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ABSTRAK

TEKNIK PERKECAMBAHAN BENIH DAN PENGARUH
KONSENTRASI THIDIAZURON (TDZ) PADA PERBANYAKAN DAN
PERTUMBUHAN TUNAS SATU BUKU UBI KAYU (Manihot esculenta

Crantz) SECARA IN VITRO
Oleh

DETA IKTARIA

Penelitian ini bertujuan untuk mempelgjari teknik perkecambahan benih dan
pengaruh konsentrasi thidiazuron (TDZ) pada perbanyakan dan pertumbuhan
eksplan satu buku ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) secarain vitro. Untuk
mencapai tujuan penelitian tersebut maka dilakukan dua percobaan. Percobaan |
yaitu teknik perkecambahan benih menggunakan 4 mediatanam (media sekam
bakar, sekam bakar+pasir, kompos, kompos+ pasir) dan 4 genotipe ubi kayu F1
keturunan tetua betina (F1 KTB genotipe Maang, Mulyo, SL-36 dan GM-1).
Percobaan Il perbanyakan dan pertumbuhan eksplan satu buku secarain vitro.
Percobaan ini dilakukan menggunakan rancangan acak kelompok lengkap yang
disusun secarafaktorial (4x4) dengan tiga ulangan. Setiap satuan percobaan terdiri
dari 3 botol kultur berisi 1 eksplan. Faktor pertama adalah konsentrasi TDZ
dengan 4 taraf konsentras (0; 0,25; 0,50 dan 0,75 mg/l). Faktor kedua adalah 4

genotipe ubi kayu hasil perkecambahan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
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teknik perkecambahan dengan media kompos+ pasir menghasilkan persentase
benih berkecambah tertinggi yaitu 59% dari ketiga media lain yang dicobakan
yaitu media sekam bakar, sekam bakar+kompos, kompos berturut-turut sebesar
49%, 38%, dan 58%. Kultur in vitro ubi kayu berumur 6 M SP pada mediaTDZ
0,50 mg/I menunjukkan jumlah tunas terbaik yaitu 1,33 tunas per eksplan.
Sedangkan, kultur in vitro ubi kayu pada media TDZ 0 mg/l menunjukkan tinggi
tunas, jumlah buku, dan jumlah daun terbaik yaitu berturut-turut sebesar 3,04 cm;
4,4 buku per eksplan dan 3,7 daun per eksplan. Penambahan TDZ 0,75 mg/l pada
media perlakuan menunjukkan persentase pembentukan kalus tertinggi sebesar
97%. F1 KTB genotipe Malang dan SL-36 menghasilkan jumlah buku terbaik
yaitu berturut-turut sebanyak 2,2 dan 2,5 buku per eksplan, sedangkan untuk
tinggi tunas, jumlah daun dan jumlah tunas tidak dipengaruhi oleh genotipe.
Tidak terjadi interaksi antara penggunaan beberapa konsentrasi TDZ pada

berbagai genotipe ubi kayu yang dicobakan.

Kata kunci : Buku, genotipe, in vitro, media perkecambahan, TDZ, tunas.
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. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Energi merupakan salah satu hal yang sangat penting di dunia. Kebutuhan energi
saat ini bersumber dari minyak bumi (fossil fuel) namun dewasaini kebutuhan
energi bahan bakar dunia terus meningkat sedangkan bahan bakar yang tersedia
terbatas. Dengan demikian, banyak negara yang mulai mengembangkan energi
terbarukan dan ramah lingkungan dengan menggunakan tanaman sebagai sumber
energi alternatif berbahan nabati (bioenergi). Bioenergi yang dimaksud yaitu
bioetanol yang dapat dihasilkan dari tanaman berpati, seperti biji-bijian (terutama
jagung, gandum, sorgum), dan umbi-umbian (ubi kayu, ubi jalar, kentang) serta
tanaman yang menghasilkan gula (tebu, nira, aren, nipah, sorgum manis, dan gula
beet) dan bahan berselulosa (jerami, ampas tebu, tongkol jagung, serbuk gergaji)
(Balat dkk.., 2008). Tanaman tersebut diolah menjadi bioetanol dengan
mengubah zat pati menjadi zat gula (hidrolisis) dan mengubah gula (glukosa)

menjadi etanol melalui fermentasi (Y ogaiswara, 2008).

Sumber bioetanol yang cukup potensial dikembangkan di Indonesia adalah ubi
kayu (Manihot esculenta Cranz). Ubi kayu ( Manihot esculenta Crantz)
merupakan tanaman perdu semusim dari famili Euphorbiaceae yang tumbuh di

daerah tropika dan subtropika. Ubi kayu adalah tanaman daerah tropik yang dapat



tumbuh di berbagai kondisi tanah, bahkan pada tanah yang tidak subur sekalipun
(Priadi dan Sudarmonowati,2004). Prihandana dkk. (2007) memberikan berapa
pertimbangan digunakannya ubi kayu sebagai bahan baku etanol : @) Ubi kayu
sudah sgjak lama dikenal dan dibudidayakan secara turun-temurun oleh sebagian
besar masyarakat Indonesia, b) Ubi kayu telah tersebar di Indonesiadi sentra-
sentra produksi di 55 kabupaten dan 36 provinsi, ¢) Ubi kayu merupakan tanaman
yang mempunyai tingkat toleransi yang tinggi terhadap tanah dengan kesuburan

rendah dan mampu berproduksi baik pada lahan sub-optimal.

Penghasil ubikayu terbesar di Indonesia yaitu Provinsi Lampung, Jawa Tengah,
Jawa Timur, dan Jawa Barat. Produksi ubikayu padatahun 2015 didominasi oleh
provinsi Lampung sebesar 7.387.084 ton, Provinsi Jawa Tengah sebesar 3.571.594
ton, selanjutnya Provinsi Jawa Timur sebesar 3.161.573 ton, dan Jawa Barat
sebesar 2.000.224 ton (Badan Pusat Statistik, 2016). Di Provinsi Lampung ubi
kayu merupakan salah satu komoditas pertanian unggulan. Terdapat banyak
sentra pertanian ubi kayu di Lampung diantaranya yaitu di Lampung Timur,
Lampung Tengah, Lampung Utara, Tulangbawang, dan Lampung Seletan.
Produksi ubi kayu Lampung terbesar yaitu di Kabupaten Lampung Tengah pada
tahun 2013 mencapai 3,38 jutaton umbi basah atau setara dengan 40,20 persen

dari total produksi ubi kayu Provinsi Lampung (BPS, 2013).

K ebutuhan bahan baku ubi kayu semakin meningkat dari tahun ke tahun dengan
adanya diversifikas industri pengolahan bahan baku ubi kayu menjadi bioetanal,
namun luas lahan produksi selalu mengalami penurunan. Hal ini menyebabkan

percepatan kenaikan kebutuhan ubi kayu tidak seiring dengan penambahan jumlah



lahan yang dapat ditanami ubi kayu. Untuk mengatasi masalah tersebut adalah
dengan melakukan intensifikasi dalam bentuk penggunaan varietas ubi kayu
unggul baru yang memiliki produksi dan kadar pati tinggi. Saat ini telah banyak
balai penelitian yang merakit varietas ubi kayu baru melalui pemuliaan tanaman.
Benih yang dihasilkan dari pemuliaan tanaman ini berupa benih botani. Melalui
perbanyakan benih botani inilah merupakan awa munculnya keragaman atau
diversifikasi genetik (Poespodarsono, 1992). Namun, beberapa varietas yang
telah dirilis oleh pemerintah tidak serta merta diperoleh petani dengan mudah
dalam jumlah yang banyak. Hal ini disebabkan oleh jumlah bibit yang dapat
disebar dalam waktu relatif singkat sangat terbatas. Bahkan, dibutuhkan waktu

yang relatif panjang untuk menyebarkan varietas baru tersebut kepada petani.

Selamaini perbanyakan tanaman ubi kayu dilakukan dengan stek konvensional
menggunakan stek batang dengan panjang antara 15-20 cm. Bibit tersebut harus
berasal dari bagian tengah batang ubi kayu yang telah berumur 8-12 bulan dengan
diameter 2-3 cm (Sundari, 2010). Stek yang dihasilkan dari satu tanaman ubi
kayu diperoleh sekitar 10 setek sgja setelah tanaman berumur 10 bulan atau lebih
(BIP, 1995). Sedangkan setek yang dibutuhkan untuk penanaman ubi kayu seluas
satu hektar sgja berkisar 10.000 hingga 18.000 setek

(http://balitkabi.litbang.deptan.go.id, 2010).

Dengan demikian, dibutuhkan suatu teknik perbanyakan yang dapat menunjang
ketersediaan dan kontinuitas bahan tanam ubi kayu dalam skala yang luas, jumlah
yang banyak , dan waktu yang cepat sehingga keunggulan varietas baru tersebut

dapat langsung dirasakan oleh petani ubi kayu. Salah satu cara mengatasi



permasal ahan tersebut adalah menggunakan teknik perbanyakan tanaman secarain
vitro atau kultur jaringan. Teknik ini dapat memberikan peluang untuk melakukan
perbanyakan secara massal, menghasilkan bibit yang bebas hama penyakit, jumlah
yang banyak, seragam, true- to-type, tidak membutuhkan tempat yang luas, dan

tidak tergantung musim (Rahayu, 2006).

Teknik pebanyakan secarain vitro atau kultur jaringan merupakan teknik
menumbuh kembangkan bagian tanaman, baik berupa sel, jaringan, atau organ
dalam kondis aseptik secarain vitro. Teknik ini dicirikan oleh kondisi kultur yang
aseptik, penggunaan media kulur buatan dengan kandungan nutrisi lengkap dan
ZPT (Zat Pengatur Tumbuh), sertakondis ruang kultur dengan suhu dan

pencahayaannya terkontrol (Y usnita, 2003).

Sebelum melakukan kultur jaringan untuk suatu tanaman, kegiatan pertama kali
yang harus dilakukan adalah pemilihan dan penyiapan tanaman induk sumber
eksplan. Tanaman induk yang digunakan dapat berasal dari vegetatif (stek)
ataupun generatif (benih). Namun, apabilatanaman induk yang akan digunakan
berasal dari pemuliaan tanaman berupa benih maka salah satu faktor yang harus
diperhatikan adalah media perkecambahan yang dapat memberikan nutrisi bagi
benih sehingga benih dapat berkecambah dan dikondisikan di rumah kaca atau
rumah plastik untuk menghasilkan tunas baru yang tumbuh menjadi |ebih sehat
dan bersih dari kontaminan serta dapat tumbuh baik pada waktu dikulturkan
secarain vitro (Y usnita, 2003). Pada beberapa benih tertentu, substrat

perkecambahan dapat menyebabkan benih menjadi dorman (enforced dor mancy).



Berdasarkan penelitian Murniati (2006) menunjukkan bahwa media yang
optimum untuk perkecambahan benih mengkudu adalah media tanah campur
kompos dengan perbandingan 1:1 (b/b). Hasil yang sama ditunjukkan oleh
Ekasari (1994), daya kecambah tertinggi (70,7%) dihasilkan oleh benih tanpa
perlakuan yang dikecambahkan pada media media tanah campur kompos dengan
perbandingan 1:1 (b/b). Pengaruh media perkecambahan juga ditunjukkan oleh
Tajudi (1991) pada benih Gmelina arborea, daya kecambah tetinggi dihasilkan
pada media perkecambahan campuran tanah dan pasir 1:1 walaupun masih
rendah (46,7%). Berdasarkan beberapa penelitian diatas bahwa dormansi benih
dipengaruhi oleh media perkecambahan, sehingga perlu dilakukan penelitian

yang ditinjau dari aspek faktor lingkungan perkecambahan terutaama substratnya.

Faktor lain penentu keberhasilan perbanyakan tanaman melalui kultur jaringan
yaitu penggunaan ZPT yang tepat yang akan dicampurkan ke dalam

media (Gunawan, 1995). ZPT merupakan senyawa organik bukan nutrisi yang
dalam konsentrasi rendah (< 1 uM) dapat mendorong, menghambat atau secara
kualitatif mengubah pertumbuhan dan perkembangan (Wattimena, 1989). ZPT
yang sering ditambahkan pada media adalah auksin dan sitokinin. ZPT golongan
auksin dapat menginisiasi akar dan memacu perkembangan akar cabang pada
kultur jaringan (Davies, 2004) sedangkan ZPT golongan sitokinin dapat memecah
dormansi sel dan mempunyai peranan dalam morfogenesis dan pembel ahan sel
(Hartmann dan Kester, 1983). Serta menstimulasi pembentukan tunas ( Gaba,

2005).



ZPT yang digunakan untuk merangsang pertumbuhan dan perbanyakan tunas in
vitro adalah sitokinin. Penambahan sitokinin pada media kultur diharapkan dapat
mengatasi masal ah rendahnya lgju pembelahan sel pada meristem tunas tanaman
(Yusnita, 2003). Golongan sitokinin yang sering ditambahkan ke dalam media
seperti Benziladenin (BA) namun ada golongan sitokinin lain yang dapat
digunakan sebagai ZPT untuk memacu pembentukan tunas yaitu Thidiazuron
(TDZ). TDZ adalah senyawa yang mirip dengan sitokinin yang dapat
menginduksi perbanyakan tunas lebih cepat daripada sitokinin jenislain (Khawar
dkk.., 2003) dan mempunyai pengaruh yang sangat kuat pada pertumbuhan

tanaman.

Penggunaan TDZ berpengaruh besar terhadap tanaman berkayu seperti Aza€elea,
Prunus maupun Acer (Pelletier dkk., 2004). Menurut Azwin dkk. (2006) pada
tanaman gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk.), penambahan TDZ 0,25 ppm
(0,25 mg/l) memberikan hasil terbaik dan merupakan konsentrasi optimum dalam
menghasilkan jumlah tunas, panjang tunas, dan jumlah daun plantlet gaharu, baik
eksplan yang berasal dari tunas aksilar atau tunas adventif. Selain itu, penelitian
yang dilakukan Bhagwat dkk. (1996) pada famili Euphorbiaceae dari eksplan
nodus membentuk tunas, sedangkan penggunaan TDZ dengan eksplan daun oleh
Khurana-Kaul dkk. (2010) padafamili yang sama juga membentuk tunas.

Namun, konsentrasi TDZ yang tinggi ataupun rendah belum tentu berpengaruh
terhadap perbanyakan dan pertumbuhan tunas ubi kayu secarain vitro. Selain itu,
keberhasilan kultur jaringan juga ditentukan oleh tahap aklimatisasi. Aklimatisasi
adal ah pengkondisian plantlet dilingkungan baru yang septik di luat botol, dengan

media tanah sehingga bibit siap ditanam di lapang (Y usnita, 2003). Prosedur



pembiakan dengan kultur jaringan baru bisa dikatakan optimal apabila plantlet

dapat diaklimatisasi ke kondisi eksternal dengan persentase eksplan hidup yang

tinggi.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar bel akang masal ah, maka dibuat perumusan masalah sebagai

berikut :

1. Apakah mediayang tepat untuk menghasilkan daya berkecambah tertinggi
pada perkecambahan benih ubi kayu?

2. Bagaimana pengaruh pemberian beberapa konsentrasi TDZ terhadap
perbanyakan dan pertumbuhan eksplan satu buku ubi kayu secarain vitro?

3. Bagaimana pengaruh genotipe terhadap perbanyakan dan pertumbuhan
eksplan satu buku ubi kayu secarain vitro?

4. Apakah terdapat interaksi antara penggunaan konsentrasi TDZ dan genotipe
ubi kayu terhadap perbanyakan dan pertumbuhan eksplan satu buku ubi kayu

secarain vitro.

1.3 Tujuan Pen€litian

Berdasarkan identifikasi dan perumusan masalah yang telah dikemukakan, maka

disusun tujuan penelitan sebagai berikut :

1. Mengetahui media perkecambahan yang tepat untuk menghasilkan persentase
daya berkecambah tertinggi pada perkecambahan benih ubi kayu.

2. Mengetahui pengaruh pemberian beberapa konsentrasi TDZ pada perbanyakan

dan pertumbuhan eksplan satu buku ubi kayu secarain vitro.



3. Mengetahui pengaruh berbagai genotipe ubi kayu terhadap perbanyakan dan
pertumbuhan eksplan satu buku ubi kayu secarain vitro.
4. Mengetahui interaks antara penggunaan TDZ dan genotipe ubi kayu terhadap

perbanyakan dan pertumbuhan eksplan satu buku ubi kayu secarain vitro

1.4 Kerangka Pemikiran

Untuk menjelaskan perumusan masalah dalam penelitian ini, maka disusun

kerangka pemikiran sebagai berikut :

Penemuan varietas ubi kayu baru tidak diimbangi dengan teknik perbanyakan
tanaman yang efektif sehingga varietas baru yang dihasilkan sulit diperbanyak
dalam waktu yang relatif cepat dan keunggulannya membutuhkan waktu yang
lama untuk dapat dirasakan oleh petani. Oleh karenaitu diperlukan
pengembangan teknik perbanyakan yang dapat menghasilkan bahan tanam dalam
jumlah yang banyak dan waktu yang singkat. Salah satu teknik perbanyakan
tanaman yang dilakukan adalah kultur jaringan. Kultur jaringan merupakan suatu
teknik menumbuhkembangkan jaringan tanaman di dalam tabung transparan (in
vitro) pada media yang berharalengkap dan dalam kondisi lingkungan yang

terkendali (Y usnita,2003).

Tahapan perbanyakan tanaman secarain vitro yang biasa dilakukan yaitu
pemilihan tanaman induk dan persigpan sebagal sumber eksplan, tahap inisias
kultur, tahap multiplikasi tunas, pemanjangan tunas, pengakaran tunas, dan
aklimatisasi. Tahap pertama yang harus diperhatikan adalah pemilihan dan

penyiapan tanaman induk sumber eksplan. Tanaman induk yang digunakan



dapat berasal dari vegetatif (stek) ataupun generatif (benih). Namun, apabila
tanaman induk yang akan digunakan berasal dari pemuliaan tanaman berupa
benih maka salah satu faktor yang harus diperhatikan adalah media
perkecambahan yang dapat memberikan nutrisi bagi benih sehingga benih dapat
berkecambah dan dikondisikan di rumah kaca atau rumah plastik untuk
menghasilkan tunas baru yang tumbuh menjadi lebih sehat dan bersih dari
kontaminan serta dapat tumbuh baik pada waktu dikulturkan secarain vitro

(Y usnita, 2003).

Berdasarkan penelitian Murniati (2006) menunjukkan bahwa media
perkecambahan yang optimum untuk perkecambahan benih mengkudu adalah
media tanah campur kompos dengan perbandingan 1:1 (b/b). Secara genetik
benih mengkudu tidak memiliki sifat dorman, dormansi terjadi karena faktor
lingkungan (media perkecambahan). Hasil yang sama ditunjukkan oleh Ekasari
(1994), daya kecambah tertinggi (70,7%) dihasilkan oleh benih tanpa perlakuan
yang dikecambahkan pada media media tanah campur kompos dengan
perbandingan 1:1 (b/b). Berdasarkan data penelitian tersebut beberapa benih
tertentu, substrat perkecambahan dapat menyebabkan benih menjadi dorman

(enforced dormancy).

Tahap selanjutnya yaitu pembentukan tunas dan multiplikas tunas merupakan
tahapan perbanyakan secarain vitro yang menentukan keberhasilan perbanyakan
melalui kultur jaringan. Perbanyakan dan pertumbuhan tanaman dipengaruhi oleh
hormon pertumbuhan. Setiap tanaman memiliki hormon endogen yang sulit

untuk diukur, tetapi apabila pada tanaman tersebut diberikan ZPT tertentu, maka
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ZPT tersebut akan mempengaruhi rasio hormon endogen sehingga arah

pertumbuhannya akan berubah.

Penggunaan ZPT yang tepat menjadi salah satu faktor yang menentukan
keberhasilan perbanyakan tanaman secarain vitro salah satunya sitokinin.
Peranan ZPT dari golongan sitokinin membantu merangsang pembentukan dan
multiplikas tunas, sedangkan dari golongan auksin pada umumnya mendorong
pembentukan akar. Contoh ZPT dari golongan sitokinin untuk merangsang
pembentukan tunas adalah benzyadenin (BA), isopentil adenine (2-iP), kinetin
dan Thidiazuron (TDZ). ZPT dari golongan auksin untuk merangsang
pengakaran pada tunas adalah indole acetic acid (IAA), naphtalene acetic acid
(NAA), indolebutyric acid (IBA), dan 2,4 —dichlorophenoxyacetic (2,4-D)

(Y usnita, 2006).

TDZ merupakan salah satu golongan sitokinin mempunyai pengaruh yang sangat
kuat pada pertumbuhan tanaman . Menurut Schulze (2007) pemberian TDZ
dapat meningkatkan respon morfogenesis dari kalus yang berasal dari berbagai
eksplan terhadap frekuens pembentukan tunas, jumlah tunas per eksplan dan
waktu untuk menginduksi tunas lebih cepat dibandingkan dengan sitokinin
lainnya. Mekanisme TDZ dalam meningkatkan kerja sitokinin diduga mampu
memacu perubahan ribonukleotida yang tidak aktif menjadi yang aktif (Capelle

dkk.., 1983 dalam Lestari, 2015).

Thomas dan Katterman (1986) menduga bahwa TDZ mempunyai kemampuan
memacu sintesis sitokinin endogen atau menghambat perombakan sitokinin.

TDZ banyak digunakan dalam kultur in vitro karena mempunyai aktivitas
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menyuplai sitokinin dan mampu menginduksi proses pembelahan sel meristem
untuk membentuk primordiatunas. Selain mempercepat pertumbuhan tunas
pada eksplan, TDZ juga mampu meningkatkan jumlah tunas. Murthy dkk.
(1998) menyatakan bahwa penggunaan TDZ pada konsentrasi rendah, sekitar O-
0,5 mg/l, dapat memacu tunas aksilar, sedangkan pada konsentrasi tinggi = 0,5
mg/l dalam waktu yang lama dapat menyebabkan kerusakan pada jaringan

sehingga menurunkan kemampuan regenerasi tunas.

Menurut Azwin dkk. (2006) pada tanaman gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk.), penambahan TDZ 0,25 ppm (0,25 mg/l memberikan hasil terbaik dan
merupakan konsentrasi optimum dalam menghasilkan jumlah tunas, panjang
tunas, dan jumlah daun plantlet gaharu, baik eksplan yang berasal dari tunas
aksilar atau tunas adventif. Hasil penelitian Mula Elo (2010) pada multiplikasi
tunas umbi talas dengan media M S yang ditambahkan TDZ 2 mg/I,
menghasilkan jumlah tunas 2,47 per eksplan, dengan penambahan sukrosa 30 g
dan agar-agar 8 g per liter media. Hasil yang sama dilaporkan oleh Mithila dkk.
(2003) bahwa eksplan African violet yang dikulturkan dalam TDZ konsentrasi
rendah dapat membentuk organ, sedangkan dalam konsentrasi tinggi (5 - 10
HMM) menghasilkan embrio somatik. Selain itu, penelitian yang dilakukan
Bhagwat dkk. (1996) pada famili Euphorbiaceae dari eksplan nodus membentuk
tunas, sedangkan penggunaan TDZ dengan eksplan daun oleh Khurana-kaul

dkk. (2010) pada famili yang sama juga membentuk tunas.

Penggunaan TDZ yang baik dengan konsentrasi rendah dapat mempengarunhi

biosintesis endogen sehingga dapat merangsang multiplikas tunas (Thomas dan
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Katerman, 1986). Sehingga perlu diketahui konsentrasi TDZ terbaik dalam
merangsang terbentuknya tunas pada ekplan tanaman ubi kayu. Dan perlu
diketahui arah pertumbuhan dan perkembangan eksplan tunas satu buku ubi
kayu ketika diberi perlakuan TDZ. Keberhasilan kultur jaringan juga ditentukan
oleh tahap aklimatisasi. Aklimatisas adalah pengkondisian plantlet
dilingkungan baru yang septik di luat botol, dengan media tanah sehingga bibit
siap ditanam di lapang (Y usnita, 2003). Prosedur pembiakan dengan kultur
jaringan baru bisa dikatakan optimal apabila plantlet dapat diaklimatisasi ke

kondidi eksternal dengan persentase eksplan hidup yang tinggi.

1.5 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, dapat disimpulkan

hipotesis sebagai berikut :

1. Terdapat mediaterbaik untuk menghasilkan daya berkecambah tertinggi
pada perkecambahan benih ubi kayu.

2. Penambahan TDZ pada konsentrasi tertentu akan memberikan respon yang
lebih baik terhadap perbanyakan dan pertumbuhan eksplansatu buku ubi
kayu secarain vitro.

3. Terdapat genotipe yang mampu memberikan respon yang lebih baik pada
perbanyakan dan pertumbuhan eksplan satu buku ubi kayu secarain vitro.

4. Terdapat interaks antara penggunaan TDZ dan genotipe dalam mempengaruhi

perbanyakan dan pertumbuhan eksplan satu buku ubi kayu secarain vitro..



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Tanaman Ubi Kayu

Ubi kayu merupakan tanaman perdu yang berasal dari Benua Amerika, tepatnya
Brazil (Linggadkk., 1986 serta Purwono dan Purnamawati, 2007). Ilmuan yang
pertama kali melaporkan hal ini adalah Johann Baptist Emanuel Pohl, seorang
ahli botani asal Australia padatahun 1827 (Allem,2002). Ubi kayu yang juga
dikenal sebagai ketela pohon atau singkong, dalam Bahasa Inggris bernama
cassava, adal ah pohon tahunan tropika dan subtropika dari keluarga
Euphorbiaceae. Ubi kayu dikenal luas sebagai makanan pokok penghasil

karbohidrat dan daunnya sebagai sayuran.

Klasifikasi botani dari ubi kayu adalah sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Malpigiaes
Famili : Euphorbiaceae
Genus : Manihot

Spesies : Manihot esculenta Crantz.
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Ubi kayu atau ketela pohon (Manihot esculenta Crantz) merupakan sumber
karbohidrat yang berasal dari umbi. Ubi kayu merupakan tanaman perdu. Ubi
kayu tersebar di beberapa Benua antaralain di Benua Asiayaitu Thailand,
Vietnam, India, dan China, di Benua Afrikayaitu di Nigeria, Kongo, Ghana,
Mozambik, Angola, dan Uganda, dan di Benua Amerika produksi ubi kayu
terbesar yaitu berasal dari Brazil (Gardjito dkk., 2013). Tanaman ini masuk ke
Indonesia pada tahun 1852 melalui Kebun Raya Bogor, dan kemudian tersebar
ke seluruh wilayah Nusantara pada saat Indonesia kekurangan pangan, yaitu

sekitar tahun 1914-1918 (Purwono, 2009).

Ubi kayu merupakan ubi atau akar pohon yang panjang dengan fisik rata -rata
bergaris tengah 2-3 cm dan panjang 50-80 cm, tergantung dari jenis ubi kayu
yang ditanam. Batang tanaman ubi kayu beruas-ruas, berkayu, dan panjang.
Ketinggian mencapai 3 meter atau lebih. Daun ubi kayu mempunyai susunan
berurat menjari dengan canggap 5-9 helai. Tanaman ubi kayu memiliki sistem
pembungaan berumah satu (monoecious) dan proses penyerbukannya bersifat
silang. Penyerbukan tersebut menghasilkan buah yang berbentuk agak bulat, di
dalamnya berkotak-kotak berisi 3 butir biji (Rukmana, 1997). Bentuk ubi
biasanya bulat memanjang, daging ubi mengandung zat pati, berwarna putih

gelap atau kuning gelap.

Terdapat duajenis ubi kayu yaitu ubi kayu sebagai pangan dengan kadar
cyanogenik acid atau asam sianida (HCN) rendah dan jenis ubi kayu beracun
yang mengandung kadar asam sianida tinggi yang biasa digunakan untuk

industri. Singkong diklasifikasikan dalam spesies Manihot esculenta Crantz dan
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merupakan satu-satunya dalam family Euphorbiaceae yang secaraluas

dibudidayakan untuk produksi pangan (O’Hair, 1995).

Varietas ubi kayu yang sudah tersebar di masyarakat luas saat ini merupakan
varietas lokal dan varietas unggulan nasional. Telah diperoleh 28 kombinasi
persilangan dan 3 kombinas silang bebas klon-klon ubi kayu dalam rangka
pembentukan varietas unggul ubi kayu yang rendah HCN dan toleran terhadap
serangan hama tungau merah (Balitkabi, 2000). Varietas unggul ubi kayu saat
ini yang sudah banyak ditanam petani yaitu Adiral, Adira2, adira4, darul
Hidayah, Malang 1, Malang 2, Malang 4, Maang 6, UJ-3, dan UJ-5 9(Purwono

dan Purnamawati, 2007).

2.2 Manfaat Tanaman Ubi Kayu

Ubi kayu menjadi sumber pangan penting bukan hanya di Indonesia tetapi juga
di dunia. Ubi kayu merupakan bahan makanan pokok terpenting kedua di
Afrika, ditambah lagi banyak petani berpenghasilan rendah menanam ubi kayu
di lahan marjinal dengan biaya murah dan dapat menghidupi lebih dari 300 juta
orang di daerah tersebut (Nweke, 2002). Ubi kayu merupakan tanaman pangan
non-beras yang memiliki kandungan gizi yang baik berupa karbohidrat sebesar

34,7 gram/100g dan mengandung protein 1,2 gram/100g (Soetanto, 2008)

Saat ini ubi kayu tidak hanya digunakan sebagai sumber pangan saja, tetapi
sudah banyak digunakan sebagai sumber energi aternatif pengganti fosil
berbahan nabati (bioenergi) (Night EIf, 2008). Ubi kayu juga digunakan sebagai

agroindustri tepung cassava yang dikembangkan menjadi industri aneka tepung,
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industri tapioka rakyat, industri rumah tangga tepung gaplek, gulacair, dan

tepung malto dekstrin.

2.3 Perkecambahan Benih

Perkecambahan benih secara fisiologis adalah suatu proses 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 mempengaruhi
perkecambahan benih adalah sifat dormansi dan komposisi kimia benih. Faktor
lingkungan yang berpengaruh terhadap perkecambahan benih benih adalah air
gas, suhu, dan cahaya. Proses perkecambahan benih merupakan satu rangkaian
kompleks dan perubahan-perubahan mrofologi, fisiologi, dan biokimia

(Copeland and Mc. Donald, 2010).

Menurut Manan (1976) persentase perkecambahan adalah persentase sebenarnya
dari jumlah seluruh benih dalam contoh yang berkecambah sehingga dikatakan
pengujian. Persentase perkecambahan menunjukkan jumlah kecambah normal
yang dapat dihasilkan oleh benih murni pada kondisi lingkungan tertentu dalam
waktu yang ditetapkan. Daya kecambah adalah jumlah dari persentase benih
yang berkecambah dan persentase benih yang tersisa dan berisi tetapi tidak

berkecambah.

Kriteria Perkecambahan berdasarkan pendapat Suriatna (1980), yang
menyatakan bahwa untuk menentukan kriteria keberhasilan perkecambahan

adalah sebagai berikut ;



a. Perkecambahan dikatakan gagal apabila persentase berkecambah berkisar
0% sampai 9%.

b. Perkecambahan dikatakan rendah bila persentase berkecambah berkisar
antara 10% sampai 39%.

c. Perkecambahan dikatakan cukup bila persentase berkecambah berkisar
antara 40% sampai 60%.

d. Perkecambahan dikatakan baik bila persentase berkecambah berkisar antara

70% sampai 90%.

2.4 Perbanyakan Tanaman Ubi Kayu Secara K onvensional

Perbanyakan tanaman ubi kayu umumnya dilakukan dengan stek batang,
walaupun ubi kayu mampu menghasilkan biji. Perbanyakan vegetatif dengan
stek batang berkaitan dengan kesamaan karakter keturunannya dengan indukan
asal stek. Namun, perbanyakan tanaman melalui stek batang lebih mudah
terinfeks penyakit, selain itu terkendala oleh terbatasnya jumlah bibit. Hal ini
disebabkan karena dari satu tanaman singkong hanya diperoleh sekitar 10 stek

sgja setelah tanaman berumur 10 bulan atau lebih (BIP, 1995).

2.5 Perbanyakan Tanaman Ubi Kayu Secara I n vitro

Perbanyakan tanaman secarain vitro merupakan salah satu teknik perbanyakan
tanaman secara vegetatif. 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 (Y usnita, 2003).

17



18

Kultur jaringan melibatkan suatu pemisahan komponen-komponen biologis dan
tingkat pengendalian yang tinggi dalam memacu proses regenerasi dan
perkembangan jaringan. Setiap proses dalam kultur jaringan dimanipulasi
melalui seleksi bahan tanam, medium kultur, dan faktor lingkungan, termasuk
eliminasi mikroorganisme seperti jamur dan bakteri (Zulkarnain, 2009). Tahap
pada kultur jaringan meliputi persiapan eksplan, (George 1996), pemantapan

kultur, multiplikasi, pengakaran serta aklimatisasi (Murashige, 1974).

Menurut Y usnita (2003), perbanyakan melaui kultur jaringan dilakukan dalam

limatahapan, yaitu sebagal berikut :

1. Tahap 0, pemilihan dan penyiapan tanaman induk sebagai eksplan. Jenis dan
varietas tanaman harus jelas, bebas dari hama dan penyakit serta
memperhatikan umur fisiologis dan bagian eksplan yang diambil.

2. Tahap 1, inisias kultur atau culture establishment. Tahapan ini bertujuan
untuk mendapatkan kultur yang aseptik dan aksenik dengan cara sterilisasi.
Sterilisasi eksplan dilakukan pada permukaan eksplan dengan menggunakan
bahan kimia seperti NaOCI, CaOCl, etanol, dan HgCl 2.

3. Tahap 2, multiplikasi atau perbanyakan propagul. Tahapan ini dilakukan
untuk mengkondisikan eksplan pada lingkungan hormonal yang sesuai. Baik
diarahkan pada perbanyakan tunas maupun pembentukan embrio. Pada tahap
ini juga dilakukan subkultur atau pemindahan tanaman pada media baru
hingga jumlah tunas yang diharapkan tercapai.

4. Tahap 3, pemanjangan tunas, induksi, dan perkembangan akar. Tahapan ini

bertujuan untuk mempersiapkan tanaman ditransfer ke lingkungan eksternal .
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Pada tahapan ini pemanjangan tunas dan pengakaran tanaman didorong oleh
adanya hormon-hormon tertentu danproses ini dilakukan secara bertahap.

5. Tahap 4, aklimatisasi planlet ke lingkungan eksternal. Planlet dipindahkan ke
media aklimatisasi, prinsipnyaiaah memberikan intensitas cahaya rendah
dengan kelembaban nisbi tinggi kemudian berangsur-angsur intensitas cahaya

dinaikkan dan kel embabannya diturunkan.

Teori dasar kultur jaringan yaitu teori totipotensi sel (total genetic potential),
artinya setiap sel yang mempunyai informasi genetik dan perangkat fisiologis
yang lengkap untuk dapat tumbuh dan berkembang menjadi tanaman yang utuh,
jikakondisinyasesuai. Selain itu, adanya sifat kompeten, dediferensiasi, dan
determinasi. Sifat kompeten adalah setiap sel atau jaringan tanaman mampu
memberikan tanggapan terhadap signal lingkungan atau hormonal dalam bentuk
pemprograman diri sehingga berakhir dengan terjadinya organ atau embrio.
Sifat dediferensias merupakan suatu perubahan kembalinya fungsi sel-sel yang
tadinya sudah terdiferensiasi menjadi tidak terdiferensiasi. Sifat determinasi
adal ah dimana setiap sel atau jaringan sudah tertentukan nasibnya, sebagai
contoh sel atau jaringan ekpslan yang dikulturkan terdeterminasi menjadi organ

atau embrio (Y usnita, 2003).

Metode kultur jaringan dikembangkan untuk membantu memperbanyak
tanaman, khususnya untuk tanaman yang sulit dikembangbiakkan secara
generatif. Keunggulan dari kultur jaringan yaitu bibit yang dihasilkan dari
kultur jaringan mempunyai sifat yang identik dengan induknya, dapat

diperbanyak dalam jumlah yang besar sehinggatidak terlalu membutuhkan
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tempat yang luas, bibit yang dihasilkan dengan jumlah besar dalam waktu yang
singkat, kesehatan dan mutu bibit Iebih terjamin, serta kecepatan tumbuh bibit

lebih cepat dibandingkan dengan perbanyakan konvensional (Dinyunita, 2007).

Menurut Armini dkk. (1992) teknik kultur jaringan mempunyai beberapa
kelebihan yaitu dapat diperbanyak setiap saat tanpa mengena musim karena
dilakukan di ruang tertutu[, daya multiplikasinyatinggi dari bahan tanaman
yang kecil, tanaman yang dihasilkan seragam, dan bebas penyakit.
Berkembangnya teknik kultur jaringan saat ini, kendala dalam multiplikas
tanaman dapat teratasi. Sehingga tujuan awal teknik kultur jaringan yang ingin
membuktikan kebenaran teori totipotensi, sekarang berkembang untuk penelitian

fisiologi tanaman dan biokimia.

25.1 Kultur Mata Tunasdan Multiplikasi

Kultur mata tunas atau disebut dengan Single Node Culture merupakan salah
satu cara yang dilakukan dalam perbanyakan in vitro dengan menggunakan mata
tunas aksilar sebagai eksplan. Teknik kultur mata tunas digunakan apabila ada
pengaruh apikal dominan pada kultur pucuk sehingga tunas aksilar menjadi
dorman. Multiplikasi adalah perbanyakan eksplan yang berasal dari inisiasi
kultur mata tunas ataupun kultur kalus dimana eksplan dapat ditanam pada

media yang sama tanpa melalui pemindahan ke media baru (Armini dkk.,1992).

Sub kultur merupakan pemindahan kultur ke media yang baru, baik media yang
sama maupun media yang berbeda. Subkultur ditujukan untuk memperbanyak

dan mempertahankan kultur (George dan Sherrington, 1984). Sub kultur ini
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dilakukan apabila unsur hara dan hormon mediatelah berkurang atau habis
untuk merubah pola pertumbuhan dan perkembangan kultur dan bila kultur telah

memenuhi wadah atau botol plastik (Pierik, 1987).

2.6 Media Kultur

Media kultur merupakan salah satu faktor yng menentukan keberhasilan kultur
jaringan. Berbagai komposisi media kultur telah diformulasikan untuk
mengoptimalkan pertumbuhan dan perkembangan tanaman yang dikulturkan.
Beberapa komposisi media yang digunakan untuk kultur jaringan diantaranya
formulasi Heller (1953), Knudson C (1946), Nitsch dan Nitsch (1972), Gamborg
dkk., B5 (1976), Linsmair dan Skoog-L S (1965), Murashige and Skoog (1962),

sertawoody plant medium- WPM (1980).

Komponen media kultur yang lengkap berupa air destilata (akuades), atau air
bebas ion sebagal pelarut atau solven, hara-hara makro dan mikro, gula
(umumnya sukrosa) sebagai sumber energi, vitamin, asam amino, dan bahan
organik lain, zat pengatur tumbuh, suplemen berupa bahan-bahan alami jika
diperlukan, dan agar-agar atau gelrite sebagai pemadat media (Y usnita, 2003).
Mediakultur dapat berupa media cair (larutan) maupun media padat. Media
kultur cair adalah media tanam yang mengandung campuran komponen-
komponen zat kimia dengan air suling, sedangkan media kultur padat yaitu
media tanam yang berupa media cair yng ditambakan zat pemadat media seperti

agar-agar ( Wijayani dan Hendaryono, 1994).



2.7 Ekplan

Bahan tanaman yang dikulturkan lazim disebut eksplan. Eksplan juga
merupakan faktor penting penentu keberhasilan kultur jaringan. Ekplan adalah
bagian tanaman yang digunakan untuk memulai suatu kultur. Bagian tanaman
yang digunakan sebagai eksplan adalah jaringan muda yang sedang tumbuh
aktif, mempunyai daya regeneras tinggi, sel-selnyamasih aktif membelah diri,
dan relatif lebih bersih (mengandung lebih sedikit kontaminan). Bagian
tanaman dapat digunakan sebagai eksplan adalah biji atau bagian-bagian biji
seperti aksis embrio atau kotiledon, tunas pucuk, potongan batang satu buku
(nodal expland), potongan akar, potongan daun, potongan umbi batang, umbi
akar, empulur batang, umbi lapis dengan sebagian batang, dan bagian bunga

(Y usnita, 2003).

Pemilihan suatu eksplan didasari oleh beberapa faktor yaitu organ yang
digunakan, waktu pengambilan eksplan, ukuran eksplan, kualitas tanaman asal
eksplan, dan umur ontogenik serta fisiologis tanaman tersebut (Wahyuningsih,
2006). Umur ontogenetik eksplan adalah umur ontogeni tanaman induk sumber
eksplan sebagal masatransisi dari fase pertumbuhan juvenil menuju fase
dewasa. Fase juvenil adalah periode pembungaan tidak terjadi dan tidak dapat
dirangsang dengan perlakuan yang biasa digunakan untuk merangsang
pembungaan. Umumnya, eksplan yang diambil dari tanaman induk yang masih
juvenil mudah beregenerasi. Dayaregenerasi eksplan dari tanaman induk
dewasa umumnya lebih rendah dibndingkan dengan eksplan dari tanaman

juvenil (Yusnita, 2003). Eksplan yang paling sering digunakan dalam kultur
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jaringan adalah meristem atau ujung tunas, setek satu buku, dan embrio (George,

1996).

Ukuran eksplan juga berpengaruh terhadap keberhasilan kultur jaringan. Ekplan
yang berukuran besar berisiko kontaminasi lebih tinggi dibandingkan dengan
yang berukuran kecil, tetapi kemampuan hidupnyalebih besar dan tumbuhnya
lebih cepat. Sebaliknya, eksplan berukuran kecil (meristem atau tunas pucukO
kemungkinan terkontaminasinya jauh lebih kecil, tetapi tumbuh Iebih lambat

(Y usnita, 2003).

2.8 Zat Pengatur Tumbuh (ZPT)

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. Semua hormon
adalah ZPT tetapi tidak semua ZPT adalah hormon (Y usnita, 2010). Dalam kultur
jaringan, dua golongan ZPT yang biasa digunakan adal ah auksin dan sitokinin.
Pada pengkulturan untuk menumbuhkan dan menggandakan tunas aksilar atau
merangsang tumbuhnya tunas-tunas adventif digunakan ZPT dari golongan
sitokinin atau campuran sitokinin dengan auksin rendah. Jenis sitokinin yang
sering digunakan yaitu BA atau BAP (6-benzylaenin/6-benzylaminopurine),
Kinetin (6-furfyrylaminopurine), zeatin (4-hydroksi-3-memetyl-trans-2-
butenylaminopurin), 2-iP (2-isopentyl adenin), dan TDZ (Thidiazuron).
Pengkulturan untuk merangsang pembentukan akar pada tunas, biasanya
menggunakan ZPT auksin. Jenis auksin yang sering digunakan yaitu IBA dan

NAA (Y usnita, 2003).
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Beberapa faktor yang perlu diperhatikan dalam penggunaan zat pengatur tumbuh,
antaralain : (1) jenis ZPT yang akan digunakan, (2) konsentrasi ZPT, (3) urutan
penggunaan, (4) periode masainduks dalam kultur tertentu, (5) kelemahan

aktifitasnya (Gunawan, 1995).
2.8.1 Thidiazuron (TDZ)

Thidiazuron (TDZ) atau N-phenyl-N’-1-2-3,-thidiazol -5-ylurea merupakan
sitokinin tipe urea yang memiliki aktivitas lebih kuat dibandingkan tipe purin
atau adenin (Huettman dan Preece, 1993dalam Primawati, 2006). TDZ
diperkenalkan pertamakali padatahun 1976 oleh Schering AG dari Berlin,
Jerman. TDZ digunakan sebagai bahan perontok daun pada tanaman kapas
(Arndt dkk., 1976 dalam Lestari 2015). BM TDZ yaitu 220, 25 dengan rumus

molekul COH8N40S dan rumus molekul TDZ dapat dilihat pada Gambar 1.

i
NHCNH—(\ N
s—N
Gambar 1. Rumus molekul TDZ

TDZ dikategorikan sebagai sitokinin karena menghasilkan respon yang mirip
seperti yang dihasilkan oleh sitokinin alami (endogenous). Beberapa pemberian
perlakuan menggunakan sitokinin juga dapat meningkatan auksin endogen, etilen
dan ABA(Murthy, 1997). Jones (2007) menemukan bahwa fraks rendah TDZ
mampu merangsang embriogenesis pada sel yang kompeten. Menurut George

(2008) dalam Lestari, 2015 aktivitas sitokinin endogen merupakan penyebab atau
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bertanggung jawab atas sulitnya pembentukan embrio pada beberapa genotipe

tanaman.

Murch dkk. (1997) memverifikasi bahwa TDZ menstimulasi perbanyakan yang
diakibatkan dari meningkatnya asam absisat, proline dan ion-ion tertentu. Guo
(2008) menjelaskan bahwa TDZ berpengaruh dalam meningkatkan akumulasi ion
minera yang menginduksi regenerasi tanaman. TDZ dengan jumlah relatif
rendah dapat meningkatkan multiplikasi tunas atau embriogenesis somatik pada
beberapa tanaman. Penggunaan TDZ konsentrasi rendah (< 0,5 mg/l) leboh
efektif dalam memacu proliferasi tunas dibanding konsentrasi tinggi (Lestari,

2015).

Menurut Azwin dkk. (2006) pada tanaman gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk.), penambahan TDZ 0,25 ppm (0,25 mg/| memberikan hasil terbaik dan
merupakan konsentrasi optimum dalam menghasilkan jumlah tunas, panjang
tunas, dan jumlah daun plantlet gaharu, baik eksplan yang berasal dari tunas
aksilar atau tunas adventif. Hasil penelitian Mula Elo (2010) pada multiplikasi
tunas umbi talas dengan media M S yang ditambahkan TDZ 2 mg/I,
menghasilkan jumlah tunas 2,47 per eksplan, dengan penambahan sukrosa 30 g

dan agar-agar 8 g per liter media.



1. BAHAN DAN METODE

Penelitian ini terdiri atas dua percobaan yaitu perkecambahan benih ubikayu pada
beberapa jenis media tanam (percobaan 1). Percobaan | dilakukan di Rumah
Kaca Fakultas Pertanian. Selanjutnya, perbanyakan eksplan satu buku ubikayu
secarain vitro (Percobaan I1) yang dilakukan di Laboratorium llmu Tanaman
Jurusan Agroteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Penelitian

dilaksanakan pada bulan Juli 2017 hingga April 2018.

3.1 Percobaan |. Perkecambahan Benih Ubi Kayu

3.1.1 Bahan dan Alat

Bahan tanam yang digunakan yaitu benih ubi kayu F1 Keturunan Tetua Betina
(F1KTB) Mdang, Mulyo, SL-36 (Sayur Liwa-36), dan GM-1(Gedung Meneng-
1) yang ditanam di Kecamatan Sekincau. Benih ubi kayu dipanen dalam bentuk
polong kering (Gambar 2a), kemudian benih dipisahkan dari polong (Gambar
2b). Benih tersebut sudah disimpan selama4 bulan. Peraatan yang digunakan

pada percobaan ini adalah ember, plastik, karung, dan polibag.

Gambar 2. (a) Polong Benih bi Kayu (b) Benih Ubi Kayu Siap di Tanam

o AT
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3.1.2 Metode Pendlitian

Pendlitian ini dilakukan dengan pengecambahan benih dengan menggunakan 4

jenis media tanam yaitu :

1. Metode 1. Menggunakan media Kompos. Benih dikecambahkan pada
polibag dengan menggunakan media campuran tanah dan kompos. Benih
yang ditanam yaitu benih ubi kayu dari F1 KTB Genotipe Maang, Mulyo,
SL-36, dan GM-1. Masing- masing F1 KTB Genotipe ditanam dalam 10
polibag. Masing-masing polibag ditanam 3 benih ubi kayu.

2. Metode 2. Menggunakan media sekam bakar. Benih dikecambahkan pada
polibag dengan menggunakan media sekam bakar. Benih yang ditanam yaitu
benih ubi kayu dari F1 KTB Genotipe Maang, Mulyo, SL-36, dan GM-1.
Masing- masing F1 KTB Genotipe ditanam dalam 10 polibag. Masing-
masing polibag ditanam 3 benih ubi kayu.

3. Metode 3. Menggunakan media campuran pasir dan kompos. Benih
dikecambahkan pada polibag dengan menggunakan media pasir+kompos
perbandingan 1:2. Benih yang ditanam yaitu benih ubi kayu dari F1 KTB
Genotipe Maang, Mulyo, SL-36, dan GM-1. Masing- masing F1 KTB
Genotipe ditanam dalam 10 polibag. Masing-masing ditanam 3 benih.

4. Metode 4. Menggunakan media campuran pasir dan sekam bakar. Benih
dikecambahkan pada polibag dengan menggunakan media pasir+sekam bakar
dengan perbandingan 1:2. Benih yang ditanam yaitu benih ubi kayu dari F1
KTB Genotipe Maang, Mulyo, SL-36, dan GM-11. Masing- masing F1
KTB Genotipe ditanam dalam 10 polibag. Masing-masing polibag ditanam 3

benih.



3.1.3 Pelaksanaan Pendlitian

3.1.3.1 Penyiapan Media Tanam

Mediatanam yang digunakan yaitu media kompos (Gambar 3a), sekam bakar
(Gambar 3b), media campuran pasir dan kompos (Gambar 3c), media campuran
pasir dan sekam bakar (Gambar 3d). Masing-masing media tanam langsung

dimasukkan ke dalam polibag sebanyak 2/3 bagian dari polibag tersebut.

Gambar 3. Media Perkecambahan benih ubi kayu : (a) Kompos (b) Sekam
Bakar (c) Pasir + Kompos (d) Pasir + Sekam Bakar.

3.1.3.2 Penanaman Benih

Benih ubi kayu ditanam langsung di dalam polibag yang telah beris media
tanam. Setiap polibag ditanam 3 benih ubi kayu. Benih yang sudah ditanam
dipelihara pada lingkungan rumah kaca, hal ini bertujuan agar penyinaran
matahari tidak langsung ke tanaman ubi kayu dan mengurangi serangan hama
dan penyakit dibandingkan apabila diletakkan di lingkungan terbuka.

Penyiraman dilakukan setiap hari untuk menjaga kelembaban media.

3.1.4 Variabel Pengamatan

Variabel yang diamati dalam percobaan ini adalah daya berkecambah benih.

Variabel ini diukur dengan menghitung persentase daya berkecambah benih ubi
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kayu dengan rumus sebagai berikut :

Daya Berkecambah = Jumlah benih yang berkecambah X 100%
Jumlah benih yang ditanam

3.2 Percobaan I1. Pertumbuhan dan Perbanyakan Eksplan Tunas Satu
Buku Ubi Kayu Secara In Vitro

3.2.1 Bahan dan Alat

Bahan Tanam yang digunakan adalah ubi kayu yang ditanam pada media
kompos, sekam bakar, pasir + kompos, dan pasir + sekam bakar yang terdiri dari
4 genotipe benih ubi kayu F1 keturunan tetua betina yaitu Genotipe Malang,
Mulyo, SL-36 dan GM-1 selama + 1 bulan (4MST). Dalam waktu £ 4 MST
benih ubi kayu sudah berkecambah dan tumbuh dengan baik memiliki + 4-6 buku

dan dapat digunakan sebagai eksplan (Gambar 4a) .

Eksplan yang digunakan dalam penelitian adalah bagian tunas ubi kayu sekitar 2-
3 buku dari pucuk dengan daun yang sudah membuka sempurna (fully expanded
leaf) (Gambar 4b). Hal ini disebabkan karena pada buku 2-3 dari pucuk
merupakan jaringan mudah yang masih tumbuh aktif, yang mempunyai daya
regeneras tinggi dan sel-selnya masih aktif membelah diri, dan relatif bersih
(mengandung lebih sedikit kontaminan) (Y usnita, 2003). Pengambilan eksplan
buku dilakukan dengan memotong bagian buku tanaman dengan menggunakan

pisau tajam.
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Gambar 4. (a) Ubi Kayu Umur 4 MST di Rumah Kaca sebagal sumber eksplan
(b) Eksplan 2-3 buku dari bagian pucuk.
Media kultur yang digunakan yaitu media prekondisi dan media perlakuan yang
mengikuti formulasi Murashige and Skoog (MS). Media prekondisi eksplan
yang digunakan yaitu media gula dan agar tanpa penambahan Zat Pengatur
Pertumbuhan (ZPT). Sedangkan media perlakuan menggunakan mediaM S yang
ditambah beberapataraf konsentrasi ZPT yaitu Thidiazuron (TDZ). Media
pengakaran menggunakan media M S yang ditambahkan arang aktif 2g/l. Sebagai
pemadat media digunakan agar sebanyak 7 g/l. Bahan pendukung lain yang
digunakan yaitu Tween-20, KOH 1 N, HCI 1 N, Larutan pemutih komersial

(Natrium Hipoklorit), air steril, aguades dan spritus.

Peralatan yang digunakan pada tahap pembuatan media yaitu timbangan analitik,
botol kultur, alat-alat gelas (labu ukur, labu Erlenmeyer, pipet, gelas pialadan
beaker glass), kayu pengaduk, panci, pH meter, kompor, autoclave, plastik, karet,
kertas|abel, dan gelas ukur. Alat —alat yang digunakan pada tahap sterilisasi
eksplan yaitu botol steril, cawan petri, labu Erlenmeyer, pinset, dan gelas ukur.
Alat-alat yang digunakan pada tahap penanaman yaitu pembakar bunsen,

keramik, pinset, spatula, blade, pisau dan hand sprayer.
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3.2.2 Metode Pendlitian

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan rancangan acak kelompok lengkap.
Penelitian tersebut dilaksanakan dengan dua faktor, yaitu konsentrasi ZPT berupa
TDZ sebanyak empat taraf (0 mg/l; 0,25 mg/l; 0,5 mg/l; 0,75 mg/l) dan empat
benih F1 KTB Genotipe ubi kayu (Maang, Mulyo, SL-36, dan GM-1). Penelitian
ini diperoleh 16 kombinasi perlakuan. Setiap perlakuan terdiri atas tiga ulangan.
Setiap satuan percobaan terdiri dari 3 botol kultur (250 ml) masing-masing terdiri
dari satu eksplan. Homogenitas data diuji menggunakan uji Bartlett dan jika
terpenuhi dilanjutkan analisis ragam dengan pemisahan nilai tengah menggunakan

uji beda nyataterkecil (BNT) padataraf 5%.

3.2.3 Pdaksanaan Penditian

3.2.3.1 Persiapan Eksplan

Ekplan yang akan digunakan adalah eksplan satu buku yang diambil sekitar 2-3
buku dari pucuk dengan daun yang sudah membuka sempurna (fully expanded
leaf) hasil perkecambahan benih ubi kayu yang ditanam pada media
perkecambahan di Rumah Kaca. Benih yang sudah ditanam dipelihara pada
lingkungan rumah kaca, hal ini bertujuan agar penyinaran matahari tidak
langsung ke tanaman ubi kayu dan mengurangi serangan hama dan penyakit
dibandingkan apabila diletakkan di lingkungan terbuka. Penyiraman dilakukan

setiap hari untuk menjaga kel embaban media.
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3.2.3.2 Sterilisas Alat

Semua alat yang digunakan dalam kegiatan kultur jaringan harus berada dalam
kondisi aseptik. Sterilisasi botol sebagai tempat kultur merupakan langkah
pertama yang harus dilakukan. Sterilisasi botol dilakukan melalui 2 tahapan.
Tahap pertama dilakukan sterilisasi botol hasil kultur sebelumnya menggunakan
autoklaf Budenberg selama 30 menit pada suhu 121°C dan tekanan 1,2 kg/cm?.
Selanjutnya sisa media tanam sebelumnya, sisa tanaman, dan label dibersihkan
dari dinding botol, kemudian botol direndam selama 1 malam dalam air yang telah
ditambahkan detergen 2 g/l dan 100 ml/I desinfektan berupa larutan pemutih
komersial. Tahap kedua botol dicuci menggunakan sabut pada seluruh bagiannya
hingga bersih lalu dibilas di bawah air mengalir. Botol direndam dalam air panas
selama 15 menit, kemudian botol ditiriskan lalu ditutup plastik tahan panas dan
diikat karet. Selanjutnya botol tersebut disterilisasi tahap akhir menggunakan

autoklaf Tommy selama 30 menit pada suhu 121°C dan tekanan 1,2 kg/cm?.

Selain botol kultur, alat-alat yang digunakan dalam kegiatan kultur jaringan perlu
disterilisasi. Alat-aat yang digunakan berupa alat diseksi (pinset dan scalpel),
cawan petri, keramik, botol schout, kapas dan gelas ukur. Alat diseksi, cawan
petri, dan keramik dibungkus menggunakan kertas lalu dimasukkan ke dalam
plastik tahan panas. Botol schout diisi ¥ air sebagai persiapan untuk air steril.
Kapas bersih dimasukkan ke dalam botol kultur steril. Gelas ukur diberi penutup
pada bagian mulutnya menggunakan aluminium foil. Seluruh aat disterilisasi
menggunakan autoklaf Tommy selama 30 menit pada suhu 121°C dan tekanan 1,2

kg/cm?.
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3.2.3.3 Pembuatan Media

Pembuatan media dilakukan dengan mempersiapkan peralatan gelas dan non
gelas yang terlebih dahulu harus dibilas menggunakan aquades. Alat-alat
tersebut berupa alat gelas (gelas ukur(10; 100; 250; 2000 ml), gelas beaker (200;
1000; 2000 ml), dan labu ukur (500; 1000 ml)) dan non gelas (magnetic stirrer,

pinset, spatula, panci enamail).

Terdapat tigajenis media yang digunakan pada penelitian ini, yaitu media
prekondisi, media perlakuan dan media pengakaran. Media prekondisi yang
digunakan pada penelitian ini adalah media dasar Murashige dan Skoog (MS)
sebagal mediatanam awal eksplan. Mediaini ditambahkan gula dan agar tanpa
adanya penambahan ZPT. Penanaman eksplan di media prekondisi dimaksudkan
untuk mendapatkan eksplan steril yang lebih seragam dan memperkecil tingkat
kontaminasi. Pembuatan media prakondisi dilakukan dengan melarutkan garam
garam M S kedalam gelas beaker. Setelah homogen, larutan ditera hingga
mencapai volume 1 liter dan pH-nya ditetapkan 5,8. Penambahan KOH 1 N jika
pH media kurang dari 5,8 atau penambahan HCI 1 N jika pH medialebih dari
5,8. Mediadituang kedalam panci dan ditambahkan agar sebagal pemadat media
sebanyak 7g/l, media dimasak hingga mendidih kemudian dituang pada botol

kultur dan diberi label.

Media perlakuan yang digunakan yaitu media dasar M'S yang ditambahkan
beberapa taraf konsentrasi TDZ (0; 0,25;0,50;0,75 mg/l). Pembuatan larutan stok
TDZ 100 mg/l yaitu ditimbang 100 mg TDZ kemudian dilarutkan dengan larutan

NaOH I N sekitar 3 ml/l, setelah larut ditera hingga mencapai volume 1 liter.



Pada media perlakuan garam garam M S yang sudah larut ditambahkan sukrosa
sebanyak 30 g/l. Setelah homogen, ditambahkan TDZ sesuai taraf konsentrasi
masing masing. Penambahan KOH 1 N jika pH media kurang dari 5,8 atau
penambahan HCI 1 N jika pH medialebih dari 5,8. Media dituang kedalam panci
dan ditambahkan agar sebagai pemadat media sebanyak 7 g/l, media dimasak

hingga mendidih kemudian dituang pada botol kultur dan diberi 1abel.

Media pengakaran yang digunakan adalah media dasar M S yang ditambahkan
AC 2 g/l (media arang aktif). Pada media pengakaran garam garam M S yang
sudah larut ditambahkan sukrosa sebanyak 30 g/l. Setelah homogen, diukur pH
media. Penambahan KOH 1 N jika pH media kurang dari 5,8 atau penambahan
HCl 1 N jikapH medialebih dari 5,8. Mediadituang kedalam panci dan
ditambahkan agar sebagai pemadat media sebanyak 7 g/l, kemudian ditambahkan
arang aktif 2 g/l, media dimasak hingga mendidih kemudian dituang pada botol

kultur dan diberi 1abel.

Daam volume 1 liter media dibutuhkan kurang lebih 30 botol kultur. Kemudian
media tersebut disterilisas menggunakan autoklaf Tommy selama 7 menit pada
suhu 121°C dan tekanan 1,2 kg/cm?. Setelah selesai, media dikeluarkan dari

autoklaf dan didinginkan kemudian disimpan dalam ruang penyimpanan media.

3.2.3.4 Sterilisas Permukaan Eksplan

Eksplan ubi kayu yang terdiri dari 2-3 buku (Gambar 5d), dibuang bagian daun
dan disisakan bagian buku (Gambar 5b). Lalu, dibilas dengan air mengalir

(Gambar 5c) dan disterilisasi di dalam Laminar Air Flow (LAF) menggunakan
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larutan pemutih komersial/ natrium hipoklorit 20% selama 10 menit dengan
penambahan Tween-20 2 tetes/100ml larutan (Gambar 5d). Kemudian eksplan
dibilastiga kali menggunakan air steril. Sebelum ditanam, eksplan dipotong —
potong menjadi beberapa eksplan satu buku yang memiliki mata tunas (Gambar

5e). Sehingga yang tersisa adalah ekplan satu buku (Gambar 5f).

Gambar 5 . (a) Eksplan ubi kayu yang terdiri dari 2-3 buku (b) Eksplan
yang telah dibuang daun dan tangkai daun (c) Eksplan dibilas
dengan air mengalir (d) Eksplan di sterilisasi dengan larutan
Bayclin dan Tween-20 (e) Ekplan dipotong menjadi satu buku (f)
Eksplan tunas satu buku yang siap ditanam.

3.2.3.5 Penanaman Eksplan

Bahan tanam berupa eksplan satu buku (Gambar 6a) dikulturkan terlebih dahulu
pada media prekondisi yaitu mediayang terdiri dari gula dan agar sslama4 MST.
Penanaman eksplan steril dilakukan di dalam Laminar Air Flow Cabinet (LAFC)
dengan kondisi aseptik (Gambar 6b). Setiap botol kultur ditanam 2 eksplan
berukuran 1-2 cm dengan eksplan satu buku. Masing- masing F1 KTB genotipe
terdiri dari 10 botol kultur. Eksplan yang sudah ditanam pada media prekondisi

tidak terkontaminasi dan dianggap steril dan dapat dipindah ke media perlakuan.
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Gambar 6. (a) Bahan tanam ubi kayu tunas satu buku yang siap ditanam pada
media prekondisi (b) Penanaman ekplan pada media prekondisi.

3.2.3.6 Subkultur Media Perlakuan

Bahan tanam berasal dari media prekondisi (Gambar 7a, 7b) memiliki 2-3 buku.
Lalu dipotong dengan ukuran £ 2cm (Gambar 7¢) memiliki satu buku ditanam
secaravertikal pada media perlakuan TDZ (0; 0,25; 0,5; dan 0,75 mg/l) di dalam

LAFC selama 6 MSP (Gambar 7d). Setiap botol ditanam 1 eksplan.

Gambar 7. Subkultur Media Perlakuan (a) Kultur Ubi Kayu berumur 4 MST di
Media Prekondisi (b) Penampilan kultur pada media prekondisi (c)
Pemotongan eksplan menjadi satu buku (d) Penanaman pada media
perlakuan TDZ.
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Setelah berumur 6 minggu eksplan yang bertunas dan menunjukkan respon
pembentukan buku (Gambar 8a), dilakukan subkultur ke mediaMS + 2g/l arang
aktif. Kultur ubi kayu dipotong-potong menjadi eskplan satu buku kembali
dengan ukuran 1-2 cm. Kemudian eksplan ditanam pada media AC 2g/I
sebanyak 3 eksplan per botol. Subkultur ini diharapkan terjadi pemanjangan
tunas dan pengakaran tanaman agar ubi kayu siap dipindahkan ke lapang untuk
proses aklimatisasi. Eksplan ditanam dalam media AC selama4 MST dengan
kriteria sudah membentuk tanaman untuh, yang terdiri dari daun, batang, dan

akar.

Gambar 8. Subkultur ke media AC 2¢g/l (a) Penampilan kultur pada media
perlakuan (b) Eksplan dipotong menjadi 1 buku (c) Eksplan tunas satu
buku ditanam pada media AC 2g/I

3.2.3.7 Pemdiharaan

Eksplan yang sudah ditanam diletakkan padarak dalam ruang kultur dan diberi
cahaya putih dengan menggunakan lampu fluorecent dengan intensitas 1000-
4000 lux selama 24 jam terus menerus setiap hari. Suhu di dalam ruangan diatur

menjadi 24+2°C dengan menggunakan mesin pendingin (AC).
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3.2.3.8 Aklimatisas

Aklimatisasi dilakukan setelah planlet berumur 4 MSS pada mediaM S yang
ditambahkan AC 2g/I. Kriteria planlet ubi kayu siap aklimatisasi adalah
setidaknya memiliki 3-4 daun yang sudah membuka sempurna, batang sudah
terlihat kokoh dan sudah memiliki akar. Kultur ubi kayu dikeluarkan dari ruang
kultur, kemudian perlahan planlet dikeluarkan dari botol, dicuci dengan air
mengalir, dicelupkan dalam larutan fungisida 2g/l. Aklimatisasi menggunakan
media sekam bakar dan kompos dengan perbandingan 1:2 dan diletakkan di
rumah kaca (Gambar 9). Planlet diberi sungkup hal ini bertujuan untuk
melindungi bibit dari udaraluar dan serangan hama penyakit karena bibit hasil
kultur jaringan sangat rentan terhadap serangan hama penyakit dan udaraluar,
setelah bibit mampu beradaptasi dengan lingkungan barunya maka secara

bertahap sungkup di lepaskan.

Gambar 9. Media sekam bakar + kompos untuk aklimatisasi

3.2.4 Variabel Pengamatan

Pengamatan pada media perlakuan dilakukan satiap satu minggu selama 6 MST.
Data pengamatan kemudian diolah dan dianalisis untuk kemudian dituangkan

dalam penulisan skripsi. Variabel yang diamati dalam penelitian ini antaralain :
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. Panjang tunas utama per eskplan

Variabel ini diukur dengan cara mengukur panjang tunas dari pangkal tunas
diatas permukaan ekplan sampai titik tumbuh tanaman.

. Jumlah tunas per eksplan

Variabel ini diukur dengan cara menghitung tunas aksilar yang terbentuk dari
setiap eksplan. Dan diamati ada tidaknya tunas adventif yang merupakan
tunas yang terbentuk bukan berasal dari matatunas yang adatetepi berasal
dari bagian lain tanaman yang awalnyatidak terdapat mata tunas.

. Jumlah buku per eksplan

Variabel ini diukur dengan cara menghitung semua buku yang terdapat pada
tunas utama dari setiap eksplan

. Jumlah daun per eksplan

Variabel ini diukur dengan cara menghitung jumlah semua daun yang
terbentuk pada tunas utama dari setiap eksplan.

. Persentase (%) eksplan bertunas

Variabel ini diukur dengan cara menghitung jumlah eksplan yang membentuk
tunas. Persentase eksplan bertunas dihitung menggunakan rumus :

Persentase eksplan bertunas = Jumlah Eksplan Bertunas  x 100%
Jumlah Eksplan Keseluruhan

. Persentase (%) eksplan berakar
Variabel ini diukur dengan cara menghitung jumlah eksplan yang memiliki
akar. Persentase eksplan berakar dihitung menggunakan rumus :

Persentase eksplan berakar = Jumlah Eksplan Berakar ~ x 100%
Jumlah Eksplan Keseluruhan
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Persentase (%) eksplan berkalus
Variabel ini diukur dengan cara menghitung jumlah eksplan yang membentuk
kalus. Persentase eksplan berkalus dihitung menggunakan rumus:

Persentase Berkalus = Jumlah Eksplan Berkalus  x 100%
Jumlah Eksplan Keseluruhan

Persentase (%) kontaminasi
Variabel ini diukur dengan cara menghitung jumlah eksplan yang
terkontaminasi baik disebabkan oleh jamur maupun bakteri.

Persentase Kontaminasi Jamur = Jumlah Eksplan (Jamur)  x 100%
Jumlah Eksplan Keseluruhan

Persentase Kontaminasi Bakteri = Jumlah Eksplan (Bakteri) x 100%
Jumlah Eksplan Keseluruhan

Penampilan visual eksplan

Penampilan visual eksplan diamati dengan mengambil gambar eksplan
menggunakan kamera. Variabel pengamatan ini dilakukan sebagai penunjang
hasil pengamatan variabel lainnya.

Persentase (%) plantlet hidup saat aklimatisasi

Variabel ini diukur dengan cara menghitung jumlah planlet yang tumbuh
selama 2 Minggu Setelah Aklimatisasi. Persentase planlet hidup saat
aklimatisas dihitung menggunakan rumus :

Persentase Planlet Hidup = Planlet hidup x 100%
Total Planlet diaklimatisasi




V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Dari hasil penelitian dan pengamatan yang telah dilakukan, maka dapat

disimpulkan sebagai berikut :

1. Teknik perkecambahan dengan media kompos+ pasir menghasilkan

persentase daya berkecambah benih tertinggi yaitu 59% dari ketigamedialain
yang dicobakan yaitu media sekam bakar, sekam bakar+pasir, kompos
berturut-turut sebesar 49%, 38%, dan 58%.

. Jumlah tunas terbaik kultur in vitro ubi kayu berumur 6 M SP dihasilkan pada
media dengan penambahan TDZ 0,50 mg/l yaitu 1,33 tunas per eksplan.
Sedangkan, Kultur in vitro ubi kayu pada media TDZ 0 mg/l menghasilkan
tinggi tunas, jumlah buku, dan jumlah daun terbaik yaitu berturut-turut sebesar
3,04 cm; 4,4 buku per eksplan dan 3,7 daun per eksplan. Penambahan TDZ
0,75 mg/l pada media perlakuan menunjukkan persentase pembentukan kalus
tertinggi sebesar 97%.

. F1 KTB genotipe Malang dan SL-36 menghasilkan jumlah buku terbaik yaitu
berturut-turut sebanyak 2,2 dan 2,5 buku per eksplan, sedangkan untuk tinggi
tunas, jumlah daun dan jumlah tunastidak dipengaruhi oleh F1 KTB genotipe.
. Tidak terjadi interaksi antara penggunaan beberapa konsentrasi TDZ pada

berbagai F1 KTB genotipe ubi kayu yang dicobakan.
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5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan , penulis menyarakan untuk
melakukan penelitian selanjutnya pada teknik perkecambahan benih dilakukan
skarifikasi pada benih terlebih dahulu seperti menggosok kulit benih dengan
amplas atau dipotong dan merendam dengan air panas untuk melunakkan kulit
benih yang keras. Pada percobaan perbanyakan dan pertumbuhan secarain vitro
menggunakan TDZ dengan konsentrasi yang lebih rendah (0,1 - 0,25 mg/l) atau
menggunakan konsentrasi yang lebih tinggi (0,75 — 1,5 mg/l) yang dilakukan
subkultur setiap umur 2 MST. Diharapkan penelitian selanjutnya dapat
melakukan penelitian mengena embriogenesisis ubi kayu. Kemudian, dilakukan
subkultur dengan waktu yang lebih singkat yaitu subkultur pada media perlakuan

setiap 2 minggu.

Dilihat dari pendlitian ini, dengan tanpa penambahan ZPT mampu menghasilkan
jumlah buku dan tinggi tunas terbaik, sehingga penulis menyarankan untuk
melakukan penelitian dengan memperbanyak buku melalui MS-0 namun langsung
dilakukan aklimatisasi. Selanjutnya diharapkan untuk penelitian yang akan
datang, setelah diberi perlakuan ZPT, dan eksplan akan diaklimatisasi sebaiknya
dilakukan proses hardening (fase pengadaptasian planlet padatahap in vitro
dimana planlet ditumbuhkan pada lingkungan tanpa suplai karbohidrat sehingga
mulai mengadakan fotosintesis sendiri dan menyangkut perpanjangan tunas dan
akar. Serta, diharapkan sebelum dilakukan aklimatisasi terlebih dahulu sistem
pengakaran sudah baik dan terbentuk akar-akar serabut sehingga mampu

menyerap unsur hara dan air dari dalam media.
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