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ABSTRAK

PERTUMBUHAN EKSPLAN KACANG KEDELAI
|Glycine max (L.) Merr.] KULTIVAR ANJASMORO SECARA In Vitro
DENGAN PEMBERIAN AIR KELAPA (Cocos nucifera L.) PADA
MEDIUM MURASHIGE AND SKOOG
Oleh

DELLA APRIYANTI

Kacang kedelai [ Glycine max (L.) Merr.] merupakan komoditas pangan sebagai
sumber utama protein nabati dan minyak nabati yang sangat penting karena
memiliki gizi yang aman untuk dikonsumsi. Perbanyakan kacang kedelai dengan
menggunakan teknik kultur jaringan dapat membantu memperbanyak tanaman
yang dapat menghasilkan planlet dengan keunggulan, antara lain mampu
menghasilkan planlet dalam jumlah yang besar dengan waktu yang singkat dan
tidak membutuhkan tempat yang luas, kesehatan dan mutu planlet lebih terjamin
serta kecepatan tumbuh planlet lebih cepat. Penelitian ini menggunakan medium
Murashige and Skoog (MS) dengan pemberian air kelapa. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui konsentrasi air kelapa yang paling efektif pada tinggi planlet,
jumlah tunas, jumlah daun, berat basah, berat kering, kandungan klorofil a,
klorofil b, dan klorofil total pada planlet kacang kedelai kultivar Anjasmoro
secara in vitro. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober sampai November

2019, di ruang penelitian in vitro, Laboratorium Botani, Jurusan Biologi,



Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan satu faktor
yaitu konsentrasi air kelapa dengan 4 taraf perlakuan: 0%, 5%, 10% dan 15%
dengan 6 ulangan. Parameter yang diamati yaitu jumlah biji yang hidup, tinggi
tanaman, jumlah tunas, jumlah daun, berat basah, berat kering, kandungan klorofil
a, klorofil b, dan klorofil total. Analisis kandungan klorofil diuji dengan
menggunakan spektrofotometer yang akan dilakukan pada akhir pengamatan.
Analisis data kuantitatif menggunakan uji Levene, kemudian dianalisis dengan
menggunakan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf nyata 5%. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa penambahan air kelapa pada medium Murashige
and Skoog dengan berbagai konsentrasi belum memberikan pengaruh terhadap
tinggi planlet, jumlah tunas, jumlah daun, berat basah, berat kering, kandungan
klorofil a, klorofil b, dan klorofil total pada kacang kedelai kultivar Anjasmoro

secara in vitro.

Kata kunci : Air kelapa, Glycine max, in vitro, Pertumbuhan
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kacang kedelai (Glycine max L.) merupakan salah satu komoditas pertanian
yang sangat dibutuhkan di Indonesia. Banyaknya manfaat yang diperoleh dari
kacang kedelai seperti sebagai sumber protein nabati menyebabkan
kebutuhan kacang kedelai dari tahun ke tahun selalu meningkat. Kandungan
gizi kacang kedelai cukup tinggi antara lain: 35 g protein, 53 g karbohirat, 18
g lemak, dan 8 g air dalam 100 g bahan makanan, bahkan untuk kultivar
unggul tertentu, kandungan proteinnya 40-43 g. Selain itu kacang kedelai
juga mengandung mineral-mineral seperti Ca, P, dan Fe serta kandungan

vitamin A dan B (Sudaryanto dan Swasti, 2007).

Savitri (2008), menyatakan bahwa kacang kedelai sangat akrab dalam pola
makanan sehari-hari. Kacang kedelai dikonsumsi dalam bentuk olahan yang
telah terfermentasi seperti kecap, susu kedelai, tahu dan tempe. Kacang
kedelai merupakan bahan makanan yang murah tetapi bergizi, karena mampu
menggantikan kandungan protein hewani. Tanaman kacang kedelai memiliki
manfaat ekonomis yang cukup tinggi sehingga kebutuhan di dalam negeri

Sangat besar namun dalam pengembangannya terdapat banyak kendala.



Produksi kacang kedelai di dalam negeri belum mampu memenuhi kebutuhan
yang terus meningkat, produksi kacang kedelai hanya mampu memenuhi
sekitar 30% konsumsi domestik, sedangkan sisanya harus diperoleh melalui
import 2,08 juta ton per tahun. Kebutuhan kacang kedelai terus meningkat
setiap tahun sejalan dengan meningkatnya jumlah penduduk dan
perkembangan industri yang membutuhkan bahan baku kacang kedelai.
Peningkatan ini tidak diimbangi dengan peningkatan produksi kacang kedelai

di Indonesia (Giono, 2014).

Kacang kedelai kultivar Anjasmoro resisten terhadap hama dan penyakitnya
terbilang cukup baik, memiliki produktivitas biji polong dan tinggi tanaman
yang baik, mampu melebihi produktivitas rerata Nasional artinya kacang
kedelai kultivar Anjasmoro ini lebih dominan bertahan kacang kedelainya
sampai matang dibandingkan dengan kultivar lainnya. Kelebihan kacang
kedelai kultivar Anjasmoro ini lebih toleran terhadap kondisi tanah jenuh air,

polongnya banyak, bijinya besar, dan hasilnya tinggi (Krisdiana, 2007).

Salah satu upaya untuk mengurangi konsumsi kacang kedelai impor adalah
dengan meningkatkan produksi kacang kedelai nasional melalui introduksi
kultivar unggul berpotensi hasil tinggi (> 2 ton/ha). Hal ini merupakan
tantangan berat karena kacang kedelai merupakan komoditas yang
pertumbuhannya kurang bisa optimal di Indonesia karena iklim yang kurang
sesuai sehingga produksi kacang kedelai dalam negeri saat ini masih

termasuk rendah (Riniarsi, 2015). Selama 15 tahun terakhir, Badan Penelitian



dan Pengembangan Pertanian (Balitbangtan) telah melepas 84 kultivar
unggul kacang kedelai yang sebagian berbiji kuning dan berukuran besar

(> 14 g/100 biji), dengan potensi hasil > 2 ton/ha, diantaranya kultivar
Anjasmoro, Burangrang, Bromo, Argomulyo, Grobogan, dan Panderman
yang memiliki bobot biji 14-17 g/100 biji, relatif sama dengan kacang kedelai

impor yaitu 15-16 g/ 100 biji (Balitkabi, 2016).

Menurut Ginting (2009), tempe yang diproduksi dari empat kultivar unggul
kacang kedelai (Anjasmoro, Burangrang, Bromo, dan Argomulyo) memiliki
kualitas yang sama dengan tempe dari kacang kedelai impor, bahkan
kandungan proteinnya lebih tinggi. Tempe dari kacang kedelai kultivar
Galunggung, Anjasmoro, dan Bromo masing-masing kandungan protein, dan
tingkat kesukaan yang lebih baik dibandingkan tempe dari kacang kedelai
impor. Kadar protein kacang kedelai kultivar unggul lebih tinggi,
kemungkinan karena terjadinya penurunan kandungan protein kacang kedelai
impor akibat lamanya proses penyimpanan sejak dari panen sampai

dipasarkan di Indonesia.

Menurut Fauzy dkk. (2016), tanaman dapat dikembangbiakkan secara
generatif dan vegetatif. Salah satu teknik pembiakan tanaman vegetatif yaitu
dengan cara kultur jaringan tanaman. Kultur jaringan merupakan salah satu
teknik perbanyakan tanaman dengan menggunakan potongan kecil jaringan
atau sel yang dipelihara dalam satu medium dan dikerjakan seluruhnya dalam

kondisi aseptis. Teknik kultur in vitro ini dapat dimanfaatkan untuk



membantu program pemuliaan sehingga akan dihasilkan tanaman yang lebih

baik.

Menurut Seswita (2010), aplikasi penambahan Zat Pengatur Tumbuh (ZPT)
dalam kultur jaringan menyebabkan tingginya biaya produksi. Hal ini
dikarenakan harga ZPT sintetik yang cukup mahal dan tidak selalu ready
stock. Oleh karena itu, diperlukan adanya ZPT alami yang dapat digunakan
untuk menggantikan peran ZPT (sitokinin) sintetik. ZPT alami dapat

diperoleh dari berbagai buah-buahan, salah satu diantaranya adalah air kelapa.

Upaya peningkatan produksi kedelai dapat dilakukan dengan pemberian Zat
Pengatur Tumbuh (ZPT). Penggunaan zat pengatur tumbuh dalam
perbanyakan tanaman secara in vitro dapat bersifat sintetik dan alami. Secara
alami zat pengatur tumbuh atau hormon dapat diperoleh dari air kelapa,
ekstrak jus tomat, pisang dan sebagainya. Air kelapa merupakan salah satu
bahan alami yang dapat digunakan sebagai subtitusi zat pengatur tumbuh
sintetik. Air kelapa mengandung sitokinin, auksin serta senyawa-senyawa lain
yang dapat menstimulasi perkecambahan dan pertumbuhan (Morel dalam

Prihatmanti dan Mattjik, 2004).

Air kelapa banyak mengandung mineral antara lain natrium (Na), kalsium
(Ca), magnesium (Mg), ferum (Fe), cuprum (Cu), posfor (P) dan sulfur (S).
Selain kaya mineral, air kelapa juga mengandung gula antara 1,7 gram sampai

2,6%, protein 0,07 hingga 0,55 % dan mengandung berbagai macam vitamin



seperti asam sitrat, asam nikotina, asam pantotenat, asam folat, niacin,
riboflavin, thiamin, mengandung hormon auksin dan sitokinin (Yuliawati,

2006).

Sejauh ini belum ada penelitian tentang pertumbuhan eksplan kacang kedelai
[Glycine max (L.) Merr.] kultivar Anjasmoro secara in vitro dengan
pemberian air kelapa (Cocos nucifera L.) pada medium Murashige and

Skoog, oleh karena itu penelitian ini perlu dilakukan.

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui konsentrasi air kelapa
(Cocos nucifera L.) yang paling efektif pada tinggi planlet, jumlah tunas,
jumlah daun, berat basah, berat kering, kandungan klorofil a, klorofil b, dan
klorofil total pada planlet kacang kedelai [Glycine max (L.) Merr.] kultivar

Anjasmoro secara in vitro

Manfaat Penelitian

Hasil penelitian diharapkan ini dapat memberikan informasi mengenai
pengaruh penambahan air kelapa terhadap pertumbuhan eksplan kacang
kedelai kultivar anjasmoro secara in vitro. Selain itu diharapkan informasi
yang diperoleh dari penelitian dapat memberikan kontribusi bagi
pengembangan ilmu pengetahuan terutama di bidang pemuliaan tanaman

serta ilmu terapan yang terkait.



D. Kerangka Pemikiran

Kacang kedelai merupakan komoditas pangan sebagai sumber utama protein
nabati dan minyak nabati yang sangat penting karena memiliki gizi yang
aman untuk dikonsumsi. Pemanfaatan utama kacang kedelai yaitu dari biji. Di
Indonesia, biji kacang kedelai umumnya dikonsumsi dalam bentuk pangan

olahan seperti tauco, kecap, susu kedelai, tahu dan tempe.

Perbanyakan kacang kedelai pada umumnya dilakukan secara vegetatif
seperti biji kacang kedelai ditanam langsung di tanah dan kultur jaringan.
Penggunaan teknik kultur jaringan dapat membantu memperbanyak tanaman
yang dapat menghasilkan planlet dengan keunggulan, antara lain mampu
menghasilkan planlet dalam jumlah yang besar dengan waktu yang singkat
dan tidak membutuhkan tempat yang luas, kesehatan dan mutu planlet lebih

terjamin serta kecepatan tumbuh planlet lebih cepat.

Medium yang digunakan untuk pertumbuhan kacang kedelai adalah medium
MS dengan penambahan air kelapa pada konsentrasi 0%, 5%, 10% dan 15%.
Air kelapa digunakan sebagai pengganti sitokinin. Sitokinin merupakan zat
pengatur tumbuh yang mampu mengontrol pembelahan sel, inisiasi meristem
tunas, deferensiasi daun dan akar, biogenesis kloroplas, dan toleransi stres.
Sitokinin bersifat memacu pembelahan sel, dapat menstimulasi
perkecambahan dan pertumbuhan sehingga sering digunakan sebagai zat

pengatur tumbubh.



E. Hipotesis

Hipotesis penelitian ini adalah terdapat konsentrasi air kelapa

(Cocos nucifera L.) yang paling efektif pada tinggi planlet, jumlah tunas,
jumlah daun, berat basah, berat kering, kandungan klorofil a, klorofil b, dan
klorofil total pada planlet kacang kedelai [Glycine max (L.) Merr.] kultivar

Anjasmoro secara in vitro.



II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Kacang Kedelai

Kacang kedelai (Glycine max L.) merupakan tanaman pangan berupa semak
yang tumbuh. Kacang kedelai salah satu tanaman yang dihasilkan dari
persilangan Glycine ussuriensis dengan Glycine tomentosa, keduanya
ditemukan tumbubh liar di wilayah timur Asia yaitu di Cina. Kacang kedelai
merupakan tanaman yang telah dibudidayakan sejak 2800 SM. Kacang kedelai
mulai dikenal di Indonesia sejak abad ke-16. Awal mula penyebaran dan
pembudidayaan kacang kedelai yaitu di Pulau Jawa, kemudian berkembang ke

Bali, dan Nusa Tenggara (Rubatzky dan Yamaguchi, 1998).

Klasifikasi tanaman kacang kedelai menurut Cronquist (1981) sebagai berikut.
Divisio : Magnoliophyta

Classis : Magnoliopsida

Ordo : Fabales
Familia : Fabaceae
Genus : Glycine

Species : Glycine max (L.) Merr.



Tanaman kacang kedelai memiliki akar tunggang yang membentuk cabang-
cabang akar. Akar utama tumbuh ke arah bawah, sedangkan cabang akar
berkembang menyamping (horizontal) tidak jauh dari permukaan tanah.
Pertumbuhan ke samping dapat mencapai jarak 40 cm dengan kedalaman 120 cm

(Pitojo, 2003). Akar kacang kedelai disajikan pada Gambar 1.

Gambar 1. Akar Kacang Kedelai.
Sumber: Dokumentasi Pribadi, Apriyanti (2019).

Kacang kedelai berbatang semak dengan tinggi batang antara 30-100 cm. setiap
batang dapat membentuk 3-6 cabang. Pertumbuhan batang dibedakan menjadi dua
tipe, yaitu tipe determinate dan indeterminate. Perbedaan sistem pertumbuhan
batang ini didasarkan atas keberadaan bunga dan pucuk batang. Pertumbuhan
batang tipe determinate ditunjukkan dengan batang yang tidak tumbuh lagi pada
saat tanaman mulai berbunga. Pertumbuhan batang tipe indeterminate dicirikan
bila pucuk batang tanaman masih bisa tumbuh daun, walaupun tanaman sudah
mulai berbunga (Adisarwanto, 2005). Batang kacang kedelai disajikan pada

Gambar 2.
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Gambar 2. Batang Kacang Kedelai.
Sumber: Dokumentasi Pribadi, Apriyanti (2019).

Tanaman kacang kedelai mempunyai daun majemuk. Setiap tangkai daun terdiri
dari tiga helai anak daun. Bentuk daun kacang kedelai ada dua macam, yaitu bulat
(oval) dan lancip (lanceolate). Permukaan daunnya sedikit berbulu, berfungsi
sebagai penahan atau penyimpan debu. Di Indonesia, kacang kedelai berdaun
sempit lebih banyak ditanam oleh petani dibandingkan tanaman kacang kedelai
berdaun lebar, walaupun dari aspek penyinaran sinar matahari, tanaman kacang
kedelai berdaun lebar menyerap sinar matahari lebih banyak daripada yang
berdaun sempit. Keunggulan tanaman kacang kedelai berdaun sempit adalah sinar
matahari akan lebih mudah menerobos di antara kanopi daun sehingga memacu
pembentukan bunga (Irwan, 2006). Daun kacang kedelai disajikan pada Gambar

3.
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Gambar 3. Daun Kacang Kedelai

Sumber: Dokumentasi Pribadi, Apriyanti (2019).
Bunga kacang kedelai termasuk bunga sempurna, artinya dalam setiap bunga
terdapat alat kelamin jantan dan alat kelamin betina. Penyerbukan terjadi pada
saat mahkota bunga masih menutup, sehingga kemungkinan terjadinya kawin
silang secara alami sangat kecil. Bunga terletak pada ruas-ruas batang, berwarna
ungu atau putih. Tidak semua bunga dapat menjadi polong walaupun telah terjadi
penyerbukan secara sempurna (Suprapto, 2001). Bunga kacang kedelai disajikan

pada Gambar 4.

Gambar 4. Bunga Kacang Kedelai.
Sumber: Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian (1997).
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Polong kacang kedelai pertama terbentuk sekitar 7-10 hari setelah munculnya
bunga pertama. Panjang polong muda sekitar 1 cm, jumlah polong yang terbentuk
pada setiap ketiak tangkai daun sangat beragam, antara 1-10 buah dalam setiap
kelompok. Pada setiap tanaman, jumlah polong dapat mencapai lebih dari 50,
bahkan ratusan. Kecepatan pembentukan polong dan pembesaran biji akan
semakin cepat setelah proses pembentukan bunga berhenti. Ukuran dan bentuk
polong menjadi maksimal pada saat awal periode pemasakan biji. Hal ini
kemungkinan diikuti oleh perubahan warna polong, dari hijau menjadi kuning
kecoklatan pada saat masak (Adisarwanto, 2005). Polong kacang kedelai disajikan

pada Gambar 5.

Gambar 5. Polong Kacang Kedelai.
Sumber: Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian (1997).

B. Komposisi Kimia Biji Kacang Kedelai

Menurut Koswara (1992), kacang kedelai merupakan salah-satu jenis kacang-
kacangan yang dapat digunakan sebagai sumber protein, lemak, vitamin,
mineral dan serat. Kacang kedelai mengandung sumber protein nabati yang
kadar proteinnya tinggi yaitu sebesar 35% bahkan pada varietas unggul dapat

mencapai 40-44%. Selain itu juga mengandung asam lemak essensial, vitamin
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dan mineral yang cukup. Di samping protein, kacang kedelai mempunyai nilai
hayati yang tinggi setelah diolah, karena kandungan susunan asam aminonya

mendekati susunan asam amino pada protein hewani.

Kacang kedelai adalah tanaman semusim yang diusahakan pada musim
kemarau, karena tidak memerlukan air dalam jumlah besar. Kedelai merupakan
sumber protein, dan lemak, serta sebagai sumber vitamin A, E, K, dan
beberapa jenis vitamin B dan mineral K, Fe, Zn, dan P. Kadar protein kacang-
kacangan berkisar antara 20-25%, sedangkan pada kacang kedelai mencapai
40%. Kadar protein dalam produk kacang kedelai bervariasi misalnya, tepung
kedelai 50%, protein kacang kedelai 70% dan isolat protein kacang kedelai

90% (Winarsi, 2010).

Kacang kedelai memiliki kandungan gizi tinggi yang berperan untuk
membentuk sel-sel tubuh dan menjaga kondisi sel-sel tersebut. Kacang kedelai
mengandung protein 75-80% dan lemak mencapai 16-20 serta beberapa asam-

asam kasein (Suhardi, 2002).

Aspek penting kacang kedelai sebagai sumber pangan fungsional dapat ditinjau
dari kandungan gizi pada biji. Berdasarkan basis bobot kering, kacang kedelai
mengandung sekitar 40% protein, 20% minyak, 35% karbohidrat larut Iptek
Tanaman Pangan (sukrosa, stachyose, rafinosa, dll) dan karbohidrat tidak larut
(serat makanan), dan 5% abu (Liu, 2004). Meskipun tidak mengandung

vitamin B12 dan vitamin C, kacang kedelai merupakan sumber vitamin B yang
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lebih baik dibandingkan dengan komoditas golongan biji-bijian lain. Kacang
kedelai mengandung mineral yang kaya K, P, Ca, Mg, dan Fe, serta komponen

nutrisi lainnya yang bermanfaat, seperti isoflavon (Liu, 1997).

. Nilai Ekonomi Kacang Kedelai

Kacang kedelai merupakan salah satu komoditas primer yang banyak
dibutuhkan sebagai input untuk menghasilkan komoditi sekunder, antara lain;
susu kedelai, tempe, tahu, tepung kedelai dan lain - lain. Kacang kedelai
mempunyai peran yang sangat penting dalam perekonomian di Indonesia.
Kacang kedelai mengalami permasalahan karena ketersediaannya tidak

mencukupi kebutuhan masyarakat (Agung dan Rahayu, 2014).

Menurut Balitkabi (2016), untuk memenuhi kebutuhan kacang kedelai,
diperlukan upaya peningkatan produksi dalam negeri melalui penggunaan
varietas unggul yang berpotensi hasil tinggi dan sesuai mutu bijinya untuk
produk olahan tertentu. Sejak 15 tahun terakhir, telah dilepas 37 varietas
unggul kacang kedelai dengan potensi hasil rata-rata >2 t/ha. Namun, adopsi
varietas unggul tersebut oleh petani relatif lambat karena rendahnya akses
petani terhadap informasi varietas unggul dan kurang memadainya
ketersediaan benih di lapangan, sehingga petani tetap menanam varietas yang

telah lama mereka kenal.
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D. Air Kelapa

Air kelapa merupakan senyawa organik yang mengandung 1,3 diphenilurea,
zeatin, zeatin ribosida, kadar K dan Cl tinggi, sukrosa, fruktosa, glukosa,
protein, karbohidrat, mineral, vitamin, sedikit lemak, Ca dan P. Air kelapa
merupakan salah satu bahan alami yang dapat digunakan sebagai subtitusi zat
pengatur tumbubh sintetik. Air kelapa mengandung sitokinin, auksin serta
senyawa-senyawa lain yang dapat menstimulasi perkecambahan dan

pertumbuhan (Yunita, 2011).

Menurut Setiawati dkk. (2010), air kelapa mengandung zat-zat aktif untuk
perkembangan embrio seperti sitokinin. Air kelapa juga mengandung unsur
nitrogen dan unsur hara lainnya yang berperan penting dalam pertumbuhan

eksplan dan deferensiasi jaringan protokorm membentuk tunas.

Air kelapa juga bisa digunakan sebagai pupuk tanaman karena air kelapa
mengandung zat pengatur tumbubh sitokinin yang berperan penting dalam
pembelahan sel dan diferensiasi sel, bahkan juga bermanfaat bagi pertumbuhan
pucuk tanaman. Sitokinin yang pertama sekali ditemukan adalah kinetin yang
mampu mempergiat pembelahan sel dan berfungsi terhadap pertumbuhan tunas

serta akar (Nababan, 2007).

Widiastoety dan Purbadi (2003) menyatakan bahwa unsur hara makro yang
terdapat di dalam air kelapa seperti kalium dapat membantu dalam

pemanjangan sel tanaman secara in vitro. Vitamin C yang terdapat di dalam air
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kelapa juga dapat membantu merangsang pertumbuhan batang tanaman.
Pemanjangan batang pada tanaman dapat terjadi karena adanya proses
pembelahan sel, pemanjangan sel, dan pembesaran sel-sel baru yang terjadi

pada meristem ujung batang sehingga mengakibatkan tanaman bertambah

tinggi.

. Kultur Jaringan

Kultur jaringan adalah suatu metode untuk mengisolasi bagian tanaman (daun
muda, mata tunas, ujung akar, keping biji atau bagian lain yang bersifat
meristematik) serta menumbuhkannya dalam media buatan yang kaya nutrisi
dengan penambahan zat pengatur tumbuh (ZPT) secara aseptic (steril) dalam
wadah in vitro yang tembus cahaya sehingga bagian-bagian tersebut dapat
memperbanyak diri dan beregenerasi menjadi tanaman lengkap kembali.
Perbanyakan tanaman dengan metode kultur jaringan dapat menghasilkan bibit
tanaman dalam jumlah banyak pada waktu yang singkat, tidak bergantung pada

musim dan bibit yang dihasilkan bebas hama dan penyakit (Fauzy dkk., 2016).

Kultur jaringan digunakan untuk menjelaskan semua prosedur kultur tanaman
yang dilakukan secara aseptik menyangkut pertumbuhan protoplas tanaman,
sel, jaringan, organ, embrio, dan pertumbuhan planlet. Kultur jaringan
merupakan teknik menumbuh-kembangkan bagian tanaman, baik berupa sel,
jaringan atau organ dalam kondisi aseptik secara in vitro. Teknik ini dicirikan

oleh kondisi kultur yang aseptik, penggunaan media kultur buatan dengan



17

kandungan nutrisi lengkap dan Zat Pengatur Tumbuh (ZPT), serta kondisi

ruang kultur yang suhu dan pencahayaannya terkontrol (Yusnita, 2003).

Kultur jaringan memiliki 2 prinsip dasar yang jelas yaitu (1) bahan tanaman
yang bersifat totipotensi dan (2) budidaya yang terkendali. Konsep dasar ini
adalah mutlak dalam pelaksanaan kultur jaringan karena hanya dengan sifat
totipotensi ini, sel, jaringan, organ yang digunakan akan mampu tumbuh dan
berkembang sesuai arahan dan tujuan budidaya in vitro yang dilakukan. Sifat
bahan yang totipotensi saja tidak cukup untuk kesuksesan kegiatan kultur
jaringan. Keadaan media tempat tumbuh, lingkungan yang mempengaruhinya
(Kelembaban, temperatur, cahaya) serta keharusan sterilisasi adalah hal mutlak

yang harus terkendali (Santoso dan Nursandi, 2004).

. Medium Tanam

Medium kultur merupakan salah satu faktor penentu keberhasilan perbanyakan
tanaman secara kultur jaringan. Berbagai komposisi medium kultur telah
diformulasikan untuk mengoptimalkan pertumbuhan dan perkembangan
tanaman yang dikulturkan. Beberapa jenis formulasi medium bahkan
digunakan secara umum untuk berbagai jenis eksplan dan varietas tanaman,
seperti medium Murashige & Skoog (MS) yang digunakan untuk
perkecambahan biji, medium Vacin Went (VW) untuk anggrek, dan medium

Woody Plant Medium (WPM) untuk tanaman berkayu (Yusnita, 2003).
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Fauzy dkk. (2016), menyatakan bahwa keberhasilan kultur jaringan ditentukan
oleh media kultur jaringan yang merupakan tempat tumbuh bagi eksplan.
Medium tersebut harus mengandung semua zat yang diperlukan eksplan untuk
menjamin pertumbuhan eksplan yang ditanam. Medium dasar MS (Murashige
dan Skoog) yang merupakan salah media yang paling banyak digunakan dalam
kultur jaringan. Saat ini sudah banyak penelitian dengan menggunakan medium
MS yang dimodifikasi. Modifikasi medium dimaksudkan untuk mengetahui
kebutuhan hara yang tepat bagi eksplan untuk tumbuh dan berkembang pada

medium kultur jaringan dan terbebas dari kontaminasi.

Medium Murashige and Skoog (MS) dicirikan dengan kandungan garam-garam
anorganik yang tinggi. Medium MS merupakan media yang sangat luas
pemakaiannya karena mengandung unsur hara makro dan mikro yang lengkap
sehingga dapat digunakan untuk berbagai spesies tanaman. Medium MS sering
digunakan karena cukup memenuhi unsur hara makro, mikro dan vitamin

untuk pertumbuhan tanaman (Marlina, 2004).

G.Zat Pengatur Tumbuh

Harjadi (2009), menyatakan bahwa zat pengatur tumbuh dapat diartikan
sebagai senyawa organik selain zat hara yang dalam jumlah sedikit mendorong
(promote), maupun merubah berbagai proses fisiologis tanaman. Zat pengatur
tumbuh adalah salah satu bahan sintetis atau hormon tumbuh yang
mempengaruhi proses pertumbuhan dan perkembangan tanaman melalui

pembelahan sel, perbesaran sel dan deferensiasi sel.
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Zat pengatur tumbuh berperan terhadap proses fisiologi dan biokimia tanaman.
Zat pengatur tumbuh merupakan senyawa yang terdiri dari senyawa aromatik
yang bersifat asam. Konsentrasi yang digunakan dalam pemberiannya harus
diperhatikan, jika terlalu tinggi dapat mengakibatkan kematian bagi tanaman

(Dwidjoseputro, 1996).

Salah satu faktor yang berpengaruh adalah ZPT. Auksin dan sitokinin
merupakan ZPT yang sering dipakai dalam kultur jaringan untuk inisiasi kalus
(Rosyalina, 2008). Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) merupakan auksin
sintetik yang sangat efektif untuk induksi pertumbuhan kalus dan untuk
memproduksi metabolit sekunder (Chawla, 2002). Sedangkan menurut Kyte
dan Kleyn (1996), Benzyl Adenin (BA) merupakan sitokinin sintetik yang
sering dikombinasikan dengan auksin. Kombinasi ZPT yang ditambahkan ke
dalam media tanam merupakan faktor utama penentu keberhasilan kultur in

vitro.

Keberhasilan perbanyakan tanaman secara in vitro dipengaruhi oleh beberapa
faktor antara lain pemilihan eksplan yang digunakan, sterilisasi eksplan,
komposisi media dasar, penggunaan zat pengatur tumbuh (ZPT) terutama
auksin dan sitokinin serta faktor-faktor lingkungan dimana kultur ditempatkan

(Zulkarnain, 2009).

Penggunaan zat pengatur tumbuh memegang peranan penting dalam

pertumbuhan dan morfogenesis pada kultur sel, jaringan, maupun organ.
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Interaksi dan perimbangan antara zat pengatur tumbuh yang diberikan dalam
media yang diproduksi oleh sel secara endogen menentukan arah
perkembangan suatu kultur. Penggunaan auksin maupun sitokinin secara

endogen, mengubah level zat pengatur tumbuh endogen sel (Gunawan,1988).

Menurut Lakitan (1996), pemberian zat pengatur tumbuh dalam konsentrasi
yang sesuai dapat meningkatkan morfogenesis tanaman, tetapi apabila zat
pengatur tumbuh diberikan dalam konsentrasi yang berlebihan maka akan
menjadi penghambat bagi pertumbuhan morfogenesis tanaman. Sitokinin
diberikan dalam konsentrasi yang rendah, karena sitokinin dalam konsentrasi
yang tinggi akan menghambat pertumbuhan tunas dan akar. Zat Pengatur
Tumbuh alami jenis sitokinin dapat ditemukan di dalam ragi dan air kelapa

muda.

H. Biosintesis Klorofil

Klorofil merupakan pigmen pemberi warna hijau pada tumbuhan, alga dan
bakteri fotosintetik. Pigmen ini berperan dalam proses fotosintesis tumbuhan
dengan menyerap dan mengubah energi cahaya menjadi energi kimia. Klorofil
mempunyai rantai fitil (C20H390) yang akan berubah menjadi fitol (C20H39OH)
jika terkena air dengan katalisator klorofilase. Fitol adalah alkohol primer
jenuh yang mempunyai daya afinitas yang kuat terhadap O2 dalam proses

reduksi klorofil (Muthalib, 2009).
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Klorofil merupakan komponen utama kloroplast untuk fotosintesis. Semakin
tinggi kandungan klorofil maka semakin tinggi tingkat fotosintesis (Nurcahyani
dkk., 2019). Fotosintesis merupakan proses perubahan senyawa anorganik
(CO7 dan H>0) menjadi senyawa organik (karbohidrat) dan O, dengan ban
cahaya matahari. Sifat fisik klorofil yaitu menerima dan atau memantulkan
cahaya dengan gelombang yang berlainan (berpendar = berfluoresensi).
Klorofil banyak menyerap sinar dengan panjang gelombang antara 400-700
nm, terutama sinar merah dan biru. Sifat kimia klorofil, antara lain (1) tidak
larut dalam air, melainkan larut dalam pelarut organik yang lebih polar, seperti
etanol dan kloroform; (2) inti Mg akan tergeser oleh 2 atom H bila dalam
suasana asam, sehingga membentuk suatu persenyawaan yang disebut feofitin

yang berwarna coklat (Dwidjoseputro, 1996).

Klorofil memiliki tiga fungsi utama dalam proses fotosintesis yaitu memicu
fiksasi CO; untuk menghasilkan karbohidrat, menyediakan energi bagi
ekosistem dan memanfaatkan energi matahari. Terdapat dua macam klorofil
yaitu klorofil a (CssH720sNsMg) yang berwarna hijau tua dan klorofil b
(CssH7006N4Mg) yang berwarna hijau muda. Klorofil a dan klorofil b paling
kuat menyerap cahaya di bagian merah (600-700 nm), dan paling sedikit

menyerap cahaya hijau (500-600 nm) (Song dan Banyo, 2011).

Difisit air akan mempengaruhi perubahan fungsi metabolisme, terutama
mengurangi sintesis klorofil. Penurunan konsentrasi klorofil daun merupakan

salah satu respon fisiologi tanaman akibat kekurangan air yang menyebabkan
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penghambatan pembentukan klorofil, penghambatan nutrisi, terutama pada
hormon nitrogen dan magnesium yang berperan penting dalam sintesis klorofil
(Nurcahyani dkk., 2019). Struktur klorofil a dan klorofil b disajikan pada

Gambar 6.

CH;

e c=0

COOCH:
HC CH:CH;000C 5Hss H:C CH:CH:COOC:H=:

klorofil a klorofil b

Gambar 6. Struktur Klorofil a dan Klorofil b (Song dan Banyo, 2011).



III. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober sampai November 2019 di
ruang penelitian in vitro, Laboratorium Botani, Jurusan Biologi, Fakultas

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan Penelitian

1. Alat-alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Laminar Air Flow
(LAF) Cabinet merk Esco sebagai meja steril yang dilengkapi dengan
blower dan lampu UV untuk penanaman eksplan atau subkultur tunas pada
medium dalam botol, autoclave digunakan sebagai sterilisasi basah, plastic
wrap, scalpel, magnetic stirrer, hot plate atau kompor, alumunium foil,
label, bunsen, beaker glass, gelas ukur, batang pengaduk, botol kultur, pipet
tetes, cawan petri, pinset, gunting, neraca analitik, pH meter, kertas
Whatman No 1, spektrofotometer, mortar, karet gelang, mistar, lemari
kultur, tissue, tabung gas, panci, korek api, kamera hp, masker dan sarung

tangan.
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Bahan-bahan yang digunakan adalah eksplan kacang kedelai (Glycine max L.)

Kultivar Anjasmoro, medium Murashige and Skoog (MS) “use ready”

diproduksi oleh Caisson Laboratories, agar-agar 7g/L, gula 30g/L, KOH 1 N,

HCL 1 N, PPM 0,5 ml/L, air kelapa dengan konsentrasi 0%, 5%, 10%, dan

15%, alkohol 70% dan 96%, aquades dan spiritus.

C. Rancangan Percobaan

Metode penelitian ini disusun menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL),

dengan satu faktor yaitu konsentrasi air kelapa yang terdiri dari 4 taraf

perlakuan : 0%, 5%, 10% dan 15%. Penelitian ini dilakukan dengan 6 ulangan

dan setiap ulangan terdiri dari 2 eksplan kacang kedelai kultivar Anjasmoro

dalam setiap botol kultur. Tata letak percobaan disajikan dalam Gambar 7.

KiUs KoUz K2Us K3U3 KoUs K3Us
KsUz KoUy KiUs KoUs KiU; KoUg
KoUi KUz KsU; KiUs KUz KiUs
K.Us3 K3Us KoUs KoUj K3Us K,Us
Gambar 7. Tata letak satuan percobaan

Keterangan:

KO : Konsentrasi air kelapa 0%

K1 : Konsentrasi air kelapa 5%

K2 : Konsentrasi air kelapa 10%

K3 : Konsentrasi air kelapa 15%

U1-U6 : Ulangan ke-1 sampai ke-6
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D. Bagan Alir Penelitian

Penelitian ini terdiri atas beberapa tahap, yaitu 1) Penentuan konsentrasi air
kelapa untuk pertumbuhan eksplan kacang kedelai kultivar Anjasmoro
secara in vitro, 2) Penanaman eksplan berupa biji kacang kedelai kultivar
Anjasmoro dalam medium MS yang sudah ditambahkan air kelapa sesuai
dengan konsentrasi, 3) Pertumbuhan yang terjadi pada eksplan kacang
kedelai kultivar Anjasmoro meliputi persentase jumlah biji yang hidup,
tinggi tanaman, jumlah tunas, jumlah daun, kandungan klorofil a, b, dan
total. Tahap penelitian disajikan dalam bentuk bagan alir seperti yang

tercantum pada Gambar 8.
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[ Perlakuan ] [ Indikator ] [ Luaran
Pembuatan \ / Medium yang Medium \
medium tanam baik tidak berjumlah
MS padat mengandung banyak unt?k
dengan :> kontaminan, j\‘/ stok pengujian
penambahan tidak terlalu eksplan kacang
air kelapa pada cair atau kedelai kultivar
berbagai padat. anjasmoro.
konsentrasi. /

Penanaman Terjadinya Terdapat ‘ \
eksplan kacang pertumbuhan pengaruh air
kedelai kultivar tunas, kelapa
anjasmoro ke N daun, dan akar N terhadap
dalam rpedlum —// planlet kacang —|  pertumbuhan
MS + air kela.pa kedelai kultivar planlet. kacang
pada berbagal anjasmoro. ked§1a1
konsentrasi. kultivar
/ anjasmoro.
Parameter \
eksplan berupa o Terdapat
analisis Terjadi konsentrasi
pertumbuhan pertumb'uhar% paling efektif
meliputi tinggi — N berupa tinggi, N pada
planlet, jumlah —/ tunas, daun —v| P ertumbuhan
tunas, jumlah serta klorofil a, pada planlet
daun, klorofil b, dan total kacang kedelai
a, b, dan total pada eksplan. kultivar
anjasmoro.

yang total.

N

/

Gambar 8. Bagan Alir Penelitian

/
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E. Pelaksanaan Penelitian

Pelaksanan penelitian meliputi beberapa langkah sebagai berikut.

1. Sterilisasi Alat
Alat penelitian berupa satu set alat deseksi (pinset, scalpel, gunting dan
pisau), botol kultur, cawan petri, dicuci dan dibersihkan dengan deterjen,
dibilas dengan air mengalir, dikeringkan kemudian dibungkus dengan kertas
dan dimasukkan ke dalam autoclave, selanjutnya dipanaskan dengan suhu
121°C selama 20 menit. Supaya tetap steril saat penanaman berlangsung,
alat penanaman berupa pinset dan gunting direndam dengan alkohol 96%

lalu dipanaskan diatas nyala api bunsen hingga membara.

2. Pembuatan Medium Tanam
Dalam penelitian ini, pembuatan medium tanam pada pada 0% (kontrol)
dan perlakuan (5%, 10% dan 15%) dilakukan secara terpisah.
a. Pembuatan medium tanam pada konsentrasi 0% (kontrol)

1. Medium tanam dibuat sebanyak 1 L.

2. Pembuatan medium Murashige and Skoog (MS) dilakukan dengan
cara medium MS “use ready” ditimbang sebanyak 4,43 g/L, lalu
dicampurkan dengan gula 30 g/L, kemudian dilarutkan
menggunakan aquades secukupnya di dalam beaker glass dengan
menggunakan magnetic stirrer dan diletakkan di atas hotplate.

3. Medium MS yang sudah dilarutkan dimasukkan ke dalam gelas

ukur, kemudian ditambah aquades mencapai volume 1000 ml.
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4. Larutan medium dimasukkan ke dalam panci dan pH-nya diukur
hingga mencapai 5,7 dalam kondisi netral (apabila medium terlalu
asam maka ditambahkan KOH 1 N dan apabila medium terlalu basa
maka ditambahkan HCL I N).

5. Agar sebanyak 7 gr/LL dan PPM 0,5 ml/L dimasukkan ke dalam
panci, lalu dimasak dan diaduk hingga mendidih. Selanjutnya,
medium tersebut dituangkan ke dalam botol masing-masing
sebanyak 20 ml/botol kultur, tutup menggunakan alumunium foil,

dan diberi label menggunakan pensil.

b. Pembuatan medium tanam pada konsentrasi 5%, 10% dan 15%

1. Medium tanam dibuat sebanyak 1 L.

2. Pembuatan medium Murashige and Skoog (MS) dilakukan dengan
cara medium MS “use ready” ditimbang sebanyak 4,43 g/L, lalu
dicampurkan dengan gula 30 g/L, kemudian dilarutkan
menggunakan aquades secukupnya ke dalam beaker glass dengan
menggunakan magnetic stirrer dan diletakkan di atas hotplate.

3. Medium MS yang sudah dilarutkan dimasukkan ke dalam gelas
ukur, kemudian ditambah aquades mencapai volume 1000 ml.

4. Larutan medium dimasukkan ke dalam panci dan diukur pH-nya
hingga mencapai 5,7 dalam kondisi netral (apabila medium terlalu
asam maka ditambahkan KOH 1 N dan apabila medium terlalu basa

maka ditambahkan HCL 1 N).
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5. Agar sebanyak 7 gr/LL dan PPM 0,5 ml/L dimasukkan ke dalam
panci, lalu dimasak dan diaduk hingga mendidih. Selanjutnya,
medium tersebut dituangkan ke dalam botol masing-masing
sebanyak 20 ml/botol kultur.

6. Tetesi air kelapa (5%, 10%, dan 15%) sebanyak 20 tetes ke dalam
masing-masing botol kultur, tutup menggunakan alumunium foil,
dan diberi label menggunakan pensil pada masing-masing

perlakuan.

3. Sterilisasi Medium

Medium yang telah dituangkan ke dalam masing-masing botol kultur
kemudian dimasukkaan kedalam autoclave dan disterilisasi selama 15
menit pada tekanan 1 atm dengan temperature 121°C. Medium yang telah
disterilkan kemudian dipindahkan ke ruang medium steril, untuk
memastikan medium terhindar dari kontaminasi, medium disimpan selama

3-4 hari sebelum digunakan untuk menanam eksplan.

4. Persiapan dan Penyiapan LAF (Laminar Air Flow)

Laminar Air Flow yang digunakan sebagai tempat kerja disterilisasi dengan
cara: kabel LAF disambungkan dengan arus listrik, kemudian tombol sinar
UV dinyalakan selama 45 menit, lalu tombol lampu dan blower dinyalakan,
permukaan dan dinding LAF disemprot dengan alkohol 70% dan

selanjutnya dibersihkan menggunakan tissue.
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5. Penanaman Eksplan Kacang Kedelai ke Medium Tanam

Penanaman biji kacang kedelai dilakukan di dalam LAF Cabinet. Langkah
pertama biji kacang kedelai direndam dalam larutan bayclin 20% selama 2-
3 menit. Biji kacang kedelai dibilas dengan aquades, pembilasan dilakukan
sebanyak dua kali. Setelah itu dipindahkan ke dalam cawan petri
selanjutnya benih ditanam pada medium seleksi dengan penambahan air
kelapa. Setiap botol kultur ditanami 2 biji, sehingga total biji yang ditanam
sebanyak 48 dalam 24 botol kultur. Biji-biji kacang kedelai tersebut
ditumbuhkan hingga menjadi planlet pada medium MS. Inkubasi kultur
dilakukan pada ruangan dengan penyinaran + 1000 lux, 24 jam/hari dan

suhu + 20°C.

6. Pengamatan

Pengamatan dilakukan setiap 3 hari sekali selama 4 minggu setelah tanam,
untuk mengetahui pertumbuhan eksplan kacang kedelai

[Glycine max (L.) Merr.] kultivar anjasmoro secara in vitro dengan
pemberian air kelapa (Cocos nucifera L.) pada medium Murashige and

Skoog. Parameter yang diamati dan diukur dalam penelitian ini terdiri dari:
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a. Persentase Jumlah Planlet yang Hidup
Rumus menurut Nurcahyani dkk. (2014) yang digunakan untuk
menghitung jumlah planlet kacang kedelai kultivar anjasmoro yang hidup
yaitu:
Jumlah planlet yang hidup

Jumlah planlet yang hidup = x 100%
Jumlah seluruh planlet

b. Visualisasi Planlet
Menurut Nurcahyani dkk. (2012, 2020) visualisasi planlet meliputi warna
planlet setelah penambahan air kelapa dengan klasifikasi sebagai berikut:

hijau, hijau kecokelatan, dan cokelat.

c. Tinggi Planlet (cm)
Eksplan diukur dari luar botol menggunakan mistar dimulai dari

permukaan medium sampai titik tumbuh.

d. Jumlah Tunas (tunas)

Dihitung jumlah tunas yang muncul pada setiap eksplan.

e. Jumlah Daun (helai)

Dihitung jumlah daun yang terbentuk dalam setiap eksplan.
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f. Berat Basah
Pengukuran berat basah tanaman dilakukan pada minggu ke 4 setelah
tanam. Seluruh bagian tanaman yang akan diukur berat basahnya dicabut
dan dibersihkan kemudian ditimbang.

g. Berat Kering
pengukuran berat kering tanaman dilakukan pada minggu ke 4 setelah
tanam. Seluruh bagian tanaman dicabut dan dibersihkan, kemudian di

oven selama beberapa menit. Setelah itu, ditimbang.

7. Analisis Kandungan Klorofil

Bahan untuk analisis kandungan klorofil menggunakan daun planlet kacang
kedelai kultivar anjasmoro yang sudah diberikan perlakuan kombinasi
medium MS dengan air kelapa, menggunakan metode Miazek (2002)
dengan spektrofotometer yang dilakukan pada akhir pengamatan. Daun
planlet Glycine max kultivar anjasmoro sebanyak 0,1 g dihilangkan ibu
tulang daunnya, digerus dengan mortar, ditambahkan 10 mL ethanol.
Larutan disaring dengan kertas Whatman No.l dan dimasukkan ke dalam
flakon lalu ditutup rapat. Larutan sampel dan larutan standar (ethanol)

diambil sebanyak 1 mL dimasukkan dalam kuvet.

Setelah itu dilakukan pembacaan serapan dengan spektrofotometer UV
pada panjang gelombang (A) 648 nm dan 664 nm, dengan tiga kali ulangan

sampel.
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Kadar klorofil dihitung dengan menggunakan rumus Miazek (2002).
sebagai berikut:

Klorofil total = (5,24 A664 + 22,24 1648) mg/L.

Klorofil a = (13,36 1664 — 5,19 A648) mg/L
Klorofil b = (27,43 1648 — 8,12 A664) mg/L
Keterangan:

A648 = Absorbansi pada panjang gelombang 648 nm

A664 = Absorbansi pada panjang gelombang 664 nm

. Analisis Data

Data yang diperoleh dari pertumbuhan eksplan kacang kedelai kultivar
anjasmoro selama perlakuan kombinasi medium MS dengan air kelapa
berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data kualitatif disajikan dalam
bentuk deskriptif dan didukung foto. Data kuantitatif yang diperoleh dari
setiap variabel dihomogenkan dengan menggunakan uji Levene kemudian
dianalisis dengan menggunakan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf

nyata 5%.
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V. KESIMPULAN

A. Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari hasil penelitian ini adalah bahwa penambahan air
kelapa (Cocos nucifera L.) pada medium Murashige and Skoog dengan berbagai
konsentrasi belum memberikan pengaruh terhadap tinggi planlet, jumlah tunas,
jumlah daun, berat basah, berat kering, kandungan klorofil a, klorofil b, dan
klorofil total pada kacang kedelai [ Glycine max (L.) Merr.] kultivar Anjasmoro

secara in vitro.

B. Saran

Perlu adanya penelitian lanjutan untuk analisis parameter lainnya seperti

kandungan karbohidrat, indeks stomata, sifat agronomis dan molekular.
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