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RINGKASAN

Induksi Somatik Embriogenesis secara Langsung dengan Modifikasi BAP
dan IAA Pada Tanaman Tembakau (Nicotiana tabaccum L) Varietas H-382;
Putri Septiana Hargia Ningsih, 111510501016; 2015: 54 Halaman; Program Studi
Agroteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Jember.

Tembakau merupakan tanaman musiman yang tergolong sebagai tanaman
perkebunan. Tembakau yang dikenal sebagai bahan baku pembuatan rokok
memiliki kegunaan yang sangat banyak. Selain digunakan sebagai bahan baku
rokok, tembakau juga digunakan sebagai susur dalam bahasa Jawa atau dikunyah
oleh ibu-ibu dipedesaan. Manfaat tembakau diantaranya sebagai antioksidan
karena mengandung polifenol, yaitu chlorogenik yang dapat menangkal radikal
bebas.

Tujuan dilakukannya penelitian adalah untuk mengetahui konsentrasi
BAP, IAA dan kombinasinya yang optimal untuk perbanyakan tembakau varietas
H382 melalui jalur somatik embriogenesis secara langsung dan menghasilkan
planlet tembakau varietas H382 yang seragam. Untuk mencapai tujuan tersebut
maka dari itu dilaksanakan penelitian ini di laboratorium Kultur Jaringan, Jurusan
Budidaya Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Jember, mulai tanggal 01
Januari sampai dengan 30 juni 2015.

Penelitian ini menggunakan tembakau varietas H382 dengan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) faktorial dengan 2 (dua) faktor. Faktor pertama yaitu
konsentrasi BAP (B) terdiri dari 4 (empat) level, yaitu B, (tanpa pemberian BAP/
konrtol 0 ppm), B1 ( konsentrasi BAP 2,0 ppm), B, (konsentrasi BAP 2,5 ppm),
dan B3 (konsentrasi BAP 3 ppm). Faktor kedua yaitu konsentrasi I1AA (1) terdiri
dari 4 (empat) level yaitu lo (tanpa konsentrasi IAA/ kontrol 0 ppm), Iy
(konsentrasi IAA 0,1 ppm), I, (konsentrasi IAA 0,2 ppm), dan I3 (konsentrasi IAA
0,3 ppm). Percobaan ini disusun secara faktorial yang diulang sebanyak 4 (empat)

kali. Data dianalisis dengan Anova apabila terdapat perbedaan yang nyata diantara
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perlakuan maka dilanjutkan dengan menggunakan uji jarak berganda Duncan
pada taraf kepercayaan 95%.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa: perlakuan kombinasi antara
konsentrasi BAP 3,0 ppm dan konsentrasi IAA 0,2 ppm (Bsl,) dapat memicu
pertumbuhan eksplan daun tembakau ditunjukkan dengan parameter jumlah tunas
tertinggi dengan rerata 5,5; tinggi tunas tertinggi dengan rerata 5,00; jumlah daun
tertinggi dengan rerata 22,50; dan panjang akar tertinggi dengan rerata 9,01

dibandingkan dengan perlakuan yang lain.

Kata Kunci : Kultur Jaringan, Somatik Embriogenesis, Tembakau
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SUMMARY

Direct Somatic Embryogenesis Induction through BAP and I1AA
Modification on Tobacco (Nicotiana tabacum L) Variety H-382; Putri Septiana
Hargia Ningsih, 111510501016; 2015: 54 pp; Study Program of Agrotechnology,
Faculty of Agriculture, University of Jember.

Tobacco is an annual plant which classified as estate plant. Tobacco is
known as cigar main composer has various utility. Beside as cigar main composer,
tobacco is also used as Susur in Javanese or chewed by rural woman. The benefit
of tobacco is as antioxidant with chlorogenic (polyphenol) which play role as free
radical deflector.

The objective of this research was to determine the concentration of BAP,
IAA, and the optimum combination of both for multiplication of tobacco variety
H-382 and produced uniform tobacco variety H-382 planlets. To gain that
objective, the research was conducted in Tissue Culture Laboratory, Dept. of
Agronomy, Faculty of Agriculture, University of Jember, started on January 1"
until June 30™ 2015.

This research was using Complete Randomized Factorial Design with 2
factors. First factor was BAP concentration (B) consist of 4 levels, By (Without
BAP addition/control 0 ppm), B; (BAP concentration 2.0 ppm), B, (BAP
concentration 2.5 ppm), B3 (BAP concentration 3.0 ppm). Second factor was IAA
(1) which consist of 4 levels, Iy (Without IAA addition/control 0 ppm), I; (IAA
concentration 0.1 ppm), B, (IAA concentration 0.2 ppm), Bz (IAA concentration
0.3 ppm). This research was composed as factorial and replicated 4 times. Data
then analyzed with ANOVA and the significant result would be tested by Duncan
Multiple Range Test with 95% confidence level.

The result shown that: the combination treatment between BAP 3.0 ppm and
IAA 0.2 ppm (Bsl,) was able to induced tobacco leaves explant growth according

to the finest number of shoot with 5.5 average; the finest shoot height with 5.00
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average; the finest number of leaves with 22.5 average; and the finest root height

with 9.01 average compared with other treatments.

Keywords : Tissue Culture, Somatic Embryogenesis, Tobacco

Xi
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman tembakau merupakan salah satu tanaman tropis asli Amerika.
Tanaman ini  dulunya digunakan untuk beberapa keperluan misalnya
menghilangkan rasa lapar, mengurangi rasa kantuk, dan mengobati berbagai
macam penyakit. Tanaman tembakau masuk di Indonesia diperkirakan dibawa
oleh bangsa portugis pada abad XVI. Tembakau yang dikenal sebagai bahan baku
pembuatan rokok memiliki kegunaan yang sangat banyak. Selain digunakan
sebagai bahan baku rokok, tembakau juga digunakan sebagai susur dalam bahasa
Jawa atau dikunyah oleh ibu-ibu dipedesaan. Manfaat tembakau diantaranya
sebagai antioksidan karena mengandung polifenol, yaitu chlorogenic yang dapat
menangkal radikal bebas.

Budidaya tembakau berkualitas sangat dibutuhkan untuk perkembangan
eksport tembakau. Kebutuhan tembakau tiap tahun semakin meningkat seiring
perkembagan jaman dan perkembangan penduduk. Kebutuhan akan daun
tembakau yang digunakan sebagai bahan baku pembuatan rokok kian lama makin
meninggi. Sehingga kebutuhan akan produksi juga akan meningkat.
Meningkatnya jumlah produksi akan berkaitan juga dengan kebutuhan bibit
tembakau.

Tembakau ini digunakan sebagai pembungkus dan pengisi cerutu yang
terkenal didunia. Tembakau tradisional H382 telah dieksport ke sebagian besar
wilayah Eropa karena kualitasnya. Oleh karena itu, produksi tembakau varietas
H382 semakin meningkat seiring dengan permintaan eksport. Untuk
menghasilkan daun tembakau yang dapat memenuhi produksi maka perlu
dilakukan perbanyakan tanaman secara cepat dan berkualitas.

Tanaman pasti memiliki segregasi atau hasil berbeda dari induknya,
segregasi dapat menjadikan tanaman tersebut lebih baik atau sebaliknya.
Segregasi terjadi karena setiap tanaman memiliki dua faktor keturunan untuk

masing-masing sifat. Ada dua kemunginan untuk setiap faktor, salah satu faktor
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dominan terhadap yang lain, sifat lain yang ditutupi disebut resesif. Fenomena ini
dapat diamati pada persilangan monohybrid, yaitu persilangan satu karakter
dengan dua sifat yang berbeda. Salah satu hasil segregasi yang terjadi pada
tanaman tembakau varietas H 382 adalah menghasilkan tanaman berdaun banyak.
Karena hasil segregasi tersebut menjadikan tanaman yang lebih baik dari tanaman
induknya, maka hasil segregsi tanaman tersebut dapat dikembangkan untuk
mendapatkan hasil yang maksimal.

Perbanyakan tembakau secara konvensional dengan cara menyemai benih
akan memakan waktu yang lama, hasil yang diperoleh terbatas, kemungkinan
benih yang tumbuh tidak seragam, dan hasilnya pun kemungkinan tidak sama
dengan induknya. Benih yang diambil dari tanaman belum tentu sama dengan
induknya karena terdapat faktor lingkungan yang mempengaruhi pertumbuhan
tanaman. Faktor lingkungan yakni diperoleh dari benih yang belum tentu hasil
dari tanaman itu sendiri dikarenakan pada saat pembungaan kemungkinan bunga
diserbuki dengan serbuk sari bunga tanaman lain melalui angin dan serangga.
Perbanyakan tembakau bisa dilakukan melalui teknik kultur jaringan.

Kultur jaringan didukung oleh konsep totipotensi sel yang berarti
kemampuan sel untuk tumbuh dan berkembang pada media dan lingkungan yang
sesuai (Winata, 1987). Perbanyakan tembakau melalui kultur in vitro adalah
perbanyakan tanaman yang memiliki prospek lebih baik dari pada perbanyakan
tanaman secara konvensional (Zulkarnain, 2011). Kultur jaringan tembakau sejak
lama telah dikembangkan. Pada penelitian yang dilakukan oleh Kishor dan Mehta
(1983) IAA (auksin) pada konsentrasi yang rendah (0,175- 0,3 mg/L) dapat
menginduksi tunas sedangkan IAA pada konsentrasi tinggi (0,5-2 mg/L) dapat
memacu diferensiasi akar.

Perbanyakan tanaman melalui kultur in vitro dapat menghasilkan jutaan
klon dengan cepat hanya dengan menggunakan organ kecil tanaman. Teknik
perbanyakan dengan kultur jaringan tidak tergantung pada musim, karena teknik
dilakukan di dalam laboratorium. Dalam teknik kultur jaringan terdapat beberapa

cara perbanyakan salah satunya adalah somatik embriogenesis.
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Somatik embriogenesis adalah menumbuhkan embrio atau calon tanaman
dari sel tanpa dibuahi. Dapat juga didefinisikan sebagai proses regenerasi
eksplan melalui pembentukan struktur menyerupai embrio dari sel somatik
yang telah memiliki calon akar dan tunas. Somatik embriogenesis dapat
dicirikan dari strukturnya yang bipolar, yaitu mempunyai dua calon meristem,
yaitu meristem akar dan meristem tunas. Dengan memiliki struktur tersebut
maka perbanyakan melalui embriosomatik lebih menguntungkan daripada

pembentukan tunas adventif yang unipolar.

1.2 Rumusan masalah

Adapun rumusan masalah berdasarkan uraian diatas yaitu penyediaan bibit
yang seragam dengan cara konvensional dalam waktu yang singkat dan jumlah
yang banyak masih terdapat kendala yaitu: memakan waktu yang lama, hasil yang
diperoleh terbatas,kemungkinan benih yang tumbuh tidak seragam, dan hasilnya
pun kemungkinan tidak sama dengan induknya terutama pada varietas H382.
Penelitian ini berusaha mencari perbanyakan tembakau varietas H382 yang
diperbanyak melalui klonal somatik embriogenesis secara langsung

1.3  Tujuan

Tujuan dilakukannya peneliatian adalah untuk mengetahui konsentrasi
BAP, IAA dan kombinasinya yang optimal untuk perbanyakan tembakau varietas
H382 melalui jalur somatik embriogenesis secara langsung dan menghasilkan

planlet tembakau varietas H382 yang seragam

1.4  Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mengetahui konsentrasi BAP dan
IAA yang optimal untuk pertumbuhan somatik embriogenesis dan untuk
perbanyakan koleksi tanaman tembakau varietas H382 yang seragam dalam waktu
yang singkat.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Tanaman Tembakau ( Nicotiana tabaccum L)

Tembakau berasal dari Benua Amerika, khususnya Amerika Utara dan
Amerika Selatan. Tembakau pada awalnya ditemukan oleh Christoporus
Colombus pada tahun 1942. Tembakau termasuk golongan tanaman semusim,
dalam dunia pertanian tergolong dalam tanaman perkebunan. Tembakau
diklasifikasikan sebagai famili Solanaceae dan spesies Nicotiana tabaccum.
L.(Matnawi, 1997). Tembakau varietas H382 merupakan salah satu tembakau
yang dikembangkan saat ini. Tembakau varietas H382 merupakan tembakau jenis
NO (Na-oogst) cerutu besuki yang memiliki nilai ekonomis yang cukup tinggi
(Dalmadiyo, 2001).

Tanaman tembakau memiliki akar tunggang, jika tanaman tumbuh bebas
pada tanah yang subur terkadang dapat tumbuh sepanjang 7,5 cm. Selain akar
tunggang terdapat bulu-bulu akar dan akar serabut. Akar tanaman tembakau
kurang tahan terhadap air yang berlebihan karena dapat mengganggu
pertumbuhan akar bahkan tanaman dapat mati (Matnawi, 1997).

Batang tanaman tembakau berbentuk agak bulat, batangnya agak lunak
tetapi kuat, makin ke ujung semakin kecil. Ruas-ruas batang mengalami
penebalan yang ditumbuhi daun, batang tanaman tidak bercabang atau sedikit
bercabang. Pada setiap ruas batang selain ditumbuhi daun juga ditumbuhi tunas
yang disebut tunas ketiak daun. Diameter batang sekitar 5 cm (Cahyono, 1998).

Daun tembakau berbentuk lonjong atau bulat, tergantung pada varietasnya.
Daun memiliki tulang-tulang menyirip, bagian tepi daun agak bergelombang dan
licin. Ketebalan daun yang berbeda-beda, tergantung varietas budidaya. Daun
tumbuh  berselang-seling mengelilingi batang tanaman. Daun memiliki mulut
daun yang terletak merata. Jumlah daun dalam satu tanaman 28-32 helai
(Cahyono, 1998).

Bunga tanaman tembakau merupakan bunga majemuk yang tersusun

dalam beberapa tandan dan masing-masing tandan berisi sampai 15 bunga. Warna
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bunga merah jambu sampai merah tua pada bagian atasnya sedangkan yang lain
berwarna putih. Tanaman tembakau dapat mengadakan penyerbukan sendiri
walaupun tidak menutup kemungkinan terjadi peryerbukan silang. Bunga ini
berfungsi sebagai alat penyerbukan sehingga dapat dihasilkan biji-biji untuk
perkembangbiakan (Cahyono, 1998).

Bakal buah terletak di atas dasar bunga dan mempunyai 2 ruang yang
membesar. Setiap ruang mengandung bakal biji anatrop yang banyak sekali. Bakal
buah ini dihubungkan oleh sebatang tangkai putik dengan sebuah kepala
putik diatasnya (Cahyono, 1998).

Gambar 2.1 Bakal buah tembakau (Sumber: Anonim, 2008 )

Buah tembakau berbentuk bulat lonjong dan berukuran yang kecil,
didalamnya banyak berisi biji yang bobotnya sangat ringan. Dalam setiap gram
biji berisi 12000 butir biji. Tiap-tiap batang tembakau dapat menghasilkan rata-
rata 25 gram biji. Kira-kira 3 minggu sesudah pembuahan, buah tembakau telah
jadi masak, biji dari buah tembakau yang baru dipungut. Untuk dapat
memperoleh kecambah yang baik sekitar 95% biji yang dipetik harus sudah
masak dan telah disimpan dengan baik dengan suhu yang kering (Abdullah dan
Soedarmanto, 1998).
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Gambar 2.2 Buah dan biji tembakau (Sumber: Anonim, 2008)

2.2. Perbanyakan Tanaman Secara In vitro atau Kultur Jaringan

Kultur jaringan bila diartikan ke dalam bahasa Jerman disebut Gewebe
kultur atau tissue culture (Inggris) atau weefsel kweek atau weefsel cultuur
(Belanda). Kultur jaringan adalah serangkaian kegiatan yang dilakukan untuk
membuat bagian tanaman (akar, tunas, jaringan tumbuh tanaman) tumbuh menjadi
tanaman utuh (sempurna) pada kondisi in vitro (di dalam gelas) (Marlina N,
2004). Kultur jaringan didasari oleh teori sel yang dikemukakan dua ahli biologi
dari Jerman, MJ. Scleiden dan Schwan. Secara tidak langsung teori tersebut
menyatakan bahwa sel tumbuhan bersifat otonom dan mempunyai totipotensi. Sel
bersifat otonom berarti dapat mengatur rumah tangganya sendiri, di sini yang
dimaksud adalah bahwa sel dapat bermetabolisme, tumbuh, dan berkembang
secara independen jika dipisahkan dari jaringan induknya. (Gunawan, 2007).

Dalam kultur jaringan dikenal adanya beberapa istilah, seperti eksplan,
primordial, dan maristematis. Eksplan yang digunakan di dalam kultur jaringan
haruslah yang masih muda (primodia), sel-selnya masih bersifat maristematis, dan
sudah mengalami proses diferensiasi (Yuliarti, 2010). Menurut Hendaryono
(1994), dengan mengisolasi dari tanaman induknya dan kemudian
menumbuhkannya di dalam atau di atas media, sel-sel eksplan yang tadinya
dorman dihadapkan pada kondisi stress sehingga metabolismenya berubah.

Respon yang terlihat pertama kali adalah terbentuknya jaringan penutup luka. Sel-
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sel itu akan terus membelah, yang mana jika pembelahannya tidak terkendali
maka akan membentuk massa sel yang tidak terorganisasi, yang disebut kalus.

Keberhasilan kultur jaringan dipengaruhi oleh (1) bentuk regenerasi dalam
kultur, (2) eksplan adalah bagian tanaman yang dipergunakan sebagai bahan awal
untuk perbanyakan tanaman. Faktor eksplan yang penting adalah genotip/varietas,
umur eksplan, letak pada cabang, dan seks (jantan/betina), (3) media tumbuh,
yang mana di dalam media tumbuh itu terkandung komposisi garam an-organik
dan zat pengatur tumbuh, (4) zat pengatur tumbuh tanaman, yang mana faktor
yang perlu diperhatikan dalam penggunaan ZPT adalah konsentrasi, urutan
penggunaan, dan periode masa induksi dalam kultur tertentu, dan (5) lingkungan
tumbuh yang mempengaruhi regenerasi tanaman (Yuliarti,2010). Menurut Biondi
dan Thorpe (1981) prinsip dasar dari teknik kultur jaringan adalah : (1)
mengisolasi bagian tanaman yang dikulturkan, (2) mengkulturkan bagian tanaman
tersebut pada media yang cocok serta kondisi lingkungan optimum, dan (3)
menjaga kedua tahap tersebut dalam kondisi aseptik. Teknik kultur jaringan
tanaman dapat digunakan sebagai salah satu untuk mendapatkan planlet dan bibit
kentang yang bebas virus, teknik perbanyakan cepat, penyimpanan plasma nuftah
dan pertukaran plasma nuftah secara internasional (Ammirato, 1984).

Kultur jaringan sebagai suatu teknik perbanyakan tanaman memiliki
keunggulan tertentu dibandingkan perbanyakan tanaman dengan cara lainnya.
Menurut Wattimena (1992), keuntungan perbanyakan tanaman secara kultur
jaringan adalah (1) menghasilkan propagula (bibit) dalam jumlah banyak dalam
waktu singkat, (2) menghasilkan bibit bebas penyakit, (3) tidak tergantung pada
musim dan tidak merusak pohon induk, (4) tidak tergantung pada pohon induk
jika sudah mempunyai sumber eksplan in vitro, (5) tanaman yang tidak dapat
diperbanyak dengan cara konvensional dapat diperbanyak dengan metode
perbanyakan mikro, (6) tidak ada istilah tanaman langka. Sekali teknik pembiakan
mikro telah dikuasai untuk tanaman langka tertentu, maka selanjutnya tanaman
tersebut dapat diproduksi dalam jumlah puluhan ribu, dan (7) mempermudah

proses tukar menukar bahan tanaman.
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Penggunaan teknik in vitro untuk tujuan perbanyakan vegetatif merupakan
areal/bidang yang paling maju dalam teknik Kkultur jaringan. Perbedaan
perbanyakan vegetatif secara in vitro dengan metode konvensional yang lain
adalah: (1) dalam teknik in vitro, bahan tanaman yang dipergunakan lebih kecil,
(2) lingkungan tumbuh kultur in vitro harus aseptik dan terkendali, (3) kecepatan
perbanyakan tinggi, (4) dapat menghasilkan benih bebas penyakit dari induk yang
telah terinfeksi patogen internal, dan (5) membutuhkan tempat yang relatif kecil

untuk menghasilkan jumlah benih yang banyak (Tohir, 1983).

2.3 Somatik Embriogenesis

Konsep embriogenesis somatik merupakan contoh terbaik dari konsep
totipotensi sel, pertama kali diusulkan oleh Haberlandt (1902), yang menyatakan
bahwa semua sel yang hidup normal memiliki potensi untuk beregenerasi menjadi
organisme utuh. Penemuan pertama embriogenesis somatik padatanaman muncul
dari penelitian tentang wortel, Levine (1947) melaporkan regenerasi bibit wortel
dari jaringan yang diperlakukan pada NAA tingkat rendah. Namun laporan dari
Steward et al(1958) dan Reinert (1959) pada sel suspensi wortel. Stewart et al.
melaporkan keberhasilannya menghasilkan tanaman wortel dari sel suspensi
langsung tanpa pengaruh zat pengatur tumbuh (Taryono, 2012).

Embriogenesis somatik atau embriogenesis aseksual adalah proses ketika
sel-sel soma berkembang menjadi embrio melalui tahap-tahap morfologi yang
khas tanpa melalui fusi gamet (Toonen dan de Vries, 1996). Embriogenesis
somatik adalah proses suatu embrio tanaman terbentuk dan berkembang dari sel
somatik. Sel somatik adalah sel tanaman yang dalam keadaan normal tidak terlibat
dalam perkembangan embrio, contohnya jaringan daun tanaman. Embrio somatik
dapat berasal dari satu sel tunggal maupun sekelompok sel kompeten. Jika eksplan
yang digunakan adalah embrio zigotik yang sudah memiliki kemampuan
embriogenik. Sementara eksplan tanaman yang tidak embriogenik harus didorong
untuk menjadi embriogenik, disebut Induced Embriogenically Determined Cells

atau IEDCs. Somatik embriogenesis secara langsung karena selnya sudah bersifat
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embrionik. Sel ini hanya memerlukan kondisi kultur yang menguntungkan untuk
inisiasi ekspresi embriogenesis. Somatik embriogenesis memerlukan determinasi
dari sel somatik menjadi kalus, proliferasi kalus dan perkembangan embrionik
(Bhojwani and Soh, 2001).

Somatik embriogenesis pada tanaman kehutanan mempunyai beberapa
tahapan perkembangan yang spesifik, seperti induksi kalus embriogenik atau
embrio somatik (pembentukan secara langsung), pemeliharaan, pendewasaan,
perkecambahan, dan aklimatisasi (Lelu et al. 1993). Pembentukan embrio somatik
secara langsung lebih disukai karena dapat menekan masalah sulitnya
pembentukan benih somatik pada tahap perkecambahan (Rai dan Mccomb 2002).

Keberhasilan embriogenesis somatik terjadi apabila kalus atau sel yang
digunakan bersifat embriogenik yang dicirikan oleh sel yang berukuran kecil,
sitoplasma padat, inti besar, vakuola kecil, dan mengandung butir pati (Pangesti
dkk., 2011). Menurut Gaj (2001), embrio somatik dapat dicirikan daristrukturnya
yang bipolar, yaitu mempunyai dua calon meristem, yaitu meristem akar dan
meristem tunas. Dengan memiliki struktur tersebut maka perbanyakan melalui
embrio somatik lebih menguntungkan daripada pembentukan tunas adventif yang
unipolar.

Tahap-tahap embriogenesis somatik menurut Bhojwani dan Razdan (1989)
yaitu: Tahap Perkembangan (Development Phase), embrio somatik berkembang
dari kumpulan sel meristematis menjadi bentuk globural, bentuk hati, bentuk
torpedo, dan kotiledon; Tahap Konversi (Conversion Phase), setelah mencapai
bentuk kotiledon, embrio somatik berkecambabh, ini yang disebut tahap konversi;
Tahap Maturasi (Maturation Phase), kemudian embrio somatik mengalami
perubahan biokimia dan menjadi keras. Pada tahap perkembangan, terdapat
perbedaan antara tanaman dikotil dan monokotil. Pada tanaman dikotil, tahapan
yang dapat teramati yaitu globural, jantung, hati, torpedo dan planlet. Sedangkan
tanaman monokotil tahapan yang dapat teramati adalah globular, coleoptillar, dan

scutellar.
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Keberhasilan regenerasi melalui somatik embriogenesis dipengaruhi oleh
beberapa faktor, antara lainformulasi media, formulasi zat pengatur tumbuh serta
jenis eksplan yang digunakan (Sukmadjaja, 2005). Keuntungan somatik
embriogenesis yaitu sel yang dihasilkan adalah sel tunggal sehingga efektif untuk
digunakan sebagai modifikasi genetik seperti trensfer gen dan fusi protoplas.
Jumlah tanaman yang diperoleh dari hasil somatik embriogenesis lebih banyak
dan lebih kuat karena terdapat tunas dan akar. Somatik embriogenesis tidak
memerlukan tahapan induksi akar sehingga bibit akan terbentuk utuh dan lengkap.
Embrio somatik dapat digunakan sebagai biji buatan dengan cara pengkapsulan
(Toruan dan Sumaryono, 1994).

Embriogenesis somatik pada tembakau pertama kali dilaporkan oleh
Stolarz (1991) dan kemudian diteliti oleh Gill dan Saxena (1993), dimana
embriogenesis somatik diinduksi dengan menggunakan zat pengatur tumbuh TDZ
(thidiazuron) untuk mendapatkan embriogenesis langsung dari kultur daun. Akan
tetapi, terdapat permasalahan dengan TDZ yakni akan menyebabkan lamanya
elongasi pada tunas dan menghambat perakaran sehingga sulit terbentuk planlet.
Penggunaan TDZ ini akan mengurangi tunas adventif untuk berkembang pada
tanaman berkayu sehingga nantinya diduga akan menyebabkan kekerdilan pada
internode.

Pengaruh BAP dengan kombinasi IAA menyebabkan terjadinya
embriogenesis somatik langsung pada tanaman tembakau genotipe Nicotiana
tabaccum dengan media padat MS (Pathi et al.,2013). Penelitian Pathi et al.
(2013) melaporkan bahwa pengaruh 2,5 ppm BAP dengan kombinasi 0,2 ppm
IAA menyebabkan terjadinya embriogenesis somatik langsung pada tanaman
tembakau genotipe Nicotiana tabaccum. Kombinasi ini menyebabkan
embriogenesis yang terjadi dalam satu eksplan dapat dibuat jumlah sekitar 65-80
somatik embriogenesis yang terbentuk. Penelitian tentang somatik embriogenesis
langsung pada tanaman cendana telah dilaporkan Sukmadjadja (2005), dimana
induksi embriogenesis somatik terbanyak dapat diinduksi dengan menggunakan

ZPT BAP pada media MS dengan konsentrasi 1 ppm. Menurut hasil penelitian
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Sukmadjaja (2005), SE pada cendana didapatkan persentase pembentukan embrio
somatik dari eksplan embrio zigotik muda pada media MS + BAP 2 mgl/l
menunjukkan nilai tertinggi (71,4%), sedangkan untuk eksplan embrio zigotik

dewasa, nilai tertinggi (63,6%) diperoleh pada media MS + BAP1 mg/I

2.4 Media Merashige and Skoog

Media untuk kultur jaringan dapat dibuat dalam bentuk cairan maupun
padat. Media padat adalah media yang mengandung semua komponen kimia yang
dibutuhkan oleh tanaman dan dipadatkan dengan menambahkan zat pemadat
berupa agar-agar batangan, agar-agar bubuk (yang biasanya digunakan sebagai
bahan makanan), atau agar-agar dalam kemasan yang memang khusus digunakan
untuk keperluan laboratotium (Mulyadi, 2007).

Media MS (Murashige dan Skoog,1962) merupakan media yang banyak
mengandung garam mineral dalam konsentrasi tinggi, juga mengandung unsur N
yang tinggi dalam bentuk NO3 dan NH4 yang sagat dibutuhkan dalam
perkembangan embrionik. Pertumbuhan eksplan dipengaruhi oleh unsur hara dan
zat pengatur tumbuh yang terdapat pada media tanam. Salah atu unsur hara yang

paling penting adalah N yang banyak terdapat di dalam media MS (Peirik, 1987).

2.5 Zat Pengatur Tumbuh

Zat pengatur tumbuh pada tanaman adalah senyawa organik yang dapat
menghambat ataupun merubah fisiologi tanaman. Zat pengatur tumbuh terdiri dari
auksin, sitokinin, giberelin, etilen dan inhibitordengan ciri pengaruuh yang
berlainan bagi proses pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Zat pengatur
tumbuh memiliki peranan penting dalam pertumbuhan dan perkembangan kultur
untuk merangsang peningkatan pertumbuhan dan perkembangan organ tanaman
menuju arah diferensiasi. Tanpa zat pengatur tumbuh kemungkinan tanaman atau
eksplan dalam kultu jaringan tumbuh sangatlah sedikit (Peirik, 1971). Jenis dan
konsentrasi zat pengatur tumbuh berperan dalam mengontrol morfogenesis dan

pertumbuhan eksplan. Zat pengatur tumbuh dalam kultur in vitro dapat
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menyebabkan terjadinya pembelahan sel sehingga menghasilkan kalus atau dapat
menghasilkan somtik embriogenesis akibat terjadinya modifikasi gen (Murni,
2010).

Auksin adalah sekelompok senyawa yang fungsinya merangsang
pemanjangan sel-sel pucuk. Pierik (1971) menyatakan bahwa pada umumnya
auksin meningkatkan pemanjangan sel, pembelahan sel dan pembentukan akar
adventif. Konsentrasi auksin sangat diperlukan untuk meningkatkan somatik
emriogenesis. Konsentraksi auksin yang rendahakan meningkatkan pembentukan
akar tetapi konsentrasi yang tinggi akanmeningkatkan pertumbuhan kalus (Smith,
1992). Pada umumnya auksin digunakan untuk menginduksi kalus, kultur
suspensi, pemanjangan akar dan pembelahan sel. Dalam pembentukan kalus
embrionik dan struktur embrio diperlukan konsentrasi auksin yang tinggi (Lestari,
2011).

Auksin yang banyak digunakan dalam kultur in vitro adalah indol asam
asetat (IAA), dikloro fenoksiasetat (2,4-D), naftalen asam asetat (NAA), dan Indol
Buterik asetat (BAP). IAA merupakan auksin yang disintesis secara alamiah dai
tubuh tanaman, namun senyawa ini mudah terdegradasi akibat pengaruh cahaya
dan oksidasi enzimatik. Oleh karena itu, IAA biasanya diberikan dengan
konsentrasi yang relatif tinggi (1-30 mg/l). IAA memiliki sifat kimia lebih stabil
dan mobilitas dalam tanaman rendah (Peirik, 1971).

Sitokinin adalah senyawa yang dapat meningkatkan pembelahan sel pada
jaringan tanaman serta pengatur pertumbuhan dan perkembangan tanaman.
Pemberian sitokinin dalam medium kultur jaringan penting dalam perkembangan
eksplan. Sitokinin berperan dalam meningkatkan pembelahan sel, poliferasi
pucuk, dan morfogenesis pucuk (Smith, 1992).

Menurut George dan Sherrington (1984), sitokinin tidak digunakan dalam
inisiasi akar, karena akan menghambat pertumbuhan akar dan menghambat
pengaruh auksin terhadap inisiasi akar pada kultur jaringan (George dan
Sherrington, 1984). Sitokinin yang paling banyak digunakan adalah kinetin, dan
Benzilaminopurin (BAP). BAP digunakan untuk pembentukan tunas pada
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perbanyakan pisang (Jafari et al, 2011). Sitokinin seperti benzylaminopurine
(BAP) dan kinetin umumnya dikenal untuk mengurangi dominansi meristem
apikal dan menginduksi pembentukan tunas aksiler baik dan adventif dari eksplan
meristematik dalam pisang (Madhulatha et al., 2004). Konsentrasi BAP yang
rendah dapat menghasilkan kalus pada organ kultur jaringan. Hasil penelituan
Karsinah, dkk (1995). Menunjukkan pemberian BAP 1,0-2,0 mg/l menghasilkan
kalus dalam jumlah yang lebih besar dibandingkan dengan konsentrasi 4,0-8,0
mg/l BAP. Pertumbuhan dan perkembangan eksplan sangat dipengaruhi oleh
konsentrasi auksin dan sitokinin yang ditambahkan ke dalam mediaa kultur
jaringan (Pierik, 1987). Keseimbangan antara auksin dan sitokinin mampu

mengontrol pembentukan tunas akar dan kalus secara in vitro (Ali et al., 2007)

Hipotesis
Terdapat konsentrasi BAP, IAA dan kombinasinya yang optimal untuk
perbanyakan tembakau varietas H382 melalui jalur somatik embriogenesis secara

langsung.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Tanaman,
Jurusan Budidaya Pertanian, Fakultas Pertanian Universitas Jember. Penelitian
dilakukan mulai bulan November 2014 — Juni 2015.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan adalah daun muda dari kecambah biji tembakau
H382 hasil in vitro, larutan stok MS, zat pengatur tumbuh 1AA, dan BAP, alkohol
96%, sukrosa, agar, NaOH, HCL, tissue, plastik poliethylen dan aquadest.

Alat yang digunakan adalah LAF (Laminar Air Flow), autoclaf, oven, pH
meter, neraca analitik, botol kultur, pipet, gelas piala, gelas ukur, cawan petri,

scalpel, pinset, lampu spirtus, penggaris.

3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan satu tahap yaitu tahap embriogenesis
secara langsung. Metode matematika pada percobaan ini sebagai berikut :
Yijk =p+ai+taiBj+(p)ij+eijk

Keterangan :

Yijk = Nilai pengamatan dari kelompok ulangan ke-k yang mendapat taraf
ke-i dar faktor | dan taraf ke-j dari faktor B

M = Nilai tengah umum

al = Pengaruh aditif dari faktor | taraf ke-i

al = Pengaruh aditif dari faktor B taraf ke-j

aifj = Pengaruh interaksi antara a dan  yang memperoleh perlakuan ke-i
dan ke-j.

Eijk = Pengaruh galat percobaan ke-k yang memperoleh taraf perlakuan ke-i

faktor a dan taraf ke-j yang memperoleh faktor 3

14
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3.3.1 Tahapan embriogenesis langsung

Percobaan penelitian dilakukan dengan menggunakan RAL factorial
(Rancangan Acak Lengkap) yang terdiri dari 2 faktor konsentrasi zat pengatur
tumbuh BAP dan IAA diulang sebanyak 4 kali.
1. Faktor 1 adalah aplikasi konsentrasi zat pengatur tumbuh BAP dengan 4 taraf,

yaitu:

Bo (kontrol) =0 ppm
B =20 ppm
B, =25 ppm
Bs =3,0 ppm

2. [Faktor 2 adalah aplikasi konsentrasi zat pengatur tumbuh IAA dengan 5 taraf,

yaitu:

lo (kontrol) =0 ppm
I =0,1 ppm
P =0,2 ppm
I3 =0,3 ppm

Kombinasi perlakuan

Bo lo Bo I1 Bo I2 Bo I3
Bilo Bl Bil, Bils
B, Io B, I1 B, I, B, I3
Bs Io Bs I1 Bs I, Bs I3

Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan analisis ragam
(ANOVA), apabila terdapat perbedaan yang nyata diantara perlakuan dilanjutkan
dengan uji lanjut Duncan Multiple Range (DMRT) dengan taraf 5%.
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3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Persiapan Alat

Alat yang digunakan harus dalam keadaan steril. Sterilisasi alat dilakukan
dengan membungkus alat dengan plastik poliethylen dan disterilisasi dengan
menggunakan autoclaf pada tekanan 17,5 atm selama 3 jam pada suhu 121° C.
Selanjutnya alat yang disterilisasi, dikeringkan didalam oven pada suhu 121° C,
dan alat siap digunakan. Sebelum menggunakan LAF (Laminar Air Flow), LAF
dibersihkan terlebih dahulu dengan menggunakan alkohol 70 % (sudah
diencerkan) dan menggunakan tissue steril, setelah dibersihkan selanjutnya

dilakukan sterilisasi dengan menyalakan lampu UV selama 30 menit.

3.4.2 Persiapan Media

Media yang digunakan dalam kultur jaringan ini yaitu media MS
(Murashige and Skoog) ditambah dengan sukrosa 30g/l dan 8 g/l. Penambahan
hormon pada media disesuaikan dengan kebutuhan perlakuan. Sebelum media di
autoklaf, pH media diatur antara 6,5 — 6,8 dengan menambah NaOH atau HCI.
Selanjutnya di autoklaf selama kurang lebih 150 menit pada suhu 121°C tekanan
17,5 Psi.

3.4.3 Pengkulturan pada Media Tanam
a. Tahapan Penanaman Benih

Benih dari lapang diterilisasi menggunakan klorok 20% (cooercial bleach)
selama 20 menit sebanyak 5 kali lalu ditanam pada media MS 0, setelah tumbuh
planlet tanaman yang sudah berumur sembilan minggu diambil daunnya sebagai

eksplan.

b. Tahapan Sterrilisasi Eksplan
Eksplan dari daun tembakau yang diambill dari penanaman benih varietas
H 382 disterilisasi dengan menggunakan klorok 20 % (cooercial bleach) selama
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20 menit sebanyak 3 kali setiap selesai pencucian klorok dibillas dengan air steril.

Kegiatan sterilisasi dilakukan dalam LAF (Laminar Air Flow).

c. Penanaman Eksplan

Penanaman eksplan daun tembakau dilakukan di dalam laminar air flow
cabinet. Botol berisi media yang sudah disterilkan dibuka tutupnya. Proses ini
dilakukan dengan menggunakan lampu bunsen sambil memutar mulut botol
dengan titik tengah poros. Kemudian eksplan daun diambil dari botol kultur
dipotong dengan ukuran 2 x 2 cm dalam cawan petri. Eksplan daun yang telah
dipotong diambil dari cawan petri steril dan diletakkan pada media yang disiapkan
sesuai perlakuan dengan menggunakan pinset, satu botol berisi 3 eksplan. Tutup

botol dengan alumunium foil.

3.4.4 Pemeliharaan Tanaman
Pemeliharaan tanaman dilakukan dengan menjaga kondisi ruang inkubasi
pada suhu 25-27° C. Penyemprotan alkohol 70% dan formalin 4% dilakukan

hampir setiap hari dengan tujuan untuk meminimalisir terjadinya kontaminasi.

3.5 Parameter Pengamatan
Parameter pengamatan meliputi :

1. Jumlah tunas dihitung secara manual berdasarkan jumlah tunas yang mulai
tumbuh dari eksplan yang ditanam, tunas diihitung apabila sudah terbentuk
minimal 2 daun dan diamati setiap satu minggu sekali.

2. Tinggi tunas diuukur secara manual menggunakan kertas milimeterscrub,
tunas terbentuk jika sudah muncul minimal dua daun dan damati setiap dua
minggu sekali

3. Jumlah daun dihitung secara manual berdasarkan daun yang terbentuk dari
eksplan diamati setiap satu minggu sekali

4. Panjang akar dihitung menggunakan kertas millimeterscrub setelah planlet

sudah siap disubkulturkan
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Presentase terbentuknya kalus dihitung sejak munculnya kalus

Diperolen dengan menghitung jumlah eksplan yang ditanam lalu dibagi
jumlah seluruh eksplan dan dikali 100 %.

Pertambahan bobot eksplan(g/2minggu)

Diamati dengan cara menimbang bobt kultur awal (bobot botol + eksplan

dikurangi bobot botol tanpa eksplan) penimbangan bobot kalus dihitung

berkala 2 minggu sekali.
Bobot=(Ty1-Tp)

3.6 Komposisi Media MS

MS Volume
Jenis Stok | Jenis Bahan Kimia (mg/l) Pemakaian
g MS I (mg/l)
A NHsNO; 1650 20
B KNO; 1900 20
C CaCl2H,0 440 10
D MgS0O,.7H,0 370
KH,PO, 170 e
E FeS0O,.7H,0 27,8
NaEDTA 37,3 5
F MnS0O,.4H,0 22,3
ZnS0,4.7H,0 8,6
H3BO3 6,2
Kl 0,83 5
Na,M00,4.H,0 0,25
CuS0,.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
Mio-inositol 100 10
Vitamin Niacin 0,5
Pyridoksin HCI 0,5 1
Thiamine HCI 0,1
Glycine 2,0
Sukrosa 30000 309



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

19

BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Percobaan Pendahuluan

Percobaan pendahuluan dilakukan untuk mendapatkan metode yang sesuai
untuk perbanyakan tanaman tembakau varietas H382. Perbanyakan invitro pada
tembakau menggunakan system somatic embryogenesis ini dimulai dari
perbanyakan biji. Perbanyakan biji dilakukan karena pada biji tembakau tidak
terserang virus, sehingga tanaman yang akan dikembangkan tidak terserang
penyakit. Perbanyakan biji dilakukan pada media MS tanpa zat pengatur tumbuh.
Proses perkecambahannya dilakukan selama 4 minggu seperti Gambar 4.1b atau

daun telah terlihat lebar.

a b

(@) biji yang baru ditanam; dan (b) kecambah tembakau
Gambar 4.1 Pengkecambahan biij tanaman tembakau

Eksplan yang digunakan berasal dari daun kecambah biji tembakau
berukuran setinggi = 4 cm. Pemilihan eksplan ini didasarkan pada jaringan yang
masih muda. Semua bagian tanaman yang masih muda keadaan sel-selnya
masih aktif membelah, merupakan bagian tanaman yang paling baik untuk
sumber eksplan ( Dewi dkk., 1998).
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Gambar 4.2 Pemotongan daun tembakau sebagai eksplan pada perlakuan

4.2 Hasil Penelitian

Pengaruh perlakuan IAA, BAP, dan kombinasinya dirangkum dalam tabel
analisis ragam yang disajikan dari semua parameter pegamatan yaitu jumlah
tunas, tinggi eksplan, jumlah daun, panjang akar, berat eksplan, dan presentasi
terbentuknya kalus disajikan dalam tabel 4.1

Tabel 4.1 Hasil analisis F-hitung perlakuan IAA, BAP dan Interaksinya pada tahap
somatik embriogenesis

No. parameter Nilai F-Hitung
IAA BAP Interaksi

1. Jumlah tunas 2.43 ns 47.94 ** 5.94 **
2. Tinggi tunas 1.15ns 133.26 ** 7.69 **
3 Jumlah daun 1.04 ns 33.63 ** 4.56 **
4.  Panjang akar 7.36 ** 95.44 ** 9.75 **
5.  Berat eksplan 0.55 ns 0.98 ns 1.00 ns
6.  Persentasi 0.68 ns 2.21 ns 0.68 ns

terbentukknya kalus

Keterangan: ** berbeda sangat nyata; ns tidak berbeda nyata
Berdasarkan data F-hitung Tabel 4.1 menunjukkan pengaruh dari setiap
perlakuan yakni Konentrasi IAA, konsentrasi BAP dan interaksi keduanya. Nilai
F-hitung dengan uji duncan 5% pada parameter pengamatan jumlah tunas, tinggi
tunas, dan jumlah daun menunjukkan berbeda sangat nyata pada interaksi BAP
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dan IAA dan pada faktor tunggal BAP saja. Pengamatan panjang akar
menunjukkan hasil berbeda sangat nyata pada semua perlakuan baik faktor
tunggal 1AA, BAP maupun interaksinya. Sedangkan pada parameter persentase
tebentuknya kalus dan berat eksplan menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata
pada semua faktor baik faktor tunggal konsentrasi 1AA, konsentrasi BAP, dan
interaksinya.

Hasil dari perlakuan interaksi ZPT BAP dan IAA ternyata tidak hanya
menumbuhkan eksplan secara somatik embriogenesis tetapi eksplan dapat tumbuh
menjadi kalus dan tumbuh secara organogenesis. Kalus muncul pada perlakuan
ZPT IAA tanpa BAP, Somatik embrio terdapat pada perlakuan BAP 2,5 ppm
ditambah 1AA 0,2 ppm (B:l,) dan BAP 3,0 ppm ditambah IAA 0,2 ppm (Bgly).
Pada (Gambar 4.4) adalah hasil dari tahap somatic embryogenesis yang terdiri
dari tahap grobular, hati, torpedo dan kotiledon. Selain itu semua perlakuan
kecuali Bolo, Bol1, Bol2, Bols, Bzlz, B2l menunujukkan sifat organogenesis, pada
perlakuan Byl, dan Bl; seperti yang sudah dijelaskan, perlakuan tersebut
menunjukkan hasil somatic embriogenesis. Sedangkan perlakuan dengan 1AA
tanpa BAP yakni pada perlakuan BAP 0 ppm dengan IAA 0,1 ppm (Bol1), BAP 0
ppm dengan 1AA 0,2 ppm (Bol,), dan BAP 0 ppm dengan IAA 0,3 ppm (Bols),
menunjukkan adanya pertumbuhan eksplan menjadi kalus dapat dilihat pada
(Gambar 4.3). Menurut Smith (1992) hal ini disebabkan bahwa konsentraksi
auksin yang rendahakan meningkatkan pembentukan akar tetapi konsentrasi yang

tinggi akan meningkatkan pertumbuhan kalus.

Gambar 4.3 Pertumbuhan kalus pada perlakuan (a) BAP 0 ppm + IAA 0,1 ppm;
(b) BAP 0 ppm + IAA 0,2 ppm; dan (c) BAP 0 ppm + IAA 0,1 ppm
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Pada perlakuan tanpa konsentrasi BAP dan tanpa konsentrasi 1AA (Bolo)
eksplan tidak dapat berkembang kearah kalus, tunas maupun somatik embrio, hal
ini kemungkinan dikarenakan tidak adanya hormone eksogen dan endogen yang
diberikan untuk memacu pertumbuhan eksplan. Menurut Suyadi (2003) apabila
kondisi auksin dan sitokinin endogen berada pada kondisi sub optimal, maka
diperlukan penambahan auksin dan sitokinin secara eksogen, sehingga diperoleh
perimbangan auksin dan sitokinin optimal. Perlakuan kombinasi lainnya yang
tidak tumbuh kalus dan somatic embrio, pertumbuhannya mengarah ke
organogenesis. Munculnya organogenesis langsung pada pertumbuhan tunas,
disebabkan konsentrasi sitokinin BAP yang terlalu tinggi dibandingkan konsentasi
auksin IAA. BAP digunakan untuk pembentukan tunas pada perbanyakan pisang
(Jafari et all, 2011). Sitokinin seperti benzylaminopurine (BAP) dan kinetin
umumnya dikenal untuk mengurangi dominansi meristem apikal dan menginduksi
pembentukan tunas aksiler baik dan adventif dari eksplan meristematik dalam

pisang (Madhulatha et al., 2004).
., o N

Gambar 4.4 Morfologi somatik embriogenesis pada tembakau H382. (a) tahap
grobuler; (b) hati; (c) torpedo; dan (d) planlet
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Berdasarkan hasil analisi ragam (ANOVA) pada parameter jumlah tunas,
tinggi eksplan, jumlah daun dan panjang akar menunjukkan hasil berbeda sangat
nyata pada interaksi konsentrasi BAP dengan IAA, hasil berbeda nyata tersebut
kemudian harus diuji lanjut menggunakan Uji Jarak Berganda Duncan (DMRT)
dengan taraf 5%. Rata-rata jumlah tunas, tinggi tunas, jumlah daun dan panjang
akar pada kombinasi IAA dan BAP dapat dilihat pada table 4.2.

Table 4.2 Rata-rata jumlah tunas, tinggi tunas, jumlah daun dan panjang akar

Perlakuan Jumlah tunas  Tinggitunas  Jumlah daun  Panjang akar

Bolo 0.00c 0.00 f 0.00c 0.00e
Bol1 0.00c 0.00 f 0.00c 0.00e
Bol2 0.00c 0.00 f 0.00c 0.00e
Bols 0.00c 0.00 f 0.00c 0.00e
Bilo 4.25 ab 4.83 ab 21.25 ab 7.31 abcd
Bils 4.00 ab 4.18 abc 15.50 ab 5.84 cd
Bil, 3.25b 4.25 abc 16.00 ab 5.93 cd
Bils 3.75b 493 a 17.25 ab 7.56 abcd
Balo 4.25 ab 4.70 ab 17.75 ab 8.14 abc
Bals 3.25Db 3.80 bc 14.75 ab 5.61d
B:l, 3.75b 3.73 bc 14.00 ab 8.76 ab
Bals 3.25b 3.10c 1250 b 7.53 abcd
Bslo 025c 1.53d 0.25¢c 0.00e
Bsl: 4.50 ab 458 b 17.75 ab 6.27 cd
Bsl, 5.50a 5.00a 22.50a 9.01a
Bsls 3.50b 4.73 ab 19.00 ab 6.69 bcd

Keterangan: Angka yang dikikuti huruf yang berbeda pada masig-masing kolom
menunjukkan berbeda nyata berdasarkan uji jarak berganda Duncan pada
taraf 5%

Konsetrasi zat pengatur tumbuh sitokinin BAP dengan konsetrasi 3 ppm

dan IAA 0.2 ppm (Bsl,) menghasilkan nilai pengmatan tertinggi pada minggu ke-
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8 pada semua parameter yakni jumlah tunas, tinggi tunas, jumlah daun dan
panjang akar. Pada konsentarsi IAA tanpa BAP selalu menghasilkan jumlah yang
terendah pada semua parameter. Dikarenakan konsentasi IAA tanpa BAP tidak
menumbuhkan tunas sama sekali, sehingga tidak dapat diukur. Pada konsetrasi
IAA tanpa BAP ekplan yyang ditanam dapat menjadi kalus atau bahkan ada yang

tidak tumbuh atau mati.

4.3 Pembahasan
4.3.1 Tahapan Somatik Embriogenesis
Berdasarkan hasil analisis tahapan morfologi somatik embriogenesis diatas

Gambar4.4 diperoleh dua perlakuan interaksi antara ZPT BAP dan IAA yang baik
untuk pertumbuhan kearah somatic embriogenesis yakni perlakuan BAP 2,5 ppm
ditambah 1AA 0,2 ppm (B:l,) dan perlakuan BAP 3,0 ppm ditambah 1AA 0,2 ppm
(Bsl,). Zat pengatur tumbuh BAP dan IAA adalah kombinasi ZPT yang baik
untuk pertumbuhan somatik embriogenesis. Penelitian tentang somatic
embryogenesis langsung pada tanaman cendana dilaporkan dalam Sukmadjaja
(2005), dimana keberhasilan regenerasi melalui somatik embriogenesis terbanyak
dipengaruhi zat pengatur tumbuh BAP dan IAA. Hal ini didukung dengan Lestari
(2011) yang menyatakan dalam pembentukan kalus embrionik dan struktur
embrio diperlukan konsentrasi auksin yang tinggi dengan tambahan sitokinin.
Menurut George & Sherrington (1989) 6-Benzilaminopurine (BAP) merupakan
salah satu sitokinin sintetik yang aktif dan daya merangsangnya lebih lama karena
tidak mudah dirombak oleh enzim dalam tanaman. Media MS juga sangat
berpengaruh terhadap pertumbuhan somatik embriogenesis karena media MS
merupakan media yang banyak mengandung garam mineral dalam konsentrasi
tinggi, juga mengandung unsur N yang tinggi dalam bentuk NO3 dan NH4 yang
sangat dibutuhkan dalam perkembangan embrionik (Peirik, 1987).

Pertumbuhan somatik embriogenesis pada eksplan daun tembakau sangat
cepat, setiap hari tahapan somatik embriogenesis cepat berkembang, hal ini

dipengaruhi oleh eksplan yang digunakan. Eksplan daun tembakau yang
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digunakan berumur 4 minggu, masih termasuk dalam jaringan muda dan masih
memiliki meristem yang aktif membelah. Sehingga pertumbuhan eksplan sangat
cepat. Ekpslan yang dipilih dari tanaman yang sehat juga dapat mendukung
pertumbuhan dan perkembangan. Menurut Nursetiadi (2008) tunas yang akan
dijadikan eksplan harus berasal dari pohon induk yang fisiknya sehat. Perlakuan
yang menghasilkan tahapan somatik embriogenesis ini menunjukkan hasil yang
baik pada setiap parameter, baik jumlah tunas maupun panjang akar. Menurut Gaj
(2001) somatik embriogenesis dapat dicirikan daristrukturnya yang bipolar, yaitu
mempunyai dua calon meristem, meristem akar dan meristem tunas. Kelebihan
dari pertumbuhan eksplan kearah somatik embriogenesis ini yakni jumlah
tanaman yang diperoleh dari hasil somatik embriogenesis lebih banyak dan lebih
kuat karena terdapat tunas dan akar. Somatik embriogenesis tidak memerlukan
tahapan induksi akar sehingga bibit akan terbentuk utuh dan lengkap. Pada
pembahasan berikutnya akan dibahas mengenai parameter yang mendukung
bahwa hasil somatik embriogenesis memiliki jumlah tunas yang lebih banyak

(Toruan dan Sumaryono, 1994).

4.3.2 Jumlah Tunas

Sitokinin dan auksin adalah zat pengatur tumbuh yang memiliki peran
penting dalam kultur in vitro. Salah satu peran penting zat pengatur tumbuh
adalah dalam pertumbuhan dan perkembangan. Penggunan perbandingan
konsentrasi sitokinin yang lebih tinggi dari auksin pada media kultur diharapkan
dapat menginduksi munculnya tunas. Pada penelitian somatik embriogenesis
secara langsung dengan menggunakan eksplan daun tembakau terdapat hasil
pertumbuhan kearah somatik embriogenesis, ada yang melalui kalus dan ada juga
yang tumbuh kearah organogenesis. Pemberian zat pengatur tumbuh BAP dan
IAA berpengaruh sangat nyata terhadap jumlah tunas yang terbentuk dari eksplan.
Data interaksi pada parameter jumlah tunas anatara konsetrasi BAP dan I1AA
dapat dilihat pada Gambar 4.5. grafik dibawah ini diperoleh dari rata-rata jumlah

tunas masing-masing perlakuan.
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B0I0 BOI1 BOI2 BOI3 B110 B1I1 B1I2 B1I3 B210 B2I1 B212 B213 B310 B311 B3I12 B3I3
Perlakuan Konsentrasi BAP dan I1AA

Gambar 4.5 Pengaruh interaksi konsetrasi BAP dan IAA terhadap jumlah tunas

Berdasarkan hasil penelitian pada Gambar 4.5 yaitu dari rata-rata tinggi
tunas dan hasil dari uji lanjut menggunakan Uji Jarak Berganda Duncan (DMRT)
5 % dapat diketahui bahwa perlakuan konsentrasi BAP 3,0 ppm dengan IAA 0,2
ppm (Bslz) menghasilkan jumlah tunas terbanyak. Perlakuan ini menghasilkan
rata-rata jumlah tunas 5,50. Menurut George dan Sherrington (1984) bahwa
konsentrasi sitokinin yang lebih tinggi dibandingkan dengan konsentrasi auksin
akan memacu multiplikasi tunas. Perlakuan Bgsl, ini tidak berbeda nyata dengan
perlakuan Bgsly, Bilp, B:1l1, dan Balp. Windasari (2004) menambahkan, pengaruh
sitokinin dalam kultur jaringan tanaman berhubungan dengan proliferasi tunas
ketiak, selain itu proliferasi tunas aksilar hanya memerlukan sitokinin yang tinggi
tanpa auksin atau auksin dalam konsentrasi yang sangat rendah. Penambahan
BAP berpengaruh linier pada peningkatan jumlah tunas dan jumlah daun.
Menurut Nisak et all (2012) BAP perperan dalam pembelahan sel serta
deferensiasi terbentukknya tunas. Namun, jika sitokinin (termasuk BAP) ditambah
dengan auksin (termasuk IAA) maka sel akan mengalami pembelahan dan
perkembangan terus menerus.

Perlakuan yang menunjukkan jumlah tunas terkecil adalah Bylo, Boly, Bolz,
dan Byls; dengan rata-rata jumlah tunas 0.00 dapat dilihat pada (Gambar 4.6), hal
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ini karena hormon eksogen dan endogen merangsang pertumbuhan eksplan kearah
kalus. Jumlah tunas terkecil kedua yakni pada perlakuan Bgslp, hal ini
dimungkinkan karena tidak seimbangnya auksin sitokinin dan dapat juga
dikarenakan konsentrasi sitokinin yang tinggi. Konsentrasi sitokinin yang terlalu

tinggi dapat menjadikan racun bagi eksplan.

Gambar 4.6 Kondisi eksplan yang tidak menumbuhkan tunas pada perlakuan; (a)
tanpa BAP dan tanpa IAA; (b) IAA 0.1 ppm tanpa BAP; (c) IAA 0.2
ppm tanpa BAP (d) IAA 0.3 pmm tanpa BAP

Hasil perlakuan Bily, Bils, Bzly, Bzly, dan Bgls tidak berbeda nyata dengan
perlakuan Bylg, B:li, B2lp dan Bsly kemungkinan pada hasil perlakuan BAP 2,0
ppm dan 2,5 pmm menunjukkan perlakuan pemberian konsentrasi yang baik
dibantu dengan adanya penambahan IAA. Menurut Fatmawati dkk, 2006
mengungkapkan bahwa dengan adanya auksin dan sitokinin dalam medium dapat
menstimulasi sel-sel jaringan parenkim tembakau untuk membelah. Sitokinin
telah diketahui memainkan peranan penting dalam hampir semua aspek
pertumbuhan dan perkembangan tanaman termasuk di dalamnya pembelahan sel,
inisiasi dan pertumbuhan tunas, serta perkembangan fotomorfogenesis.
Fotomorfogenesis adalah dimana perubahan morfologi terutama dalam hal kultur
jaringan karena adanyapengaruh cahaya. Eksplan berupa tunas pucuk merupakan
eksplan yang paling tinggi persentasenya menghasilkan planlet, terutama jika

ditumbuhkan pada media tanpa auksin (Irawati, 2000).
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Eksplan yang diinokulasikan pada medium dengan penambahan BAP tanpa
IAA dapat menginduksi tunas. Hasil ini terlihat dari perlakuan Bilo, B2lo dan Bslp,
walaupun pada perlakuan Bgslp jumlah tunasnya sangat sedikit. Hal ini
menunjukkan bahwa sitokinin sangat efektif dalam memicu pertumbuhan tunas
baik secara langsung maupun tidak langsung. Akan tetapi pada umunya sitokinin
digunakan bersama dengan auksin (George 1989). Hal ini berkaitan dengan fungsi
sitokinin yang menurut Kusumo (1984) dalam Maryani Dan Zamroni, (2005)
merupakan zat pengatur tumbuh yang berperanan dalam pembelahan sel dan
morfogenesis. Sedangkan pada eksplan yang diinokulasikan pada medium dengan
kombinasi IAA dan BAP mampu menginduksi tunas. Keseimbangan antara
auksin dan sitokinin akan menghasilkan organogenesis yang optimal. Konsentarsi
auksin ataupun sitokinin yang terlalu tinggi dapat bersifat antagonis dalam
pertumbuhan ekplan. Terlihat pada perlakuan Bsly dan Bsls yang jumlah tunasnya
menurun. Pertumbuhan dan perkembangan eksplan sangat dipengaruhi oleh
konsentrasi auksin dan sitokinin yang ditambahkan ke dalam mediaa kultur
jaringan (Pierik, 1987). Keseimbangan antara auksin dan sitokinin mampu
mengontrol pembentukan tunas akar dan kalus secara in vitro (Ali et al., 2007).
Oleh karena itu untuk mendapatkan hasil kultur jaringan tembakau yang optimal
diperlukan kombinasi komposisi ZPT berupa hormon auksin dan sitokinin yang
tepat (Ali et al., 2007). Pada perlakuan BAP 3,0 ppm dan IAA 0,3 ppm (Bsls)
jumlah tunas berkurang dimungkinkan karena kelebihan konsentrasi ZPT. Hoesen
(1996) melaporkan bahwa penambahan sitokinin menginduksi pembentukan tunas
secara nyata. Peningkatan jumlah tunas akibat penambahan BAP ternyata
berpengaruh buruk pada penampilan tunas yang terbentuk. Ada kemungkinan ini
adalah efek buruk dari BAP pada konsentrasi tinggi.
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4.3.3 Tinggi tunas

Hasil uji analisi ragam menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan
konsentrasi IAA dan BAP berpengaruh sangat nyata terhadap tinggi tunas
tanaman tembakau. Data perbedaan tinggi tunas pada berbagai kombinasi
perlakuan disajikan pada Gambar 4.7
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Gambar 4.7 pengaruh interaksi konsetrasi BAP dan IAA terhadap tinggi tunas

Berdasarkan hasil penelitian pada Gambar 4.7 dapat diketahui bahwa
perlakuan BAP dengan konsetrasi 3,0 ppm dan IAA 0.2 ppm (Bslz) menghasilkan
tinggi eksplan tertinggi. Menurut Wetherell (1982) dan Beyl (2000), selain
pembelahan sel, sitokinin mampu menstimulasi pertumbuhan tunas dalam kultur
in vitro. Perlakuan ini menghasilkan rata-rata tinggi eksplan 5.00. Perlakuan BAP
dengan konsetrasi 3,0 ppm dan IAA 0.2 ppm mampu mempercepat pemanjangan
tunas. Interaksi dari konsentarsi yang tepat antara perlakuan BAP dan IAA dapat
meningkatkan tinggi tunas. Hal ini menunjukkan bahwa sitokinin (termasuk BAP)
dan auksin (termasuk IAA) berperanan saling melengkapi dalam menginduksi
tunas (Maryani dan zamroni, 2005). Tinggi eksplan yang tidak berbeda nyata
dengan Bsl, adalah perlakuan BAP 2,0 ppm dan IAA 0,3 ppm (B:ls) dengan
rerata tinggi eksplan 4,93 cm tertinggi kedua setelah perlakuan Bsl,. Selanjutnya

adalah perlakuan Bilg, Bili, Bils, B2lg dan Bsls juga menghasilkan hasil yang
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tidak berbeda nyata. Auksin dalam konsentrasi rendah yang dikombinasikan
dengan sitokinin dalam konsentrasi tertentu mampu dengan cepat memperpanjang
tunas yang telah terbentuk (Anis, 2014).

Perlakuan yang menunjukkan tinggi eksplan terkecil adalah Bolo, Boli, Bolz,
dan Byl; dengan rata-rata tinggi eksplan 0.00, tinggi eksplan terkecil kedua yakni
pada perlakuan Bsly. Semakin tinggi konsentrasi BAP dan IAA menyebabkan
turunnya tinggi tunas contoh pada perlakuan Bsly dan Bsls, terjadi penurunan
tinggi tunas. Pada perlakuan BAP tanpa IAA dengan konsentrasi BAP yang tinggi
juga menyebabkan penurunan pada tinggi tunas. Tingginya konsentrasi BAP
menghambat pemanjangan tunas, karena dengan BAP vyang tinggi akan
meningkatkan jumlah tunas sehingga pengaruh pemanjangan tunas dihambat oleh
pembentukan tunas baru (Arniputri dkk, 2003).

Perlakuan BAP tanpa IAA juga menampakkan adanya tinggi tunas, dalam
perlakuan B110, B210, dan B310. Menurut Gunawan (1992), dalam kultur in vitro,
ada sel-sel yang dapat tumbuh dan memperbanyak diri tanpa pemberian auksin
seperti halnya pada sel-sel tumor. Kemampuan tumbuh dan multiplikasi sel tanpa
pemberian auksin, kadang-kadang ditemukan juga dalam kultur yang telah lama
dipelihara dan disubkultur beberapa kali. Kemungkinan besar dalam sel-sel
tersebut telah terjadi peningkatan level auksin, sehingga tidak memerlukan auksin

dari luar.

4.3.4 Jumlah Daun

Pemberian auksin dan sitokinin yang seimbang berpengaruh positif
terhadap jumlah daun pada eksplan. Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa
jumlah daun yang terbentuk berbeda sangat nyata, sehingga perlu diuji lanjut

menggunakan Uji Duncan 5% dan hasilnya ditunjukkan oleh Gambar 4.8
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Gambar 4.8 pengaruh interaksi konsetrasi BAP dan IAA terhadap tinggi tunas

Berdasarkan hasil penelitian pada Gambar 4.8 dapat diketahui bahwa
perlakuan konsentrasi BAP 3,0 ppm dengan IAA 0,2 ppm (Bsl,) mamapu
menghasilkan jumlah daun terbanyak. Perlakuan ini menghasilkan rata-rata tinggi
eksplan 22.50. Daun merupakan organ vegetatif, pertumbuhannya dipengaruhi
oleh kandungan nitrogen dalam media. Selain itu daun merupakan organ yang
penting dalam pertumbuhan tanaman karena daun sebagai tempat terjadinya
fotosintesis. yaitu proses pembentukan karbohidrat dari CO2 dan H20 dengan
bantuan sinar matahari. Semakin banyak jumlah daun, mengindikasikan
pertumbuhan eksplan yang semakin baik (Acima, 2006).

Jumlah daun terbanyak kedua ditunjukkan pada perlakuan Bjl.
Perbandingan konsentrasi sitokinin yang lebih besar dari auksin cenderung
memperlihatkan stimulasi pertumbuhan daun. Menurut Wareing dan Philips
(1970) dalam Fahria (2012), konsentrasi dari auksin dan sitokinin pada media
kultur menunjukan bahwa hormon-hormon tersebut memiliki peranan penting
dalam pembentukan organ. Wetherell (1982) dalam Fahria (2012) menyatakan,
secara umum dapat dikatakan bahwa perbandingan sitokinin dan auksin yang
tinggi baik untuk pembentukan daun. Gunawan (1992) melaporkan bahwa

sitokinin sangat penting dalam pengaturan pembelahan sel dan morfogenesis.
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Pengamatan jumlah daun menghasilkan hasil seragam, hasil yang
ditunjukkan pada Gambar 4.8 menunjukkan bahwa semua perlakuan
menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata kecuali pada jumlah daun yang
terkecil. Perlakuan yang menunjukkan tinggi eksplan terkecil adalah Bygly, Bols,
Bol,, dan Byl; dengan rata-rata tinggi eksplan 0.00, tinggi eksplan terkecil kedua
yakni pada perlakuan Bsly. Eksplan dengan zat pengatur tumbuh tanpa BAP tidak
menumbuhkan tunas, karena fungsi BAP adal sebagai pembelahan sel dan
menunjang adanya pertumbuhan tunas, sehingga tanpa adanya sitokinin dari luar
maunpun dari dalam maka, eksplan tidak akan bias tumbuh. Adanya auksin dalam
eksplan berfungsi untuk pertumbuhan akar atau kalus, sehingga tidak dapat
membantu dalam perkembangan tunas.

Menurut Harminingsih (2007) dengan semakin meningkatnya konsentrasi
BAP, semakin menurun jumlah daun yang terbentuk. Hal ini dikarenakan eksplan
yang diberi BAP sebagian besar tidak memunculkan akar, sehingga tidak terjadi
sintesis sitokinin di ujung akar dan tidak terjadi pengangkutan nutrisi melalui
xylem ke seluruh bagian tanaman seperti yang terlihat pada perlakuan dengan
BAP 3,0 ppm tanpa IAA (Bslpg) dan BAP 3,0 ppm dengan 1AA 0,3 ppm (Bsls).
Menurut Yelnititis et al. (1999) penambahan sitokinin dapat mendorong
meningkatnya jumlah dan ukuran daun, terlihat pada perlakuan BAP 3,0 ppm
ditambah dengan IAA 0,2 ppm. Namun, penyerapan sitokinin dari media
dipengaruhi keberadaan akar. Tanpa akar, penyerapan sitokinin dari media dan
pengangkutan ke bagian tanaman menjadi terhambat. Hal ini akan mengakibatkan
jumlah daun menurun dan ukuran daun mengecil (Waloyaningsih, 2004).

Selain pertumbuhan panjang akar, auksin dibantu dengan sitokinin juga
dapat berpengaruh terhadap pertumbuhan daun. Daun merupakan salah satu organ
tanaman yang sangat penting terutama untuk fotosintesis supaya tanaman dapat
menghasilkan makanan dan mengalami pertumbuhan yang optimum. Semakin
bertambah jumlah daun, ukuran panjang serta lebar daun maka semakin besar

pengaruhnya terhadap pertumbuhan tanaman (Sylvia,2009).
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Akar merupakan organ vegetatif utama yang memasok air, mineral dan
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bahan-bahan yang penting untuk pertumbuhan dan perkembangan tanaman.

Auksin merupakan salah satu zat pengatur tumbuh yang sering digunakan untuk

induksi akar. Interaksi antara auksin dan sitokinin dalam konsentasi tertentu dapat

menginduksi akar (Fatmawati dkk, 2006). Tanpa sitokinin, eksplan tidak akan

memiliki akar karena dalam konsentarsi tinggi, auksin akan menumbuhhkan kalus

pada eksplan. George (1989) mengemukakan bahwa rasio auksin yang lebih

tinggi pada medium akan memicu pertumbuhan kalus dan menginisiasi

terbentuknya akar. Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa panjang akar yang

terbentuk berbeda sangat nyata, sehingga perlu diuji lanjut menggunakan Uji

Duncan 5% dan hasilnya ditunjukkan oleh Gambar 4.9
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Gambar 4.9 Pengaruh interaksi konsetrasi BAP dan IAA terhadap panjang akar

Berdasarkan hasil penelitian pada Gambar 4.9 dapat diketahui bahwa

panjang akar tertinggi terdapat pada perlakuan konsentrasi BAP 3,0 ppm dan IAA

0,2 ppm (Bsly). Tunas berakar hasil perbanyakan embriogenesis somatik, tingkat

adaptasinya di lapangan pada saat aklimatisasi lebih tinggi dari pada tunas tidak

berakar (Rostiana &Sewita, 2007). Dalam penelitian Arimasetiowati dan Ardiyani

(2012) tentang somatic embriognesis pada kopi auksin jenis IAA pada konsentrasi
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0,1 mg/L menghasilkan akar terpanjang. Perlakuan ini menghasilkan rata-rata
panjang akar 9.01. Menurut Septiana (2014) auksin berfungsi untuk memacu
proses terbentukknya akar serta pertumbuhannya. Jumlah daun yang lebih banyak
akan memicu adanya auksin, auksin diproduksi di daun dan ditransfer ke akar
melalui xylem. Jumlah daun yang lebih besar akan menghasilkan jumlah akar
yang lebih banyak, karena produksi auksin menigkat seiring dengan
meningkatnya jumlah daun. Pertumbuhan akar ini didahului dengan pertumbuhan
tunas aksilar terlebih dahulu (Harlina dkk., 2012).

Perlakuan yang menunjukkan panjang akar terkecil adalah Bglo, Bol1, Bola,
Bol; dan Bsly dengan rata-rata tinggi eksplan 0.00. konsentrasi auksin tanpa
adanya sitokinin akan dapat meunculkan akar pada eksplan yang sudah berkalus,
tetapi jika konsentrasi auksin tinggi akan menyebabkan eksplan menjadi kalus.
Pernyataan didukung dengan Armaniar (2002) konsentrasi IAA yang lebih tinggi
akan menghasilkan kalus tanp memperhatikan sitokinin.

Husniati (2010) menyatakan bahwa auksin memicu terjadinya pembelahan
sel, sehingga diperlukan untuk pembentukan akar. Akan tetapi pada kondisi
tertentu auksin juga dapat bersifat meracuni tanaman. Terlihat pada perlakuan
dengan konsentrasi auksin IAA 0,3 ppm pada perlakuan B213 dan B313 jumlah
panjang akar turun dari perlakuan IAA 0,2 ppm. Interaksi antara auksin dan
sitokinin juga merupakan salah satu cara tumbuhan dalan mengatur derajat

pertumbuhan akar dan tunas (Lawalatta, 2011).
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Gambar 4.10 Panjang akar; (a) MS + BAP 3,0 ppm + I1AA 0,2 ppm; (b) MS+BAP
2,5 ppm+I1AA 0,2 ppm

Pemberian zat pengatur tumbuh sitokinin saja tidak dapat memicu
pertumbuhan akar seperti yang terdapat pada perlakuan dengan konsentrasi BAP
3,0 ppm tanpa adanya auksin IAA. Dikarenakan sitokinin hanya dapat
memunculkan pertumbuhan tunas. Tanpa adanya hormon endogen pada eksplan
maka eksplan yang ditanam tidak dapat memunculkan pertumbuhan akar. Fuchs
(1986) dalam Arimasetiowati dan Ardianti (2012) mengatakan bahwa
penambahan auksin dengan konsentrasi tertentu tidak selalu meningkatkan
pertumbuhan akar tetapi justru dapat menurunkan pertumbuhan akar. Zat pengatur
tumbuh BAP mampu menekan pertumbuhan akar. Kemampuan menghambat
pertumbuhan akar ini sangat penting dalam penggandaan tunas (Maryani dan
zamroni, 2005).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan
bahwa kombinasi konsentrasi BAP dan IAA yang baik adalah perlakuan
kombinasi antara BAP 3,0 ppm dan IAA 0,2 ppm (Bzsl,) dalam induksi somatik
embriogenesis. Hal ini ditunjukkan dari morfologi somatik embriogenesis yang
terdapat 4 tahapan yakni tahapan grobular, hati, torpedo dan planlet. Pada
perlakuan tersebut juga menunjukkan hasil tebaik untuk parameter jumlah tunas,

tinggi tunas, jumlah daun, dan panjang akar.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang saya lakukan proses embrio somatik pada
eksplan daun tembakau memiliki tahapan yang cepat sehingga jika ada yang
melakukan penelitian tentang somatic embryogenesis dihrapkan dapat melakukan

pengamatan dengan rutin agar tahapan tidak terlewatkan.

36
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LAMPIRAN

1. Lampiran Data Pengamatan

a. Jumlah Daun Minggu Ke-8

Ulangan Rata-
Perlakuan 1 > 3 2 Jumlah rata
BOIO 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BOI1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BOI2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BOI3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B1I0 30.00 17.00 18.00 20.00 85.00 21.25
B1l1 8.00 25.00 22.00 7.00 62.00 15.50
B1I2 25.00 1200 1500 12.00 64.00 16.00
B1I3 1500 13.00 23.00 18.00 69.00 17.25
B2I0 18.00 23.00 18.00 1200 71.00 17.75
B2I1 18.00 14.00 13.00 14.00 59.00 14.75
B2I2 700 18.00 13.00 18.00 56.00  14.00
B2I3 15.00 800 17.00 10.00 50.00 1250
B3I10 0.00 0.00 1.00 0.00 1.00 0.25
B3Il 32.00 18.00 200 19.00 71.00 17.75
B3I2 20.00  29.00 21.00 20.00 90.00 2250
B3I3 10.00 29.00 17.00 20.00 76.00 19.00
Jumlah 198.00 206.00 180.00 170.00 754.00
Rata-rata 12.38 12.88 11.25 10.63 11.78
b. Sidik Ragam Jumlah Daun Minggu Ke-8
Sumber Jumlah  Kuadrat . F-Tabel
F-Hitung
Keragaman Kuadrat Tengah 5% 1%
Perlakuan 15.00 4367.44 29116  9.67 ** 1.88 2.44
B 3.00 3038.19 1012.73 33.63** 2.80 4.22
I 3.00 94.31 31.44 1.04™ 2.80 4.22
BXI 9.00 123494 13722  4.56** 2.08 2.80
Galat 48.00 144550 30.11
Total 63.00 5812.94 KK 46.58
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c. Uji Beda Nyata Duncan Jumlah Daun Minggu Ke-8

Perlakuan Rata- B3l2 B1lI0 B3I3 B3Il B2I0 B1lI3 B1ll2 Blll B2I1 B2I2 B2I13 B3I0 B0OI0O BOI1 BO0I2 BO0I3 Notasi
Rata 2250 21.25 19.00 17.75 17.75 1725 16.00 1550 14.75 14.00 1250 0.25 0.00 0.00 0.00 0.00

B3I12 22.50 0.00 a
B110 2125 125 0.00 ab
B3I3 19.00 350 225 0.00 ab
B3Il 1775 475 350 125 0.00 ab
B210 1775 475 350 125 0.00 0.00 ab
B1I3 1725 525 400 175 050 050 0.00 ab
B1I2 16,00 650 525 300 175 175 125 0.00 ab
B1l1 1550 7.00 575 350 225 225 175 050 0.00 ab
B2I1 1475 775 650 425 300 300 250 125 0.75 0.00 ab
B212 1400 850 725 500 375 375 325 200 150 0.75 0.00 ab
B213 12.50 10.00 8.75 650 525 525 475 350 300 225 150 0.00 b
B3I0 025 2225 2100 18.75 1750 1750 17.00 15.75 1525 1450 13.75 1225 0.00 c
BOIO 0.00 2250 21.25 19.00 17.75 17.75 17.25 16.00 1550 14.75 14.00 1250 0.25 0.00 c
BOI1 0.00 2250 21.25 19.00 17.75 17.75 17.25 16.00 1550 14.75 14.00 1250 0.25 0.00 0.00 c
BOI2 0.00 2250 21.25 19.00 17.75 17.75 17.25 16.00 1550 14.75 14.00 1250 0.25 0.00 0.00 0.00 c
BOI3 0.00 2250 21.25 19.00 17.75 17.75 17.25 16.00 1550 14.75 14.00 1250 0.25 0.00 0.00 0.00 0.00 c
P 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Pr 345 344 342 343 340 340 336 337 335 332 329 325 320 312 3.04 289

UJD 5% 945 944 939 941 932 933 923 925 919 911 9.03 892 878 856 834 7.93
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d. Data Pengamatan Berat Eksplan Minggu Ke-8

Ulangan
Perlakuan 1 ) 3 4 Jumlah  Rata-rata
BOIO 1 2 3 4 10.00 2.50
BOI1 1.27 0.89 1.97 241 6.54 1.64
BOI2 1.46 1.59 1.45 1.59 6.09 1.52
BOI3 2.44 2.36 1.42 0.38 6.60 1.65
B1I0 1.62 0.85 1.61 1.35 5.43 1.36
B1l1 1.59 151 2.34 2.11 7.55 1.89
B1I2 2.49 2.46 0.81 2.18 7.94 1.99
B1I3 2.2 2.11 1.69 3.95 9.95 2.49
B210 2.32 1.74 2.24 2.32 8.62 2.16
B211 1.55 2.2 5.37 1.2 10.32 2.58
B2I2 2.97 1.88 2.34 1.05 8.24 2.06
B2I3 2.37 2.57 2.89 2.28 10.11 2.53
B3I10 1.42 0.37 2.19 1.36 5.34 1.34
B3I1 3.29 1.94 2.34 2.92 10.49 2.62
B3I2 1.75 1.81 1.72 1.96 7.24 1.81
B3I3 1.87 1.52 1.57 1.79 6.75 1.69
Jumlah 31.61 2780 3495 3285 127.21
Rata-rata  1.98 1.74 2.18 2.05 1.99
e. Sidik Ragam Berat Eksplan Minggu Ke-8
Sumber Jumlah Kuadrat J F-Tabel
F-Hitung

Keragaman Kuadrat Tengah 5% 1%

Perlakuan 15.00 12.00 0.80 0.91 ns 1.88 2.44

B 3.00 2.60 0.87 0.98 ns 2.80 4.22

I 3.00 1.45 0.48 0.55 ns 2.80 4.22

BXI 9.00 7.95 0.88 1.00 ns 2.08 2.80

Galat 48.00 31.16 0.65

Total 63.00  43.17 KK 40.54
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f. Data Pengamatan Jumlah Tunas Minggu Ke-8

Ulangan Jumlah Rata-
Perlakuan 1 2 3 4 rata
BOIO 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BOI1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BOI2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BOI3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B1I0 6.00 4.00 3.00 400 17.00 4.25
B1l1 4.00 4.00 4.00 400 16.00 4.00
B1I2 4.00 0.00 4.00 500 13.00 325
B1I3 4.00 3.00 4.00 400 15.00 3.75
B210 5.00 4.00 3.00 500 17.00 4.25
B2I1 4.00 3.00 3.00 3.00 13.00 3.25
B2I2 3.00 4.00 4.00 400 15.00 3.75
B2I3 3.00 4.00 3.00 3.00 13.00 3.25
B3I10 0.00 0.00 1.00 0.00 1.00 0.25
B3I1 7.00 3.00 6.00 2.00 18.00 4.50
B3I2 4.00 6.00 7.00 500 22.00 5.50
B3I3 2.00 5.00 4.00 3.00 14.00 3.50
Jumlah 46.00 40.00 46.00 42.00 174.00
Rata-rata 2.88 2.50 2.88 2.63 2.72
g. Sidik Ragam Jumlah Tunas Minggu Ke-8
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel
F-Hitung
Keragaman Kuadrat Tengah 5% 1%
Perlakuan 15.00 22594 15.06 13.64 ** 1.88 2.44
B 3.00 15881 52.94 47.94 ** 2.80 4.22
I 3.00 8.06 2.69 2.43 ns 2.80 4.22
BXI 9.00 59.06 6.56 5.94 ** 2.08 2.80
Galat 48.00  53.00 1.10
Total 63.00 278.94 KK 38.65
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h. Uji Beda Nyata Duncan Jumlah Tunas Minggu Ke-8

Perlakuan paa.  B312 B3Il B210 B3Il Blll B1lI3 B212 B3I3 Bll2 B2I1 B2I13 B3I0 B310 BOIL BoI2 BOI3 Notasi
Rata 550 450 425 425 400 375 375 350 325 325 325 0.25 0.00 0.00 0.00 0.00

B3I12 5.50 0.00 a
B3Il 4.50 1.00 0.00 ab
B210 4.25 1.25 025 0.00 ab
B110 4.25 125 025 0.00 0.00 ab
B1l1 4.00 150 050 025 0.25 0.00 ab
B1I3 3.75 175 075 050 050 0.25 0.00 b
B212 3.75 175 075 050 050 0.25 0.00 0.00 b
B3I3 3.50 200 100 075 075 050 025 0.25 0.00 b
B1I2 3.25 225 125 100 1.00 0.75 050 050 0.25 0.00 b
B2I1 3.25 225 125 100 1.00 0.75 050 050 0.25 0.00 0.00 b
B2I3 3.25 225 125 100 100 0.75 050 050 0.25 0.00 0.00 0.00 b
B3I0 0.25 525 425 400 4.00 3.75 350 350 325 3.00 3.00 3.00 0.00 c
BOIO 0.00 550 450 425 425 400 375 375 350 325 325 325 0.25 0.00 C
BOI1 0.00 550 450 425 425 400 375 375 350 325 325 325 0.25 0.00 0.00 c
BOI2 0.00 550 450 425 425 400 375 375 350 325 325 325 025 0.00 0.00 0.00 c
BOI3 0.00 550 450 425 425 400 375 375 350 325 325 325 025 000 0.00 0.00 0.00 c
P 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Pr 345 344 342 343 340 340 336 337 335 332 329 325 320 312 3.04 289

UJD 5% 181 181 180 180 179 179 177 177 176 174 173 171 168 164 160 152
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I. Data Pengamatan Panjang akar Minggu Ke-8

Ulangan Rata-
Perlakuan 1 ) 3 4 Jumlah rata
BOIO 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BOI1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BOI2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BOI3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B110 8.17 5.00 8.33 1.75 29.25 7.31
B1l1 5.30 6.00 5.70 6.35 23.35 5.84
B1I2 6.53 3.63 4.80 8.75 23.71 5.93
B1I3 8.00 5.50 8.60 8.15 30.25 7.56
B210 9.25 6.20 6.27 10.83  32.55 8.14
B2I1 5.25 5.60 5.60 6.00 22.45 5.61
B2I2 11.25 6.80 7.45 9.55 35.05 8.76
B2I3 9.75 7.95 7.40 5.00 30.10 7.53
B3I10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B3I1 5.97 5.17 7.10 6.83 25.07 6.27
B3I2 10.15  11.47 7.00 7.40 36.02 9.01
B3I3 5.60 5.17 7.75 8.25 26.77 6.69
Jumlah 85.22 6849 76.00 84.86 31457
Rata-rata 5.33 4.28 4.75 5.30 4.92
j. Sidik Ragam Panjang Akar Minggu Ke-8
Sumber Jumlah Kuadrat . F-Tabel
F-Hitung

Keragaman Kuadrat Tengah 5% 1%
Perlakuan 15.00 758.49 5057 26.41** 1.88 2.44
B 3.00 54824 18275 95.44**  2.80 4.22
I 3.00 42.27 14.09 7.36** 2.80 4.22
BXI 9.00 167.98 18.66 9.75** 2.08 2.80
Galat 48.00 91.91 191
Total 63.00 850.40 KK 28.15
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k. Uji Beda Nyata Duncan Panjang Akar Minggu Ke-8

48

Rata-

B3l2 B212 B2I0 B1lI13 B2I3 B1ll0 B3I3 B3l1 B1ll2 Blll1l B2I11 B3I0 B0I0 BOI1 BO0I2 BOI3
Perlakuan Rata Notasi
901 876 814 756 753 731 6.69 627 593 584 561 0.00 000 0.00 0.00 0.00
B3I12 9.01 0.00 a
B212 876 025 0.00 ab
B210 8.14 0.87 0.62 0.00 abc
B1I3 756 145 120 058 0.00 abcd
B2I3 753 148 123 061 0.03 0.00 abcd
B1I0 731 170 145 083 025 0.22 0.00 abcd
B3I3 6.69 232 207 145 087 0.84 0.62 0.00 bcd
B3Il 6.27 274 249 187 129 126 104 0.42 0.00 cd
B1I2 593 3.08 283 221 163 160 138 0.76 0.34 0.00 cd
Bll1 584 317 292 230 172 169 147 085 043 0.09 0.00 cd
B2I1 561 340 315 253 195 192 170 108 0.66 032 0.23 0.00 d
B3I10 000 901 876 814 756 753 731 6.69 6.27 593 584 561 0.00 e
BOIO 000 901 876 814 756 753 731 6.69 627 593 584 561 0.00 0.00 e
BOI1 000 901 876 814 756 753 731 669 6.27 593 584 561 000 0.00 0.00 e
BOI2 000 901 876 814 756 753 731 669 627 593 584 561 000 0.00 0.00 0.00 e
BOI3 000 901 876 814 756 753 731 669 627 593 584 561 000 0.00 000 0.00 0.00 e
P 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2
Pr 345 344 342 343 340 340 336 337 335 332 329 325 320 312 3.04 2389
UJD 5% 238 238 237 237 235 235 233 233 232 230 228 225 221 216 210 2.00
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|. Data Pengamatan Presentase Terbentuknya Kalus Minggu Ke-8

Perlakuan Ulangan Rata-
1 2 3 g dumlh
BOIO 3.00 0.00 0.00 0.00 3.00 0.75
BOI1 0.00 0.67 0.00 0.00 0.67 0.17
BOI2 0.00 0.00 0.67 0.33 1.00 0.25
BOI3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B1I0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B1l1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B112 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B113 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B210 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B2I1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B2I2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B2I3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B3I10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B3l1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B3I2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B3I13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Jumlah 3.00 0.67 0.67 0.33 4.67
Rata-rata 0.19 0.04 0.04 0.02 0.07

m. Sidik Ragam Presentase Terbentuknya Kalus Minggu Ke-8

Sumber Jumlah Kuadrat ) F-Tabel
F-Hitung

Keragaman Kuadrat Tengah 5% 1%
Perlakuan 15.00 2.27 0.15 0.98 ns 1.88 2.44
B 3.00 1.02 0.34 2.21ns 2.80 4.22
I 3.00 0.31 0.10 0.68 ns 2.80 4.22
BXI 9.00 0.94 0.10 0.68 ns 2.08 2.80
Galat 48.00 7.39 0.15
Total 63.00 9.66 kk 537.79
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n. DataTransformasi Presentase Terbentuknya Kalus Minggu Ke-8

Ulangan Rata-
Perlakuan 1 ) 3 4 Jumlah rata
BOIO 1.87 0.71 0.71 0.71 3.99 1.00
BOI1 0.71 1.08 0.71 0.71 3.20 0.80
BOI2 0.71 0.71 1.08 0.91 3.41 0.85
BOI3 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B1I10 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B1l1 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B1I2 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B1I3 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B210 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B2I1 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B2I2 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B2I3 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B3I0 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B3I1 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B3I12 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
B3I3 0.71 0.71 0.71 0.71 2.83 0.71
Jumlah 1248 1169 11.69 1152  47.37
Rata-rata 0.78 0.73 0.73 0.72 0.74

0. Sidik Ragam Presentase Terbentuknya Kalus Minggu Ke-8

Sumber db Jumlah Kuadrat F-Hitung F-Tabel
Keragaman Kuadrat Tengah 5% 1%
Perlakuan 15.00 0.39 0.03 0.17ns 1.88 2.44
B 3.00 0.21 0.07 045ns 2.80 4.22
I 3.00 0.04 0.01 0.10ns 2.80 4.22
BXI 9.00 0.13 0.01 0.10ns 2.08 2.80
Galat 48.00 1.22 0.03

Total 63.00 1.61 KK 21.53
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p. Data Pengamatan Tinggi Tunas Minggu Ke-8

o1

Ulangan Rata-

Perlakuan 1 ) 3 4 Jumlah rata

BOIO 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

BOI1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

BOI2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

BOI3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

B1I0 5.50 5.00 3.80 5.00 19.30 4.83

B1l1 4.50 4.80 5.40 2.00 16.70 4.18

B1I2 5.00 2.20 5.00 4.80 17.00 4.25

B1I3 4.80 5.20 5.00 4.70 19.70 4.93

B210 5.00 4.80 5.00 4.00 18.80 4.70

B2I1 4.00 3.70 3.90 3.60 15.20 3.80

B2I2 2.50 3.50 4.10 4.80 14.90 3.73

B2I3 3.50 2.80 3.20 2.90 12.40 3.10

B3I10 1.50 1.80 2.00 0.80 6.10 1.53

B3I1 5.00 4.80 3.80 4.70 18.30 4.58

B3I2 4.80 5.20 4.90 5.10 20.00 5.00

B3I3 3.00 5.50 5.50 4.90 18.90 4.73
Jumlah 49.10 4930 51.60 47.30 197.30

Rata-rata 3.07 3.08 8,23 2.96 3.08
g. Sidik Ragam Tinggi Tunas Minggu Ke-8

Sumber Jumlah  Kuadrat . F-Tabel
F-Hitung

Keragaman Kuadrat Tengah 5% 1%
Perlakuan 15.00 246.27 16.42 32.86 ** 1.88 2.44
B 3.00 207.38 69.13 138.35**  2.80 4.22
I 3.00 2.28 0.76 1.52 ns 2.80 4.22
BXI 9.00 36.61 4.07 8.14 ** 2.08 2.80
Galat 48.00  23.98 0.50

Total 63.00 270.25 KK 22.93
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Perlakuan Rata- pai5 p1j3 B1j0 B3I3 B210 B3Il B1I2 Blll B211 B212 B213 B30 BOI0 BOI1 BoI2 Boi3 Notasi
Rad 500 493 483 473 470 458 425 418 380 373 310 153 000 000 0.00 0.00
B3I12 5.00 0.00 a
B1I3 493 0.07 0.00 a
B110 483 0.17 0.10 0.00 ab
B3I3 473 027 020 0.10 0.00 ab
B210 47 030 023 0.13 0.03 0.00 ab
B3I1 458 042 035 025 015 0.12 0.00 ab
B112 425 075 0.68 058 048 045 033 0.00 abc
B1l1 418 082 0.75 065 055 0.52 040 0.07 0.00 abc
B2I1 38 120 113 103 093 090 078 045 0.38 0.00 bc
B212 373 127 120 110 1.00 0.97 0.85 052 045 0.07 0.00 bc
B2I3 31 190 183 173 163 160 148 115 1.08 070 063 0.00 c
B3I10 153 347 340 330 320 3.17 305 272 265 227 220 157 0.00 d
BOIO 000 500 493 483 473 470 458 425 418 380 3.73 310 153 0.00 f
BOI1 000 5.00 493 483 473 470 458 425 418 380 3.73 310 153 0.00 0.00 f
BOI2 000 500 493 483 473 470 458 425 418 380 373 310 153 000 0.00 0.00 f
BOI3 000 500 493 483 473 470 458 425 418 380 373 310 153 000 0.00 0.00 000 f
P 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2
Pr 345 344 342 343 340 340 336 337 335 332 329 325 320 3.12 3.04 2.89
UJD 5% 122 122 121 121 120 120 119 119 118 117 116 115 113 1.10 1.07 1.02
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2. Lampiran Foto Kegiatan Penelitian

Membuat media

Menimbang berat awal sebelum tanam Benih tembakau yang telah ditanam

Hasil kecambah benih tembakau Penanaman daun tembakau
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Daun muda yang baru ditanam Daun untuk pengamatan

Pegamatan inggi tunas Pengamatan panjang akar
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