
TEKNIK PERKECAMBAHAN BENIH DAN PENGARUH
KONSENTRASI BENZILADENIN PADA PERBANYAKAN EKSPLAN

TUNAS SATU BUKU KECAMBAH UBIKAYU (Manihot esculenta
CRANTZ ) DUA KLON SECARA IN VITRO

(SKRIPSI)

Oleh

WIWIK FERAWATI

JURUSAN AGROTEKNOLOGI
FAKULTAS PERTANIAN

UNIVERSITAS LAMPUNG
2016



ABSTRAK

TEKNIK PERKECAMBAHAN BENIH DAN PENGARUH KONSENTRASI
BENZILADENIN PADA PERBANYAKAN EKSPLAN TUNAS SATU BUKU

KECAMBAH UBIKAYU (Manihot esculenta CRANTZ ) DUA KLON SECARA
IN VITRO

Oleh

WIWIK FERAWATI

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui teknik perkecambahan benih dan pengaruh

peningkatan konsentrasi BA terhadap pertumbuhan dan perbanyakan tunas ubikayu.

Penelitian ini terdiri dari dua percobaan yaitu perkecambahan benih ubikayu

(percobaan I ) dan perbanyakan eksplan tunas satu buku dari kecambah ubikayu

(percobaan II ). Bahan tanam yang digunakan yaitu benih ubikayu dengan 2 jenis

yaitu benih botani F1 keturunan tetua betina klon malang-6 dan klon BL-8. Benih

ubikayu dikecambahan dengan menggunakan 3 metode yaitu pengecambahan secara

in vitro ( metode 1) , pengecambahan pada botol kultur  yang diberi media campuran

pasir dan arang sekam dengan kondisi botol tertutup plastik bening ( metode 2 ) , dan

pengecambahan pada polybag dengn media campuran tanah dan kompos dalam
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lingkungan terbuka. Data hasil percobaan I tidak dianalisis secara statistika. Hasil

yang diperoleh dari percobaan 1 yaitu perkecambahan ubikayu pada metode 3

memberikan daya berkecambah yang lebih besar yaitu 53 % dibandingkan dengan

perkecambahan benih pada metode 1 dan metode 2 yaitu hanya 2 % dan 22 %. Pada

percobaan II eksplan ubikayu berasal dari kecambah ubikayu yang berumur 2 MST

dan diambil tunas satu buku dari cabangnya yang mempunyai 3 - 4 buku. Percobaan

II dilakukan dengan menggunakan rancangan teracak sempurna (RTS) dengan 1

faktor yaitu 4 taraf konsentrasi Benziladenin (BA) ( 0, 2, 4, dan 6 mg/l) pada media

dasar Murashige and Skoog (MS). Perbedaan antarperlakuan dapat dihitung

berdasarkan nilai galat baku nilai tengah ( Standard error of the mean/SE) dari data

setiap perlakuan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian media murashige

and skoog (MS) yang ditambahkan BA tidak memberikan pengaruh nyata pada

penambahan jumlah tunas adventif dan panjang tunas. Panjang tunas terbaik terdapat

pada media murashige and skoog (MS) yang tidak ditambahkan ZPT (MS 0) dengan

panjang tunas 3,73. Pada media yang ditambahkan BA tunasnya yang dihasilkan

lebih pendek.

Kata kunci :  Benziladenin (BA), in vitro, kecambah , ubikayu.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ubikayu ( Manihot esculenta Crantz.) adalah tanaman perdu semusim dari famili

Euphorbiaceae yang tumbuh di daerah tropika dan subtropika. Ubikayu banyak

dibudidayakan di Indonesia, karena hampir seluruh wilayah di Indonesia tanaman

ubikayu dapat tumbuh dengan baik. Ubikayu merupakan sumber energi yang

kaya karbohidrat, oleh karena itu ubikayu dijadikan sebagai pangan alternatif. Di

Indonesia ubikayu banyak dijadikan olahan pangan seperti keripik, gaplek, tape

dan olahan lainnya. Sedangkan pada bidang industri ubikayu sebagai bahan baku

tapioka dan bioethanol. Penghasil ubikayu terbesar di Indonesia yaitu Jawa Timur,

Jawa Tengah, Jawa Barat, dan Lampung.

Di Indonesia produksi ubikayu pada tahun 2014 didominasi oleh provinsi

Lampung sebesar 8.034.016 ton selanjutnya provinsi Jawa Timur sebesar

3.635.454 ton, Jawa Tengah sebesar 3.977.810 ton, dan Jawa Barat sebesar

2.250.024. Ubikayu merupakan salah satu komoditas pertanian unggulan di

Provinsi Lampung.  Pada tahun 2014, total luas lahan di provinsi Lampung yang

ditanami ubikayu
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adalah 304.468 ha dengan total produksi 8.034.016 ton yang berarti produktivitas

lahan sekitar 263,87 ku/ha (Badan Pusat Statistik, 2015).

Kebutuhan ubikayu sebagai bahan baku industri etanol semakin meningkat tetapi

produksi ubikayu di Indonesia dari tahun ke tahun mengalami penurunan. Hal ini

disebabkan oleh produksi ubikayu untuk setiap daerah yang relatif rendah dan

semakin sedikitnya lahan produksi yang dapat ditanami. Di samping itu,

kurangnya ketersediaan bibit ubikayu yang unggul. Oleh karena itu, varietas baru

yang memiliki produksi dan kadar pati yang tinggi terus dibutuhkan dalam

pengembangan tanaman ubikayu untuk petani dan industri pengolahan ubikayu

(Direktorat Jenderal Tanaman Pangan, 2014).

Pemuliaan  dilakukan untuk merakit varietas baru ubikayu yang mempunyai

karakter unggul seperti produksi dan kadar pati yang tinggi. Setelah varietas baru

dihasilkan belum cukup untuk langsung dibudidayakan secara massal karena

untuk penanaman ubikayu jumlah bibit yang diperlukan dalam satu hektar cukup

banyak. Sehingga diperlukan teknik perbanyakan tanaman yang dapat

menghasilkan bibit yang seragam dalam jumlah  banyak dan dengan waktu yang

relatif cepat. Kultur jaringan adalah teknik perbanyakan tanaman secara vegetatif

yang dapat menghasilkan tanaman baru yang  seragam dalam jumlah banyak dan

dengan waktu yang relatif cepat. Sehingga dengan teknik ini kita dapat

menghasilkan bibit unggul ubikayu dalam jumlah banyak dan waktu yang relatif

cepat.

Salah satu faktor pendukung dalam perbanyakan tanaman secara in vitro yaitu

penggunaan ZPT yang tepat yang akan dicampurkan dalam media. ZPT yang
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merangsang pertumbuhan dan perbanyakan tunas in vitro adalah sitokinin.

Sitokinin yang banyak digunakan dalam kultur in vitro untuk  perbanyakan tunas

anatara lain Benziladenin (BA). Penentuan konsentrasi benziladenin yang tepat

untuk pertumbuhan dan perbanyakan tunas ubikayu merupakan salah satu faktor

yang  penting sebagai protokol dalam transformasi genetik untuk menghasilkan

tanaman transgenik dalam jumlah yang banyak.

Transformasi genetik merupakan salah satu kegiatan manipulasi genetik dengan

melakukan introduksi DNA rekombinan yang sebelumnya telah disisipkan ke

dalam vektor sel inang yang sesuai. Transformasi umumnya digunakan untuk

mengetahui ekspresi dari DNA rekombinan (Wong,2006). Transformasi genetik

merupakan salah satu teknik rekayasa genetika yang dapat menghasilkan tanaman

transgenik yang memiliki sifat baru seperti meningkatkan kualitas hasil. Webb

dan Moris (1992) menyatakan bahwa dasar keberhasilan transformasi genetik

adalah kemampuan sel target untuk berkembang menjadi tanaman utuh . Teknik

kultur jaringan membuka peluang untuk menyediakan sel target yang terdapat

dalam organ tanaman (daun, batang, hipokotil, dan kotiledon)yang terdapat dalam

kalus atau kultur suspensi sel dan bahkan protoplas. Sel-sel ini dapat dinduksi dan

berkembang menjadi tanaman baru melalui inisiasi pembentukan tunas baru atau

melalui embriogenesis. Pemilihan metode transfer gen pada umumnya tergantung

pada spesies tanaman yang digunakan dan kemampuan regenerasi tanaman

tersebut secara in vitro. Menurut Zhang et al.(2001), rekayasa genetik ubikayu

mempunyai potensi yang besar untuk melengkapi teknik pemuliaan tradisional

dalam menghasilkan bibit yang than terhadap hama dan penyakit atau

meningkatkan mutu umbinya. Thro et al. (1999) memfokuskan penelitian in vitro
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ubikayu pada propagasi konal dan teknologi transformasi genetik untuk

memperoleh sifat-sifat yang diinginkan. Jaringan embriogenik telah digunakan

sebagai target transformasi genetik maupun regenerasi tanaman ubikayu

transgenik (Taylor et al., 2001). Joseph et al. (2004) menggunakan kalus

embriogenik sebagai bahan penelitian induksi mutasi pada ubikayu melalui radiasi

sinar-Y.

Perluasan keragaman genetik  dari klon ubikayu diperoleh dari persilangan alami

atau buatan. Karena ubikayu secara alamiah dapat menyerbuk silang dan seleksi

dilaksanakan pada generasi F1, klon-klon ubikayu secara genetik bersifat

heterozigot. Klon-klon ubikayu yang ditumbuhkan dari benih botani memiliki

keragaman yang luas. Tetapi salah satu kendala yang dihadapi dalam

pengecambahan benih botani ini yaitu nilai daya kecambah yang relatif rendah.

Nassar dan Hair (1985), menyatakan bahwa dari hasil evaluasi terhadap 51 klon

ubikayu di Brazil daya berkecambah pada15 dan 30 hari setelah tanam berturut-

turut berkisar antara 0-30% dan 10-56%. Hal ini dikarenakan benih dorman.

Benih yang mengalami dormansi tidak akan berkecambah walaupun berada pada

kondisi lingkungan yang optimal untuk perkecambahannya.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang dibuat didapatkan rumusan masalah yaitu

bagaimana teknik perkecambahan ubikayu dan respon perbanyakan dan
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pertumbuhan eksplan tanaman ubikayu terhadap pemberian beberapa konsentrasi

BA.

1.3 Tujuan Penelitian

Berdasarkan identifikasi dan perumusan masalah yang telah dikemukakan maka

tujuan penelitian ini adalah untuk :

1. Mengetahui teknik perkecambahan benih ubikayu yang baik untuk

pertumbuhan perkecambahannya.

2. Mengetahui pengaruh konsentrasi Benziladenin (BA) pada pertumbuhan dan

perbanyakan eksplan tanaman ubikayu secara in vitro.

1.4 Landasan Teori

Benih botani ubikayu sangat  jarang digunakan dalam proses pembudidayaannya.

Biji tanaman jarak pagar (Jatropha curcus) yang memliki family yang sama

dengan ubikayu yaitu Euphorbiaceae memiliki struktur kulit biji yang keras atau

berdaging. Hal ini dapat menghambat proses perkecambahan benih sehingga

mengakibatkan benih lama berkecambah. Proses perkecambahan benih ubikayu

yang lama menjadi salah satu alasan mengapa benih botani ubikayu hanya

digunakan untuk pemuliaan tanaman.

Salah satu faktor yang mengakibatkan benih botani rendah daya berkecambah

yaitu dormansi benih. Dormansi benih disebabkan oleh beberapa faktor antara

lain, embrio yang tidak sempurna, embrio yang belum masak, kulit benih tebal,

kulit benih impermeable, dan terdapat senyawa-senyawa yang menghambat
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perkecambahan (Copeland and Mc.Donald,2001). Menurut Sutopo (2002),

dormansi dikelompokkan menjadi 2 tipe yaitu dormansi fisik disebabkan oleh

pembatasan struktural terhadap perkecambahan biji, seperti kulit biji yang keras

dan kedap sehingga menjadi penghalang meknis terhadap masuknya air atau gas-

gas ke dalam biji. Benih-benih yang termasuk dalam tipe dormansi ini disebut

sebagai benih keras karena mempunyai kulit biji yang keras dan strukturnya

terdiri dari lapisan sel-sel palisade berdinding tebal terutama di permukaan paling

luar dan bagian dalamnya mempunyai lapisan lilin dan bahan kutikula. Utomo et

al. (2012) menyatakan bahwa perlakuan pra-pengecambahan dengan perendaman

benih padalarutan H2SO4 selama 5 menit yang diikuti pengecambahan pada media

tanah menunjukkan Persentase Daya Berkecambah (PDB) dan Kecepatan

Berkecambah (KB) yang tinggi. PDB dan KB perlakuan tersebut berturut-turut

sebesar 96%; 10,5% per hari; sedangkan PDB dan KB control berturut-turut

sebesar 78,7% dan 6,8% per hari.

Kultur jaringan adalah suatu teknik untuk menumbuh kembangkan bagian

tanaman di dalam tabung transparan (in vitro), secara aseptik/aksenik pada media

kultur yang berisi hara dan mineral yang lengkap dalam kondisi lingkungan yang

terkendali. Yusnita (2003) menyatakan bahwa perbanyakan in vitro dapat

dilakukan dengan beberapa cara yaitu pengkulturan satu buku, tunas samping

(axillary branching) dari eksplan ujung tunas, metode pembiakan dengan kultur

organogenesis, dan embriogenesis de novo. Metode perbanyakan tunas samping

dari eksplan ujung tunas akan membentuk tunas-tunas majemuk. Perbanyakan

dengan metode percabangan tunas samping ini sering digunakan karena relatif
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sederhana, aberasi genetik sangat kecil, dan perbanyakannya berlangsung cukup

cepat.

Zat pengatur tumbuh (ZPT) yang sering digunakan pada perbanyakan in vitro

adalah auksin dan sitokinin.  Nisbah sitokinin/auksin yang tinggi pada tanaman

akan merangsang inisiasi akar, dan nisbah sitokinin/auksin dalam jumlah yang

seimbang akan merangsang terbentuknya kalus. Salah satu faktor yang

mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan tanaman dalam perbanyakan

secara in vitro adalah penambahan ZPT. ZPT yang banyak digunakan untuk

merangsang pertumbuhan dan perbanyakan tunas secara in vitro . yaitu sitokinin

seperti BA. BA merupakan salah satu ZPT yang banyak digunakan untuk memacu

pembentukan tunas dengan daya aktivitas yang kuat dalam mendorong proses

pembelahan sel (George dan Sherrington, 1996).

Hasil penelitian Ardian (2009) didapatkan bahwa  pertumbuhan tunas mikro

ubikayu terbaik dicapai pada perlakuan 0,5 mg/l benziladenin yang menghasilkan

8 tunas aksilar yang terbentuk pada 4 minggu setelah kultur . Le et al (2007)

melaporkan penelitiannya bahwa konsentrasi 5 mg/ l BA pada media MS adalah

konsentrasi terbaik untuk organogenesis ubikayu varietas K140 dengan jumlah

mata tunas baru 12,4 dan frekuensi organogenesis 47,7%. Hasil penelitian Faye et

al (2015),menyatakan bahwa pertumbuhan tunas dan akar yang terbaik didapatkan

pada media MS dengan konsentrasi kinetin 0,1mg/l, sedangkan proliferasi tunas

dan daun tertinggi terdapat pada media MS dengan konsentrasi BAP 1 mg/l.

Maryani dan Zamroni (2005), mendapatkan bahwa  pada tunas krisan secara in

vitro perlakuan tanpa BA (0 ppm) ternyata memberikan jumlah akar banyak dan

kecenderungan jumlah akar menurun dengan meningkatnya konsentrasi BA.



8

Kemampuan menghambat pertumbuhan akar ini sangat penting untuk

penggandaan tunas. Hasil penelitian pada tanaman Almond (Amygdalus communis

L. cv. Yaltsinki) (Akbas et al. , 2009) mendapatkan bahwa media MS dengan

penambahan 1 mg/l BA menghasilkan multiplikasi tunas terbanyak, yaitu 2,25

tunas per eksplan, namun peningkatan konsentrasi BA lebih lanjut menjadi 2 atau

4 mg/l menghasilkan jumlah tunas yang cenderung lebih sedikit (2,12

tunas/eksplan) dan tunas yang dihasilkan lebih pendek.

Perkecambahan benih botani F1 ubikayu hasil pemuliaan tanaman mengalami

kendala untuk dapat berkecambah karena nilai daya kecambah benih yang relatif

rendah. Hal ini dikarenakan benih dorman. Benih ubikayu yang mengalami

dormansi tidak dapat berkecambah walaupun berada di dalam lingkungan yang

optimal untuk perkecambahannya. Rendahnya nilai daya berkecambah benih juga

dikarenakan sifat fisik dari benih tersebut. Benih ubikayu memiliki kulit yang

keras sehingga perlu adanya perlakuan fisik pada benih.

Penemuan varietas baru harus diimbangi dengan teknik perbanyakan tanaman

yang efektif sehingga varietas baru yang dihasilkan dapat diperbanyak dengan

waktu yang relatif cepat dan keunggulannya dapat dirasakan oleh petani. Salah

satu teknik yang dapat dilakukan untuk mendapatkan bibit tanaman yang banyak

dan dengan waktu yang relatif cepat yaitu dengan kultur jaringan. Kultur jaringan

adalah suatu teknik menumbuhkembangkan jaringan tanaman di dalam tabung

transparan (in vitro) pada media yang berhara lengkap dan dalam kondisi

lingkungan yang terkendali (Yusnita,2013).

1.5 Kerangka Pemikiran
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Penggunaan ZPT yang tepat merupakan faktor pendukung dalam keberhasilan

dalam kultur jaringan. ZPT merupakan bahan organik bukan hara yang dapat

merangsang pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Jenis ZPT yang banyak

digunakan dalam kultur jaringan yaitu sitokinin dan auksin. Sitokinin dapat

meningkatkan pembelahan, pertumbuhan dan perkembangankultur sel tanaman.

Beberapa macam sitokinin merupakan sitokinin alami (kinetin dan zeatin) dan

lainnya merupakan sitokinin sintetik. Peningkatan konsentrasi sitokinin akan

menyebabkan sistem tunas membentuk cabang dalam jumlah yang lebih banyak

(Dewi,2008).

BA merupakan jenis sitokinin yang banyak digunakan karena mudah diperoleh

dan harganya yang relatif murah. BA dapat merangsang multiplikasi tunas. Oleh

karena itu, untuk mendapatkan prosedur perbanyakan tanaman ubikayu secara in

vitro yang optimal dilakukan dengan menentukan tingkat konsentrasi BA yang

terbaik.

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan dapat disimpulkan

hipotesis yaitu :

1. Terdapat teknik perkecambahan benih yang dapat mempercepat benih

berkecambah.

2. Peningkatan konsentrasi BA , akan memberikan respon terhadap jumlah tunas

yang dihasilkan pada eksplan tunas satu buku tanaman ubikayu secara in vitro.

1.6 Hipotesis
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II.TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Ubikayu

Klasifikasi botani dari ubikayu adalah Kingdom: Plantae, Divisi: Spermatophyta,

Kelas : Dicotyledonae, Ordo : Malphigiales, Famili: Euphorbiaceae, Genus :

Manihot, Spesies : Manihot esculenta Crantz (Prihardana dan Hendroko, 2007).

Pemanfaatan ubikayu dikelompokkan menjadi dua kelompok, yaitu sebagai bahan

baku industri dan sebagai bahan pangan. Ubikayu sebagai bahan pangan harus

memenuhi syarat utama, yaitu tidak mengandung racun HCN (< 50 mg per Kg

umbi basah). Sementara itu, ubikayu untuk bahan baku industri tidak disyaratkan

adanya kandungan protein maupun ambang batas HCN, tapi yang diutamakan

adalah kandungan karbohidrat yang tinggi. Pemanfaatan ubikayu sebagai bahan

baku tepung tapioka merupakan pemakaian terbesar, tapi di beberapa tempat

seperti daerah Jawa Tengah dan Yogyakarta pemanfaatan langsung jauh lebih

banyak dibandingkan dengan yang dibuat tepung tapioka (Popoola dan

Yangomodou, 2006).

Ubikayu dapat dimanfaatkan menjadi pangan pokok setelah beras dan

jagung.Daun ubikayu dapat diolah sebagai sayuran.  Batang dapat digunakan

untukmembuat pagar kebun dan kayu bakar. Seiring berkembangnya ilmu
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pengetahuandan teknologi pada saat ini, tanaman ubikayu dapat digunakan

sebagai bahan dasar pada industri makanan, pakan ternak, dan bahan baku

pembuatan etanol dengan produktivitas 2.000 – 7.000 liter etanol per hektar

(2009).

Jenis Klon ubikayu yang dapat ditanam antara lain adalah UJ-3 (Thailand), UJ-5

(kasetsart), Adita-1, Adira-2, Adira-4, Malang-1, Malang-2, Malang-4, Malang-6

Darul Hidayah, dan Klon lokal (Barokah, Manado, Klenteng, Mekarmanik, dan

lain –lain).

2.2 Perkecambahan Benih

Perkecambahan benih secara fisiologis adalah muncul dan berkembangnya

struktur-struktur penting dari embrio benih sampai dengan akar menembus kulit

benih. Proses metabolisme perkecambahan benih ditentukan oleh faktor genetik

dan lingkungan. Faktor genetik yang berpengaruh terhadap perkecambahan

benih adalah sifat dormansi dan komposisi kimia benih. Faktor lingkungan

yang berpengaruh terhadap perkecambahan benih adalah air, gas, suhu, dan

cahaya. Proses perkecambahan benih merupakan suatu rangkaian kompleks dari

perubahan-perubahan morfologi,fisiologi, dan biokimia (Copeland and Mc.

Donald,2001).

Benih dikatakan dorman apabila benih tersebut sebenernya hidup tetapi tidak

berkecambah meskipun diletakkan pada keadaan yang umum dianggap memenuhi

persyaratan bagi suatu perkecambahan (Sutopo, 2002). Dormansi merupakan

fenomena fisiologis yang menunjukkan ketidakmampuan benih hidup untuk
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berkecambah pada kondisi optimum. Dormansi benih dapat berlangsung beberapa

hari, beberapa minggu hingga beberapa bulan tergantung pada jenis tanaman

(Copeland and Mc.Donald,2001). Utomo et al. (2012) menyatakan bahwa

perlakuan pra-pengecambahan dengan perendaman benih padalarutan H2SO4

selama 5 menit yang diikuti pengecambahan pada media tanah menunjukkan

Persentase Daya Berkecambah (PDB) dan Kecepatan Berkecambah (KB) yang

tinggi. PDB dan KB perlakuan tersebut berturut-turut sebesar 96%; 10,5% per

hari; sedangkan PDB dan KB control berturut-turut sebesar 78,7% dan 6,8% per

hari.

Beberapa cara yang sudah diketahui untuk mematahkan dormansi benih:

1. Perlakuan Mekanis

Disebabkan oleh impermeabilitas kulit biji terhadap air atau gas,

resistensi mekanis  kulit perkecambahan yang terdapat pada kulit biji.

Dapat dilakukan skarifikasi yang mencakup cara-cara seperti mengikir,

mengamplas dengan kertas amplas, melubangi dengan pisau atau jarum.

2. Perlakuan Kimia

Dengan menggunakan larutan kimia dengan tujuan agar kulit biji lebih

mudah dimasuki air pada waktu proses imbibisi. Asam sulfat dan asam

nitrat dengan konsentrasi pekat dapat membat kulit biji menjadi lebih

lunak.

3. Perlakuan Perendaman Air

Beberapa benih diberi perendaman air agar memudahkan penyerapan air

oleh benih (Sutopo,1993).
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2.3 Kultur Jaringan

Kultur jaringan merupakan teknik untuk menumbuhkembangkan bagian tanaman

baik berupa sel, jaringan ataupun organ dalam keadaan aseptik secara in vitro,

yang ditandai dengan kondisi kultur aseptik, penggunaan media buatan yang

mengandungan nutrisi lengkap, Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) serta kondisi ruang

kultur, suhu dan pencahayaan yang terkontrol (Yusnita, 2003).

Menurut Yusnita (2003), terdapat lima tahapan dalam perbanyakan tanaman

secara kultur jaringan, yaitu:

1. Tahap 0 merupakan tahap pemilihan dan persiapan tanaman induk untuk

eksplan.  Tanaman yang akan dikulturkan harus jelas jenis dan varietasnya, serta

terbebas dari hama dan penyakit tanaman

2. Tahap 1 merupakan inisiasi kultur (culture establishment).  Tahapan ini

bertujuan untuk mendapatkan kultur yang aseptik dan aksenik.  Sterilisasi

merupakan langkah yang harus dilakukan untuk mendapatkan kultur yang bebas

kontaminan.

3. Tahap 2 merupakan tahap multiplikasi tunas.  Multiplikasi tunas merupakan

perbanyakan tunas maupun embrio tanaman.  Tahapan ini dilakukan dengan

mengkondisikan eksplan pada lingkungan hormonal yang sesuai.  Setelah

diperoleh banyak tunas, subkultur dapat dilakukan beberapa kali sampai jumlah

tunas yang diharapkan tercapai.

4. Tahap 3 merupakan tahap persiapan untuk transfer planlet ke lingkungan

eksternal, seperti pemanjangan tunas, induksi, dan perkembangan akar.  Tahapan

ini juga membutuhkan lingkungan hormonal yang sesuai.  Pemanjangan tunas dan
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pengakaran dapat dilakukan bersamaan atau secara bertahap, yaitu pemanjangan

tunas terlebih dahulu baru diakarkan.

5. Tahap 4 merupakan tahap aklimatisasi plantlet ke lingkungan eksternal.

Konsep dasar aklimatisasi adalah memindahkan plantlet ke media aklimatisasi

dengan intensitas cahaya rendah dan kelembapan nisbi tinggi kemudian

berangsur-angsur intensitas cahaya dinaikkan dan kelembapan diturunkan.

Keunggulan teknik perbanyakan tanaman dengan kultur jaringan adalah mampu

menghasilkan bibit tanaman dalam jumlah banyak dengan waktu yang relatif

singkat, bebas patogen, dapat dilakukan sepanjang tahun, tidak memerlukan

tempat yang luas, dan bibit yang dihasilkan bersifat true-to type (Yusnita, 2003).

Media tumbuh kultur merupakan salah satu syarat agar kultur berjalan baik

(George dkk.,2008) secara fisik media kultur dibagi menjadi dua yaitu media cair

dan media padat (Yusnita,2003).dalam media terkandung komponen yang

mendukung pertumbuhan dan perkembangan eksplan.  Komponen dalam media

kultur yaitu hara makro dan mikro, sukrosa sebagai sumber energi,

aquadessebagai pelarut, bahan aktif untuk mengaktifkan pertumbuhan, vitamin,

asam amino, agar sebagai pemadat, dan ZPT (Yusnita,2003).

2.3.1 Zat Pengatur Tumbuh

Zat pengatur tumbuh (ZPT) merupakan semua senyawa, baik yang alami atau

sintetik, yang dalam konsentrasi rendah dapat mengatur (merangsang atau

menghambat) pertumbuhan dan perkembangan sel atau tanaman (Yusnita, 2010).
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Menurut Yusnita (2010), semua hormon adalah ZPT tetapi tidak semua ZPT

adalah hormon.

Sitokinin merupakan senyawa adenin yang memacu pembelahan sel pada sistem

jaringan. Terdapat 2 jenis sitokinin, yaitu sitokinin alami (zeatin, zeatin

ribosa,isopentil adenin, dan dihidrozeatin) dan sitokinin sintetis (kinetin,

benziladenin (BA), PBA, 2C1-4PU, 2,6C1-4PU, dan thidiazuron). Struktur

sitokinin mempunyai rantai samping panjang serta kaya akan atom hidrogen dan

oksigen yang menempel pada nitrogen yang menonjol dari puncak  cincin purin

(Sandra, 2013).

BA merupakan jenis sitokinin yang sering kali dipakai dalam kultur jaringan. BA

molekul sebesar 225,26 g/mol. Dengan konsentrasi 0,5-10 mg/l dapat merangsang

multiplikasi tunas aksilar dan relatif mudah diperoleh serta lebih murah dari TDZ

(Yusnita, 2003).

2.3.2 Kultur Jaringan Ubikayu

Yusnita (2003) menyatakan bahwa kultur jaringan merupakan suatu teknik untuk

menumbuhkembangkan bagian tanaman in vitro secara aseptik dan aksenik pada

media kultur berisi hara lengkap dan kondisi lingkungan terkendali untuk tujuan

tertentu.  Prinsip yang mendasari kultur jaringan adalah teori totipotensi sel,

konsep Skoog dan Miller, dan adanya sifat kompeten, dediferensiasi, dan

determinasi tanaman.  Teori totipotensi dikemukaan oleh Schwann dan Shleiden

pada tahun 1838 menyatakan bahwa setiap sel tanaman hidup mempunyai

informasi genetik untuk dapat tumbuh dan berkembang menjadi tanaman utuh jika
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kondisinya sesuai.  Teori ini baru terbukti berkat penemuan hormon auksin dan

percobaan yang dilakukan oleh Skoog dan Miller  pada tahun 1957.  Skoog dan

Miller menyebutkan bahwa regenerasi tunas dan akar in vitro (organogenesis)

dikontrol secara hormonal oleh sitokinin dan auksin.  Namun kecepatan

organogenesis maupun embriogenesis dipengaruhi oleh sifat kompeten,

dediferensiasi, dan determinasi eksplan tanaman. Hasil penelitian Ardian (2009)

didapatkan bahwa  pertumbuhan tunas mikro ubikayu terbaik dicapai pada

perlakuan 0,5 mg/l benziladenin yang menghasilkan 8 tunas aksilar yang

terbentuk pada 4 minggu setelah kultur . Le et al (2007) melaporkan penelitiannya

bahwa konsentrasi 5 mg/ l BA pada media MS adalah konsentrasi terbaik untuk

organogenesis ubikayu varietas K140 dengan jumlah mata tunas baru 12,4 dan

frekuensi organogenesis 47,7%. Hasil penelitian Faye et al (2015),menyatakan

bahwa pertumbuhan tunas dan akar yang terbaik didapatkan pada media MS

dengan konsentrasi kinetin 0,1mg/l, sedangkan proliferasi tunas dan daun tertinggi

terdapat pada media MS dengan konsentrasi BAP 1 mg/l. Priadi dan

Sudarmonowati (2006) mendapatkan bahwa sebagian besar kalus embriogenik

dihasilkan dari eksplan yang berukuran lebih dari 5 mm yang diperoleh dari daun

pucuk tanaman ubikayu yang dipelihara in vitro. Persentase kalus embriogenik

tertinggi (100%) diperoleh dari genotipe Iding, sedangkan tererndah (33%)

diperoleh dari genotipe Timtim 29.

Salah satu prasyarat keberhasilan tranformasi genetik ubikayu adalah kemampuan

untuk menghasilkan atau meregenerasikan tanaman fertil dari sel atau jaringan
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yang dikulturkan. Oleh karena itu dibutuhkan suatu protokol dapat dilakukan

untuk pemuliaan tanaman ubikayu sehingga didapatkan tanaman ubikayu yang

unggul dengan produksi yang tinggi dan kadar pati yang tinggi. Salah satu cara

yang cepat sekaligus mempertahankan sifat unggul induk adalah menggunakan

metode kultur jaringan. Jaringan embriogenik telah digunakan ebagai target

transformasi genetik maupun regenerasi tanaman ubikayu transgenik (Taylor et

al., 2001). Kalus embriogenik adalah media yang efektif untuk transformasi

genetik melalui teknik particle bombardment maupun Agrobacterium. Joseph et

al. (2004) juga menggunkankalus embriogenik sebagai bahan penelitian induksi

mutasi pada ubikayu melalui iradiasi sinar –Y.



18

III. BAHAN DAN METODE

Penelitian ini terdiri dari dua percobaan yaitu perkecambahan benih ubikayu

(Percobaan I) dan perbanyakan eksplan tunas satu buku dari kecambah ubikayu

(Percobaan II). Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Ilmu Tanaman Jurusan

Agroteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Penelitian dilaksanakan

pada bulan April hingga Juli 2016.

3.1  Percobaan I. Perkecamabahan benih ubikayu

3.1.1 Bahan Tanam

Bahan tanam yang digunakan yaitu benih ubikayu dengan 2 jenis yaitu benih

botani F1 keturunan tetua betina klon Malang-6 dan Klon BL-8 (Gambar 1)

dengan masa simpan benih 4 bulan.

Gambar 1. Benih ubikayu a). klon malang-6 dan b). klon BL-8.

a b
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3.1.2 Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan pengecambahan benih dengan menggunakan 3

metode yaitu:

1. Metode 1 : Benih dikecambahkan secara in vitro pada media Murashige

and Skoog tanpa ZPT (MS 0). Benih yang ditanam yaitu ubikayu klon

Malang-6, Thailand, Kasesart, dan Klenteng. Setiap satu botol kultur

ditanam 5 benih ubikayu. Setiap klon terdapat 3 ulang sehingga diperoleh

3 botol kultur.

2. Metode 2 : Benih dikecambahkan pada botol kultur yang ditutup plastik

transparan dengan menggunakan media campuran pasir dan arang sekam

yang telah disterilisasi. Benih yang ditanam yaitu ubikayu klon Malang-6,

malang-8, dan kasesart. Masing-masing botol kultur diisi 4 benih ubikayu.

Setiap klon terdapat 3 botol.

3. Metode 3: Benih dikecambahkan pada polybag dengan menggunakan

media campuran tanah dan kompos. Benih yang ditanam yaitu ubikayu

klon Malang-6, BL-8, Thailand, Kasesart, dan Malang-8. Masing-masing

polybag ditanam 15 benih ubikayu. Diperoleh 5 polybag  untuk

pengecambahan.

3.1.3 Pelaksanaan Penelitian

3.1.3.1 Penyiapan media tanam

Media tanam yang digunakan yaitu media dasar Murashige and Skoog tanpa ZPT

(MS 0) untuk pengecambahan pada kultur in vitro pada kondisi lingkungan

terkendali, media campuran pasir dan sekam bakar untuk pengecambahan benih
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pada botol kultur yang disungkup di lingkungan luar, dan media campuran tanah

dan kompos untuk pengecambahan benih pada polybag.

Media untuk kultur in vitro dibuat sesuai dengan formulasi media MS 0 tanpa

penambahan ZPT. Media disterilisasi dengan menggunakan autoklaf Tomy

selama 7 menit untuk menghindari kontaminasi media oleh mikroorganisme dari

luar. Media tersebut disimpan pada ruang kultur dengan kondisi lingkungan yang

terkendali.

Media campuran pasir dan sekam bakar dicampurkan dengan perbandingan

masing-masing bahan yaitu 1:1 yang kemudian dilakukan sterilisasi dengan

pengukusan dengan menggunakan dandang selama ± 1 jam (Gambar 2). Setelah

itu media dikering anginkan. Media yang sudah dingin dimasukkan ke dalam

botol kultur yang telah dilakukan sterilisasi setinggi 1/3 bagian botol kultur.

Gambar 2. Media campuran pasir dan sekam bakar yang telah dilakukan
sterilisasi.

Media campuran tanah dan kompos yaitu dengan menggunakan tanah kompos

Metro Lestari (Gambar 3). Media tersebut dimasukkan ke dalam polybag

sebanyak 2/3 bagian dari polybag tersebut.
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Gambar 3. Media campuran tanah dan kompos yang telah dimasukkan ke dalam
polybag.

3.1.3.2 Penanaman Benih

Benih ubikayu ditanam dengan menggunakan 3 metode yaitu:

a) Pengecambahan pada media MS 0 secara in vitro

Pengecambahan benih dilakukan secara in vitro pada lingkungan yang terkendali.

Penanaman benih dilakukan didalam Laminar Air Flow Cabinet (LAFC) (Gambar

4). Sebelum dilakukan penanaman benih di sterilisasi dengan menggunakan

larutan Bayclin dengan 3 konsetrasi yaitu 10%;20%;dan 30%. Benih tersebut

disterilisasi dengan cara direndam kocok selama ±15 menit kemudian dibilas

sebanyak 3 kali dengan menggunakan air steril.
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Gambar 4. Alat dan bahan yang digunakan dalam pengecambahan benih secara in
vitro a). Alat yang digunakan, b). Benih yang akan disterilisasi, c). Air
steril, dan d) Bayclin sebagai larutan klorok.

Benih yang telah dilakukan sterilisasi kemudian ditanam pada media Murashige

and Skoog tanpa ZPT (MS 0) (Gambar 5). Benih yang telah ditanam dipelihara

pada ruang kultur yang terkendali dan diamati perkembangannya setiap hari

sampai benih berkecambah.

Gambar 5. Kultur benih ubikayu pada media MS 0 pada 7HST.

a

dc

b
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b) Pengecambahan pada botol kultur yang diberi media campuran pasir dan

arang sekam dengan kondisi botol tertutup plastik bening.

Benih ditanam pada media campuran pasir dengan sekam bakar yang telah

ditempatkan pada botol kultur. Benih sebelum ditanam dilakukan perendaman

pada air selama 24 jam. Masing-masing botol kultur diisi 4 benih ubikayu dan

kemudian botol ditutup dengan menggunakan plastik bening dan diikat dengan

karet (Gambar 6). Benih yang telah ditanam dipelihara pada lingkungan terbuka

dan dilakukan penyiraman setiap 2 hari sekali. Benih diamati setiap hari hingga

benih berkecambah.

Gambar 6. Kultur benih ubikayu pada botol kultur yang disungkup 7HST.

c) Pengecambahan pada polybag dengan media campuran tanah dan kompos

dalam lingkungan terbuka.

Benih ditanam pada media campuran tanah dan kompos yang telah dimasukkan ke

dalam polybag (Gambar 7). Benih yang sudah ditanam dipelihara pada lingkungan

terbuka yang terkena sinar matahari secara langsung.
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Gambar 7. Benih ubikayu yang ditanam pada polybag pada 7HST.

3.1.3.3 Variabel Pengamatan

Variabel yang diamati dalam percobaan ini yaitu daya berkecambah benih.

Variabel ini diamati dengan mengukur persentase benih ubikayu yang

berkecambah. Daya berkecambah dihitung dengan rumus:

Daya Berkecambah = X 100 %.

3.2 Percobaan II. Pertumbuhan dan perbanyakan tunas satu buku dari
kecambah ubikayu secara in vitro.

3.2.1 Bahan Tanam

Bahan tanam yang digunakan dalam percobaan ini adalah tunas satu buku dari

benih ubikayu yang telah berkecambah 2 MST. Kecambah ubikayu yang

digunakan yaitu benih yang dikecambahkan pada media campuran tanah dan

kompos pada polybag. Kecambah yang digunakan telah memiliki 3-4 buku

kemudian dipotong dari bagian tunas utama kemudian diambil cabangnya lalu

dilakukan penanaman pada Laminar Air Flow (LAFC)(Gambar 8).
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Gambar 8. Kecambah ubikayu yang akan dilakukan penanaman di Laminar Air
Flow (LAFC).

3.2.2 Metode Penelitian

Percobaan II dilakukan dengan menggunakan rancangan teracak sempurna (RTS)

dengan 1 faktor yaitu 4 taraf konsentrasi Benziladenin (BA) ( 0, 2, 4, dan 6 mg/l)

pada media dasar MS. Masing-masing perlakuan diulang 5 kali dengan 3 eksplan

per ulangan. Perbedaan antarperlakuan dapat dihitung berdasarkan nilai galat baku

nilai tengah ( Standard error of the mean/SE) dari data setiap perlakuan. Rumus

SE yang digunakan sebagai berikut

= ∑ − (∑ )/( − 1)
Keterangan:

SE = standard error of the mean/galat baku nilai tengah

Xi = nilai pengamatan ke-i

n = jumlah eksplan yang respon
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3.2.3 Pelaksanaan Penelitian

3.2.3.1 Sterilisasi Alat

Sebelum digunakan, peralatan yang meliputi botol kultur, gunting, scapel, pinset,

keramik maupun alat-alat gelas lainnya harus dicuci bersih terlebih dahulu.

Kemudian alat-alat tersebut disterilisasi menggunakan autoclave selama 30 menit

pada temperatur 121 oC dengan tekanan 1,2 kg/cm2.

3.2.3.2 Media Prekondisi dan Media Perlakuan

Media prekondisi yang digunakan sebagai media tanam awal eksplan adalah

media dasar Murashige and Skoog (MS) yang ditambahkan gula dan agar tanpa

penambahan ZPT.  Media ini merupakan media prekondisi sebelum eksplan

ditanam pada media perlakuan. Penanaman eksplan di media prekondisi

dimaksudkan untuk mendapatkan eksplan steril yang lebih seragam dan

memperkecil tingkat kontaminasi pada kultur.  Pada media perlakuan,

ditambahkan beberapa taraf konsentrasi BA (0; 2; 4;6 mg/l) . Media prekondisi

dan media perlakuan diatur tingkat keasamannya menjadi 5,8 menggunakan pH

meter dengan penambahan KOH 1 N jika pH media kurang dari 5,8 atau

penambahan HCl 1 N jika pH media lebih dari 5,8. Sebagai pemadat media

digunakan agar 8 g/l.  Media prekondisi dan media perlakuan disterilisasi

menggunakan autoclave pada suhu 121 oC dan tekanan 1,2 kgf/cm2 selama 7

menit.
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3.2.3.3 Sterilisasi Eksplan

Eksplan yang digunakan dalam penelitian adalah tunas satu buku yang

panjangnya 2 cm diambil dari kecambah ubikayu pada metode 3. Permukaan

eksplan disterilisasi di dalam laminar air flow cabinet dilakukan sterilisasi

menggunakan larutan bayclin 20% selama 10 menit dengan penambahan Tween

20 2 tetes/100 ml larutan. Kemudian eksplan dibilas tiga kali dengan

menggunakan air steril dan siap ditanam dalam media prekondisi MS 0 (Gambar

9).

Gambar 9. Proses sterilisasi eksplan sebelum dilakukan penanaman pada media
prekondisi MS 0 a). alat dan bahan yang digunakan, b)kecambah yang
akan dijadikan eksplan yang akan disterilisasi, c). pemberian larutan
bayclin pada eksplan yang akan disterilisasi, dan d).Sterilisasi dengan
direndam kocok selama 10 menit.

3.2.3.4 Penanaman Eksplan Steril

Penanaman eksplan steril dilakukan di dalam laminar air flow cabinet (LAFC)

dengan kondisi aseptik (Gambar 10). Setiap botol kultur ditanam 3 eksplan.

Sehingga diperoleh 10 botol kultur untuk 2 klon ubikayu. Eksplan yang sudah

a

d

b

c
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ditanam pada media prekondisi selama satu minggu dan tidak terkontaminasi, baik

oleh cendawan maupun bakteri dianggap steril dan dapat dipindah ke media

perlakuan.

Gambar 10. Penanaman eksplan a). Pemotongan eksplan, b). Eksplan tunas satu
buku, c) Penanaman eksplan pada media kultur, d). Eksplan yang
telah ditanam dalam media MS 0 dan diisolasi pada ruang kultur.

3.2.3.5 Kultur Awal

Eksplan dengan ukuran  ±2 cm dan memiliki 1 buku ditanam secara horizontal

pada media perlakuan  di dalam laminar air flow cabinet (LAFC) selama 4

minggu, kemudian dilakukan pengamatan pertama.

3.2.3.6 Subkultur

Subkultur dilakukan dengan menanam eksplan tunas 1 buku dengan ukuran 2-3

cm yang berasal dari kultur awal yang berumur 4 minggu.  Eksplan ditanam

secara horizontal pada media perlakuan yang sama.

ba

dc
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3.2.3.7 Pemeliharaan

Eksplan yang sudah ditanam diletakkan pada rak dalam ruang kultur dan diberi

cahaya dengan menggunakan lampu flourescent dengan intensitas 1000 − 4000

lux selama 24 jam terus-menerus setiap hari.  Suhu di dalam ruangan diatur

menjadi 20 − 25 oC.

3.2.3.8 Pengamatan

Variabel yang diamati dalam penelitian ini antara lain:

1. Panjang tunas (cm)

Variabel ini diukur dengan cara mengukur panjang tunas dari pangkal tunas

diatas permukaan eksplan sampai titik tumbuh tanaman. Tunas yang diukur

adalah tunas yang memiliki panjang lebih dari 0,5 cm.

2. Jumlah tunas per eksplan

Variabel ini diukur dengan cara menghitung tunas adventif yang terbentuk

dari tiap eksplan. Tunas adventif adalah tunas yang terbentuk bukan berasal

dari mata tunas yang ada tetapi dari bagian lain tanaman yang awalnya tidak

terdapat mata tunas.

3. Persentase  kalus pada eksplan

Variabel ini diukur secara visual dan dilakukan skoring pada kalus yang

terdapat pada eksplan.
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V.   KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan

sebagai berikut:

1. Perkecambahan ubikayu pada metode 3 memberikan persentase benih yang

berkecambah lebih besar yaitu 53% dibandingkan dengan perkecambahan

benih pada metode 1 dan metode 2 yaitu hanya 2 % dan 22 %.

2. F1 keturunan malang-6 pada konsentrasi BA ( 2, 4, dan 6 mg/l ) menghasilkan

jumlah tunas berturut-turut 1,3; 1,00; dan 1,67. Sedangkan F1 keturunan BL-8

pada konsentrasi BA ( 2, 4, dan 6 mg/l ) menghasilkan jumlah tunas berturut-

turut 1,33; 2; dan 1,67.

3. Peningkatan konsentrasi Benziladenin tidak berpengaruh nyata pada

pemanjangan tunas yaitu 1,38 - 2,40 cm. Tunas yang dihasilkan lebih pendek

dibandingkan tunas yang dikulturkan pada media tanpa ZPT sebesar 3,73.
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5.2 Saran

Pada media induksi tunas adventif  konsentrasi BA lebih ditingkatkan agar ketersediaan BA

pada tanaman mencukupi untuk tanaman bermofogenesis membentuk tunas adventif lebih

banyak dibandingkan dengan tunas aksilar dan penanaman tunas satu buku dipendamkan ke

dalam media agarmenghasilkan tunas adventif yang lebih banyak.
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