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ABSTRAK

TEKNOLOGI PERBANYAKAN UBI KAYU (Manihot esculenta Crantz)
VARIETAS WAXY MELALUI EMBRIOGENESIS SOMATIK
MENGGUNAKAN DUA JENIS EKSPLAN
DAN BEBERAPA MEDIA INDUKSI

Oleh

ERINA NURHIDAYAH

Ubi Kayu Varietas Waxy memiliki kadar amilosa 0% dan kadar pati tinggi,
sehingga cocok dijadikan bahan dasar produk pangan seperti beras analog.
Kultur jaringan menjadi solusi efektif untuk memperbanyak tanaman dalam
jumlah banyak dan bebas penyakit dalam waktu yang lebih singkat.
Embriogenesis somatik merupakan salah satu cara yang digunakan dalam
kultur jaringan. Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui pengaruh jenis
eksplan dan media induksi terhadap pembentukan kalus primer dan embrio
somatik Ubi Kayu Varietas Waxy. Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) faktorial 2 x 5 dengan 4 ulangan sehingga diperoleh 40
satuan percobaan dan diuji lanjut menggunakan BNJ 5%. Faktor pertama
adalah jenis eksplan yaitu daun pucuk (E1) dan infernode (E2). Faktor kedua
adalah media induksi yaitu MS + NAA 6 mg/L (M0), MS + Picloram 12 mg/L
+ NAA 6 mg/L (M1), MS + Picloram 12 mg/L + NAA 0 mg/L (M2), MS + 2,4-
D 8 mg/L + NAA 6 mg/L (M3), MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 0 mg/L (M4).
Hasil penelitian menunjukkan bahwa eksplan infernode membentuk kalus
lebih cepat yaitu pada 9,21 hsi. Eksplan daun pucuk menghasilkan bobot kalus
tertinggi pada media MS + NAA 6 mg/L (13,45 mg) serta persentase eksplan
berkalus pada media MS + NAA 6 mg/L dan MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 0
mg/L mencapai 100%. Jenis eksplan dan media induksi terbaik yaitu eksplan
daun pucuk pada media MS + Picloram 12 mg/L + NAA 6 mg/L yang mampu
menghasilkan embrio somatik dengan persentase 51,61% dan rerata jumlah
embrio sebanyak 7,50 embrio.

Kata kunci: Embrio Somatik, Kalus Primer, Picloram, Ubi Kayu, 2,4-D



ABSTRACT

PROPAGATION TECHNOLOGY OF CASSAVA (Manihot esculenta Crantz)
WAXY VARIETY THROUGH SOMATIC EMBRYOGENESIS USING TWO
TYPES OF EXPLANTS AND SEVERAL INDUCTION MEDIA

By

ERINA NURHIDAYAH

The Waxy Cassava Variety has an amylose content of 0% and a high starch content,
making it suitable as a raw material for food products such as analog rice. Tissue
culture is an effective solution for mass propagation of disease free plants in a
shorter period. Somatic embryogenesis is one of the methods employed in tissue
culture. This study aimed to determine the effect of explant type and induction media
on primary callus and somatic embryo formation in the Waxy Cassava Variety. This
study employed a 2 x 5 factorial Completely Randomized Design (CRD) with 4
replications, resulting in 40 experimental units and was further analyzed using 5%
HSD test. The first factor was the explant type, consisting of shoot leaf explant (E1)
and internode (E2). The second factor was the induction media: MS + NAA 6 mg/L
(M0), MS + Picloram 12 mg/L + NAA 6 mg/L (M1), MS + Picloram 12 mg/L +
NAA 0 mg/L (M2), MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 6 mg/L (M3), MS + 2,4-D 8 mg/L +
NAA 0 mg/L (M4). The results showed that internode explants formed callus more
rapidly, with an average of 9,21 dai. Shoot leaf explants produced the highest callus
weight on medium MS + NAA 6 mg/L (13,45 mg) and the percentage of explants
forming callus reached 100% on both MS + NAA 6 mg/L and MS + 2,4-D 8 mg/L
+ NAA 0 mg/L. The best explant type and induction medium combination was shoot
leaf explants cultured on MS + Picloram 12 mg/L + NAA 6 mg/L which produced
somatic embryos with a percentage of 51,61% and an average of 7,50 embryos.

Keywords: Cassava, Picloram, Primary Callus, Somatic Embryo, 2,4-D
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) merupakan salah satu tanaman pangan
penting yang memiliki nilai ekonomi tinggi. Indonesia menjadi produsen ubi kayu
terbesar keempat di dunia setelah Brazil, Thailand, dan Nigeria (Ardyani et al.,
2022). Produksi ubi kayu di Indonesia dapat mencapai 16,76 juta ton dengan luas
lahan yang mencapai 618,27 ribu hektar pada tahun 2023. Pada 2018-2022,
Provinsi Lampung menjadi produsen ubi kayu terbesar di Indonesia. Produksi ubi
kayu Provinsi Lampung mencapai 7,2 juta ton dengan luas panen 262.270 hektar

(Kementerian Pertanian, 2023).

Ubi Kayu Varietas Waxy adalah salah satu varietas yang banyak dibudidayakan di
Provinsi Lampung. Menurut Ceballos et al. (2007), Ubi Kayu Varietas Waxy
memiliki kandungan amilosa sebesar 0,0%, yang berarti tidak mengandung
amilosa sama sekali. Sebaliknya, ubi kayu biasa memiliki kadar amilosa cukup
tinggi yaitu sekitar 19%. Rendahnya kandungan amilosa ini menjadi salah satu
keunggulan utama Ubi Kayu Varietas Waxy sebagai bahan baku berbagai produk
olahan. Salah satu pemanfaatannya adalah sebagai bahan dasar pembuatan beras
analog. Beras analog yang menggunakan Ubi Kayu Varietas Waxy sebagai bahan
dasarnya adalah beras siger. Menurut penelitian Rasyid et al. (2019), beras siger
yang terbuat dari Ubi Kayu Varietas Waxy memiliki karakteristik berwarna putih,
tekstur nasi yang pulen, aroma netral, dan disukai panelis. Beras dengan kadar

amilosa rendah umumnya memiliki tekstur yang lebih pulen (Wang et al., 2013).



Karakteristik Varietas Waxy yaitu pucuk daun berwarna hijau terang, permukaan
tangkai daun berwarna hijau kemerahan, batang berwarna cokelat, dan umbinya
berwarna merah muda. Varietas ini termasuk ke dalam varietas elit ubi kayu yang
di introduksi dari Thailand dan varietas ini juga digunakan untuk industri tepung
tapioka karena mengandung kadar pati yang tinggi. Menurut Anggraini et al.

(2021), Varietas Waxy memiliki kadar pati yang dapat mencapai 12,72%.

Tanaman ubi kayu memiliki banyak sekali manfaat. Bagian-bagian dari ubi kayu
seperti umbi, batang, dan daunnya dapat dimanfaatkan untuk berbagai keperluan
di bidang pangan maupun industri. Bagian batang ubi kayu dapat dimanfaatkan
untuk digunakan sebagai sumber bibit. Daun ubi kayu dapat diolah sebagai
makanan, bahan farmasi, dan pakan ternak. Sementara itu, daging ubi kayu dapat
diolah menjadi makanan, tepung tapioka, perekat, bioethanol, dan plastik
biodegradable (Hapijah et al., 2020). Selain itu, limbah hasil pengolahan ubi kayu
dapat dimanfaatkan untuk pembuatan pupuk organik yang dapat mendukung
praktik pertanian berkelanjutan. Produk olahan dari ubi kayu juga seperti
bioetanol dapat berkontribusi dalam pengurangan ketergantungan terhadap bahan
bakar fosil melalui pemanfaatannya sebagai sumber energi terbarukan. Banyaknya
manfaat yang diperoleh dari ubi kayu, sehingga dapat meningkatkan kebutuhan

bibitnya, terutama bibit unggul.

Pengembangan ubi kayu dengan metode konvensional mengalami beberapa
hambatan seperti keterbatasan jumlah bahan tanam (Sessou et al., 2020).
Ketersediaan bahan tanam yang tidak konsisten dan produktivitas yang rendah
karena bibit unggul yang tersedia sedikit dalam jumlah yang terbatas sehingga
dapat menghambat keberlanjutan pasokan bagi bidang industri yang
membutuhkan jumlah bahan tanam dalam skala besar. Selain itu, ubi kayu yang
diperbanyak melalui setek batang mempunyai potensi untuk menularkan penyakit
dari tanaman induknya. Maka dari itu, diperlukan upaya untuk menghasilkan

tanaman ubi kayu dalam jumlah yang banyak dengan waktu yang relatif singkat.



Perbanyakan tanaman dengan kultur jaringan sudah dilakukan pada beberapa
tanaman lain, seperti pisang, anggrek, krisan, stroberi, tebu, dan lain-lain. Kultur
jaringan dapat mengatasi kendala yang dihadapi pada perbanyakan tanaman
konvensional. Teknik ini dilakukan dengan mengisolasi bagian tanaman, seperti
daun, mata tunas, atau sel lalu menumbuhkannya dalam media buatan yang kaya
akan nutrisi dan zat pengatur tumbuh (Kurnianingsih et al., 2020). Proses ini
dilakukan secara aseptik di dalam wadah transparan tertutup, sehingga bagian
tanaman tersebut dapat berkembang biak dan beregenerasi menjadi tanaman utuh.
Teknik kultur jaringan memiliki beberapa keunggulan, diantaranya produksi bibit
tidak bergantung pada musim, bibit dapat dihasilkan dalam jumlah besar dalam
waktu relatif singkat, dan bibit yang dihasilkan bersifat seragam serta bebas dari

penyakit.

Perbanyakan tanaman dengan metode kultur jaringan dapat dilakukan melalui tiga
cara yaitu organogenesis, embriogenesis, dan axillary branching. Menurut
Hapsoro (2019), organogenesis merupakan proses pembentukan tanaman baru
yang berasal dari bagian tanaman yang tidak memiliki jaringan meristem, seperti
tunas. Eksplan yang dapat digunakan mencakup potongan daun, cabang,
hipokotil, epikotil, kotiledon, dan lainnya. Sementara itu, embriogenesis somatik
merupakan proses yang merangsang eksplan untuk menghasilkan embrio yang
dapat disebut dengan embrio somatik karena berasal dari sel-sel somatik. Axillary
branching merupakan metode yang memanfaatkan batang atau cabang yang
mengandung mata tunas atau meristem ujung untuk diregenerasi menjadi tanaman

baru.

Embriogenesis somatik merupakan salah satu metode perbanyakan dalam kultur
jaringan. Embriogenesis somatik adalah proses pembentukan embrio dari sel-sel
somatik yang berasal dari jaringan tumbuhan yang digunakan sebagai eksplan.
Perkembangan embriogenesis somatik melalui empat fase yaitu fase globular, fase
hati, fase torpedo, dan fase kotiledon (Saepudin ef al., 2016). Embrio somatik
dapat terbentuk secara langsung maupun tidak langsung. Pada embriogenesis

somatik langsung, embrio terbentuk langsung dari sel pre-embriogenik dalam



jaringan somatik. Sementara itu, pada embriogenesis somatik tidak langsung,
jaringan sel somatik terlebih dahulu dirangsang untuk membentuk kalus yang
kemudian berkembang menjadi embrio (Ibrahim et al., 2018). Menurut
Adhinugraha (2024), perbanyakan tanaman melalui embriogenesis somatik
memiliki beberapa keunggulan seperti mampu menghasilkan bibit dalam jumlah
besar dengan tingkat keseragaman tinggi dalam waktu singkat, menghasilkan bibit
bebas penyakit, memperbanyak spesies yang sulit berakar, dan dapat digunakan

sebagai target untuk transfer gen.

Pemilihan jenis eksplan, jenis auksin, dan konsentrasi auksin merupakan faktor-
faktor yang dapat mempengaruhi embriogenesis somatik ubi kayu (Mongomake et
al., 2015). Eksplan dalam kultur jaringan berasal dari bagian tanaman yang masih
aktif melakukan pembelahan sel, seperti jaringan meristem. Macam-macam
eksplan yang digunakan yaitu daun pucuk, petiol, batang, akar, internode, dan
Immature Leaf Lobes (ILL). Nugroho (2017) menggunakan eksplan daun muda,
tunas pucuk, dan petiol untuk menginduksi terbentuknya embrio somatik dari Ubi
Kayu Genotipe UJ-5. Internode merupakan ruas batang yang juga dapat
digunakan sebagai eksplan dalam kultur jaringan ubi kayu. Chauhan dan Taylor
(2018) dalam penelitiannya menggunakan daun, petiol, dan internode sebagai

eksplan ubi kayu.

Banyak penelitian telah mengkaji mengenai embriogenesis ubi kayu pada
berbagai varietas ubi kayu dengan memanfaatkan zat pengatur tumbuh (ZPT). Zat
pengatur tumbuh tanaman memiliki peran yang penting dalam mengendalikan
proses biologis di dalam jaringan tanaman. Fungsinya meliputi pengaturan
kecepatan pertumbuhan pada setiap jenis jaringan serta mengintegrasikan
berbagai bagian tersebut untuk membentuk struktur yang dikenal sebagai tanaman
(Lestari, 2011). Jenis ZPT terdiri dari auksin, sitokinin, giberelin, etilen, dan asam
absisat. Untuk menginduksi kalus embriogenik secara umum menggunakan
auksin yang mempunyai aktifitas kuat atau dengan kosentrasi tinggi. Auksin yang
sering digunakan untuk menginduksi kalus adalah picloram, 2,4

Dichlorophenoxyacetic Acid (2,4-D), dan Naphthalene Acetic Acid (NAA).



Zat pengatur tumbuh picloram dan 2,4-D berperan dalam menginduksi kalus pada
kultur jaringan. Menurut penelitian yang dilakukan oleh Yelli et al. (2023),
penggunaan picloram konsentrasi (0, 7,5, 10, 12,5, 15) mg/L dengan penambahan
NAA pada tahap induksi kalus Ubi Kayu Klon UJ-3 dan BW-1 dapat
menghasilkan persentase embrio somatik 85.19+3.70% hingga 96.30+3.70%.
Danso et al. (2010) menyatakan bahwa penambahan picloram 16 mg/L pada Ubi
Kayu Klon ADI 001 dapat menghasilkan embrio somatik sebanyak 7,4 embrio.
Menurut Nugroho (2017), penambahan 2,4-D 8 mg/L pada Ubi Kayu Klon UJ-5
dapat menghasilkan persentase embrio somatik hingga 41,7% yang diperoleh dari

eksplan daun.

Penambahan zat pengatur tumbuh NAA dalam kultur jaringan berfungsi untuk
mendorong pertumbuhan kalus dan akar, merangsang pembelahan serta
pemanjangan sel dan organ, serta dapat memperkuat dominansi apikal. Menurut
penelitian yang dilakukan oleh Hardjo (2018), penggunaan auksin dengan
konsentrasi yang lebih rendah yaitu 0,01 mg/L NAA, menghasilkan jumlah
embrio somatik yang lebih banyak, mencapai 90% kalus dalam waktu 35 hari.
Hasil ini lebih tinggi dibandingkan dengan penggunaan NAA pada konsentrasi
0,05 mg/L yang tidak diturunkan, yang dikombinasikan dengan 0,01 mg/L
sitokinin BAP pada proses embriogenesis somatik anggrek Vanda tricolor
(Lindl.). Menurut Beyene et al. (2010), penggunaan Media MS yang diperkaya
dengan BAP 0,5 mg/L, NAA 0,01 mg/L, dan GA3 1 mg/L mampu menghasilkan

jumlah tunas yang melimpah pada dua kultivar ubi kayu asal Ethiopia.

Penelitian ini dilakukan untuk menginduksi kalus tanaman Ubi Kayu Varietas
Waxy. Eksplan yang digunakan yaitu daun pucuk dan internode yang diinduksi
pada media yang mengandung tambahan picloram dan 2,4-D. Penelitian ini
diharapkan dapat mengidentifikasi media induksi yang optimal untuk
pembentukan kalus pada Ubi Kayu Varietas Waxy melalui penggunaan picloram

dan 2.4-D.



1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1) Apakah terdapat pengaruh jenis eksplan terhadap pembentukan kalus primer
dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Waxy?

(2) Apakah terdapat pengaruh media induksi kalus terhadap pembentukan kalus
primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Waxy?

(3) Apakah terdapat interaksi antara jenis eksplan dan media induksi terhadap

pembentukan kalus primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Waxy?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

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

(2) Mengetahui pengaruh media induksi kalus terhadap pembentukan kalus
primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Waxy;

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

pembentukan kalus primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Waxy.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu menghasilkan protokol embriogenesis somatik
pada Ubi Kayu Varietas Waxy dengan menggunakan dua jenis eksplan yang
berbeda sehingga dapat memenuhi kebutuhan bibit unggul ubi kayu bagi industri

pangan dalam waktu singkat.



1.5 Kerangka Pemikiran

Ubi kayu merupakan salah satu tanaman pangan yang memiliki potensi tinggi
untuk memenuhi berbagai keperluan di bidang pangan maupun industri. Akan
tetapi, kurang tersedianya jumlah bahan tanam ubi kayu dapat menyebabkan
penurunan produksi. Hal tersebut dapat disebabkan oleh ketersediaan bahan tanam
yang tidak konsisten dan produktivitas yang rendah karena bibit unggul yang
tersedia sedikit dalam jumlah yang terbatas sehingga dapat menghambat
keberlanjutan pasokan bagi bidang industri yang membutuhkan jumlah bahan
tanam dalam skala besar. Perbanyakan bibit ubi kayu dapat dilakukan secara
konvensional maupun nonkonvensional. Perbanyakan tanaman secara
konvensional melalui setek memiliki beberapa kendala seperti ketersediaan pohon
induk yang terbatas, ketidakseragaman bibit, dan berpotensi menularkan penyakit
dari tanaman induknya. Oleh karena itu, perbanyakan secara vegetatif
nonkonvensional menggunakan teknik kultur jaringan dengan embriogenesis

somatik dapat mengatasi kendala ini.

Embriogenesis somatik adalah teknik mikropropagasi in vitro yang mampu
menghasilkan anakan yang seragam dalam jumlah besar. Proses ini memerlukan
sel target yang berupa embrio somatik. Embrio somatik berasal dari satu sel dan
memiliki sifat yang sama persis dengan induknya. Tahap perkembangan embrio
somatik melewati fase globular berbentuk bulat, fase hati berbentuk hati, fase
torpedo, dan fase kotiledon (Novita, 2023). Pada penelitian ini menggunakan
embriogenesis somatik tidak langsung, di mana eksplan membentuk kalus yang

kemudian berkembang menjadi sel embriogenik.

Induksi embriogenesis somatik membutuhkan ZPT (zat pengatur tumbuh) seperti
picloram dan 2,4 dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) yang dapat membantu dalam
pembentukan kalus dan embrio somatik. Penambahan picloram dan 2,4-D dalam
media kultur dapat meningkatkan pertumbuhan kalus. Berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Fletcher ef al. (2011), penambahan 2,4-D 8 mg/L dapat
menghasilkan persentase kalus tertinggi pada Ubi Kayu Klon Afebankye sebesar



75%. Menurut penelitian Susanti ef al. (2017), penggunaan picloram 12 mg/L
mampu menghasilkan frekuensi total embrio somatik pada Ubi Kayu Klon Adira

4 sebesar 37,5%, lebih tinggi dibandingkan pada perlakuan lainnya.

Embriogenesis juga dipengaruhi oleh jenis eksplan yang digunakan. Pada
penelitian ini, digunakan Ubi Kayu Varietas Waxy dengan jenis eksplan daun
pucuk dan internode. Rahman et al. (2021) melakukan penelitian menggunakan
eksplan daun muda dan petiol untuk menginduksi kalus dari Ubi Kayu Gajah dan
Kuning. Chauhan dan Taylor (2018) dalam penelitiannya menggunakan daun,
petiol, dan internode sebagai eksplan ubi kayu. Eksplan yang disubkultur pada
berbagai media induksi diharapkan dapat menginduksi kalus dan embriogenesis
somatik ubi kayu sehingga akan diperoleh protokol embriogenesis somatik. Alur
kerangka pemikiran embriogenesis somatik Ubi Kayu Varietas Waxy disajikan

pada Gambar 1.

1.6 Hipotesis

Hipotesis penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1) Terdapat pengaruh jenis eksplan dalam pembentukan kalus primer dan embrio
somatik Ubi Kayu Varietas Waxy;

(2) Terdapat pengaruh media induksi kalus terhadap pembentukan kalus primer
dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Waxy;

(3) Terdapat interaksi antara jenis eksplan dan media induksi terhadap

pembentukan kalus primer dan embrio somatik Ubi Kayu Varietas Waxy.
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Gambar 1. Alur kerangka pemikiran embriogenesis somatik Ubi Kayu Varietas




II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Ubi Kayu

Ubi kayu merupakan salah satu tanaman pangan yang diperkirakan berasal dari
Amerika Selatan dan kemudian menyebar ke Asia dan Afrika. Ubi kayu
berpotensi untuk mengatasi masalah kekurangan pangan karena tanaman ini dapat
diolah menjadi makanan, lebih dari 800 juta orang di seluruh dunia menjadikan
ubi kayu sebagai makanan pokok (Otun ef al., 2023). Adapun taksonomi dari ubi
kayu adalah sebagai berikut: Kingdom: Plantae; Divisi: Spermatophyta; Kelas:
Dicotyledoneae; Ordo: Malpighiales; Famili: Euphorbiaceae; Genus: Manihot;
Spesies: Manihot esculenta L. (Sastrahidayat, 2017).

Ubi kayu adalah tumbuhan dengan batang pohon lunak atau getas yang mudah
patah. Ubi kayu adalah tumbuhan yang tinggi dengan batang bulat dan bergerigi
yang terdiri dari bekas pangkal tangkai daun yang bergabus di bagian tengahnya.
Batang ubi kayu berbentuk silinder dengan diameter 2-6 cm dan dapat mencapai
ketinggian antara 1 hingga 4 meter. Kulit batang berwarna putih, abu-abu, atau
cokelat kemerahan. Daun ubi kayu memiliki tangkai panjang, helaian daun mirip
telapak tangan, dan memiliki 3-8 lembar daun per tangkai. Tangkai daun tersebut

berwarna kuning, hijau, atau merah (Mustikarini et al., 2019).

Ubi kayu tumbuh di wilayah yang terletak di antara 30° lintang selatan dan 30°
lintang utara, yaitu di daerah yang memiliki suhu rata-rata di atas 18 °C dan curah
hujan tahunan lebih dari 500 mm. Tanaman ubi kayu mampu bertahan hingga
ketinggian 2.000 meter di atas permukaan laut (mdpl) atau di wilayah subtropis

dengan suhu rata-rata 16 °C. Pada ketinggian hingga 300 mdpl tanaman ubi kayu
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dapat menghasilkan umbi dengan baik, meskipun tidak dapat berbunga. Namun,
pada ketinggian sekitar 800 mdpl tanaman ubi kayu dapat menghasilkan bunga
dan biji (Mustikarini et al., 2019).

Ubi kayu dapat diolah menjadi berbagai produk, salah satunya adalah tepung
tapioka yang sering digunakan dalam industri makanan. Berdasarkan kandungan
asam sianida (Hidrosianida atau HCN), ubi kayu dibagi menjadi dua jenis yaitu
ubi kayu pahit dan ubi kayu manis. Ubi kayu pahit memiliki kandungan HCN
lebih dari 50 mg/kg umbi segar, sedangkan ubi kayu manis atau tidak pahit
memiliki kandungan HCN lebih rendah sekitar 40 mg/kg umbi segar. Meskipun
ubi kayu mengandung senyawa Hidrosianida yang beracun, pengolahan yang
tepat seperti perendaman, pemasakan, atau fermentasi dapat menurunkan kadar

racunnya sehingga aman dikonsumsi (Indra, 2019).

Ketersediaan ubi kayu pada umumnya masih kurang mencukupi untuk memenuhi
permintaan yang terus meningkat di bidang industri sehingga diperlukan
pengembangan dan penyediaan ubi kayu unggul. Menurut Wokanubun et al.
(2020), varietas unggul memiliki kelebihan dalam hal produktivitas, ketahanan
terhadap hama dan penyakit, serta adaptasi yang lebih baik terhadap berbagai
kondisi lingkungan. Ubi kayu varietas unggul yang banyak dibudidayakan petani
Indonesia yaitu Adira 1 (1978), Malang 1 (1992), Malang 2 (1992), Darul
Hidayah (1998), Adira 2 (1978), Adira 4 (1987), UJ-3 (2000), UJ-5 (2000),
Malang 4 (2001), Malang 6 (2001), Litbang UK-2 (2012), dan UK-1 Agritan
(2016).

Ubi Kayu Varietas Waxy merupakan salah satu varietas yang banyak
dibudidayakan di Provinsi Lampung. Menurut Nintania et a/. (2021), Ubi Kayu
Varietas Waxy termasuk ke dalam ubi kayu industri dengan kadar HCN mencapai
0,069 mg/g. Karakteristik Varietas Waxy yaitu pucuk daun berwarna hijau terang,
permukaan tangkai daun berwarna hijau kemerahan, batang berwarna cokelat, dan
umbinya berwarna merah muda. Rata-rata bobot ubi per pohon pada Varietas

Waxy mencapai 3,16 kg, lebih tinggi dibandingkan dengan Klon UJ-5. Ubi Kayu
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Varietas Waxy mempunyai kadar pati yang mencapai 12,72%, dengan kandungan
amilosa yang jauh lebih rendah dibandingkan ubi kayu biasa yaitu 0,0%
(Anggraini et al., 2021).

2.2 Perbanyakan Ubi Kayu

Tanaman ubi kayu dapat diperbanyak secara generatif maupun vegetatif.
Perbanyakan ubi kayu secara generatif dilakukan dengan menggunakan biji. Ubi
kayu yang diperbanyak melalui metode ini umumnya hanya digunakan dalam
skala penelitian atau pemuliaan tanaman untuk menghasilkan varietas baru, bukan
untuk keperluan budidaya (Haryono et al., 2022). Hal tersebut dikarenakan
memerlukan waktu yang lebih lama untuk mencapai fase produktif dan biji ubi

kayu seringkali mengalami dormansi (Beyene, 2009).

Perbanyakan ubi kayu konvensional secara vegetatif biasanya dilakukan dengan
menggunakan setek batang. Bibit yang diperlukan sekitar 10.000 hingga 14.000
setek per hektar untuk menanam ubi kayu secara monokultur. Metode ini
mempunyai beberapa kelemahan, antara lain berisiko tinggi dalam menularkan
penyakit dari tanaman induk ke tanaman hasil setek, jumlah bibit yang terbatas
terutama untuk bibit unggul baru sehingga belum mampu memenuhi kebutuhan
petani. Selain itu, prosesnya memerlukan waktu yang lama karena harus
menunggu hingga tanaman berumur sekitar 8-12 bulan untuk dipanen dan bibit
yang dihasilkan tidak dapat disimpan dalam jangka waktu yang lama (Yelli et al.,
2023). Oleh karena itu, diperlukan upaya serta teknik penanaman yang dapat
menghasilkan bibit dalam jumlah banyak dan dalam waktu yang lebih cepat.

2.3 Kultur Jaringan

Kultur jaringan merupakan suatu metode untuk mengisolasi bagian tanaman,
seperti sekelompok sel atau jaringan yang kemudian ditumbuhkan dalam kondisi
steril atau aseptik. Teknik ini memungkinkan bagian tanaman tersebut

berkembang biak dan tumbuh menjadi tanaman utuh yang memiliki karakteristik
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sama dengan induknya. Teknik kultur jaringan dikenal dengan istilah kultur in
vitro. Istilah ini berarti pertumbuhan dan perkembangan sel, jaringan, atau organ
tanaman dilakukan di luar organisme induknya, tepatnya di dalam wadah

transparan seperti botol kaca (Harahap et al., 2019).

Prinsip kultur jaringan didasarkan pada teori sel yang dikemukakan oleh Schwann
dan Schleiden pada 1838, yang menyatakan bahwa setiap sel tumbuhan memiliki
kemampuan untuk mengatur proses fisiologisnya sendiri dan memiliki sifat
totipotensi. Totipotensi adalah kemampuan sel tumbuhan baik sel somatik,
vegetatif, maupun gamet untuk beregenerasi menjadi tanaman utuh. Kemampuan
ini memungkinkan setiap sel tumbuh dan berkembang dalam kondisi yang sesuai
dengan tetap membawa karakteristik induknya. Sifat totipotensi ini lebih banyak
terdapat pada bagian tanaman yang masih muda (juvenile) dan terutama
ditemukan di area meristem sehingga sel, jaringan, atau organ yang digunakan
dalam budidaya in vitro dapat berkembang sesuai dengan tujuan yang diinginkan

(Harapah et al., 2019).

Kelebihan dari kultur jaringan yaitu bibit dapat diperbanyak dalam jumlah yang
besar tanpa memerlukan lahan yang luas, serta mampu memproduksi bibit dalam
waktu singkat. Bibit yang dihasilkan juga memiliki sifat identik dengan induknya,
kesehatan dan mutu bibit lebih terjamin, serta pertumbuhannya lebih cepat
dibandingkan dengan metode konvensional. Namun, kultur jaringan juga memiliki
kekurangan yaitu biaya yang relatif tinggi sehingga bibit hasil kultur jaringan
biasanya lebih mahal dibandingkan bibit dari metode konvensional (Widyastuti
dan Deviyanti, 2024). Selain itu, teknik kultur jaringan memerlukan keahlian dan

keterampilan khusus.

Pola regenerasi perbanyakan secara in vitro melalui tiga pola yaitu axillary
branching, organogenesis, dan embriogenesis somatik. Axillary branching
merupakan proses regenerasi melalui percabangan tunas aksilar yang berada di
ketiak daun. Organogenesis merupakan proses pembentukan tunas atau akar

adventif yang berasal dari jaringan kalus. Proses ini berlangsung setelah masa
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dormansi pertumbuhan kalus yaitu di antara tahap penanaman eksplan dan
terjadinya induksi organ. Embriogenesis somatik merupakan proses pembentukan
embrio yang berasal dari sel-sel vegetatif atau sel somatik yang dapat diperoleh
dari berbagai jenis eksplan. Pembentukan dan perkembangan embrio somatik ini

terjadi tanpa melalui proses reproduksi seksual (Zulkarnain, 2022).

2.4 Embriogenesis Somatik

Embriogenesis somatik adalah proses pembentukan embrio yang berasal dari sel-
sel somatik pada jaringan eksplan. Selama proses ini, sel-sel eksplan mengalami
beberapa fase perubahan bentuk yaitu fase globular, fase hati, fase torpedo, hingga
fase kotiledon. Embriogenesis somatik dapat terbentuk secara langsung (direct
somatic embryogenesis) dan secara tidak langsung (indirect somatic
embryogenesis). Pada embriogenesis somatik langsung, embrio terbentuk
langsung dari jaringan eksplan tanpa melalui pembentukan kalus. Sebaliknya,
pada embriogenesis somatik tidak langsung, proses dimulai dengan pembentukan
kalus diikuti oleh pembentukan embrioid melalui induksi kalus (Adhinugraha,

2024). Fase perkembangan embrio somatik disajikan pada Gambar 2.

(A) globular (B) hati (C) torpedo awal (C) torpedo akhir

perkembangan pembuluh

Gambar 2. Fase perkembangan embrio somatik (Purnamaningsih, 2002).
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Tahapan embriogenesis somatik dimulai dengan pemilihan eksplan, yang bisa
berupa potongan daun, akar, atau bunga dari tanaman induk. Eksplan kemudian
disterilisasi untuk mencegah kontaminasi patogen. Setelah itu, eksplan ditanam
pada medium induksi kalus, lalu dilakukan perbanyakan kalus dan induksi kalus
embriogenik. Kalus embriogenik kemudian dipindahkan ke medium yang
mengandung konsentrasi auksin, dengan atau tanpa penambahan zat pengatur
tumbuh dari kelompok sitokinin, untuk menginduksi pembentukan embrio
somatik (Adhinugraha, 2024). Embrio somatik yang terbentuk selanjutnya
dikecambahkan hingga menjadi planlet. Planlet yang sudah cukup umur kemudian

diaklimatisasi sebelum dipindahkan ke kondisi lapang.

Pembentukan sel atau kalus embriogenik merupakan syarat utama dalam produksi
embrio somatik. Kalus embriogenik biasanya dihasilkan dari embrio benih atau
jaringan meristematik. Kultur kalus memiliki potensi morfogenetik yang beragam.
Kalus yang dihasilkan sering kali gagal untuk beregenerasi menjadi embrio
somatik atau hanya mampu membentuk akar. Proses pembentukan embrio
somatik, pematangan, perkecambahan, serta regenerasi planlet memerlukan
medium, zat pengatur tumbuh (ZPT), dan lingkungan yang mendukung. Sebelum
induski pembentukan embrio somatik, biasanya dilakukan pemecahan kalus untuk
dikulturkan ke media baru yang berfungsi untuk meningkatkam pembelahan sel.
Namun, subkultur kalus yang dilakukan berulang kali dapat menyebabkan
hilangnya kemampuan morfogenetik. Kalus yang dihasilkan dari inisiasi awal
cenderung memiliki kemampuan regenerasi lebih tinggi dalam membentuk
embrio somatik dibandingkan dengan kalus hasil dari subkultur (Sulastri et al.,

2019).

2.5 Media Kultur

Media kultur merupakan salah satu komponen penting dalam kultur jaringan
tanaman yang digunakan untuk mendukung pertumbuhan dan perkembangan
eksplan secara in vitro. Media kultur dapat berupa media cair, padat, semi padat,

dan semi solid yang penggunaannya tergantung dari tujuan, jenis bahan tanam,
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dan jenis umur jaringan yang dipakai. Secara umum, media kultur jaringan dapat
dibedakan menjadi media dasar dan media perlakuan. Resep media dasar
merupakan resep kombinasi zat yang mengandung hara esensial makro dan mikro,

sumber energi, dan vitamin (Widyastuti dan Deviyanti, 2024).

Semua jenis tanaman dan bagian tanaman yang aktif membelah dapat diperbanyak
dengan kultur jaringan. Namun, setiap tanaman memerlukan komposisi media
kultur yang berbeda untuk pertumbuhannya. Tanaman yang memiliki hubungan
kekerabatan dekat seperti yang berasal dari spesies, genus, atau famili yang sama,
umumnya memiliki komposisi media kultur yang tidak jauh berbeda, terutama
untuk bagian eksplan yang sama seperti pucuk, daun, batang, atau akar. Selain itu,
dalam satu tanaman, komposisi media dan hormon yang digunakan juga
bervariasi tergantung bagian tanaman yang dikultur. Misalnya, media yang
digunakan untuk menumbuhkan pucuk berbeda dengan media yang

dibutuhkan untuk menumbuhkan daun, batang, atau akar (Harahap et al., 2019).

Media kultur jaringan terdiri atas beberapa komponen penting yang berperan
dalam mendukung pertumbuhan eksplan. Beberapa komponen penting tersebut
yaitu garam-garam anorganik, vitamin, sukrosa, mio-inositol, asam-asam amino,
dan agar. Garam-garam anorganik merupakan gabungan dari unsur hara esensial
makro, seperti karbon (C), hidrogen (H), oksigen (O), nitrogen (N), sulfur (S),
fosfor (P), kalium (K), kalsium (Ca), dan magnesium (Mg), serta unsur hara mikro
yang dibutuhkan dalam jumlah kecil, seperti klorin (Cl), boron (B), molibdenum
(Mo), mangan (Mn), tembaga (Cu), besi (Fe), seng (Zn), dan kobalt (Co). Vitamin
berupa pyridoxine (vitamin B6), nicotinic acid (niacin), dan thiamine (vitamin
B1). Sukrosa berfungsi sebagai sumber energi bagi eksplan. Selain itu, dapat
digunakan juga glukosa dan fruktosa sebagai pengganti sukrosa karena mampu
merangsang pertumbuhan dari beberapa jaringan. Mio-Inositol berperan dalam
merangsang pertumbuhan jaringan. Asam-asam amino merupakan sumber
nitrogen organik. Asam amino yang umumnya mempunyai peran sebagai

penopang akar supaya eksplan tetap pada tempatnya (Harahap, ef al., 2019).
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Media dasar yang digunakan dalam kultur jaringan terdapat beberapa jenis. Jenis
media dasar yang umum digunakan dalam kultur jaringan, masing-masing
disesuaikan dengan jenis tanaman dan tujuan kultur. Media dasar Murashige dan
Skoog merupakan media yang paling sering digunakan untuk hampir semua jenis
kultur, terutama pada tanaman herbaceous. Media dasar B5 biasanya digunakan
untuk kultur sel tanaman kedelai, alfafa, dan legume. Sementara itu, media dasar
White banyak dimanfaatkan dalam kultur akar tanaman tomat. Pada tanaman
anggrek, media dasar Vacin dan Went merupakan pilihan umum digunakan dalam
kultur jaringannya. Media dasar Nitsch dan Nitsch sering digunakan dalam kultur
pollen dan kultur sel. Media dasar Schenk dan Hildebrandt cocok untuk kultur
jaringan tanaman monokotil. Selain itu, terdapat juga media khusus untuk
tanaman berkayu yang dikenal sebagai Woody Plant Medium (WPM). Terakhir,
media dasar N6 sangat sesuai untuk kultur jaringan semua jenis tanaman serealia,

terutama padi (Widyastuti dan Deviyanti, 2024).

2.6 Eksplan

Eksplan adalah bagian kecil dari jaringan atau organ yang diambil dari tanaman
induk untuk digunakan dalam proses kultur. Keberhasilan dalam melakukan kultur
jaringan dapat dipengaruhi oleh eksplan yang digunakan. Adapun kondisi eksplan
yang mempengaruhi keberhasilan kultur yaitu jenis eksplan, ukuran, umur, dan
fase fisiologis jaringan yang digunakan sebagai eksplan (Basri, 2016). Bagian
tanaman yang dapat digunakan sebagai eksplan dapat berupa pucuk tunas,
potongan batang dengan satu buku, potongan daun atau akar, kotiledon, aksis
embrio pada biji, biji utuh, bagian bunga, dan lain-lain. Salah satu syarat utama
dalam kultur jaringan tanaman adalah kondisi aseptik, eksplan yang akan
dikulturkan di media steril harus dibuat aseptik terlebih dahulu. Eksplan dapat
berasal dari tanaman yang tumbuh di alam bebas atau di rumah kaca. Meskipun
tampak sehat dan tidak menunjukkan tanda-tanda serangan hama atau penyakit,
permukaan luar eksplan tetap harus dianggap tidak steril. Untuk memastikan

kultur aseptik, eksplan harus disterilisasi sebelum ditanam (Ziraluo, 2021).
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Umur eksplan sangat mempengaruhi kemampuan eksplan tumbuh dan
beregenerasi. Secara umum, eksplan yang berasal dari jaringan tanaman muda
(juvenil) lebih mudah tumbuh dan beregenerasi dibandingkan dengan jaringan
yang sudah mengalami diferensiasi lanjut. Jaringan muda memiliki sel-sel aktif
membelah dan dinding sel yang belum kompleks, sehingga lebih mudah
dimodifikasi dalam kultur dibandingkan jaringan yang lebih tua. Maka dari itu,
inisiasi kultur biasanya menggunakan pucuk muda, kuncup muda, hipokotil, atau
bunga yang belum dewasa (Basri, 2016). Jika eksplan diambil dari tanaman
dewasa, re-juvenilisasi tanaman induk melalui pemangkasan atau pemupukan
dapat membantu mendapatkan eksplan muda untuk meningkatkan keberhasilan

kultur.

Ukuran eksplan juga berperan dalam keberhasilan kultur. Ukuran eksplan yang
ideal adalah antara 0,5 hingga 1,0 cm yang sangat menentukan keberhasilan
proses kultur (Apriliyania dan Wahidah, 2021). Eksplan berukuran kecil lebih
mudah disterilisasi dan membutuhkan lebih sedikit ruang serta media. Namun,
memiliki kemampuan regenerasi yang lebih rendah sehingga memerlukan media
yang lebih kompleks untuk pertumbuhan dan regenerasinya, sedangkan eksplan
berukuran besar memiliki peluang lebih besar untuk membawa penyakit dan lebih
sulit disterilkan, serta membutuhkan ruang dan media kultur yang lebih banyak.
Ukuran eksplan yang tepat tergantung pada jenis tanaman yang dikulturkan,

teknik, serta tujuan pengkulturan (Basri, 2016).

2.7 Zat Pengatur Tumbuh (ZPT)

Zat pengatur tumbuh (ZPT) merupakan suatu senyawa organik bukan hara, yang
dalam konsentrasi rendah (I pM) mampu merangsang, menghambat, dan
mempengaruhi pola pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Zat pengatur
tumbuh menjadi salah satu komponen penting dalam media kultur jaringan karena
bertanggung jawab untuk mengontrol berbagai tahapan pertumbuhan dan
perkembangan tanaman seperti, pembelahan sel, pembentukan akar dan tunas,

serta proses diferensiasi lainnya. Pada konsentrasi yang tepat, zat pengatur
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tumbuh akan bekerja dengan baik. Namun, jika konsentrasi yang digunakan
berlebihan atau kekurangan, maka akan menghambat pertumbuhan diameter dari

tanaman (Ningsih dan Rohmawati, 2019).

Zat pengatur tumbuh dapat digolongkan menjadi lima kelompok utama yaitu
auksin, sitokinin, giberelin, etilena, dan asam absisat. Auksin, sitokinin, dan
giberelin memiliki sifat yang positif bagi pertumbuhan tanaman pada konsentrasi
fisiologis, sedangkan etilena dapat bersifat menghambat ataupun mendukung
pertumbuhan serta asam absisat tergolong sebagai penghambat (inhibitor) bagi
pertumbuhan. Masing-masing ZPT memiliki peran tersendiri dalam proses
fisiologis tanaman. Auksin berperan penting dalam pembentukan kalus, kultur
suspensi sel, dan induksi perakaran. Namun, tidak dapat bekerja secara mandiri
dan harus digunakan bersama dengan sitokinin. Sitokinin berfungsi untuk
merangsang pembentukan tunas serta proses morfogenesis, khususnya pada sel
yang mengalami embriogenesis secara sinergis dengan auksin. Giberelin memiliki
fungsi utama dalam mempercepat pemanjangan sel. Etilen berperan dalam
mempercepat pematangan sel serta mencegah dormansi pada biji. Terakhir, asam
absisat (ABA) berfungsi sebagai penghambat pertumbuhan tanaman sehingga
digolongkan sebagai inhibitor (Heriansyah, 2020).

Auksin dan sitokinin adalah golongan Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) yang paling
umum digunakan dalam melakukan kultur jaringan. Zat pengatur tumbuh dari
golongan auksin yaitu terdiri dari [AA (indole acetic acid), NAA (naphthalene
acetic acid), IBA (indole butyric acid), 2.4-D (2.4-dichlorophenoxy aceticacid),
dicamba (3,6-dichloro-o-anisic acid), dan picloram (4-amino-3,5,6-
trichloropicolinic acid). Sementara itu, zat pengatur tumbuh dari golongan
sitokinin yaitu BA (benzyl adenine), kinetin (furfuryl amino purine), 2-1P
(dimethylallyl amino purine), dan zeatin (Hervani, et al., 2018).

Menambahkan auksin atau sitokinin ke dalam media kultur mampu meningkatkan
konsentrasi ZPT endogen yang berada di dalam sel, sehingga menjadi faktor

pemicu dalam proses pertumbuhan maupun perkembangan jaringan. Auksin
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berperan penting dalam memberikan sinyal pada eksplan selama fase induksi
embriogenesis somatik tidak langsung. Pada fase ini, auksin membantu memicu
proses pembentukan struktur kalus. Namun, saat memasuki fase ekspresi di mana
kalus berkembang menjadi embrio somatik, konsentrasi auksin yang rendah atau
ketiadaan auksin dalam media kultur lebih disarankan. Hal ini disebabkan oleh
sensitivitas embrio terhadap kadar hormon, karena auksin yang berlebihan dapat
mengganggu atau bahkan menghambat pertumbuhan tanaman. Hal ini terjadi
karena fitohormon termasuk auksin endogen secara alami aktif pada konsentrasi
yang sangat rendah untuk mengatur pertumbuhan dan perkembangan tanaman

secara optimal (Hapsoro dan Yusnita, 2022).



III. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada Desember 2024 sampai Maret 2025 di
Laboratorium Ilmu Tanaman (Laboratorium Kultur Jaringan Tanaman),

Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan meliputi autoklaf, destilator, Laminar Air Flow Cabinet
(LAFC), botol kultur, rak kultur, timbangan digital, timbangan analitik, pH meter,
sprayer, cawan petri, pinset, karet, plastik, scalpel, blade, keramik, bunsen, korek
api, gelas ukur, kamera, beaker glass, panci, spatula, kompor, tabung gas, bak air,
gayung, ember, dirigen, showcase, lap kain, magnetic stirrer, botol schott, pipet

tetes, komputer, mikroskop stereo, dan alat tulis.

Bahan-bahan yang digunakan meliputi Ubi Kayu Varietas Waxy, Media MS,
Picloram, 2,4 -Dichlorophenoxy acid, Naphtalen Acetid Acid (NAA), GA3,
Benzyladenine (BA), CuSQs4, kapas, tisu, karet, label, aquades, agar-agar, spirtus,
detergen, bayclin, sabun cuci piring, sukrosa, HC1 1 N, KOH 1 N, plastik

wrapping, air, dan plastik ukuran 12 x 25 cm.

3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) yang disusun secara

faktorial (2 x 5). Faktor pertama adalah eksplan Ubi Kayu Varietas Waxy (E) yang
terdiri atas dua jenis yaitu eksplan daun pucuk (E1) dan internode (E2). Faktor
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kedua adalah jenis media induksi kalus (M) yang terdiri dari 5 jenis yaitu MS +
NAA 6 mg/L (M0), MS + Picloram 12 mg/L. + NAA 6 mg/L. (M1), MS + Picloram
12 mg/L + NAA 0 mg/L (M2), MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 6 mg/L (M3), MS +
2,4-D 8 mg/L + NAA 0 mg/L (M4). Berdasarkan kedua faktor tersebut, maka
diperoleh 10 kombinasi perlakuan. Sepuluh kombinasi perlakuan yang diperoleh
sebagai berikut:

(1) EIMO = Eksplan daun pucuk + MS + NAA 6 mg/L (kontrol)

(2) EIMI = Eksplan daun pucuk + MS + Picloram 12 mg/L + NAA 6 mg/L
(3) EIM2 = Eksplan daun pucuk + MS + Picloram 12 mg/L + NAA 0 mg/L
(4) EI1IM3 = Eksplan daun pucuk + MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 6 mg/L

(5) E1M4 = Eksplan daun pucuk + MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 0 mg/L

(6) E2MO = Eksplan internode + MS + NAA 6 mg/L (kontrol)

(7) E2M1 = Eksplan internode + MS + Picloram 12 mg/L + NAA 6 mg/L

(8) E2M2 = Eksplan internode + MS + Picloram 12 mg/L + NAA 0 mg/L

(9) E2M3 = Eksplan internode + MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 6 mg/L

(10) E2M4 = Eksplan internode + MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 0 mg/L

Setiap perlakuan diulang sebanyak 4 kali, untuk 1 kali ulangan terdiri dari 3 botol
dengan 1 botol terdiri dari 3 eksplan. Sehingga, total eksplan yang digunakan

adalah 360 eksplan dan secara keseluruhan terdapat 40 satuan percobaan.

3.4 Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dalam beberapa tahap. Tahapan tersebut dimulai dari
penyiapan bahan tanam, sterilisasi alat, pembuatan media, sterilisasi media, dan
penanaman eksplan.

3.4.1 Penyiapan Bahan Tanam

Persiapan bahan tanam dilakukan secara in vitro di ruang kultur laboratorium ilmu

tanaman pada kondisi aseptik. Perbanyakan planlet Varietas Waxy dilakukan

melalui subkultur dengan menggunakan eksplan steril sepanjang 1 cm atau satu
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ruas dari mother stock. Proses subkultur dilanjutkan hingga jumlah planlet
mencukupi untuk digunakan sebagai bahan tanam. Bagian daun pucuk dan ruas
batang (internode) dapat digunakan sebagai eksplan yang kemudian ditempatkan

pada media steril yang telah diberi perlakuan.

3.4.2 Sterilisasi Alat

Semua alat yang akan digunakan harus dalam kondisi steril, sehingga perlu
dilakukan sterilisasi terlebih dahulu. Adapun tahap sterilisasi alat meliputi

sterilisasi botol dan sterilisasi alat diseksi.

3.4.2.1 Sterilisasi botol

Teknik kultur jaringan memerlukan kondisi aseptik untuk mengurangi risiko
kegagalan akibat kontaminasi. Terdapat dua tahap pencucian dalam proses
sterilisasi botol kultur, yaitu mencuci botol yang terkontaminasi dan botol yang
sudah bersih. Pada tahap pertama, botol kultur yang terkontaminasi disterilkan
menggunakan autoklaf Budenberg selama 30 menit dengan suhu 121°C dan
tekanan 1 atm. Setelah itu, media terkontaminasi dalam botol dikeluarkan
menggunakan pinset dan botol dicuci dengan sabun cuci piring. Setelah bersih,
botol direndam selama +12 jam dalam larutan detergen sebanyak 40 g yang
dicampur dengan 300 ml larutan desinfektan komersial. Setelah perendaman,
bagian dalam dan luar botol digosok dengan serabut jaring dan serabut kawat
hingga benar-benar bersih. Botol kemudian dibilas dengan air mengalir untuk
menghilangkan sisa detergen dan direndam dalam air panas selama 10-15 menit.
Setelah itu, botol ditiriskan menggunakan alas kertas, lalu mulut botol ditutup

dengan penutup plastik berukuran 12 x 25 cm.

Sterilisasi botol pada tahap kedua dilakukan pada botol yang telah dibersihkan
pada tahap sebelumnya. Botol-botol tersebut disusun ke dalam autoklaf 7omy,

yang khusus digunakan sebagai autoklaf bersih untuk sterilisasi media dan
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peralatan. Proses sterilisasi botol dilakukan selama 30 menit pada suhu 121°C dan
tekanan 1 atm. Setelah selesai, botol-botol yang telah steril disusun ke dalam box

penyimpanan dan siap untuk digunakan.

3.4.2.2 Sterilisasi alat diseksi

Alat diseksi yang akan digunakan dalam kultur jaringan perlu disterilisasi agar
tidak terjadi kontaminasi. Alat diseksi berupa pinset, scalpel, cawan petri, ubin
atau keramik, dan kapas dilakukan dengan cara membungkus alat dengan kertas
lalu dilapisi dengan plastik tahan panas pada bagian luar dan diikat menggunakan
karet. Sterilisasi kapas dimasukkan ke dalam botol steril lalu ditutup dengan
plastik. Selain alat diseksi tersebut, alat-alat yang digunakan untuk menyimpan
media maupun larutan stok perlu disterilisasi, seperti botol schott, gelas ukur, dan
cawan petri. Alat-alat tersebut dimasukkan ke dalam autoklaf dengan suhu 121°C
dan tekanan 1 atm selama 30 menit. Kemudian, alat-alat tersebut dikeluarkan dan

diangin-anginkan pada ruangan ber-AC.

3.4.3 Pembuatan Media

Media yang digunakan dalam penelitian ini terdapat 4 jenis. Media tersebut yaitu
media pre-kondisi (MS0), media induksi kalus primer, media maturasi embrio,

dan media regenerasi tunas.

3.4.3.1 Media pre-kondisi (MSO0)

Media pre-kondisi adalah media yang digunakan untuk mempersiapkan eksplan
daun pucuk dan eksplan internode ubi kayu. Komponen Media MS (Tabel 1) dan
sukrosa yang sudah disiapkan dimasukkan ke dalam gelas beaker yang telah
ditambahkan sedikit aquades = 200 ml, lalu homogenkan menggunakan magnetic
stirrer. Setelah homogen, volume larutan ditambah aquades hingga mencapai
1000 ml menggunakan gelas ukur 1 liter. Larutan kemudian dituangkan kembali

ke dalam gelas beaker dan dihomogenkan sambil mengatur pH menjadi 5,8
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dengan menggunakan KOH atau HCI 1 N. Jika pH awal lebih tinggi dari 5,8
digunakan HCI 1 N untuk menyesuaikannya, sedangkan jika pH awal lebih rendah
dari 5,8 digunakan KOH 1 N. Selanjutnya, larutan dipanaskan sambil
ditambahkan agar sebanyak 7 g/L dan diaduk hingga mendidih. Setelah itu,
larutan media dituangkan ke dalam botol kultur steril dengan volume + 30 ml per
botol dan ditutup kembali menggunakan plastik dan diikat menggunakan karet.
Botol yang sudah berisi media diberi label untuk menandai komposisi media yang
telah dibuat. Setelah diberi label, botol kultur yang berisi media disterilkan
menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm.
Media yang telah diautoklaf dapat digunakan setelah 3 hari disimpan di ruang
kultur. Hal tersebut dilakukan agar dapat dipastikan bahwa media yang akan
digunakan telah steril. Komposisi media Murashige dan Skoog disajikan pada

Tabel 1.

3.4.3.2 Media induksi kalus primer (MIKP)

Media induksi kalus primer (MIKP) digunakan sebagai media untuk menginduksi
terbentuknya kalus primer dan embrio somatik. Media MIKP dibuat dengan
komposisi Media MS (Murashige and Skoog, 1962) dengan menambahkan NAA
6 mg/L, 4 uM CuSOs, sukrosa 40 g/L, dan agar-agar oxoid 8 g/L. Media ini
kemudian dikombinasikan sesuai dengan perlakuan yang diterapkan yaitu kontrol
(MS + NAA 6 mg/L), MS + Picloram 12 mg/L + NAA 6 mg/L, MS + Picloram 12
mg/L + NAA 0 mg/L, MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 6 mg/L, MS +2,4-D 8 mg/L +
NAA 0 mg/L. Penanaman eksplan pada media MIKP dilakukan selama 4 minggu
kemudian diinkubasi pada tempat yang gelap dengan suhu 23 + 2°C. Setelah 4
minggu, kalus ditimbang dan dipindahkan pada media yang sama dengan media
awal (MIKP) selama 3 minggu di ruang gelap yang bertujuan untuk menginduksi
embrio somatik pada kalus, mencegah browning, dan memberikan kembali nutrisi

yang dibutuhkan oleh kalus.



Tabel 1. Komposisi Media Murashige dan Skoog (1962)
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No. Komponen media Konsentrasi Konsentrasi Komponen
dalam Media  dalam larutan yang
MS (mg/L) stok (mg/L) dibutuhkan
dalam 1 L
media

1.  Stok Makro (10x) - - 100 ml
NH4NO3 1650 16500 -

KNO; 1900 19000 -
MgS04.7H,0 370 3700 -
KH2PO4 170 1700 -

2.  Stok Mikro A (100x) - - 10 ml
H3BO3 6,2 620 -
MnSO4.H,O 16,9 1690 -
ZnS04.7H20 8,6 860 -

3.  Stok Mikro B (100x) - - 10 ml
Kl 0,83 830 -
NaxMo04.7H20 0,25 250 -
CuS04.5H20 0,025 25 -
CoCl2.6H20 0,025 25 -

4.  Stok CaCl: (100x) - - 10 ml
CaCl.2H;O 440 44000 -

5.  Stok Fe (100x) - - 10 ml
FeS0O4.7H20 27,8 2780 -

Na; EDTA 37,3 3730 -

6.  Vitamin MS (100x) - - 10 ml
Tiamin-HCI 0,1 10 -
Piridoksin-HCI 0,5 50 -

Glisin 2,0 200 -

7.  Mio-Inositol (10x) - - 100 ml

Mio-Inositol 100 1000 -

3.4.3.3 Media maturasi embrio (MME)

Media maturasi embrio (MME) digunakan untuk pematangan embrio somatik

yang terbentuk dari kalus primer sehingga embio dapat berkembang menjadi

kotiledon. Media maturasi embrio somatik ini adalah Media MS yang

ditambahkan NAA 0,5 mg/L, CuSO4 4 uM, sukrosa 40 g/L, dan agar-agar oxoid 8

g/L. Pada MME, konsentrasi zat pengatur tumbuh (ZPT) diturunkan menjadi 2
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mg/L yang bertujuan sebagai pemicu kalus agar berhenti untuk membelah dan
mendorong perkembangan embrio hingga mencapai fase kotiledon. Pada
penelitian ini, MME yang digunakan terdapat 5 jenis yaitu kontrol (MS + NAA
0,5 mg/L), 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, MS +2,4-D 2 mg/L + NAA
0 mg/L. Formulasi media induksi kalus primer dan media maturasi embrio

disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Formulasi Media Induksi Kalus Primer dan Media Maturasi Embrio

Media Induksi Kalus Primer Media Maturasi Embrio

MS + NAA 6 mg/L MS + NAA 0,5 mg/L

MS + Picloram 12 mg/L + NAA 6 mg/L MS + Picloram 2 mg/L + NAA 0,5 mg/L
MS + Picloram 12 mg/L + NAA 0 mg/L MS + Picloram 2 mg/L + NAA 0 mg/L
MS +2,4-D 8 mg/L + NAA 6 mg/L MS +2,4-D 2 mg/L + NAA 0,5 mg/L
MS + 2,4-D 8 mg/L + NAA 0 mg/L MS +2,4-D 2 mg/L + NAA 0 mg/L.

3.4.3.4 Media regenerasi tunas (MRT)

Media regenerasi tunas (MRT) adalah media yang digunakan untuk
mengecambahkan embrio yang telah terbentuk menjadi kotiledon hijau. Media
dasar yang digunakan dalam MRT adalah Media MS (Tabel 1), sukrosa 20 g/L,
agar-agar gelrite 2,5 g/L + BA 0,2 mg/L + GA3 0,01 mg/L dan MS + BA 0,2 mg/L

+ dan GA3 0 mg/L. Media ini digunakan untuk merangsang pembentukan tunas.

3.4.4 Sterilisasi Media

Media disterilkan dengan cara mengautoklaf botol yang berisi media selama 15
menit menggunakan autoklaf 7omy pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm.
Selanjutnya, media yang telah disterilisasasi dipindahkan dan disimpan di ruang

kultur.
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3.4.5 Penanaman Eksplan

Penanaman eksplan dilakukan dalam beberapa tahapan dengan langkah-langkah
yang berbeda setiap tahapnya. Adapun tahap penanaman eksplan meliputi
penanaman pada media pre-kondisi (MS0), penanaman eksplan ke media induksi

kalus primer, maturasi embrio somatik, dan media regenerasi tunas.

3.4.5.1 Penanaman pada media pre-kondisi (MS0)

Tunas untuk penanaman pada media pre-kondisi diperoleh dari planlet mother
stock yang dipotong sepanjang 1-2 cm di dalam Laminar Air Flow Cabinet
(LAFC) untuk menghasilkan calon tunas baru. Setiap botol kultur diisi dengan
tiga tunas, kemudian diberi label yang mencantumkan nama, waktu tanam, dan
jenis varietas untuk memudahkan mengidentifikasi. Botol-botol ini disimpan di
ruang kultur dengan suhu terkontrol 23 + 2°C serta pencahayaan yang
berkelanjutan selama 24 jam menggunakan lampu Flourescent untuk mendukung
pertumbuhan yang optimal. Setelah 18 hari, tunas steril yang berkembang pada
media pre-kondisi akan digunakan sebagai eksplan untuk perlakuan pada media

induksi kalus primer.

3.4.5.2 Penanaman eksplan ke media induksi kalus primer (MIKP)

Setelah tunas tumbuh di media pre-kondisi selama 18 hari, eksplan yang
digunakan berupa internode dan daun pucuk yang berasal dari planlet mother
stock. Eksplan daun pucuk yang digunakan berukuran 2 x 5 mm?, sedangkan
ukuran eksplan internode 2 mm. Setiap botol kultur diisi dengan 3 eksplan, di
mana bagian bawah daun dan internode menyentuh media. Proses induksi kalus
dilakukan dengan menginkubasi eksplan dalam kondisi gelap pada suhu 23 + 2°C
selama 4 minggu di media MIKP. Setelah 4 minggu, kalus ditimbang dengan
beberapa ukuran kalus kemudian dipindahkan ke media dengan komposisi nutrisi

yang sama, dan diinkubasi kembali dalam kondisi gelap pada suhu 23 + 2°C
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selama 3 minggu untuk induksi embrio somatik. Setelah itu dilakukan

pengamatan dengan menggunakan mikroskop stereo Olympus.

3.4.5.3 Maturasi embrio somatik

Setelah eksplan mengalami induksi selama 7 minggu, eksplan yang menunjukkan
perkembangan kalus embriogenik disubkultur ke media maturasi embrio (MME)
selama +4 minggu di ruang gelap. Setiap botol kultur diisi dengan 3 kalus. Proses
induksi dilakukan dalam ruang kultur yang gelap pada suhu 23 + 2°C. Media
MME digunakan untuk pematangan embrio yang terbentuk pada media induksi
kalus primer dan embrio somatik dengan tujuan membantu proses pematangan

embrio tersebut.

3.4.5.4 Media regenerasi tunas

Setelah embrio terbentuk dan sebagian besar telah mencapai tahap kotiledon,
embrio tersebut diinduksi untuk menjadi planlet. Embrio yang memasuki fase
kotiledon dipindahkan ke media regenerasi tunas (MRT), yang terdiri dari MS +
sukrosa 20 g/L + agar-agar gelrite 2,5 g/LL + BA 0,2 mg/L + GA3 0,01 mg/L dan
diinkubasi selama 4 minggu dalam kondisi terang. Selanjutnya, tunas hijau atau
kotiledon dipindahkan ke Media MS + AC 1 g/L selama 2-3 minggu hingga

berkembang menjadi planlet yang sempurna dengan akar dan daun.

3.5 Variabel Pengamatan

Variabel pengamatan yang diamati dalam penelitian ini meliputi variabel kualitatif
dan variabel kuantitatif. Adapun variabel kualitatif meliputi pengamatan warna
kalus, struktur kalus, dan fase embrio somatik primer, sedangkan variabel
kuantitatif meliputi waktu muncul kalus primer, persentase eksplan berkalus,
bobot kalus primer 4 msi, persentase kalus berembrio, dan jumlah embrio

somatik.
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3.5.1 Variabel Kualitatif

Pengamatan kualitatif dilakukan mulai dari penanaman eksplan hingga
terbentuknya kalus dan embrio somatik. Variabel kualitatif meliputi warna

kalus, struktur kalus, dan fase embrio somatik primer pada kalus.

3.5.1.1 Warna kalus

Pengamatan dilakukan terhadap warna kalus yang terbentuk dari eksplan daun
pucuk dan infernode. Proses ini dilakukan mulai dari eksplan ditanam hingga
kalus berkembang secara sempurna. Pengamatan terhadap variabel warna kalus
dilakukan secara deskriptif melalui skoring warna kalus. Deskripsi dan skoring

warna kalus disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Deskripsi dan Skoring Warna Kalus Ubi Kayu Varietas Waxy

Skor Deskripsi Keterangan
5 Putih atau bening p/b
4 Putih kekuningan p’k
3 Kuning kecoklatan k/c
2 Coklat kehitaman c/h
1 Hitam h
0 Mati m

Sumber: Kadir (2006); Wulandari et al. (2021); Abdullah et al. (2024).

3.5.1.2 Struktur kalus

Struktur kalus dibedakan menjadi dua jenis, yaitu kalus remah (friable) dan kalus
kompak (nonfriable). Kalus remah memiliki ikatan sel yang longgar sehingga
mudah hancur, sedangkan kalus kompak memiliki ikatan sel yang kuat dan rapat
sehingga lebih tahan terhadap kerusakan. Pengamatan terhadap variabel struktur
kalus dilakukan secara deskriptif melalui skoring struktur kalus. Deskripsi dan

skoring struktur kalus disajikan pada Tabel 4.
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Tabel 4. Deskripsi dan Skoring Struktur Kalus Ubi Kayu Varietas Waxy

Skor  Deskripsi Keterangan
2 Remah Tekstur lunak, tersusun dari sel-sel renggang, mudah
dipisah dan mengandung sedikit air.
1 Kompak  Tektur keras dan padat, tersusun dari sel-sel kecil yang
rapat, susah dipisah dan mengandung banyak air.
0 Mati Tidak terbentuk kalus

Sumber: Sugiarto dan Paramita (2014); Wulandari et a/l. (2021); Abdullah et al.
(2024).

3.5.1.3 Fase embrio somatik primer

Tahapan perkembangan embriogenesis pada tanaman ubi kayu dimulai dengan
pembentukan embrio globular. Embrio ini mengalami pertumbuhan isodiametric
yang menghasilkan simetri bilateral. Selanjutnya, embrio somatik berubah
menjadi berbentuk jantung yang kemudian akan berkembang menjadi struktur
akar dan meristem tunas. Proses ini dilanjutkan dengan perkembangan embrio
somatik ke bentuk torpedo, hingga akhirnya mencapai fase terakhir yang berupa

kotiledon berwarna hijau. Fase embrio somatik disajikan pada Gambar 3.

o Qo)

Kumpulan sel

embriogenik Fase globular ~ Fase hati ~ Fase torpedo Fase kotiledon

Gambar 3. Fase embrio somatik (Hapsoro dan Yusnita, 2018).

3.5.2 Variabel Kuantitatif

Pengamatan terhadap variabel kuantitatif dilakukan pada awal penanaman eksplan

hingga terbentuknya embrio somatik. Variabel kuantitatif meliputi waktu muncul
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kalus primer, persentase eksplan berkalus, bobot kalus primer 4 msi, persentase

kalus berembrio, dan jumlah embrio somatik.

3.5.2.1 Waktu muncul kalus primer

Pengamatan terhadap waktu mucul kalus primer dilakukan setiap 2 hari sekali
sejak penanaman eksplan pada media induksi kalus primer hingga seluruh eksplan
membentuk kalus atau maksimal 4 minggu. Inisiasi pembentukan kalus primer
ditandai dengan bagian eksplan yang mengerut, membesar, dan berwarna putih

kekuningan.

3.5.2.2 Persentase eksplan berkalus

Persentase eksplan yang membentuk kalus diperoleh dengan cara menghitung

jumlah eksplan yang membentuk kalus dalam waktu 4 msi pada media induksi

kalus primer. Berikut ini rumus perhitungan persentase eksplan berkalus:

Jumlah Eksplan Berkalus
Jumlah Seluruh Eksplan

Persentase Eksplan Berkalus = X 100%

3.5.2.3 Bobot kalus primer 4 msi

Bobot kalus primer ditimbang saat 4 msi pada media induksi kalus primer. Setelah
itu, kalus di subkultur ke media dengan perlakuan yang sama. Bobot kalus
diperoleh dengan menimbang sampel kalus sebanyak 10% dari jumlah populasi

dalam setiap perlakuan. Proses penimbangan kalus dilakukan di dalam LAFC.
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3.5.2.4 Persentase kalus berembrio

Persentase kalus berembrio diperoleh dengan menghitung jumlah embrio yang
muncul pada 3 msi di media MME dari masing-masing perlakuan berdasarkan
jumlah kalus keseluruhan pada perlakuan tersebut. Persentase eksplan berembrio

dapat dihitung dengan rumus berikut:

. Jumlah Kalus Berembrio 0
Persentase Kalus Berembrio = Tumlah Seluruh Kalus X 100%

3.5.2.5 Jumlah embrio somatik

Jumlah embrio per eksplan diperoleh dengan menghitung jumlah embrio yang
muncul saat 3 msi pada media MME. Pengamatan jumlah embrio somatik per
kalus dilakukan menggunakan mikroskop stereo Olympus pada berbagai

besaran.

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh terdiri atas dua jenis, yaitu data kualitatif dan kuantitatif.
Data kualitatif didapatkan melalui pengamatan visual terhadap warna kalus dan
struktur kalus, sementara data kuantitatif diperoleh dari waktu muncul kalus
primer, persentase eksplan berkalus, bobot kalus primer 4 msi, persentase kalus
berembrio, dan jumlah embrio somatik. Analisis data kualitatif dilakukan secara
deskriptif melalui skoring warna kalus dan struktur kalus. Data dari hasil
pengamatan kuantitatif dianalisis dan diolah dengan menggunakan Analysis of
Variance (ANOVA) pada taraf 5%. Perlakuan menunjukkan perbedaan signifikan
dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) pada taraf 5%.
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V. SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Simpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

(1)

(2)

€)

Jenis eksplan berpengaruh nyata terhadap pembentukan kalus primer dan
embrio somatik. Eksplan internode membentuk kalus lebih cepat (9,21 hsi).
Namun, eksplan daun pucuk menghasilkan bobot kalus lebih tinggi (13,45
mg), persentase eksplan berkalus lebih besar (>80%), dan lebih responsif
dalam membentuk embrio somatik;

Media induksi memberikan pengaruh yang nyata terhadap pembentukan kalus
primer dan embrio somatik. Kombinasi MS + Picloram 12 mg/L + NAA 6
mg/L merupakan perlakuan terbaik dengan persentase kalus embriogenik
tertinggi (51,61%) dengan rerata jumlah embrio (7,50 embrio) pada eksplan
daun pucuk. Media induksi dengan MS + NAA 6 mg/L saja menghasilkan
kalus nonembriogenik yang membentuk akar. Kombinasi MS + 2,4-D 8 mg/L
+ NAA 0 mg/L mampu membentuk kalus embriogenik meskipun
persentasenya lebih rendah (13,33%);

Terdapat interaksi antara eksplan dan media induksi terhadap persentase kalus
berembrio. Interaksi menunjukkan bahwa eksplan daun pucuk dan media
induksi MS + Picloram 12 mg/L + NAA 6 mg/L mampu menghasilkan

embrio mencapai 51,61%.



5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan untuk penelitian selanjutnya yaitu difokuskan pada
peningkatan frekuensi pembentukan tunas menjadi planlet melalui modifikasi

media regenerasi tunas.
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