PENGGUNAAN DUA JENIS EKSPLAN DAN BEBERAPA MEDIA
INDUKSI PADA EMBRIOGENESIS SOMATIK UBI KAYU
(Manihot esculenta Crantz) VARIETAS VAMAS-1

Skripsi

Oleh

Dini Nur Safitri
2114121009

FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2025



ABSTRAK

PENGGUNAAN DUA JENIS EKSPLAN DAN BEBERAPA MEDIA
INDUKSI PADA EMBRIOGENESIS SOMATIK UBI KAYU
(Manihot esculenta Crantz) VARIETAS VAMAS-1

Oleh

DINI NUR SAFITRI

Embriogenesis somatik merupakan salah satu teknik regenerasi in vitro untuk
perbanyakan tanaman. Penelitian ini bertujuan menganalisis pengaruh jenis
eksplan, media induksi kalus, serta interaksi keduanya terhadap pembentukan
kalus primer dan embrio somatik pada Ubi Kayu Varietas Vamas-1. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial 2 x 5 dengan 10
kombinasi perlakuan yang diulang sebanyak 4 kali, sehingga jumlah satuan
percobaan adalah 40. Faktor pertama adalah jenis eksplan, yaitu daun pucuk (E1)
dan internode (E2). Faktor kedua adalah jenis media induksi, meliputi MS + NAA
6 mg/L (MO0), MS + picloram 8 mg/L + NAA 6 mg/L (M1), MS + picloram 8
mg/L + NAA 0 mg/L (M2), MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 6 mg/L (M3), dan MS +
2,4-D 8 mg/L + NAA 0 mg/L (M4). Hasil penelitian menunjukkan bahwa waktu
muncul kalus tercepat diperoleh pada eksplan internode dengan media MO yaitu
8,17 £ 0,14 hari setelah induksi. Penggunaan ekpslan daun pucuk dengan media
M2 menghasilkan bobot kalus tertinggi yaitu 0,17 £ 0,02 g. Persentase kalus
tertinggi (50%) dan rata-rata jumlah embrio 16,61 + 7,76 diperoleh dari eksplan
daun pucuk dengan media M1. Seluruh perlakuan menghasilkan persentase
eksplan berkalus sebesar 100%. Secara keseluruhan, interaksi eksplan daun pucuk
dan media M1 menghasilkan embrio somatik yang lebih baik dibandingkan
perlakuan lainnya.

Kata Kunci: Eksplan, Embrio Somatik, Media Induksi, Ubi Kayu, dan Vamas-1.



ABSTRACT

THE USE OF TWO TYPE OF EXPLANTS AND SEVERAL INDUCTION
MEDIA IN SOMATIC EMBRYOGENESIS OF CASSAVA (Manihot
esculenta Crantz) VARIETY VAMAS-1

By

DINI NUR SAFITRI

Somatic embryogenesis is one of the in vitro regeneration techniques used for
plant propagation. This study aimed to analyze the effects of explant type, callus
induction medium, and their interaction on primary callus formation and somatic
embryo development in Cassava Variety Vamas-1. This study uses a Completely
Randomized Design (CRD) factorial 2 x 5 with 10 treatment combinations, each
repeated 4 times, resulting in a total of 40 experimental units. The first factor was
the type of explant, consisting of shoot leaves (E1) and internodes (E2). The
second factor was the type of induction medium, including MS + 6 mg/L NAA
(M0), MS + 8 mg/L picloram + 6 mg/L NAA (M1), MS + 8 mg/L picloram + 0
mg/L NAA (M2), MS + 8 mg/L 2,4-D + 6 mg/L NAA (M3), and MS + 8 mg/L 2,4-
D + 0 mg/L NAA (M4). The results showed that the fastest callus emergence
occurred on internode explants with medium MO at 8.17 * 0.14 days after
induction. The use of shoot leaf explants with medium M2 produced the highest
callus weight of 0.17 £ 0.02 g. The highest callus percentage (50%) and the
average number of embryos (16.61 £ 7.76) were obtained from shoot leaf explants
cultured on medium M1. All treatments resulted in 100% callus formation in
explants. Overall, the interaction between shoot leaf explants and medium M1
produced better somatic embryos compared to other treatments.

Keywords: Explant, Somatic Embryo, Induction Media, Cassava, and Vamas-1.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) merupakan tanaman pokok selain padi dan
jagung. Tanaman ini dapat tumbuh hampir di seluruh Indonesia (Nurdjanah et al.,
2020). Manfaat ubi kayu selain sebagai salah satu tanaman pokok yaitu sebagai
bahan pangan, pakan ternak, serat, bioetanol, obat-obatan, dan lain-lain (Hapijah
et al., 2020). Manfaat ubi kayu tersebut tidak terlepas dari beberapa kandungan
gizi yang terdapat di dalamnya. Menurut Hasan dan Taufiq (2022), ubi kayu
mengandung sekitar 161 kalori, 60% air, 25% hingga 35% pati, protein, kalsium,
fosfat, mineral, dan serat. Kandungan yang melimpah tersebut dari ubi

kayu digunakan sebagai bahan pangan, bahan baku industri, dan bahan ternak.

Indonesia menempati peringkat keempat sebagai produsen ubi kayu terbesar di
dunia setelah Nigeria, Thailand, dan Brazil. Beberapa daerah utama penghasil ubi
kayu di Indonesia meliputi Jawa Tengah, Jawa Timur, Bangka Belitung, Jawa
Barat, dan Lampung. Berdasarkan data Kementerian Pertanian (2023), pada 2023
produksi ubi kayu di Indonesia mencapai 16,7 juta ton dengan luas lahan 618,27
ribu hektar. Produksi ini mengalami peningkatan dibandingkan dengan 2022 di
mana produksi ubi kayu sebesar 14,95 juta ton dengan luas lahan 549,25 ribu
hektar. Lampung menjadi produsen ubi kayu terbesar di Indonesia pada 2018.
Pada 2022, produksi ubi kayu di Lampung mencapai 5,95 jt/th atau 39,74% dari

total produksi ubi kayu Indonesia.



Permasalahan utama dalam budidaya ubi kayu di Indonesia adalah keterbatasan
ketersediaan klon ubi kayu unggul secara merata, sehingga petani cenderung
menanam berbagai jenis klon ubi kayu dalam satu area lahan. Meskipun telah
dirilis klon unggul ubi kayu, penyediaan bibit masih sangat terbatas dan harus
menunggu panen hingga 10 bulan untuk memenuhi kebutuhan petani. Sementara
itu, petani membutuhkan lebih dari 10.000 bibit ubi kayu dalam 1 tahun. Bibit ubi
kayu yang diperoleh melalui perbanyakan konvensional dinilai kurang efektif
karena prosesnya memerlukan waktu yang relatif lama. Selain itu, bibit tersebut

rentan terhadap serangan penyakit yang mungkin terbawa oleh tanaman induknya.

Salah satu solusi untuk mengatasi masalah ini adalah melalui penerapan
bioteknologi (kultur jaringan). Metode ini dinilai lebih efektif dalam mempercepat
ketersediaan bibit ubi kayu berkualitas unggul. Kultur jaringan merupakan
perbanyakan dengan cara menumbuhkan bagian organ tanaman dalam wadah
(botol) di lingkungan yang aseptik. Kultur jaringan juga dapat diartikan sebagai
kultur in vitro bagian tanaman dalam keadaan lingkungan yang aseptik dan
terkendali (Yuniardi, 2020). Penerapan bioteknologi seperti kultur jaringan telah
digunakan dalam perbanyakan berbagai komoditas tanaman, seperti pisang,
anggrek, nanas, dan ubi kayu. Melalui kultur jaringan diharapkan dapat diperoleh
bibit ubi kayu dalam jumlah melimpah dan waktu yang singkat.

Teknik perbanyakan tanaman dengan metode kultur jaringan dapat dilakukan
melalui tiga cara yaitu organogenesis, embriogenesis somatik, dan axillary
branching. Organogenesis merupakan proses pembentukan tanaman baru yang
berasal dari organ atau jaringan tanaman tanpa melalui tahapan pembentukan
embrio somatik. Proses ini dapat membentuk tunas adventif baik secara langsung
maupun tidak langsung (Gunawan, 1992). Embriogenesis somatik yaitu proses
pembelahan sel somatik yang membentuk embrio dan berkembang menjadi
tanaman baru. Menurut Yusnita (2015), axillary branching adalah regenerasi
melalui percabangan tunas aksilar yang dilakukan dengan mengkulturkan eksplan

meristem pucuk atau batang berbuku pada media yang mengandung sitokinin.



Metode yang sering digunakan dalam kultur jaringan ubi kayu yaitu
embriogenesis somatik. Menurut Hapsoro dan Yusnita (2020), embriogenesis
somatik pada tanaman merupakan proses pembentukan embrio yang berasal dari
sel-sel somatik, bukan dari sel gamet atau sel kelamin. Perkembangan kalus dari
proses embriogenesis somatik terdiri dari empat tahap, yaitu fase globular, fase
hati, fase torpedo, dan fase hardening atau aklimatisasi. Pada tahap fase globular,
hati dan torpedo tanaman masih dalam bentuk kalus. Sementara itu, pada fase
hardening kalus telah berkembang menjadi planlet yang siap untuk proses
aklimatisasi. Mastuti (2017) menyatakan bahwa keunggulan dari teknologi
embriogenesis somatik yaitu mampu menghasilkan bibit dalam jumlah banyak,
singkat, dan memiliki sifat yang seragam atau sama dengan induknya.

Pengembangan varietas unggul terus dilakukan dalam usaha untuk meningkatkan
produksi ubi kayu di Indonesia. Pada 2020 salah satu varietas ubi kayu unggul
yaitu Vamas-1 telah diretas oleh Kementerian Pertanian Republik Indonesia.
Vamas-1 merupakan varietas yang diperoleh dari hasil penyerbukan terbuka pada
2008 dengan induk betina CMR44-29-12. Proses seleksi dilakukan secara
bertahap mulai dari seleksi tanam tunggal, seleksi baris tunggal, uji awal, hingga
uji multi lokasi. Hasil dari proses tersebut terpilih varietas dengan kode OMR 51-
20-5 yang dikenal sebagai Vamas-1. Varietas Vamas-1 terpilih karena memiliki
potensi hasil umbi mentah dan kandungan pati lebih tinggi dibandingkan dengan
kultivar yang ada yaitu UJ-5 (salah satu kultivar unggul ubi kayu) (Sholihin,
2022). Vamas-1 memiliki kandungan hasil pati 10,06 t/ha, kadar pati 22,14% (bb),
83,65% (bk) dan hasil umbi segar berkisar antara 23,85-43,61 t/ha dengan rata-
rata 32,42 t/ha (Balitkabi, 2022). Rasa umbi dari varietas Vamas-1 tidak pahit dan

dapat dipanen mulai dari umur 7 bulan (genjah).

Eksplan dikenal sebagai bahan tanam yang diisolasi untuk memulai kegiatan
kultur in vitro. Teknologi kultur jaringan seperti embriogenesis somatik
menggunakan eksplan yang dapat dipilih seperti batang, daun pucuk, akar,
immature leaf lobes, petiol, dan ruas batang (internode). Pemilihan eksplan dapat

menentukan tingkat keberhasilan dalam kultur in vitro. Daun pucuk ubi kayu



merupakan salah satu eksplan sel somatik yang sering digunakan. Sel somatik
pada daun muda atau daun pucuk lebih aktif membelah dibandingkan dengan
daun tua. Nugroho (2017) dalam penelitiannya menggunakan eksplan tunas
pucuk, daun muda, dan petiol ubi kayu genotipe UJ5. Selain pada tunas pucuk,
penggunakan ruas batang (internode) sebagai eksplan juga sering dilakukan dalam
kultur jaringan. Penelitian yang dilakukan oleh Syombua et al. (2019)
menggunakan internode dan leaf lobes ubi kayu sebagai eksplan.

Kegiatan menanam pada media kultur tidak terlepas dari zat pengatur tumbuh atau
ZPT. ZPT memiliki peran yang penting karena merupakan senyawa yang dapat
memacu, mengubah, dan menghambat proses fisiologi tanaman (Utami et al.,
2018). Jenis zat pengatur tumbuhan yang diketahui seperti auksin, giberelin,
sitokinin, dan asam absisat. Salah satu zat pengatur tumbuh yang sering
digunakan dalam kultur jaringan yaitu auksin. Jenis auksin yang digunakan
diantaranya adalah picloram, 2,4-D (2,4- Dichloropenoxyacetic acid), NAA
(Naphthalene Acetic Acid), IBA (Indole Butryc Acid), dan IAA (Indole Acetic
Acid).

Picloram dan 2,4-D (2,4- Dichloropenoxyacetic acid) merupakan auksin yang
sering digunakan dalam sistem embriogenesis somatik ubi kayu. Menurut Lentz et
al. (2018), konsentrasi 12 mg/L merupakan standar pemberian picloram pada
media kultur ubi kayu. Pemberian picloram 12 mg/L ternyata mampu
menginduksi terbentuknya kalus pada ubi kayu afrika (Hankoua et al., 2006).
Nugroho (2017) menyatakan bahwa pemberian 8 mg/L 2,4-D pada media dapat
menginduksi terbentuknya kalus yang tinggi dari eksplan daun Ubi Kayu Varietas
UJ-5, sementara pemberian 10 mg/L 2,4-D kurang efektif dalam menginduksi
terbentuknya kalus dari eksplan daun Varietas UJ-5. Berdasarkan penelitian
Saepudin et al. (2016), kedelai genotipe Tanggamus berhasil membentuk
kecambah dan planlet pada media induksi MS + 10 mg/L 2,4-D + 10 mg/L NAA.



NAA merupakan salah satu auksin yang tidak hanya sering digunakan dalam
embriogenesis somatik, tetapi juga dalam metode kultur jaringan lainnya.
Menurut Panjaitan (2005) dalam penelitiannya mengenai anggrek, NAA termasuk
dalam golongan auksin yang berfungsi untuk merangsang pembesaran dan
diferensiasi akar. Peningkatan konsentrasi NAA dapat mendorong pertumbuhan
akar pada planlet tanaman anggrek. Pemberian NAA 3 mg/L + BAP 3 mg/L
memberikan pengaruh terhadap pertambahan tinggi planlet anggrek sebesar 4,41
cm. Sementara, pemberian NAA 3 mg/L memberikan pengaruh terhadap panjang
akar anggrek 5,76 cm (Hartanti et al., 2016). Penelitian yang dilakukan oleh
Sualang et al. (2023), konsentrasi NAA 2 mg/L menghasilkan jumlah akar
paling banyak pada eksplan krisan.

Penambahan NAA dilakukan untuk membantu merangsang pembentukan tunas
dan perakaran. Media MS yang ditambah dengan 10 mg/L picloram + 6 mg/L
NAA + 4% sukrosa + 4 uM CuSO, dapat membentuk kalus setelah 2 minggu di
inkubasi untuk Ubi Kayu Varietas Iding (Priadi dan Sudarmonowati, 2006).
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Yelli et al. (2023), konsentrasi 7,5
mg/L, 10 mg/L picloram, dan NAA 6 mg/L menghasilkan nilai kalus tertinggi
yaitu 96,30 £ 3,70% dan 88,89 + 6,42% untuk Ubi Kayu Varietas UJ-3 dan BW-1.
Penelitian ini akan menggunakan Media MS yang ditambahkan beberapa jenis
media induksi untuk mengetahui peran media dalam pembentukan kalus pada Ubi
Kayu Varietas Vamas-1. Hasil dari penelitian ini diharapkan untuk dapat
mengetahui media induksi yang tepat dalam mendukung pembentukan kalus pada
Ubi Kayu Varietas Vamas-1.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1) Apakah jenis eksplan berpengaruh terhadap pembentukan kalus primer dan
embrio somatik Ubi Kayu Varietas Vamas-1?

(2) Apakah jenis media induksi kalus berpengaruh terhadap pembentukan kalus

primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Vamas-1?



(3) Apakah terdapat interaksi antara jenis eksplan dan media induksi terhadap
pembentukan kalus primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas
Vamas-1?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1) Mengetahui pengaruh jenis eksplan terhadap pembentukan kalus primer dan
embrio somatik Ubi Kayu Varietas Vamas-1,;

(2) Mengetahui pengaruh jenis media induksi kalus terhadap pembentukan kalus
primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Vamas-1,;

(3) Mengetahui interaksi antara jenis eksplan dan media induksi kalus terhadap

pembentukan kalus primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Vamas-1.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini bermanfaat untuk mendapatkan metode protokol embriogenesis
somatik Ubi Kayu Varietas Vamas-1 dengan dua jenis eksplan yang berbeda
secara in vitro. Protokol ini dapat diaplikasikan untuk mendapatkan bibit ubi kayu
dalam waktu singkat dan memiliki sifat unggul.

1.5 Kerangka Pemikiran

Ketersediaan bibit unggul ubi kayu saat ini terbatas karena penyebarannya yang
tidak merata. Oleh karena itu, petani menanam ubi kayu dengan berbagai jenis
varietas dalam satu areal lahan untuk memenuhi kebutuhan bibitnya. Perbanyakan
konvensional telah diterapkan, namun belum mampu memenuhi kebutuhan bibit
unggul ubi kayu secara optimal sehingga cara ini dinilai kurang efisien karena
membutuhkan waktu yang lama. Mengatasi hal tersebut, penerapan bioteknologi
seperti kultur jaringan menjadi solusi alternatif yang efektif untuk memenuhi

kebutuhan bibit unggul ubi kayu.



Kultur jaringan merupakan metode mengisolasi sel atau jaringan tanaman pada
media yang aseptik. Keunggulan kultur jaringan salah satunya yaitu dapat
menghasilkan bibit unggul ubi kayu dalam jumlah yang melimpah dengan waktu
singkat dan seragam. Selain itu, perbanyakan ubi kayu dengan kultur jaringan
juga mampu menghasilkan bibit yang memiliki sifat sama dengan induknya

dan bebas dari hama penyakit.

Organogenesis, embriogenesis, dan axillary branching merupakan tiga metode
yang terdapat dalam kultur jaringan. Embriogenesis somatik merupakan salah satu
cara perbanyakan tanaman yang sering dilakukan. Proses dari embriogenesis
somatik yaitu sel somatik tanaman yang membelah untuk membentuk embrio dan
menjadi tanaman baru (Sasmita et al., 2022). Menurut penelitian Purnamaningsih
(2002), penggunaan metode embriogenesis somatik dapat mempercepat peluang
keberhasilan lebih tinggi karena embrio somatik dapat berasal dari satu sel
somatik. Keunggulan dari metode embriogenesis somatik yaitu mampu

memperoleh bibit lebih banyak dan identik dengan tetuanya.

Eksplan merupakan sebutan bahan tanam dalam kultur in vitro. Jenis eksplan
dapat menentukan keberhasilan pembentukan kalus. Jenis eksplan diantaranya
seperti batang, daun, daun pucuk, akar, petiol, internode, dan immature leaf lobes.
Jenis eksplan yang akan digunakan yaitu daun pucuk dan ruas batang (internode).
Kedua jenis eksplan diharapkan akan menghasilkan respon yang sesuai terhadap

pemberian beberapa jenis media induksi kalus.

Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) yang digunakan akan mempengaruhi pembentukan
kalus dari embrio somatik. Pemberian ZPT golongan auksin mampu membentuk
kalus dengan baik dan cepat. Picloram dan 2,4-D merupakan jenis auksin yang
banyak digunakan dalam embriogenesis somatik ubi kayu. Picloram dengan
konsetrasi 1-15 mg/L mampu menginduksi kalus ubi kayu. Menurut penelitian
Rahman et al. (2021), konsetrasi 8 mg/L 2,4-D mampu menginduksi kalus paling
tinggi eksplan ubi kayu daun muda dan petiol genotipe Kuning dan Gajah.

Konsentrasi picloram 8 mg/L mampu membentuk kalus lebih cepat (dalam satu



minggu) (Danso et al., 2010). ZPT yang sering ditambahkan pula dalam
embriogenesis ubi kayu adalah NAA. NAA ditambahkan untuk membantu
merangsang pembentukan tunas dan perakaran. Fauzan et al.(2021) menyatakan
bahwa penambahan NAA memberikan pengaruh nyata terhadap pembentukan

akar Ubi Kayu Varietas Gajah.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Yelli et al. (2023), pemberian NAA
6 mg/L pada beberapa konsentrasi picloram mampu menghasilkan nilai kalus
tertinggi untuk Ubi Kayu Klon UJ-3 dan BW-1. Dua jenis eksplan (daun pucuk
dan internode) yang diinduksi pada media picloram dan 2,4-D dengan atau tanpa
NAA diharapkan mampu menghasilkan kalus dan embriogenesis ubi kayu yang
baik dan cepat sehingga dapat memenuhi kebutuhan bibit ubi kayu. Penambahan
ZPT jenis NAA dilakukan dengan harapan merangasang sel untuk dapat
membentuk kalus, sehingga didapatkan protocol embryogenesis somatik ubi
kayu yang tepat. Kerangka pemikiran disajikan pada Gambar 1.

1.6 Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1) Daun pucuk merupakan jenis eksplan terbaik dalam menginduksi kalus
primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Vamas-1,

(2) MS + Picloram 8 mg/L + NAA 6 mg/L merupakan jenis media terbaik dalam
menginduksi kalus primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Vamas-1;

(3) Terdapat interaksi antara jenis eksplan dan media induksi kalus dalam

menginduksi kalus primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Vamas-1.
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Gambar 1. Bagan kerangka pemikiran.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Ubi Kayu

Ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) adalah tanaman pangan yang di-
budidayakan di berbagai daerah Indonesia. Ubi kayu memiliki bermacam-macam
nama daerah seperti singkong, ketela puhun, huwi dangdeur, ubi inggris, telo
puhung, dan sampeu. Taksonomi ubi kayu dapat diklasifikasikan sebagai berikut;
Kingdom: plantae; Divisi : Spermatophyte; Subdivisi: Angiospermae; Kelas:
Dicotyledonae; Ordo: Euphorbiales; Family: Euphorbiaceae; Genus: Manihot;
Spesies : Manihot esculenta. Batang tanaman ubi kayu berkayu, beruas, panjang,
dan ketinggiannya mencapai 3 m. Warna batangnya bervariasi tergantung kulit
luar dan varietas, umumnya berwarna abu-abu, hijau, coklat, dan merah. Batang
dalam seperti gabus yang berwana putih dan lunak, daun ubi kayu tersusun secara
menjari dengan 5-9 helai. Ubi kayu biasa hidup pada daerah beriklim tropis
dengan ketinggian berkisar antara 10 — 1.500 meter (dpl) dan curah hujan antara
500 mm — 2.500 mm/tahun (Thamrin et al., 2013).

Ubi kayu dikatakan tanaman pangan karena memiliki kadar karbohidrat yang
tinggi. Kandungan ubi kayu yaitu karbohidrat dan kalori sebesar (161 kkal), pati
(25-35%), air pada umbi (60%), kandungan lain seperti protein, kalsium, serat,
dan mineral (Ariani et al., 2017). Kandungan pati yang cukup tinggi tidak hanya
menjadikan ubi kayu sebagai tanaman pangan namun juga sebagai bahan

baku industri. Ekstraksi pati ubi kayu dikenal dengan sebutan tapioka dengan hasil
rendemen yang cukup tinggi mencapai 35%. Proses pembuatan tapioka dimulai

dari pengupasan, pematuran, penyaringan, pengendapan, dan pengeringan.
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Kadar pati yang tinggi pada ubi kayu umumnya didapatkan dari ubi kayu klon
unggul. Klon unggul tersebut merupakan hasil pengembangan dari pemulia
tanaman yang dirilis oleh Kementerian Pertanian. Varietas ubi kayu yang telah
diliris terbagi menjadi dua yaitu ubi kayu varietas manis dan pahit. Varietas ubi
kayu manis diantaranya Adira 1 (1978), Malang 1 (1992), Malang 2 (1992), Darul
Hidayah (1998), dan UK Agritan (2016). Varietas ubi kayu pahit diantaranya
Adira 2 (1978), Adira 4 (1987), UJ-3 (2000), UJ-5 (2000), Malang 4 (2001),
Malang 6 (2001), dan Litbang UK-2 (2012) (Noerwijati, 2018).

Vamas-1 merupakan salah satu varietas unggul dan berumur genjah yang baru di
liris oleh pemerintah. Definisi ubi kayu genjah yaitu dapat dipanen saat berumur 7
bst (bulan setelah tanam) dengan produksi ubi sebesar 30 ton/h dan kadar pati
sebesar 20%. Vamas-1 merupakan ubi kayu yang digunakan sebagai bahan baku
industri namun juga dapat dikonsumsi. Berdasarkan pernyataan dari Balitkabi
(2019), selain cukup tinggi kadar patinya, Ubi Kayu Varietas Vamas-1 juga
memiliki keunggulan lainnya yaitu dapat panen umur 7 bulan, rasa tidak pahit,
kualitas kukus umbi baik, ukuran umbi sedang, tekstur umbi yang sedikit serat,
cukup tahan terhadap serangan hama tungau, tahan terhadap serangan penyakit

busuk umbi (Fusarium spp.), serta toleran terhadap kemasaman tanah.

2.2 Perbanyakan Ubi Kayu

Perbanyakan ubi kayu yang paling umum digunakan oleh petani adalah secara
konvensional melalui metode setek batang. Setek merupakan cara perbanyakan
vegetatif di mana potongan batang tanaman induk digunakan sebagai bahan tanam
baru. Satu tanaman ubi kayu, petani biasanya dapat memperoleh sekitar 10 -16
setek setelah tanaman berumur 10 bulan atau lebih (Yusnita, 2003). Selain metode
setek, perbanyakan ubi kayu juga dapat dilakukan menggunakan benih. Namun,
penggunaan benih ini jarang dilakukan oleh petani dan lebih banyak dipakai

dalam pemuliaan tanaman.
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Batang ubi kayu yang telah dipanen biasanya berukuran antara 1 hingga 2 meter.
Batang ini kemudian dikumpulkan dan disusun secara vertikal di tempat yang
teduh untuk menjaga kualitas bahan tanam. Ukuran stek yang digunakan petani
umumnya berkisar antara 25-30 cm. Meskipun ukuran batang dapat dipendekkan
hingga batas tertentu, bahan tanam harus tetap memungkinkan tanaman tumbuh
dan berkembang secara normal (Ojore et al., 2012). Selain perbanyakan secara
setek, ubi kayu juga dapat diperbanyak secara vegetatif melalui metode kultur

jaringan seperti organogenesis dan embriogenesis (Yelli et al., 2023).

2.3 Kultur Jaringan

Kultur jaringan atau tissue culture merupakan salah satu metode yang bertujuan
untuk memperbanyak tanaman secara vegetatif. Proses ini dilakukan dengan
mengisolasi bagian tanaman dalam media yang mengandung nutrisi dan zat
pengatur tumbuh. Bagian tanaman yang diisolasi bisa berasal dari daun, batang,
biji, tunas, sel, dan protoplasma yang disebut dengan eksplan (bahan tanam)
(Kristianti et al., 2017). Berdasarkan hal tersebut kultur jaringan memiliki prinsip
totipotensi sel (Total Genetic Potencial) yaitu setiap satu sel, jaringan, atau organ

berpotensi membentuk individu baru jika tersedia nutrisi yang lengkap.

Teknologi kultur jaringan memiliki tujuan yaitu untuk memperbanyak tanaman
dalam waktu yang relatif singkat dan memiliki karakter yang sama dengan
induknya (Yachya et al., 2022). Keuntungan dari adanya teknologi ini yaitu dapat
menyediakan bibit tanaman tanpa bergantung dengan musim, sehingga dapat
diproduksi pada setiap waktu. Tanaman yang dihasilkan dengan teknologi kultur
jaringan lebih bebas dari hama dan penyakit karena berada pada lingkungan yang
aseptik. Tanaman yang diperbanyak dengan kultur jaringan umumnya bebas dari
virus, sehingga mempunyai potensi untuk melestarikan tanaman agar tidak

kehilangan plasma nutfah (Barus dan Restuati, 2018).

Metode kultur jaringan dapat dilakukan melalui tiga cara yaitu organogenesis,

embriogenesis somatik, dan axillary branching. Organogenesis merupakan proses
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pembentukan tanaman baru yang berasal dari organ atau jaringan tanaman tanpa
melalui tahapan pembentukan embrio somatik. Pada organogenesis, organ seperti
tunas dan akar dapat terbentuk dari jaringan eksplan yang tidak memiliki
meristem atau kultur kalus dan kultur sel yang diinduksi dari eksplan tersebut.
Organogenesis dibagi menjadi dua jenis yaitu organogenesis langsung dan tidak
langsung. Organogenesis langsung merupakan proses tunas atau akar terbentuk
tanpa melalui kalus, sedangkan organogenesis tidak langsung proses tunas dan

akar terbentuk melalui pertumbuhan kalus (Mastuti, 2017).

Axillary branching adalah regenerasi melalui percabangan tunas aksilar yang
dilakukan dengan mengkulturkan eksplan meristem pucuk atau batang berbuku
pada media yang mengandung sitokinin (Yusnita, 2015). Sementara itu,
embriogenesis somatik yaitu proses pembelahan sel somatik yang membentuk
embrio dan berkembang menjadi tanaman baru. Embriogenesis somatik
merupakan proses bagian tanaman mengalami pembelahan sel, sehingga terbentuk
embrio yang berkembang menjadi tanaman baru melalui teknik perbanyakan

kultur jaringan (Sasmita et al., 2022).

2.4 Embriogenesis Somatik

Embriogenesis somatik merupakan salah satu teknik regenerasi dalam kultur
jaringan yang menggunakan sel somatik tanaman. Sel-sel somatik yang telah
mengalami proses dediferensiasi akan membentuk embrio. Pembentukan embrio
terjadi setelah sel-sel somatik yang telah mengalami dediferensiasi diletakkan
pada media yang sesuai. Proses pembentukan embrio ini akan berhasil jika proses
induksi benar, sehingga sel yang bertanggungjawab terhadap totipotensi akan
berfungsi dan pembelahan sel terkendali untuk membentuk embrio. Embrio yang
terbentuk akan tumbuh membentuk individu atau tanaman baru yang utuh
(Rusdianto, 2015).

Proses embriogenesis pada teknologi kultur jaringan memiliki fase bertahap yaitu

fase globular, fase hati, fase torpedo, dan planlet. Menurut Pardede et al. (2021),
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fase globular merupakan fase di mana embrio membentuk simetri bilateral karena
mengalami pertumbuhan isodiametrik. Embrio somatik kemudian akan memasuki
fase hati yaitu embrio berbentuk seperti hati yang akan berkembang menjadi
meristem tunas dan akar. Fase selanjutnya embrio somatik akan membentuk
layaknya bentuk torpedo. Terakhir, merupakan fase embrio menjadi planlet

dan mulai terbentuk akar serta tanaman utuh. Perkembangan fase embrio disajikan
pada Gambar 2.

(A) globular (B) hati (C) torpedo awal (C) torpedo akhir
@ —’@ e —
-

kotiledon embrionik TE

perkembangan pembuluh

Gambar 2. Perkembangan fase embrio (Purnamaningsih, 2002).

Embriogenesis somatik merupakan kumpulan sel embriogenik yang memiliki
kemampuan untuk beregenerasi menjadi tanaman baru. Embriogenesis somatik
dapat dibedakan menjadi dua yaitu secara tidak langsung dan secara langsung.
Embriogenesis somatik tidak langsung melibatkan proses dediferensiasi jaringan
terorganisir menjadi kalus terlebih dahulu sebelum membentuk embrio somatik.
Sebaliknya, proses embriogenesis somatik langsung yaitu somatik terbentuk
secara langsung dari dediferensiasi jaringan terorganisir tanpa melalui tahap

pembentukan kalus (Taryono, 2018).
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Embriogenesis somatik selain dapat dibedakan secara tidak langsung dan secara
langsung dapat pula dibedakan berdasarkan cara terbentuknya embrio. Cara ini
dibedakan menjadi dua yaitu embriogenesis primer dan embriogenesis sekunder.
Embrio somatik primer adalah embrio somatik yang dihasilkan dari eksplan awal,
baik melalui embriogenesis langsung maupun tidak langsung. Sementara itu,
embrio somatik sekunder adalah embrio somatik yang terbentuk dari proliferasi
embrio somatik primer. Embrio somatik memiliki beberapa keuntungan yaitu
dapat dimanfaatkan perbanyakan tanaman varietasal, digunakan untuk cadangan
eksplan yang dapat langsung ditanam tanpa melewati proses sterilisasi, proses

induksi embrio, dan digunakan sebagai target transformasi (Ibrahim et al., 2015).

2.5 Jenis Eksplan (Bahan Tanam)

Eksplan merupakan bagian tanaman yang diisolasi untuk diinisasi dalam media in
vitro. Jenis eksplan merupakan salah satu faktor penting dalam kultur jaringan.
Jenis eksplan dapat menentukan tingkat keberhasilan pertumbuhan kalus tanaman
dalam sistem kultur jaringan. Terdapat beberapa jenis eksplan seperti batang,
daun, akar, daun pucuk, biji, tunas atau immature leaf lobes dan internode. Saat
ini, jenis eksplan yang paling banyak digunakan pada kultur jaringan yaitu
eksplan daun, tunas pucuk, batang, dan internode. Eksplan yang dipilih biasanya
memiliki jaringan meristem yang melimpah agar mampu berkembang dalam

media kultur (Oratmangun et al., 2017).

Eksplan pucuk batang tanaman manggis merupakan penggunaan eksplan terbaik
(Oratmangun et al., 2017). Eksplan yang berasal dari jaringan somatik seperti
tunas dan daun dapat digunakan untuk memulai sistem regenerasi tanaman yang
efisien. Pemilihan jenis eksplan yang berasal dari jaringan somatik memiliki
keunggulan yaitu tanaman yang dihasilkan sama dengan induknya, tanaman bebas
hama dan penyakit, serta potensi pertumbuhan tinggi. Embrio somatik merupakan
sel yang memiliki kemampuan beregenerasi untuk menjadi tanaman baru yang
utuh. Bagian tanaman yang memiliki jaringan somatik yaitu pucuk daun, tunas,

daun muda, dan batang. Berdasarkan penelitian Priadi dan Sudarmonowati (2006),
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sebagian besar kalus embriogenik dihasilkan dari eksplan daun pucuk tanaman
yang berukuran lebih dari 5 mm. Leaf lobes yang digunakan untuk eksplan
memiliki panjang 4-6 mm pada Ubi Kayu Kultivar TME 07 dan TME 204
(Chauhan dan Taylor, 2018).

Penggunaan berbagai macam jenis eksplan dapat menghasilkan respon yang
berbeda-beda. Eksplan internode memerlukan waktu 15 hari untuk membentuk
kalus. Sementara itu, eksplan dari leaf lobes memerlukan waktu 10 hari untuk
membentuk kalus. Kalus dari ruas batang (internode) umumnya rapuh, non-
embriogenik, dan berwarna putih. Frekuensi embriogenesis untuk eksplan batang
berkisar antara 38-44, 30-39 dan 28-29%. Klon Ubi Kayu 08/274 memberikan
respon terbaik untuk pembentukan embrio somatik menggunakan baik lobulus

daun maupun internode batang (Syombua et al,. 2019).

2.6 Media Kultur

Media kultur merupakan campuran dari berbagai nutrisi untuk mendukung
pertumbuhan dan perkembangan tanaman dalam kultur in vitro. Media kultur
yang umum digunakan yaitu Media MS (Murashige and Skoog, 1962). Media ini
mengandung unsur hara makro dan mikro yang lengkap dibanding media lainnya,
sehingga sering digunakan dan cocok untuk semua jenis tanaman (Fatana et al.,
2024). Media kultur umunya mengandung unsur hara makro, mikro, vitamin,
sukrosa, asam amino, zat pengatur tumbuh (ZPT), dan bahan organik

(Basri, 2016).

Secara umum media kultur memiliki komponen-komponen diantaranya garam-
garam anorganik, vitamin, mio-inositol, gula, asam-asam amino, agar, dan bahan
organik. Garam-garam anorganik adalah gabungan dari unsur hara makro (C, H,
O, N, P, K, S, Ca, dan Mg) dan unsur hara mikro (Cl, B, Mo, Mn, Cu, Fe, Zn, dan
Co). Vitamin yang digunakan yaitu vitamin B1 atau thiamine yang berfungsi
mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan sel. Selain thiamine, vitamin

lainya yang digunakan yaitu nicotinic acid, pyridoxine (vitamin B6). Mio-Inositol
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atau heksiol berfungsi untuk merangsang pertumbuhan tanaman yang dikulturkan.
Gula atau sukrosa digunakan sebagai sumber energi. Asam-asam amino yang
sering digunakan yaitu glisin, lysin, threonine berfungsi untuk menambah
nitrogen. Namun, asam amino jarang digunakan karena sumber nitrogen utama
sudah tersedia dari NO* dan NH," yang berfungsi sebagai bahan pemadat agar
eksplan tidak pindah tempat atau tergeser. Bahan organik yang ditambahkan yaitu
air kelapa yang berfungsi untuk mendorong pertumbuhan planlet (Harahap et al.,
2019).

2.7 Zat Pengatur Tumbuh (ZPT)

Zat pengatur tumbuh merupakan sekumpulan senyawa organik bukan hara yang
dapat mendorong, menghambat, atau mengubah pertumbuhan perkembangan dan
pergerakan tumbuhan. ZPT tergolong dalam lima kelompok utama yaitu auksin,
sitokinin, giberelin, etilen, dan asam absisat. Auksin, sitokinin, dan giberelin
memiliki sifat positif bagi pertumbuhan tanaman pada konsentrasi fisiologis
seperti mendukung pertumbuhan dan perkembangan dari tumbuhan. Etilen kurang
memiliki sifat positif atau dapat mendukung maupun menghambat pertumbuhan,
sementara asam absisat merupakan penghambat pertumbuhan (inhibitor)

(Emilda, 2020).

Zat Pengatur Tumbuh terdiri atas auksin, sitokinin, giberelin, etilen, dan asam
absisat yang memiliki fungsi yaitu: auksin berfungsi untuk mempengaruhi
pertumbuhan diferensiasi dan percabangan akar, pemanjangan batang,
perkembangan buah, dan dominansi apikal (Asra et al. 2020). Sitokinin berfungsi
untuk mendorong pembelahan sel, pertumbuhan tanaman secara general,
mendorong benih untuk berkecambah, mempengaruhi diferensiasi dan
pertumbuhan akar, serta menunda terjadinya penuaan (senesen) pada tanaman.
Giberelin berfungsi untuk mempengaruhi diferensiasi dan pertumbuhan akar,
mendorong biji untuk berkecambah, mempengaruhi perkembangan kuncup,
bunga, dan buah. Etilen berfungsi untuk memicu terjadinya pematangan buah,

antagonis terhadap hormon auksin, dan sebagai promotor atau inhibitor dalam
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perkembangan dan pertumbuhan dari organ-organ tanaman seperti akar, batang,
daun, dan bunga. Asam absisat berfungsi untuk merangsang stomata untuk
tertutup pada kondisi cekaman kekurangan air, menghambat pertumbuhan, dan

mempertahankan benih dalam kondisi dormansi.

Zat Pengatur Tumbuh yang sering digunakan dalam kultur jaringan yaitu auksin,
giberelin, dan sitokinin. ZPT golongan auksin diantaranya IAA (Indole Acetic
Acid), IBA (Indole Butiric Acid), NAA (Naphthalene Acetic Acid), 2,4-D (2,4-
dichlorophenoxyacetic acid), dan picloram (asam-4-amino-3,5,6-tricloropicolinic
acid). ZPT golongan sitokinin diantaranya yaitu 6 Benzylaminopurnel atau BAP,
Thidiauzuron, dan 2-iP (dimethyl allyl amino purin) (Asra et al., 2020).
Konsentrasi kedua jenis ZPT ini sering digunakan dalam merangsang
pembentukan kalus tanaman dalam in vitro. Jika jumlah sitokinin yang diberikan
lebih tinggi dibandingkan jumlah auksin, maka daun dan pucuk akan dirangsang
untuk tumbubh terlebih dahulu. Sebaliknya, jika jumlah auksin lebih tinggi dari
jumlah sitokinin maka akar akan dirangsang untuk tumbuh

terlebih dahulu (Hapsoro & Yusnita, 2018).

Pembentukan tunas umumnya menggunakan ZPT jenis sitokinin yaitu BA atau
kinetin, untuk pembentukan kalus menggunakan ZPT jenis auksin yaitu 2,4-D,
dan untuk pembentukan akar menggunakan ZPT jenis auksin yaitu IAA, IBA,
atau NAA (Lestari, 2011). Pemberian konsentrasi dua jenis auksin yaitu picloram
(2,0 mg/L) dan 2,4-D (1,0 mg/L) mampu memberikan pengharuh terhadap
pembentukan kalus pada tanaman nilam (Wardani, 2020). Auksin berfungsi dalam
mendorong terbentuknya sel, kalus, serta organ dari tanaman yang dikulturkan.
Asra et al. (2020) menjelaskan bahwa auksin dapat merangsang pembelahan kalus
secara in vitro. konsentrasi sebesar 8 mg/L 2,4-D mampu menginduksi kalus jenis
eksplan daun muda dan petiol dari tanaman Ubi Kayu Genotipe Kuning dan
Gajah (Rahman et al., 2021).

Konsentrasi 8 mg/L 2,4-D memberikan hasil terbaik pada pembentukan kalus,

waktu terbentuknya kalus, pertumbuhan kalus, dan diameter kalus (Nugroho,
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(2017). Picloram merupakan salah satu jenis auksin yang sering digunakan dalam
kultur in vitro. Picloram dapat meningkatkan inisiasi induksi kalus dalam kultur
jaringan. Berdasarkan penelitian yang dilakukan Simamora dan Restanto (2024),
konsentrasi picloram 12 mg/L dapat meningkatkan bobot segar kalus pada Ubi
Kayu Varietas Ketan seberat 0,64 g. Menurut Lenzt et al. (2018), konsentrasi
picloram 20 mg/L dapat meningkatkan proliferasi pada kultivar ubi kayu asal
Brazil. Picloram 8 atau 16 mg/L mampu membentuk kalus dalam satu minggu
setelah perlakuan (Danso et al., 2010). Rata-rata waktu tumbuh kalus dengan
penambahan picloram lebih optimal dibandingkan dengan penambahan 2,4-D.
Pemberian picloram pada setiap perlakuan memberikan tekstur memerah dan
warna kekuningan pada kalus yang terbentuk (Wijawati et al., 2019).

Pemberian auksin pada kultur in vitro sangat membantu dalam inisiasi
pembentukan kalus. Selain picloram dan 2,4-D jenis auksin NAA juga banyak
digunakan untuk merangsang pembentukan kalus. Berdasarkan penelitian
Purmaningsih dan Ashrina (2011), media MS dengan penambahan NAA 0,5 mg/L
dan BAP 0,5 mg/L menghasilkan bobot basah kalus tertinggi yaitu 844,4 mg dan
bobot kering kalus 216,6 mg pada tanaman Artemesia annua L. Pemberian NAA
memberikan pengaruh pada diamater dan bobot kalus tanaman kentang (Wartina,
2014). Sualang et al. (2023) melaporkan bahwa penambahan zat pengatur tumbuh
NAA 2,0 ppm memberikan hasil jumlah akar terbanyak untuk tanaman krisan.
Penambahan NAA memberikan pengaruh nyata terhadap pembentukan akar Ubi
Kayu Varietas Gajah (Fauzan et al., 2021).



I11. BAHAN DAN METODE

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini mulai dilaksanakan Desember 2024 hingga Maret 2025 di
Laboratorium IImu Tanaman (Laboratorium Kultur Jaringan Tanaman), Fakultas

Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain Laminar Air Flow
Cabinet (LAFC), autoklaf Budenberg, autoklaf Tomy, botol kultur, gelas beaker,
gelas ukur, erlenmeyer, spatula, botol schott, mikropipet, pipet tetes, magnetic
stirrer, timbangan analitik, pH meter, timbangan digital, scalpel, blade, pinset,
ubin/keramik, bunsen, petridish, rak kultur, sprayer, show case, mangkuk kecil,
derigen, keranjang, kereta dorong, korek api, box, kompor, tabung gas, panci,
gayung, ember, bak, sabut pembersih, kain lap, mikroskop binokuler Olympus,

kamera, komputer, dan alat tulis (buku, pensil, pena, dan penggaris).

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain eksplan daun pucuk
dan ruas batang (internode) Ubi Kayu Varietas Vamas-1, Media MSO0, picloram,
2,4-D (Dichlorophenoxyacetic acid), NAA (Naphthalene Acetic Acid ), GA3, BA
(Benziladenin), CuSQ,, air, NaClO, akuades, agar-agar, sukrosa, KOH 1 N, HCI 1
N, sabun cuci piring, detergen, bayclin, tisu, kapas, karet, plastik ukuran 12 x 25

cm, plastik wrapping, dan label.
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3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang disusun
secara faktorial (2 x 5). Faktor pertama terdiri atas dua jenis eksplan dari Varietas
Vamas-1 (E) yaitu, daun pucuk (E1) dan ruas batang internode (E2). Faktor kedua
terdiri atas 5 jenis media induksi kalus (M) yaitu Media MS + NAA 6 mg/L (MO),
MS + picloram 8 mg/L + NAA 6 mg/L (M1), MS + picloram 8 mg/L + NAAQ
mg/L (M2), MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 6 mg/L (M3), dan MS + 2,4-D 8 mg/L +
NAA 0 mg/L (M4).

Oleh karena itu diperoleh 10 kombinasi perlakuan dan setiap kombinasi perlakuan
diulang sebanyak 4 kali, setiap ulangan terdiri atas 3 botol dan setiap botol berisi
3 eksplan. Total eksplan yang digunakan adalah 360 dalam 40 satuan percobaan.
Sepuluh kombinasi perlakuan yang diperoleh adalah sebagai berikut:

EIMO = MS + Daun pucuk + NAA 6 mg/L;

E1IM1 = MS + Daun pucuk + picloram 8 mg/L + NAA 6 mg/L;

E1M2 = MS + Daun pucuk + picloram 8 mg/L + NAA 0 mg/L;

E1M3 = MS + Daun pucuk + 2,4-D 8 mg/L + NAA 6 mg/L;

E1M4 = MS + Daun pucuk + 2,4-D 8 mg/L + NAA 0 mg/L;

E2MO0 = MS + Internode + NAA 6 mg/L;

E2M1 = MS + Internode + picloram 8 mg/L + NAA 6 mg/L;

E2M2 = MS + Internode + picloram 8 mg/L + NAA 0 mg/L;

. E2M3 = MS + Internode + 2,4-D 8 mg/L + NAA 6 mg/L;

10.E2M4 = MS + Internode + 2,4-D 8 mg/L + NAA 0 mg/L.

© 0o N o g b~ w0 DR

3.4 Pelaksanaan Penelitian

Pelaksanaan penelitian dilakukan dengan penyiapan bahan tanam, sterilisasi alat,

persiapan media, sterilisasi eksplan, dan penanaman eksplan.
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3.4.1 Penyiapan Bahan Tanam

Penyiapan bahan tanam dilakukan di ruang kultur Laboratorium IImu Tanaman.
Perbanyakan planlet Varietas Vamas-1 dilakukan melalui proses subkultur dengan
mengambil eksplan sepanjang 1 cm atau satu buku dari mother stock. Subkultur
dilakukan hingga planlet mencukupi untuk menjadi bahan tanam. Daun pucuk dan
internode dapat digunakan sebagai bahan tanam (eksplan) pada media steril yang

telah diberi perlakuan.

3.4.2 Sterilisasi Alat

Sterilisasi botol dilakukan dengan memasukkan botol ke dalam autoklaf
Budenberg selama 30 menit dengan suhu 121 °C dan tekanan 1 atm. Botol
dibersihkan dari sisa media ataupun planlet yang telah terkontaminasi oleh jamur
atau bakteri menggunakan pinset. Botol dicuci menggunakan sabun cuci piring,
lalu direndam di dalam air berisi campuran 300 ml bayclin dan 40 g detergen
selama £ 1 malam. Botol dicuci kembali dengan cara digosok hingga bersih untuk
menghilangkan kontaminan. Kemudian, botol dibilas dengan air mengalir dan di
rendam selama 15 menit dengan air panas. Selanjutnya, botol ditiriskan dan
bagian atasnya ditutup dengan plastik yang diikat menggunakan karet plastik.
Setelah itu, dimasukan botol yang telah ditutup plastik ke dalam autoklaf Tomy
untuk disterilisasi kembali selama 30 menit dengan suhu 121 °C dan tekanan 1

atm, setelahnya botol disimpan dalam box penyimpanan.

Sterilisasi alat diseksi seperti pinset, scalpel, dan ubin yaitu dengan mencuci alat
tersebut hingga bersih. Alat yang telah dicuci ditiriskan dan dibungkus dengan
kertas plastik bening, lalu diikat menggunakan karet plastik. Sterilisasi kapas
dilakukan dengan cara memasukkan kapas ke dalam botol kultur yang telah
dibersihkan. Sterilisasi petridish dan gelas ukur dilakukan dengan cara menutup
mulut gelas dengan plastik bening kemudian diikat karet plastik. Alat yang telah
siap disterilisasi dimasukkan ke dalam autoklaf selama 30 menit dengan suhu
121 °C dan tekanan 1 atm.
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3.4.3 Persiapan Media

Persiapan media meliputi media pre-kondisi, media induksi kalus primer dan

media embrio somatik, media regenerasi tunas, dan sterilisasi media.

3.4.3.1 Media pre-kondisi (MS)

Pembuatan media pre-kondisi dimulai dengan mencampurkan komponen media
MS (Tabel 1) hingga homogen setelah itu dicampur dengan gula sebanyak 30 g/L
ke dalam gelas beaker yang sebelumnya telah diisi akuades + 300 ml. Larutan di
homogenkan dengan magnetic stirer dan ditera menggunakan gelas ukur hingga
mencapai volume 1000 ml. Selanjutnya, larutan dimasukkan kembali ke dalam
gelas beaker dan di homogenkan dengan magnetic strirer kembali. Larutan lalu
diukur kadar pH larutan. Kadar pH larutan diukur menggunakan pH meter hingga
mencapai pH 5,8. Jika pH larutan terlalu asam atau (pH < 5,8) maka ditambahkan
dengan KOH 1N, kemudian jika pH larutan terlalu basa atau (pH > 5,8) maka
ditambahkan dengan HCI 1N menggunakan pipet tetes.

Larutan media yang sudah ditera dan ditambahkan agar-agar 7 g dimasak pada api
kecil hingga mendidih. Larutan media yang telah dimasak dimasukan kedalam
botol kultur hingga volume media £ 30 ml. Kemudian botol kultur yang telah
terisi larutan media ditutup dengan kertas bening dan diikat dengan karet plastik.
Media yang sudah berada di botol kultur di autoklaf pada suhu 121 °C dengan
tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah di autoklaf media didinginkan hingga
padat dan diletakkan pada ruang penyimpana media. Media pre-kondisi digunakan
untuk memanam tanaman sumber eksplan. Komposisi Media Murashige dan

Skoog disajikan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Komponen Media Murashige dan Skoog

Konsentrasi Konsentrasi Vol larutan
Komponen media dalam media MS dalam larutan stok per liter
(mg/L) stok (mg/L)  media (mL)
Stok Makro (10x) - - 100
NH;NO3 1650 16500 -
KNO; 1900 19000 -
KH,PO, 170 1700 -
Stok Mikro A (100x) - - 10
HsBO3 6,2 620 -
MnS0O,4.H,0 16,9 1690 -
ZnS0,4.7H,0 8,6 860 -
Stok Mikro B (100x) - - 10
Kl 0,83 830 -
Na,M00O,4.7H,0 0,25 250 -
CuS04.5H,0 0,025 25 -
CoCl,.6H,0 0,025 25 -
Stok CaCl; (100x) - - 10
CaCl,.2H,0 440 44000 -
Stok Fe (100x) - - 10
FeS0,4.7H,0 27,8 2780 -
Na,EDTA 37,5 3730 -
Stok Vitamin MS (100x) - - 10
Tiamin-HCI 0,1 10 -
Piridoksin-HCI 0,5 50 -
Asam Nikotinat 0,5 50 -
Glisin 2 200 -
Stok Mio-Inositol (10x) - - 100
Mio Inositol 100 1000 -

3.4.3.2 Media induksi kalus primer (MIKP)

Media induksi kalus primer dengan komposisi Media MS seperti (Tabel 1) yang
ditambahkan 4 uM CuSQOy, agar oxoid 8 g/L, sukrosa 40 g/L, dan beberapa
konsentrasi yang berbeda yaitu MS + NAA 6 mg/l, MS + picloram 8 mg/L +
NAA 6 mg/L, MS + picloram 8 mg/L + NAA 0 mg/L, MS + 2,4-D 8 mg/L +
NAA 6 mg/L, dan MS + 2,4-D 2 mg/L + NAA 0 mg/L. Eksplan dikulturkan pada
media induksi kalus primer selama 3 minggu dalam kondisi gelap dengan suhu
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23 + 2 °C untuk memicu pembentukan kalus. Setelah kalus terbentuk disubkultur
ke media embriogenesis somatik dan diinkubasi pada kondisi gelap dengan suhu

23 + 2 °C kembali selama 3 minggu.

3.4.3.3 Media maturasi embrio (ME)

Media maturasi digunakan sebagai media pematangan embrio somatik yang
terbentuk dari media induksi primer dan embriogenesis somatik agar berkembang
membentuk daun lembaga atau kotiledon. Media pada maturasi embrio adalah
Media MS yang ditambahkan sukrosa 40 g/L, NAA 0,5 mg/L, dan 4 uM CuSQy,
dan agar oxoid 8 g/L. Pada media maturasi, konsentrasi ZPT (picloram dan 2,4-D)
diturunkan menjadi 2 mg/L untuk memicu perkembangan embrio membentuk
kotiledon dan menghentikan pembentukan kalus. Media maturasi terdiri atas MS
+ picloram 2 mg/L + NAA 0,5 mg/L, MS + picloram 2 mg/L + NAA 0 mg/L, MS
+2,4-D 2 mg/L + NAA 0,5 mg/L, dan MS + 2,4-D 2 mg/L + NAA 0 mg/L.

3.4.3.4 Media regenerasi tunas (MR)

Media regerenerasi tunas digunakan saat embrio sudah memasuki fase kotiledon
dengan mensubkulur ke dalam media yang mengandung MS (Tabel 1) + sukrosa
40 g/L, 4 uM CuSOy, agar gelrite 2 g/L + BA 0,2 mg/L + GA3 0,01 mg/L dan MS
+ BA 0,2 mg/L + GA3 0 mg/L. Hal ini dilakukan untuk merangsang pertumbuhan

tunas pada embrio.

3.4.3.5 Sterilisasi media

Sterilisasi media dilakukan setelah pembuatan media selesai dan sudah
dimasukkan ke dalam botol kultur dengan isi £ 30 ml/botol di autoklaf
menggunakan autoklaf selama 15 menit, suhu 121 °C dan tekanan 1 atm.

Setelah sterilisasi botol kultur yang berisi media diletakkan pada ruang kultur.
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3.4.4 Penanaman Eksplan

Kegiatan penanaman eksplan meliputi penanaman pada media pre-kondisi,
penanaman eksplan ke media induksi kalus, induksi embriogenesis somatik, dan

media regenerasi tunas.
3.4.4.1 Media pre-kondisi

Penanaman tunas pada media pre-kondisi diambil dari planlet mother stock yang
selanjutnya dipotong sepanjang 1-2 cm agar menjadi calon tunas baru. Tunas yang
ditanam berjumlah tiga tunas dalam satu botol. Botol tersebut kemudian diberi
label sesuai dengan nama, waktu tanam, dan jenis varietas. Selanjutnya botol
disimpan dalam ruang kultur dengan suhu 23 + 2 °C, pencahayaan 24 jam terang
dengan lampu Flourescent. Tunas steril yang dihasilkan pada media pre-kondisi
yang berumur sekitar 15 hari akan digunakan sebagai eksplan pada perlakuan

media induksi kalus primer.
3.4.4.2 Media induksi kalus primer (MIKP)

Eksplan yang digunakan pada penelitian ini ada dua yaitu daun pucuk dan ruas
batang (internode). Daun pucuk dipotong menggunakan blade membentuk persegi
(5 x 2 mm?) dengan bagian tepi daun yang dibuang. Eksplan dikultur pada media
MIKP dengan posisi daun bagian bawah (abaxial) menyentuh media. Sementara
itu, internode (0,2 cm) juga dipotong menggunakan blade kemudian dimasukkan
ke dalam botol dengan posisi horizontal. Setiap botol terdiri atas 3 eksplan daun
pucuk dan internode. Botol tersebut kemudian diberi label sesuai dengan
perlakuan dan waktu penanaman. Eksplan yang sudah dikultur kemudian
diinkubasi dalam ruang kultur pada kondisi gelap dengan suhu 23 £ 2 °C kurang

lebih selama 3 minggu.
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Setelah kalus berumur 3 minggu, dilakukan subkultur pada media yang sama.
Pada saat bersamaan, dilakukan penimbangan bobot kalus. Penimbangan bobot
kalus dilakukan di LAFC dengan menimbang beberapa sampel kalus dengan
berbagai ukuran + 0,2 g. Media embrio somatik terdiri atas MS + NAA 6 mg/L,
MS + picloram 8 mg/L + NAA 6 mg/L, MS + picloram 8 mg/L + NAA 0 mg/L,
MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 6 mg/L, dan MS + 2,4-D 2 mg/L + NAA 0 mg/L.
Selain itu, dilakukan pengamatan embrio menggunakan mikroskop binokuler
Olympus untuk melihat embrio pada kalus yang terbentuk. Kalus yang telah
ditimbang dan diamati kembali diinkubasi dalam ruang kultur pada kondisi gelap

dengan suhu 23 £ 2 °C kurang lebih selama 3 minggu.

3.4.4.3 Media maturasi embrio (ME)

Setelah eksplan diinduksi selama 6 minggu, kalus yang menunjukkan
pertumbuhan kalus embriogenik disubkultur ke media maturasi dengan masing-
masing botol berisi tiga buah kalus. Media maturasi embrio yaitu Media MS yang
ditambah picloram 2 mg/L + NAA 0,5 mg/L, picloram 2 mg/L + NAA 0 mg/L,
2,4-D 2 mg/L + NAA 0,5 mg/L, dan 2,4-D 2 mg/L + NAA 0 mg/L. Media ini
berfungsi sebagai media pematangan embrio. Sebelum pemindahan (subkultur)
yang dilakukan di LAFC kalus diamati terlebih dahulu menggunakan mikroskop
binokuler Olympus untuk melihat embrio pada kalus yang terbentuk

3.4.4.4 Media regenerasi tunas (MR)

Kalus yang telah melalui proses pematangan embrio dipindahkan pada media
regenerasi tunas yang terdiri atas media MS + BA 0,2 mg/L + GA3 0,01 mg/L dan
MS + BA 0,2 mg/L. Kalus diinkubasi selama 3 minggu hingga kalus yang
bertunas tumbuh dan berkembang menjadi planlet. Planlet merupakan tanaman
hasil kultur jaringan yang sudah memiliki organ lengkap seperti daun, batang,

dan akar.
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3.5 Variabel Pengamatan

Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah pengamatan kualitatif dan
pengamatan kuantitatif. Pengamatan kualitatif berupa visual meliputi warna kalus,
struktur kalus, dan fase embrio somatik primer. Sementara itu, pengamatan
kuantitatif seperti waktu muncul kalus, bobot kalus, persentase eksplan berkalus,

persentase kalus berembrio, dan jumlah embrio somatik primer.

3.5.1 Pengamatan Kualitatif

Pengamatan kualitatif meliputi warna kalus dan struktur kalus yang diamati setiap
2 hari sekali. Pengamatan warna dan struktur kalus dilakukan menggunakan mata

dan dibantu dengan Scanning Electron Microscop (SEM).

3.5.1.1 Warna kalus

Warna kalus yang berasal dari eksplan daun pucuk dan internode dilihat dan
diamati sejak eksplan ditanam hingga membentuk kalus penuh. Warna

kalus seperti putih, kuning, kuning kehijauan, putih kekuningan, atau kuning
kecokelatan.

3.5.1.2 Struktur kalus

Struktur kalus terbagi menjadi dua jenis yaitu kalus remah (friable) dan kalus
kompak (non-friable). Kalus dengan struktur remah merupakan kalus dengan
ikatan sel longgar sehingga mudah hancur, sedangkan kalus dengan struktur

kompak merupakan kalus dengan ikatan sel kuat, rapat tidak mudah hancur.

3.5.1.3 Fase embrio somatik primer

Fase embrio somatik primer yang diamati berupa beberapa fase yaitu fase

globular, fase hati, fase torpedo, dan fase kotiledon. Fase globular merupakan fase
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pertumbuhan isodiametrik dan dilanjutkan dengan fase hati yang merupakan
perkembangan struktur awal akar dan meristem tunas. Selanjutnya, embrio
somatik memasuki fase torpedo yaitu terjadi pemanjangan lebih lanjut.

Fase akhir merupakan fase embrio berkembang menjadi bentuk kotiledon yang
berwarna hijau yang menandakan kematangan embrio. Fase embrio somatik

disajikan pada Gambar 3.

guonpafay

Gambar 3. Fase embrio (Greer, 2008).

3.5.2 Pengamatan Kuantitatif

Pengamatan kuantitatif seperti waktu muncul kalus, bobot kalus primer,
persentase eksplan berkalus, persentase kalus berembrio, dan jumlah embrio

somatik primer.

3.5.2.1 Waktu muncul kalus

Waktu muncul kalus diamati setiap 2 hari sekali sejak eksplan diinduksi sampai 3
minggu setelah induksi (msi). Inisiasi pembentukan kalus primer dapat ditandai
atau dilihat ketika bagian eksplan mengkerut, membesar, dan warnanya mulai

menguning.

3.5.2.2 Bobot kalus primer

Bobot kalus primer ditimbang pada umur 3 minggu setelah induksi di media
induksi kalus primer. Eksplan yang telah membentuk kalus ditimbang dalam
LAFC (dalam keadaan steril), setelah itu dilakukan subkultur pada media yang

sama dengan media sebelumnya.
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3.5.2.3 Persentase eksplan berkalus

Persentase eksplan yang membentuk kalus diamati pada 3 minggu setelah induksi.

Perhitungan eksplan berkalus dapat dilakukan dengan rumus berikut:

Jumlah eksplan berkalus

100%
Total eksplan X °

Persentase eksplan berkalus =

3.5.2.4 Persentase kalus berembrio

Pengamatan persentase kalus berembrio dilakukan dengan menghitung jumlah
eksplan yang telah berembrio pada media maturasi. Persentase kalus berembrio
diamati berdasarkan masing-masing perlakuan yang telah diberikan.

Perhitungan kalus berembrio dapat dilakukan dengan rumus berikut:

. Jumlah kalus b bri
Persentase kalus berembrio = tmtan xalus beremorio x 100%
Total kalus

3.5.2.5 Jumlah embrio somatik primer

Jumlah embrio somatik primer dilihat dan diamati pada saat kalus berumur 3 msi
di media maturasi embrio menggunakan mikroskop binokuler Olympus.

3.6 Analisis Data

Data hasil pengamatan penelitian ini dianalisis menggunakan uji homogenitas dan
uji Analysis of Variance (ANOVA). Hasil ANOVA yang signifikan dilanjutkan
dengan Uji Beda Nyata Jujur (BNJ) pada taraf 5%. Variabel pengamatan yang
diamati dengan ANOVA vyaitu waktu muncul kalus dan bobot kalus primer 3 msi.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Simpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1) Eksplan daun pucuk Ubi Kayu Varietas Vamas-1 memerlukan waktu muncul
kalus 11,75 hsi, bobot kalus dengan berat rata-rata 0,17 g, persentase eksplan
berkalus 100%, persentase kalus berembrio 50%, dan jumlah embrio rata-rata
16,61 + 7,76 embrio;

(2) Jenis media induksi kalus terbaik yaitu MS + picloram 8 mg/L + NAA 6
mg/L pada eksplan daun pucuk dengan menghasilkan pembentukan kalus
(100% berkalus), kalus dengan struktur remah (friabel), dan nilai persentase
kalus berembrio yaitu 50%;

(3) Terdapat interaksi yang nyata antara jenis eksplan dan media induksi kalus
terhadap pembentukan kalus primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas
Vamas-1. Interaksi antara jenis eksplan daun pucuk dan Media MS +
picloram 8 mg/L + NAA 6 mg/L menunjukkan jumlah eksplan berkalus
100% dan embrio somatik mencapai 50%.

5.2 Saran

Saran yang diberikan berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh yaitu dilakukan
peningkatan jumlah tunas menjadi planlet dengan memodifikasi media regenerasi

tunas.
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