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ABSTRAK

TEKNOLOGI PERBANYAKAN TANAMAN
UBI KAYU (Manihot esculenta Crantz.) KLON SN
MELALUI EMBRIOGENESIS SOMATIK DENGAN
MENGGUNAKAN EKSPLAN DAUN MUDA

Oleh

SABRINA SALSABILA SULAEMAN

Ubi kayu merupakan tanaman pangan penting dengan beragam fungsi. Perbaikan
genetik ubi kayu dibutuhkan untuk menghasilkan ubi kayu yang mempunyai
kuantitas dan kualitas yang lebih baik. Salah satu cara yang dapat dilakukan
adalah dengan melakukan perbaikan genetik secara bioteknologi melalui
transformasi genetik. Proses transformasi genetik memerlukan sel target yang
dapat diperoleh melalui embriogenesis somatik. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh jenis dan konsentrasi auksin terhadap induksi kalus primer
dan embriogenesis somatik ubi kayu klon SN. Penelitian ini menggunakan
rancangan acak lengkap faktor tunggal berupa berbagai jenis dan konsentrasi ZPT,
yaitu: kontrol (MS + NAA 6 mg/l), MS + Picloram (8 mg/l, 12 mg/l, dan 15 mg/1)
+ NAA 6 mg/l, dan MS + 2,4-D (8 mg/l, 12 mg/l, dan 15 mg/l) + NAA 6 mg/l.
Hasil penelitian berdasarkan perhitungan rata-rata menunjukkan bahwa waktu
muncul kalus tercepat adalah pada media dengan penambahan 2,4-D 8 mg/l + 6
mg/l NAA (9,17 hsi) dengan bobot kalus sebesar 0,091 g. Perlakuan picloram 12
mg/l, 2,4-D 8 mg/l, dan 2,4-D 12 mg/l menghasilkan persentase eksplan berkalus
yang sama yaitu sebesar 92+1,1%. Persentase kalus berembrio perlakuan 2,4-D 8
mg/l adalah sebesar 44+1,8% dengan jumlah embrio sebanyak 35 embrio.
Perlakuan picloram 12 mg/l memiliki persentase kalus berembrio sebesar
17+1,8% dan jumlah embrio sebanyak 8 embrio.

Kata Kunci: Embriogenesis somatik, Picloram, Singkong, 2,4-D



ABSTRACT

PROPAGATION TECHNOLOGY OF CASSAVA PLANT
(Manihot esculenta Crantz.) CLONE SN THROUGH SOMATIC
EMBRYOGENESIS USING YOUNG LEAF EXPLANTS

By

SABRINA SALSABILA SULAEMAN

Cassava is an important food crop with various functions. Genetic improvement
of cassava is needed to produce cassava that has better quantity and quality. One
of the ways that can be used is to conduct genetic improvement biotechnologically
through genetic transformation. The process of genetic transformation requires
target cells that can be obtained through somatic embryogenesis. This research
aims to determine the effect of type and concentration of auxin on primary callus
induction and somatic embryogenesis of cassava clone SN. This research used a
single factor completely randomized design in the form of various types and
concentrations of ZPT, namely: control (MS + NAA 6 mg/l), MS + Picloram (8
mg/l, 12 mg/l, and 15 mg/l) + NAA 6 mg/l, and MS + 2,4-D (8 mg/l, 12 mg/l, and
15 mg/l) + NAA 6 mg/l. The results of this research based on the calculation of
the average showed that the fastest callus emergence time was in the media with
the addition of 2,4-D 8 mg/l + 6 mg/l NAA (9,17 hsi) with callus weight of 0,091
g. The treatment of picloram 12 mg/l, 2,4-D 8 mg/l, and 2,4-D 12 mg/l produced
the same percentage of callus explants at 92 + 1,1%. The percentage of embryonic
callus in the treatment of 2,4-D 8 mg/l is 44 + 1,8% with the number of embryos
is 35 embryos. The 12 mg/l picloram treatment has a percentage of embryonic
callus of 17 + 1,8% and the number of embryos is 8 embryos.

Keywords: Somatic embryogenesis, Picloram, Cassava, 2,4-D
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ubi kayu (Manihot esculenta Crantz.) merupakan salah satu tanaman yang dapat
digunakan sebagai sumber bahan pangan alternatif setelah padi dan jagung di
Indonesia (Silalahi ez al., 2019). Ubi kayu banyak dimanfaatkan sebagai bahan
dasar berbagai olahan pada industri makanan, seperti sumber utama dalam
pembuatan tepung tapioka karena kandungan pati yang tinggi. Ubi kayu
memiliki banyak manfaat terhadap kesehatan. Kandungan yang dimiliki tanaman
ubi kayu yaitu karbohidrat, air, serat, pati, protein, kalsium, mineral, dan fosfat
(Ariani et al., 2017). Sifat khusus tanaman ini adalah pati yang dihasilkan
mempunyai kadar amilum yang rendah tetapi memiliki kadar amilopektin yang
tinggi (Silalahi ef al., 2019). Disamping itu, ubi kayu mempunyai senyawa
bioaktif skopoletin yang berkhasiat bagi kesehatan sebagai antioksidan,
antihipertensi, antikanker, antidepresi, antialergi, dan antiinflamasi (Herlina dan

Nuraeni, 2014).

Budidaya Ubi kayu sudah banyak dilakukan di Indonesia. Berdasarkan data pada
Pusat Data dan Sistem Informasi Pertanian Kementerian Pertanian (Saida, 2023),
produksi ubi kayu tahun 2022 sebesar 14.978.310 ton. Produksi ubi kayu di
Indonesia mengalami penurunan sejak tahun 2018 dari 16.119.020 ton
mengalami penurunan sebesar 1.140.710 ton di tahun 2022. Provinsi Lampung
merupakan provinsi penghasil produksi ubi kayu terbesar di Indonesia, pada

tahun 2022 produksinya sebesar 5.952.537 ton.



Ubi kayu di Indonesia mempunyai keragaman yang luas. Berdasarkan data
paspor plasma nutfah tanaman pangan yang dirilis oleh Balai Besar Penelitian
dan Pengembangan Bioteknologi dan Sumberdaya Genetik Pertanian, ubi kayu
mempunyai 600 aksesi yang dimiliki dalam Bank Gen Indonesia (Sutoro et al,
2010). Berdasarkan prosiding seminar nasional yang dikeluarkan oleh Komisi
Nasional Sumber Daya Genetik, ubi kayu klon Soponyono (SN) merupakan
salah satu dari 50 aksesi ubi kayu yang sedang dikembangkan (Hidayatun et al,
2021). Berdasarkan hasil pengukuran kadar pati ubi kayu oleh Bank Gen
Balitbangtan, ubi kayu klon SN mempunyai kandungan pati sebesar 31,4%
(Afza dan Dwiatmini, 2021).

Beberapa permasalahan yang menyebabkan turunnya produksi ubi kayu di
Indonesia meliputi ketahanan ubi kayu terhadap hama dan penyakit tanaman,
kadar pati yang rendah (Nintania et al., 2021), kadar protein yang rendah, dan
senyawa sianogenik pada beberapa varietas ubi kayu (Ariani ef al., 2017). Upaya
perbaikan kualitas dan kuantitas ubi kayu dapat dilakukan melalui transformasi
genetik dengan melakukan perakitan varietas unggul baru tanaman ubi kayu.
Keberhasilan penyisipan gen pada transformasi genetik tidak lepas dari upaya
dalam teknik kultur jaringan yang menyediakan sel target yang digunakan untuk

menyisipkan gen.

Kultur jaringan adalah salah satu teknik perbanyakan tanaman secara in vitro
melalui organ tanaman yang ditumbuhkan dalam suatu media pada keadaan
steril. Kultur jaringan bertujuan untuk mendapatkan tanaman dalam jumlah yang
besar dan dalam waktu yang singkat (Yuniardi, 2019). Pada kultur jaringan
terdapat dua sistem regenerasi yaitu dengan embriogenesis somatik dan

organogenesis.

Embriogenesis somatik merupakan proses pembentukan embrio dari sel atau
jaringan somatik tanaman yang akan berkembang menjadi individu baru
(Sualang et al., 2023). Embriogenesis somatik akan menghasilkan kalus yang

bersifat embriogenik. Kalus ini mengandung banyak sel yang bersifat



meristematik sehingga akan meningkatkan efisiensi dalam proses transformasi
genetik (Budaya ef al., 2022). Kalus embriogenik memiliki daya regenerasi yang
tinggi, sehingga kalus embriogenik berpotensi menjadi sel target pada
transformasi genetik (Koetle ef al, 2015). Embrio yang dihasilkan kemudian
akan mengalami pembelahan sel membentuk organ-organ tanaman seperti tunas,

daun, dan akar.

Induksi kalus untuk membentuk embrio membutuhkan zat pengatur tumbuh
(ZPT). Penambahan zat pengatur tumbuh yang tepat pada media akan sangat
menentukan keberhasilan pada regenerasi tanaman (Yelli e al., 2022). Auksin
dan sitokinin merupakan dua golongan ZPT yang sering digunakan dalam kultur
in vitro untuk induksi kalus (Wardani, 2020). Penggunaan ZPT auksin dapat
mempengaruhi pertumbuhan diferensiasi sel, pertambahan panjang batang, dan
percabangan akar. Beberapa ZPT dari golongan auksin yang sering digunakan

untuk menginduksi kalus yaitu picloram dan 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic

acid).

Picloram merupakan salah satu jenis auksin sintetik yang banyak digunakan
dalam kultur jaringan tanaman untuk menginduksi perkembangan kalus
embriogenik (Azizi et al., 2023). Penggunaan picloram dalam media induksi
kalus embriogenik terbukti paling efektif untuk menghasilkan kalus embriogenik
(Syombua et al., 2019). Auksin 2,4-D merupakan salah satu jenis auksin
endogen dalam sel yang bila ditambahkan dalam media kultur akan memicu
proses pertumbuhan dan perkembangan jaringan tanaman. Auksin 2,4-D juga
efektif untuk merangsang pembentukan kalus karena akan memacu proses
diferensiasi sel, organogenesis, serta menjaga pertumbuhan kalus (Sitinjak et al.,

2015).

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh beberapa konsentrasi
picloram dan 2,4-D untuk induksi kalus dan embriogenesis somatik
menggunakan daun muda ubi kayu klon SN sehingga dapat diperoleh protokol

yang tepat untuk embriogenesis somatik klon SN.



1.2 Rumusan masalah

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1) Bagaimana pengaruh beberapa konsentrasi picloram terhadap induksi kalus
primer dan embriogenesis somatik ubi kayu klon SN;

(2) Bagaimana pengaruh beberapa konsentrasi 2,4-D terhadap induksi kalus

primer dan embriogenesis somatik ubi kayu klon SN.

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1) Mengetahui pengaruh beberapa konsentrasi picloram terhadap induksi kalus
primer dan embriogenesis somatik ubi kayu klon SN;

(2) Mengetahui pengaruh beberapa konsentrasi 2,4-D terhadap induksi kalus

primer dan embriogenesis somatik ubi kayu klon SN.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini bermanfaat untuk menghasilkan protokol embriogenesis somatik
tanaman ubi kayu klon SN dengan menggunakan auksin picloram dan 2,4-D
sebagai zat penginduksi. Protokol ini dapat digunakan dalam perakitan varietas

unggul tanaman ubi kayu klon SN pada tahap transformasi genetik.

1.5 Kerangka Pemikiran

Ubi kayu (Manihot esculenta Crantz.) adalah salah satu bahan pangan alternatif
setelah padi dan jagung di Indonesia. Produksi ubi kayu di Indonesia mengalami
penurunan sejak tahun 2018. Salah satu penyebabnya adalah kualitas bibit yang
kurang baik (bukan varietas unggul). Salah satu upaya untuk mendapatkan
varietas unggul dan perbanyakan tanaman secara vegetatif adalah melalui

pemanfaatan teknologi kultur jaringan. Terdapat dua jalur regenerasi in vitro



yang dapat digunakan untuk perbanyakan tanaman yaitu embriogenesis somatik
dan organogenesis. Klon SN merupakan salah satu aksesi ubi kayu yang sedang
dikembangkan oleh pemerintah. Pada penelitian ini dilakukan upaya untuk
mendapatkan protokol yang tepat untuk menghasilkan embrio somatik ubi kayu
yang akan dimanfaatkan sebagai sel target untuk perakitan varietas unggul ubi

kayu klon SN melalui embriogenesis somatik.

Pada tanaman ubi kayu, embrio somatik dapat diinduksi dengan menambahkan
auksin tertentu pada media in vitro. Auksin picloram dan 2,4-D diketahui
merupakan jenis auksin yang paling sering digunakan sebagai media
penginduksi kalus. Proses induksi kalus akan menghasilkan kalus primer yang
akan berkembang menjadi embrio somatik. Embrio somatik merupakan hasil
embriogenesis somatik yang merupakan satu sel yang akan berkembang menjadi

menjadi tanaman baru. Bagan kerangka pemikiran disajikan pada Gambar 1.

Peningkatan kebutuhan bibit unggul tanaman ubi kayu

|

Perbanyakan bibit ubi kayu melalui kultur jaringan

!

Regenerasi tanaman secara in vitro

' }

Organogenesis Embriogenesis somatik

ZPT (Picloram dan 2,4-D 8,
12, 15 mg/l) + NAA 6 mg/l

Protokol embriogenesis somatik ubi kayu klon SN

A4

Ubi kayu klon SN

\ 4

Gambar 1. Bagan kerangka pemikiran.



1.6 Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1) Konsentrasi picloram 12 mg/l dapat memberikan respon terbaik untuk
menginduksi kalus primer serta pembentukan dan perkembangan embrio
somatik ubi kayu klon SN;

(2) Konsentrasi 2,4-D 8 mg/l dapat memberikan respon terbaik untuk
menginduksi kalus primer serta pembentukan dan perkembangan embrio

somatik ubi kayu klon SN.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Ubi Kayu

Ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) atau singkong adalah salah satu tanaman
yang banyak dibudidayakan di Indonesia sebagai bahan pangan. Tanaman ini
merupakan tanaman sumber karbohidrat dan sumber pati yang tinggi (Hasanah
et al.,2021). Ubi kayu dapat tumbuh hampir di seluruh daerah di Indonesia
(Nurdjanah et al., 2020). Klasifikasi tanaman ubi kayu berdasarkan Herbarium
Medanense (2016) berasal dari Kingdom Plantae, Divisi Spermatophyta,
Subdivisi Angiospermae, Kelas Dicotyledonae, Ordo Euphorbiales, Famili

Euphorbiaceae, Genus Manihot, spesies Manihot esculenta Crantz.

Ubi kayu merupakan bahan dasar utama dalam industri makanan yaitu
pembuatan tepung tapioka. Ubi kayu mempunyai kadar serat pangan yang
tinggi, kadar glikemik dalam darah yang rendah, dan kadar gizi mikro yang
tinggi yang mampu mencegah diabetes (Novaldi ef al., 2022). Kandungan yang
terdapat pada ubi kayu yaitu karbohidrat, protein, vitamin, fosfor, kalsium, dan
zat besi (Caniago et al., 2014). Selain itu, pati, air, amilosa, dan amilopektin juga

terkandung dalam ubi kayu (Nurdjanah et al., 2020).

Karakteristik morfologi dari tanaman ubi kayu berbeda tergantung pada varietas
dan genotipnya. Pada umumnya, ubi kayu memiliki ciri yaitu daun muda yang
dapat berwarna hijau muda dan merah keunguan, daun dewasa berwarna hijau
tua, umbinya berwarna putih atau kekuningan, batang berwarna hijau
kekuningan, abu-abu, ataupun coklat gelap (Nurdjanah et al., 2020). Jumlah

daun ubi kayu 3-7 helai berbentuk lanset dengan ujung daun meruncing. Bentuk



umbi tanaman ubi kayu beragam yaitu, lonjong, pendek, dan membulat. Batang
ubi kayu berbentuk bulat dengan diameter 2,5-4 cm, posisi duduk daun spiral
dengan rumus 2/5, bentuk tulang daun ubi kayu majemuk menjari (Restiani,
2014). Ruas batang pendek 4-6 cm, tangkai daun ubi kayu berwarna hijau,
kuning, atau merah, bunga ubi kayu berwarna hijau dengan ujung kemerahan,
mempunyai mahkota, kelopak bunga, putik, dan benang sari, serta dalam 1

karangan bunga yang dapat berjumlah 169 bunga (Caniago et al., 2014).

Tanaman ubi kayu mengalami proses pertumbuhan dan perkembangan sama
halnya dengan tanaman lain. Pertumbuhan pada tanaman berupa pertambahan
volume, massa, dan suhu yang tidak dapat berubah. Adapun perkembangan pada
tanaman berupa diferensiasi dan spesialisasi sel menuju tahap kedewasaaan
(Nasution, 2024). Pertumbuhan tanaman dapat dibedakan menjadi pertumbuhan
primer dan pertumbuhan sekunder. Pertumbuhan primer merupakan
pertumbuhan yang terjadi akibat pengaruh dari aktivitas meristem primer atau
disebut juga meristem apikal. Sedangkan, pertumbuhan sekunder terjadi akibat

pengaruh dari aktivitas meristem sekunder (Nasution, 2024).

Jaringan meristem merupakan jaringan yang meristematik yaitu sel-selnya masih
aktif membelah. Sel-sel pada jaringan meristem akan mengalami diferensiasi sel
yaitu perubahan sel meristematik menjadi sel yang mempunyai struktur dan
fungsi yang berbeda. Berdasarkan letaknya jaringan meristem terbagi menjadi 3
yaitu meristem apikal, meristem lateral, dan meristem interkalar. Meristem
apikal terbentuk dari sel-sel initial pada ujung batang dan ujung akar sehingga
meristem apikal terdapat pada bagian ujung akar dan ujung batang. Meristem
apikal mengakibatkan terjadinya perpanjangan pada ujung akar dan ujung
batang. Meristem lateral terbentuk dari sel-sel initial pada bagian tepi organ
tanaman (Muttaqin, 2023). Meristem lateral mengakibatkan penebalan dan
pelebaran pada diameter batang dan akar. Meristem interkalar (aksilar) terletak
di antara jaringan dewasa yang telah terdiferensiasi dan ruas-ruas batang.
Meristem interkalar mengakibatkan pertambahan panjang ruas (Ramdhini,

2021).



Tunas apikal terdiri dari meristem apikal. Pemangkasan bagian tunas apikal akan
menyebabkan hilangnya dominansi apikal serta menstimulasi pertumbuhan
tunas-tunas baru pada bagian aksilar batang. Dominansi apikal merupakan suatu
cara mengatur pertumbuhan dominansi ujung tanaman yang menekan
percabangan tanaman (Yolanda, 2021). Dominansi apikal terjadi karena adanya
aktivitas produksi auksin yang berlebihan pada bagian ujung tanaman
mengakibatkan tunas samping menjadi dorman. Auksin yang diproduksi oleh
tunas apikal berdifusi ke bagian bawah tanaman dan menghambat pertumbuhan
tunas lateral. Tunas apikal sensitif terhadap auksin sehingga sedikit konsentrasi
auksin sudah dapat memacu pertumbuhan tunas lateral. Sebaliknya, akibat
konsentrasi auksin yang tinggi menghambat pertumbuhan tunas lateral.
Pertumbuhan tunas-tunas yang berada pada bagian ketiak daun akan
menghasilkan percabangan baru membentuk titik tumbuh yang baru (Makmur,

2019).

2.2 Kultur Jaringan

Kultur jaringan merupakan suatu teknik menumbuhkan sel, jaringan, maupun
organ tanaman secara in vitro pada suatu media yang mengandung nutrisi dalam
kondisi aseptik hingga menjadi tanaman utuh (Dwiyani, 2015). Kultur jaringan
merupakan suatu teknik perbanyakan tanaman yang didasari oleh teori
totipotensi sel. Teori totipotensi sel menyatakan bahwa sel tanaman dapat
tumbuh dan berkembang menjadi tanaman utuh jika ditempatkan pada kondisi
yang sesuai (Hapsoro dan Yusnita, 2018). Tanaman yang dihasilkan melalui
kultur jaringan akan mempunyai sifat yang identik dengan induknya karena
tanaman yang dihasilkan berasal dari satu sel yang membelah dan tidak melalui

proses fertilisasi (Dwiyani, 2015).

Perbanyakan tanaman melalui teknik kultur jaringan mempunyai banyak
keuntungan seperti tidak memerlukan tempat yang luas, pelaksanaan produksi

bibit tidak tergantung musim, perbanyakan tanaman frue-fo-type dalam jumlah
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besar dengan waktu yang singkat, menghasilkan bibit sehat, dan sebagainya.
Teknik kultur jaringan sudah banyak digunakan dalam bidang pertanian seperti
untuk perbanyakan vegetatif tanaman secara cepat dalam skala besar, produksi
tanaman haploid, induksi pembungaan dan pembuahan, induksi mutasi maupun
keragaman somaklonal, produksi tanaman bebas penyakit, penyimpanan dan

konservasi plasma nutfah.

Teknik kultur jaringan memerlukan bahan tanam awal yang disebut eksplan.
Eksplan merupakan jaringan yang berpotensi untuk beregenerasi menjadi
tanaman dewasa. Eksplan yang akan dikulturkan dapat berupa kultur sel, kultur
protoplas, kultur meristem, kultur organ, kultur tunas, ataupun kultur jaringan
(Dwiyani, 2015). Selanjutnya, eksplan akan ditanam dalam media dan dikontrol
pencahayaan dan suhunya agar diarahkan sesuai untuk menunjang pertumbuhan
dan perkembangan tanaman (Hapsoro dan Yusnita, 2018). Eksplan yang ditanam
akan membentuk propagul berupa kalus, organ, ataupun embrio somatik. Kalus
yang terbentuk akan ditambahkan ZPT dari golongan auksin dan sitokinin untuk

mengarahkan pertumbuhan tanaman.

Terdapat tahapan-tahapan yang harus dikerjakan dalam kultur jaringan. Tahap
pertama yaitu isolasi bahan tanam dari tanaman induk. Tanaman yang pilih harus
tanaman yang sehat dan bebas dari hama penyakit. Tahap kedua adalah
Pembuatan kultur awal yang aseptik. Tahap ini dilakukan untuk mendapatkan
kultur aseptik dan bahan tanam yang siap untuk diperbanyak pada tahap
selanjutnya. Tahap ketiga yaitu perbanyakan propagul yang dilakukan dengan
melakukan subkultur ke media baru sehingga diperoleh tunas-tunas mikro dalam
jumlah banyak. Tahap keempat adalah pemanjangan dan pengakaran tunas yang
dilakukan dengan memindahkan tunas-tunas yang tumbuh ke media induksi akar
agar membentuk planlet. Tahap kelima yaitu aklimatisasi planlet dan
pemindahan tanaman ke lapang. Tahap ini dilakukan agar tanaman dalam kultur
in vitro dapat melakukan adaptasi ke lingkungan ex vitro (Hapsoro dan Yusnita,

2018).
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Kultur jaringan memungkinkan regenerasi tanaman secara efisien dan dalam
jumlah besar. Terdapat beberapa jalur regenerasi dalam kultur jaringan yaitu

axillary branching, organogenesis, dan embriogenesis somatik.

2.2.1 Axillary branching

Axillary branching atau perbanyakan tunas aksilar adalah metode regenerasi
tanaman melalui percabangan tunas aksilar. Tunas aksilar yang berada pada
ketiak daun tanaman diinduksi secara in vitro untuk tumbuh dan berkembang
menghasilkan tunas-tunas baru yang menciptakan efek multiplikasi. Pada
prosesnya eksplan dipacu untuk menghasilkan propagul klon dalam jumlah besar

(Maulida, 2016).

2.2.2 Organogenesis

Organogenesis merupakan proses pembentukan tunas adventif secara in vitro
dari eksplan yang tidak memiliki mata tunas seperti potongan daun, potongan
akar, dan potongan batang antarbuku. Jaringan tanaman yang dikulturkan secara
in vitro akan membentuk berbagai macam primordia dan dalam proses
perkembangannya akan berujung pada diferensiasi. Proses diferensiasi yang
struktur terbentuknya adalah organ disebut organogenesis, sedangkan bila
struktur yang terbentuk adalah embrio maka prosesnya disebut embriogenesis

(Hapsoro dan Yusnita, 2018).

2.2.3 Embriogenesis Somatik

Embriogenensis somatik adalah suatu proses pembentukan embrio secara de
novo (terbentuk baru) dari jaringan eksplan yang tidak bermeristem (Hapsoro
dan Yusnita, 2018). Embriogenesis somatik merupakan proses pembentukan
embrio dari sel vegetatif atau sel somatik tanpa adanya fertilisasi. Embrio
merupakan struktur awal tanaman yang memiliki banyak sel dan sudah
mempunyai bakal akar dan bakal tajuk (Hapsoro dan Yusnita, 2018). Embrio

yang terbentuk akan membelah sehingga mempunyai struktur bipolar (akar dan
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tunas). Embriogenesis somatik terbagi menjadi dua, yaitu embriogenesis somatik
secara langsung dan tidak langsung (Habibah et al., 2021). Perbedaan antara
embriogenesis somatik secara langsung maupun tidak langsung terdapat pada
proses pembentukan kalus sebelum membentuk embrio. Embriogenesis somatik
secara langsung yaitu pembentukan embrio secara langsung dari permukaan
jaringan eksplan tanpa didahului pembentukan kalus, sedangkan embriogenesis
somatik secara tidak langsung yaitu pembentukan embrio yang didahului dengan

terbentuknya kalus pada permukaan eksplan (Hapsoro dan Yusnita, 2018).

Sel pada proses embriogenesis somatik akan membelah lalu mengalami
diferensiasi membentuk embrio. Diferensiasi sel yaitu proses berubahnya sel-sel
menjadi sekumpulan sel yang memiliki karakteristik baru (Hapsoro dan Yusnita,
2018). Perbanyakan embriogenesis somatik melalui beberapa tahapan yaitu
induksi kalus primer, induksi kalus embriogenik, regenerasi atau pembentukan
embrio, dan regenerasi tanaman dari embrio (Hapsoro dan Yusnita, 2018).
Embriogenesis somatik terbentuk dari sel-sel yang berkembang memasuki fase
globular, fase hati, fase torpedo, dan kotiledon. Sel-sel yang berkembang pada
fase globular akan berbentuk bulat, pada fase hati akan berbentuk hati, pada fase
torpedo akan berbentuk torpedo, dan pada fase kotiledon akan muncul struktur
berbentuk kotiledon (Hapsoro dan Yusnita, 2018). Pada fase torpedo akan
terdeteksi meristem ujung batang dan meristem ujung akar yang akan

berkembang menjadi tunas dan akar (Dwiyani, 2015).

Embrio yang telah terbentuk selanjutnya akan mengalami maturasi. Kalus
embriogenik mempunyai ciri-ciri yaitu mempunyai tekstur yang remah, noduler,
dan warnanya putih atau kekuningan (Budaya et al., 2022). Kelebihan kalus
yang bersifat embriogenik adalah mengandung banyak sel yang bersifat
meristematik sehingga akan meningkatkan efisiensi dalam proses transformasi.
Selain itu, kalus yang embriogenik juga mempunyai kondisi genetik yang
seragam sehingga akan mudah berproliferasi. Kalus yang embriogenik banyak
dimanfaatkan untuk menghasilkan embrio sekunder yang dapat dimanfaatkan

sebagai target transformasi (Budaya et al., 2022).
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2.3 Media Kultur dan Zat Pengatur Tumbuh

Perbanyakan tanaman melalui teknik kultur jaringan pada umumnya
menggunakan media dasar Murashige dan Skoog (MS). Secara umum, media
kultur jaringan mengandung komponen seperti air, hara mineral makro (N, P, K,
Ca, Mg, dan S), hara mineral mikro (Cu, Co, Mo, Fe, Mn, Zn, dan B), gula,
vitamin, ZPT, dan pemadat media (agar-agar). Zat pengatur tumbuh (ZPT)
merupakan senyawa non hara yang dalam konsentrasi rendah akan
mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Kegunaan ZPT yang
ditambahkan dalam media kultur adalah untuk mendorong atau menghambat
pertumbuhan serta menentukan arah perkembangan tanaman (Hapsoro dan

Yusnita, 2018).

Terdapat dua golongan ZPT yang sering digunakan dalam media kultur yaitu
sitokinin dan auksin. Sitokinin merupakan ZPT yang berfungsi merangsang
pembelahan sel, pembentukan tunas, pembentukan klorofil, menghambat
pembentukan akar, serta meningkatkan aktivitas sink. Beberapa jenis sitokinin
yaitu benziladenin, thidiazuron, kinetin, dan sebagainya. Auksin merupakan ZPT
yang berpengaruh terhadap fisiologis tanaman seperti menyebabkan pembesaran
sel, pertumbuhan akar, absisi, penghambatan mata tunas lateral, dan aktivitas
pada kambium (Khairuna, 2019). Picloram merupakan salah satu jenis auksin
yang banyak digunakan karena dapat menginduksi kalus dengan lebih cepat
dibandingkan jenis auksin lain (Rahman et al, 2025). Auksin 2,4-
Dichloropenoxyacetic Acid (2,4-D) juga merupakan salah satu jenis auksin yang
banyak digunakan untuk menginduksi kalus. Auksin ini efektif dalam
merangsang pertumbuhan kalus akibat aktivitasnya yang kuat dalam memacu
proses diferensiasi sel, organogenesis, serta dapat menjaga pertumbuhan kalus

(Sitinjak et al., 2015).

Picloram adalah peniru auksin atau auksin sintetis, memiliki cara kerja

mengasamkan dan melonggarkan dinding sel dan memungkinkan pemanjangan
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sel. Konsentrasi rendah picloram dapat merangsang sintesis DNA, RNA, dan
protein yang menyebabkan pembelahan dan pertumbuhan. Picloram dapat
berperan sebagai herbisida dalam konsentrasi tinggi menyebabkan kerusakan
jaringan akibat pertumbuhan tanaman yang tidak terkendali kemudian
menghambat pembelahan serta pertumbuhan sel (Tu et al., 2001). Membran sel
tumbuhan memiliki selektivitas yang baik dan memainkan peran penting dalam
menjaga lingkungan mikro seluler dan metabolisme normal tumbuhan. Picloram
dapat menyebabkan tekanan dan stress pada tumbuhan dalam dosis tinggi (Liu et
al., 2014). Tumbuhan yang mengalami stress, membran selnya akan rusak yang
menyebabkan metabolisme sel terganggu, permeabilitas membran sel
meningkat, kebocoran elektrolit, dan konduktivitasnya meningkat (Tang et al.,

2008).

Hormon auksin bekerja dengan cara mempengaruhi pemanjangan sel-sel
tanaman dengan menginisiasi pemanjangan sel melalui pelenturan dinding sel.
Auksin memacu protein tertentu yang berada dalam membran plasma sel untuk
memompa ion H" ke dinding sel. Ion H" selanjutnya mengaktifkan enzim
tertentu sehingga sel tumbuhan memanjang akibat air yang masuk secara
osmosis (Putra, 2015). Jenis auksin 1-Naphtaleneacetic acid (NAA) dapat
menginiasi pembentukan akar karena dapat meningkatkan plastisitas dinding sel
dalam dosis rendah (Putra, 2015). NAA dalam konsentrasi tinggi dapat bersifat
toksik dan proses pembelahan sel akan terganggu. Auksin dapat merangsang
produksi etilen dan bila berlebihan akan membuat daun gugur, menghambat
pertumbuhan, dan tanaman akan mati (Witham, 2002). Selain itu, jumlah
nitrogen yang melimpah dalam media kurang baik karena asam amino yang

terbentuk dapat menghambat pertumbuhan akar (Putra, 2015).

Auksin 2,4-D memiliki mekanisme kerja yang sama dengan jenis auksin lainnya
yaitu melepaskan ikatan hidrogen yang terdapat dalam dinding sel menyebabkan
pelonggaran dinding sel (Damanik ef al., 2015). Mekanisme pelonggaran ini
dipengaruhi oleh proses pengaktifan gen yang terlibat dalam sintesis protein

yang diatur oleh gen operator, gen struktural, dan gen pengatur. Kombinasi
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antara gen struktural dengan gen operator disebut operon. Gen pengatur
memiliki peran membentuk protein pengatur yang disebut reseptor. Reseptor
bekerja dalam menjaga operon dalam keadaan tertutup, dan keadaan ini
menandakan operon tidak aktif. Saat auksin 2,4-D bergabung dengan operon
yang tidak aktif, reseptor akan dinonaktifkan sehingga operon akan aktif.
Operon yang aktif menandakan transkripsi mRNA dapat terjadi lalu akan
mengarahkan transisi protein enzim ATP-ase. Pemberian auksin akan
meningkatkan sintesis enzim ini menghasilkan H" yang akan dipompa keluar
dan menyebabkan lingkungan menjadi asam. Pada kondisi asam, enzim-enzim
yang dapat memotong ikatan dinding sel akan aktif dan menyebabkan
pelonggaran dinding sel sehingga air dapat masuk dan tekanan turgor naik.
Tekanan turgor yang naik menyebabkan sel mengembang sehingga jumlah sel

akan bertambah (Taiz dan Zeiger, 1998).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Agustus 2023 sampai Maret 2024. Lokasi
penelitian yaitu di Laboratorium Lapangan Terpadu (LTPD) dan Laboratorium

Ilmu Tanaman Fakultas Pertanian Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu Laminar Air Flow Cabinet
(LAFC), scalpel, blade, gelas beaker, magnetic stirrer, box container, show
case, sprayer, petridish, autoklaf buddenberg, autoklaf tomy, destilator, rak
kultur, botol kultur steril, mikroskop binokuler, botol schott, komputer,
timbangan digital, timbangan analitik, karet, plastik, pinset, gelas ukur,
erlenmeyer, kereta dorong, keranjang, pH meter, ubin, /ot plate, lap kain,
mangkok mini, pipet tetes, plastik wrapping, tabung gas, kompor, panci, korek
api, bak air, mikro pipet, lampu, air conditioner, spatula, kamera, bunsen, alat

tulis (pena, pensil, buku, penggaris), dan derigen.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu ZPT (Picloram,
Napthalene acetic acid (NAA), dan 2,4-Dichloropenoxyacetic acid (2,4-D),
gelrite, CuSOs, tisu, kapas, aquades, spirtus, detergen, agar-agar, air, bayclin
(NaOCl), alkohol 70%, sabun cuci piring (sunlight), larutan tweens-20, sukrosa,
KOH 1 N, HCI 1 N, dan air steril. Eksplan berupa daun muda yang berada pada
3 buku teratas dari ubi kayu klon SN. Media yang digunakan yaitu media dasar
Murashige dan Skoog (MS).
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3.3 Sterilisasi Alat

Sterilisasi alat terbagi menjadi sterilisasi botol dan sterilisasi alat diseksi.
Sterilisasi botol dilakukan dengan dua tahap. Tahapan pertama adalah sterilisasi
dengan memasukkan botol kotor ke dalam autoklaf selama 30 menit di suhu
121°C pada tekanan 1 atm. Botol yang masih terdapat media yang
terkontaminasi, sisa media dikeluarkan dari botol lalu dicuci dengan larutan
detergen 200 g/1. Botol yang telah dicuci bersih dari sisa media kemudian
direndam dalam larutan deterjen 200 g/l dengan ditambahkan cairan pemutih

sebanyak 250 ml.

Botol yang telah direndam semalaman kemudian dicuci dengan cara menggosok
bagian dalam dan luar botol dengan menggunakan detergen. Setelah itu, dibilas
dengan air mengalir hingga residu busanya hilang. Botol yang telah dibilas
kemudian direndam dalam air panas selama 10-15 menit lalu ditiriskan dengan
alas kertas dengan posisi mulut botol menghadap ke bawah. Selanjutnya botol
ditutup dengan menggunakan plastik berukuran 12 x 12 cm, lalu leher botol
diikat menggunakan karet. Sterilisasi tahap kedua yaitu dengan memasukkan
botol yang sudah ditutup plastik ke dalam autoklaf selama 30 menit di suhu
121°C pada tekanan 1 atm. Setelah itu, botol dapat disimpan.

Sterilisasi alat diseksi dilakukan dengan cara membungkus alat-alat diseksi
dengan menggunakan kertas lalu dilapisi plastik dan bagian ujung-ujungnya
diikat dengan karet. Alat lainnya seperti gelas ukur dan Erlenmeyer dibungkus
dengan plastik bagian lehernya dan diikat dengan karet, kapas dimasukkan ke
dalam botol steril kemudian ditutup, dan botol schott ditutup tidak terlalu rapat.
Alat-alat tersebut selanjutnya dimasukkan ke dalam autoklaf selama 30 menit di
suhu 121°C pada tekanan 1 atm. Setelah itu, alat dikeluarkan dan diletakkan

diruang transfer.
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3.4 Persiapan Eksplan

Eksplan yang digunakan berupa eksplan daun muda ubi kayu yang sudah steril
pada media in vitro. Tanaman sumber eksplan berasal dari stek ubi kayu klon SN
yang ditanam dalam polybag dirumah kaca Laboratorium Lapangan Terpadu,
Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Pada saat umur tanaman 2-3 minggu
setelah tanam, tunas yang tumbuh diambil pada bagian 3 buku teratas untuk
sterilisasi. Tunas yang telah disterilisasi kemudian ditanam pada media pre-
kondisi. Daun pucuk yang tumbuh dari tunas yang telah steril digunakan sebagai

eksplan untuk ditanam pada media perlakuan.

3.5 Pembuatan Media

Media dasar yang digunakan dalam penelitian ini adalah media Murashige dan
Skoog (MS) (1962) yang mempunyai kandungan garam-garam mineral. Media
pre-kondisi yang digunakan yaitu media 1/2 MS untuk menumbuhkan tunas stek
batang ubi kayu agar menghasilkan tunas steril. Media 1/2 MS dibuat dengan
mengambil 1/2 kebutuhan stok makro pada komposisi media MS, yaitu dari
kebutuhan 100 ml dari stok diambil 50 ml untuk 1/2 MS. Pembuatan larutan stok
picloram dan 2,4-D 1000 ppm dilakukan dengan menimbang picloram dan 2,4-D
sebanyak 0,1 gram lalu dilarutkan dengan larutan KOH 1 N sebanyak 2-3 ml
dalam gelas beaker. Selanjutnya, tambahkan aquades sedikit demi sedikit lalu
diaduk hingga warna menjadi jernih dan tidak ada endapan. Setelah itu, larutan

ditera hingga mencapai volume akhir 100 ml.

Semua komponen media MS dan sukrosa 40 g/ selain agar-agar, dimasukkan ke
dalam beaker glass berisi aquades + 300 ml dan dihomogenkan menggunakan
magnetic stirrer. Setelah itu, ditera menggunakan gelas ukur dengan
menambahkan aquades sampai batas 1000 ml. Larutan kemudian dihomogenkan
kembali dan diatur pH hingga 5,8. Setelah itu, larutan media dimasak dengan

menambahkan agar-agar dan diaduk agar tidak menggumpal sampai larutan
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mendidih. Media dimasukan ke dalam botol kultur steril dengan setiap botol

berisi &+ 25 ml dan ditutup kembali menggunakan plastik.

Pembuatan media perlakuan untuk induksi kalus primer dilakukan dengan cara
menambahkan NAA 6 mg/l, CuSO4 4 pl, dan masing-masing konsentrasi
picloram dan 2,4-D pada media MS untuk tiap perlakuan. Pembuatan media
untuk induksi embrio somatik dan maturasi menggunakan konsentrasi yang lebih
rendah dengan cara pada media MS ditambahkan NAA 0,5 mg/l, CuSO4 4 pul,
dan 2 mg/1 picloram atau 2 mg/l 2,4-D untuk tiap perlakuan picloram atau 2,4-D.
Komposisi media Murashige dan Skoog (MS) (1962) disajikan pada Tabel 1.

3.6 Sterilisasi Media

Media yang telah disiapkan sebelumnya, perlu sterilisasi untuk menghindari dari
terjadinya kontaminasi. Sterilisasi media dilakukan dengan cara menuang media
ke dalam masing-masing botol kultur. Setelah itu, diautoklaf selama 15 menit
dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm. Selanjutnya, media dikeluarkan dan

didinginkan, selanjutnya disimpan dalam ruang kultur.

3.7 Sterilisasi Sumber Eksplan

Sterilisasi eksplan berupa tunas samping bertujuan untuk menghilangkan segala
mikroorganisme jamur maupun bakteri yang dapat menyebabkan kontaminasi.
Sterilisasi dilakukan dengan dua tahap. Tahap pertama adalah sterilisasi di luar
laminar air flow cabinet (LAFC) yang dilakukan dengan pengambilan tunas
samping ubi kayu yang diambil di rumah kaca, diambil tiga buku teratas,
dipotong, dan dibuang daunnya. Tunas kemudian dibersihkan di bawah air
mengalir sebanyak dua kali pencucian. Tunas lalu dipotong dengan panjang + 5
cm dan dimasukan ke dalam beaker glass yang berisi larutan detergen sebanyak
5 g/l. Larutan yang berisi tunas dikocok sampai seluruh permukaan tunas terkena
larutan detergen (15 menit). Selanjutnya, tunas dibilas dengan air sebanyak tiga

kali dan dimasukan ke dalam botol steril.
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Sterilisasi tahap kedua dilanjutkan dengan sterilisasi dalam LAFC. Tunas ubi
kayu yang telah dimasukan ke dalam botol kultur steril, dipindahkan ke dalam
LAFC. Tunas ubi kayu diberi larutan clorox 20% (20 ml NaOCL + 80 ml air
steril) + tween-20 sebanyak 0,1 ml /100 ml larutan lalu dikocok selama 15
menit. Selanjutnya, ekplan dibilas menggunakan air steril sebanyak tiga kali.
Tunas yang telah dibilas, selanjutnya dikocok kembali selama satu menit dengan
larutan alkohol 70% (70 ml alkohol + 30 ml air steril) lalu dibilas menggunakan

air steril sebanyak 3 kali.

3.8 Rancangan Percobaan

Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL). Perlakuan disusun
secara tunggal (satu faktor) yaitu penambahan jenis dan konsentrasi zat pengatur
tumbuh (ZPT) auksin. Zat pengatur tumbuh auksin yang digunakan yaitu
Picloram (8 mg/l, 12 mg/l, dan 15 mg/l), 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (8
mg/l, 12 mg/l, dan 15 mg/l. Terdapat 7 jenis perlakuan dengan setiap perlakuan
diulang sebanyak 4 kali dan setiap ulangan terdiri dari 3 botol serta setiap botol
diisi dengan 3 eksplan. Total eksplan yang digunakan adalah 252 dalam 28
satuan percobaan. Data yang diperoleh diuji homogenitasnya menggunakan uji
Bartlett dan aditivitas diiuji dengan uji tukey. Selanjutnya, data dianalisis dan
diolah menggunakan ANOVA (analysis of variance) pada taraf 5% dan
dilanjutkan dengan uji BNT 5%.

Tujuh kombinasi perlakuan yang digunakan adalah sebagai berikut:
(1) MS + NAA 6 mg/l (kontrol)

(2) MS +NAA 6 mg/l + Picloram 8 mg/l

(3) MS +NAA 6 mg/l + Picloram 12 mg/I

(4) MS + NAA 6 mg/l + Picloram 15 mg/l

(5) MS+NAA 6 mg/l +2,4-D 8 mg/l

(6) MS +NAA 6 mg/l+24-D 12 mg/l

(7) MS +NAA 6 mg/l +2,4-D 15 mg/l



Tabel 1. Komposisi Media Murashige dan Skoog (1962)
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Konsentrasi  Konsentrasi ~ Vol. larutan
Komponen media media MS larutan stok  stok per liter
(mg/1) (mg/1) media (ml)
Stok Makro (10x)
NHsNOs3 1650 16500
KNO3 1900 19000 100
MgS04.7H20 370 3700
KH2PO4 170 1700
Stok CaClz (100x)
CaCL.2H;O 440 44000 10
Stok Mikro a (100x)
H3BO3 6,2 620
MnS04.H20 16,9 1690 10
ZnS04.7H20 8,6 860
Stok Mikro b (1000x)
KI 0,83 830
Na: MoOs4 .7H2 O 0,25 250 1
CuSO0s4 .5H2 O 0,025 25
CoCl: .6H> O 0,025 25
Stok Fe (100x)
FeSO.4.7H> O 27,8 2780 10
Na: EDTA 37,3 3730
Stok Vitamin (100x)
Tiamin-HCl 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
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3.9 Pelaksanaan Penelitian

Pelaksanaan penelitian ini terdiri atas beberapa tahapan yaitu persiapan ekplan
pada media pre-kondisi, induksi kalus primer, induksi embrio somatik dan

maturasi, dan pengamatan.

3.9.1 Persiapan eksplan pada media pre-kondisi

Eksplan berupa tunas samping yang telah disterilisasi selanjutnya ditanam pada
media pre-kondisi berupa media 1/2 MS. Eksplan dipotong sepanjang 1-2 cm
lalu ditanam secara tegak lurus dengan bagian mata tunas menghadap ke atas.
Satu botol media berisi 3 ekplan. Eksplan yang telah ditanam kemudian

diinkubasi di dalam ruang kultur bersuhu 23+ 2°C dengan kondisi cahaya terang.

3.9.2 Induksi Kalus Primer

Tunas steril yang telah tumbuh pada media pre-kondisi diambil daun mudanya
sebagai eksplan untuk induksi kalus primer. Eksplan daun dipotong berukuran
+2x5 mm? lalu ditanam pada media induksi kalus primer. Setiap botol kultur
ditanami tiga eksplan daun dan diletakkan dengan posisi bagian bawah daun
menyentuh media. Induksi kalus dilakukan diruang kultur pada kondisi gelap
dengan suhu 25 £2 °C selama 3 minggu. Setelah itu, eksplan disubkultur pada

media dengan komposisi yang sama dan diinkubasi kembali selama 3 minggu.

3.9.3 Induksi Embrio Somatik dan Maturasi

Setelah 6 minggu pada media induksi kalus primer, kalus yang bersifat
embriogenik dipindahkan pada media induksi embrio somatik dan maturasi yaitu
terdiri atas media dasar MS yang ditambahkan masing-masing jenis auksin
dengan konsentrasi yang lebih rendah. Konsentrasi jenis auksin pada media ini
yaitu Picloram 2 mg/] atau 2,4-D 2 mg/l. Kalus ditimbang lalu disubkultur

dengan satu botol berisi 3 kalus. Kalus kemudian diinduksi kembali dalam ruang
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kultur dalam kondisi gelap dengan suhu 25 £2 °C. Embrio yang terbentuk
selanjutnya dilakukan pengamatan terhadap fase-fase pertumbuhan embrio mulai

dari fase globular, hati, torpedo, dan kotiledon.

3.9.4 Variabel Pengamatan

Variabel pengamatan dalam penelitian ini dibedakan menjadi dua yaitu
pengamatan visual dan pengamatan kuantitatif. Pengamatan visual berupa
visualisasi perkembangan kalus primer dan embrio somatik. Pengamatan
kuantitatif berupa waktu muncul kalus primer, skoring pembentukan kalus per
eksplan 2 dan 3 minggu setelah induksi (msi), bobot kalus primer 3 msi,
persentase eksplan berkalus 3 msi, persentase kalus berembrio, dan jumlah

embrio.

3.9.4.1 Pengamatan Visual

Pengamatan visual dilakukan dengan mengamati perkembangan eksplan,
struktur kalus, warna kalus, dan visualisasi embrio somatik. Pengamatan visual
berupa perkembangan eksplan, struktur kalus, dan warna kalus dilakukan setiap
dua hari sekali selama 3 msi. Visualisasi embrio somatik dilakukan pada 8 msi
untuk mengetahui warna dan fase-fase perkembangan embrio somatik tanaman
ubi kayu mulai dari globular, hati, torpedo, dan kotiledon. Pengamatan ini

dilakukan dengan menggunakan mikroskop stereo.

3.9.4.2 Waktu Muncul Kalus Primer

Pengamatan waktu muncul kalus primer dilakukan sejak eksplan ditanam dan
dilakukan setiap dua hari sekali. Inisiasi pembentukan kalus primer dapat
ditandai dengan bagian eksplan yang mengkerut, membesar, dan berwarna putih

kekuningan.
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3.9.4.3 Skoring Pembentukan Kalus Per Eksplan 2 dan 3 Minggu Setelah
Induksi

Skoring dilakukan dengan cara mengamati pertumbuhan kalus per eksplan yang
dilakukan setiap minggu. Pembentukan kalus pada eksplan dikelompokkan
berdasarkan skor yang dapat dilihat pada Tabel 2 dan Gambar 2.

Tabel 2. Skoring Pembentukan Kalus Primer Per Eksplan

Skor Pembentukan kalus primer pada eksplan (%)

Kalus belum terbentuk
Terbentuk hingga 25% pada luas permukaan eksplan
Terbentuk >25% hingga 50% pada luas permukaan eksplan

Terbentuk >50% hingga 75% pada luas permukaan eksplan
Terbentuk >75% pada luas permukaan eksplan

WD = O

Gambar 2. Keragaan pembentukan kalus per eksplan berdasarkan nilai skor: (a)
skor 0, (b) skor 1, (¢) skor 2, (d) skor 3, (e) skor 4 (Agustin, 2022).

3.9.4.4 Bobot Segar Kalus Primer 3 Minggu Setelah Induksi (msi)

Bobot segar kalus ditimbang setelah eksplan 3 minggu diinduksi pada media
induksi kalus primer. Kalus ditimbang secara steril di LAFC lalu disubkultur

pada media yang sama selama 3 minggu.
3.9.4.5 Persentase Eksplan Berkalus 3 Minggu Setelah Induksi (msi)
Persentase eksplan berkalus diamati dengan menghitung jumlah eksplan yang

berkalus saat 3 msi. Rumus perhitungan persentase eksplan berkalus adalah

sebagai berikut:
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Jumlah eksplan berkalus

Persentase eksplan berkalus =
erse se eksp be us Jumlah seluruh eksplan

3.9.4.6 Persentase Kalus Berembrio

Persentase kalus berembrio dilakukan dengan menghitung jumlah kalus yang
membentuk embrio pada 3 msi dari setiap perlakuan. Persentase kalus berembrio

dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut:

Jumlah kalus berembrio

Persentase kalus berembrio = - -
Jumlah kalus embriogenik

3.9.4.7 Jumlah Embrio

Jumlah embrio dihitung setelah 3 minggu kalus dipindah ke media induksi
embrio somatik. Perhitungan dilakukan dengan menghitung embrio yang
tumbuh menggunakan mikroskop stereo. Embrio dipindahkan ke dalam cawan
petri untuk diamati jumlah embrio dan fase-fase terbentuknya embrio somatik.
Perhitungan jumlah embrio dilakukan untuk mengetahui berapa banyak embrio

yang terbentuk dari kalus yang telah diinduksi pada media embrio somatik.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Simpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1) Picloram berpengaruh dalam pertumbuhan kalus primer dan embrio somatik
ubi kayu klon SN. Waktu muncul kalus yang diinduksi dengan picloram
yaitu berkisar antara 10-11 hari setelah induksi. Skoring pembentukan kalus
pereksplan 3 msi pada picloram 12 mg/I sebesar 2,94 (25-50% kalus
menutupi eksplan) dengan persentase eksplan berkalus 92+1,1% dan
menghasilkan embrio sebanyak 8 embrio dengan persentase kalus berembrio
17%:;

(2) Auksin 2,4-D berpengaruh terhadap pertumbuhan kalus primer dan embrio
somatik ubi kayu klon SN. Eksplan yang diinduksi pada 2,4-D 8 mg/1
menginduksi kalus lebih awal yaitu pada 9,79 hari setelah induksi. Skoring
pembentukan kalus pereksplan 3 msi pada 2,4-D 8 mg/l sebesar 2,87 (25-
50% kalus menutupi eksplan), persentase eksplan berkalus sebesar
92+1,1%, persentase eksplan berembrio sebesar 44% dengan jumlah embrio

per eksplan sebesar 8,75 embrio.

5.2 Saran

Jumlah embrio yang dihasilkan pada penelitian ini masih cukup rendah, oleh
karena itu disarankan untuk menggunakan konsentrasi auksin 2,4-D yang lebih
rendah dari 8 mg/l untuk induksi embrio maupun dikombinasikan dengan

sitokinin.
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