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ABSTRACT

Water spinach is a vegetable plant consumed by people all over the world. Its small morphology requires
improvement to increase the size and productivity. An alternative way to do that is by increasing the ploidy of its
chromosome. This paper describes in vitro induction of polyploidy of water spinach. Inoculum of in vitro seedling, in
vitro shoots and nodal stem segments were immersed in MS solution containing oryzalin at concentrations of 0.00,
1.25,2.50, 3.75 and 5.00 uM with immersion duration of 4, 8 and 24 hours. Oryzalin treatments reduced the growth
variables of the in vitro shoots of all inocula tested, compared to control of no oryzalin treatment. On immersion of
24 hours and high concentration of 5.00 uM, many inoculum failed to grow to the third passage of subculture. The
best growth of in vitro shoot to the third passages occurred in the treatment combination of oryzalin 1.25 pM-8 h
immersion and 2.50 uM-4 h immersion for seedling inoculum, treatment combination of 3.75 uM-4 h immersion for
shoot tip inoculum and 1.25 uM-4 h immersion for nodal stem segment, compared to other treatments. Analysis of
flow cytometry on 41 leaf samples from oryzalin treatment derived shoots showed 14.63% tetraploid, 36.59%
mixoploid and 48.78% diploid. The efficiency of tetraploid formation reached 60%, provided only by the treatment
of oryzalin 1.25 uM-8 h on seedling segments inoculum. Tetraploid shoots need to be proliferated, acclimatized,
grown into planting materials and planted for agronomical analysis to provide evidence whether or not tetraploid
water spinach is viable for commercial cultivation.
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ABSTRAK

Kangkung adalah tanaman sayuran yang digemari masyarakat di seluruh dunia. Morfologi kangkung yang kecil
memerlukan perbaikan sehingga menjadi lebih besar dan meningkat produktifitasnya. Alternatifnya antara lain
dengan peningkatan ploidi dari kromosomnya. Penelitian ini menjelaskan teknik induksi tetraploida pada kangkung
secara in vitro. Inokulum kecambah in vitro, pucuk tunas in vitro dan buku tunas in vitro direndam dalam larutan MS
yang diberi senyawa oryzalin pada taraf 0,00, 1.25, 2.50, 3,75 dan 5 uM dengan waktu perendaman 4, 8 dan 24 jam.
Perlakuan oryzalin menurunkan variable pertumbuhan dari semua inokulum yang diuji dibanding perlakuan control
tanpa oryzalin. Pada waktu perendaman 24 jam dan konsentrasi tinggi yakni 5 pM, banyak tunas yang tidak tumbuh
sampai subkultur ke-3. Pertumbuhan tunas in vitro terbaik sampai subkultur ke-3 diperoleh pada kombinasi
perlakuan oryzalin 1,5 pM-8 jam dan 2,50 uM-4 jam dari inokulum kecambah, perlakuan 3,75 uM-4 jam dari
inokulum pucuk tunas dan perlakuan 1,25 pM-4 jam dari inokulum buku tunas dibandingkan dengan perlakuan
oryzalin lainnya. Uji flow cytometry dilakukan pada 41 sampel daun dari tunas hasil perlakuan oryzalin
menunjukkan 14,3% tetraploid, 36,59% miksoploid dan 48,78% diploid. Efisiensi induksi tetraploid mencapai 60%,
hanya diperoleh pada kombinasi perlakuan oryzalin 1,25 pM-8 jam dari inokulum kecambah. Tunas tetraploid perlu
diperbanyak, diaklimatisasi dibibitkan dan diuji agronomi untuk pembuktian produktifitas kangkung tetraploid dalam
budidaya sayuran.

Kata Kunci : kangkung (Ipomoea aquatica), ukuran stomata, flow cytometry, poliploidi, tetraploid, diploid.

PENDAHULUAN Poiret. Kangkung termasuk salah satu tanaman

dataran rendah dan merupakan salah satu jenis

Kangkung adalah salah satu jenis tanaman tanaman herba tahunan yang dikonsumsi sebagai

yang berasal dari suku Convolvulaceae, genus sayuran dan digemari oleh masyarakat di seluruh
Ipomoea, dan memiliki sinonim Ipomoea reptans dunia.
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Tanaman kangkung adalah diploid (2n=2x= 30)
(Sinha & Sharma 1992) dengan morfologi batang
dan daun yang berukuran kecil. Salah satu upaya
peningkatan produktivitas dan biomassa dapat
dilakukan dengan peningkatan ploidi. Tanaman
poliploid dapat dihasilkan secara buatan, salah
satunya, dengan perlakuan agen kimia sebagai
senyawa antimitosis. Allum et al. (2007), Wang et
al. (2015) dan Widoretno (2016), menunjukkan
bahwa tanaman poliploid seperti tetraploid yang
diinduksi memiliki kelebihan berupa morfologi
tanaman yang lebih besar ukurannya dibandingkan
dengan tanaman normal yang diploid (2n). Liu et
al. (2011) menemukan keunggulan lainnya dari
tanaman tetraploid yaitu memiliki ketahanan terhadap
cekaman lingkungan tertentu. Jati tetraploid hasil
induksi in vitro lebih tahan kering dibanding yang
diploid (Ridwan ef al. 2018).

Tanaman poliploid dapat dihasilkan melalui
induksi dengan senyawa kimia yang menghambat
pembentukan gelendong dalam mitosis seperti
kolkisin, oryzalin (Thao et al. 2003) atau trifluralin
(Cheng et al. 2012) pada biak tunas dalam kultur
jaringan. Tanaman tetraploid telah berhasil diinduksi
pada pisang Mas Lumut, Musa acuminata, AA
(Poerba et al. 2014), Pisang Rejang mixoploid (kimera
diploid dan tetraploid), Musa acuminata Colla, AA
(Poerba et al. 2016), dan tidak kurang dari 10 klon
lain (Poerba et al. 2018), semangka, Citrullus
lanatus (Thunb.) Matsum & Naskai (Jaskani et al.
2007), dragonhead, Dracocephalum moldavica
L. (Omidbaigi et al. 2010), jambu biji merah,
Psidium guajava L. (Handayani et al. 2017),
kacang biduk, Lablab purpureus (L) Schott. Sweet
(Dheer et al. 2014), jahe, Zingiber officinale
Roscoe (Adaniya & Shirai 2001), talas, Colocasia
esculenta L. (Wulansari et al. 2016), krisan
(Dendranthema nankingense Hand-Mazz) Tzvel.)
(Liu et al. 2011) dan mulberry, Morus multicaulis
Pem. (Xi-Ling et al. 2011).

Tulisan ini melaporkan hasil penelitian
tentang induksi tetraploidi pada kangkung secara
in vitro dengan tujuan menghasilkan kultivar
dengan ukuran tanaman dan produktifitas yang
lebih tinggi.

BAHAN DAN CARA KERJA

Benih kangkung ([pomoea aquatica) kultivar
“Salina” dari EAST-WEST SEED INDONESIA

direndam di dalam larutan alkohol 70% selama 3
menit kemudian dicuci dengan aquades steril
sebanyak 3 kali, lalu direndam dalam larutan
“Bayclin” 20% dan 10% (dengan bahan aktif
NaOCl 5.25%, dan masing-masing ditetesi 4 tetes
Tween 80 per 100 ml larutan) berturut-turut
selama 10 menit dan 20 menit, kemudian dicuci
dengan akuades steril sebanyak 3 kali. Benih
kangkung kemudian dikultur pada media
perkecambahan MSO dengan formulasi media
dasar MS ditambah sukrosa 30 g/L, dan MSP
dengan formulasi seperti MSO tetapi dengan
tambahan 0,1 mg/L BA dan 0,1 mg/L NAA.
Keasaman media (pH) diatur pada nilai 5,8, dan
media dipadatkan dengan Gelrite 2 g/L. Media
dimasukkan dalam botol biak sebanyak masing-
masing 25 ml dan disterilkan dengan otoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit. Media disimpan
selama minimal sehari sebelum dipakai. Setiap
botol media kultur diisi 5 biji kangkung dengan 10
kali ulangan dan diinkubasi pada suhu 25°C
dengan intensitas cahaya sekitar 70 pmol foton/
m?/s secara terus menerus selama 1 minggu.

Inokulum yang digunakan untuk perlakuan
oryzalin terdiri dari 3 jenis, yaitu pucuk tunas
kangkung, buku batang, dan kecambah. Kecambah
usia 3 hari diperoleh dari biji yang ditanam secara
in vitro, sedangkan pucuk dan buku dipotong dari
tanaman in vitro hasil perbanyakan sebelumnya.
Semua inokulum direndam di dalam media MSP
cair dengan perlakuan konsentrasi oryzalin yaitu
0,00, 1,25, 2,50, 3,75 dan 5,00 uM dengan waktu
perendaman 4, 8, dan 24 jam. Inokulum yang
direndam dalam oryzalin ditaruh pada meja
pengocok (shaker) dengan kecepatan 125 rpm.
Terdapat 15 perlakuan dengan 4 kali ulangan.
Setelah perlakuan perendaman, inokulum dibilas
dalam media dasar MS cair, lalu dikultur pada
media MSO padat selama 14 hari dan disubkultur
setiap 2 minggu sekali hingga subkultur ke-3.
Pengamatan dilakukan setelah subkultur ke-3,
pada 14 hari setelah subkultur.

Tingkat ploidi tanaman diidentifikasi
menggunakan alat flow cytometry menurut Handayani
et al. (2017). Daun segar dari tunas yang tumbuh
in vitro dari perlakuan kombinasi antara oryzalin
dengan waktu perendaman diambil secara acak
sebanyak 41 sampel. Daun segar seukuran 1 cm’
ditetesi 250 pL larutan penyangga sistein UV-
ploidi (Partec, Germany), selanjutnya dicacah
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dengan silet sampai hancur untuk mengekstrak inti
sel. Hasil cacahan daun disaring dengan saringan
millipore 30 pm. Filtrat dimasukkan ke dalam
kuvet dan ditambahkan 1 mL larutan penyangga
pewarnaan (propidium iodida 6 pL dan 3 pL
RNAse stok solution dengan perbandingan 2:1)
untuk mewarnai kromosom dari inti sel yang
sudah terpisah. Kemudian kuvet dimasukkan ke
dalam alat BD Accuri™ C6 Plus flow cytometry
(USA) untuk analisis ploidinya. Sampel kontrol
dari tanaman diploid dikalibrasi pada puncak
50.000, dan karena itu puncak 100.000 menunjukkan
tanaman tetraploid dan keberadaan kedua puncak
tersebut menunjukkan adanya tanaman miksoploid.
Pengamatan morfologi stomata dilakukan
mengikuti metode Tulay & Unal (2010) yang telah
dimodifikasi terhadap tunas yang telah diidentifikasi
ploidinya sebagi upaya konfirmasi metoda identifikasi
ploidi. Lapisan epidermis di bagian bawah dan
atas daun kangkung diolesi kuteks bening dan
dibiarkan hingga kering, kemudian ditempel
selotip. Selotip kemudian dikelupas dan bersama
lapisan kuteks yang terikut ditempelkan pada gelas
preparat untuk pengamatan. Preparat diletakkan di
atas kaca benda dan diamati di bawah mikroskop
Olympus CX23 pada pembesaran 400x dengan

menggunakan software Optilab. Panjang dan lebar
stomata, serta kerapatan stomata tanaman diploid,
tetraploid dan miksoploid diukur menggunakan
mikrometer dengan 4 kali ulangan. Setiap ulangan,
untuk ukuran stomata, terdiri dari 3 bidang pandang
dan setiap bidang pandang diukur 3 stomata.
Kerapatan stomata dihitung dengan membagi
jumlah stomata yang terhitung dengan mm’ luas
bidang pandangnya.

Data hasil pengamatan terhadap pertumbuhan
vegetatif planlet hasil induksi poliploidi dan
karakteristik stomata dirata-rata dan dihitung galat
bakunya untuk menentukan beda nyata.

HASIL

Perkecambahan dan pertumbuhan kangkung
secara in vitro

Biji kangkung mampu berkecambah 100%
pada 7 hari setelah tanam pada kedua media
perkecambahan in vitro yang diuji. Pertumbuhan
tanaman kangkung pada media MSO lebih cepat,
jumlah akamya lebih banyak dan lebih panjang,
tetapi lebih kecil ukurannya dibandingkan pada
media MSP. Meskipun demikian, pertumbuhan
tanaman kangkung pada media MSP menghasilkan

Tabel 1. Efek pemberian kombinasi oryzalin dan waktu perendaman terhadap jumlah tunas dari
berbagai inokulum kangkung I. aquatica cv. salina in vitro setelah subkultur ke-3 pada 14 hari setelah

subkultur.
- Lama perendaman (jam)
Inokulum awal Perlakuan orizalin (nM)
8 4
Kecambah 0 025029 0.38=0.19 0.67£0.23
125 0.47=0.33 0.82=0.15 0.03=0.10
23 0.76=022 023025 0.390.45
373 0.40=027 0.00=0.00 0,230 46
3 0.06=0.13 0.00=0.00 0.00=0.00
Pucuk 0 0.62=0.43 0,730,146 0,840,135
125 0.13=0.30 0.16=0.33 0.00=0,00
23 033030 0220 44 0.00=0,00
373 0.74=0.83 0.20=0.40 0.000,00
5 0.24=0.48 0.170.35 0.11=0.21
Bulu tunas 0 0.62=0.43 0.43=0.52 0.80=0.15
125 0.87=1.01 0.00=0,00 0.00=0,00
23 0.19=0.37 0.44=0.52 0.00£0,00
373 0.06=0.13 0.00=0.00 0.00=0.00
3 0.00=0.00 0.00=0,00 0.00=0,00
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warna tunas, daun dan batang yang lebih hijau serta
batang yang lebih tebal dibandingkan dengan
tanaman pada media MSO (data tidak diterbitkan)

Pengaruh perlakuan oryzalin pada rataan jumlah
tunas biak tunas kangkung in vitro

Perlakuan konsentrasi oryzalin dan lama
perendaman berpengaruh nyata pada rataan jumlah
tunas biak tunas kangkung (Tabel 1). Secara umum,
masing-masing perlakuan peningkatan konsentrasi
oryzalin dan perlakuan lama perendaman menurunkan
rataan jumlah tunas yang terbentuk. Kedua perlakuan
tersebut cenderung berinteraksi karena pada lama
perendamanan yang lebih panjang (8 dan 24
jam dibanding 4 jam), konsentrasi yang lebih
tinggi (3,75 dan 5,00 uM) mengakibatkan kematian
tunas.

Perbedaan inokulum menunjukkan sensitifitas
yang berbeda terhadap perlakuan konsentrasi
maupun perlakuan lama perendaman. Misalnya
pada inokulum pucuk, penurunan rataan jumlah
tunas yang nyata hanya terjadi pada perlakuan
perendaman 24 jam, yaitu tunas telah mati pada
konsentrasi oryzalin yang terendah sekalipun
(1,25 um), sedangkan pada inokulum yang lain,
yaitu kecambah dan buku tunas, penurunan
jumlah tunas telah terjadi pada perendaman

yang lebih singkat (8 jam), walaupun dimulai
pada konsentrasi yang lebih tinggi (3,75 uM).

Rataan jumlah tunas yang memadai diperoleh
dari inokulum kecambah pada kombinasi perlakuan
1,25 pM-8 jam dan 2,50 pM-4 jam dengan
rataan 0,82 tunas dan 0,76 tunas dan juga dari
inokulum buku tunas pada perlakuan 1,25 puM-4
jam dengan rataan 0,87 tunas. Taraf oryzalin
1,25 puM perendaman 8 jam dari inokulum
kecambah dan 1,25 pM-4 jam dari inokulum
buku tunas masih efektif untuk menghasilkan
tunas tanaman kangkung secara in vitro.
Dengan demikian, perlakuan oryzalin sendiri
memang tidak dimaksudkan untuk meningkatkan
jumlah tunas dibandingkan dengan perlakuan
kontrol (0,00 uM) (Tabel 1).

Pengaruh kombinasi perlakuan konsentrasi
oryzalin dan lama perendaman terhadap rataan
jumlah buku tunas (Tabel 2) menunjukkan pola
yang sama dengan pengaruh terhadap jumlah
tunas (Tabel 1), yaitu rataan jumlah buku tunas
menurun dengan meningktnya konsentrasi oryzalin
dan lamanya perendaman. Juga, perlakuan oryzalin
sendiri  pada ketiga inokulum perlakuan
memperlihatkan  respon  berbeda-beda  terhadap
pertumbuhan jumlah buku. Perlakuan kombinasi
2,50 pM oryzalin-4 jam perendaman pada
inokulum kecambah, perlakuan 3,75 pM-4 jam

Tabel 2. Pengaruh perlakuan kombinasi oryzalin dan waktu perendaman terhadap rataan jumlah buku
(= galat baku) dari berbagai inokulum kangkung I. aquatica cv. salina setelah subkultur ke-3 pada 14

hari setelah subkultur.

Inokulum awal Perlakuan orizalin (uM) Lama perendaman (jam)
4 8 24
Kecambah 0 038057 1,05=0.53 1,09=0.45
1.25 079081 0952048 0,10=0.20
25 1,17+0.22 0,64=0.04 0432057
.75 040031 0,00=0,00 0.32=0,63
5 019038 0,00=0,00 0,00=0,00
Pucuk 0 058054 0,830,355 034044
1.25 0,030,035 0.26=0.53 0,00=0,00
25 0,570,653 0.22=044 0,00=0,00
.75 128149 0,05=0,10 0,00=0,00
5 0.60=1.20 0.12+0.23 0.04=0.00
Buku tunas 0 0.51=034 0.53=10,61 1.04=0.70
1.25 1.09=1.25 0.00= 0,00 0.00= 0,00
25 024= 048 0.75=1.12 0.00= 0,00
.75 0.06= 0,13 0.00= 10,00 0.00= 0,00
5 0.00= 0,00 0.00= 10,00 0.00= 0,00
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pada inokulum pucuk dan perlakuan 1.25 pM-4
jam pada inokulum buku tunas merupakan
perlakuan terbaik dan menunjukkan jumlah
buku tertinggi dengan nilai berturut-turut 1,17
buku, 1,28 buku dan 1,09 buku, daripada kombinasi
perlakuan lainnya, kecuali perlakuan kontrol.

Pengamatan poliploidi dengan flow cytometry
dan pengamatan stomata.

Analisis flow cytometry terhadap 41 sampel
daun dari tunas/plantlet kangkung menunjukkan
48,78% diploid, 36,59% miksoploid dan 14.63%
tetraploid (Tabel 3). Plantlet tetraploid ditunjukkan
dengan puncak pada nilai 100000 yang
merupakan kelipatan dua dari kontrol diploid
yang ditunjukkan dengan nilai puncak 50000,
sedangkan keberadaan kedua puncak tersebut
menunjukkan adanya tanaman dengan ploidi

kimera antara diploid dan tetraploid dan disebut
miksoploid (Gambar 1). Sampel tetraploid dan
miksoploid dihasilkan pada semua konsentrasi
oryzalin yang diuji, dari 1,25-5,00 uM dengan lama
perendaman optimum 8 jam, walaupun perendaman
4 atau 24 jam juga menghasilkan sampel daun
poliploid. Inokulum yang paling banyak menghasilkan
sampel tetraploid adalah inokulum kecambah.
Sampel yang telah sepenuhnya tetraploid diperoleh
dari inokulum kecambah yang direndam oryzalin
selama 8 jam dalam konsentrai 1,25 pM.
Kerapatan stomata dari sampel diploid
mempunyai keragaman jumlah yang tinggi
tetapi tidak berbeda nyata dengan miksoploid
dan hampir dua kali dari kerapatan stomata
sampel tetraploid yang relatif seragam antar
sampel. Rata-rata panjang dan lebar stomata
antara diploid dan miksoploid tidak berbeda nyata,

Tabel 3. Hasil analisis ploidi pada 41 sampel tanaman /. aquatica cv. salina yang disampel secara acak
setelah subkultur ke-3 pada 14 hari setelah subkultur.

Perlakuan Asal Jumlah Hasil Efisiensi induksi
Orizalin (uM) Waktu (jam)  inoculum tanaman 2x 2x+4x 4x  tetraploid (%)

0,00 24 Pucuk 1 1 - - 0
1,25 4 Pucuk 1 1 - - 0
1,25 4 Buku tunas 3 3 - - 0
1,25 8 Kecambah 10 1 3 6 60
1,25 8 Pucuk 4 - 4 - 0
2,50 4 Pucuk 1 1 - - 0
2,50 4 Buku tunas 2 2 - - 0
2,50 4 Kecambah 2 - 2 - 0
2,50 8 Buku tunas 2 1 1 - 0
3,75 4 Pucuk 4 4 - - 0
3,75 8 Pucuk 1 1 - - 0
3,75 24 Kecambah 4 - 4 - 0
5,00 4 Pucuk 3 3 - - 0
5,00 8 Pucuk 3 2 1 - 0
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Gambar 1. Histogram flow cytometry dari berbagai tingkat ploidi tanaman /. aquatica cv. “Salina”: a.

diploid (kontrol), b. miksoploid dan c. tetraploid.
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tetapi secara nyata lebih kecil dari tetraploid
(Tabel 4).

PEMBAHASAN

Induksi poliploidi pada tanamn kangkung
telah berhasil dilakukan pada tahap tunas in vitro
untuk 1 varietas kangkung komersial “Salina”.
Percobaan perkecambahan biji untuk induksi
poliploidi telah dilakukan pada beberapa varietas
komersial tetapi terkendala oleh kontaminasi
yang sangat hebat (data tidak dipublikasi) dan
hanya 1 varietas “Salina” yang berhasil tumbuh
in vitro dalam jumlah yang cukup.

Induksi poliploidi pada kangkung pada
percobaan ini dilakukan pada inokulum pucuk,
buku tunas dan kecambah in vitro. Setelah perlakuan
perendaman dalam oryzalin, inokulum ditumbuhkan
pada medium proliferasi, namun pada umumnya
inokulum hanya membentuk tunas tunggal yang
memanjang dan membentuk lebih dari satu buku.
Dengan demikian pemisahan sel-sel yang terinduksi
menjadi tetraploid hanya terjadi melalui
penambahan buku tunas, dan pertumbuhan tunas
samping tunggal. Upaya proliferasi tunas majemuk
dengan perlakuan BA baik tunggal maupun
kombinasi dengan auksin tidak efektif untuk
menginduksi proliferasi tunas samping (data
tidak dipublikasi).

Perendaman inokulum dalam senyawa oryzalin
dengan berbagai konsentrasi dan lama yang berbeda
secara nyata berpengaruh terhadap pertumbuhan
tunas dari inokulum. Peningkatan konsentrasi
dan lama perendaman menurunkan pertumbuhan,
sampai pada kematian inokulum pada konsentrasi
tertinggi (5 uM) pada lama perendaman 8 dan
24 jam. Namun pada konsentrasi yang lebih rendah
dan atau lama perendaman yang lebih pendek,
iokulum tetap tumbuh dan berproliferasi dan
menghasilkan tunas yang poliploid. Hal ini menjukkan
bahwa selang konsentrasi 1,25-2,50 uM dengan
perendaman 4-8 jam efektif untuk induksi popliploidi
kangkung “Salina” dari berbagai inokulum.

Tabel 4. Ukuran stomata tanaman /. aquatica cv. “Salina”

Induksi poliploidi seperti yang ditunjukkan
dari hasil analisis flow cytometer sampel daun
dari biak tunas yang telah diperlakukan telah
berhasil dilakukan sampai tahap tunas in vitro.
Ini merupakan laporan yang pertama tentang
induksi poploidi pada kangkung secara in vitro.
Ploidi tanaman hasil induksi poliploidisasi
ditentukan dengan analisis dengan flow cytometry.
Identifikasi ploidi menggunakan flow cytometry
memberikan hasil yang lebih akurat dan lebih
cepat (Tang et al. 2010). Indikator penentuan
ploidi pada tanaman dapat dilakukan dengan
menganalisis kandungan total DNA di dalam inti
sel. Kandungan total DNA pada poliploidisasi akan
meningkat sejalan dengan terjadinya penggandaan
kromosom (Moghbel ef al. 2015). Penggandaan
kromosom tanaman secara in vitro dapat ditingkatkan
dengan mengganggu siklus sel. Penggandaan
kromosom yang sempurna terjadi pada siklus
sel antara fase S (sintesis DNA) hingga akhir
fase M (mitotik) atau sebelum terjadinya sitokinesis
(Dhooghe et al. 2011).

Dari inokulum yang dicoba pada konsentrasi
oryzalin dan rezim perendaman yang dicoba,
frekuensi tetraploid yang paling tinggi diperoleh
pada kecambah. Inokulum yang berbeda untuk
induksi poliploidi menunjukkan efektifitas yang
berbeda (Xie et al. 2015). Konsentrasi oryzalin
yang dicoba dan lama perendaman pada
percobaan ini terbukti efektif, namun hasil yang
terbaik diperoleh pada perendaman selama 8
jam dengan konsentrasi 1,25 uM. Pada tanaman
hibrid Vitis x Muscadinia, efisiensi induksi
tetraploid sangat dipengaruhi oleh konsentrasi
senyawa antimitotik, durasi waktu perendaman
dan inokulum yang digunakan (Xie et al. 2015).
Viehmannova et al. (2009) mendapatkan efisiensi
induksi poliploid tertinggi pada tanaman
Smallanthus sonchifolius pada perlakuan oryzalin
sangat tinggi, yakni 25 uM dengan perendaman
48 jam sebesar 10% (4 tanaman).

Induksi poliploidi memerlukan subkultur
untuk memisahkan kimera antara sel poliploid

in vitro pada tingkat ploidi yang berbeda.

Tingkat Ploidi Kerapatan Panjang stomata Lebar stomata (um)
stomata/mm? (um)
Diploid (2n = 2x) 58,95+30,26 23,68+0,35 14,10+2,10
Miksoploid (2n+4n = 2x+4x) 60,41£14,19 24,51+1,73 14,17+1,09
Tetraploid (4n = 4x) 32,0249,87 32,93+0,83 19,60+2,14
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dan sel-sel diploid asal. Pada percobaan ini,
pada subkultur yang ketiga telah diperoleh tunas
teraploid dari inokulum kecambah, walaupun
banyak tunas miksoploid yang juga dihasilkan.
Induksi poliploidi pada pisang mas lumut, tunas
tetraploid berhasil diperoleh setelah subkultur 6
tahap (Poerba et al. 2014).

Konfirmasi tunas in vitro poliploid menurut
analisis flow cytometry dengan pengamatan morfologi
menunjukkan bahwa panjang dan lebar stomata
pada tanaman tetraploid secara nyata lebih besar
dari diploid maupun miksoploid. Demikian
juga kerapatan stomata pada tanaman tetraploid
mempunyai keseragamanan yang tinggi tetapi
nilainya jauh lebih rendah dibanding yang
diploid. Hal ini menunjukkan bahwa identifikasi
ploidi pada kangkung dapat dilakukan dengan
pengukuran stomata. Ukuran stomata pada
tanaman poliploid lebih besar dengan kerapatan
stomatanya yang lebih rendah telah dilaporkan
oleh Zhou et al. (2017) pada tanaman singkong.
Tang et al. (2010) menunjukkan bahwa pengamatan
stomata merupakan salah satu metode cepat dan
efektif untuk pendugaan tanaman tetraploid
sebelum transplantasi ke lapang.

Induksi poliploidi pada tanaman kangkung
merupakan suatu upaya untuk mendukung program
pemuliaan tanaman sayuran. Harapan utama
dari poliploidisasi adalah untuk menghasilkan
tanaman dengan karakteristik morfologi yang
lebih besar (Liu et al. 2011). Poliploidisasi lebih
digunakan untuk meningkatkan sifat agronomi
dari tanaman yang memiliki nilai ekonomis
tinggi (Rego et al. 2011). Poliploidisasi pada
tanaman kangkung telah berhasil dilakukan
dengan menggunakan oryzalin sampai pada
tahap biak tunas. Biak tunas perlu diperbanyak
untuk selanjutnya diaklimatisasi dan diuji sifat
agronominya untuk membuktikan apakah kultivar
kangkung tetraploid ini menunjukkan morfologi
dan produktifitas yang lebih tinggi. Bila memang
demikian, maka pendekatan poliploidi dapat
diterapkan untuk jenis sayur-sayuran yang lain.
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