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The development of cassava faces problem in low productivity and limited
availability of superior planting materials. Efforts to increase the availability of
superior cassava planting materials is by plant propagation through somatic
embryogenesis. The objective of this study was to determine the effect of the
concentration of several types of auxin in inducing primary callus and somatic
embryo formation of cassava variety Vati-1. This study used a single-factor
completely randomized design (CRD). The factor was the concentration of
various types of auxin, namely: A1 (MS + NAA 6 mg/l) as the control, A2 (MS +
NAA 6 mg/l + Picloram 8 mg/l), A3 (MS + NAA 6 mg/Il + Picloram 12 mg/l), A4
(MS + NAA 6 mg/l + Picloram 15 mg/l), A5 (MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 8 mg/l),
A6 (MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 12 mg/l), A7 (MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 15
mg/l). The data obtained were tested for homogeneity with Bartlett test. Then the
data were analyzed using ANOVA and continued with the comparison of the
mean values using the LSD test at the 5% level. The results showed that all
treatments induced callus in cassava variety Vati-1 with the percentage of callus
explants more than 90%. The percentage of callus explants in the treatment of
picloram 8 mg/l, picloram 15 mg/l, 2,4-D 8 mg/l, 2,4-D 12 mg/l is 100% and in
the control treatment, picloram 12 mg/l, 2,4-D 15 mg/l is 97 £ 0.35%. Only
picloram 8 mg/I treatment induced somatic embryos with a percentage of
embryonic explants of 63.9 + 0.78, the average number of somatic embryos per
callus was 12.87 £ 0.18 embryos and the number of primary somatic embryos was
296 embryos.
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ABSTRAK

EMBRIOGENESIS SOMATIK EKSPLAN DAUN MUDA UBI KAYU
(Manihot esculenta Crantz) VARIETAS VATI-1 DENGAN PENAMBAHAN
PICLORAM ATAU 2,4-DICHLOROPHENOXYACETIC ACID (2,4-D)
PADA MEDIA IN VITRO

Oleh

ANNILEN

Permasalahan dalam pengembangan ubi kayu yaitu produktivitas yang rendah dan
ketersediaan bibit unggul yang terbatas. Upaya untuk meningkatkan ketersediaan
bibit unggul ubi kayu salah satunya yaitu dengan perbanyakan tanaman melalui
embriogenesis somatik. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui pengaruh
konsentrasi beberapa jenis auksin dalam menginduksi kalus primer dan embrio
somatik ubi kayu varietas Vati-1. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) faktor tunggal. Faktor tersebut adalah konsentrasi berbagai jenis
auksin yaitu: A1 (MS + NAA 6 mg/l ) sebagai kontrol, A2 (MS + NAA 6 mg/l +
Picloram 8 mg/l), A3 (MS + NAA 6 mg/l + Picloram 12 mg/l), A4 (MS + NAA 6
mg/l + Picloram 15 mg/l), A5 (MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 8 mg/l), A6 (MS +
NAA 6 mg/l + 2,4-D 12 mg/l), A7 (MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 15 mg/l). Data yg
diperoleh di uji homogenitas dengan uji bartlett. Kemudian data dianalisis
menggunakan ANOVA dan dilanjutkan dengan pemisahan nilai tengah
menggunakan uji BNT pada taraf 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
semua perlakuan dapat menginduksi kalus primer pada ubi kayu varietas Vati-1
dengan persentase eksplan berkalus lebih dari 90%. Persentase eksplan berkalus
pada perlakuan picloram 8 mg/l, picloram 15 mg/l, 2,4-D 8 mg/l, 2,4-D 12 mg/I
yaitu 100% dan pada perlakuan kontrol, picloram 12 mg/l, 2,4-D 15 mg/l yaitu
97+ 0,35%. Dalam penelitian ini, hanya perlakuan picloram 8 mg/l yang dapat
menginduksi embrio somatik dengan persentase eksplan berembrio sebesar 63,9 £
0,78, rerata jJumlah embrio somatik per kalus 12,87+ 0,18 embrio dan jumlah
embrio somatik primer yaitu 296 embrio.

Kata kunci: Embriogenesis somatik, Picloram, Singkong, Vati-1
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) merupakan tanaman yang memiliki nilai
ekonomi tinggi dalam industri pangan dan pertanian. Selain di Indonesia, ubi
kayu juga merupakan salah satu sumber pangan penting di dunia. Hampir satu
miliar orang memanfaatkan tanaman ubi kayu sebagai sumber pangan
(Mongomake et al., 2015). Provinsi Lampung merupakan salah satu produsen ubi
kayu terbesar di Indonesia. Rerata produksi ubi kayu di Indonesia pada tahun
2014-2019 mencapai 6,22 juta ton. Namun, terjadi penurunan produksi sebesar
38,64% yaitu dari 8,03 juta ton menjadi 4,92 juta ton pada waktu yang sama.
Penurunan produktivitas ubi kayu ini juga terjadi di provinsi Lampung dari 26,38
ton/ha pada tahun 2014 menjadi 24,72 ton/ha pada tahun 2019 (Dinas Tanaman
Pangan dan Hortikultura Provinsi Lampung, 2019).

Permasalahan dalam pengembangan ubi kayu yaitu produktivitas yang rendah dan
ketersediaan bibit yang tidak kontinu. Penyebab penurunan produktivitas ubi
kayu meliputi hama dan penyakit tanaman, senyawa sianogenik tinggi, protein
rendah, dan pati rendah. Organisme Pengganggu Tanaman (OPT) yang
mempengaruhi penurunan produktivitas ubi kayu di antaranya yaitu gulma, hama,
dan penyakit (hawar daun bakteri, busuk batang bakteri, antraknosa, bercak hawar
daun, bercak daun coklat, bercak daun putih, penyakit tepung, bercak daun
bercincin terpusat, busuk akar, dan virus) (Sastrahidayat, 2017). Ketersediaan
bibit yang kurang menyebabkan petani menggunakan bibit dengan kualitas buruk.
Hal ini menyebabkan hasil panen cenderung tidak seragam, dan pada uji sampel

kadar pati di pabrik akan rendah sehingga harga ubi kayu akan rendah. Hal



tersebut dapat menyebabkan pendapatan petani ubi kayu menurun. Sehingga
diperlukannya penyediaan bibit ubi kayu dalam jumlah besar dan berkualitas.

Salah satu varietas unggul ubi kayu yang banyak ditanam di Lampung yaitu
varietas Vati-1 yang dimanfaatkan sebagai bahan baku industri. Ubi kayu varietas
Vati-1 mempunyai ciri ubi berwarna putih dan agak pahit. Ubi kayu varietas
Vati-1 memiliki potensi hasil yang besar yaitu 46,9, ton/ha dan juga varietas ini
cukup tahan terhadap serangan hama dan tungau (Balitkabi, 2019). Selain itu, ubi
kayu varietas Vati-1 memiliki kadar pati tinggi yaitu 21,92%. Pati ubi kayu
bermanfaat baik dalam bidang industri pangan maupun non pangan. Pada industri
pangan, pati ubi kayu dimanfaatkan dalam pembuatan mie, roti, pemanis, saus,
permen dan lain sebagainya (Henry et al., 1998). Sedangkan pada industri non
pangan pati ubi kayu digunakan dalam pembuatan perekat, bahan pengecoran,

kertas, tekstil, plastik, obat dan lain sebagainya.

Menurut Hartati et al. (2021) penyediaan bibit ubi kayu masih banyak dilakukan
secara konvensional melalui setek batang. Sedangkan kebutuhan bibit ubi kayu
pada luasan lahan satu hektar yaitu 10.000-14.000 setek untuk budidaya ubi kayu
monokultur. Sehingga penyediaan ubi kayu menggunakan setek batang akan
menjadi kendala dalam pengembangan ubi kayu untuk kebutuhan industri yang
memiliki lahan budidaya sangat luas. Beberapa kelemahan dari penyediaan ubi
kayu menggunakan setek batang yaitu ketersediaan pohon induk yang terbatas,
tidak dapat disimpan dalam jangka waktu yang lama karena akan cepat busuk dan
tanaman induk berpotensi untuk menularkan penyakit. Oleh karena itu diperlukan
upaya/teknologi yang dapat memperbanyak bibit ubi kayu dalam waktu yang
singkat dan jumlah yang banyak.

Perbanyakan ubi kayu dapat dilakukan secara cepat dan dengan jumlah yang
banyak salah satunya dapat menggunakan teknlogi kultur jaringan dengan
embriogenesis somatik. Embriogenesis somatik adalah suatu proses yang sangat
efisien untuk mikropropagasi dan regenerasi beberapa genotipe ubi kayu karena
dapat meningkatkan laju multiplikasi dan produksi embrio yang mampu

berkembang menjadi tanaman utuh (Ibaraki and Murata, 2001). Pada penelitian



ini menggunakan embriogenesis somatik secara tidak langsung (indirect somatic
embryogenesis) melalui pembentukan kalus. Kalus merupakan kumpulan sel
yang membelah diri secara cepat dan tidak mempunyai karakteristik sel-sel dari
bagian jaringan, organ, atau struktur tanaman tertentu. Pada embriogenesis
somatik tidak langsung, dengan perlakuan tertentu sel-sel kalus tersebut dapat
diarahkan untuk berubah menjadi sel-sel yang akan membentuk embrio. Sel-sel
yang mempunyai karakteristik yang dapat membentuk embrio disebut sel-sel

embriogenik.

Embriogenesis somatik memiliki manfaat yaitu untuk perbanyakan tanaman,
transformasi genetik, dan benih sintetik. Dalam perbanyakan tanaman
embriogenesis somatik memiliki beberapa kelebihan antara lain dapat
memproduksi bibit dalam jumlah yang besar, dapat dilakukan dalam waktu yang
lebih singkat dan bebas dari hama penyakit. Embriogenesis somatik in vitro juga
dapat digunakan untuk perakitan varietas unggul yaitu melalui induksi variasi
somaklonal dan rekayasa genetika (Hapsoro dan Yusnita, 2018). Keberhasilan
perbanyakan secara in vitro ini akan bermanfaat bagi pemenuhan ketersediaan
bibit sepanjang tahun tanpa tergantung pada musim serta terjaminnya kualitas
bibit.

Zat pengatur tumbuh (ZPT) diperlukan dalam kultur jaringan. Telah banyak
dilakukan penelitian untuk memperoleh metode yang tepat dalam embriogenesis
somatik tanaman ubi kayu terkait penggunaan konsentrasi beberapa jenis auksin
untuk memperbanyak tanaman secara efektif dan efisien. Menurut Hapsoro dan
Yusnita (2018), auksin mempunyai peranan penting pada embriogenesis somatik.
Auksin adalah zat pengatur tumbuh (ZPT) yang dapat menginduksi embriogenesis
somatik. Beberapa jenis auksin yang dilaporkan pada penelitian ubi kayu adalah
2,4-D, NAA, Dicamba, TDZ, IAA, dan Picloram. Pembentukan embriogenesis
somatik untuk fase pembentukan kalus diperlukan zat pengatur tumbuh jenis
auksin kuat, sedangkan untuk fase selanjutnya konsentrasi auksin harus di kurangi

dan kemudian di kombinasikan dengan sitokinin (Lestari, 2016).



Dalam upaya multiplikasi tunas ubi kayu secara in vitro, konsentrasi zat pengatur
tumbuh yang sesuai pada media menentukan keberhasilan regenerasi tanaman.
NAA merupakan zat pengatur tumbuh golongan auksin yang dapat digunakan
untuk regenerasi tanaman. Kombinasi konsentrasi zat pengatur tumbuh BA 0,3
mg/l + NAA 0,05 mg/l dilaporkan mampu memberikan pertumbuhan jumlah
tunas terbanyak pada klon Unila UK-1 (Yelli dkk., 2022). Szabados et al. (1987)
menyatakan bahwa setiap varietas ubi kayu mempunyai kemampuan yang
berbeda dalam menghasilkan kalus embriogenik. Respon tanaman untuk
menghasilkan tunas baru (multiplikasi tunas) atau kalus embriogenik bervariasi
bergantung kepada banyak faktor antara lain bagian tanaman yang digunakan,
umur fisiologis bagian tersebut atau umur pohon induk, jenis tanaman dan
prosedur perbanyakan termasuk jenis zat pengatur tumbuh yang ditambahkan
pada media (Sudarmonowati dkk., 2002). Meski telah ditemukan keberhasilan
regenerasi tanaman melalui embriogenesis somatik ubi kayu, tetapi protokol yang
sama masih sulit diaplikasikan untuk penelitian yang sama dengan genotipe yang
berbeda. Oleh karena, perlu dipelajari kemampuan masing-masing genotipe ubi

kayu dalam embriogenesis.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Berapakah konsentrasi beberapa jenis auksin yang mampu menginduksi kalus
primer tertinggi eksplan daun muda ubi kayu varietas Vati-1?

2. Berapakah konsentrasi beberapa jenis auksin yang mampu membentuk embrio

somatik tertinggi kalus primer ubi kayu varietasVati-1?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Mengetahui konsentrasi beberapa jenis auksin yang mampu menginduksi

kalus primer tertinggi eksplan daun muda ubi kayu varietas Vati-1.



2. Mengetahui konsentrasi beberapa jenis auksin yang mampu membentuk
embrio somatik tertinggi ubi kayu varietasVati-1.

1.4 Landasan Teori

Kultur jaringan berasal dari totipotensi sel yang dikemukakan oleh Schwann dan
Schleiden pada tahun 1838, sel tanaman dan hewan bersifat autotomi secara
fisiologi maupun biokimia, apabila sel berada pada lingkungan yang sesuai maka
sel akan meregenerasi tubuhnya hingga menjadi individu yang utuh (Hapsoro dan
Yusnita, 2018). Ciri-ciri kultur jaringan, yaitu aseptik, hara lengkap, lingkungan
terkendali, in vitro, dan perlu ZPT. Dalam pelaksanaan kultur jaringan diperlukan
keahlian dan keterampilan khusus untuk memperoleh kultur yang aseptik,
pembuatan media dengan takaran yang akurat, dan menguasai protokol

perbanyakan tanaman secara in vitro (Hapsoro dan Yusnita, 2018).

Embriogenesis somatik merupakan bagian tanaman yang mengalami proses
pembelahan sel untuk membentuk embrio menjadi tanaman baru melalui teknik
perbanyakan kultur jaringan (Sasmita dkk., 2022). Pada embriogenesis somatik,
sel akan membelah lalu mengalami diferensiasi membentuk embrio. Diferensiasi
yaitu proses berubahnya sel-sel menjadi sekumpulan sel yang memiliki
karakteristik baru (Hapsoro dan Yusnita, 2018). Proses pembentukan embrio
somatik terbagi menjadi dua tahap yaitu tahap induksi dan tahap ekspresi. Sel
kompeten mulai terbentuk menjadi sel-sel embriogenik (tahap induksi). Setelah
itu, pada tahap ekspresi sel embriogenik yang telah terbentuk akan berdiferensiasi
menjadi embrio somatik (Wijaya dkk., 2022). Pada embriogenesis somatik,
setelah embrio terbentuk akan mengalami maturasi yang dicirikan oleh morfologi
embrio yang matang dengan mengembangnya kotiledon serta terakumulasinya

produk simpanan (karbohidrat, protein, dan lemak) (Hapsoro dan Yusnita, 2018).

Embrio tanaman terbagi menjadi dua jenis, yaitu embrio zigotik dan embrio
somatik. Embrio zigotik adalah embrio hasil dari pertumbuhan dan
perkembangan dari sel gamet jantan dan sel gamet betina (Hapsoro dan Yusnita,

2018). Menurut Hapsoro dan Yusnita (2022), tahapan embrio zigotik, yaitu sel



gamet jantan dan betina bertemu — terbentuk zigot — terbentuk embrio —
embrio berkembang menjadi tajuk dan akar. Embrio somatik adalah embrio yang
tumbuh dan berkembang dari hasil sel somatik (Hapsoro dan Yusnita, 2018).
Terdapat empat tahapan dalam embriogenesis somatik, yaitu globular, hati,
torpedo, dan kotiledon (Saepudin dkk., 2015). Menurut Hapsoro dan Yusnita
(2018), tahapan globular yaitu saat embrio berbentuk bulat dan umumnya pada
perkembangannya mengalami pemanjangan untuk ke fase selanjutnya, tahapan
hati yaitu saat embrio mulai membentuk tonjolan dibagian atas membentuk hati,
tahapan torpedo yaitu terdapat cekungan dibagian atas membentuk torpedo, dan
tahapan kotiledon yaitu embrio mulai membentuk kotiledon dengan bagian atas

membuka sebagai bakal tunas.

Dua golongan ZPT yang sangat penting dalam kultur jaringan yaitu auksin dan
sitokinin (Wiraatmaja, 2017). Auksin merupakan ZPT yang disintesis oleh
tanaman pada bagian meristematik. Auksin berfungsi merangsang terbentuknya
kalus dan embrio somatik, merangsang pertumbuhan akar, menghambat inisiasi
akar, dan menghambat absisi. Jenis jenis auksin antara lain yaitu NAA, IBA,
IAA, 2,4D, dan picloram. Sitokinin adalah ZPT yang merangsang pembelahan
sel. Jenis-jenis sitokinin, yaitu thidiazuron, BA/BAP, 2-iP, zeatin, dan kinetin.
Sitokinin berfungsi merangsang pembelahan sel, merangsang pembentukan tunas

adventif, dan meningkatkan aktivitas sink (Hapsoro dan Yusnita, 2018).

Pembentukan dan pertumbuhan kalus akan terhambat jika pemberian konsentrasi
beberapa jenis auksin yang tidak tepat (Hardjo dan Hartatie, 2018). Berdasarkan
Penelitian Hankoua et al. (2006) media MS yang ditambah picloram mampu
membentuk struktur embrio. Menurut Danso et al. (2010) menyatakan bahwa
picloram 8 atau 16 mg/l mampu membentuk kalus lebih cepat (dalam satu minggu
kultur). Secara morfologis, embrio yang menggunakan perlakuan picloram
seringkali lebih besar dan menghasilkan kalus embriogenik 90-100% (Danso et
al., 2010). Penggunaan 2,4-D dan picloram mampu meningkatkan kalus
embriogenik 90-100% dan induksi embrio primer yang berasal dari eksplan daun
muda. Atehnkeng et al. (2006) juga melaporkan picloram 12 mg/l mampu

membentuk struktur embrio ubi kayu Afrika hingga ke tahap torpedo.



Berdasarkan penelitian Rossin and Rey (2011), genotipe ubi kayu sangat
berpengaruh nyata pada pembentukan embrio. Penggunaan picloram 8 dan 12
mg/L menghasilkan frekuensi tertinggi pada kultivar TMS60444, T200, MTAI16,
CR25-4, dan CM523-7 dibandingkan dengan 2,4-D 8 dan 12 mg/L. Fletcher et al.
(2011), penggunaan eksplan daun singkong dari beberapa kultivar menghasilkan
jumlah kalus tertinggi dengan konsentrasi 8 mg/L 2,4-D dalam media. Nugroho
(2017), melaporkan genotipe Jame-jame, Gajah, dan Adira 4 kecuali UJ-5
memiliki persen embriogenesis somatik pada media MS + 20 g/L sukrosa + 8
mg/L 2,4-D dan MS + 20 g/L sukrosa + 10 mg/L NAA lebih tinggi dibandingkan
pada media GD + 20 g/L sukrosa + 8 mg/L 2,4-D dan GD + 20 g/L sukrosa + 10
mg/L NAA. Hal ini menunjukkan bahwa setiap jenis ubi kayu memiliki
efektifitasnya masing-masing pada komposisi media tertentu, begitu pula dengan

jenis ubi kayu lainnya.

1.5 Kerangka Pemikiran

Kerangka pemikiran penelitian ini ditunjukkan oleh Gambar 1.

Eksplan daun muda

\ 4

Diinduksi pada media perlakuan (konsentrasi beberapa jenis auksin)

!

Pembentukan kalus

'

Pembentukan embrio

\ 4

Perbanyakan ubi kayu in vitro

Gambar 1. Bagan kerangka pemikiran.



Berdasarkan landasan teori yang telah diuraikan, maka disusunlah kerangka
pemikiran untuk memberikan penjelasan teoritis terhadap rumusan masalah.
Eksplan daun muda yang berasal dari kultur steril ubi kayu diinduksi pada media
perlakuan. Salah satu penentu keberhasilan embriogenesis somatik yaitu zat
pengatur tumbuh (ZPT). Pembentukan kalus dapat dipercepat dengan pemberian
auksin. Penggunaan auksin dengan konsentrasi yang tepat dapat menginduksi
embriogenesis somatik dengan baik, namun konsentrasi auksin yang tepat ini
sangat tergantung pada genotipe ubi kayu. Sehingga pada penelitian ini
diharapkan dapat memperoleh konsentrasi jenis auksin yang tepat pada
embriogenesis somatik ubi kayu varietas Vati-1. Selanjutnya dengan konsep
induksi-ekspresi, eksplan akan merespons sinyal berupa zat pengatur tumbuh
(ZPT) auksin. Respons tersebut yaitu dediferensiasi dari daun membentuk kalus,

kalus merupakan kumpulan sel yang membelah diri secara cepat.

Setelah itu kumpulan sel yang membelah diri secara cepat ini akan menjadi sel-sel
embriogenik, yaitu sel-sel yang arah perkembangannya akan menjadi embrio.
Ketika sel sudah menjadi embriogenik maka fase induksi berakhir. Lalu pada fase
ekspresi, kalus embriogenik akan mengalami diferensiasi menjadi embrio
somatik ketika berada pada kondisi lingkungan yang sesuai. Kondisi yang sesuai
ini utamanya terkait dengan ketersediaan ZPT auksin. Pada umumnya, agar kalus
embriogenik dapat berkembang menjadi embrio somatik, maka konsentrasi auksin
rendah atau tidak ada ZPT dalam media. Fase ini merupakan fase terjadinya
perkembangan embrio. Pada embrio somatik akan melewati empat fase, yaitu
fase globular berbentuk bulat, fase hati berbentuk hati, fase torpedo berbentuk
torpedo, dan fase kotiledon muncul struktur berbentuk kotiledon. Kemudian
embrio mengalami maturasi sampai matang fisiologi untuk siap berkecambah.
Selanjutnya embrio dikulturkan menjadi tanaman utuh dan dimanfaatkan untuk

perbanyakan ubi kayu secara in vitro.



1.6 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pemikiran yang dikemukakan, dapat dirumuskan hipotesis

sebagai berikut:

1. Terdapat konsentrasi auksin yang mampu menginduksi kalus primer tertinggi
eksplan daun muda ubi kayu varietas Vati-1.

2. Terdapat konsentrasi auksin yang mampu membentuk embrio somatik

tertinggi ubi kayu varietasVati-1.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Deskripsi Umum Tanaman Ubi kayu

Ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) merupakan salah satu tanaman pangan yang
berasal dari Amerika Selatan. Ubi kayu merupakan tanaman semusim yang
menjadi salah satu sumber karbohidrat sehingga banyak dibudidayakan di

berbagai daerah. Klasifikasi ubi kayu adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Euphorbiales

Famili : Euphorbiaceae

Genus : Manihot

Spesies : Manihot esculenta Crantz

Ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) adalah salah satu tanaman pangan yang
menjadi makanan pokok bagi penduduk di dunia, selain itu ubi kayu juga
bermanfaat sebagai bahan baku industri dan pakan ternak. Secara umum, ubi
kayu terdiri dari daun, batang, akar, dan umbi. Ubi kayu mempunyai ujung daun
berbentuk panjang tajam. Warna daun ubi kayu mulai dari hijau tua hingga agak
kekuningan. Daun berbentuk menjari dengan tepi daun yang terlihat rata. Batang
ubi kayu berbentuk bulat panjang, berkayu, berbuku-buku, dan tumbuh
memanjang. Batang ubi kayu mempunyai ukuran yang berbeda-beda tergantung
dari varietas yang ditanam. Batang ubi kayu memiliki diameter 2-3 cm. Ubi kayu

mempunyai jenis akar serabut. Akar ubi kayu terspesialisasi menjadi umbi. Umbi
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mempunyai bentuk panjang dengan daging umbi berwarna putih (Saifuddin,
2022).

Ubi kayu adalah tanaman yang mempunyai bunga jantan dan bunga betina pada
satu individu. Tanaman ubi kayu merupakan tanaman menyerbuk silang
dikarenakan bunga betina tanaman ubi kayu mekar 10-14 hari lebih awal dari
bunga jantan pada cabang yang sama (Ceballos et al., 2012). Penyerbukan alami
dapat terjadi saat bunga jantan dan bunga betina pada cabang yang berbeda atau
pada tanaman yang berbeda tapi genotipe yang sama membuka secara bersamaan
sedangkan genotipe dan kondisi lingkungan tumbuh juga akan mempengaruhi
waktu berbunga tanaman ubi kayu (Ceballos et al., 2012). Ubi kayu varietas Vati-
1 mempunyai ciri ubi berwarna putih dan agak pahit. Ubi kayu varietas Vati-1
memiliki potensi hasil yang besar yaitu 46,9 ton/ha dan juga varietas ini cukup
tahan terhadap serangan hama dan tungau (Balitkabi, 2019). Selain itu, ubi kayu
varietas Vati-1 memiliki kadar pati tinggi yaitu 21,92%.

2.2 Pemanfaatan Ubi Kayu

Ubi kayu sampai saat ini masih dimanfaatkan oleh penduduk Indonesia sebagai
makanan pokok. Ubi kayu atau singkong dapat dikembangkan menjadi berbagai
produk olahan melalui agroindustri. Pengembangan agroindustri ubi kayu ini
diharapkan dapat memperluas lapangan kerja, meningkatkan pendapatan
masyarakat dan petani. Ubi kayu dapat diolah menjadi berbagai macam produk
makanan maupun produk olahan bahan kimia. Produk olahan ubi kayu jadi ada
tiga macam, yaitu makanan tradisional seperti tiwul, gogik, gatot, growol, dan
tape; makanan pokok seperti liwet singkong dan nasi singkong; dan makanan
jajanan seperti kue kacamata, lemet, getuk, kripik, kerupuk dan lain sebagainya.
Sedangkan produk olahan ubi kayu setengah jadi yaitu tapioka, gaplek dan tepung
kasava (Wahyurini dan Sugandini, 2021). Limbah dari produksi ibu kayu dapat
dimanfaatkan untuk dijadikan sebagai bahan pakan. Target hewan yang dapat
mengonsumsi limbah ubi kayu ini adalah unggas, ruminansia kecil, dan

ruminansia besar. Limbah pascapanen ubi kayu yang dapat dimanfaatkan untuk
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diolah kembali menjadi bahan pakan adalah pucuk ubi kayu, batang ubi kayu,
kulit ubi kayu, bonggol ubi kayu, gaplek afkir, singkong afkir, dan gamblong atau

onggok yang mengandung karbohidrat mudah dicerna.

Menurut Antari dan Umiyasih (2009), semua bagian ubi kayu dapat digunakan
sebagai pakan. Daun ubi kayu merupakan sumber protein yang pemberiannya
dapat berbentuk kering atau silase. Batang ubi kayu dapat dicampurkan dengan
daun sebagai pakan penguat. Kulit ubi dari ubi kayu dan onggok dapat
dikeringkan dan dapat digunakan menjadi substrat untuk produksi sel protein
tunggal. Kulit ubi kayu dapat juga dimanfaatkan sebagai sumber bahan bakar
dengan mengolahnya mejadi biobriket. Biobriket adalah bahan bakar dalam
bentuk padat. Biobriket dapat digunakan sebagai pengganti sumber energi tak
terbarukan seperti fosil. Biobriket juga dapat dimanfaatkan sebagai pengganti
penggunaan kayu bakar.

2.3 Kultur Jaringan dan Embriogenesis Somatik Ubi Kayu

Kultur jaringan tanaman merupakan suatu teknik pengkulturan bagian tanaman
baik berupa sel, jaringan, organ, embrio, biji atau tanaman utuh secara in vitro
pada media yang mengandung hara lengkap pada kondisi yang aseptik di
lingkungan yang terkendali sehingga dapat tumbuh dan berkembang menjadi
tanaman utuh. Kultur jaringan mempunyai beberapa kelebihan antara lain yaitu
menghasilkan bibit sehat yang seragam, identik dengan induknya, tidak
bergantung pada iklim dan cuaca, tidak memerlukan luas lahan dalam pembibitan,
mempermudah perbanyakan tanaman yang sulit diperbanyak secara konvensional,
tidak memerlukan banyak tenaga kerja, dan menghasilkan bibit dalam jumlah
banyak dengan waktu yang singkat (Ziraluo, 2021). Selain itu, kultur jaringan
dapat membantu dalam konservasi dan preservasi plasma nutfah termasuk embryo
rescue (Kustiani, 2020).

Terdapat 5 tahap dalam kultur jaringan, yaitu tahap 0 (pemilihan dan penanganan

tanaman induk), tahap | (pembuatan kultur awal aseptik), tahap Il (perbanyakan
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propagul), tahap 111 (pemanjangan dan pengakaran tunas), dan tahap 1V
(aklimatisasi planlet ke lingkungan ex vitro). Tahap 0 dilakukan agar eksplan
yang dikulturkan berhasil. Tahap ini diawali dengan memilih tanaman induk yang
sehat, umur fisiologi tanaman induk, bagian tanaman yang dipakai untuk eksplan,
cara sterilisasi eksplan, dan ukuran eksplan. Tahap | dilakukan untuk
mendapatkan kultur yang aseptik. Eksplan disterilkan dan ditanam menggunakan
Laminar Air Flow Cabinet (LAFC). Tahap Il dilakukan untuk subkultur eksplan
sehingga menghasilkan tunas-tunas mikro dalam jumlah banyak. Tahap Il ini
dilakukan dengan cara memisahkan setiap individu tunas yang nantinya ditanam
pada media yang mengandung auksin. Tahap IV dilakukan agar planlet dapat

beradaptasi di lingkungan ex vitro (Hapsoro dan Yusnita, 2018).

Proses pembentukan embrio somatik disebut dengan embriogenesis somatik.
Embriogenesis somatik dapat terjadi secara langsung maupun tidak langsung.
Embriogenesis somatik secara langsung terjadi secara langsung melalui
permukaan jaringan eksplan. Embriogenesis somatik secara tidak langsung
diawali dengan pembentukan kalus pada permukaan eksplan (Hapsoro dan
Yusnita, 2018). Tahapan embriogenesis secara langsung, yaitu eksplan yang
mengandung sel-sel embriogenik — embrio somatik — embrio somatik matang.
Tahapan embriogenesis secara tidak langsung, yaitu eksplan — kalus kompeten
— kalus embriogenik — embrio somatik — embrio somatik matang (Hapsoro dan
Yusnita, 2018). Embriogenesis somatik memiliki keunggulan untuk
menghasilkan bahan tanam dengan jumlah yang banyak dalam waktu yang
singkat dan minim pekerja serta menghasilkan individu baru yang identik dengan
induknya (Prawoto dkk., 2008).

Kalus merupakan kumpulan sel yang tidak terorganisir. Kalus terbentuk apabila
eksplan ditanam pada media yang ditambah dengan zat pengatur tumbuh (ZPT)
untuk menginduksi kalus, misalnya ZPT golongan sitokinin dan auksin. Istilah
dediferensiasi diberikan untuk eksplan berupa organ tanaman yang sudah
terdiferensiasi seperti daun, batang, tunas, akar yang membentuk kalus. Organ
tanaman tersebut yang sel-selnya sudah terdiferensiasi dikembalikan lagi menjadi

tidak terdiferensiasi. Kemudian jika kalus-kalus tersebut kembali membentuk
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organ tanaman maka disebut rediferensiasi (Dwiyani, 2015). Sel-sel baru akan
diperoleh dari pembentukan kalus sehingga sangat penting dalam proses
regenerasi tanaman (Marthani dkk., 2016).

Faktor-faktor yang mempengaruhi pembentukan kalus yaitu media, lingkungan
kultur, dan sumber eksplan (Xiong et al., 2018). Menurut Busaifi dan Hirjani
(2019), berdasarkan tekstur dan komposisi selnya kalus dibedakan menjadi kalus
yang kompak dan remah. Kalus kompak terdiri dari sel-sel kecil yang sangat
rapat sehingga memiliki tekstur yang padat dan keras. Kalus remah terdiri dari
sel-sel dengan ruang antar sel yang banyak sehingga memiliki tekstur lunak.
Kalus kompak mampu mengakumulasi metabolit sekunder lebih banyak sehingga

baik untuk digunakan sebagai bahan penghasil metabolit sekunder.

Menurut Hapsoro dan Yusnita (2018), embrio yang dihasilkan merupakan embrio
bipolar untuk menjadi bakal akar dan bakal tajuk dari sel-sel yang membentuknya.
Embrio yang dihasilkan dapat tumbuh dan berkembang menjadi tanaman baru.
Embrio tersebut dapat dijadikan sebagai material tanaman pada rekayasa genetika
untuk perbaikan sifat tanaman. Embrio dapat menghasilkan propagul dengan
jumlah banyak dan tidak terbatas dengan waktu yang relatif lebih cepat serta ideal

untuk disimpan sebagai bahan tanaman (Fahria, 2020).
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Sistem regenerasi yang dapat digunakan pada ubi kayu melalui embriogenesis
somatik menurut Mongomake et al. (2015) seperti pada Gambar 2 berikut.

Gambar 2. Regenerasi kultivar ubi kayu melalui embriogenesis somatik.

2.4 Media Kultur Jaringan dan Zat Pengatur Tumbuh (ZPT)

Komposisi media dasar dan zat pengatur tumbuh (ZPT) sangatlah penting dalam
kultur in vitro. Media dasar Murashige dan Skoog adalah jenis media dasar yang
biasa digunakan dalam kultur jaringan dan untuk regenerasi hampir seluruh jenis
tanaman. Komponen-komponen media kultur jaringan, yaitu air, hara makro, hara
mikro, sumber energi (gula), vitamin, ZPT, dan pemadat media (agar-agar). Air
yang digunakan adalah air yang dimurnikan menggunakan destilator. Air tersebut
sering disebut sebagai akuades atau air suling. Umumnya sukrosa yang
digunakan adalah sukrosa dengan konsentrasi 20-60 g/l (Hapsoro dan Yusnita,
2018).

Zat pengatur tumbuh merupakan senyawa organik (bukan nutrisi tanaman) yang
dalam konsentrasi rendah mampu merangsang, menghambat pertumbuhan dan
perkembangan tumbuhan. ZPT dibedakan menjadi lima golongan, yaitu auksin,

sitokinin, asam absisik, giberelin dan etilen. Asam absisik mempunyai fungsi
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menghambat pertumbuhan, mempertahankan dormansi, merangsang dan
penutupan stomata saat kekurangan air. Giberelin memiliki fungsi untuk
mendorong pemanjangan batang. Etilen berfungsi dalam pematangan buah dan

merangsang penuaan (Wiraatmaja dan Rai, 2016).

Golongan auksin yaitu NAA dapat menginduksi terjadi embriogenesis somatik
dengan melakukan terminasi pada ekspresi gen awal, dan mengaktifkan gen yang
berfungsi untuk menghasilkan sel embriogenik (George et al., 2008). NAA dalam
konsentrasi rendah berperan untuk mengatur sejumlah proses perkembangan
seperti pembengkakan jaringan, pembelahan sel dan pembentukan akar adventif
(Yelli dkk., 2022). Kalus dapat terbentuk akibat eksplan daun dipotong dan
mengalami pelukaan. Setelah itu, sel-sel yang menyentuh media menjadi
meristematik dan aktif membelah seperti jaringan penutup luka. Selain itu, di
dalam media terkandung ZPT yang memacu pembengkakan pada eksplan

sehingga mempercepat waktu induksi kalus (Widuri dkk., 2015).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2024 hingga Mei 2024. Lokasi
penelitian adalah (1) Pengambilan setek ubi kayu varietas Vati-1 di kebun PT.
Great Giant Pineapple Kabupaten Lampung Tengah, (2) Penanaman setek di
Rumah Kaca Fakultas Pertanian Universitas Lampung, (3) Penelitian in vitro yang
dilaksanakan di Laboratorium lImu Tanaman (Kultur Jaringan) Fakultas Pertanian
Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf , kompor gas, panci,
erlenmeyer, gelas ukur, gelas beaker, destilator, botol kultur steril, ubin, hand
sprayer, pembakar bunsen, alat-alat diseksi (pinset, scapel, dan blade), laminar
air flow cabinet (LAFC), bak/ember, hot plate, kamera, petridish, sendok
pengaduk, mikroskop binokuler, showcase, rak kultur, pipet tetes, box, kereta
dorong, botol schott, plastik wrapping, lampu, timbangan analitik, pipet mikro,

pH meter, dan magnetic stirrer.

Bahan yang digunakan yaitu agar-agar (gelrite dan oxoid), alkohol 70%, NaCIO
1,05%, CuSOs, tisu, kapas, akuades, air, spirtus, larutan tween 20, detergen,
sukrosa, sabun cuci piring, air steril, KOH 1 N, dan HCI 1 N. Eksplan yang
digunakan dalam penelitian ini yaitu eksplan daun muda pada bagian pucuk daun
dari tunas steril ubi kayu varietas Vati-1 yang steril. Media dasar yang digunakan

yaitu media Murashige dan Skoog (MS). ZPT yang digunakan adalah beberapa
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jenis auksin, yaitu Picloram, 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), Napthalene
acetic acid (NAA), dan sitokinin jenis benzyladenine (BA).

3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan perlakuan
yang disusun secara tunggal atau satu faktor. Faktor tersebut adalah konsentrasi
berbagai jenis ZPT auksin, yaitu kontrol (MS + NAA 6 mg/l), MS + NAA 6 mg/I
+ Picloram 8 mg/l, MS + NAA 6 mg/l + Picloram 12 mg/l, MS + NAA 6 mg/l +
Picloram 15 mg/l, MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 8 mg/l, MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D
12 mg/l, dan MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 15 mg/l. Terdapat 7 taraf perlakuan dan
setiap perlakuan diulang sebanyak 4 kali, setiap ulangan terdiri atas 3 botol dan
setiap botol diisi 3 eksplan. Sehingga diperoleh 28 satuan percobaan dengan 84
botol kultur dan 252 eksplan.

Rincian taraf perlakuan tersebut adalah sebagai berikut:
Al : MS + NAA 6 mg/l (kontrol)

A2  :MS + NAA 6 mg/l + Picloram 8 mg/I

A3 : MS + NAA 6 mg/l + Picloram 12 mg/I

A4 : MS + NAA 6 mg/l + Picloram 15 mg/I

A5 : MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 8 mg/I

A6 : MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 12 mg/I

AT : MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 15 mg/I

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Sterilisasi Alat

Teknik kultur jaringan mempunyai prinsip aseptik dimana alat dan bahan yang
digunakan dalam kultur jaringan harus aseptik untuk meminimalisir kontaminasi.

Dalam mencapai kondisi yang aseptik perlu dilakukan sterilisasi. Sterilisasi botol

kultur dilakukan melalui dua tahapan. Tahap pertama, botol kultur disterilkan
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dengan autoklaf Budenberg pada suhu 121°C atau pada tekanan 1,2 kg/cm? selama
30 menit. Setelah itu, sisa media atau tanaman kontaminasi dikeluarkan dari botol
kemudian dicuci dengan larutan detergen 2 g/l. Setelah dicuci, direndam
semalaman dengan larutan 2 g/l detergen ditambah dengan 250 ml larutan
desinfektan berupa larutan pemutih komersial. Untuk botol yang bersih (tidak
terdapat sisa media atau tanaman kontaminasi), setelah disterilisasi langsung
direndam dengan larutan detergen 2 g/l ditambah 250 ml larutan desinfektan

berupa larutan pemutih komersial.

Kemudian, botol dicuci dengan serabut jaring dan serabut kawat dengan cara
menggosok bagian dalam dan luar permukaan kaca botol hingga bersih. Botol
yang telah dicuci dibilas dengan air mengalir hingga bekas detergennya hilang.
Setelah itu, botol direndam dalam air panas selama 10-15 menit. Lalu ditiriskan
dengan alas kertas dan kemudian mulut botol ditutup dengan penutup plastik
berukuran 12 x 12 cm dan diikatkan pada leher botol menggunakan karet. Botol
yang telah ditutup dengan plastik kemudian disterilkan kembali menggunakan
autoklaf Tomy selama 30 menit pada suhu 121°C atau pada tekanan 1,2 kg/cm?.
Alat-alat lain yang digunakan dalam teknik kultur jaringan yaitu alat diseksi
(pinset dan scalpel), petridish, ubin, botol schott, kapas, dan gelas ukur. Alat-alat
tersebut disterilkan dengan cara dibungkus kertas kemudian dimasukkan ke dalam
plastik tahan panas dan diikat dengan karet, untuk kapas dimasukkan ke dalam
botol kultur.

3.4.2 Persiapan Media

3.4.2.1 Pembuatan Media

Media dasar yang digunakan adalah media Murashige dan Skoog (Media MS)
(1962) yang memiliki kandungan garam-garam mineral yang ditunjukkan pada
Tabel 1. Dalam pembuatan media dasar MS, komponen-komponen media MS
dicampurkan dalam beaker glass yang berisi aquades + 400 ml kemudian diaduk

dengan magnetic stirrer hingga homogen. Setelah itu, media ditera hingga sesuai
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dengan volume yang inginkan. Selanjutnya, media diaduk kembali dengan
magnetic stirrer dan diatur derajat keasamannya menjadi 5,8 menggunakan HCI 1
N atau KOH 1 N. Penggunaan bahan tersebut sesuai dengan pH awal media, jika
pH awal media dibawah 5,8 maka digunakan KOH 1 N dan apabila diatas 5,8
maka digunakan HCI 1 N. Setelah pH sudah sesuai, larutan media dimasak
dengan menambahkan agar-agar oxoid. Selama proses memasak media,
dilakukan pengadukan yang bertujuan untuk melarutkan agar-agar. Larutan
media yang telah mendidih kemudian dimasukkan ke dalam botol kultur steril
sebanyak + 30 ml/botol. Lalu, botol ditutup kembali menggunakan plastik dan
karet tahan panas. Untuk menandai komposisi di dalam media yang dibuat, botol
diberi label sesuai dengan komponen media yang dibuat atau dapat berupa kode

tertentu.



Tabel 1. Komposisi media Murashige and Skoog (1962)
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Komponen media

Konsentrasi media

Konsentrasi

Vol larutan stok per

MS (mg/l) larutan stok (mg/l) liter media (ml)
Stok Makro (10x)
NH4NOs 1650 16500
KNO3 1900 19000 100
MgS04.7H20 370 3700
KH2PO4 170 1700
Stok CaClz (100x)
CaCl,.2H,0 440 44000 10
Stok Mikro a
(100x)
H3:BO3 6,2 620
MnS04.H20 16,9 1690 10
ZnS04.7H20 8,6 860
Stok Mikro b
(1000x)
Kl 0,83 830
Na, MoQO, .7H, O 0,25 250 1
CusSO, .5H, O 0,025 25
CoCl, .6H, O 0,025 25
Stok Fe (100x)
FeSO, .7H, O 27,8 2780 10
Na, EDTA 37,3 3730
Stok Vitamin
(100x)
Tiamin-HCI 0,1 10
Piridixin-HCI 0,5 50 10
Asam nikotinat 0,5 50
Glisin 2 200
Stok Mio-inositol
(100x)
Mio-inositol 100 1000 100

3.4.2.2 Media Pre-kondisi

Media pre-kondisi adalah media yang digunakan untuk menyiapkan eksplan daun

muda ubi kayu. Dalam penelitian ini, media pre-kondisi yang digunakan adalah

media yang mengandung Y2 konsentrasi hara makro media MS (Media ¥2 MS).

Media ini digunakan untuk menumbuhkan tunas ubi kayu yang disterilkan untuk

menghasilkan daun muda yang digunakan sebagai bahan percobaan. Dalam
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pembuatan media pre-kondisi, penggunaan bahan kimia yang dicampurkan
hampir sama seperti pembuatan media dasar MS (Tabel 1), namun dalam
penggunaan stok makro yang awalnya 100 ml/l berubah menjadi hanya setengah

volumenya saja yaitu 50 ml/I.

3.4.2.3 Media Induksi Kalus Primer dan Embrio Somatik (Media A)

Media induksi kalus primer dan embrio somatik (Media A) merupakan media
yang digunakan sebagai media perlakuan untuk menginduksi kalus primer dan
embrio somatik. Media dasar pada media A berupa media MS yang ditambahkan
NAA 6 mg/l, CuSO4 10 mM, sukrosa 40 g/l, dan agar-agar oxoid 8 g/l. Menurut
Danso and Lloyd (2002), penambahan CuSO4 pada media dapat meningkatkan
induksi embrio primer dan meningkatkan produksi embrio sekunder serta dapat
mempersingkat waktu pematangan embrio somatik menjadi 25 hari sejak inisiasi
embrio. Media dasar tersebut kemudian dikombinasikan sesuai dengan perlakuan
yang digunakan, yaitu Kontrol (MS + NAA 6 mg/l), MS + NAA 6 mg/l +
Picloram 8 mg/l, MS + NAA 6 mg/Il + Picloram 12 mg/l, MS + NAA 6 mg/l +
Picloram 15 mg/l I, MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 8 mg/l, MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D
12 mg/l, dan MS + NAA 6 mg/l + 2,4-D 15 mg/I.

Dalam penelitian ini, media A digunakan sebanyak dua kali yaitu saat penanaman
eksplan daun muda ke dalam media perlakuan dan saat kalus primer yang
terbentuk disubkultur pada 3 minggu setelah induksi (MSI). Subkultur ke dalam
media yang sama dilakukan untuk menginduksi embrio somatik pada kalus,
mencegah browning, dan menyediakan kembali nutrisi yang dibutuhkan oleh

kalus.

3.4.2.4 Media Maturasi Embrio (Media B)

Media maturasi embrio (Media B) merupakan media yang digunakan untuk
pematangan embrio somatik yang terbentuk dari kalus primer sehingga

berkembang menjadi kotiledon. Media dasar pada maturasi embrio somatik
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adalah media MS yang ditambahkan NAA 0,5 mg/l, CuSO4 10 mM, sukrosa 40
g/l, dan agar-agar oxoid 8 g/l. Pada media B ini, ZPT yang digunakan diturunkan
konsentrasinya menjadi 2 mg/l dengan tujuan memicu kalus untuk berhenti
membelah dan fokus memicu perkembangan embrio sehingga embrio mencapai
fase kotiledon. Pada penelitian ini, media B yang digunakan adalah MS + NAA
0,5 mg/l + Picloram 2 mg/l dan MS + NAA 0,5 mg/l + 2,4-D 2 mg/I.

3.4.2.5 Sterilisasi Media

Sterilisasi media dilakukan dengan mengautoklaf media yang sudah dituang ke
dalam botol kultur. Botol yang sudah berisi media tersebut diautoklaf
menggunakan autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121 °C dan tekanan 1,2
Kg/cm?®. Setelah media disterilkan, media disimpan dalam ruang penyimpanan

media dengan suhu 25 +2 °C.

3.4.3 Persiapan Eksplan

Eksplan yang digunakan yaitu eksplan daun muda pada buku pertama yang sudah
membuka dari kultur steril ubi kayu. Eksplan daun diperoleh dengan menyiapkan
tanaman sumber eksplan yang berasal dari varietas Vati-1 yang ditanam dalam
polybag lalu dipelihara di Rumah Kaca, Laboratorium Lapangan Terpadu,
Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Perawatan yang dilakukan untuk
tanaman sumber eksplan adalah dengan melakukan penyiraman dan
penyemprotan insektisida. Penanaman dilaksanakan di rumah kaca agar tanaman
yang tumbuh sehat dan bebas dari penyakit dan mikroorganisme yang tidak
diinginkan. Saat tanaman berusia 2 minggu, tunas yang tumbuh diambil dari 3
buku teratas dan kemudian disterilisasi lalu ditanam pada media pre-kondisi in

vitro.
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3.4.4 Sterilisasi Tunas Ubi Kayu Sumber Eksplan

Sterilisasi bertujuan untuk menghilangkan mikroorganisme yang dapat
menyebabkan kontaminasi dan kegagalan. Terdapat dua tahapan proses
sterilisasi. Tahap pertama yaitu pencucian tunas menggunakan air mengalir dua
kali selama kurang lebih = 60 menit. Tunas yang telah dicuci kemudian direndam
dalam larutan detergen dengan konsentrasi 5 g/l selama 5 menit kemudian dibilas
dengan air mengalir hingga bersih. Tahap kedua dilakukan di dalam Laminar Air
Flow Cabinet (LAFC). Tunas yang telah disterilisasi pada tahap pertama
kemudian dikocok pada larutan chlorox mengandung NaClO 1,05% dan
ditambahkan larutan tween 20 sebanyak 2 tetes/100 ml selama 15 menit. Setelah
proses ini selesai, eksplan dibilas dengan air steril sebanyak tiga kali dengan
masing-masing pembilasan selama dua menit. Kemudian, eksplan direndam
dengan larutan ethanol 70% selama satu menit sambil diaduk, kemudian dibilas

dengan air steril sebanyak tiga kali masing-masing dua menit.

3.4.5 Penanaman Sumber Eksplan

Penanaman dilaksanakan di dalam Laminar Air Flow Cabinet (LAFC) pada media
Y. MS (media pre-kondisi). Tunas yang telah disterilisasi kemudian dipotong
dengan ukuran 1-2 cm yang terdiri minimal 1 buku tiap tunas. Tunas yang telah
dipotong ditanam tegak lurus dengan media dan dibenamkan bagian bawahnya
hingga ke dalam media. Setiap botol kultur berisi 3 eksplan tunas. Setelah
ditanam pada media pre-kondisi, kultur diinkubasi selama 12-15 hari dengan

kondisi cahaya terang pada suhu 25 +2 °C.

3.4.6 Induksi Kalus Primer dan Embrio Somatik

Setelah tunas tumbuh pada media pre-kondisi 12-15 hari, eksplan yang digunakan
berupa daun muda atau pucuk dan dipotong hingga berukuran 5x2 mm yang
berasal dari kultur steril ubi kayu. Setiap botol kultur ditanami tiga eksplan

dengan posisi bawah daun menyentuh media. Induksi kalus dilakukan dengan
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menginkubasi dalam kondisi gelap dengan suhu 25 +2 °C selama tiga minggu
pada media media A. Setelah tiga minggu, kalus ditimbang bobotnya kemudian
dipindahkan ke media dengan komposisi nutrisi yang sama dengan sebelumnya
dan diinkubasi kembali dalam kondisi gelap dengan suhu 25 +2 °C selama tiga
minggu untuk menginduksi embrio somatik. Setelah embrio terbentuk, dilakukan
subkultur ke dalam media maturasi embrio(Media B).

Setelah eksplan diinduksi selama lima minggu, eksplan yang menunjukkan
pertumbuhan kalus embriogenik disubkultur ke media B (maturasi). Kalus yang
terbentuk kemudian disubkulturkan ke media B dengan masing-masing botol diisi
tiga kalus. Kalus diinduksi dalam ruang kultur dalam kondisi gelap dengan suhu
25 +2 °C. Media B adalah media yang digunakan untuk pematangan embrio yang
sudah terbentuk pada media induksi kalus primer dan embrio somatik. Media ini

berfungsi untuk menginduksi pematangan embrio.

Setelah pembentukan embrio, embrio tersebut akan diinduksi menjadi planlet.
Embrio yang telah matang dipindahkan ke dalam media regenerasi tunas yang
terdiri dari MS + BA 0,2 mg/l selama empat minggu dan diinkubasi dalam kondisi
terang. Selanjutnya, tunas yang berwarna hijau dipindahkan ke dalam media MSO
selama 2-3 minggu sehingga menjadi planlet yang normal (tunas telah memiliki
akar dan daun).

3.5 Variabel pengamatan

Variabel yang diamati meliputi pengamatan visual perkembangan embrio
somatik, waktu muncul kalus primer, bobot segar kalus primer 3 minggu setelah
induksi (MSI), persentase eksplan berkalus, skor pembentukan kalus per eksplan 1

MSI, 2 MSI, dan 3 MSI, persentase eksplan berembrio, dan jumlah embrio.
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3.5.1 Pengamatan visual

Pengamatan visual dilakukan saat eksplan berumur 1, 2, dan 3 MSI dengan
mengamati perkembangan eksplan seperti warna kalus dan struktur kalus.
Pengamatan struktur kalus dilaksanakan untuk mengetahui perkembangan eksplan
pada fase-fase embrio somatik pada tanaman ubi kayu. Embrio somatik diamati

pada saat 6 MSI dengan menggunakan mikroskop binokuler Olympus.

3.5.2 Waktu muncul kalus primer

Waktu muncul kalus primer diamati setelah penanaman eksplan pada media
induksi kalus primer (Media A) setiap hari hingga semua eksplan membentuk

kalus atau maksimal 2 minggu.

3.5.3 Persentase eksplan berkalus

Persentase eksplan berkalus diamati dengan menghitung jumlah eksplan yang
membentuk kalus dalam waktu 3 MSI pada media induksi kalus primer (Media

A). Rumus perhitungan persentase eksplan berkalus adalah sebagai berikut.

, t Fenlan berkalues Jumlah eksplan berkalus X 100%
crsentasc eksplan berkalus= Jumlah seluruh eksplan ’

3.5.4 Bobot segar kalus primer 3 MSI

Kalus ditimbang pada saat 3 MSI pada media induksi kalus primer (Media A).
Untuk menghindari kontaminasi tinggi akibat penimbangan, bobot kalus
ditimbang dengan cara sampling yaitu dengan menimbang 5 kalus pada masing-
masing perlakuan dengan ukuran kecil, sedang, dan besar. Selanjutnya, bobot
kalus ditentukan dengan mengacu pada bobot kalus yang sudah ditimbang

sebelumnya.
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3.5.5 Skor pembentukan kalus per eksplan 1 MSI, 2 MSI, dan 3 MSI

Skor dilakukan dengan cara mengamati pembentukan kalus pada setiap eksplan
setelah 1 MSI, 2 MSI, dan 3 MSI. Pembentukan kalus pada eksplan
dikelompokkan berdasarkan skor yang dapat dilihat pada Tabel 2 dan Gambar 3.

Tabel 2. Skor pembentukan kalus primer per eksplan

Skor Interval pembentukan kalus primer pada eksplan (%)
0 Kalus belum terbentuk
1 Terbentuk hingga 25% pada luas permukaan eksplan
2 Terbentuk >25% hingga 50% pada luas permukaan eksplan
3 Terbentuk >50% hingga 75% pada luas permukaan eksplan
4 Terbentuk >75% pada luas permukaan eksplan

Gambar 3. Keragaan pembentukan kalus per eksplan berdasarkan skor a). skor 0,
b). skor 1, c). skor 2, d). skor 3, e) skor 4 (Anggi, 2022).

3.5.6 Persentase eksplan berembio

Persentase eksplan berembrio dihitung dengan menghitung jumlah eksplan yang
membentuk embrio pada 3 MSI pada media B dari masing-masing perlakuan
berdasarkan jumlah eksplan pada perlakuan tersebut. Rumus perhitungan
persentase eksplan berembrio adalah sebagai berikut.

Jumlah eksplan berembrio

Persentase eksplan berembrio= Jumlah seluruh cksplan X 100%
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3.5.7 Jumlah embrio per eksplan

Jumlah embrio dihitung dengan menghitung jumlah embrio saat 3 MSI pada
media B dari masing-masing perlakuan berdasarkan jumlah eksplan berembrio.
Rumus perhitungan rerata jumlah embrio adalah sebagai berikut.

Jumlah embrio

Rerata jumlah embrio=
crata jumiahl emono=y - eh eksplan berembrio

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil pengamatan di analisis dan diolah menggunakan
ANOVA (analysis of variance) pada taraf 5% dan dilanjutkan dengan pemisahan
nilai tengah menggunakan uji BNT pada taraf 5%. Homogenitas diuji dengan uji
Bartlett. Variabel pengamatan yang dilakukan analisis data meliputi waktu
muncul kalus (HSI), skor persentase pembentukan kalus primer per eksplan pada
1, 2, dan 3 MSI (%), dan bobot kalus primer pada 3 MSI (g). Sedangkan variabel
yang tidak dilakukan analisis data, yaitu persentase eksplan berkalus pada 3 MSlI,
persentase eksplan berembrio, dan jumlah embrio per kalus. Data yang tidak

dianalisis dengan ANOVA diuji standar errornya dengan rumus sebagai berikut.

V (x; — x)?

var =

n—1
SD = \[Vgr
sE =22
Vn
Keterangan:
Var = Varian

SD = Standar deviasi
SE = Standar error

n = Banyak sampel



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Konsentrasi beberapa jenis auksin berpengaruh dalam menginduksi kalus
primer eksplan daun muda ubi kayu varietas Vati-1 secara in vitro. Semua
konsentrasi menghasilkan persentase eksplan berkalus lebih dari 90%.
Persentase eksplan berkalus 100% yaitu pada perlakuan picloram 8 mg/I,
picloram 15 mg/l, 2,4-D 8 mg/l dan 2,4-D 12 mg/l. Sedangkan perlakuan
kontrol, picloram 12 mg/l dan 2,4-D 15 mg/l menghasilkan persentase eksplan
berkalus 97 + 0,35%.

2. Konsentrasi picloram 8 mg/l menginduksi embrio somatik pada varietas Vati-
1 dengan persentase eksplan berembrio sebesar 63,9 + 0,78, jumlah total
embrio 296 embrio dan rerata embrio per kalus sebesar 12,87 + 0,18. Pada
penelitian ini perlakuan picloram merupakan perlakuan terbaik dalam
pembentukan embrio pada varietas Vati-1.

5.2 Saran

Pada penelitian ini telah diperoleh prosedur embriogenesis somatik ubi kayu
varietas Vati-1, disarankan untuk penelitian lanjutan dapat menghasilkan embrio
somatik menjadi planlet melalui optimasi media dan menggunakan bioreaktor

untuk efisiensi perbanyakan embrio somatik
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