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ABSTRAK

EMBRIOGENESIS SOMATIK UBI KAYU (Manihot esculenta Crantz.)
MENGGUNAKAN EKSPLAN DAUN PUCUK PADA BEBERAPA
KONSENTRASI 2,4-DICHLOROPHENOXYACETIC ACID

Oleh

JESSY MAYASARI

Embriogenesis somatik merupakan salah satu bagian penting dalam tahapan
transformasi genetik untuk menghasilkan varietas unggul, terutama pada ubi kayu.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh jenis klon dan konsentrasi
2,4-D serta interaksi antara keduanya terhadap pembentukan embrio somatik ubi
kayu. Penelitian ini disusun dengan rancangan acak lengkap faktorial 2 x 4 dengan
4 ulangan. Faktor pertama adalah jenis klon ubi kayu, yaitu TDSL (K1) dan Waxy
(K2). Faktor kedua adalah konsentrasi 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid, yaitu 4
mg/l (D1), 8 mg/l (D2), 12 mg/l (D3), dan 16 mg/l (D4). Eksplan yang digunakan
merupakan eksplan daun muda steril hasil prekondisi berumur 15 hari. Eksplan
diinduksi dengan media Murashige dan Skoog (MS) + 6 mg/l NAA + 2,4-D (4, 8,
12, dan 16 mg/l) + 4 uM CuSO4 dengan 4% sukrosa dan diinkubasi selama 25 hsi
pada media induksi kalus primer dan dilanjutkan dengan induksi embrio somatik
pada media yang sama selama 22 hsi. Embrio yang muncul disubkultur pada media
yang diturunkan konsentrasinya, yaitu MS + 2 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l NAA + 4 uM
CuSOg4 dengan 4% sukrosa selama 7 hsi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 2,4-
D dapat menginduksi kalus primer 100% pada berbagai konsentrasi dengan waktu
induksi kalus berkisar 12,10-14,03 hari. Proliferasi kalus paling baik ditunjukkan
oleh eksplan klon TDSL (score 2,46) dibandingkan klon Waxy (score 2,08)
berdasarkan scoring pembentukan kalus. Akan tetapi, klon TDSL tidak dapat
menghasilkan embrio somatik, sedangkan 6,94% eksplan klon Waxy menghasilkan
embrio yang berbeda nyata berdasarkan uji BNT 5%. Interaksi antara kedua faktor
tidak berpengaruh nyata terhadap semua variabel yang diamati.

Kata kunci: auksin, regenerasi in vitro, singkong, TDSL, Waxy, 2,4-D
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ubi kayu menjadi salah satu alternatif makanan pokok di Indonesia. Berdasarkan
Pusat Data dan Sistem Informasi Pertanian (2022) tentang statistik konsumsi
pangan, ubi kayu merupakan komoditas pangan terbesar yang dikonsumsi oleh
masyarakat Indonesia setelah beras. Konsumsi ubi kayu terus meningkat terutama
semenjak pemerintah menerapkan diversifikasi pangan untuk memperkuat
ketahanan pangan dan mengantisipasi krisis pangan. Selain sebagai bahan pokok,
pemanfaatan ubi kayu banyak dilakukan dalam berbagai bidang industri, seperti
industri pakan ternak, industri makanan, industri tekstil, industri kimia, indsutri
farmasi, industri obat nyamuk, dan industri lem. Kulit ubi kayu dan daun ubi
kayu dapat dimanfaatkan sebagai pakan ternak, sedangkan dagingnya dapat diolah
menjadi berbagai produk turunan. Gaplek yang merupakan olahan daging ubi
kayu juga dapat diolah menjadi pelet sebagai pakan ternak. Daging ubi kayu
dapat menghasilkan asam organik, gula glukosa, gula fruktosa, serta tepung
cassava yang dapat digunakan dalam industri makanan (Robet dan Ratna, 2008).
Daging ubi kayu juga dapat menghasilkan ethanol bahkan ubi kayu dilaporkan
memiliki kandungan pati yang lebih murni dari jagung, padi, dan kentang
sehingga berpotensi sebagai bahan baku bioethanol (Zamora dkk., 2010).
Penggunaan ubi kayu dalam berbagai bidang industri ini tentu meningkatkan
permintaan dalam negeri terhadap ubi kayu yang tentunya perlu diimbangi oleh

produksi ubi kayu.

Indonesia merupakan negara kelima terbesar penghasil ubi kayu setelah Nigeria,
Republik Kongo, Thailand, dan Ghana berdasarkan data FAO (2020) dengan

jumlah produksi ubi kayu Indonesia sebesar 18.302.000 ton. Provinsi Lampung



merupakan daerah penghasil ubi kayu terbesar di Indonesia. Lampung
menyumbang produksiubi kayu nasional sebanyak 7.387.084 ton pada 2015,
tetapi terus menurun setiap tahun hingga hanya mencapai 5.016.790 ton pada
2018 sehingga menyebabkan produksi ubi kayu menurun hingga -7,97% dari
tahun sebelumnya (Kementerian Pertanian Republik Indonesia, 2019). Selain itu,
luas panen ubi kayu Provinsi Lampung pada 2018 sebesar 211.753 ha juga
menurun jika dibandingkan dengan luas panen pada 2014 sebesar 304.468 ha
sehingga berdampak pada produksi ubi kayu.

Lahan yang terbatas dengan permintaan ubi kayu yang tinggi perlu diatasi dengan
mengoptimalkan produktivitas ubi kayu. Produktivitas ubi kayu Provinsi
Lampung masih belum maksimal karena baru mencapai 20 ton/ha, sedangkan
produktivitas maksimal ubi kayu dapat mencapai lebih dari 35 ton/ha (Badan
Penelitian dan Pengembangan Daerah Provinsi Lampung, 2017). Rendahnya
produktivitas ubi kayu yang terjadi pada budidaya ubi kayu disebabkan oleh
beberapa alasan, yaitu pemakaian lahan marginal sebagai tempat penanaman ubi
kayu dan teknik budidaya ubi kayu yang belum intensif, seperti jarak tanam yang
terlalu dekat, pemupukan yang belum intensif, pengendalian hama dan penyakit
yang kurang maksimal, terutama penggunaan klon lokal yang bukan merupakan
klon unggul. Penggunaan klon unggul yang sesuai dengan kondisi agroklimat

daerah tanam sangat menentukan hasil produksi ubi kayu.

Penyediaan klon unggul dapat dilakukan dengan melakukan pemuliaan tanaman
untuk memperbaiki genetik tanaman. Pemuliaan tanaman dapat dilakukan secara
konvensional maupun modern dengan menggunakan bioteknologi. Pemuliaan
tanaman secara konvensional dilakukan dengan menyeleksi fenotipe atau
morfologi baik secara individu maupun populasi tanaman (Nuraida, 2012).
Penyeleksian ini dilakukan berkali-kali hingga didapatkan varietas unggul
sehingga membuat pemuliaan tanaman konvensional memiliki kelemahan, yaitu
lamanya waktu untuk mendapatkan varietas unggul karena waktu pembungaan
ubi kayu cukup lama. Selain itu, seleksi berdasarkan fenotipe suatu karakter

memiliki kelemahan karena fenotipe tidak hanya dipengaruhi oleh genotipe, tetapi



juga lingkungan sehingga belum tentu tanaman yang telah terseleksi memiliki gen
yang dikehendaki. Oleh karena itu, diperlukan teknik pemuliaan yang lebih

efisien dalam segi waktu dan seleksi varietas.

Kultur jaringan dengan teknik embriogenesis somatik ubi kayu menjadi solusi
dalam perbaikan genetik. Teknik embriogenesis somatik akan menghasilkan
embrio somatik yang dapat digunakan sebagai subjek transformasi gen unggul.
Menurut Fitriani (2016), dalam proses transformasi atau penyisipan gen ke
tanaman diperlukan material tanaman yang sesuai agar gen terintroduksi ke sel
yang dituju sehingga ekspresi gen dapat stabil dan tidak bersifat sementara.
Target tranformasi genetik kedelai menggunakan eksplan kotiledon dan embrio
muda dilaporkan kompeten untuk transformasi, tetapi eksplan embrio muda
memiliki persentase gus positif yang lebih baik yang menandakan persentase gen
tersisip lebih baik dibandingkan kotiledon (Pardal dkk., 2005). Penggunaan
kultur embriogenik dengan kombinasi agrobacterium media menjadi metode
dengan tingkat keberhasilan yang lebih sukses daripada dengan kotiledon atau
daun lembaga yang merupakan bakal daun yang terbentuk pada embrio (Fitriani,
2016). Selain itu, teknik embriogenesis somatik dapat digunakan untuk tujuan
perbanyakan. Kultur jaringan dengan teknik embriogenesis akan menghasilkan
bibit atau benih dalam jumlah besar dalam waktu yang relatif singkat (Hapsoro
dan Yusnita, 2022). Embriogenesis somatik menjadi teknik yang sangat efisien
untuk mikropropagasi dan regenerasi ubi kayu karena memungkinkan untuk
meningkatkan laju multiplikasi dan produksi embrio yang mampu berkembang

menjadi individu tanaman utuh.

Penelitian embriogenesis somatik ubi kayu telah banyak dilakukan pada berbagai
klon ubi kayu dan penggunaan zat pengatur tumbuh (ZPT). Sejumlah penelitian
menunjukkan bahwa ZPT yang paling sering digunakan untuk menginduksi
embriogenesis somatik pada ubi kayu adalah Picloram dan 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid (Mongomake dkk., 2015; Nugroho, 2017; Rossin dan
Rey, 2011) dengan induksi embrio somatik primer dan embrio somatik sekunder

paling banyak terbentuk dengan menggunakan eksplan young leaf lobes atau tunas



pucuk (Fitriani, 2016). Frekuensi embrio somatik dan jumlah rata-rata embrio
somatik yang dihasilkan sangat bervariasi yang dipengaruhi oleh genotipe, jenis
auksin, dan konsentrasi yang diuji (Mongomake dkk., 2015). Berdasarkan
penelitian Mongomake dkk. (2015), klon Ngan Mbada menunjukkan hasil paling
baik pada media MS dengan 50 uM Picloram diikuti dengan klon Lokal Red yang
menunjukkan hasil paling baik pada media MS dengan 33 uM 2,4-D. Akan
tetapi, pada penelitian Nugroho (2017) yang membandingkan penggunaan
berbagai media kultur dan penggunaan ZPT yang berbeda pada berbagai klon
hasil paling baik didapatkan pada eksplan yang diinduksi dengan media MS yang
ditambahkan 8 mg/l 2,4-D pada semua klon yang diuji dengan variabel persentase
pembentukan kalus, waktu muncul kalus, scoring pertumbuhan kalus, diameter
kalus, dan persentase embrio somatik. Hal ini menunjukkan terdapat keterkaitan
antara jenis klon, jenis ZPT, dan konsentrasi yang digunakan akan menghasilkan
respon yang berbeda dalam menginduksi embrio somatik.

Klon Waxy dan klon TDSL merupakan salah satu klon unggul ubi kayu. Klon
Waxy merupakan klon elit ubi kayu yang diintroduksi dari Thailand. Klon ini
digunakan dalam industri tapioka karena mengandung pati yang tinggi, yaitu
12,72% (Rizki dkk., 2021). Klon ini juga digunakan dalam produksi beras siger,
yaitu beras yang terbuat dari tepung ubi kayu karena klon ini rendah amilosa
(Rasyid dkk., 2019). Klon TDSL merupakan salah satu aksesi ubi kayu yang
diunggulkan di Lampung. Klon ini banyak ditanam oleh petani ubi kayu di
Lampung karena berumur genjah. Penelitian terkait induksi embriogenesis kedua
klon ini masih belum banyak dilakukan, terlebih menggunakan 2,4-D sehingga
pada penelitian ini akan dilakukan induksi kalus primer dan embriogenesis
somatik tanaman ubi kayu klon Waxy dan TDSL menggunakan media MS dengan
berbagai konsentrasi 2,4-D.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian di atas maka perumusan masalah pada penelitian ini sebagai
berikut:



(1) Bagaimanakah pengaruh jenis klon terhadap pembentukan embrio somatik
ubi kayu;

(2) Bagaimanakah pengaruh konsentrasi 2,4-D terhadap pembentukan embrio
somatik ubi kayu;

(3) Bagaimana interaksi antara jenis klon ubi kayu dan 2,4-D terhadap
pembentukan embrio somatik ubi kayu.

1.3 Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah yang telah disusun, tujuan dari penelitian ini

sebagai berikut:

(1) Mengetahui pengaruh jenis klon terhadap pembentukan embrio somatik
ubi kayu;

(2) Mengetahui pengaruh konsentrasi 2,4-D terhadap pembentukan embrio
somatik ubi kayu;

(3) Mengetahui interaksi antara jenis klon ubi kayu dan konsentrasi 2,4-D

terhadap pembentukan embrio somatik ubi kayu.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini bermanfaat untuk menghasilkan protokol embriogenesis somatik
dengan menggunakan 2,4-D sebagai zat penginduksi pada klon TDSL dan Waxy.
Embrio somatik bermanfaat dalam transformasi genetik untuk perbaikan sifat

guna menghasilkan klon unggul baru ubi kayu.

1.5 Kerangka Pemikiran

Ubi kayu merupakan tanaman pangan yang sering digunakan sebagai makanan
pokok bagi masyarakat Indonesia. Konsumsi ubi kayu yang tinggi, yaitu kedua
setelah beras dan banyak digunakan dalam bidang industri, seperti tepung tapioka
dan glukosa yang merupakan produk turunan ubi kayu menjadikan ubi kayu

memiliki permintaan yang tinggi. Hal ini tentunya perlu diimbangi dengan



produksi ubi kayu yang semakin meningkat. Akan tetapi, produksi ubi kayu
terus-menerus menurun. Provinsi Lampung yang merupakan daerah penghasil ubi
kayu terbesar di Indonesia mengalami penurunan produksi dan juga luas panen.
Lahan pertanian yang terbatas dapat diatasi dengan meningkatkan produktivitas

ubi kayu, salah satunya dengan penggunaan klon unggul.

Penyediaan klon unggul yang sesuai dengan agroklimat daerah tanam dapat
meningkatkan hasil ubi kayu. Penyediaan klon unggul dapat dilakukan dengan
melakukan perbaikan genetik melalui pemuliaan tanaman, baik konvensional
maupun modern dengan teknologi. Akan tetapi, pemuliaan ubi kayu secara
konvensional mengalami permasalahan, utamanya adalah waktu pembungaan ubi
kayu yang cukup lama. Selain itu, bunga ubi kayu juga memerlukan daerah
dengan suhu dingin untuk dapat berbunga. Pemuliaan tanaman secara
konvensional dilakukan dengan menyeleksi fenotipe ubi kayu yang sesuai dengan
ciri atau karakter yang diinginkan. Akan tetapi, fenotipe suatu karakter tidak
hanya dipengaruhi oleh genotipe, tetapi juga oleh faktor lingkungan. Hal ini

membuat perlunya teknik pemulian yang lebih efisien dan efektif.

Transformasi genetik merupakan salah satu teknik pemuliaan tanaman secara
modern dengan menggunakan bioteknologi. Transformasi genetik dilakukan
dengan menyisipkan gen unggul yang diinginkan, seperti gen tahan kekeringan,
gen tahan hama, gen tahan patogen ke dalam tanaman. Akan tetapi, diperlukan
target yang sesuai dalam pengerjaannya agar gen terintroduksi ke sel yang dituju.
Embrio somatik yang merupakan embrio yang dihasilkan dari sel-sel somatik
(tubuh) tanaman yang bukan kelamin memiliki sifat seperti zigot. Embrio dapat
beregenerasi menjadi satu individu utuh sehingga gen yang telah disisipkan ke

dalam tanaman dapat terbawa dalam tanaman sebagai individu utuh.

Induksi embriogenesis somatik pada ubi kayu memiliki respon yang berbeda-beda
tergantung jenis klon, jenis ZPT, dan taraf konsentrasi yang digunakan. Salah
satu ZPT yang paling sering digunakan dalam menginduksi embrio somatik ubi

kayu adalah golongan auksin, yaitu 2,4-D. Kemampuan 2,4-D dalam



menginduksi embrio somatik dipengaruhi oleh jenis klon dan taraf konsentrasi
yang digunakan. Konsentrasi auksin yang tinggi dapat memicu embriogenesis
pada ubi kayu sehingga kisaran konsentrasi yang mendukung berkisar 1-20 mg/I

pada media.

Klon Waxy dan klon TDSL merupakan klon unggul ubi kayu. Kedua klon ini
memiliki daya tumbuh yang berbeda karena setiap genotipe memiliki daya
tumbuh yang tidak sama sehingga respon yang dihasilkan dapat berbeda pada
media yang sama dan kondisi yang sama. Pada penelitian ini dilakukan induksi
embriogenesis somatik ubi kayu pada klon TDSL dan Waxy dengan
menggunakan media MS yang ditambahkan 2,4-D dengan konsentrasi yang
berbeda untuk mengetahui keterkaitan antara jenis klon dan taraf konsentrasi yang
paling efektif. Hasil induksi embrio somatik paling baik dapat digunakan sebagai
protokol dalam menghasilkan embrio somatik yang dapat digunakan sebagai sel
target untuk transformasi genetik dalam menciptakan klon unggul baru sehingga
nantinya diharapkan dapat membantu terciptanya klon unggul yang sesuai dengan
agroklimat daerah tanam untuk meningkatkan produktivitas ubi kayu. Uraian
kerangka pemikiran disajikan dalam Gambar 1.

1.6 Hipotesis

Berdasarkan rumusan masalah yang telah disusun, tujuan dari penelitian ini

sebagai berikut:

(1) Terdapat pengaruh jenis klon terhadap pembentukan embrio ubi kayu;

(2) Terdapat taraf konsentrasi optimum dalam penggunaan 2,4-D terhadap
pembentukan embrio ubi kayu;

(3) Terdapat interaksi antara jenis klon ubi kayu dan taraf konsentrasi terhadap

pembentukan embrio ubi kayu.
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Gambar 1. Alur kerangka pemikiran.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Ubi Kayu

Ubi kayu atau ubi kayu (Manihot esculenta Crantz.) merupakan tanaman pangan
yang termasuk dalam famili Euphorbiaceae atau suku jarak-jarakan. Secara
umum Klasifikasi ubi kayu adalah sebagai berikut: Kingdom Plantae, Divisi
Spermatophyta, Subdivisi Angiospermae, Kelas Dicotyledonae, Ordo
Euphorbiales, Famili Euphorbiaceae, Genus Manihot, Spesies Manihot esculenta
Crantz. Ubi kayu merupakan tanaman pangan yang sering dimanfaatkan umbinya
dengan berbagai hasil modifikasi ubi kayu yang berkembang pesat, salah satunya
adalah tepung mocav yang digunakan sebagai bahan campuran tepung terigu
dalam industri makanan (Mustikarini dkk., 2019).

Ubi kayu memiliki beragam klon di dunia. Bank plasma nutfah terbesar di dunia
untuk ubi kayu adalah Central International Agricultural Tropical di Cali
Colombia dengan perkiraan 4700 klon tersedia. Penyimpanan plasma nutfah ubi
kayu di Indonesia terletak di Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian,
Departemen Pertanian (Richana, 2018). Plasma nutfah yang beragam dapat

dimanfaatkan sebagai keragaman genetik untuk menciptakan klon unggul baru.

Ubi kayu merupakan tanaman dikotil dengan akar tunggang. Akar ubi kayu dapat
membesar menjadi umbi yang dapat dimakan. Batang ubi kayu memiliki bentuk
fisik berkayu, bulat, panjang, serta berbuku. Batang ubi kayu dapat tumbuh
hingga 3 meter. Daun ubi kayu termasuk berdaun tunggal yang disebut dengan
folium simplex. Daun ubi kayu memiliki tulang daun (veneration / nervatio) dan
bertulang menyirip (palminervis). Bunga ubi kayu terdapat dua jenis, yaitu bunga

jantan dan bunga betina. Bunga jantan memiliki semacam tenda bunga yang
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mirip loncengan dan tertancap di area penebalan dasar bunga dan berlekuk.
Bunga betina memiliki tonjolan pada dasar bunga yang berwarna kuning dan

mengelilingi calon buah (Asmaningrum dkk., 2022).

Tanaman ubi kayu banyak dibudidayakan dan sudah tersebar luas di Indonesia.
Ubi kayu banyak dimanfaatkan sebagai makanan utama pengganti padi yang
memiliki karbohidrat tinggi, yaitu 121 kalori per 100 gramnya (Asmaningrum
dkk., 2022). Klon unggul ubi kayu yang banyak dibudidayakan petani Indonesia
di antaranya adalah Adira 1, Adira 2, Adira 4, Malang 1, Malang 2, Malang 4,
Malang 6, UJ-3, dan UJ-5. Klon-klon ubi kayu tersebut memiliki umur panen
mulai dari 9-10 bulan dengan potensi hasil 2040 ton/ha. Klon-klon tersebut
memiliki keunggulannya masing-masing, seperti memiliki kandungan pati yang
tinggi, tahan layu, tahan tungau merah, tahan bercak cokelat daun, dan
keunggulan lainnya (Purwono dan Purnamawati, 2007).

Ubi kayu yang digunakan pada penelitian ini adalah klon TDSL dan klon Waxy.
Klon TDSL merupakan salah satu aksesi ubi kayu yang diunggulkan di Lampung.
Klon ini banyak ditanam oleh petani di Provinsi Lampung karena berumur genjah.
Klon Waxy merupakan klon elit ubi kayu yang diintroduksi dari Thailand dengan
kandungan pati dan HCN yang tinggi. Berdasarkan penelitian Nintania dkk.
(2021) dalam evaluasi pertumbuhan dan kadar pati beberapa klon ubi kayu, klon
Waxy juga memiliki kadar pati paling tinggi, yaitu 12,72% dan memiliki HCN
paling tinggi, yaitu 0,07 mg/kg. Klon Waxy telah dimanfaatkan sebagai bahan
baku pembuatan beras siger yang merupakan beras dari tepung ubi kayu karena
mengandung amilosa yang rendah (Rasyid dkk., 2019). Klon Waxy memiliki
kandungan pati dengan kandungan amilopektin yang lebih tinggi daripada
amilosa, berbeda dengan varietas lain yang sudah ditanam sebagai bahan baku
tapioka selama ini yang memiliki kandungan amilosa lebih tinggi daripada
amilopektin. Berdasarkan (Setiawan dkk., 2021), klon Waxy mengandung kadar
amilopektin lebih tinggi, bahkan hingga 100% dibanding dengan varietas yang

biasanya ditanam hanya mengandung amilopektin 57-80%.
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2.2 Kultur Jaringan

Kultur jaringan tanaman terdiri atas kata kultur dan jaringan tanaman. Kultur
berasal dari kata “to culture” atau “to cultivate” yang berarti kegiatan budidaya
atau mengondisikan agar dapat tumbuh dan berkembang. Jaringan tanaman
seperti yang diketahui, yaitu sekumpulan sel tanaman yang setiap jaringannya
memiliki fungsi tertentu. Jadi, secara harfiah, kultur jaringan tanaman adalah
kegiatan membudidayakan atau mengondisikan sekumpulan sel tanaman agar
dapat tumbuh dan berkembang. Akan tetapi, kultur jaringan tanaman tidak hanya
diartikan sebagai pengulturan yang sebatas jaringan tanaman saja. Kultur jaringan
tanaman dapat berupa sel, jaringan, organ, embrio, biji, atau tanaman utuh di
dalam tabung (in vitro) (Hapsoro dan Yusnita, 2018). Kultur jaringan tanaman
diartikan sebagai suatu metode untuk mengisolasi bagian dari tanaman, dapat
berupa protoplasma, sel, sekelompok sel, jaringan, dan organ serta
menumbuhkannya dalam kondisi aseptik sehingga bagian-bagian tersebut dapat
memperbanyak diri dan beregenerasi menjadi tanaman utuh kembali (Habibah
dkk., 2021).

Pengulturan bagian tanaman dapat berhasil dilakukan dengan beberapa prinsip,
yaitu kondisi yang aseptik dan lingkungan yang mendukung. Kondisi aseptik
artinya bebas dari mikroorganisme dan steril. Gula dan nutrisi esensial sebagai
salah satu bahan pembuatan media kultur untuk menunjang tumbuh kembang
bagian tanaman yang dikulturkan dapat juga menjadi media tumbuh kembang
mikroorganisme yang tidak diinginkan seperti jamur dan bakteri yang dapat
berkompetisi dengan eksplan yang dikulturkan. Penerapan prinsip aseptik dalam
setiap tahap pengerjaannya perlu dilakukan agar terhindar dari kontaminasi
mikroorganisme. Selain itu, lingkungan terkontrol dalam pengulturan jaringan
perlu diciptakan agar mendukung terjadinya tumbuh dan kembang bagian
tanaman yang dikulturkan. Suhu dan pencahayaan terkontrol perlu diperhatikan
agar bagian tanaman dapat tumbuh dan berkembang ke arah tertentu, misalnya
menjadi tanaman utuh, organ, atau lainnya yang dalam hal ini adalah kalus dan

embrio somatik (Hapsoro dan Yusnita, 2018).
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Kultur jaringan berkembang karena adanya teori sel (1635-1703) oleh Robert
Hooke dan teori totipotensi sel (1838-1839) oleh Matthias Schleiden dan Theodor
Schwann. Sel merupakan satuan dasar minimun suatu jasad hidup yang mampu
melakukan perbanyakan sendiri dengan setiap organisme yang hidup terdiri atas
minimal satu sel (Kustiani, 2020). Sel inilah yang menentukan struktur maupun
fungsi jasad hidup. Sel mengalami pembelahan, pembesaran, serta diferensiasi
selanjutnya yang membentuk organ dan tanaman utuh. Berdasarkan teori ini,
teori potitotensi sel ditemukan dalam sel tanaman. Teori potitotensi menyatakan
bahwa sel tanaman bersifat totipotensi, yaitu dapat tumbuh sekaligus berkembang
menjadi tanaman utuh apabila berada pada kondisi sesuai (Hapsoro dan Yusnita,
2018). Bapak kultur jaringan, Godlieb Haberlandt merupakan orang pertama
yang mencoba membuktikan teori totipotensi sel dengan mengisolasi dan
mengulturkan sel irisan tuber kentang yang mengandung pembuluh vaskuler dan
mengamati adanya pembelahan karena adanya reaksi dari hormon luka (wound

hormone).

Pembelahan dalam kultur jaringan termasuk ke dalam pembelahan mitosis karena
sel yang terlibat adalah sel somatik (tubuh), bukan sel gamet. Pembelahan mitosis
akan menghasilkan karakter yang sama dengan indukan sehingga pada kultur
jaringan tanaman, pengulturan bagian tanaman akan menghasilkan tanaman yang
mempunyai karakteristik yang sama dengan karakter tanaman induk eksplan.
Walaupun demikian, penyimpangan genetik dapat terjadi pada tanaman regenerasi
hasil kultur jaringan karena beberapa alasan yang disebut dengan keragaman atau
variasi somaklonal (Hapsoro dan Yusnita, 2018). Variasi somaklonal dapat
terjadi akibat penggunaan ZPT (jenis dan konsentrasinya), lama fase pertumbuhan
kalus, tipe kultur yang digunakan, serta penggunaan media seleksi (Nanlohy dkk.,
2023).

Kultur jaringan memiliki beberapa tipe kultur ditinjau dari eksplan yang
digunakan. Tipe kultur jaringan dibedakan menjadi kultur meristem, kultur ujung
tunas, kultur embrio, kultur protoplas, kultur anther, kultur kalus, kultur sel, dan

kultur biji (Nanlohy dkk., 2023). Dalam penelitian ini, terdapat dua tipe kultur
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yang digunakan, yaitu kultur ujung tunas (shoot-tip cultures) dan kultur kalus
(callus cultures). Penggunaan kultur ujung tunas dilakukan dalam tahap
prekondisi dan regenerasi tanaman untuk menghasilkan tunas dalam jumlah
banyak dengan tujuan memperbanyak eksplan. Penggunaan kultur kalus
dilakukan pada saat sebelum terbentuknya embrio somatik karena kalus
merupakan bentuk ‘antara’ sebelum terbentuknya embrio dalam proses
embriogenesis somatik. Kalus merupakan sekumpulan sel yang belum
terdiferensiasi. Kalus muncul sebagai respon dari bekas luka atau irisan pada
organ tanaman. Kalus dapat terbentuk dengan keseimbangan yang tepa tantara
auksin dan sitokinin yang berada dalam media (Arumingtyas dkk., 2021).

Kultur jaringan banyak dimanfaatkan hingga kini dalam berbagai keilmuan,
seperti biologi molekuler, pemuliaan tanaman, bioteknologi pertanian, biokimia,
dan dalam aplikasi komersial pada industri bibit tanaman (Hapsoro dan Yusnita,
2018). Manfaat kultur jaringan sangat banyak, di antaranya adalah menghasilkan
tanaman unggul melalui transformasi atau rekayasa genetika, memperbanyak GM
(Genetically Modiefied) plants atau tanaman transgenik, memperbanyak tanaman
hybrid yang memiliki sifat unggul, memperbanyak tanaman yang tidak memiliki
biji, mempermudah pengiriman tanaman jarak jauh, memperbanyak tanaman yang
bijinya sulit berkecambah, menghasilkan tanaman bebas virus, dan melakukan

embryo rescue (Zulkarnain, 2022).

Terdapat lima tahapan proses dalam pengerjaan perbanyakan tanaman in vitro
(Hapsoro dan Yusnita, 2018). Tahap 0 merupakan tahap paling awal, yaitu
pemilihan dan penanganan tanaman induk. Tanaman induk perlu dipastikan true-
to-type agar menghasilkan tanaman yang true-to-type pula. Tanaman induk yang
dipilih harus sehat, bebas penyakit, dan memiliki pertumbuhan yang baik karena
tanaman induk merupakan sumber eksplan yang akan dipakai dalam pengulturan
(Dwiyani, 2015). Tanaman induk ditumbuhkan di rumah kaca agar menekan
kontaminasi yang dapat terjadi karena umumnya tanaman yang hidup di alam

bebas mengandung mikroorganisme endofitik.
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Tahap selanjutnya adalah tahap 1, yaitu tahap culture establishment untuk
mendapatkan kultur aseptik. Tahap ini memerlukan teknik sterilisasi eksplan
yang efektik karena teknik sterilisasi setiap tanaman berbeda. Bahan kimia yang
sering dijadikan disinfektan untuk sterilisasi eksplan adalah sodium hipoklorit
(NaOCl), etanol (etil alkohol), propanol (propionil-alkohol), dan merkuri klorida
(HgCl2). Apabila telah didapatkan kultur yang aseptik, tahapan selanjutnya
adalah tahap 2, yaitu perbanyakan propagul. Propagul dapat berupa tunas, buku-
buku, atau embrio somatik. Tahap ini dapat diulang beberapa kali hingga
menghasilkan tunas-tunas mikro dalam jumlah cukup. Setelah itu, tahapan
selanjutnya adalah tahap 3, yaitu tahap pemanjangan dan pengakaran tunas.
Tunas mikro yang telah diperbanyak di tahap sebelumnya perlu dilakukan
pemanjangan tunas dan pengakaran agar dapat diaklimatisasi. Tunas dapat
dikulturkan ke media pengakaran yang mengandung auksin, seperti IBA, NAA,
atau 1AA, ataupun tanpa auksin dengan arang aktif.

Tunas yang telah memiliki akar atau disebut planlet dapat diaklimatisasi. Tahap
terakhir proses dalam kultur jaringan adalah tahap 4 atau aklimatisasi planlet.
Aklimatisasi dilakukan untuk mengadaptasikan tanaman yang berasal dari kultur
in vitro ke lingkungan ex vitro. Planlet perlu dilakukan adaptasi karena
sebelumnya telah terbiasa hidup di lingkungan yang terkontrol dan aseptik serta
mendapat suplai energi berkecukupan dipaksa menghadapi lingkungan ex vitro
yang memiliki RH rendah, suhu dan intensitas cahaya yang lebih tinggi, septik,
dan harus berfotosintesis mandiri. Hal ini biasanya menyebabkan planlet

mengalami stres lalu mati sehingga diperlukan adanya tahapan aklimatisasi.

Aklimatisasi umumnya dilakukan dengan memindahkan kultur secara bertahap.
Tahap pertama adalah menurunkan suhu dan menaikkan intensitas cahaya
matahari yang tidak langsung dengan menempatkan di dalam ruangan selama
beberapa hari. Planlet yang telah siap dikeluarkan dari botol lalu ditanam ke
media aklimatisasi. Selanjutnya, planlet dapat diadaptasikan dengan menaikkan
RH secara bertahap yang dapat dilakukan dengan menyungkup planlet dan

menaikkan intensitas matahari secara bertahap dengan memberikan naungan di



15

lapangan. Planlet yang telah siap dapat dipindahkan ke lingkungan RH normal
dan cahaya matahari penuh seperti tanaman pada umumnya.

Eksplan yang dikulturkan pada media yang tepat akan mengalami morfogenesis
dan tumbuh menjadi planlet. Terdapat dua pola regenerasi yang dapat terjadi pada
eksplan, yaitu organogenesis dan embriogenesis. Organogenesis diartikan sebagai
proses terbentuknya organ-organ seperti pucuk dan akar, sedangkan
embriogenesis diartikan sebagai proses terbentuknya embrio somatik (Nurilmala,
2018). Embrio somatik adalah embrio yang bukan berasal dari zigot, tetapi dari
sel biasa dari tubuh tanaman. Organogenesis dan embriogenesis dapat terjadi
melalui dua cara, yaitu secara langsung dan tidak langsung. Organogenesis
langsung akan membentuk organ tanpa terjadinya kalus, sedangkan organogenesis
tidak langsung akan melewati fase kalus sebelum terbentuknya organ, begitu pula
dengan embriogenesis langsung dan tidak langsung. Embriogenesis langsung
artinya pembentukan embrio terjadi secara langsung dari permukaan jaringan
eksplan, sedangkan embriogenesis tidak langsung akan melewati fase kalus yang

nantinya akan akan terbentuk embrio (Mastuti, 2017).

2.3 Embriogenesis Somatik

Terdapat dua macam embrio tanaman, yaitu embrio zigotik dan embrio somatik.
Embrio yang biasa dikenal adalah embrio zigotik, yaitu embrio yang berasal dari
peleburan antara sel gamet jantan dan sel gamet betina yang kemudian
berkembang menjadi zigot. Pada embrio somatik, embrio tidak berasal dari
peleburan antara sel gamet jantan dan betina, melainkan sel-sel tubuh (somatik)
tanaman. Proses pembentukan embrio somatik ini disebut dengan embriogenesis

somatik.

Embrio somatik atau embrio non-zigotik adalah embrio yang merupakan hasil
pertumbuhan dan perkembangan suatu struktur bukan zigot, misalnya sel somatik
yang dapat berupa sel daun, akar, hipokotil, dan lainnya. Proses pembentukan

embrio somatik ini dapat terjadi secara langsung dan tidak langsung. Proses
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pembentukan embrio somatik secara langsung, tidak melewati fase kalus sehingga
tahap yang dilewati adalah eksplan — embrio — planlet, sedangkan proses
pembentukan embrio somatik secara tidak langsung memiliki tahapan yang

melewati fase kalus, yaitu eksplan — kalus — embrio — planlet (Dwiyani, 2015).

Embrio somatik dapat dimanfaatkan dalam mempelajari fisiologi pada
embriogenesis zigotik karena melalui pola morfologis dan fisiologis yang kurang
lebih sama dengan embrio zigotik. Embrio somatik juga memiliki banyak
kegunaan, di antaranya adalah untuk perbanyakan tanaman secara klonal, untuk
menyimpan benih secara in vitro dengan teknik enkapsulasi, dan untuk pemuliaan
tanaman dengan memanfaatkan embrio somatik sebagai target transformasi
genetik. Penyisipan gen ke dalam tanaman memerlukan pemilihan eksplan yang
tepat sebagai jaringan target karena akan berpengaruh terhadap keberhasilan
proses transformasi. Pardal dkk. (2005) melaporkan bahwa target transformasi
genetik menggunakan eksplan embrio muda memberikan hasil yang lebih baik
daripada kotiledon muda berdasarkan dari persentase gus positif yang lebih tinggi
pada embrio muda. Fitriani (2016) melaporkan bahwa penggunaan kultur
embriogenik dengan metode agrobacterium memiliki keberhasilan yang lebih
sukses dibandingkan menggunakan kotiledon. Pardal dkk. (2005) menyebutkan
bahwa eksplan yang dibutuhkan sebagai target transformasi genetik melalui
penembakan partikel sebaiknya bersifat embriogenik karena sel mengalami
aktivitas pembelahan yang sangat tinggi sehingga diharapkan dapat bertahan
hidup setelah mengalami penembakan partikel.

Embrio somatik dapat terjadi jika kalus embriogenik mengalami perubahan
morfologi dan biokimia menjadi suatu struktur bipolar yang tidak terhubung
dengan pembuluh vaskuler dengan jaringan asalnya. Embrio somatik dapat
muncul akibat respon dari sinyal pembentukan embrio somatik (PES). Akan
tetapi, tidak semua sel dapat merespon sinyal tersebut, melainkan hanya sel yang
kompeten. Sel yang kompeten akan merespon sinyal dan mengalami diferensiasi
menjadi sel embriogenik yang jika ditempatkan pada kondisi yang sesuai akan

berkembang menjadi embrio somatik (Hapsoro dan Yusnita, 2022).
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Fase induksi embriogenesis somatik terjadi pada saat eksplan yang memiliki sel
yang kompeten membentuk kalus sebagai respon sinyal yang berupa ZPT berupa
auksin. Bentuk kalus ini merupakan proses dediferensiasi eksplan dimana secara
fisiologis sel-sel pada kalus berada pada ground state, yaitu belum jelas mengarah
kemana pada proses pertumbuhan dan perkembangannya. Kalus dapat diinduksi
dengan menggunakan auksin konsentrasi tinggi sehingga menjadi sel-sel yang
embriogenik. Pada tahap ini, sel-sel yang sudah menjadi sel embriogenik sudah
jelas akan menjadi embrio somatik pada kondisi yang sesuai sehingga munculnya
kalus embriogenik menandakan telah memasuki fase ekspresi (Hapsoro dan
Yusnita, 2022).

Fase ekspresi terjadi pada saat kalus embriogenik menjadi embrio somatik Ketika
berada pada kondisi yang sesuai. Kalus embriogenik dapat mengalami
diferensiasi dengan adanya ketersediaan ZPT berkonsentrasi rendah dalam media
atau tanpa ZPT (Hapsoro dan Yusnita, 2022). Hardjo (2018) melaporkan bahwa
penurunan konsentrasi auksin yang digunakan, yaitu 0,01 mg/l NAA membentuk
embrio somatik lebih banyak, yaitu 90% kalus dalam 35 hari dibandingkan
dengan penggunaan NAA yang tidak diturunkan konsentrasinya, yaitu 0,05 mg/I
NAA dan dikombinasi dengan sitokinin BAP sebanyak 0,01 mg/l pada

embriogenesis somatik anggrek Vanda tricolor (Lindl.) var. pallida.

Kalus dapat dibedakan menjadi kalus kompak dan remah berdasarkan tekstur dan
komposisi selnya (Sugiyarto dan Kuswandi, 2014). Kalus kompak mempunyai
tekstur yang padat dan keras yang tersusun dari sel-sel kecil yang sangat rapat,
sedangkan kalus remah mempunyai tekstur lunak dan tersusun dari sel-sel dengan
ruang antarsel yang banyak. Karakteristik kalus dapat tergantung pada komposisi
media pengulturan, khususnya ZPT dan jenis eksplan yang digunakan. Kalus
embriogenik yang dihasilkan pada penelitian Wulansari dkk. (2015) dicirikan

dengan strukturnya yang remah dan berwarna putih kekuningan.
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Embrio somatik ubi kayu memiliki empat fase perkembangan. Tahapan
morfologi embrio pada tanaman dikotil adalah fase globular (globular stage), fase
hati (heart stage), fase torpedo (torpedo stage), dan fase kotiledon (cotyledon
stage) yang merupakan fase akhir perkembangan embrio. Fase perkembangan
embrio diilustrasikan pada Gambar 2 (Hapsoro dan Yusnita, 2022). Pada fase
torpedo, meristem ujung batang dan meristem ujung akar sudah dapat terdeteksi.
Meristem ujung batang nantinya akan berkembang menjadi tunas dan meristem

ujung akar akan menjadi akar (Dwiyani, 2015).

I Q@@@V @Tg

Kumpulan sel Embrio somatik Embrio somatik  Embrio somatik Embrio somatik
embriogenik tahap globular tahap hati tahap torpedo tahap kotiledon

Gambar 2. llustrasi fase perkembangan embrio somatik pada tanaman dikotil
(Hapsoro dan Yusnita, 2018).

2.4 Zat Pengatur Tumbuh

Tumbuhan memiliki hormon yang berperan dalam mengatur pertumbuhan dan
perkembangan. Hormon merupakan senyawa organik yang diproduksi oleh suatu
bagian tubuh dalam konsentrasi kecil dan diangkut ke bagian lain yang dapat
memengaruhi sel atau organ target sebagai bentuk dari respon fisiologis. Hormon
tumbuhan biasanya disebut fitohormon merupakan senyawa yang disintesis oleh
bagian tubuh tertentu lalu ditranslokasikan ke bagian tubuh lain pada tumbuhan
(Asra dkk., 2020). Sedangkan, zat pengatur tumbuh (ZPT) merupakan senyawa
organik yang berfungsi sebagai hormon, tetapi tidak dihasilkan secara alami
sehingga sering disebut juga dengan hormon eksogen. ZPT adalah senyawa bukan
hara yang dapat mendukung, menghambat, dan mengubah proses fisiologi dan
biasanya dibutuhkan dalam jumlah sedikit (Jayati dan Nopiyanti, 2021).
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Penggunaan ZPT sangat penting dalam mengatur pertumbuhan tanaman ke arah
yang diinginkan. Terdapat macam-macam ZPT yang dikenal, yaitu auksin,
giberelin, sitokinin, asam absisat, dan etilen. Masing-masing ZPT memiliki peran
dan kegunaan yang berbeda. ZPT dari golongan auksin, giberelin, dan sitokinin
cenderung bersifat positif bagi pertumbuhan, sedangkan etilen dapat mendukung
maupun menghambat pertumbuhan dan asam absisat merupakan penghambat
pertumbuhan. ZPT dari golongan auksin berfungsi untuk mempercepat
pembentukan akar pada stek batang. ZPT dari golongan sitokinin berfungsi
meningkatkan pembentukan dan perkembangan daun. Giberelin berfungsi
meningkatkan pembesaran dan perpanjangan sel (Jayati dan Nopiyanti, 2021).

Penggunaan ZPT auksin atau auksin eksogen dapat berfungsi untuk pemanjangan
sel dan pembelahan sel dalam kultur jaringan dan organ (Singh dkk., 2021). 2,4-D
dan Picloram merupakan ZPT golongan auksin yang sering digunakan dalam
pengerjaan kultur in vitro. Auksin dibutuhkan untuk memberikan sinyal kepada
eksplan dalam fase induksi embriogenesis somatik tidak langsung, sedangkan
pada fase ekspresi, kalus akan menjadi embrio somatik dengan konsentrasi rendah
atau tidak ada ZPT auksin dalam media (Hapsoro dan Yusnita, 2022). Akan
tetapi, penambahan auksin dalam jumlah yang tidak sesuai dapat menghambat
pertumbuhan tanaman karena hormon endogen atau fitohormon bekerja aktif
dalam konsentrasi rendah. Hormon endogen bekerja aktif pada konsentrasi 10-°—
107 uM (Asra dkk., 2020). Selain itu, ketepatan konsentrasi hormon eksogen
dapat berbeda pada setiap jenis tanaman, walaupun tanaman yang hanya berbeda
varietas. Hal ini dikarenakan efek yang ditimbulkan dari pemberian hormon
eksogen dipengaruhi oleh hormon endogen yang telah terdapat di dalam tubuh

tanaman tersebut.

Penggunaan media Murashige dan Skoog (MS) dengan penambahan 2,4-D
merupakan media yang sering digunakan dalam menginduksi kalus embriogenik
pada berbagai tanaman (Adri, 2017; Nugroho, 2017; Santos dan Paz, 2016;
Sugiyarto dan Kuswandi, 2014). Pada tanaman ubi kayu, 2,4-D merupakan

auksin yang sering digunakan dalam menginduksi embrio somatik setelah
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Picloram (Berhanu dan Feyissa, 2020; Isah dkk., 2019; Magambo dkk., 2024;
Puad dkk., 2022; Sessou dkk., 2019). Auksin 2,4-D dilaporkan memiliki
kemampuan untuk menginduksi kalus 100% (Berhanu dan Feyissa, 2020;Sessou
dkk. 2019), sedangkan, konsentrasi terbaik yang didapatkan pada berbagai
penelitian embriogenesis somatik ubi kayu berbeda-beda tergantung klon yang
digunakan. Magambo dkk., (2024) melaporkan bahwa hasil maksimum dalam
menginduksi OES (Organised Embryogenic Structure) berbeda pada ketiga
genotipe yang digunakan, misalnya pada genotipe NASE19 yang mendapatkan
hasil terbaik pada media 5 mg/l 2,4-D, sedangkan NASE13 pada media 8 mg/I
2,4-D. Isah dkk., (2019) juga melaporkan bahwa peningkatakan konsentrasi 2,4-D
dari 2 mg/l ke 4 mg/l memberikan hasil pada peningkatan jumlah embrio somatik
primer. Akan tetapi, Puad dkk., (2022) melaporkan bahwa konsentrasi 2,4-D
tertinggi yang digunakan, yaitu pada 20 mg/l menghasilkan frekuensi
pembentukan kalus paling sedikit. Selain itu, penggunaan 2 pM CuSO4 ditambah
dengan 2,4-D berbagai konsentrasi memiliki persentase induksi embrio terbaik
(Berhanu dan Feyissa, 2020).

Senyawa 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid banyak digunakan sebagai herbisida.
Senyawa ini dapat digolongkan sebagai herbisida karena sifat inhibitor yang dapat
menghambat pertumbuhan gulma. Dilaporkan pada penelitian Apriadi dkk.
(2013), penggunaan 2,4-D dengan taraf dosis 0,649-1,297 kg/ha dapat menekan
pertumbuhan gulma daun lebar dan teki, tetapi kurang efektif untuk
mengendalikan gulma rumput. Penggunaan 2,4-D pada kultur in vitro dilaporkan
menghasilkan embrio somatik yang berbeda-beda pada taraf konsentrasi yang
diujikan (Berhanu dan Feyissa, 2020; Isah dkk., 2019; Magambo dkk., 2024; Puad
dkk., 2022; Sessou dkk., 2019). Oleh karena itu, penggunaan taraf konsentrasi
2,4-D yang tepat dalam media perlu diketahui sehingga tidak menimbulkan sifat
inhibit pada tanaman yang dikulturkan. Rumus molekul 2,4-D adalah CgHeCl203

seperti pada Gambar 3.
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Gambar 3. Rumus molekul 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid

(Kartikasari dkk., 2013).
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I11. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Ilmu Tanaman, Fakultas Pertanian,

Universitas Lampung pada September 2022 sampai dengan Mei 2023.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah stek ubi kayu klon TDSL
dan Waxy, eksplan steril klon TDSL dan Waxy, aquades, media kultur dasar
Murashige dan Skoog (MS), media kultur dasar %2 MS, CuSOs, Napthaleine
Acetic Acid (NAA), air, detergen, spritus, air steril, Bayclin (NaOCI 5,25%),
Sunlight, tisu, kapas, label, plastik, karet, plastik wrapping, 2,4-
Diclorophenoxyacetic acid (2,4-D), Benzyl Adenine (BA), agar-agar (Swallow
Globe Plain, Oxoid, dan Gelrite), sukrosa, KOH 1N, dan HCI 1N.

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat standar yang
digunakan dalam bidang kultur jaringan. Alat-alat tersebut antara lain, laminar
air flow cabinet, autoklaf Tomy, autoklaf Buddenberg, destilator, botol kultur, rak
kultur, mikroskop stereo Olympus, komputer, timbangan digital, timbangan
analitik, karet, plastik, scalpel, blade, gelas ukur, gelas Beaker, labu Erlenmeyer,
kereta dorong, keranjang, bak air, ember, gayung, sabut pembersih, sikat
pembersih, panci, spatula, magnetic stirrer, derigen, box container, pH meter,
ubin, botol Schott, show case, lap kain, mangkok mini, sprayer, kompor, tabung
gas, korek api, kamera, cawan petri, alat tulis (buku, pena, pensil, penggaris),
pinset, pipet tetes, mikropipet, dan bunsen.
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3.3 Metode Penelitian

Rancangan percobaan yang digunakan pada penelitian ini adalah rancangan acak
lengkap faktorial dengan dua faktor (2 x 4). Faktor pertama, yaitu klon ubi kayu
(K) terdiri atas dua taraf, yaitu K1 = klon TDSL dan K2 = klon Waxy. Faktor
kedua, yaitu konsentrasi 2,4-D (D) terdiri atas empat taraf, yaitu D1 = 4 mg/I, D2
=8 mg/l, D3 =12 mg/l, dan D4 = 16 mg/l. Berdasarkan rancangan tersebut, maka
diperoleh 8 kombinasi perlakuan yang dijelaskan secara rinci sebagai berikut:

(1) K1D1=Klon TDSL + 4 mg/l 2,4-D

(2) K1D2 =Klon TDSL + 8 mg/l 2,4-D

(3) K1D3 =Klon TDSL + 12 mg/l 2,4-D

(4) K1D4 = Klon TDSL+ 16 mg/l 2,4-D

(5) K2D1 = Klon Waxy + 4 mg/l 2,4-D

(6) K2D2 = Klon Waxy + 8 mg/l 2,4-D

(7) K2D3 = Klon Waxy + 12 mg/l 2,4-D

(8) K2D4 = Klon Waxy + 16 mg/l 2,4-D

Percobaan dilakukan sebanyak 4 ulangan dengan setiap ulangan terdiri atas 3
botol. Setiap botol terdiri atas tiga eksplan daun sehingga terdapat 288 eksplan
yang terdiri atas 144 eksplan TDSL dan 144 eksplan Waxy. Total satuan
percobaan yang digunakan adalah 32 satuan percobaan. Homogenitas diuji dengan
uji Levene 5%. Jika homogenitas terpenuhi, data hasil penelitian dianalisis
menggunakan Analysis of Variance pada taraf 5%. Apabila perlakuan
menujukkan perbedaan signifikan maka dilakukan uji lanjut dengan uji beda nyata
terkecil (BNT) pada taraf 5% dengan model linier rancangan acak lengkap

faktorial.
3.4 Pelaksanaan Penelitian
Penelitian dilaksanakan dalam beberapa tahap mulai dari penyiapan bahan tanam

di lapang hingga induksi embrio somatik di laboratorium. Tahapan penelitian

diuraikan sebagai berikut:
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3.4.1 Penyiapan Bahan Tanam di Lapang

Bahan tanam berupa setek ubi kayu klon TDSL umur 5 bulan dan Waxy umur 4
bulan digunakan sebagai sumber eksplan yang digunakan dalam menginisiasi
embriogensesis somatik. Penyiapan bahan tanam terdiri atas tahap 0, tahap 1,
tahap 2, tahap 3, dan tahap 4. Tahap 0 merupakan tahap pemilihan dan perlakuan
tanaman induk sumber eksplan. Pada tahap ini, dilakukan penanaman stek ubi
kayu di Laboratorium Lapang Terpadu. Penanaman stek dilakukan di rumah kaca
dengan tujuan mengurangi tingkat kontaminasi eksplan asal lapang yang akan
disterilisasi. Stek ubi kayu ditanam dengan media tanam tanah dan pupuk
kandang kotoran sapi dengan perbandingan 1:1. Media tersebut diaduk
menggunakan cangkul lalu dimasukkan ke dalam polybag berukuran 40 x 40 cm.
Media tanam disusun di atas bench dalam rumah kaca dan ditunggu hingga 7 hari.
Stek batang ubi kayu dengan panjang £30 cm ditanam di media yang telah siap
tanam dengan setiap polybag berisi 3 stek batang. Stek batang ubi kayu disiram
setiap hari pada pagi atau sore hari hingga menghasilkan tunas yang tumbuh pada

mata tunas ubi kayu yang selanjutnya akan diisolasi sebagai eksplan asal lapang.

3.4.2 Sterilisasi Alat

Alat-alat yang digunakan perlu disterilisasi sebelum digunakan untuk mencapai

kondisi steril. Tahapan sterilisasi alat dijelaskan sebagai berikut:

3.4.2.1 Sterilisasi Alat Diseksi

Alat diseksi yang digunakan dalam kegiatan kultur jaringan perlu disterilisasi
sebagai penerapan prinsip steril agar tidak terdapat kontaminasi. Alat diseksi
berupa pinset, spatula, scalpel, cawan petri, ubin, dan kapas disterilisasi
menggunakan autoklaf. Alat dibungkus dengan menggunakan kertas lalu dilapisi
dengan plastk tahan panas. Khusus untuk kapas, dimasukkan ke dalam botol steril
lalu ditutup dengan plastik. Selain itu, alat-alat yang digunakan untuk menyimpan

media maupun larutan stok perlu disterilisasi, seperti botol schott, gelas ukur, dan
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labu Erlenmeyer. Alat-alat tersebut diautoklaf dengan suhu 121°C dan tekanan

1,2 kg/cm? selama 30 menit dengan menggunakan autoklaf Tomy.

3.4.2.2 Sterilisasi Botol

Botol kultur yang akan digunakan dalam pengerjaan kultur jaringan harus dalam
keadaan steril sehingga tidak terdapat mikroorganisme yang menjadi kontaminan
dalam pengerjaan kultur jaringan. Terdapat dua tahap sterilisasi botol. Tahap
pertama, yaitu botol kotor yang masih berisi media yang terdapat kontaminasi
maupun yang tidak berisi media disterilisasi menggunakan autoklaf Buddenberg
selama 30 menit dengan suhu 121°C dan tekanan 1,2 kg/cm?. Setelah selesai,
media di dalam botol dibuang ke dalam plastik buangan lalu botol direndam
dalam bak rendam yang telah diisi air dengan 40 g detergen (Rinso). Setelah itu,
botol dicuci menggunakan sabun cuci piring (Sunlight) dengan bantuan sabut
cuci. Botol yang telah bersih, direndam kembali selama 1 malam di bak
rendaman baru yang berisi air dengan 40 g detergen dan 150 ml disinfektan per
bak. Botol dicuci kembali dengan menggunakan sabun cuci piring dengan
bantuan sabut cuci. Setelah itu, botol dibilas di bawah air mengalir dan direndam
dalam air panas selama 15 menit lalu ditiriskan. Botol ditutup plastik di bagian

atas dan kemudian diikat dengan karet.

Tahap kedua sterilisasi botol, yaitu sterilisasi botol bersih. Tahap ini dilakukan
dengan mengautoklaf botol bersih hasil sterilisasi tahap pertama. Botol disusun
ke dalam autoklaf Tomy yang digunakan sebagai autoklaf bersih untuk media dan
alat. Autoklaf diatur untuk mensterilisasi selama 30 menit dengan suhu 121°C
dan tekanan 1,2 kg/cm?. Setelah itu, botol steril disusun ke box penyimpanan dan

telah siap digunakan.

3.4.3 Pembuatan Media

Media dasar yang digunakan pada penelitian ini adalah media Murashige dan

Skoog (1962) yang mengandung garam-garam mineral. Terdapat beberapa



26

macam media yang digunakan pada penelitian ini, yaitu media prekondisi, induksi
kalus primer, induksi embriogenesis somatik, maturasi embrio, regenerasi tunas,

dan pengakaran.

3.4.3.1 Media Prekondisi

Media prekondisi merupakan media yang digunakan untuk persiapan sebelum
masuk ke perlakuan sehingga didapatkan eksplan steril yang akan digunakan
sebagai bahan tanam untuk diteliti. Media prekondisi yang digunakan pada
penelitian ini adalah media dasar ¥2 MS, yaitu media dasar Murashige dan Skoog
(1962) dengan komposisi makro yang digunakan adalah setengah dari kebutuhan
(Tabel 1).

Tabel 1. Komposisi Media Murashige dan Skoog (1962)

No. Komponen Media Konsentrasi Konsentrasi Komponen yang
dalam Media dalam Larutan Dibutuhkan
MS (mg/l) Stok (mg/l) dalam 1 | Media
1.  Stok Makro (10x) 100 ml
NH4NO3 1650 16500
KNO3 1900 19000
MgS04.7H20 370 3700
KH2PO4 170 1700
2. Stok mikro A (100x) 10 ml
H3BO3 6,2 620
MnS0O4.H20 16,9 1690
ZnS04.7H20 8,6 860
3. Stok Mikro B (1000x) 1ml
Kl 0,830 830
Na2Mo04.7H20 0,250 250
CuS04.5H20 0,025 25
CoCl2.6H20 0,025 25
4.  Stok CaCl2 (100x) 10 ml
CaCl2.2H20 440 44000
5. Stok Fe (100x) 10 ml
FeS04.7H20 27,8 2780
Na2EDTA 37,3 3730
6.  Stok Vitamin MS (100x) 10 ml
Tiamin-HCI 0,1 10
Piridoksin-HCI 0,5 50
Asam Nikotinat 0,5 50
Glisin 2,0 200
7. Stok Mioinositol (10x) 100 ml
Mioinositol 100 1000
8.  Sukrosa 30¢g

9. Agar-agar 79
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Media ¥2 MS memiliki komposisi yang sama dengan komposisi media MS0, akan
tetapi yang membedakan adalah kebutuhan stok makro yang ditambahkan ke
media ¥2 MS hanya separuhnya (Tabel 2). Komponen-komponen media tersebut,
selain agar-agar dimasukkan ke dalam beaker glass berisi aquadest 300 ml lalu
dihomogenkan dengan menggunakan magnetic stirrer. Setelah itu, larutan media
ditera menggunakan gelas ukur 1 liter dengan menambahkan aquadest hingga
batas 1000 ml. Kemudian, larutan media dihomogenkan kembali lalu dilakukan
pengaturan pH menjadi 5,8. Setelah itu, larutan media dimasak dengan
menambahkan agar-agar. Larutan media dimasak hingga mendidih dan diaduk-
aduk selama pemasakan agar tidak terdapat agar-agar yang menggumpal. Larutan
media yang telah mendidih dimasukkan ke dalam botol kultur sebanyak £25

ml/botol dan ditutup kembali menggunakan plastik.

Tabel 2. Komponen Media ¥2 MS

Komponen MSO Komponen %2 MS

No. Komposisi Media 121 | Media (ml) dalam 1 | Media (ml)
1  Stok Makro (10x) 100 50
2 Stok Mikro A (100x) 10 10
3 Stok Mikro B (1000x) 1 1
4  Stok CaCl (100x) 10 10
5 Stok Fe (100x) 10 10
6  Stok Vitamin MS (100x) 10 10
7 Stok Mioinositol (10x) 100 100

3.4.3.2 Media Induksi Kalus Primer

Media induksi kalus primer (IKP) yang digunakan adalah media MSO yang
ditambahkan 2,4-D dengan berbagai taraf konsentrasi, yaitu 4, 8, 12, dan 16 mg/I
(Tabel 3).

3.4.3.3 Media Induksi Embriogenesis Somatik

Kalus umur 25 hsi yang telah berkembang pada media IKP disubkultur kembali

ke media yang sama dengan sebelumnya (Tabel 3), yaitu MS0 yang ditambahkan
berbagai taraf konsentrasi 2,4-D (4, 8, 12, dan 16 mg/l). Media induksi embrio
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somatik (IES) berfungsi untuk menginduksi embrio somatik pada kalus karena
kalus sangat cepat dalam menyerap nutrisi yang terdapat dalam media sehingga

perlu dilakukan subkultur kembali agar embrio dapat terinduksi.

Tabel 3. Komposisi Tambahan dalam Media IKP 2,4-D

No. Komponen Media Volume dan Konsentrasi Larutan
dalam 1 liter Media
1. 24D 4 mg/l (D1)
8 mg/l (D2)

12 mg/l (D3)

16 mg/l (D4)
2.  NAA 6 mg
3. CuSO4 4 ul
4.  Sukrosa 40 ¢
5.  Agar-agar 8¢

3.4.3.4 Media Maturasi Embrio

Media maturasi embrio merupakan media pematangan embrio sehingga embrio
yang ada dapat berkembang hingga mencapai fase kotiledon yang merupakan fase
akhir dalam embrio. Maturasi embrio diinduksi dengan cara menurunkan
konsentrasi ZPT yang terkandung dalam media. Penurunan konsentrasi hormon
yang terkandung dalam media akan memicu terhentinya kalus untuk membelah
dan fokus kepada perkembangan embrio sehingga embrio akan dalam tahap
sempurna. Pada penelitian ini, media maturasi embrio yang digunakan adalah
MSO0 + 2 mg/l 2,4-D.

3.4.3.5 Media Regenerasi Tunas

Embrio sejatinya sama seperti benih yang akan memiliki akar dan tunas. Embrio
yang telah berkembang dalam fase kotiledon telah siap untuk dikecambahkan.
Embrio disubkultur kembali ke dalam media regenerasi tunas, yaitu media MSO

yang ditambahkan Benzyl Adenine (BA) sebanyak 0,2 mg/I.
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3.4.3.6 Media Pengakaran

Media pengakaran merupakan media terakhir dalam inkubasi embrio pada tahap
in vitro sebelum siap untuk diaklimatisasi. Media pengakaran yang digunakan
dalam penelitian ini adalah media MSO dengan dan tanpa arang aktif. Arang aktif
ditambahkan sebanyak 1 g/l. Media pengakaran digunakan untuk menginduksi

akar pada embrio yang telah memiliki tunas yang telah berkembang sempurna.

3.4.4 Sterilisasi Media

Sterilisasi media dilakukan pada media yang telah dituang ke dalam botol kultur
steril sebanyak £25 ml per botol lalu ditutup dengan plastik. Botol diautoklaf
dengan autoklaf Tomy selama 15 menit dengan suhu 121°C dan tekanan 1,2
kg/cm? Botol kemudian dari autoklaf dan disimpan dalam ruang penyimpanan

media dengan suhu 23+2°C.

3.4.5 Penanaman Eksplan

Penanaman eksplan dilaksanakan dalam beberapa tahap dengan langkah-langkah
yang berbeda dalam setiap tahapan. Tahapan penanaman eksplan diuraikan

sebagai berikut:

3.4.5.1 Eksplan Asal Lapang

Eksplan asal lapang berupa mata tunas digunakan sebagai bahan tanam in vitro
dalam kultur jaringan ubi kayu. Tunas dipotong menjadi eksplan batang
berukuran +2 cm dengan setiap eksplan terdiri atas satu mata tunas. Eksplan yang
telah disterilisasi ditanam dalam media prekondisi, yaitu media ¥2 MS ataupun
media MS. Eksplan ditanam secara vertikal dengan mata tunas menghadap ke
atas. Terdapat beberapa tahapan pengerjaan yang perlu dilakukan sebelum
eksplan ditanam dalam media in vitro, yaitu sterilisasi eksplan di luar laminar air

flow cabinet (LAFC) dan sterilisasi eksplan di dalam LAFC. Sterilisasi eksplan di
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luar LAFC dimulai dengan tunas berumur +2 minggu yang tumbuh pada ubi kayu
di rumah kaca dipotong pada tiga buku teratas dengan gunting yang telah
disterilisasi dengan NaOCI lalu dibawa ke laboratorium untuk dilakukan
sterilisasi. Tunas dicuci di air mengalir selama 30 menit dan diulang 2 Kkali.
Kemudian, tunas dipotong menjadi berukuran =5 cm lalu dicuci kembali
menggunakan detergen (Rinso) sebanyak 1 sendok takar atau £30 g selama 5
menit lalu dibilas dengan air hingga busa hilang. Tunas kemudian dipindahkan ke

botol steril dengan menggunakan pinset.

Sterilisasi eksplan di dalam LAFC merupakan tahap selanjutnya dalam sterilisasi
eksplan. Sterilisasi dilakukan dengan merendam eksplan dalam larutan Klorox
20% yang dibuat dengan 20 ml Bayclin (NaOCI) + 80 ml air steril. Larutan
Klorox 20% dimasukkan ke dalam botol berisi eksplan tunas hingga eksplan
terendam semua bagiannya lalu ditambahkan 2 tetes larutan Tween-20 per 100 ml
larutan Klorox. Botol digerakkan melingkar selama 15 menit lalu larutan
ditiriskan. Tunas dibilas dengan air steril selama 2 menit dan diulang sebanyak 3
kali. Kemudian, eksplan disterilisasi menggunakan larutan alkohol 70% lalu
dikocok kembali dengan gerakan melingkar selama 1 menit lalu ditiriskan.
Eksplan tunas dibilas dengan air steril selama 2 menit dan diulang sebanyak 3
kali.

3.4.5.2 Penanaman Eksplan Prekondisi

Tunas yang tumbuh pada eksplan hasil sterilisasi yang telah ditanam sebelumnya
ditanam kembali (disubkultur) ke media dasar ¥2 MS agar didapatkan eksplan
steril. Hal ini dilakukan karena eksplan hasil sterilisasi biasanya terkena
kontaminasi bakteri karena mikroorganisme yang terdapat pada permukaan
eksplan sangat banyak sehingga perlu dilakukan subkultur kembali. Subkultur
dilakukan dengan memotong secara hati-hati mata tunas yang tumbuh sehingga
eksplan maupun alat tidak terkena bakteri yang terdapat pada bagian dasar eksplan
induk maupun di media. Mata tunas ditanam kembali secara vertikal dengan

setiap eksplan terdapat satu mata tunas.
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3.4.5.3 Penanaman Eksplan ke Media Induksi Kalus Primer

Induksi embriogenesis somatik ubi kayu diawali dengan melakukan penanaman
eksplan berupa daun pucuk muda pada media IKP selama 25 hsi dalam kondisi
gelap lalu eksplan disubkultur ke media yang sama selama 22 hst. Kalus yang
tumbuh embrio kemudian disubkultur kembali ke media pematangan embrio
selama 7 hari sehingga didapatkan embrio yang sudah berkembang ke tahap
kotiledon. Embrio ini kemudian disubkultur kembali ke media regenerasi tunas
dan diinkubasi dalam kondisi terang untuk dapat berkecambah menjadi tunas
mikro. Tunas mikro yang didapatkan dapat disubkultur ke media pengakaran
setiap bukunya hingga didapatkan tunas yang memiliki akar dan daun yang
disebut planlet (Gambar 4).

Media IKP Media IES Media Maturasi Embrio
Eksplan daun IR Eksplan daun  (B)}-—» Embrio somatik
25 hsi 22 hst 7 hst
Kondisi Gelap Kondisi Gelap Kondisi Gelap
\ 4
Media Pengakaran Media Regenerasi Tunas
(®  Planlet ubi kayu «® Tanama: rTI?Sejztgeneran <D ES fasg rI;(’)S'Etlledon
Kondisi Terang Kondisi Terang

Gambar 4. Alur induksi embriogenesis somatik ubi kayu eksplan daun
menggunakan 2,4-D

Eksplan daun berumur 15 hari dari tunas steril hasil prekondisi ditanam pada
media perlakuan D1, D2, D3, dan D4. Daun paling muda digunakan sebagai
eksplan dalam menginduksi kalus primer pada ubi kayu. Daun dipotong menjadi
bentuk persegi panjang dengan memotong kedua ujung sisi daun ubi kayu dengan
bentuk dan ukuran yang diseragamkan pada semua perlakuan, yaitu £7 mm x 3
mm. Bagian permukaan bawah daun diletakkan menempel di permukaan media
IKP. Setiap botol terdiri atas 3 eksplan potongan daun. Botol tersebut dilabel lalu
di-wrapping dan kemudian diinkubasi dalam kondisi gelap selama 25 hst dengan
suhu 23+2°C.
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3.4.5.4 Penanaman Kalus ke Media Induksi Embriogenesis Somatik

Kalus yang muncul dari media induksi kalus merupakan kalus primer. Kalus
primer diinduksi ke media yang sama, yaitu media D1, D2, D3, dan D4. Hal ini
dilakukan untuk memberikan kembali unsur hara yang dibutuhkan oleh kalus
sehingga dapat menginduksi embrio somatik pada kalus. Kalus ditimbang dan
kemudian ditanam pada media dengan satu botol kultur terdapat tiga kalus di
dalamnya. Botol dilabeli lalu di-wrapping dan kemudian diinkubasi dalam

kondisi gelap selama 22 hst dengan suhu 23+2°C.

3.4.5.5 Penanaman Embrio Somatik ke Media Maturasi Embrio

Embrio somatik yang muncul pada kalus yang ditanam di media IES diamati
dengan mikroskop. Pengamatan dilakukan untuk mengamati keberadaan embrio
somatik yang terdapat pada kalus dan mengetahui jumlah embrio serta fase yang
terjadi pada embrio. Kalus disubkultur ke media maturasi embrio yang
mengandung 2,4-D dalam kondisi rendah untuk menginduksi pematangan embrio
sehingga embrio dapat berkembang dan akhirnya mencapai fase kotiledon yang
merupakan fase terakhir pada embrio. Kalus ditanam pada media maturasi
dengan setiap botol kultur terdapat tiga kalus di dalamnya. Botol diberikan label
lalu di-wrapping dan kemudian diinkubasi dalam kondisi gelap selama 7 hst

dengan suhu 23+2°C.

3.4.5.6 Penanaman Embrio Somatik ke Media Regenerasi Tunas

Embrio yang telah mencapai fase kotiledon disubkultur kembali dalam media
regenerasi tunas yang mengandung Benzyl Adenine (BA) untuk memacu
perkembangan tunas pada embrio sehingga akan tumbuh tunas (shoot) yang
merupakan bagian tanaman yang berada di atas permukaan media. Embrio
somatik ditanaman ke dalam media regenerasi tunas dengan cara memotong kalus

yang memiliki embrio sehingga bagian kalus yang tidak berembrio dibuang.
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Embrio somatik diinkubasi dalam kondisi terang selama 5 mst dengan suhu
23+2°C.

3.4.5.7 Penanaman Tunas Hasil Embrio Somatik ke Media Pengakaran

Tunas yang telah berkembang dalam media regenerasi tunas selanjutnya ditanam
dalam media pengakaran yang mengandung arang aktif dan tidak mengandung
arang aktif. Arang aktif berfungsi untuk menjerap ZPT yang sebelumnya telah
ditambahkan dalam media sehingga akan tumbuh akar dan didapatkan planlet
dengan bentuk tanaman ubi kayu yang normal. Penanaman tunas dilakukan
dengan memisahkan tunas yang tumbuh berdekatan. Tunas ditanam dalam media
dengan setiap botol media terdapat 3-5 tunas. Tunas diinkubasi dalam kondisi
terang dengan suhu 23+2°C selama £ 4 mst hingga didapatkan planlet yang siap
untuk diaklimatisasi.

3.5 Variabel Pengamatan

Terdapat beberapa variabel yang diamati dalam penelitian ini, di antaranya adalah
pengamatan visual, waktu muncul kalus primer, persentase eksplan berkalus,
luasan pembentukan kalus per eksplan, bobot kalus primer, jumlah embrio primer

per eksplan, dan persentase eksplan berembrio.

3.5.1 Pengamatan Visual

Kalus yang muncul pada eksplan daun yang diinduksi dalam media IKP diamati
secara visual, mencakup warna kalus, struktur kalus, bagian eksplan yang muncul
kalus pertama, bentuk kalus, dan embrio yang terbentuk, serta fase kalus embrio

somatik.
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3.5.2 Waktu Muncul Kalus Primer

Pengamatan munculnya kalus primer pada eksplan daun yang diinduksi dalam
media IKP dilakukan setiap dua hari setelah penanaman. Inisiasi pembentukan
kalus dapat ditandai dengan tampaknya bagian eksplan daun yang mengerut,

membesar, dan berwarna putih kekuningan.

3.5.3 Persentase Eksplan Berkalus

Eksplan yang membentuk kalus dihitung dengan rumus perhitungan sebagai
berikut:

Jumlah eksplan berkalus
Persentase eksplan berkalus = x100%
Total eksplan

3.5.4 Scoring Pembentukan Kalus per Eksplan

Scoring pembentukan kalus dilakukan untuk menilai persentase bagian daun yang
berkalus. Scoring dilakukan dengan memberikan skor pada keragaan
pembentukan kalus per eksplan. Penentuan skor pembentukan kalus mengacu

pada Tabel 4 dan divisualisasikan pada Gambar 5.

Tabel 4. Scoring Pembentukan Kalus Primer

Interval Persentase

Skor Pembentukan Keterangan
Kalus (%)

0 0 Tidak terdapat pembentukan kalus pada
eksplan

1 0<x<25 Kalus terbentuk hingga 25% dari bagian
eksplan

2 25<x<50 Kalus terbentuk hingga > 25% dari bagian
eksplan, tetapi < 50%

3 50<x<75 Kalus terbentuk hingga > 50% dari bagian

eksplan, tetapi < 75%
4 75 <x <100 Kalus terbentuk > 75% dari bagian eksplan
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Gambar 5. Visualisasi scoring pembentukan kalus per eksplan (Yelli dkk., 2023).

3.5.5 Bobot Kalus Primer 25 hsi

Bobot kalus primer ditimbang pada umur 25 hsi dalam media IKP, yaitu
bertepatan dengan subkultur kalus ke media IES. Bobot kalus didapatkan dengan
menimbang sampel kalus sebanyak 10% dari jumlah populasi dalam setiap
perlakuan sehingga didapatkan 3 kalus per perlakuan sebagai sampel. Kalus
dipilih dari berbagai ukuran, yaitu kecil, sedang, dan besar untuk mewakili

populasi. Proses penimbangan dilakukan secara steril di dalam LAFC.

3.5.6 Jumlah Embrio Primer per Eksplan

Jumlah embrio somatik yang terdapat per eksplan dapat diamati setelah 22 hsi
dalam media induksi embriogenesis somatik. Jumlah embrio per eksplan diamati
dengan bantuan mikroskop stereo Olympus pada berbagai perbesaran hingga 40x.

3.5.7 Persentase Eksplan Berembrio

Persentase eksplan berembrio dihitung setelah eksplan diinduksi pada media IES.
Persentase eksplan berembrio dapat dihitung menggunakan rumus perhitungan
sebagai berikut:

, ase Eksolan B bri Jumlah Eksplan Berembrio 100%
— X
crocniase RSl BErEbHO = T imlah Keseluruhan Eksplan ’




V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Simpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1) Jenis klon berpengaruh nyata dalam menginduksi kalus primer dan embrio
somatik primer ubi kayu. Persentase pembentukan kalus per eksplan
(scoring) 3 msi klon TDSL memberikan respon lebih baik dibandingkan klon
Waxy dengan selisih skor 0,38. Persentase eksplan berembrio lebih tinggi
dihasilkan oleh klon Waxy dibandingkan klon TDSL dengan selisih 6,94%;

(2) Semua konsentrasi 2,4-D yang diujikan memberikan hasil yang tidak berbeda
nyata pada semua perlakuan dalam menginduksi pembentukan kalus primer
dan embrio somatik primer ubi kayu;

(3) Tidak terdapat interaksi yang nyata antara jenis klon ubi kayu dan
penambahan beberapa konsentrasi 2,4-D pada media terhadap pembentukan

embrio somatik ubi kayu.

5.2 Saran

Penelitian yang telah dilakukan masih belum dapat menginduksi embrio somatik
primer secara optimal pada eksplan daun ubi kayu. Penulis menyarankan untuk
dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai embriogenesis somatik ubi kayu
dengan menggunakan jenis dan konsentrasi ZPT yang berbeda atau eksplan yang
berbeda, seperti daun muda, daun tua, serta lobus daun untuk melihat kompetensi

sel ubi kayu.
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