontrol dengan eksplan berupa potongan akar pada kondisi ex vitro 

(Kapadiya et. al, 2014) 

 

 

2.9 Analisis Variasi Genetik dari Marka Molekuler 

Pita DNA yang dihasilkan karena polimorfisme melalui elektroforesis 

dapat dianalisis untuk melihat keanekaragaman genetik dari suatu kelompok 

organisme. Analisis variasi genetik dapat dilakukan dengan cara membuat 

a 

d 

c 

b 
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kesepakatan biner, seperti jika ada pita pada suatu posisi berat molekul dianggap 

bernilai 1, jika tidak ada  bernilai  0.  Beberapa  program  statistik  khusus  yang  

dapat  digunakan  antara lain NT-Sys, Popgen, Arlequin dan Treecon. Masing-

masing  software digunakan sesuai dengan kebutuhan analisis (Suryanto, 2003). 

 

2.10 Penanda Molekuler 

Penanda molekuler atau penanda DNA merupakan suatu sekuen pendek 

DNA yang menunjukkan adanya polimorfisme antar individu yang berbeda dalam 

satu spesies. Penanda molekuler mempunyai tingkat polimorfisme yang sangat 

tinggi, jumlahnya tidak terbatas, tidak dipengaruhi oleh lingkungan, dan tingkat 

heritabilitasnya hampir 100%. Suatu penanda dikatakan efektif apabila dapat 

membedakan antara dua tetua yang berbeda genotipenya dan dapat dideteksi 

dengan mudah dalam populasi yang diuji (Wirnas 2005).  

Penanda molekuler akan menganalisis hubungan pada tingkat DNA 

sehingga perubahan yang tidak terlihat dengan penanda lainnya dapat diketahui. 

Hal ini bermanfaat untuk identifikasi suatu individu atau genotipe, derajat 

kekerabatan antar genotipe, adanya variasi genetika dalam suatu populasi 

tanaman, determinasi gen atau kompleks gen yang diinginkan dalam suatu 

genotipe spesifik, dan pengembangan varietas tanaman baru melalui transformasi 

(Brown et. al., 1996) 
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2.11 Penanda ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat)  

Teknik pengulangan urutan sederhana (ISSR) adalah metode berbasis 

PCR, yang melibatkan segmen DNA di antara dua daerah ulangan mikrosatelit 

identik dengan primer berulang yang berorientasi pada arah yang berlawanan. 

Teknik ini menggunakan mikrosatelit, sebagai primer dalam reaksi PCR primer 

tunggal yang menargetkan beberapa lokus genom antar-SSR dengan ukuran yang 

berbeda. Pengulangan mikrosatelit yang digunakan sebagai primer dapat 

dinukleotida, trinukleotida, tetranukleotida atau pentanukleotida. Primer yang 

digunakan dapat berupa unanchored (Guptaet al., 1994; Meyer et al., 1993; Wu et 

al., 1994) atau primer anchored posisi 3’ tau 5’ (Zietkiewiez et al., 1994). 

Primernya panjang (16-25 bp) menghasilkan polimorfisme yang lebih tinggi. 

Produk yang diamplifikasi (penanda ISSR) biasanya 200-2000 bp panjang dan 

dapat diperiksa dengan baik oleh elektroforesis gel agarose dan poliakrilamida 

(Reddy, 2002). 

Penanda ISSR  menghasilkan pita yang lebih polimorfisme daripada 

RAPD, bahkan 6.5 kali lebih tinggi disbanding RAPD karena panjang primer 

yang lebih panjang dari primer RAPD (Quian et al., 2001) lebih cepat  dan lebih 

mudah digunakan (Lanham &Brennan, 1999). Penanda ISSR merupakan dominan 

marker, tidak memerlukan desain primer karena bekerja secara acak. 
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Gambar 2.8 Skema ISSR dengan PCR Ket: Skema primer tunggal (AG)8, 

unanchored (a), anchored pada 3’ (b), anchored pada 5’ (c) dengan 

DNA target (TC)n (Reddy et al., 2002). 

 

 Penanda ISSR ini telah berhasil digunakan untuk mempelajari 

keragaman genetik pada teh (Mondal, 2002). ISSR menunjukkan polimorfisme 

yang cukup untuk membedakan antara berbagai kultivar krisan (Wolff et al., 

1995). ISSR berhasil menunjukkan keragaman genetik pada purwoceng (Rahmah, 

2013). ISSR berhasil mengetahi keragaman genetik pada strawberi (Hussein et al., 

2008). tiga 5’ primer anchored bisa membedakan 20 kultivar Brassica napus 

(Charters et al., 1996). ISSR adalah penanda pilihan untuk menilai 

keanekaragaman genetik cocoa (Charters & Wilkinson, 2000). ISSR mampu 

membedakan keragaman genetik Gloriosa superba L. yang diinduksi dengan 

mutagen(Selvarasu,2017).
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat 

 Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus – November 2017 di 

Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan CV Muria Sari Bumi dan di 

Laboratorium Genetika Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas 

Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. 

 

3.2 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini termasuk ke dalam penelitian eksperimental dengan 

Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari satu faktor yaitu, lama 

perendaman ke dalam Ethyl Methanosulfonate 0,77% yang terdiri dari 4 level 

sebagai berikut: 

a. J0 = 0 menit 

b. J1 = 90 menit 

c. J2 = 105 menit 

d. J3 = 120 menit 

Setiap perlakuan diulang sebanyak 6 kali, sehingga terdapat 24 unit 

percobaan. 

 

3.3 Variabel Penelitian  

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari 3 variabel yang 

meliputi: 1) variabel bebas, 2) variabel terikat dan 3) variabel terkendali. Variabel 
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bebas dalam penelitian ini adalah lama perendaman dengan Ethyl 

Methanosulfonate. Variabel terikat dalam penelitian merupakan variabel kualitatif 

yaitu: perubahan warna daun, bentuk daun, dan warna batang serta variabel yang 

dapat diukur yaitu: rata-rata tinggi tanaman, rata-rata jumlah tunas per eksplan, 

rata-rata jumlah daun per eksplan, rata-rata luas daun, dan frekuensi keragaman 

fenotipe, jumlah & panjang  produk  amplifikasi, dan persentase polimorfik. 

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah suhu, cahaya, medium MS, 

konsentrasi ZPT, dan pH. 

 

3.4 Alat dan Bahan 

3.4.1 Alat  

Alat–alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gelas ukur, cawan 

petri, batang pengaduk, botol kultur, alat–alat diseksi (scalpel, pinset, gunting), 

Laminar Air Flow (LAF), timbangan analitik (Virra), pipet, autoklaf, lampu 

bunsen, penyemprot alkohol, pH meter (Merk), lemari pendingin, rak kultur, Air 

Conditioner (AC), lampu, oven (Thermo scientific), kertas label, hot plate & 

magnetic stirrer (Nuova), alumunium foil (Sunshine), alat wrap plastik, rak kultur, 

kertas label, panci, kompor (Rinnai), Millipore 0,20 μm (Millex), alat suntik 

(Terumo), kapas, penggaris (Butter Fly), wadah nitrogen cair, mortar & alu, tube 

1,5  mL, inkubator , vortex (Thermo scientific), mikropipet, tip, spatula, centrifuge 

(Pico 17), nano drop (Micro-spectrofotmeter Nano 200-1002), mesin PCR (Bio-

RAD 580BR7730), cetakan agar, perangkat  elektroforesis  gel  agarosa (Bio-RAD 

Power Pac Basic 041BR 23783),  gel  tray,  sisir,  power  supply, plastik wrap, 
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UV transilluminator XR Universal Hodd II 76S/08491 (Gel  Doc), microwave U-

Rolux, botol  sterilisasi, botol larutan, plastik  klip, masker, sarung tangan, dan 

tissue. 

 

3.4.2 Bahan 

Bahan-bahan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini yaitu eksplan 

berupa dua mata tunas krisan (D. grandiflora Tzvelev) varietas Pink Fiji yang 

diambil dari plantlet berumur 1 bulan sepanjang 1 cm, Ethyl methanesulfonate 

(Sigma) sesuai konsentrasi, larutan natrium buffer fosfat ph 7 (Thermo scientific), 

DMSO (dimethyl sulfo-oxida) 4% (Sigma), aquades, media MS (Murashige and 

Skoog) (Ducefa Biochemie), 0,1 NaOH, 0,1 HCl, ZPT berupa BA (New Sunshine) 

dengan konsentrasi 0,5 mg/L, NAA (New Sunshine) dengan konsentrasi 0,025 

mg/L, aquades steril, spiritus, es balok, etanol 96 % (Lipi), dan alkohol 70 % 

(Lipi), alkohol 90 % (Lipi), karbol (wipol), formalin (Vetpack), daun tanaman 

krisan varietas Pink Fiji, nitrogen cair (Lipi), Blood-Animal-Plant Preparation Kit, 

ddH2O (Biolab Medika), Sampel hasil isolasi DNA, Primer (AG)8CT 

(Macrogen), PCR mix (taq polymerase, dNTPS, MgCl, dan buffer) (INtRON), gel 

agarose (Sciencepreneur), buffer TBE, DNA ladder (Promega), Loading dye 

(INtRON), dan DNA staining.  

Tabel 3.1 Sekuen primer ISSR yang digunakan (Rahmah, 2015) 

No Primer Sekuen 5’-3’ 

1 (AG)8CT AGAGAGAGAGAGAGAGCT 
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3.5 Prosedur Kerja 

3.5.1 Sterilisasi Alat  

Alat-alat dissecting set (scalpel, pinset, gunting), alat-alat gelas dan logam 

dicuci dengan detergen dan dibilas dengan air bersih beberapa kali dan kemudian 

dikeringkan. Alat-alat logam ditutup alumunium foil, sedangkan alat-alat gelas 

dan cawan petri dibungkus dengan kertas, kemudian disterilkan dalam autoclave 

dengan suhu 121º C selama 15 menit. Alat-alat dissecting set (scalpel, pinset, 

gunting) disterilisasi dengan alkohol 90% dan dibakar dengan nyala api spirtus 

setiap kali akan digunakan di LAF. 

3.5.2 Pembuatan Media MS  

Media yang digunakan adalah media 1 MS dengan penambahan ZPT adalah 

sebagai berikut: Media MS ditimbang sebanyak 4,43 gr, gula sebanyak 30 gr dan 

agar–agar 7 gr. Bahan–bahan seperti media MS, gula dan ZPT (NAA 0,025 mg/L 

dan BA 0,5 mg/L) dimasukkan ke dalam gelas beker dan diletakkan di atas hot 

plate. Aquades ditambahkan ke dalam gelas beker sampai volume 1 liter, 

kemudian diaduk dengan magnetic stirrer hingga homogen. pH diukur hingga 

mencapai 5,8 dengan pH meter, jika pH kurang dari 5,8 maka ditambahkan 

larutan NaOH 0,1 N dan jika pH lebih dari 5,8 maka ditambahkan HCl 0,1 N. 

Larutan dipindahkan ke dalam panci, diletakkan di atas kompor, kemudian 

ditambah dengan agar sebanyak 7 gr. Media dipanaskan dan diaduk hingga 

mendidih kemudian diangkat. Media diisikan kedalam 40 botol kultur masing-

masing sebanyak 25 ml. Botol kultur yang berisi media ditutup dengan 
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penutupnya. Botol berisi media MS diinkubasi dalam ruang inkubator selama 

minimal 3 hari. 

3.5.3 Pembuatan Larutan Ethyl Methanesulfonate 

 Pembuatan larutan EMS dilakukan dengan menggunakan larutan natrium 

buffer posfat pH 7 dan DMSO 4% sebagai pelarut. Terdapat konsentrasi yang 

akan digunakan, yaitu 0,77% dengan cara mengambil 0,77 ml EMS dan dijadikan 

100 ml dengan menambahkan buffer posfat pH 7. Sedangkan untuk kontrol tunas 

krisan langsung disubkultur pada media MS yang telah disiapkan sebelumnya. 

3.5.4 Sterilisasi Media dan Larutan EMS 

Media dalam botol kultur disterilkan dengan cara dimasukkan kedalam 

autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1,5 atm selama 15 menit dan larutan 

EMS disterilisasi dengan menggunakan millipore 0,20 μm. 

3.5.5 Sterilisasi Ruang Tanam  

Adapun langkah kerja dalam sterilisasi ruang tanam adalah : Lantai pada 

ruang inisiasi dipel dengan karbol yang telah dicampur dengan air. Lantai dipel 

dengan karbol murni. Meja LAF dibersihkan dengan alkohol 70% kemudian 

dinyalakan sinar UV selama 1 x 24 jam. Sinar UV dimatikan setelah 1 x 24 jam 

dan sebelum melakukan inisiasi dibersihkan lagi meja LAF dengan alkohol 70%. 

3.5.6 Perendaman Tunas pada Larutan Ethyl Methanesulfonate 

Tunas dipotong sesuai ukuran yang telah ditentukan yaitu 1 cm (memiliki 

dua mata tunas) dari botol krisan (D. grandiflora Tzvelev) varietas Pink Fiji, 

kemudian diletakkan pada cawan petri, dihitung dan dimasukkan ke dalam larutan 

EMS sesuai dengan perlakuan lama perendaman yaitu selama  90  menit,  105  
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menit,  dan  120  menit. Eksplan dikocok dengan menggunakan shaker 80 rpm 

agar larutan mengenai seluruh bagian tunas. 

3.5.7 Subkultur  

Eksplan tunas krisan (D. grandiflora Tzvelev) varietas Pink Fiji  yang 

telah direndam EMS kemudian dicuci dengan air steril sebanyak tiga kali selama 

15 menit. Selanjutnya eksplan ditanam di dalam media MS + NAA 0,025 mg/L 

dan BA 0,5 mg/L. Setiap botol kultur ditanam tiga eksplan. Setelah eksplan 

ditanam, botol ditutup. Botol kultur kemudian dipindahkan ke ruang kultur 

dengan kondisi ruang optimum (suhu 16 oC). 

3.5.8 Analisis Keragaman Genetik Tanaman Krisan Varietas Pink Fiji 

menggunakan Penanda ISSR 

1. Isolasi DNA  

Metode isolasi DNA dari daun krisan yang telah dimutasi dengan EMS 

secara in vitro berdasarkan protokol isolasi DNA dari Blood-Animal-Plant 

Preparation Kit Jena Bioscience adalah sebagai berikut:  daun tanaman krisan 

varietas Pink Fiji diambil daun mutan positif dari setiap tunas serta daun dari 

perlakuan kontrol dan ditambahkan nitrogen cair, digerus dengan 

menggunakan mortar hingga halus. Daun tanaman krisan varietas Pink Fiji 

yang telah halus ditimbang sebanyak 80 mg menggunakan neraca analitik, 

kemudian dimasukkan ke dalam tube berukuran 1.5 ml. Lysis Cell (serbuk 

daun ditambahkan 300 µl Lysis buffer dan 2 µl RNAse, vortex selama 60 

detik, tambah 8 µl Proteinase K dicampur dengan cara dipipet, inkubasi pada 

suhu 60oC selama 20 menit, ditunggu hingga dingin selama 5 menit, tambah 
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300 µl Binding Buffer dan vortex hingga tercampur, diletakkan dalam lemari 

es suhu 4oC selama 5 menit, sentrifus 10.000 rpm selama 5 menit). 

Column activation (letakkan spin column pada wash tube 2 ml, 

ditambahkan 100 µl Activation Buffer pada spin column, sentrifus 10.000 

rpm selama 30 detik, buang larutan pada tube 2 ml). Column Loading ( 

supernatan diletakkan pada spin column, sentrifus 10.000 rpm selama 1 

menit, buang larutan pada wash tube 2 ml). Primary washing (Washing 

Buffer sebanyak 500 µl dimasukkan ke dalam spin column, sentrifus selama 

30 detik, buang larutan pada bagian wash tube 2 ml). Secondary washing 

(Washing Buffer sebanyak 500 µl dimasukkan ke dalam spin column, 

sentrifus selama 30 detik, buang larutan pada bagian wash tube 2 ml, sentrifus 

10.000 rpm selama 2 menit untuk menghilangkan sisa Washing Buffer, ganti 

wash tube dan pindahkan spin column ke elution tube). Elution of DNA ( 

Elution Buffer sebanyak 50 µl ditambahkan ke dalam spin column, inkubasi 

pada suhu ruang selama 1 menit, sentrifus 10.000 rpm selama 2 menit, DNA 

siap disimpan pada suhu 4oC). 

2. Uji Kemurnian dan Konsentrasi DNA Secara Kuantitatif menggunakan 

Nano Drop 

Power supply dipastikan sudah terhubung. Alat dihidupkan dengan 

menekan tombol power di bagian belakang. Pilih menu “ACID” pada layar 

untuk analisis DNA menggunakan pointer. Pilih jenis asam nukleat yang akan 

dianalisis yaitu “DsDNA”. Upper pedestal dibuka, dibersihkan lower 

pedestal dan upper pedestal secara perlahan menggunakan tissue. Blank 
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diletakkan di atas lower pedestal sebanyak 2 µl, lower pedestal ditutup 

dengan menurunkan upper pedestal, klik “read blank” dan tunggu hingga 

muncul tulisan “measurement ready” pada layar. Upper pedestal dibuka dan 

dibersihkan bagian upper dan lower pedestal dengan tissue. Sampel 

diletakkan di atas lower pedestal dan ditutup secara perlahan kemudian klik 

“measure”. Hasil kemurnian dan kuantitas DNA akan muncul pada layar. 

Berikut rumus manual perhitungan apabila menggunakan spektrofotometer: 

Rumus menghitung kuantitas DNA 

⋋ 260 × 50 × faktor pengenceran 

Rumus menghitung kemurnian DNA 

⋋ 260

⋋ 280
 

3. PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Sampel DNA yang akan diamplifikasi diambil dari stok kerja DNA yang 

konsentrasinya tidak diencerkan. Untuk setiap tabung PCR berisi 12.5 µL 

campuran yang terdiri dari : 

Tabel 3.2 Komponen PCR dalam satu tabung untuk amplifikasi 

No Komponen PCR Konsentrasi 

Awal 

Volume 

(µl) 

Konsentrasi 

akhir 

1 PCR Master mix Soln 2x   7.5 1x 

2 Primer 100 pmol  1.5 8 pmol 

3 Nuclease free water   2.5  

4 DNA   1  

   12.5  
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Larutan tersebut dihomogenkan dan siap digunakan untuk proses 

running. Program running  PCR sebanyak 35 siklus dengan reaksi: 

predenaturasi 95°C selama 3 menit, denaturasi 95°C selama  1 menit, suhu 

annealing (primer 1 53°C, primer 2 54°C) selama 50 detik, elongasi 72°C 

selama 2 menit, dan terakhir post elongasi 72°C selama 4 menit. dan akhir 

dari seluruh siklus dikondisikan pada suhu tetap 4°C. Larutan sampel siap 

digunakan untuk proses elektroforesis. 

 

4. Elektroforesis 

DNA  hasil  amplifikasi  PCR  sebanyak  2µL ditambahkan 1µL Loading 

dye  diletakkan  pada  1%  gel agarose (Gel dibuat dengan melarutkan 0.4 gr 

agarosa pada 40 mL bufer TBE ditambah dengan DNA staining sebanyak 

3µL) kemudian dieletroforesis dengan gradasi waktu dan tegangan listrik 

yang ditentukan (100 volt 5 menit, 80 volt 10 menit, dan 60 volt 25 menit). 

Marker (DNA ladder) yang digunakan adalah 100 bp-1500 bp Promega dan 1 

Kb Promega masing-masing sebanyak 3 µl dan divisualisasikan pada UV 

transiluminator. 

 

3.5.9 Pengamatan  

Pengamatan keragaman fenotip dilakukan secara non destruktif selama 4 

MST (Minggu Setelah Tanam) dan pengamatan kergaman genetik dilakukan 

secara destruktif. Parameter yang diamati dan diukur adalah: 
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1. Parameter Keragaman Fenotip 

1.1 Parameter Kualitatif 

a. Perubahan warna dan bentuk daun 

b. Perubahan ukuran batang 

c. Perubahan warna kalus 

1.2 Parameter Kuantitatif 

a. Rata-rata tinggi tunas 

Kriteria tinggi tanaman yang diukur yaitu mulai batang paling bawah 

hingga ke bagian paling atas. Pada proses pengukuran, tanaman tidak  

dikeluarkan  dari  botol  kultur,  sehingga  digunakan  penggaris  yang 

ditempel pada botol kultur. Diukur pada minggu ke 4. 

b. Rata-rata jumlah tunas per eksplan 

Pengamatan ini dilakukan pada minggu ke 4 dengan menghitung jumlah 

tunas yang terbentuk pada tiap eksplan. 

c. Rata-rata jumlah daun per eksplan 

Kriteria jumlah daun yang dihitung adalah semua daun yang membuka 

penuh yang terbentuk pada tiap eksplan. Diamati pada minggu ke 4. 

d. Rata-rata luas daun 

Kriteria luas daun yang dihitung adalah semua daun yang membuka 

penuh yang terbentuk pada tiap eksplan. Diamati pada minggu ke 4. 

e. Frekuensi Keragaman Fenotipe 

Frekuensi keragaman fenotipe dinyatakan dalam persen dan dihitung 

berdasarkan semua variabel pengamatan yang berbeda dari kontrol (warna 
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kalus, warna dan bentuk daun, serta ukuran batang)  dibagi dengan total 

eksplan. Dinyatakan dalam rumus sebagai berikut. 

Frek KF (%) =
Σ  esplan yang berbeda dari kontrol

Σ eksplan yang diamati
x 100 

2. Parameter Keragaman Genetik 

Parameter keragaman genetik yang diamati yaitu jumlah &                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

panjang produk  amplifikasi,  dan persentase polimorfik. 

3.5.10 Analisis Data 

Data pengamatan berupa data kualitatif dan kuantitatif. Data kualitatif 

berupa pengamatan visual hasil kultur disajikan secara deskriptif. Data kuantitatif 

berupa data perlakuan terhadap keragaman fenotip dianalisis menggunakan uji 

statistik ANOVA One Way bila terdapat perbedaan nyata maka dilanjutkan uji 

DMRT pada taraf 5 %. Analisis keragaman genetik  dilakukan  dengan  

pemberian  skor  untuk  pita-pita yang  muncul. Skor 1 diberi untuk pita yang 

muncul dan  untuk  pita yang tidak muncul diberi skor 0, kemudian data skoring 

dianalisis menggunakan PAST (Palaeontological Statistics) untuk analisis 

keragaman genetik yaitu jarak genetik dan dendogram.
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Pengaruh Lama Perendaman dalam EMS 0.77% terhadap Keragaman 

Fenotipik 

4.1.1 Keragaman Fenotipik secara Kuantitatif  

Parameter  kuantitatif yang  diamati  dalam  penelitian  ini  adalah  rata-

rata tinggi tanaman, rata-rata jumlah tunas per eksplan, rata-rata jumlah daun per 

eksplan, luas daun dan frekuensi keragaman fenotipe. Berdasarkan hasil  analisis  

varian  (ANAVA) menunjukkan bahwa semua parameter yang diamati  memiliki 

hasil F hitung > F tabel 5% yang berarti terdapat pengaruh lama perendaman EMS 

0.77% terhadap pertumbuhan tanaman. Hasil yang berbeda nyata tersebut 

selanjutnya dilakukan  uji  lanjut  Duncan  Multiple  Range  Tests  (DMRT)  5%  

yang  disajikan pada tabel 4.1. 

Tabel 4.1. Rekapitulasi Pengaruh Lama Perendaman EMS 0.77% terhadap 

Seluruh Peubah Kuantitatif 

Perlakuan Tinggi 

Tanaman (cm)  

Luas Daun 

(cm) 

Jumlah 

Tunas 

Jumlah Daun 

0 menit 4.3333b .1700b 1.1667a 7.1667a 

90 menit 3.2167b .1500ab 3.1667bc 18.3333b 

105 menit 3.3833b .1200ab 3.8333c 18.3333b 

120 menit 1.7667a .1017a 1.8333ab 8.0000a 

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf notasi DMRT (5%) yang sama tidak berbeda nyata 

 

Respon tanaman krisan varietas Pink Fiji yang diberi perlakuan lama 

perendaman EMS 0.77% selama 0 menit- 105 menit memiliki kecenderungan 

yang sama pada variabel pengamatan tinggi tanaman dan luas daun. Perendaman 
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0 menit-105 menit tidak mengalami perubahan tinggi tanaman dan luas daun. 

Perendaman selama 120 menit menghasilkan tinggi tanaman dan luas daun 

terendah. Pada perlakuan perendaman selama 90 menit dan 105 menit 

berpengaruh pada peningkatan jumlah tunas dan daun dibandingkan dengan 

perlakuan kontrol, sedangkan pada perlakuan lama perendaman selama 120 menit 

sama dengan kontrol yang berarti tidak ada pengaruh lama perendaman 120 menit 

terhadap variabel tersebut.  

Hasil penelitian menunjukkan secara umum lama perendaman lebih dari 

105 menit cenderung bersifat negatif, semakin lama perendaman maka akan 

menghambat pertumbuhan tanaman krisan. Hal tersebut sesuai dengan hasil 

penelitian Rustini (2014) bahwa semakin lama perlakuan perendaman dengan 

EMS 1% selama 9 dan 12 jam semakin signifikan terjadinya penurunan tinggi 

tanaman cabai rawit dibandingkan dengan kontrol. Hal ini serupa dengan hasil 

penelitian Jabeen dan Mirza (2004) yang melakukan induksi mutasi pada cabai 

besar dengan EMS 0,1% selama 6 jam, menghasilkan mutan kerdil. Menurut Gaul 

(1977) menurunnya tinggi tanaman merupakan salah satu fenomena yang biasa 

terjadi pada tanaman yang diperlakukan mutagen. Perubahan yang terjadi pada 

morfologi tanaman akibat perlakuan EMS seperti hasil penelitian pada tanaman 

stroberi yang diberi EMS menghasilkan ukuran daun yang lebih kecil daripada 

tanaman kontrol (Murti et al., 2013).  

Perlakuan EMS 1% selama 9 jam menghasilkan tanaman yang paling 

tinggi, jumlah cabang paling banyak, dan jumlah daun paling banyak. Dapat 

dikatakan perlakuan EMS 1% selama 9 jam efektif untuk tinggi tanaman, jumlah 
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cabang dan jumlah daun tanaman cabai merah dibandingkan lama perendaman 12 

jam. Sedangkan untuk jumlah buah cabai merah menunjukkan peningkatan 

jumlah buah pada perlakuan EMS 1% selama 6 jam  dibandingkan dengan 

tanaman kontrol. Jika dibandingkan pada masing-masing perlakuan, tingkat 

penyerapan jumlah mutagen yang terjadi akan berbeda-beda sehingga fluktuasi 

nilai perubahan pada setiap perlakuan akan berbeda (Manzila et al., 2010) 

Rahmah (2011) melaporkan bahwa lama perendaman EMS 0.77 % pada 

varietas Candra Kirana dan Puspita Asri menyebabkan tinggi tanaman dan jumlah 

daun pada lama perendaman 90 menit mengalami penurunan dibandingkan 

kontrol, kemudian lama perendaman 105 dan 120 menit mengalami peningkatan. 

Semakin lama perendaman menyebabkan semakin banyak jumlah tunas pada 

varietas Candra Kirana dibandingkan dengan kontrol, sementara pada varietas 

Puspita Asri tidak mengalami perubahan dari perlakuan kontrol  .  

Keragaman yang disebabkan oleh mutagen EMS berbeda pada tiap spesies 

bahkan varietas. Dapat berakibat positif dan negatif bergantung pada konsentrasi 

dan lama perendaman yang diberikan dikarenakan perbedaan materi genetik dan 

toleransi dalam merespon mutagen. Hal tersebut diduga karena EMS merupakan 

mutasi titik sehingga menyebabkan perubahan pengenalan basa pengkode protein, 

yang seharusnya terbentuk untuk mengkode suatu protein tertentu menjadi tidak 

terbentuk/ tidak terekspresi, bahkan yang sebelumnya tidak terekspresi menjadi 

terekspresi. Mutasi yang diakibatkan oleh EMS secara acak sehingga tidak dapat 

dikendalikan mutasi yang menguntungkan dan yang merugikan. 
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4.2 Keragaman Fenotipe pada Planlet 

Hasil pengamatan pada warna kalus mengalami perbedaan setelah diberi 

perlakuan lama perendaman EMS 0.77 %. Penelitian ini menunjukkan bahwa 

semakin lama perendaman eksplan dengan EMS 0.77 % maka kalus menjadi 

hijau. Kalus pada tanaman kontrol berwarna coklat kehitaman sedangkan kalus 

pada perlakuan EMS 0.77 % selama 90 menit cenderung berwarna hijau, lama 

perendaman 105 menit cenderung berwarna hijau kekuningan, kemudian kalus 

pada lama perendaman 120 menit berwarna hijau kecoklatan (Gambar 4.1). 

 

Gambar 4.1 Respon warna kalus dari perlakuan lama perendaman dengan EMS 

0.77% (a) 0 menit (coklat), (b) 90 menit (hijau), (c) 105 menit (hijau 

kekuningan), (d) 120 menit (hijau kecoklatan) 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan diperoleh hasil bahwa 

pada perlakuan lama perendaman dengan EMS 0.77% 0 menit warna kalus 

didominasi dengan warna coklat sebesar 44.5%, perlakuan lama perendaman 90 

menit didominasi oleh kalus berwarna hijau sebanyak 72%, kemudian lama 

perendaman 105 menit didominasi kalus berwarna hijau kekuningan sebanyak 

67%, dan lama perendaman 120 menit didominasi kalus berwarna hijau 

kecoklatan sebanyak 67% (Tabel 4.2). 
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Tabel 4.2 Frekuensi Keragaman Warna Kalus pada Perlakuan Lama Perendaman 

EMS 0.77 % 

Perlakuan Lama 

Perendaman 

EMS 0.77% 

Warna Kalus (%) 

Coklat Hijau  Hijau 

kekuningan 

Hijau 

Kecoklatan 

0 menit (kontrol) 44.5 33.5 11 11 

90 menit 0 72 17 11 

105 menit 7 13 67 13 

120 menit 0 22 11 67 

 

Kalus yang berwarna hijau kecoklatan kebanyakan merupakan kalus yang 

tidak memiliki tunas, diduga semakin lama perendaman EMS 0.77% 

menyebabkan bertambahnya toksisitas sehingga eksplan tidak dapat membentuk 

tunas. Junaid et al. (2008) melaporkan bahwa pada lama perendaman tertentu 

EMS secara in vitro dapat meningkatkan induksi kalus. Qosim et al. (2012) 

melaporkan bahwa perlakuan EMS konsentrasi 0,2% selama 12 jam semua 

eksplan tidak dapat beregenerasi membentuk tunas. Hal ini sesuai dengan 

penelitian Resti et al. (2009), perlakuan EMS dapat mendorong pembelahan sel 

tanaman, namun semakin tinggi konsentrasi dan semakin lama perendaman EMS 

yang digunakan, maka dapat menyebabkan kematian pada sel tanaman. 

Menurut penelitian Sarker dan Biswas (2002); Dhanavel et al. (2008), 

aplikasi EMS dapat mempengaruhi terjadinya penghambatan pada pembelahan 

sel. Penghambatan pada sel secara berturut-turut mengakibatkan terjadinya 

kematian sel tanaman yang disebabkan karena mutagen kimia secara langsung, 

yaitu melalui perendaman yang bersifat toksik sehingga mengakibatkan sel tidak 

mampu berpoliferasi membentuk tunas. Perlakuan EMS yang bersifat sebagai 
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agen pengkelat dapat menyebabkan terjadinya mutasi titik, sehingga mereduksi 

sifat fertilitas, penghambatan kemampuan jaringan membentuk tunas dan pada 

akhirnya hasil mengalami kematian  (Greene et al. 2003). 

Keragaman fenotipik akibat lama perendaman EMS 0.77% juga diamati 

berdasarkan warna, ukuran, serta bentuk pada daun dan batang. Pengamatan 

fenotipik juga dilakukan dengan mengamati  batang membesar, serta bentuk 

planlet yang roset (Gambar 4.2). 

 

Gambar 4.2 Perbedaan pertumbuhan tanaman Krisan Varietas Pink Fiji 4 Minggu 

Setelah Tanam Perlakuan Perendaman a. Kontrol (0 menit), b. 90 menit, c. 105 

menit bentuk sebagian roset dan sebagian normal, d. 120 menit berbentuk roset. 

 

 

Gambar 4.3 Bentuk daun (A) perlakuan kontrol dan (B) bentuk daun memanjang 

pada perlakuan 90, 105, dan 120 menit 

 

Hasil aplikasi EMS 0.77% selama 90 menit cenderung membentuk daun 

berbentuk bulat seperti pada perlakuan kontrol dan sebagian susunan daun roset. 
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Sedangkan pada perlakuan lama perendaman 105 menit menghasilkan tunas yang 

lebih banyak dengan susunan daun yang roset, daun berbentuk variatif, ada yang 

berbentuk bulat dan ada yang memanjang. Pada perlakuan EMS selama 120 menit 

menghasilkan jumlah tunas yang lebih banyak dibandingkan dengan kontrol, 

dengan susunan daun roset dan bentuk daun variatif ada yang bulat seperti kontrol 

namun lebih lebar dan ada yang memanjang. Variasi yang terjadi diduga 

dikarenakan perlakuan mutasi pada penelitian ini menggunakan tunas yang terdiri 

dari banyak sel, sehingga ketika diberi perlakuan mutasi respon tiap sel berbeda 

dan terbentuk keragaman dalam satu planlet. Keragaman juga ditemukan pada 

ukuran batang yang lebih besar pada lama perendaman EMS selam 120 menit 

dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan lama perendaman 90 menit dan 105 

menit menghasilkan ukuran batang yang variatif ada yang lebih besar dan ada 

yang sama dengan kontrol. 

Perlakuan lama perendaman dengan EMS 0.77% selama 105 dan 120 

menit menunjukkan kecenderungan memiliki gejala warna daun klorosis. Vagera 

et al. (2004) juga melaporkan bahwa EMS 20mM telah menginduksi 50% mutan 

defisiensi klorofil termasuk albino dan non-albino pada tanaman barley kultivar 

Nodum. Rahmah (2011) menyatakan bahwa lama Perendaman EMS 0.77% 

menyebabkan respon linear yang menurun terhadap jumlah kloroplas tanaman. 

Namun pada penelitian ini tidak ditemukan adanya variegata maupun albino, hal 

tersebut mungkin dikarenakan jumlah ulangan kurang banyak sehingga peluang 

munculnya mutasi belum semua terlihat. Frekuensi keragaman fenotipe dapat 

dilihat pada tabel 4.3. 
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Tabel 4.3 Frekuensi Keragaman Fenotipe Planlet dalam Persen 

Lama 

Perendaman 

EMS 0.77% 

Daun 

memanjang 

(%) 

Tangkai 

Daun Besar 

(%) 

Daun Roset 

(%) 

0 menit 0 0 0 

90 menit 28 11 39 

105 menit 67 67 60 

120 menit 83 100 83 

 

4.3 Analisis Keragaman Genetik Berdasarkan Penanda ISSR 

4.3.1 Isolasi DNA 

 Analisis DNA dimulai dengan melakukan isolasi DNA total dari daun  

tanaman krisan varietas Pink Fiji dengan menggunakan Blood-Animal-Plant DNA 

preparation kit JENA Bioscience. Kelebihannya yaitu kit persiapan DNA Blood-

Animal-Plant berbasis kolom spin dirancang untuk isolasi DNA genom yang 

cepat dan tinggi dari seluruh darah, sel hewan dan jaringan tanaman. Metode 

berbasis kolom spin sepenuhnya menghilangkan penghambat PCR seperti kation 

dan protein sehingga menghasilkan preparasi DNA genomik dengan kemurnian 

tinggi. Tidak ada penggunaan fenol atau kloroform, penanganannya aman dan 

tidak menghasilkan limbah berbahaya. 

 Alasan digunakan organ daun dari tanaman karena bagian ini lebih 

mudah diekstrak secara teknik daripada bagian tanaman lainnya seperti akar, 

batang dan biji. Pemilihan daun muda untuk isolasi DNA karena daun muda 

memiliki  tekstur yang lunak dibandingkan daun tua sehingga lebih mudah untuk 
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dihaluskan.  Selain itu, kandungan polisakarida, polifenol dan metabolit sekunder 

lebih sedikit  daripada daun tua sehingga diharapkan hasil isolasi DNA bisa lebih 

murni  (Syafaruddin, 2011). Hasil uji kualitatif DNA dengan elektroforesis dapat 

dilihat pada gambar 4.4. 

 

Gambar 4.4 Hasil elektroforesis DNA genom Krisan.  M merupakan marker 

10000 bp. Keterangan sumur : lama perendaman EMS 0.77% selama (1) 

0 menit,  (2) 90 menit, (3) 105 menit dan (4) 120 menit. 

 

Berdasarkan gambar 4.4 diperoleh hasil bahwa panjang pita DNA adalah 

10.000 bp dan ketebalan pita DNA yang paling tipis adalah pada sampel nomor 4 

yaitu perlakuan lama perendaman dengam EMS 0.77% selama 120 menit 

menunjukkan konsentrasi DNA yang paling sedikit dibandingkan dengan sampel 

lainnya.  Uji kualitas DNA dengan elektroforesis tersebut sesuai dengan hasil uji 

kuantitatif DNA menggunakan nano drop (tabel 4.8). Berdasarkan uji kuantitatif 

diketahui bahwa konsentrasi DNA hasil isolasi berkisar antara 38.92 sampai 

122.51 ng/µl. Sampel nomor 4 memiliki konsentrasi DNA yang paling sedikit 
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yaitu 38.92 ng/µl, sampel nomor 1 80.51 ng/µl, sampel nomor 3 103.90 ng/µl, 

sampel nomor 2 memiliki konsentrasi DNA yang paling tinggi diantara sampel 

lainnya yaitu 122.51  ng/µl. 

Gambar 4.4 selain menunjukkan ketebalan pita DNA juga menunjukkan 

terjadinya smear pada pita DNA. Pada hasil elektroforesis diketahui bahwa masih 

terdapat smear pada semua sampel. Smear pita yang paling tebal dimiliki oleh 

sampel 2, kemudian sampel 3. Sedangkan sampel 4 dan 1 memiliki smear yang 

lebih tipis. Semakin sedikit atau tidak ada smear menunjukkan semakin baik 

kualitas DNA.  

Pita DNA yang tebal dan mengumpul (tidak menyebar) menunjukan 

konsentrasi yang tinggi dan DNA total yang diekstrak dalam kondisi utuh. 

Sedangkan, pita DNA yang terlihat menyebar menunjukan adanya ikatan antar 

molekul DNA yang terputus pada saat proses ekstraksi berlangsung, sehingga 

genom DNA terpotong menjadi bagian-bagian yang lebih kecil. Terputusnya 

ikatan antar molekul tersebut dapat disebabkan oleh adanya gerakan fisik yang 

berlebihan yang dapat terjadi dalam proses pemipetan, pada saat dibolak-balik 

dalam ependorf, disentrifus atau karena temperatur yang terlalu tinggi (Irmawati, 

2003). 

Kemurnian DNA genom dari hasil elektroforesis dikonfirmasi dengan uji 

kuantitatif menggunakan nano drop dapat dilihat pada tabel 4.8.  
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Tabel 4.4 Pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA hasil ekstraksi. 

No. Perlakuan lama 

perendaman EMS 

0.77% 

Abs260 Abs280 260/280 Konsentrasi 

DNA (ng/µl) 

1. 0 menit 0.44 0.30 1.48 80.51 

2. 90 menit 2.08 1.58 1.32 122.51 

3. 105 menit 0.73 0.56 1.31 103.90 

4. 120 menit 0.78 0.40 1.92 38.92 

 

Kemurnian DNA hasil isolasi berkisar antara 1,31 sampai 1.92. Sampel 

DNA yang murni adalah sampel nomor 4 yaitu 1.92. Sampel nomor 2 dan 3 

memiliki kemurnian DNA yang hampir sama yaitu 1.32 dan 1.31, sedangkan 

sampel nomor 1 yaitu 1.48 Kemurnian DNA di bawah 1.8 menunjukkan adanya 

kontaminan protein dan fenol. Apabila kemurnian DNA melebihi 2 menunjukkan 

adanya kontaminan RNA. Hal tersebut dikarenakan pita DNA/RNA dapat 

menyerap cahaya UV pada 260 nm, sedangkan kontaminan protein atau fenol 

akan menyerap cahaya pada 280 nm. Berdasarkan hasil uji kualitatif dan 

kuantitatif DNA, maka analisis DNA dapat dilanjutkan ke tahap amplifikasi. 
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4.3.2 Amplifikasi DNA Berdasarkan Penanda ISSR (Inter Simple Sequence 

Repeat) 

 Amplifikasi DNA dengan ISSR ini mengunakan 1 primer yaitu (AG)8CT 

(Gambar 4.5). 

     

Gambar 4.5 Profil DNA hasil amplifikasi DNA dengan primer (AG)8CT terhadap 

tanaman kontrol dan hasil mutasi dengan EMS 0.77%. Keterangan M= 

marker 100bp, lama perendaman EMS 0.77% selama 0 menit (sampel 1), 

90 menit (sampel 2), 105 menit (sampel 3), 120 menit (sampel 4). 

 

Amplifikasi DNA dengan primer (AG)8CT menghasilkan 7 pita 

polimorfisme. Sampel 1 memiliki pita dengan ukuran 90 bp, 230 bp, 300 bp, dan 

610 bp. Sampel 2 memiliki pita dengan ukuran 230 bp, 180 bp, dan 140 bp. 

Sampel 3 memiliki pita dengan ukuran 180 bp dan 230 bp. Sampel 4 memiliki 

pita dengan ukuran 180 bp dan 420 bp. Pita yang muncul pada perlakuan induksi 

mutagen menunjukkan adanya sekuen DNA genom yang unik dan hanya dimiliki 

oleh tanaman yang diberi perlakuan mutasi. 

Pita DNA yang baru ditunjukkan oleh munculnya pita DNA pada tanaman 

yang diberi perlakuan mutasi. Berdasarkan profil DNA pada gambar 4.5 diketahui 
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bahwa primer (AG)8CT dinilai dapat mendeteksi keragaman genetik baru pada 

tanaman krisan hasil mutasi melalui perlakuan lama perendaman EMS 0.77% 

ynag menghasilkan 100% pita DNA polimorfisme. Perlakuan lama perendaman 

dengan EMS 0.77% selama 90 menit memiliki pita DNA baru pada panjang 140 

bp dan 180 bp. Perlakuan lama perendaman 105 menit memiliki pita DNA baru 

pada posisi 180 bp. Pada perlakuan lama perendaman 120 menit memiliki pita 

baru pada posisi 180 bp dan 420 bp sedangkan pita DNA lama tidak nampak. 

Perbedaan ukuran pita DNA menunjukkan telah terjadi perubahan basa 

nitrogen sebagai akibat mutasi oleh EMS 0.77% sehingga primer yang semula 

menempel pada situs tertentu, karena situs tersebut berubah menjadi tidak bisa 

dikenali oleh primer tersebut kemudian primer tersebut menempel pada situs yang 

baru. Situs baru yang terbentuk hasil mutasi dikenali oleh primer sehingga 

menghasilkan pita DNA yang baru (polimorfisme). Menurut Sambrook dan 

Russell (2001) EMS akan mengikatkan gugus etilnya pada DNA guanin (G) pada 

posisi 7-N dan 6-O yang akan membentuk gugus O6-etilguanin. Terjadinya etilasi 

ini menyebabkan kesalahan pemasangan basa ketika replikasi, sehingga 

menyebabkan mutasi acak pada rantai DNA sehingga terjadi polimorfisme. 

Pita DNA dengan panjang basa yang berbeda diakibatkan oleh sekuen 

DNA yang berbeda sehingga ketika mengalami proses translasi akan 

menghasilkan kode protein yang berbeda. Sekuen DNA tersebut merupakan 

informasi genetik yang terdapat di dalam gen struktural yang diekspresikan 

melalui proses transkripsi dan translasi sehingga menghasilkan asam amino yang 

terangkai menjadi polipeptida  (protein) dengan berbagai fungsi dalam 
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metabolisme. Fenotip dan proses metabolisme individu ditentukan oleh protein-

protein tersebut, sehingga adanya variasi yang nampak adalah merupakan indikasi 

bervariasinya protein-protein yang dimiliki oleh tanaman tertentu (Liu et al., 

2006). 

Pita DNA hasil amplifikasi dengan panjang basa yang sama diasumsikan 

sebagai lokus gen yang sama. Namun, belum tentu memiliki sekuen basa DNA 

yang sama. Untuk mengetahui perbedaan sekuen pita pada lokus yang sama perlu 

dilakukan sekuensing DNA. Karakterisasi sekuen berguna untuk mengetahui jenis 

gen yang teramplifikasi.  

Berdasarkan hasil amplifikasi, persentase polimorfisme primer yang 

digunakan pada penelitian ini yaitu 100%. Hasil tersebut sesuai dengan hasil 

penelitian yang dilakukan oleh Rahmah (2013) persentase polimorfisme  hasil  

amplifikasi  DNA menggunakan primer (AG)8CT pada tanaman purwoceng di 

Pulau Jawa yaitu 100 % (Rahmah, 2013). Persentase polimorfisme primer yang 

digunakan pada penelitian ini berbeda dengan penelitian yng dilakukan oleh Wolf 

(1995) menggunakan primer yang hampir mirip dengan primer yang digunakan 

pada penelitian ini yaitu (AG)8C pada krisan dengan polimorfisme 54%. Dapat 

disimpulkan bahwa primer yang digunakan pada penelitian ini juga efektif dalam 

mendeteksi polimorfisme pada tanaman krisan mutan akibat lama perendaman 

dengan EMS 0.77%. 

4.3.3 Analisis Variasi Genetik Mutan Krisan berdasarkan Penanda ISSR 

Variasi genetik keempat sampel krisan yang diberi perlakuan lama 

perendaman dengan EMS 0.77% berdasarkan analisis jarak genetik. Jarak genetik 
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digunakan untuk menunjukkan seberapa dekat kekerabatan dilihat dari nilainya 

(Meisetyani, 2006). Hasil analisis jarak genetik keempat sampel krisan varietas 

Pink Fiji yang diberi perlakuan lama perendaman EMS 0.77% dapat dilihat pada 

tabel 4.5. 

Tabel 4.5 Jarak genetik keempat sampel krisan varietas Pink Fiji yang diberi 

perlakuan lama perendaman EMS 0.77% 

Perlakuan 0 menit 90 menit 105 menit 120 menit 

0 menit 0    

90 menit 0.90 0   

105 menit 0.91 0.33 0  

120 menit 1 0.75 0.55 0 

 

Berdasarkan tabel 4.5 jarak genetik empat sampel krisan menunjukkan 

kisaran antara 0,33-1. Dari hasil penelitian ini diketahui bahwa jarak genetik 

antara perlakuan lama perendaman 0 menit dengan 120 menit memiliki jarak 

genetik terjauh dengan nilai 1. Jarak genetik yang besar ini menandakan bahwa 

hubungan kekerabatan kedua perlakuan sangat jauh. Jarak genetik terjauh kedua 

adalah perlakuan lama perendaman 0 menit dengan  105 menit yaitu 0.91. Jarak 

antara lama perendaman 0 menit dengan 90 menit yaitu 0.90. Jarak antara lama 

perendaman 90 menit dengan 105 menit yaitu 0.33, 90 menit dengan 120 menit 

yaitu 0.75. jarak antara lama perendaman 105 menit dengan 120 menit yaitu 0.55. 

Jarak genetik yang dekat menunjukkan bahwa hubungan kemiripan kedua 

perlakuan sangat dekat yaitu perlakuan lama perendaman dengan EMS 0.77% 

selama 90 dan 105 menit. 
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4.3.4 Hubungan Kemiripan Krisan Hasil Mutasi dengan EMS 0.77% 

Berdasarkan Hasil Amplifikasi dengan ISSR 

Hubungan kemiripan tanaman krisan varietas Pink Fiji kontrol dengan tiga 

tanaman krisan hasil mutasi menggunakan EMS 0.77% berdasarkan hasil 

amplifikasi ini didasarkan pada hasil amplifikasi primer (AG)8CT. Hasil analisis 

hubungan kekerabatan antar aksesi menggunakan software PAST 

(Paleontological Statistics) disajikan dalam bentuk dendogram dinyatakan dengan 

nilai kemiripan (similarity) (gambar 4.6).  

  

Gambar 4.6 Dendogram hubungan kemiripan krisan varietas Pink Fiji hasil mutasi 

dengan EMS 0.77% berdasarkan ISSR 

Hubungan kemiripan antar perlakuan tersebut dapat diketahui dari 

koefisien genetiknya. Koefisien genetik terbentang antara 0 sampai 1. Apabila 

koefisien genetiknya semakin dekat dengan 1 maka semakin mirip secara genetik, 

namun apabila koefisien genetiknya mendekati 0 maka semakin berbeda secara 

genetik (Pratiwi, 2012). 

Dendogram pada gambar 4.6 memperlihatkan bahwa sampel 2 dengan 

sampel 3 memiliki tingkat kemiripan 0.67. Sampel 4  memiliki tingkat kemiripan 

Lama perendaman  

dengan EMS 0 menit 

Lama perendaman  

dengan EMS 105 menit 

Lama perendaman 

dengan EMS 90 menit 

Lama perendaman  

dengan EMS 120 menit 
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0.34 dengan sampel 2 dan sampel 3. Sedangkan sampel 1 memiliki kondisi 

genetik yang jauh berbeda dengan perlakuan lainnya. Tingkat kemiripan genetik 

sampel 1 dengan perlakuan lainnya hanya 0.09. Hubungan kemiripan berdasarkan 

dendogram di atas sesuai dengan data keragaman fenotipik krisan varietas Pink 

Fiji pada masing-masing perlakuan. 

Hasil analisis perlakuan mutasi yang diakibatkan oleh EMS 0.77% 

menunjukkan perubahan dari tiap perlakuan lama perendaman, semakin lama 

perendaman dengan mutagen EMS maka semakin jauh hubungan kekerabatan 

tanaman krisan varietas Pink Fiji dengan kontrol. Hal tersebut berarti telah terjadi 

perubahan sekuen DNA sehingga menyebabkan situs penempelan primer menjadi 

berubah karena semakin lama perendaman dengan EMS maka toksisitas juga 

semakin bertambah pada tanaman yang terkena mutagen.  

Mutasi terjadi karena gugus alkil bereaksi dengan DNA dengan cara 

mengalkilasi basa purin dan pirimidin. Alkil dapat terjadi pada atom O-6 dari basa 

guanin sehingga berakibat perubahan pasangan dari sitosin menjadi berpasangan 

dengan timin yang mengakibatkan perubahan kode genetik dari GC menjadi AT 

pada generasi sel berikutnya (Sega, 1984). Penggunaan EMS untuk meningkatkan 

terjadinya mutasi telah banyak dilaporkan, satu diantaranya menghasilkan mutan 

pada tanaman kedelai melalui mutagenesis secara in vitro (Grabau et al. 1995).  

Hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Selvarasu (2017) menunjukkan 

bahwa primer ISSR mampu menunjukkan polimorfisme pada tanaman Gloria 

superba yang telah diinduksi dengan mutagen EMS. Penelitian juga dilakukan 

oleh Aswandi (2015) terhadap tanaman Solanum lycopersicum  melaporkan 
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bahwa primer ISSR juga merupakan alat yang andal dalam skrining awal mutan 

yang dikembangkan melalui paparan EMS. Meskipun Primer ISSR merupakan 

primer umum yang masih belum bisa secara pasti digunakan untuk menyeleksi 

krisan hasil mutasi. Oleh karena itu, hal analisis variasi genetik masih perlu 

diklarifikasi dengan menggunakan penanda molekuler gen spesifik. 

 

4.4 Ulasan Hasil Penelitian dalam Prespektif Al-Qur`an 

Mutasi merupakan suatu perubahan baik terhadap gen tunggal, sejumlah 

gen dan susunan kromosom atau perubahan urutan nukleotida DNA kromosom 

yang berakibat pada perubahan protein yang dihasilkan.  Mutasi dapat terjadi pada 

setiap bagian tanaman dan fase pertumbuhan tanaman, namun lebih banyak terjadi 

pada bagian yang sedang aktif membelah seperti pada bagian meristem. 

Pemuliaan tanaman dengan induksi mutasi bertujuan untuk perbaikan tanaman 

sehingga dapat menghasilkan varietas unggul dan mempunyai bentuk yang 

berbeda serta terjadi keragaman genetik yang luas.   

Perbaikan varietas tanaman dapat dilakukan dengan menggunakan 

mutagen fisik atau kimiawi untuk meningkatkan keragaman genetik Chopra 

(2005). Mutasi buatan menggunakan EMS merupakan satu diantara usaha 

manusia untuk memperoleh tanaman yang beragam. Terjadinya keanekaragaman 

hayati di bumi tidak terlepas dari segala kuasa Allah SWT seperti dalam QS Al-

Qashas ayat 68: 

ا يشُْرِكُونَ  ِ وَتعَاَلَى عَمَّ  وَرَبُّكَ يخَْلقُُ مَا يشََاءُ وَيخَْتاَرُ مَا كَانَ لهَُمُ الْخِيرََةُ سُبْحَانَ اللََّّ

Artinya: Dan Tuhanmu menciptakan apa yang Dia kehendaki dan memilihnya. 

Sekali-kali tidak ada pilihan bagi mereka. Maha Suci Allah dan 
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Mahatinggi dari apa yang mereka persekutukan (dengan Dia) (Qs. Al-

Qashash/28:68). 

 

Allah SWT memberitahukan bahwa hanya Dia sematalah yang mampu 

mencipta dan memilih, dan bahwa tiada seorangpun yang mampu menentangNya 

dalam hal tersebut, serta tiada yang meminta pertanggungjawaban terhadapNya. 

Dia memilih apa yang dikehendakiNya pasti ada, dan apa yang tidak 

dikehendakiNya pasti tidak ada (Abdullah, 2005). 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan lama perendaman dengan 

EMS 0.77% dengan waktu tertentu mampu meningkatkan hasil pada beberapa 

variabel pengamatan fenotipik serta menurunkan hasil pada beberapa variabel 

lainnya. Data menunjukkan lama perendaman  lebih dari 105 menit cenderung 

berakibat negatif terhadap semua variabel. Terbukti bahwa EMS juga mampu 

mengakibatkan variasi genetik setelah dianalisis dengan penanda ISSR 

menghasilkan pita polimorfisme. Dalam Al-qur`an  dijelaskan bahwa Allah 

menurunkan segala sesuatu sesuai dengan ukuranya.  Allah SWT berfirman dalam 

Qs.Al-Hijr/15 ayat 21:   

ومٍ  لُ عْ رٍ مَ دَ قَ لاا بِ هُ إِ لُِ ز  نَ   ُ ا ن هُ وَمَ نُ ئِ زَا نَا خَ دَ نْ لاا عِ ءٍ إِ يْ نْ شَ نْ مِ إِ  وَ 

Artinya:” dan tidak ada sesuatupun melainkan pada sisi Kami-lah khazanahnya 

dan Kami tidak menurunkannya melainkan dengan ukuran yang 

tertentu“ (Qs. Al-Hijr/15:21). 

 

Allah SWT berfirman  ٍوم لُ عْ مَ رٍ  دَ بِّقَ هُ إِّلَّا  ز ِّلُ  َ ن  ُ ن ا   Dan Kami tidak“  وَمَ

menurunkaanya melainkan dengan ukuran tertentu,” maksud dari ayat tersebut 

adalah Allah menurunkan segala sesuatu sesuai dengan kehendak dan keinginan-
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Nya, yang didalamnya terkandung hikmah yang besar, dan rahmat bagi hamba-

hambaNya (Abdullah, 2003).  

Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah menciptakan segala sesuatu sesuai 

dengan ukurannya, ada manfaat serta hikmah yang besar. Untuk  dapat melihat 

manfaat serta hikmah dibaliknya, perlu dikaji dan dipelajari dengan hati yang 

ikhlas. Dalam hal ini termasuk penelitian untuk mengetahui lama perendaman 

EMS 0.77% terhadap keragaman fenotip dan genotip tanaman krisan secara in 

vitro. Penelitian tersebut perlu dilakukan agar memperoleh manfaat untuk diri 

sendiri dan orang lain. Dan apapun hasil dari perlakuan yang diberikan adalah 

semata-mata sesuai dengan kehendak-Nya dan keinginan-Nya. Allahu`alam 

bishawab. 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

 Kesimpulan yang diperoleh berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 

yaitu: 

1. Lama perendaman dengan EMS 0.77% selama 105 menit memberikan 

pengaruh terhadap keragaman fenotipik tanaman krisan varietas Pink Fiji 

pada semua parameter pengamatan baik secara kuantitatif dan kualitatif, 

yaitu memiliki jumlah tunas dan daun paling banyak, memperbesar ukuran 

batang, menghasilkan kalus berwarna hijau kekuningan, memiliki bentuk 

daun memanjang, dan menghasilkan susunan daun roset. 

2. Lama perendaman dengan EMS 0.77% memberikan pengaruh terhadap 

keragaman genetik tanaman krisan varietas Pink Fiji menghasilkan pita 

DNA polimorfisme menggunakan ISSR dengan primer (AG)8CT. Jarak 

genetik kontrol dengan perlakuan lama perendaman 90 menit yaitu 0.90. 

Jarak genetik kontrol dengan perlakuan lama perendaman 105 menit 

sebesar 0.91. Sedangkan jarak genetik terjauh yaitu 1.0 perlakuan kontrol 

dengan perlakuan lama perendaman 120 menit. 
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5.2 Saran 

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan saran yang dapat diberikan 

yaitu: 

1. Perlu dilakukan mutasi pada kalus somatik embriogenik agar hasilnya 

lebih seragam. 

2. Perlu dilakukan sekuensing pita hasil amplifikasi dengan primer gen 

spesifik agar data yang diperoleh lebih valid. 

3. Aklimatisasi mutan positif untuk mengetahui pola pertumbuhan, 

morfologi, dan kualitas tanaman terutama pada bagian bunga. 

4. Perlakuan lama perendaman dalam EMS 0.77% selama  105 menit efektif 

dalam menghasilkan keragaman fenotip tunas krisan varietas Pink Fiji. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Tabel Hasil Pengamatan 

A. Hasil Tinggi Tanaman 

perlakuan 
Ulangan 

Total Total^2 Rata-Rata 
1 2 3 4 5 6 

0 menit 4.3 4.4 4.4 4.3 4.1 4.5 26 676 4.333333333 

90 menit 1.9 2.5 4.4 3.8 2.8 3.9 19.3 372.49 3.216666667 

105 menit 3.4 2.3 3.7 4 2.7 4.2 20.3 412.09 3.383333333 

120 menit 2.3 0 0 2.7 2.3 3.3 10.6 112.36 1.766666667 

 
11.9 9.2 12.5 14.8 11.9 15.9 76.2 1572.94 3.175 

 

B. Hasil Jumlah Daun 

perlakuan 
Ulangan 

Total Total^2 Rata-rata 
1 2 3 4 5 6 

0 menit 6 8 8 6 9 6 43 1849 7.166667 

90 menit 5 10 24 22 23 26 110 12100 18.33333 

105 menit 18 9 20 26 13 24 110 12100 18.33333 

120 menit 7 0 0 11 11 19 48 2304 8 

 36 27 52 65 56 75 311 28353 12.95833 

 

 

 

C. Hasil Jumlah Tunas 

perlakuan 
ulangan 

Total Total^2 
Rata-

Rata 1 2 3 4 5 6 

0 menit 1 1 1 1 1 1 6 36 1 

90 menit 2 2 4 3 4 4 19 361 3.166667 

105 menit 6 2 3 5 2 5 23 529 3.833333 

120 menit 1 0 0 3 3 4 11 121 1.833333 

 
10 5 8 12 10 14 59 1047 2.458333 
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D. Hasil Luas Daun 

perlakuan 
ulangan 

Total Total^2 
Rata-

Rata 1 2 3 4 5 6 

0 menit 0.17 0.18 0.15 0.18 0.16 0.18 1.02 1.0404 0.17 

90 menit 0.15 0.17 0.13 0.15 0.14 0.16 0.9 0.81 0.15 

105 menit 0.1 0.12 0.14 0.12 0.11 0.13 0.72 0.5184 0.12 

120 menit 0.1 0 0 0.12 0.17 0.22 0.61 0.3721 0.101667 

 
0.52 0.47 0.42 0.57 0.58 0.69 3.25 2.7409 0.135417 
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Lampiran 2.  Tabel Analisis Sidik Ragam 

A. Analisis Statistik pada Tinggi tanaman 

Sumber 

Keragaman 

Derajat 

Bebas 

JK KT F hitung F Tabel (5%) 

Perlakuan 3 20.22167 6.740556 7.684464 2.71089 

Galat 20 17.54333 0.877167   

Total 23 37.765    

Keterangan: F hitung> F tabel berarti terdapat pengaruh perlakuan terhadap 

variabel pengamatan. 

B. Analisis Statistik pada Jumlah Daun 

Sumber 

Keragaman 

Derajat 

Bebas 

JK KT F hitung F Tabel 

(5%) 

Perlakuan 3 695.4583333 231.8194444 5.394286084 2.710889837 

Galat 20 859.5 42.975   

Total 23 1554.958333    

Keterangan: F hitung> F tabel berarti terdapat pengaruh perlakuan terhadap 

variabel pengamatan. 

C. Analisis Statistik pada Jumlah Tunas 

Sumber 

Keragaman 

Derajat 

Bebas 

JK KT F hitung F Tabel 

(5%) 

Perlakuan 3 29.45833 9.819444 13.54406 2.71089 

Galat 20 14.5 0.725   

Total 23 43.95833    

Keterangan: F hitung> F tabel berarti terdapat pengaruh perlakuan terhadap 

variabel pengamatan. 
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D. Analisis Statistik pada Luas Daun 

Sumber 

Keragaman 

Derajat 

Bebas 

JK KT F hitung F Tabel 

(5%) 

Perlakuan 3 0.016713 0.005571 2.622597 2.71089 

Galat 20 0.042483 0.002124   

Total 23 0.059196    

Keterangan: F hitung> F tabel berarti terdapat pengaruh perlakuan terhadap 

variabel pengamatan. 
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Lampiran 3. Hasil Analisis Variansi (anava) Pertumbuhan Krisan varietas Pink 

Fiji 

A. Uji analisis variansi pengaruh lama perendaman EMS 0.77% terhadap Tinggi 

Tanaman 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Unstandardized 

Residual 

N 24 

Normal Parametersa,b 
Mean 0E-7 

Std. Deviation .94959183 

Most Extreme Differences 

Absolute .167 

Positive .084 

Negative -.167 

Kolmogorov-Smirnov Z .819 

Asymp. Sig. (2-tailed) .514 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

Tinggi_tanaman 

Duncan 

Perlakuan N Subset for alpha = 0.05 

1 2 

perendaman 120 menit 6 1.7667a  

perendaman 90 menit 6  3.2167b 

perendaman 105 menit 6  3.3833b 

perendaman 0 menit 6  4.3333b 

Sig.  1.000 .063 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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B. Uji analisis variansi pengaruh lama perendaman EMS 0.77% terhadap Jumlah 

Daun 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Unstandardized 

Residual 

N 24 

Normal Parametersa,b 
Mean 0E-7 

Std. Deviation 8.21738172 

Most Extreme Differences 

Absolute .195 

Positive .195 

Negative -.118 

Kolmogorov-Smirnov Z .956 

Asymp. Sig. (2-tailed) .320 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

Jumlah_Daun 

Duncan 

Perlakuan N Subset for alpha = 0.05 

1 2 

Perlakuan lama 

perendaman dengan EMS 0 

menit 

6 7.1667a 

 

Perlakuan lama 

perendaman dengan EMS 

120 menit 

6 8.0000a 

 

Perlakuan lama 

perendaman dengan EMS 

90 menit 

6 

 

18.3333b 

Perlakuan lama 

perendaman dengan EMS 

105 menit 

6 

 

18.3333b 

Sig.  .828 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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C. Uji analisis variansi pengaruh lama perendaman EMS 0.77% terhadap Jumlah 

Tunas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Unstandardized 

Residual 

N 24 

Normal Parametersa,b 
Mean 0E-7 

Std. Deviation 1.61335010 

Most Extreme Differences 

Absolute .123 

Positive .100 

Negative -.123 

Kolmogorov-Smirnov Z .601 

Asymp. Sig. (2-tailed) .863 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

Jumlah_tunas 

Duncan 

Perlakuan N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Perlakuan lama 

perendaman dengan EMS 0 

menit 

6 1.1667a 

  

Perlakuan lama peredaman 

dengan EMS 120 menit 
6 1.8333ab 1.8333ab 

 

Perlakuan lama 

perendaman dengan EMS 

90 menit 

6 

 

3.1667bc 3.1667bc 

Perlakuan lama 

perendaman dengan EMS 

105 menit 

6 

  

3.8333c 

Sig.  .395 .098 .395 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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D. Uji analisis variansi pengaruh lama perendaman EMS 0.77% terhadap Luas 

Daun 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Unstandardized 

Residual 

N 24 

Normal Parametersa,b 
Mean 0E-7 

Std. Deviation .04305120 

Most Extreme Differences 

Absolute .215 

Positive .215 

Negative -.208 

Kolmogorov-Smirnov Z 1.051 

Asymp. Sig. (2-tailed) .219 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

Luas_Daun 

Duncan 

Perlakuan N Subset for alpha = 0.05 

1 2 

Lama perendaman dengan 

EMS 0.77% selama 120 

menit 

6 .1017a 

 

Lama perendaman dengan 

EMS 0.77% selama 105 

menit 

6 .1200ab .1200ab 

Lama perendaman dengan 

EMS 0.77% selama 90 

menit 

6 .1500bc .1500bc 

Lama perendaman dengan 

EMS 0.77% selama 0 menit 
6 

 
.1700b 

Sig.  .100 .089 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian 

 

Buffer Fosfat pH 7 

 

Ethyl Methanesulfonate 

 

Eksplan Tunas Krisan 
 

Kit Isolasi DNA dan Ethanol 70% 

 

Mikropipet  

Amplifikasi dengan PCR Biorad 
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Inisiasi di dalam enkas 

 

Perendaman Eksplan dalam larutan 

EMS 0.77% 

 

Cetakan untuk membuat agarose  

Buffer TE, 1x, agarose, neraca analitik, 

gelas ukur, erlenmeyer dan aquades 

 

Uji kuantitatif DNA menggunakan nano 

drop 

 

Rak penyimpanan tanaman kultur 

 

 

 

 

 



96 

 

Lampiran 5. Skoring   untuk  dendogram
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Lampiran 6. Bukti Konsultasi Skripsi 
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