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ABSTRAK

Judul : Pengaruh Kombinasi Zat Pengatur
Tumbuh BAP dan NAA Terhadap
Induksi Kalus Daun  Tembakau
(Nicotiana tabacum L) var. Kemloko
Secara In Vitro

Nama : Laily Rofiatun Nadhifah
NIM : 1508016011
Tembakau kemloko (Nicotiana taabacum)

merupakan salah satu komoditi penting bagi petani dan
bagi negara, selain dapat digunakan sebagai bahan baku
cerutu dan insektisida alami tembakau juga salah satu
penunjang bea cukai terbesar bagi negara. Namun
mengandalakan  bibit dari metode konvensional
menggunakan biji memerlukan waktu yang relatif lama
dan hasilnya seringkali tidak homogen. Sehingga perlu
usaha alternatif untuk mengatasi penyediaan bibit
tembakau, misalnya dengan teknik kultur jaringan.
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh
kombinasi zat pengatur tumbuh (zpt) BAP dan NAA serta
konsentrasi optimum yang yang diberikan oleh zpt

terhadap induksi kalus tembakau kemloko (Nicotiana
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tabacum) secara in vitro. Desain penelitian yang
digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan
tidak menambahkan kombinasi zpt (Media A),
menambahkan zpt BAP dan NAA dengan perbandingan
1:3 ppm (Media B), 2:2 ppm (Media C), 3:1 ppm (Media D)
dengan pengulangan sebanyak 6 unit. analisis data pada
penelitian ini menggunakan uji One Way ANOVA dan
apabila nlai signifikasi P<0,05 maka dilakukan uji lanjutan
yaitu dengan uji DMRT (Duncan Multiple Range Test). Hasil
penelitian Menunjukan bahwa pengaruh kombinasi zpt
BAP dan NAA dengan berbagai konsentrasi perlakuan
tidak berpengaruh nyata terhadap bobot kalus, volume
kalus, serta waktu awal inisiasi kalus. Konsentrasi
optimum pada pertambahan bobot kalus dengan
penambahan kombinasi zpt BAP dan NAA dengan
perbandingan 3:1 (Media D), volume kalus dengan
penambahan kombinasi zpt BAP dan NAA dengan
perbandingan 2:2 (Media C), inisiasi kalus dengan
penambahan kombinasi zpt BAP dan NAA dengan
perbandingan 3:1 (Media D).

Kata Kunci: Nicotiana tabacum, BAP, NAA, kultur jaringan
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TRANSLITERASI ARAB-LATIN

Penulisan transliterasi huruf-huruf Arab Latin
dalam skripsi ini berpedoman pada (SKB) Menteri Agama
dan Menteri Pendidikan dan Kebudayaan R.I. Nomor: 158
Tahun 1987 dan Nomor: 0543b/U/1987.

Konsonan

Daftar huruf bahasa Arab dan transliterasinya ke
dalam huruf Latin dapat dilihat pada halaman berikut:

Huruf Nama Huruf Latin Nama
Arab
\ Alif Tidak Tidak
Dilambangkan Dilambangkan
< Ba B Be
< Ta T Te
< Sa $ Es (dengan titik di
atas)
c Jim J Je
z Ha H Ha (dengan titik di
atas)
¢ Kha Kh Ka dan Ha




Dal D De
Zal Z Zet (dengan titik
di atas)
Ra R Er
Zai yA Zet
Sin vii Es
Syin oy Es dan Ye
Sad S Es (dengan titik di
bawah)
Dad D De (dengan titik di
bawah)
Ta T Te (dengan titik di
bawah)
Za Z Zet (dengan titik
di bawah)
Ain _ apostrof terbalik
Gain G Ge
Fa F Ef
Qof Q Qi




S Kaf K Ka

J Lam L El

A Mim M Em

o Nun N Ea

) Wau W We

° Ha H Ha (dengan titik di

atas)
s Hamzah _ Apostrof
$ Ya Y Ye

Hamzah (¢) yang terletak di awal kata mengikuti
vokalnya tanpa diberi tanda apa pun. Jika ia terletak di
tengah atau di akhir, maka ditulis dengan tanda ().

Vokal

Vokal bahasa Arab, seperti vokal bahasa Indonesia,

terdiri atas vokal tunggal atau monoftong dan vokal
rangkap atau diftong. Vokal tunggal bahasa Arab yang
lambangnya berupa tanda atau harakat, transliterasinya

sebagai berikut:

Tanda

Nama

Huruf Nama
Latin

Xi




| Fathah A A
) Kasrah [ I
i Dammah U U

Vokal rangkap bahasa Arab yang lambangnya berupa
gabungan antara harakat dan huruf, transliterasinya
berupa gabungan huruf, yaitu:

Tanda Nama Huruf latin Nama
] Fathah dan Ai Adanl
Ya
3 Fathah dan Au AdanU
Wau
Maddah

Maddah atau vokal panjang yang lambangnya berupa
harkat dan huruf, transliterasinya berupa huruf dan tanda,

yaitu:
Harkat dan Nama Huruf dan Nama
Huruf Tanda
. Fathah dan Alif a a dan garis di
atau Ya atas
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@ Kasrah dan Ya 1 i dan garis di
atas
3 Dammah dan Wau a u dan garis di

atas

Ta marbitah

Transliterasi untuk ta marbitah ada dua, yaitu: ta
marbutah yang hidup atau mendapat harkat fathah,
kasrah, dan dammah , transliterasinya adalah [t].
Sedangkan ta marbiitah yang mati atau mendapat harkat
sukun, transliterasinya adalah [h].

Kalau pada kata yang berakhir dengan ta marbiitah
diikuti oleh kata yang menggunakan kata sandang al serta
bacaan kedua kata itu terpisah, maka ta marbitah itu
ditransliterasikan dengan ha (h).

Syaddah (Tasydid)

Syaddah atau tasydid yang dalam sistem tulisan Arab
dilambangkan dengan sebuah tanda tasydid ( i ), dalam
transliterasi ini dilambangkan dengan perulangan huruf
(konsonan ganda) yang diberi tanda syaddah.

Jika huruf < bertasydid di akhir sebuah kata dan
didahului oleh huruf kasrah (U ), maka ia ditransliterasi
seperti huruf maddah (7).

Kata Sandang
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Kata sandang dalam sistem tulisan Arab
dilambangkan dengan huruf (alif lam ma‘arifah). Dalam
pedoman transliterasi ini, kata sandang ditransliterasi
seperti biasa, al-, baik ketika ia diikuti oleh huruf syamsiah
maupun huruf qamariah. Kata sandang tidak mengikuti
bunyi huruf langsung yang mengikutinya.Kata sandang
ditulis terpisah dari kata yang mengikutinya dan
dihubungkan dengan garis mendatar (-).

Hamzah

Aturan transliterasi huruf hamzah menjadi apostrof
() hanya berlaku bagi hamzah yang terletak di tengah dan
akhir kata. Namun, bila hamzah terletak di awal kata, ia
tidak dilambangkan, karena dalam tulisan Arab ia berupa
alif.

Penulisan Kata Arab yang Lazim digunakan dalam
Bahasa Indonesia

Kata, istil ah atau kalimat Arab yang ditransliterasi
adalah kata, istilah atau kalimat yang belum dibakukan
dalam bahasa Indonesia. Kata, istilah atau kalimat yang
sudah lazim dan menjadi bagian dari pembendaharaan
bahasa Indonesia, atau sudah sering ditulis dalam tulisan
bahasa Indonesia, tidak lagi ditulis menurut cara
transliterasi di atas. Namun, bila kata-kata tersebut
menjadi bagian dari satu rangkaian teks Arab, maka
mereka harus ditransliterasi secara utuh.

Lafz Al-Jalalah (&)
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Kata “Allah” yang didahului partikel seperti huruf jarr
dan huruf lainnya atau berkedudukan sebagai mudaf ilaih
(frasa nominal), ditransliterasi tanpa huruf hamzah.

Adapun ta marbititah di akhir kata yang disandarkan
kepada Lafz Al-Jalalah, ditransliterasi dengan huruf [ t].

Huruf Kapital

Walau sistem tulisan Arab tidak mengenal huruf
kapital (All Caps), dalam transliterasinya huruf-huruf
tersebut dikenai ketentuan tentang penggunaan huruf
kapital berdasarkan pedoman ejaan Bahasa Indonesia
yang berlaku (EYD). Huruf kapital, misalnya, digunakan
untuk menuliskan huruf awal nama diri (orang, tempat,
bulan) dan huruf pertama pada permulaan kalimat. Bila
nama diri didahului oleh kata sandang (al-), maka yang
ditulis dengan huruf kapital tetap huruf awal nama diri
tersebut, bukan huruf awal kata sandangnya. Jika terletak
pada awal kalimat, maka huruf A dari kata sandang
tersebut menggunakan huruf kapital (Al-). Ketentuan yang
sama juga berlaku untuk huruf awal dari judul referensi
yang didahului oleh kata sandang al-, baik ketika ia ditulis
dalam teks maupun dalam catatan rujukan (CK, DP, CDK,
dan DR).
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BAB 1

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang
Allah SWT menciptakan alam semesta ini tentu
tidak dengan tanpa alasan, dan semua yang Ia ciptakan
pasti memiliki nilai serta manfaat. Seperti firmannya
dalam surah Ali Imron ayat 191:
Gl o 53R aeis e s L A 65Ky Gl
JA e U AL S 13 cald L ) S ¥ 5 bl

Artinya:

“(vaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil
berdiri atau duduk atau dalam keadaaan berbaring
dan mereka memikirkan tetang penciptaan langit dan
bumi (seraya berkata): “Ya tuhan kami, tiadalah
Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha Suci
Engkau, maka periharalah kami dari siksa neraka”

Ayat ini mengundang kita untuk berpikir, karena

sesungguhnya dalam penciptaanbenda-benda seperti
matahari, bulan, dan jutaan gugusan bintang yang terdapat
di langitserta kejadian danperputaran bumipada porosnya,
yang melahirkan silih bergantinya malam

dansiangperbedaannya, baik dalam masa maupun dalam

panjang dan  pendeknya terdapat tanda-tanda

1



kemahakuasaan Allah bagiultl-albab, yakni orang-orang
yang memiliki akal yang murni (Shihab, 2002)

Tembakau yang Allah ciptakan merupakan salah
satu komponen penyusun alam tentu saja memiliki banyak
kegunaan, sehingga adanya tindakan diskriminasi pada
tanaman tembakau ini tidak dibenarkan karena dapat
dianggap sebagai bentuk kufur akan salah satu nikmat
Allah berupa tanaman tembakau ini.

Indonesia merupakan penghasil tembakau terbesar
di dunia. Produksi tembakau di Indonesia tersebar dari
Pulau Sumatera, Jawa, Bali sampai Nusa Tenggara. Lebih
dari 100 jenis tembakau yang dihasilkan di Indonesia.
Sekitar 200 juta kilogram tembakau yang diproduksi tiap
tahunnya di Indonesia, dan merupakan salah satu tanaman
yang cukup besar dalam menyumbangkan devisa untuk
negara melalui produksi rokok (Nugraha and
Agustiningsih 2015)

Pemanfaatan tembakau selain sebagai bahan baku
rokok, juga dimanfaatkan dimanfaatkan sebagai pestisida
organik diantaranya sebagai pencegah serangan kutu
tanaman, membunuh serangga, mencegah daun
menggulung, mencegah hama pengerek dan membasmi
tikus (Fitri and Migunani 2014), nikotin dalam daun

tembakau juga berpotensi sebagai insektisida yang mana



telah direkomendasikan penggunaannya pada tahun 1763
untuk membasmi hama aphid pada tanaman sayuran dan
tanaman hias (Sutjipto, 2002 dalam Setyawati 2009).
Tanaman tembakau juga dapat dimanfaatkan sebagai salah
satu agen bioremidiasi (Rosidah, Anggraito, and Pukan
2014). Dalam penelitian Setyowati (2009) disimpulkan
bahwa ekstrak tembakau dapat dimanfaatkan sebagai
pengawet bambu petung sekaligus meningkatkan
kelenturan bambu karena adanya pengaruh dari alkaloid
yang merupakan senyawa organik aktif yang mengandung
unsur nitrogen (bersifat sedikit basa) yang dapat
memperkuat struktur anatomi bambu (Fatmawati,
Nurhidayati, and Jadid 2008). Dalam bidang kesehatan
tembakau juga memiliki sumbangsih yang berpengaruh
cukup besar, seperti yang diutarakan Ilmiyah and
Rahmah, (2012) bahwa dalam tembakau ini memiliki
beberapa senyawa yang dapat dimanfaatkan sebagai
penangkal radikal bebas. Tembakau dapat pula
menghasilkan protein anti-kanker “Growth Colony
Stimulating Factor” (GCSF) yang berguna bagi penderita
kanker (Khanifa 2018),.

Keistimewaan dan manfaat yang besar dari
tembakau inilah yang mengakibatkan kebutuhan

tembakau di Indonesia meningkat (Nisak, Nurhidayati, and



Purwani 2012), oleh karenanya Indonesia harus tetap
meningkatkan produksi tembakau baik secara kuantitas
maupun kualitas, melalui berbagai teknik pemuliaan
tanaman (Wahidah 2010). Perbanyakan dengan metode
konvensional menggunakan biji memerlukan waktu yang
relatif lama dan hasilnya seringkali tidak homogen. Belum
lagi gangguan dari lingkungan yang dapat disebabkan oleh
hama dan penyakit misalnya, maupun cekaman lingkungan
yang mana dapat mengganggu keberhasilan pembibitan
tanaman. Oleh  karenanya penerapan teknologi
pengendalian  penyakit perlu digalakan  seperti
penggunaan bibit unggul bebas penyakit. Salah satu
alternatifnya yaitu dengan menggunakan teknik kultur
jaringan.

Konsep dasar dari kultur jaringan didasarkan atas
sifat totipotensi yang dimiliki oleh tumbuhan, yaitu potensi
dari sel tumbuhan untuk tumbuh apabila distimulasi
dengan benar dan sesuai. Artinya suatu jaringan tumbuhan
yang diambil dari bagian manapun apabila ditumbuhan
dalam media yang sesuai, dapat tumbuh dan berkembang
menjadi tanaman yang sempurna (Widyastuti dan Jesicca,
2018)

Kultur jaringan tumbuhan adalah menumbuhkan

dan memeperbanyak sel, jaringan, dan organ dalam media



padat atau cair di bawah kondisi aseptik dan terkendali
(Purita et al, 2017), juga menghasilkan bibit yang bebas
patogen (George dan Sherrington, 1984 dalam Sintha,
2017).

Pada umumnya penelitian awal mengenai kultur
jaringan tumbuhan melibatkan kultur kalus pada tanaman
tembakau, wortel, petunia, dan lain-lain. Pada tanaman-
tanaman ini, pendekatan umum adalah memanipulasi
keseimbangan sitokinin dan auksin yang diberikan guna
mengatur pola pertumbuhan untuk memproduksi pucuk
atau akar (Taji, Dodd, and Williams, 2006).

Untuk menunjang keberhasilan kultur jaringan
maka perlu diperhatikan faktor - faktor yang
mempengaruhi keberhasilan kultur jaringan. Salah satu
faktor yang berpengaruh adalah media dan zat pengatur
tumbuh (Nisak, Nurhidayati, and Purwani 2012). Pada saat
ini dikenal dua hormon yang mempengaruhi diferensiasi
tanaman yang dibutuhkan dalam kultur jaringan yaitu:
hormon auksin untuk merangsang perkembangan akar,
dan sitokinin untuk merangsang perkembangan tunas,
kedua zat pengatur tubuh ini sangat menentukan arah
pertumbuhan jaringan tersebut. Pemberian ZPT dari luar
adalah untuk mengubah nisbah ZPT yang ada pada

tanaman. Perubahan nisbah tersebut mengubah laju



pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Gunawan,
1988; dalam widyastuti, 2018).

Pada penelitian ini digunakan hormon sintetis
auksin berupa NAA, karena NAA mempunyai sifat lebih
stabil dari pada IAA. Sedangkan sitokinin yang sering
digunakan dalam kultur jaringan adalah BAP, karena BAP
lebih tahan terhadap degradasi dan harganya lebih murah
(Nisak, Nurhidayati, and Purwani 2012). Penggunaan zat
pengatur tumbuh apabila digunakan dengan konsentrasi
rendah dapat merangsang dan mempercepat proses
pertumbuhan tanaman, namun sebaliknya apabila
digunakan dalam jumlah besar atau konsentrasi tinggi
justru dapat menghambat pertumbuhan bahkan dapat
mematikan tanaman. Untuk itu perlu dikaji penggunaan
konsentrasi zat pengatur tumbuh yang paling efektif dalam
merangsang induksi tunas tanaman tembakau (Nisak,

Nurhidayati, and Purwani 2012)



B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah
diajukan di atas, maka dapat dirumuskan beberapa
masalah di antaranya:

1. Adakah pengaruh zat pengatur tumbuh NAA dan
BAP terhadap induksi kalus tembakau (Nicotiana
tabacum L) Var. Kemloko?

2. Berapakah konsentrasi optimal zat pengatur
tumbuh NAA dan BAP terhadap induksi kalus

tembakau (Nicotiana tabacum L) Var. Kemloko?

C. Tujuan
Berdasarkan rumusan masalah yang akan

diteliti, tujuan yang ingin dicapai diantaranya adalah:

1. Mengetahui pengaruh pemberian zat pengatur
tumbuh NAA dan BAP terhadap induksi kalus
tembakau (Nicotiana tabacum L) Var. kemloko

2. Mengetahui konsentrasi optimal zat pengatur
tumbuh NAA dan BAP terhadap induksi kalus

tembakau (Nicotiana tabacum L) Var. kemloko

D. Manfaat
Setelah dilaksanakannya penelitian diharapkan

dapat membawa manfaat di antaranya:



1. Bagi ilmu pengetahuan, dapat menambah
wawasan keilmuan mengenai pengaruh
pemberian zat pengatur tumbuh NAA dan BAP
terhadap induksi kalus tembakau (Nicotiana
tabacum L)Var. kemloko

2. Bagi peneliti lain dapat dimanfaatkan sebagai
bahan perbandingan serta acuan untuk
penelitian selanjutnya

3. Bagi perusahaan penggiat tembakau, dapat
dijadikan sebagai sarana untuk
memperbanyak koleksi tembakau yang
seragam dan mendapatkannya dalam waktu

yang relatif singkat



BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

A. Landasan Teori
1. Tembakau (Nicotiana tabacum)

Dalam klasifikasi tanaman, tembakau masih
termasuk kerabat dekat terung-terungan (famili
Solanaceae). Solanaceae merupakan famili yang cukup
besar, tidak kurang dari 85 genus termasuk di dalam
famili ini. Dari sekian banyak species, yang
mempunyai arti ekonomi paling tinggi diantaranya
species Nicotiana tabacum yang memiliki kadar
nikotin rendah yaitu 0,6%. (Setiawan dan Yani, 1993).

Secara sistematis klasifikasi tanaman tembakau
sebagai berikut ini.

Kingdim : Plantae

Divis : Dicotyledonae

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Solanales

Famili : Solanaceae

Sub-famnili : Nicotianae

Genus : Nicotiana

Species : Nicotiana tabacum
(Tjitrosoepomo,2007)
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Tembakau kemloko memiliki akar hingga bunga
yang lengkap, secara morfologi dijelaskan sebagai

berikut

a.

Akar

Memiliki  akar  tunggang yang
panjangnya kurangg lebih 50-75 cm dan
memiliki banyak akar serabut serta bulu
akar (Setiawan dan Yani, 1993).
Batang

Pohonnya berbatang tegak dengan
ketinggian rata-rata mencapai 250 cm,
akan  tetapi kadang-kadang dapat
mencapai tinggi sampai 4 m apabila
syarat-syarat tumbuh baik (Indriana
2016), Batangnya berbentuk bulat seperti
silinder (Jas 2013), Batangnya berwarna
hijau dan hampir seluruh bagiannya
ditumbuhi bulu-bulu halus berwarna putih
(Setiawan dan Yani, 1993), Batang
bertekstur agak lunak tetapi kuat dan
semakin keujung semakin kecil. Pada
setiap buku batang, selain ditumbuhi daun,
juga ditumbuhi tunas aksilar (Usmadi dan
Hartana, 2007). Batang tanaman ini

biasanya memiliki sedikit cabang, dan
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hampir seluruhnya diumbuhi bulu-bulu
halus berwarna putih, dan disekitar bulu-
bulu tersebut terdapat kelenjar-kelenjar
yang mengeluarkan zat pekat dengan bau
yang menyengat. (setiawan dan yani,
1992)
c. Daun
Daun lebar berbentuk lonjong serta
memiliki bau tak sedap dan menyengat
(Jas 2013), pada bagian ujungnya runcing,
dan kedudukan daun pada batang tegak
(Abdullah, 1982 dalam Indriana, 2016),
antara daun dan Dbatang tembakau
dihubungkan oleh tangkai daun yang
pendek atau tidak bertangkai sama sekali,
ukuran daun cukup bervariasi menurut
keadaan tempat tumbuh dan jenis
tembakau yang di tanam. Sedangkan
ketebalan dan kehalusan daun
dipengaruhi oleh keadaan kering dan
banyaknya curah hujan (Setiawan dan
Yani, 1992).
d. Bunga
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Bunga tembakau termasuk bunga
majemuk yang berbentuk malai, masing-
masing seperti terompet, dan memiliki
kelopak bunga yang berlekuk dan memiliki
lima buah pancung. (Setiawan dan Yanni,
1992)

Pada bagian mahkota bunganya
memiliki warna merah muda sampai
merah, dan berbentuk terompet panjang
(Abdullah, 1982 dalam Indriana, 2016)

Biji

Biji tembakau sangat kecil sehingga
dalam 1 cm3 dengan berat lurang lebih 0,5
gram Dberisi sekitar 6000 butir biji
(Setiawan dan Yani, 1992)

2. Tembakau kemloko

Tembakau Temanggung varietas Genjah Kemloko

berasal dari desa Kemloko Kecamatan Tlogomulyo

Kabupaten Temanggung yang menurut produsen

rokok besar adalah tembakau terbaik di Temanggung

bahkan di Indonesia. Varietas tersebut dikembangkan

oleh Balai Penelitian Tembakau dan Tanaman Serat di

Malang menjadi Kemloko 1, Kemloko 2, dan Kemloko
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3. Tembakau jenis Kemloko 1 dan Kemloko 2 adalah
jenis tanaman tembakau yang dibudidayakan pada
dataran rendah sedangkan Kemloko 3 khusus untuk
dataran tinggi. Tembakau varietas lainnya yang ada
adalah Gober Togog, Genjah Kenanga, Crumpung, dan
Genjah Mawar. Namun demikian, varietas tersebut
tidak terlalu dikenal di Temanggung (Puspita, 2011)

Tembakau temanggung menghasilkan tembakau
dengan mutu srinthil yaitu dengan kadar nikotin yang
paling tinggi, yakni sekitar 20%. Setelah melalui riset
dari Balai Penelitian Tanaman Tembakau dan Serat
(Balittas) yang berkantor di Malang, Jawa Timur,
diketahuilah bahwa ternyata kondisi alam, cuaca, dan
struktur tanah di daerah Temanggung memang
mampu memberikan panen tembakau dengan kualitas
terbaik di dunia (Khanifa 2018)

Tembakau Temanggung merupakan bahan baku
penting untuk rokok kretek, karena berperan sebagai
sumber pemberi rasa dan aroma yang khas (Rochman,
Suwarso, and Murdiyati 2007)

Tanaman tembakau (Nicotiana tabacum L)
varietas Kemloko dapat ditanam di dataran tinggi 700
m d.p.l. sampai dengan 1500 m d.p.l, curah hujan yang
dibutuhkan antara 2.200-3.100 mm/tahun dengan 8-9
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bulan basah dan 3-4 bulan kering. Daerah
penanamannya sampai saat ini masih terpusat di
lereng gunung Sumbing dan gunung Sindoro

Kabupaten Temanggung (Basuki et al. 2000)

3. Kultur In Vitro / Kultur Jaringan

Kultur jaringan bila diartikan ke dalam bahasa
Jerman disebut gewebe kultur, dalam bahasa Inggris
disebut tissue culture, dalam Bahasa Belanda disebut
weefsel atau weefsel cultuur (Widyastuti dan Jessica,
2018). Kultur jaringan/Cultur in vitro adalah istilah
umum yang ditujukan pada budidaya secara in vitro
terhadap berbagai bagian tanaman seperti batang,
daun, akar, bunga, kalus, sel, protoplas dan embrio.
Bagian-bagian tersebut yang diistilahka;n sebagai
eksplan, diisolasi dari kondisi in vivo dan dikultur
pada medium buatan yang steril sehingga dapat
beregenerasi dan berdeferensiasi menjadi tanaman
lengkap  (Zulkarnain, 2009). Kultur jaringan
merupakan proses dimana potongan-potongan Kkecil
dari jaringan hidup diisolasi dari suatu organisme dan
tumbuh secara aseptik untuk peroide yang tidak
terbatas pada media nutrisi dalam kondisi yang

terkendali (Ali et al. 2007). Dasar dari pembuatan
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kultur jaringan adalah teori totipotensi yang dimiliki
oleh tumbuhan yang menjelaskan bahwa setiap sel
merupakan suatu satuan otonomi dan mempunyai
kemampuan untuk beregenerasi menjadi tanaman
lengkap (Isnandza 2015). Hal ini menunjukan bahwa
setiap sel adalah unit hidup, ini berarti bahwa sel yang
telah mengalami diferensiasi dalam organisme
multiselular masih mengandung informasi genetik
dari bentuk sebelumnya (Azizan and Risda 2018)

Metode kultur jaringan dapat menghasilkan
tanaman baru dalam jumlah yang banyak dalam
waktu yang relatif singkat, dimana tidak bergantung
pada musim. Keunggulan lain dari kultur jaringan
yaitu memperoleh sifat fisiologidan morfologi sama
persisdengan tanaman induknya (Hendaryono dan
Wijayani, 1994 dalam Desriatin, 2009).

Beberapa manfaat kultur jaringan tanaman (Taji,
Dodd, and Williams 2006), dapat memeperbanyak
klon dengan cepat dengan hasil seragam secara
genetik, dan mampu menyediakan bahan tanaman
bebas patogen, dapat pula digunakan untuk
mendapatkan hibrid dari spesies tanaman yang tidak
cocok (incompatible) baik melalui kultur embrio

maupun kultur ovul, dapat memproduksi tanaman
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sepanjang tahun karena kultur jaringan tanaman tidak
tergantung musim, serta dapat memperbanyak secara
vegetatif terhadap spesies tanaman yang sulit
diperbanyak dapat diperoleh melalui kultur jaringan

Menurut Hendaryono, 1994 dalam Ningsih,
2015), 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-sel itu akan terus membelah, yang mana jika
pembelahannya tidak terkendali maka akan
membentuk massa sel yang tidak terorganisasi, yang
disebut kalus

Kalus merupakan jaringn amorf yang teridiri dari
sekumpulan massa sel parenkim berdinding tipis yang
aktif membelah (Retno, 2017). Tahapan induksi kalus
adalah suatu tahapan yang penting dalam budidaya
kultur jaringan, karena dari tahapaninilah selanjutnya
untuk mendapatkan tanaman utuh atau untuk tujuan
lain sesuai dengan yang diinginkan(Putri 2008).Kultur
kalus sering digunakan untuk memperoleh tanaman

bebas virus, embriogenesis somatic, regenerasi varian
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genetika dan menghasilkan senyawa metabolit
sekunder (Zulkarnain, 2009 dalam Hartanti, Maharani,
& Sukamto, 2017). Potensi terbesar penggunaan
kultur kalus adalah dimana sel-sel kalus dapat
dipisahkan dan diinduksi untuk berdiferensiasi
menjadi embrio somatik. Secara morfologi, embrio ini
mirip dengan yang ada pada biji, namun tidak seperti
embrio biji, mereka secara genetik bersifat idenetik
dengan tanaman induknya (Widyastuti dan jesicca,
2018).

Umumnya eksplan yang berasal dari jaringan
tanaman yang masih muda (juvenil) lebih mudah
tumbuh dan beregenerasi dibandingkan dengan
jaringan yang telah terdiferensiasi lanjut. Eksplan
yang berasal dari jaringan meristem seperti daun
tembakau yang masih muda lebih mudah tumbuh dan
beregenerasi karena memiliki sel-sel yang aktif
membelah dengan dinding sel yang belum kompleks
sehingga lebih mudah dimodifikasi dalam kultur
(Erawati, Fisdiana, and Humaida 2017), Namun
kemampuan pembentukan kalus dari jaringan juga
bergantung dari beberapa hal seperti: (1) umur
fisiologi dari jaringan waktu diisolasi; (2) musim pada

waktu bahan tanam diisolasi; (3) bagian tanaman
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yang dipakai dan (4) jenis tanaman (Gunawan, 1987

dalam (Putri 2008).

4. Media Kultur In Vitro Tembakau

Medium kultur merupakan lingkungan buatan
untuk sel ataupun organ tanaman yang akan
dikulturkan, sehingga media kultur ini harus mampu
mencukupi semua kebutuhan baik nutrisi maupun
hormon untuk menunjang pertumbuhan secara
maksimal (Retno, 2017). Oleh karena kebanyakan
species tanaman menghendaki medium yang berbeda,
pemilihan medium yang paling sesuai kadang kala
menghadapi suatu masalah tertentu, jika tidak adanya
informasi yang memadai mengenai media suatu
species biasanya teknik kultur dimulai dengan
menggunakan medium MS, hal ini dikarenakan media
MS mengandung konsentrasi garam yang relatif tinggi
dibandingkan dengan media lainnya, medium ini juga
mengandung nitrat yang tinggi, dan telah digunakan
pada kultur jaringan berbagai tanaman (Taji, Dodd,
and Williams 2006). Medium yang dikembangkan oleh
murahige and skoog (MS) (lampiran 3) untuk kultur
tembakau digunakan secara luas untuk kultivasi kalus

pada agar demikian juga kultur suspensi sel dalam
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medium cair. Media MS ini memiiki keistimewaan
tersendiri, karena maemiliki kandungan nitrat |,
kalium dan amoniumnyya tinggi (Wetter dan
Constabel, 1991)..
Secara umum kebutuhan sel/jaringan yang
dikultur dikelommpokan menjadi tiga, yaitu:
1 Nutrisi Anorganik
Terdapat 12 unsur hara esensial untuk
pertumbuhan tanaman dan sejumlah unsur hara
lain yang dilaporkan dapat mempengaruhi
pertumbuhan tanaman pada kultur in vitro.
Untuk pertumbuhan yang normal di dalam kultur
jaringan, unsur-unsur esensial ini harus
disertakan di dalam medium (Taji, Dodd, and
Williams, 2006)
2 Nutrisi Organik
Walaupun tanaman yang ditumbuhkan secara
in vitro juga mampu mensintesis senyawa-
senyawa ini, diyakini bahwa tanaman tersebut
memproduksinya dalam jumlah yang tidak
mencukupi, misalnya sejumlah vitamin untuk
pertumbuhan yang sehat, sehingga satu atau
beberapa macam vitamin harus ditambahkan ke

dalam medium. Di antaranya adalah tiamin yang
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merupakan vitamin penting, niasin, piridoksin
dan myo-inositol juga seringkali ditambahkan
(Taji, Dodd, and Williams 2006).
Sumber karbon

Tanaman di dalam kultur jaringan tumbuh
secara heterotrop dan karenanya tidak dapat
mensintesis sumber karbon sendiri dalam jumlah
yang cukup, sehingga perlu dimasukkan suatu
sumber karbon (biasanya sukrosa) ke dalam
medium. Biasanya sukrosa dengan konsentrasi 1
- 5% digunakan sebagai sumber karbon, namun
sumber-sumber karbon lainnya telah pula
digunakan termasuk glukosa, maltosa, galaktosa
dan laktosa. Bila sukrosa diotoklaf, maka terjadi
hidrolisis yang menghasilkan glukosa dan
fruktosa yang dapat digunakan secara lebih
efisien oleh tanaman di dalam kultur (Taji, Dodd,

and Williams 2006)

5. ZatPengatur Tumbuh

Zat pengatur tumbuh merupakan suatu senyawa

yang dihasilkan pada suatu bagian dari tanaman dan

bergerak di dalam jaringan-jaringan  untuk

mempengaruhi aktifitas sel pada bagian lain (Taji,
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Dodd, and Williams, 2006). Keberadaan hormon dan
zat pengatur tumbuh dalam kegiatan kultur jaringan
adalah mutlak karena kegiatan kultur jaringan
umumnya menggunakan bahan tanam berupa sel,
jaringan atau organ dan budidayanya terkendali.
Dalam kegiatannya, proses tumbuh dan
berkembangnya eksplan dapat disesuaikan dengan
harapan, misalnya menjadi kalus saja, organogenesis
ataupun embriogenesis (Putri 2008).
Beberapa zat pengatur tumbuh yang umumnya
digunakan dalam teknik kultur jaringan adalah:
a. Auksin
Pengaruh auksin terhadap perkembangan
sel menunjukkan adanya indikasi bahwa auksin
dapat menaikkan tekanan osmotik,
meningkatkan sintesa protein, meningkatkan
permeabilitas sel terhadap air, dan melunakkan
dinding sel yang diikuti menurunnya tekanan
dinding sel sehingga air dapat masuk ke dalam
sel yang disertai dengan kenaikan volume sel
(Hendaryono, 1994 dalam K, Nurhidayati and
Purwani, 2012). Auksin umumnya
meningkatkan inisiasi akar dan pertumbuhan

kalus, namun menghambat pertumbuhan pucuk
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dan pertumbuhan tunas lateral (Taji, Dodd, and
Williams 2006).
. Sitokinin

Sitokinin merupakan nama kelompok
hormon tumbuh yang sangat penting sebagai
pemacu pertumbuhan dan morfogenesis dalam
kultur jaringan. Salah satu sitokinin sintetik
yang mempunyai aktivitas tinggi dalam memacu
pembelahan sel dalam kultur jaringan tanaman
adalah 6-Benzil Amino Purine (BAP)(Nisak,
Nurhidayati, and Purwani 2012). Sitokinin yang
diproduksi di dalam akar memainkan peranan
penting pada aktifitas kambial di dalam batang,
dengan cara ini hormon menjadi alat
“komunikasi” antar bagian-bagian yang berbeda
pada tanaman dan memungkinkan terjadinya
pertumbuhan  yang  terkoordinasi  pada
keseluruhan tanaman tanaman (Taji, Dodd, and
Williams 2006). Sebagai zat pengatur tumbubh,
sitokinin juga mempunyai fungsi antara lain :

1) Memacu perkembangan, pembesaran, dan
pembelahan sel serta berperan dalam

penundaan senescence (penuaan), dengan
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jalan sitokinin menghambat penguraian
protein.

2) Mengarahkan transport hara, yaitu
memberi signal ke arah mana zat hara akan
dibawa atau ditransport.

3) Mendorong proses morfogenesis,
pertunasan, pembentukan kloroplas,
pembentukan umbi pada  kentang,
pemecahan dormansi, pembukaan stomata,
dan pembungaan.

4) Menstimulir terjadinya pembelahan sel,
proliferasi kalus, pembentukan tunas,
mendorong proliferasi meristem ujung,
menghambat pembentukan akar, dan
mendorong pembentukan klorofil pada
kalus (Santoso dan Nursandi, 2001 dalam
Erawati, Fisdiana and Humaida, 2017)

Metode Mohr merupakan kunci keberhasilan
dalam kulturjaringan. Berikut ini tabel kombinasi ZPT
auksin sitokinin dalam metode Mohr.

Tabel 2.1 Kombinasi perbandingan ZPT auksin dan
sitokinin dalam metode Mohr

ZPT Dosis kombinasi perbandingan
ZPT (ppm)
Sitokinin 0 1 2 3 4
Auksin 5 4 3 2 1
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Hasil Akar saja | Akardan | Tunas
petumbuhan tunas saja

(Mohr dan Schopfer, 1978 dalam Hendaryono,
1994 dalam (Nisak, Nurhidayati, and Purwani
2012)

Meskipun nutrisi makro dan mikro dari media
kultur in vitro mungkin tidak berbeda jauh dari
species ke species, untuk hasil kalus yang sukses dan
regenerasi tanaman, konsentrasi zat pengaruh
tumbuh (baik auksin dan sitokinin) sangat penting
dan spesifik untuk genitip, jenis eksplan, dan
kebutuhan peneliian (S. Ahmad and Spoor 1999)

. Kajian Pustaka

Penelitian yang relevan dengan penelitian ini

diantaranya adalah:

Penelitian yang dilakukan oleh Nisak K. Tutik
Nurhidayati., dan Kristanti I. Purwani. 2012. Pengaruh
Kombinasi konsentrasi ZPT NAA dan BAP pada Kultur
Jaringan Tembakau Nicotiana tabacum var. Prancak 95.
Hasil penelitian menunjukaan bahwa penambahan
kombinasi zat pengatur tumbuh NAA dan BAP mampu
merespon pembentkan kalus serta berpengaruh
terhadap jumlah tunas dan akar. Proliferasi tunas
tertinggi diperoleh pada perlakuan NAA 1 ppm dan BAP
4 ppm (rata- rata 52,5 tunas/eksplan), sedangkan
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proliferasi akar tertinggi diperoleh pada perlakuan NAA
0,3 ppm dan BAP 0 ppm (rata- rata 6,5 akar/eksplan).
Kalus yang didapatkan dominan berwarna putih dan
tekstur kompak.

Penelitian lain yang dilakukan oleh: Rani Fitriana
Puteri, Evie Ratnasari, dan Isnawati. Pada penelitiannya
pemberian konsentrasi yang paling optimal untuk
menghasilkan kecepatan waktu induksi dan viabilitas
kalus daun sirsak adalah penambahan NAA dengan
konsentrasi 3 mg/l dan BAP dengan konsentrasi 1 mg/l,
yaitu menghasilkan biomassa kalus sebesar 0,551 mg
dan menghasilkan waktu induksi tercepat, yaitu 7 hari.

Penelitian serupa yang dilakukan oleh Emita
Kresnawati dari Universitas Muhammadiyan Surakarta
tahun 2006. Dari hasil penelitiannya menunjukkan
bahwa pada perlakuan 2 mg/l kinetin dan 1 mg/1 NAA
dapat memberi pengaruh secara optimum dengan
kecepatan pembentukan kalus pada tanaman nilam
pada hari ke-9 dengan tekstur yang terbentuk yaitu
kompak dan warna putih kecoklatan.

Penelitian oleh Titin Aisyah Fatmawati, Tutik
Nurhidayati, Nurul Jadid tahun 2008 dengan tujul
“Pengaruh Kombinasi Zat Pengatur Tumbuh IAA dan

BAP Pada Kultur Jaringan Tembakau Nicotiana tabacum
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L. var Prancak 95”. Hasil penelitiannya menunjukan
bahwa kombinasi BAP 1 ppm dan IAA 0,5 ppm
menghasilkan jumlah tunas terbanyak yaitu dengan
rata-rata jumlah tunas sebanyak 34 tunas/eksplan
sedangkan jumlah akar terbanyak didapatkan dari
kombinasi IAA 1 ppm and BAP 0 ppm dengan rata-rata
jumlah akar sebanyak 4 akar/eksplan.

Penelitian yang dilakukan putri septiana dari
Universitas jember tahun 2015 mengenai modifikasi
BAP dan IAA pada tanaman tembakau variertas H-382.
Dari penelitiannya menunjukan bahwa kalus tembakau

muncul pada perlakuan media tanpa tambahan BAP
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C. Kerangka Pemikiran

Kerangka pemikiran penelitian ini dapat dilihat pada

gambar berikut
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Gambar 2.2 Kerangka Pemikiran
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D. Hipotesis

1. Ha: Terdapat pengaruh penambahan zat pengatur
tumbuh BAP dan NAA pada induksi kalus tembakau
kemloko (Nicotina tabacum) secara in vitro.

2. Ho: Tidak terdapat pengaruh penambahan zat
pengatur tumbuh BAP dan NAA pada induksi kalus

tembakau kemloko (Nicotina tabacum) secara in vitro
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BAB III
METODE PENELITIAN

A. Jenis dan pendekatan penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian kuantitatif.
Pendekatan penelitian yang digunakan yaitu berupa
pendekatan penelitian eksperimental murni, sebab pada
penelitian ini menggunakan pengontrolan variabel,
pemberian perlakuan dan dilakukan adanya pengujian
hasil. Metode penelitian ini bersifat validasi atau menguji,
yaitu menguji pengaruh satu atau lebih variabel terhadap
variabel lain, variabel yang memberi pengaruh
dikelompokan sebagai variabel bebas (independent
variabel) dan variabel yang dipengaruhi dikelompokan
sebagai variabel terikat (dependent variabel) (Harini,
2018).

B. Waktu dan tempat penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium
Biokimia dan Laboratorium kultur jaringan tumbuhan
UIN Walisongo Semarang pada bulan September 2019 -
Januari 2019

C. Alat dan bahan

1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
diantaranya botol kultur, botol gelap, gelas ukur,
erlenmeyer, pipet tetes, pipet ukur, spatula, pengaduk,
pinset, kalpel, mata pisau, kompor listrik, autoklaf,
kulkas, LAFC (Laminar Air flow Cabinet), timbangan
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analitik, magnetic stirrer, bunsen, korek api, filler
(pipump), sprayer, kertas pH/indkator pH, kertas
label, alumunium foil, plastik, karet, plastik wrap, tisu,
masker, lateks, kamera, dan alat tulis
2 Bahan

Bahan yang diguakan dalam penelitian ini
diantaranya alkohol 70%, bleach 10%, akuades steril,
zat pengatur tumbuh auksin (NAA), zat pengatur
tumbubh sitokinin (BAP), stok makronutrien (NH4NO3,
KNO3, CaCl.7H20, MgS04.7H20, KH2PO4), stok
mikronutrien (), stok besi (), stok vitamin (), HCL 1 N,
KOH 1N, daun tembakau (Nicotiana tabacum)

D. Populasi dan sampel penelitian

Populasi dalam penelitian ini berupa daun
tembakau (Nicotiana tabacum) yang diambil daun tegiga
sampai kelima dari pucuk yang diperoleh dari kebun
pemurnian tembakau dinas Pertanian dan Perkebunan
Kabupaten Temanggung. Sedangkan sampel pada
penelitian ini menggunakan sampel potongan daun muda
tembakau kemloko (Nicotiana tabacum)

E. Variabel penelitian

Variabel merupakan segala sesuatu yaang
berbentuk apa saja yang ditetapkan oleh peneliti untuk
dipelajari sehingga didapatkan informasi tentang hal
tersebut, untuk kemudian ditarik kesimpulannya
(Sugiyono, 2016)

Variabel bebas pada peneltian ini adalah
konsentrasi zat pengatur tumbuh BAP dan NAA yang
ditambahkan pada media kultu jaringan tembakau
(Nicotiana tabacum). Variabel terikat pada penelitian ini
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adalah pertumbuhan kalus tembakau (Nicotiana
tabacum) dimana parameter pertumbuhan yang diamati
adalah hari munculnya kalus pada daun tembakau
(Nicotiana tabacum), volume Kkalus, berat segar kalus,
warna kalus, tekstur kalus. Variabel kontrol pada
penelitian ini adalah varietas tanaman, kondisi
laboratorium kultur jaringan meliputi suhu dan
pencahayaan

Parameter Penelitian
Parameter yang diamati selama penlitian ini
diantaranya:
1) Saat muncul kalus (HST)

Pengamatan dilaksanakan dengan mencatat
hari pada saat kalus pertama kali muncul. Adanya
kalus ini ditandai dengan adanya benjolan-benjolan
yang saling berjejal pada permukaan eksplan.

2) Volume sel kalus
Volume sel kalus dihitung pada akhir
penelitian. Perhitungan volume kalus dilakukan
dengan mencatat volume air yang bertambah saat
kalus dicelupkan alam air ada volume tertentu.
3) Berat segar kalus
Perhitungan berat segar kalus dilakukan
pada akhir penelitian, dengan menimbang kalus
dngan menggunakan timbangan analitik.
4) Morfologi kalus
Morfologi kalus diamati pada khir penelitian,
denan melihat bagaimana tektur serta warna kalus
yang didapatkan
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G. Prosedur dan teknik pengumpulan data
1. Prosedur Penelitian
a Sterilisasi Alat
Alat yang kan digunakan dalam penelitian ini
berupa satu set alat diseksi (pisau, pisau scalpel,
gunting), botol kultur, tutup botol, dan petridish,
terlebih  dahulu  dicuci  bersih  dengan
menggunakan detergen lalu dibilas dengan
menggunakan air mengalir. Alat yang sudah
dibersihkan  kemudian dikeringkan  untuk
kemudian dibungkus dengan menggunakan
kertas ataupun koran, setelah itu alat yang akan
digunkan diautoklaf dengan pengaturan suhu
1210°C dengan tekanan 17,5 psi selama 30 menit.
Sebelum menggunakan LAFC (Laminar Air
Flow Cabinet), LAFC dibersihkan terlebih dahulu
dengan menggunakan alkohol 70% dan

dilanjutkan dengan sterilisasi dengan
menggunakan lampu UV selama kurang lebih 2
jam.

b Cara Pengambilan dan Sterilisasi Sampel

Sampel daun muda tembakau diambil dari
kebun pemurnian tembakau kemloko Dinas
Pertanian dan Perkebunan Kabupaten
Temanggung, daun yang akan digunakan dipilih
dengan kualitas bagus dan bebas hama penyakit
supaya didapatkan hasil yang maksimal.
Selanjutnya dilakukan sterilisasi daun tembakau.
Sterilisasi permukaan eksplan berupa daun ini
ada 2 tahap yaitu:
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1

Daun tembakau muda (daun kedua sampai
ketiga dari pucuk) dibilas dengan air
mengalir hingga bersih

Daun tembakau dimasukkan ke dalam 70 %
etanol selama 5 menit. Kemudian dibilas
dengan aquades steril selama 5 menit.
Potongan daun tembakau disterilisasi
dengan 10% sodium hypochlorite (Bayclin
™) selama * 5 menit. Kemudian dibilas tiga
kali dengan aquades steril selama 5 menit
sebanyak 3 kali sambil digojog. Selanjutnya
eksplan diambil dengan pinset dan
ditiriskan pada kertas saring. (Fowke, et al.,
1983 dalam K, Nurhidayati and Purwani,
2012)

¢ Pembuatan Media

1

Menyiapkan gelas beker 200 ml yang
berisi Aquades dengan ukuran yang
ditentukan

Menimbang bahan kimia amkronutrien
sesuai dengan tabel dan melarutkannya
satu per satu. Memasukan stok besi, stok
mikronutrien, dan stok vitamin sesuai
dengan kebutuhan

Menimbang myo-inositol sesuai
kebutuhan kemudian melarutkannya.
Menimbang sukrosa yang telah
ditentukan dan melarukannya
Menaambahkan zat pengatur tumbuh BAP
daan NAA sesuai ragam percobaan
Menaambahkan akuades hingga volume
yang dibutuhkan
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6 Mengukur pH menadi 5,6 - 6,3 dengan
menambahkan HCl atau KOH

7 Menimbang agar-agar sesuai dengan yang
dibutuhkan dan memasukannya dalam
gelas beker, panaskan sambil diadduk
hingga agar-agar larut

8 Membagi media kedalam botol kultur
kurang lebih 40 ml/botol. Menutup rapat
dengan menggunakan allumunium foil
dan memberi label sesuai ragam
perlakuan

9 Media selanjutnya disterilisasi selaama 15
menit pada suhu 121°C dengan tekanan
15 psi (1 atm)

10 Menyimpan medium yang sudah steril
kedalam ruang penyimpanan

d Perlakuan dan Penanaman

Sampel yang digunakan dalam
penelitian ini berupa daun dengan kondisi
bagus dan baik. Selanjutnya media dibuat
dengan tingkat zat pengatur tumbuh yang
berbeda-beda yang telah ditentukan. Pada
perlakuan A berisi media MS tanpa
penambahan zat pengatur tumbuh BAP dan
NAA. Perlakuan B berisi media MS dengan
penambahan zat pengatur tumbuh BAP 1 ppm
dan NAA 3 ppm. Perlakuan C berisi media MS
dengan penambahan BAP 2 ppm dan NAA 2
ppm. Perlakuan D berisi media MS dengan
penambahan BAP 3 ppm dan NAA 1 ppm.
Kemudian dari masing-masing perlakuan
ditanam potongan daun tembakau dan
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dilakukan pengulangan sebanyak 6 kali dari
setiap perlakuannya, hal ini digunakan untuk
melihat pengaruh zat pengatur tumbuh pada
konsentrasi mana yang dapat menghasilkan
hasil terbaik terhadap tumbuhnya kalus.
e Pengamatan

Pengamatan dilakukan selama 4 minggu

(satu bulan)

2. Pengumpulan Data Penelitian
a Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penelitian ini
terdiri dari 3 perlakuan dan 1 kontrol. Jumlah
ulangan didapatkan dengan rumus

(t-1)(r-1) =15
(4-1)(r-1) =15
3(r-1) =15
3r-3 =15
r =6

Dimana t adalah perlakuan dan r adalah
ulangan, berdasarkan perhitungan tersebut maka
didapatkan jumlah ulangan pada penellitian ini
adalah 6 kali ulangan. Unit eksperimen dalam
penelitian ini adalah sebanyak 24 unit percobaan
(tabel 3.1), dan setiap unit percobaan dalam botol
kultur berisi 3 potongan daun tembakau sehingga
seluruh potongan eksplan yang digunakan adalah
72 eksplan

Pengulangan | Perlakuan
A B C D
1 Al Bl C1 D1

35



2 A2 B2 C2 D2
3 A3 B3 C3 D3
4 A4 B4 C4 D4
5 A5 B5 C5 D5
6 A6 B6 Cé6 D6

Tabel 3.1 Rancangan Unit Percobaan
Keterangan:

1 Perlakuan A adalah kontrol yaitu

penanaman daun tembakau pada media
MSO0

Perlakuan B adalah penanaman daun
tembakau pada media MS dengan
penambahan zat pengatur tumbuh BAP 1
ppm dan NAA 3 ppm

Perlakuan C adalah penanaman daun
tembakau pada media MS dengan
penambahan zat pengatur tumbuh BAP 2
ppm dan NAA 2 ppm

Perlakuan D adalah penanaman daun
tembakau pada media MS dengan
penambahan zat pengatur tumbuh BAP 3

ppm dan NAA 1 ppm

b Teknik Pengumpulan Data

Teknik  pengamatan data pada
penelitian ini dilakuka dengan cara
observasi melakukan pengamatan
langsung serta dokumentasi. Pengamatan
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dilakukan setiap hari setelah pnanaman.
Pengamatan dilakukan dengan
mengamati  hari pertama munculnya
kalus, warna kalus, berat segar, serta
volume kalus yang terbentuk.

H. Teknik analisis data
Data yang diperoleh dianalisis menggunakan
program SPSS 20 melalui uji One Way ANOVA dengan
tingkat kepercayaan 95% untuk mengetahui
signifikasi pengaruh zat pengatur tumbuh BAP dan
NAA terhadap induksi kalus daun tembakau. Data
yang signifikan dilanjutkan dengan uji
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BAB1V

HASIL DAN PEMBAAHASAN

A. Deskripsi Data

1.

Identifikasi Sampel

Tembakau merupakan tanaman yang masih
berkerabat dekat dengan terung-terungan dan
tumbuh dengan batang tegak dengan ketinggian rata-
rata mencapai 250 cm dengan permukannnya
ditumbuhi bulu halus berwarna putih (Setiawan dan
Yani, 1993), memiliki sistem perakaran tunggang,
dan memiliki daun berbentuk lonjong serta memiliki
bau tak sedap dan menyengat (Jas 2013)

Tembakau temanggung disebut-sebut sebsgai
tembakau terbaik karena dapat menhasilkan
tembakau dengan kualitas srinthil yang mana
dimanfaatkan sebagai sumber pemberi rasa dan
aroma yang khas (Rochman, Suwarso, and Murdiyati
2007)

Preparasi Sampel

Preparasi sampel daun tembakau (Nicotiana
tabacum) terlebih dahulu dilakukan sterilisasi, hal ini
bertujuan agar eksplan terhindar dari
mikroorganisme tanpa mematikan eskplan tersebut.
Proses awal daun tembakau dimasukkan ke dalam 70
% etanol selama 5 menit. Perendaman dilakukan
bertujuan untuk menghilangkan mikroorganisme
pada sampel yang menyebabkan adanya kontaminan.
Kemudian dibilas dengan aquades steril selama 5
menit sebanyak dua kali, hal ini dilakukan untuk
menghilangkan sisa dari bahan sterilisasi. . Potongan
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daun tembakau disterilisasi dengan 10% sodium
hypochlorite (Bayclin ™) selama * 5 menit. Kemudian
dibilas tiga kali dengan aquades steril selama 5 menit
sebanyak 3 kali sambil digojog. Hal ini bertujuan
untuk menghilangkan sisa dari bahan sterilan yang
digunakan dalam sterilisasi sampel. Selanjutnya
eksplan diambil dengan pinset dan ditiriskan pada
kertas saring. Penggunaan kertas saring ini bertujuan
agara sisa bahan sterilisasi sebelumnya bisa terserap
sehingga ketika dilakukan penanaman eksplan dalam
keadaan kering

B. Hasil Penelitian

1.

ANOVA

Bobot

Pertambahan bobot kalus

Rata-rata pertambahan bobot kalus (gr)
diamati selama 4 minggu (satu bulan) dan ditimbang
pada minggu terakhir yang kmudian disajikan dalam
tabel 4.1 Pengolahan data in disajikan menggunakan
program SPSS 17.

Tabel 4.1 Uji One Way ANOVA Bobot Kalus Tembakau

Sum of Mean
Squares df |Square F Sig.
Between .043 3 |014 .849 483

Groups
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Within 339 20 [.017
Groups

Total

.382 23

Berdasarkan output data One Way Anova
diatas, diketahui nilai signifikasi sebesar 0,483 > 0,05
oleh karenanya, dapat disimpulkan bahwa rata-rata
penambahan bobot kalus tembaakau (Nicotiana
tabacum) tidak memiliki perbedaan yang nyata.
Perbandingan rata-rata pertambahan bobot kalus
tembakau pada masing-masing perlakuan dapat
dilihat pada gambar berikut.

Grafik 4.1. Rata-rata Bobot Kalus Tembakau

0,3
0,2
0,1

0

Perlakuan Penambahan Zat Pengatur
Tumbuh

Tial

MediaA MediaB MediaC mediaD

Volume Kalus

Rata-rata volume kalus tembakau yang diolah
menggunakan program SPSS 17 di bawah ini
menunjukan nlai signifikasi sebesar 0.829 > 0.05
sehingga, dapat disimpulkan bahwa penambahan zat
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pengatur tumbuh berupa BAP dan NAA tidak
memiliki perbedaan yang nyata/signifikan terhadap
pertambahan volume kalus tembakau

ANOVA

Volume

Tabel 4.2 Uji One way ANOVA Volume Kalus Tembakau

Sum of| Mean
Squares [df Square |F Sig.
Between |.068 3 .023 294 1.829

Groups

Within  |1.550 20 077
Groups

Total 1.618 23

Perbandingan rata-rata  volume  kalus
tembakau pada masing-masing perlakuan dapat
dilihat pada gambar berikut:

Grafik 4.2. Rata-rata penambahan volume kalus tembakau
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Perlakuan Penambahan Zat
Pengatur Tumbuh

1,2
0,8 T . T T

MediaA MediaB MediaC mediaD

3. Induksi Kalus
Rata-rata hari awal kemunculan kalus
tembakau disajikan pada tabel 4.3 dimana data
diperoleh nilai signifikasi sebesar 0.635 > 0,05, dapat
disimpulkan bahwa penambahan zat pengatur
tumbuh BAP dan NAA tidak berpengaruh secara
nyata atau signifikan terhadap hari awal kemunculan

kalus tembakau

ANOVA

hari muncul kalus

Tabel 4.3 Hasil Uji One Way ANOVA hari awal induksi kalus tembakau

Sum of Mean
Squares Df Square F Sig.
Between 61.889 3 20.630 .580 |.635

Groups

Within Groups|711.889 20 35.594
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Total |773.778 |23 | ‘ ‘

Perbandingan rata-rata awal kemunculan
kalus pada tembakau dari masing-masing perlakuan
dapat dilihat paga gambar berikut

Perlakuan Penambahan Zat
Pengatur Tumbuh

15

111

Media A Media B MediaC mediaD

Grafik 4.3. Rata-rata hari awal induksi kalus tembakau

4. Morfologi kalus
Pengamatan dilakukan setelah pengamatan
selama 4 minggu (satu bulan) selesai dilaksanakan.

. @ S

Gambar 4.4 (A) kalus yang dihasilkan dari media A; (B) Kalus
yang dihasilkan dari media B; (C) Kalus yang dihasilkan dari media
C; (D) Kalus yang dihasilkan dari media D
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C. Pembahasan

Berdasarkan peneltian yang telah dilakukan dimana
BAP dan NAA yang ditambahkan pada media MS
menunjukan hasil yang berbeda-beda diantara semua
perlakuan. Sedang parameter yang diamati pada
penelitian ini ialah bobot kalus (gr), volume kalus (ml),
Hari awal kemunculan kalus, serta warna dan tekstur
kalus.

Eksplan dari daun tembakau ditanam dalam media MS
dengan beberapa perlakuan. Pada media A (kontrol)
hanya menggunakan media MS tanpa penambahan BAP
ataupun NAA, media B diberikan perlakuan dengan
penambahan BAP serta NAA dengan perbandingan 1:3,,
media C dengan perlakuan penambahan BAP dan NAA
dengan perbandingan 2:2, dan media D dengan
penambahan BAP dan NAA dengan perbandingan 3:1.
Setelah penanaman eksplan tersebut kemudian
dilakukan pengamatan selama 4 minggu (satu bulan)

Berdasarkan pengamatan yang dilakukan, ada
beberapa eksplan yang pertubuhannya terhambat. Faktor
tersebut diantaranya disebabkan adanya kontaminasi,
yang mana faktor kontaminasi ini merupakan kendala
yang umum dan sering terjadi dalam perbanyakan secara
kultur in vitro. Pada penelitian ini ditemukan beberapa
jenis kontaminan seperti jamur dan bakteri. Jamur serta
bakteri yang muncul pada bagian permukaan media agar
ini dapat menghambat pertumbuhan eksplan bahkan
kontaminan ini dapat menyebabkan eksplan menjadi
mati. Media yang terkontaminasi jamur bagian
permukaannya terselimuti oleh spora berbentuk kapas
berwarna putih, kuning, serta sedikit berwarna abu-abu,
sedangkan media yang terkontaminasi oleh bakteri
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tampak berlendir dan berwarna agak kekuningan.
Bakteri menurut Setiyoko (1995), yang mungkin berasal
dari laboratorium adalah bakteri gram positif (Nisa and
Rodinah 2005)

Selain jamur dan bakteri, faktor penghambat lainnya
ialah browning atau pencoklatan pada bagian eksplan
bekas perlukaan. Pencoklatan ini diduga terjadi akibat
adanya aktifitas dari enzim oksidase yang
mengakibatkan  terjadinya  peningkatan produksi
senyawa fenolik. Lizawati (2012), mengatakan bahwa
peristiwa browning pada kalus akibat adanya
metabolisme senyawa fenol yang bersifat toksik dan
dapat menghambat pertumbuhan atau bahkan
menyebabkan kematian jaringan. Hal ini merupakan
tanda terjadinya kemunduran fisiologis eksplan dan juga
menandakan terjadinya sintesis senyawa fenol dalam
botol kultur (Waryastuti, Setyobudi, and Wardiyati
2017).

Gambar 4.5 (a). kontaminasi jamur (b). kontaminasi bakteri
(). browning

Selain beberapa faktor kontaminasi diatas, faktor
sterilitas ruangan juga sangat menentukan terhadap
kontaminasi. Ruangan yang sudah steril dapat saja
berubah menjadi tidak steril pada saat musim hujan,
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sehingga dapat membawa masuknya bakteri dan jamur
dari luar, serta dapat meningkatkan kelembaban yang
akan mempercepat perkembangan mikroorganisme.
Pengambilan meristem sebagai eksplan harus dilakukan
dalam ruang steril (aseptik) agar tidak terkontaminasi
(Sunarjono, 2002 Nisa & Rodinah, 2005)

Faktor yang sangat penting dalam kultur in vitro salah
satunya yaitu media tanam dan penambahan zat pegatur
tumbuh yang sesuai. Dalam penelitian ini digunakan
media MS karena memiliki jumlah garam-garam
anorganik yang lebih tinggi dari pada media lainnya.
Selain itu pada umumnya media MS juga mendukung
pertumbuhan berbagai tanaman (Nasution 2013)

Zat pengatur tumbuh pada penelitian ini digunakan
BAP dan NAA karena NAA dan BAP merupakan jenis ZPT
yang memiliki range (jarak) yang cukup luas dalam me
macu (stimulator) dan penghambat suatu pertumbuhan
sehingga range konsentrasi NAA dan BAP yang
digunakan tidak beresiko meng- hambat pertumbuhan
(Pamungkas 2015)

1. Bobot Kalus

Bobot kalus tembakau (Nicotiana tabacum)
pada penelitian ini diperoleh dengan menimbang
eksplan yang telah ditanam pada akhir penelitian.
Hasil pengukuran tersebut dapat dilihat pada tabel
lampiran 2

Data rata-rata peningkatan bobot diuji dengan
uji One Way Anovamenggunakan program SPSS 17
dengan tingkat kepercaaan 95% (tabel lampiran 2).
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Gambar. 4.6 a. penimbangan bobot kalus; b. penimbangan
boot kalus dari media perlakuan berbeda
Hasil analisis data One Way Anova terhadap

pertambahan bobot kalus dari eksplan tembakau
tidak berpengaruh nyata dengan nilai signifikasi
0,483> 0,05. Hal ini menunjukan bahwa terdapat
hasil yang tidak berbeda nyata atau signifikan antara
satu perlakuan dengan perlakuan lainnya.

Descriptives
Bobot

Tabel. 4.4 descriptives hasil Anova bobot kalus

95% Confidence

Interval for Mean
Std.

Deviati |Std. |Lower [Upper [Minim|Maximu
N Mean |on Error |Bound |Bound [um m

medi |6 .203405|.01137 |.0046 |.19147 (.215338 |.1905 (.21893
aA 56 0399 [41946|305 06 00 3
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medi
aB

medi
aC

medi
aD

Total

24

.223988|.18719 |.0764 |.02754|.420435 [.0538 |.58640
89 2700 [21100(220 58 00 0

.125044].03421 |.0139 (.08913|.160951 |.0687 |.17583
44 5173 68286782 07 33 3

.232233|.17714 |.0723 [.04632|.418138 |.0400 [.52540
33 8050 [20389|786 81 33 0

.196168|.12882 |.0262 [.14176 |.250567 |.0400 [.58640
06 8573 [97022|852 59 33 0

Secara deskriptif (tabel 4.2) dapat diketahui
bahwa rata-rata peningkatan bobot eksplan yang
ditanam pada media perlakuan A (MS0) adalah 0,203
gr; media perlakuan B (MS + BAP 1 ppm + NAA 3
ppm) adalah 0.223 gr; media perlakuan C (MS + BAP
2 ppm + NAA 2 ppm) adalah 0,125 gr; dan media
perlakuan D (MS + BAP 3 ppm + NAA 1 ppm) adalah
0,232 gr. Berdasarkan hasil tersebut dapat diketahui
bahwa peningkatan bobot tertinggi adalah pada
media D (MS + BAP 3 ppm + NAA 1 ppm)

Penambahan zat pengatur tumbuh berupa
BAP dan NAA dengan perbandingan 3:1 (media D)
menghasilkan rerata bobot kalus tertinggi yaitu
0,232 gr lebih tinggi dibandingkan dengan
perbandingan zpt 1:3 (media B) dengan rata-rata
bobot yaitu 0,223 gr, media pengan perlakuan
penambahan zapt Bap dan NAA dengan
perbandingan 2:2 (media C) menghasilkan bobot
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rata-rata bobot kalus yaitu 0,125 danpada media
kontrol (media A) rerata bobot kalus yang dihasilkan
yaitu 0,203 gr. Hal ini menunjukan bahwa media
tanam pada media D memberikan pengaruh paling
tinggi terhadap pertambahan bobot kalus tembakau
(Nicotiana tabacum)

Media D dengan penambahan zat pengatur
tumbuh BAP dan NAA dengan perbandingan 3:1
mendapatkan hasil terbaik dibanding dengan
perlakuan pada media lainnya. Sedang rerata
terendah didapatkan dari perlakuan media A,
minimnya bobot segar kalus yang terbentuk pada
penelitian ini lebih banyak disebabkan karena
eksplan hanya menghasilkan kalus berupa titik-titik
air yang belum berkembang serta faktor lain ialah
terdapat beberapa eksplan yang terkena browning

Volume Kalus

Volume Kkalus diukur pada akhir penelitian.
Hasil pengamatan peningkatan volume dapat dilihat
pada tabel lampiran 1

Gambar 4.7 Pengukuran volume kalus
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Data rata-rata peningkatan volume daari
ekplan yang ditanam diuji dengan menggunkan uji
One way Anova menggunakan program SPSS 17
dengan tigkat kepercayaan 95% (Tabel lampiran 2)

Hasil olah data One Way Anova terhadap
pertambahan volume eksplan menjadi kalus
menunjukan bahwa tidak ada pengaruh nyata dari
penambahan zat pengatur tumbuh BAP dan NAA .
Nilai signifikasi yan diperoleh yaitu sebesar 0.829
dimana nilai tersebut lebih besar dari nilai standard
pengujian (P>0.05).

Descriptives

Volume

Tabel. 4.5. Descriptive hasil uji Anova volume kalus

95%  Confidence

Interval for Mean

Std.
Deviatio [Std. |[Lower [Upper [Minim [Maxim
N Mean |n Error |Bound |Bound |um um
medi |6 1.083(.11690 |.0477 |.9606 1.2060 |.90 1.20
aA 3 3
medi |6 .9667 [.35024 |.1429 [.5991 1.3342 |.30 1.30
aB 8

50



medi
aC

medi
aD

Total

24

1.100].17889 |.0730 |.9123 1.2877 |.80 1.30

1.083[.37639 [.1536 (.6883 1.4783 |.40 1.40

1.058[.26526 [.0541 (.9463 1.1703 (.30 1.40

Penambahan zat pengatur tumbuh BAP dan
NAA dengan perbandingan 2:2 (media C)
menghasilkan rerata volume kalus tertinggi yaitu
1,10 ml, lebih banyak dibandingkan dengan
perlakuan pada media A dan media D yang
menghasilkan rerata 1,083 ml, dan pada media B
dengan perbandingan zpt 1:3 dengan volume
terendah yaitu 0,966 ml. Hal ini menunjukan media
tanam dengan penambahan zpt BAP dan NAA
dengan perbandingan 2:2 memberikan pengaruh
paling tinggi pada pertambahan volume kalus
tembakau (Nicotiana tabacum). Proliferasi sel yang
dimulai pada bagian eksplan yang terluka mungkin
disebabkan oleh akumulasi auksin pada titik cidera,
yang merangsang proliferasi sel di hadapan
regulator pertumbuhan (N. Ahmad et al. 2010)

Hari Awal Muncul Kalus
Munculnya kalus pada eksplan ditandai
dengan pembengkakan atau munculnya jaringan
berwarna putih bening seperti titik-titik air/lendir
pada bekas irisan eksplan dan sayatan di permukaan
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eksplan yang kemudian berkembang menjadi
bulatan-bulatan kecil yang jelas dan agregrat kalus
(Waryastuti, Setyobudi, and Wardiyati 2017)

Gambar. 4.8 I;erkembangan eksplan. a. ekspian setelah

penanaman b. eksplan mulai membengkak; c. eksplan
mulai muncul kalus

Respon perubahan eksplan setelah
dikulturkan dapat dikatakan cukup cepat. Pada
mulanya, Ekspaln mengalami pembengkakakan dan
pada bagian bekas pemotongan berubah warna dari
putih kekuningan menjadi kecoklatan dan beberapa
hari setelahnya titik kalus mulai tampak dari eksplan
yang ditanam. Terbentuknya kalus disebabkan
adanya rangsang luka (Fowler, 1983). Hal ini
kemungkinan berkaitan dengan proses pengambilan
nutrisi medium oleh eksplan. Penyerapan unsur hara
akan lebih baik karena terjadi kontak langsung
antara media dengan bagian abaksial daun (Nisak,
Nurhidayati, and Purwani 2012). Rangsang tersebut
menyebabkan kesetimbangan pada dinding sel
berubah arah, sebagian protoplas mengalir ke luar
sehingga mulai terbentuk kalus (Nisa and Rodinah
2005). Kemunculan kalus pada eksplan yang
ditanam diamatai setiap harinya dan dicatat pada
hari keberapa titik kalus mulai muncul. Hasil analisis
One Way Anova terhadap hari awal kemunculan
kalus tidak berbeda nyata yaitu dengan nilai
signifikasi 0,635 (P>0,05). Hal ini menunjukan
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bahwa terdapat hasil yang tidak berbeda nyata
antara satu perlakuan terhadap perlakuan yang
lainnya atau hasilnya hampir sama, sehingga tidak
dilakukan uji lanjut. Hal ini sejalan dengan penelitian
yang dilakukan oleh (Nisa and Rodinah 2005) bahwa
campuran NAA dan kinetin, kultivar pisang, dan
interaksi keduanya tidak berpengaruh nyata
terhadap saat pembentukan kalus.

Descriptives

hari muncul kalus

Tabel. 4.6 Descriptive hasil uji Anova pada induksi kalus

95% Confidence

Interval for Mean
Std.

Deviatio |Std. Lower [Upper [Minim|Maxi

Mean |n Error [Bound |Bound |um mum

medi
aA

medi
aB

medi
aC

12.722 |7.53780(3.0772 |14.81178 |20.6326 |.0000 |20.00
2222 |595 9639 (00 644 0 000

11.000 [4.93963(2.0165 |5.81617 |16.1838 [5.666 |17.33
0000 [561 9779 (03 297 67 333

10.722 16.36105 [2.5968 |14.04670 |17.3977 |.0000 |15.66
2222 |046 8798 (92 353 0 667
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medi
aD

Total

24

8.2222 |4.54931 (1.8572 [3.44800 |12.9964 |.0000 |12.33
222 822 5139 |55 389 0 333

10.666 |5.80021 {1.1839 (8.21745(13.1158 |.0000 |20.00
6667 [655 6425 (00 833 0 000

Perlakuan penambahan zat pengatur tumbuh
dengan perbandingan BAP dengan NAA 3:1 (media
D) menghasilkan rata-rata kecepatan munculkan
kalus tercepat yaitu pada hari ke 8,22 jika
dibandingkan dengan perlakuan pada media lain.
Sedangkan pada media C dengan perbandingan BAP
dan NAA 2:2 menghasilkan rata-rata kecepatan
tumbuh kalus pada hari ke 10,72, pada media B
dengan perbandingan BAP dan NAA 1:2
menghasilkan rata-rata kecepatan kemunculan kalus
pada hari ke 11.00. Sedangkan media A (kontrol)
menghasilkan rata-rata kecepatan kemunculan kalus
paling lama yaitu pada hari ke 12,7.

Rerata kecepatan kemunculan kalus secara
statistik tidak berpengaruh nyata terhadap
kecepatan kemunculan kalus, nmaun jika ditinjau
secara deskriptif terlihat bahwa ada pengaruh dari
interaksi adanya penambahan zat pengatur tumbuh
berupa BAP dan NAAA terhadap kecepatan
kemunculan kalus tembakau (Nicotiana tabacum).
Hal ini diduga penambahan zat pengatur tumbuh
dengan perbandingan BAP dan NAA 3:1 memberikan
perimbangan yang tepat dengan zpt endogen,
sehingga dapat menunjang kecepatan kemunculan
kalus. Keseimbangan zpt endogen dan eksogen harus
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pada titik yang menunjang pembelahan sel
(Gunawan, 1992). Hal ini sejalan dengan penelitian
yang dilaksanakan oleh Ahmad & Spoor, (1999)
bahwasanya pertumbuhan kalus terbaik Kketika
konsentrasi NAA sedikit lebih tinggi dari konsentrasi
BAP

Hasil penelitian Yelnititis (2008)
menunjukkan bahwa induksi kalus dari eksplan
potongan embrio muda Shorea pinanga pada
perlakuan yang sama terjadi rata-rata 10 hari setelah
dikulturkan, sedangkan induksi kalus dari potongan
kotiledon Pinus radiata terjadi 4 — 5 minggu setelah
dikulturkan (Yelnititis 2012). Penelitian lain yan
dilakukan oleh (Rahman et al. 2010) memaparkan
bahwa induksi kalus tembakau motihari dan
sumatra dimulai pada hari ke 6.00 dan 10.60

Perbedaan kedinian induksi kalus pada
masing-masing eksplan selain dipengaruhi oleh
hormon dan nutrisi dalam media kultur jaringan,
perbedaaan tersebut dipengarui oleh eksplan yang
digunakan. dalam penelitian ini eksplan yang
digunakan berasal dari bagian daun. Menurut
Tjitrosoepomo (2007) daun merupakan salah satu
organ tumbuhan yang memiliki pertumbuhan
terbatas, sehingga hormon pertumbuhan dalam
daun juga terbatas. Hal ini akan berpengaru juga
dalam nduksi kalus yang terbentuk dari eksplan
daun tersebut.

Morfologi kalus
Berdasarkan tekstur dan komposisi selnya,
kalus dapat dibedakan menjadi kalus yang kompak
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dan remah. kalus kompak mempunyai tekstur padat
dan Kkeras, yang tersusun dari sel-sel kecil yang
sangat rapat, sedangkan kalus remah mempunyai
tekstur unak da tersusun dari sel-sel dengan ruang
antar sel yang banyak (Sugiyarto and Kuswandi
2014)

Pada umur 4 minggu setelah tanam pada
media perlakuan media kontrol (media A)
didapatkan kalus dengan tekstur remah dan
berwarna putih kekuningan dan bening serta sedikit
berair, sedangkan pada perlakuan media B, media C,
dan media D didapatkan hasil kalus berupa kalus
yang kompak dan padat, serta memiliki warna hijau.
Kalus yang hijau ini disebabkan kalus mengandung
klorofil, akibat interaksi NAA dan BAP, terutama BAP
(sitokinin) yang berperan dalam pembentukan
klorofil pada kalus serta faktor lingkungan yaitu
paparan cahaya (Nisak, Nurhidayati, and Purwani
2012). Dalam pembentukan Kkalus tampaknya
kondisi gelap atau terang tidak memberikan
pengaruh terhadap pembentukan kalus, namun
memberikan pengaruh terhadap pada kondisi kalus,
Kalus yang dibudidayakan dalam cahaya mewakili
struktur yang lebih ketat dan bentuk teratur dengan
warna kelly, sedangkan kalus dalam gelap
menunjukkan dirinya kurang kompak dan tidak
teratur dengan warna kuning jerami(Yanjie 1997)

Dalam penelitian ini  tektur kalus yang
dihasilkan dari perlakuan kombinasi BAP dan NAA
berupa kalus kompak hal ini sejalan dengan yang
diutarakan oleh Nisak et al.,, (2012) “Tekstur kalus
yang kompak merupakan efek dari sitokinin dan
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auksin yang mempengaruhi potensial air di dalam
sel. Auksin akan melonggarkan serat-serat dinding
sel, sehingga dinding sel lebih fleksibel dan nutrisi
yang terkandung dalam medium akan masuk secara
difusi. Hal ini akan terus berlangsung sampai
potensial air dan potensial osmotik seimbang dan sel
menjadi turgid. Sel turgid dengan adanya
penambahan  sitokinin akan  mempengaruhi
pembelahan dan pemanjangan sel sehingga
pembentukan dinding sel semakin cepat dan kalus
menjadi kompak” . Pada bagian permukaan bawah
kalus juga tampak berair, hal ini disebabkan karena
permukaan bawah langsung bersentuhan dengan
media dan berperan sebagai area penyerapan media
(Sugiyarto and Kuswandi 2014)

D. Keterbatasan Penelitian
Penelitian yang telah dilakukan memiliki beberapa
keterbatasan penelitian, diantaranya:
1. Keterbatasan objek penelitian

Penelitian ini hanya terbatas pada satu
varietas tembakau saja yaitu tembakau kemloko
dan zat pengatur tumbuh BAP dan NAA. Perlu
dilakukan  penelitian menggunakan varitas
tembakau lain dan menggunakan zat pengatur
tumbuh tidak hanya BAP dan NAA tetapi dengan
menggunakan jenis zat pengatur tumbuh yang lain.

2. Keterbatasan waktu dan tempat penelitian

Penelitian ini juga dipengaruhi oleh waktu
serta tempat yang digunakan. Tempat yang
digunakan dalam penelitian ini di Laboratorium
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kultur jaringan UIN Walisongo Semarang dan
permasalahan yang dihadapi dalam penelitian ini
ialah lingkungan pada sekitar laboratorium yang
kurang mendukung untuk steril, hal ini menjadikan
tingkat kontaminasi masih tinggi. Keterbatasan lain
yang dihadapi ialah alat serta bahan yang
digunakan dalam penelitian ini masih sederhana
dan masih perlu pengawasan ketat setiap harinya
seperti AC, autoklaf, dan Listrik.

Keterbatasan kemampuan

Keterbatasan lain yang dihadapi bahwasanya
peneliti menyadaari bahwa kemampuan yang
dimiliki oleh peneliti dalam melakukan penelitian
ini masih sangat kurang, namun disini peneliti
berusaha semaksimal mungkin dalam mempelajri
serta mengikuti arahan dari dosen maupun dari
literatur yang terpercaya
Keterbatasan biaya penelitian

Kerbatasan lain yang dihadapi oleh peneliti ialah
biaya, hal ini karena bahan-bahan kimia yang
digunakan dalam penelitian ini cukup banyak dan
biaya yang dibutuhkan tidaklah sedikit

Keterbatasan dalam penelitian ini adalah tidak
dilakukan uji homogenitas parameter pertumbuhan kalus

yang akan diamati sebelum digunakan untuk penelitian

(pra-riset). Penanaman eksplan dari daun tembakau
(Nicotiana tabacum) yang dilakukan kurang hati-hati
sehingga terjadi kkerusakan eksplan baik karena
akkontaminasi maupun kecoklatan (browning)

58



BABYV
PENUTUP

A. Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini
sebagai berikut:
1 Penambahan zat pengatur tumbuh berupa

BAP dan NAA dengan berbagai perbandingan
pada media berpengaruh tidak signifikan
terhaap parameter bobot kalus, volume kalus,
serta awal hari kemunculan kalus

2 Konsentrasi optimum pada peningkatan bobot
kalus yaitu pada perlakuan media D yaitu 0.23
gr, pertambahan volume pada media
perlakuan media C yaitu 1.1 ml, dan hari awal
kemunculan kalus pada perlakuan media D

yaitu 8.2 hari

B. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan serta
kesimpulan diatas maka saran yang peneliti berikan
yaitu:

1. Sebaiknya penanaman daun tembakau

(Nicotiana tabacum) dilakukan dengan lebih

hati-hati guna mengurangi tingkat kerusakan
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akibat kontaminasi ataupun kecoklatan
(browning)

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang
penambahan zpt tersebut hingga eksplan
tembkau benar-benar mengalami
pertumbuhan secara maksimal ditinjau dari
bobot, volume, hari awal kemunclan kalus dan

terkstur kalusnya.
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LAMPIRAN 1

1. Tabel Hasil Pengamatan

Eksplan Induksi Bobot Volume
Al 13.667 0.202 1.1
A2 16 0.211 1.2
A3 0 0.190 1.1
A4 20 0.2061 1
A5 8 0.1905 0.9
A6 18.6667 0.218 1.2
B1 6.33 0.229 1.2
B2 15.66 0.16 1
B3 12.66 0.188 1
B4 8.33 0.586 1.3
B5 5.66 0.053 0.3
B6 17.33 0.126 1
C1 15.33 0.119 1
C2 0 0.175 1.3
C3 6 0.126 1.2
C4 12.66 0.127 1.1
C5 15.66 0.132 1.2
Cé6 14.66 0.068 0.8
D1 11 0.053 0.4
D2 7.33 0.258 1.2
D3 11.33 0.040 0.9
D4 12.33 0.525 1.4
D5 0 0.259 1.3
D6 7.33 0.256 1.3
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Lampiran 2.

PENGOLAHAN DAT

A SPSS
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1. Uji test Normalitas, Descriptives tabel, Homogenitas, One
Way Anova. Pengujian pada kecepatan induksi kalus dari
eksplan tembakau (Nicotiana tabacum L).

Tests of Normality

i a C
media Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
perlakul Statisti Statisti
an c df Sig. C df Sig.

hari muncul media 217 6| .2007 .908 6 422

kalus A
media .205 6| .2007 .904 6] .400
B
media .287 6] .134[ .819 6] .086
C
media .256 6| .2007 .850 6] .156
D

a. Lilliefors Significance Correction

*. This is a lower bound of the true significance.

Descriptives
hari muncul kalus
Std. Std. |95% Confidence| Mini | Maxi
N | Mean | Deviati | Error |Interval for Mean| mum| mum
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on Lower | Upper
Bound | Bound
medi 6[12.722| 7.5378(3.0772| 4.8117( 20.632|.0000|20.00
aA 2222 0595| 9639 800 6644 0] 000
medi 6/11.000| 4.9396(2.0165| 5.8161( 16.183|5.666|17.33
aB 0000 3561| 9779 703] 8297 67| 333
medi 6/10.722| 6.3610(2.5968| 4.0467( 17.397|.0000| 15.66
aC 2222 5046| 8798 092| 7353 0| 667
medi 6]8.2222| 4.5493(1.8572| 3.4480( 12.996|.0000|12.33
abD 222| 1822 5139 055| 4389 0] 333
Total| 24|10.666| 5.8002(1.1839| 8.2174( 13.115|.0000|20.00
6667| 1655 6425 500| 8833 0] 000
Test of Homogeneity of Variances
hari muncul kalus
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.798 3 20 .509
ANOVA
hari muncul kalus
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between 61.889 3 20.630 .580 .635
Groups
Within Groups 711.889 20 35.594
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Total 773.778| 23| | | |

2. Uji  Test Normalitas, Descriptives tabel,
Homogenitas, One Way Anova. Pada pengujian pada
penambahan bobot dari eksplan tembakau
(Nicotiana tabacum L)

Tests of Normality

perlaku ] Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

an

media |Statistic| Df Sig. |Statistic|] df Sig.
bobot media .205 6 .200" .925 6 .542

A

media .323 6 .051 797 6 .055

B

media .264 6| .200 .905 6 .406

C

media 273 6 .184 .873 6 .237

D

a. Lilliefors Significance Correction

*. This is a lower bound of the true significance.

Descriptives

Bobot

Std. Std. |95% Confidence | Mini | Maxi

N | Mean | Deviati | Error |Interval for Mean| mum | mum
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on Lower | Upper
Bound | Bound
medi 6| .2034| .01137(.00464|.191473|.215338(.1905(.2189]
aA 0556 0399| 1946 05 06] 00f 33
medi 6| .2239| .18719|(.07642|.027542|.420435(.0538(.5864
aB 8889 2700[ 1100 20 58| 00 00
medi 6| .1250| .03421(.01396|.089137|.160951(.0687|.1758]
aC 4444 5173| 8286 82 07] 33| 33
medi 6| .2322| .17714(.07232|.046327|.418138(.0400|.5254
ab 3333| 8050, 0389 86 81] 33| 00
Total] 24| .1961| .12882|.02629(.141768|.250567|.0400].5864
6806| 8573| 7022 52 59| 33| 00}
Test of Homogeneity of Variances
Bobot
Levene Statistic dfl df2 Sig.
3.072 3 20 .051]
ANOVA
Bobot
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between .043 3 .014 .849 .483]
Groups
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Within
Groups

Total

.339

.382

20

23

.017

74

3. Ujitesy Normalitas, Descriptives tabel, Homogenitas, dan
One Way Anova, pada pengujian volume kalus tembakau
(Nicotiana tabacum L)

Tests of Normality

media Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
perlaku
an Statistic Df Sig. | Statistic df Sig.
volume media A .223 6 .200" .908 6 421
media B 371 6 .010 797 6 .055
media C 212 6 .200" .933 6 .607
media D .288 6 .130 .824 6 .096
a. Lilliefors Significance Correction
*. This is a lower bound of the true significance.
Descriptives
Volume
95% Confidence
Std. Interval for Mean
Deviatio| Std. | Lower | Upper |Minim|Maxim
N [Mean n Error | Bound | Bound | um um
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medi 6] 1.083| .11690| .0477 .9606| 1.2060 90| 1.20
aA 3 3
medi 6| .9667 .35024| .1429 .5991| 1.3342 .30 1.30
aB 8
medi 6[1.100f .17889| .0730 .9123| 1.2877 .80 1.30
aC 0 3
medi 6/ 1.083[ .37639| .1536 .6883| 1.4783 .40 1.40
abD 3 6
Total 24(1.058| .26526( .0541 .9463| 1.1703 .30l 1.40

3 5

Test of Homogeneity of Variances
Volume
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.608 3 20 .219
ANOVA

Volume

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Between .068 3 .023 .294 .829]
Groups
Within Groups 1.550 20 .077
Total 1.618 23
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LAMPIRAN 3

Tabel .1. Formula medium Murashige & Skoog (1992)

76

BAHAN STOK UNTUK1L UNTUK
MAKRONUTRIEN MEDIUM MEDIUM
mg/L mg/200 mL
NH4NCl3 1.650 330
I KNO3 1.900 380
CaCl2.7H20 440 88
MgS04.7H20 370 74
KH2PO4 170 34
BESI mg/200 ml Ambil 5 ml 1 ml stok
I (40x) stok
NazEDTA 1.492 (37,3) 7,46
FeS04.7H20 1.112 (27,8) 5,56
MIKRONUTRIEN | mg/100ml | Ambil 1 ml 0,2
(100x) stok
MnS04.H20 2.230 (22,3) 4,46
ZnS04.4H:0 860 (8,6) 1,72
III H3BOs 620 (6,2) 1,24
Kl 83 (0,83) 0,166
NaMo004.2H-20 25 (0,25) 0,05
CuS04.5H20 2,5 (0,025) 0,005
CoCl2.6H20 2,5 (0,025) 0,005
VITAMIN mg/200 ml Ambil 4 ml 0,8 ml stok
(50%) stok
1A% Glycine 100 (2) 0,4
Nicotimic acid 25 (0,5) 0,1
Pyridoxine-HCl 25 (0,5) 0,1
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Thiamine-HCI 5 (0,1) 0,02
\'% Myo-Inositol 100 mg 20 mg
VI Sukrosa 30.000 mg 6000 mg
VII Agar 6000-8000
mg
pH 5.6-6.3

Sumber: Petunjuk Praktikum Kultur Jaringan Tumbuhan
Laboratorium Biologi UIN Walisongo Semarang

LAMPIRAN 4

DOKUMENTASI PROSES PENELITIAN
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Keterangan:

1 Persiapakn proses autoklaf

Penimbangan bahan

3 Proses pembuatan media MS dengan mengambil larutan
stok

4  Proses pemasakan media MS
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5 Proses penanaman eksplan
6 Eksplan hasil penanaman
7  Eksplan mulai membengkak
8  Eksplan mulai tumbuh kalus
9  Eksplan mulai tumbuh titik-titik/ bintil kalus
10 Penimbangan kalus
11 Pengukuran volume kalus
12 Kalus yang terbentuk di akhir penelitian
13 Kontaminasi bakteri
14 Kontaminasi jamur
15 Browning
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BAB 1

PENDAHULUAN

E. Latar Belakang
Allah SWT menciptakan alam semesta ini tentu
tidak dengan tanpa alasan, dan semua yang Ia ciptakan
pasti memiliki nilai serta manfaat. Seperti firmannya
dalam surah Ali Imron ayat 191:
Gl o 53R aeis e s L a 65Ky Gl
DA Qe s GBaRLe Sl 13 a5 S5 ol

Artinya:

“(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil
berdiri atau duduk atau dalam keadaaan berbaring
dan mereka memikirkan tetang penciptaan langit dan
bumi (seraya berkata): “Ya tuhan kami, tiadalah
Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha Suci
Engkau, maka periharalah kami dari siksa neraka”

Ayat ini mengundang kita untuk berpikir, karena

sesungguhnya dalam penciptaanbenda-benda seperti
matahari, bulan, dan jutaan gugusan bintang yang terdapat
di langitserta kejadian danperputaran bumipada porosnya,
yang melahirkan silih bergantinya malam

dansiangperbedaannya, baik dalam masa maupun dalam

panjang dan  pendeknya terdapat tanda-tanda
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kemahakuasaan Allah bagiultl-albab, yakni orang-orang
yang memiliki akal yang murni (Shihab, 2002)

Tembakau yang Allah ciptakan merupakan salah
satu komponen penyusun alam tentu saja memiliki banyak
kegunaan, sehingga adanya tindakan diskriminasi pada
tanaman tembakau ini tidak dibenarkan karena dapat
dianggap sebagai bentuk kufur akan salah satu nikmat
Allah berupa tanaman tembakau ini.

Indonesia merupakan penghasil tembakau terbesar
di dunia. Produksi tembakau di Indonesia tersebar dari
Pulau Sumatera, Jawa, Bali sampai Nusa Tenggara. Lebih
dari 100 jenis tembakau yang dihasilkan di Indonesia.
Sekitar 200 juta kilogram tembakau yang diproduksi tiap
tahunnya di Indonesia, dan merupakan salah satu tanaman
yang cukup besar dalam menyumbangkan devisa untuk
negara melalui produksi rokok (Nugraha and
Agustiningsih 2015)

Pemanfaatan tembakau selain sebagai bahan baku
rokok, juga dimanfaatkan dimanfaatkan sebagai pestisida
organik diantaranya sebagai pencegah serangan kutu
tanaman, membunuh serangga, mencegah daun
menggulung, mencegah hama pengerek dan membasmi
tikus (Fitri and Migunani 2014), nikotin dalam daun

tembakau juga berpotensi sebagai insektisida yang mana
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telah direkomendasikan penggunaannya pada tahun 1763
untuk membasmi hama aphid pada tanaman sayuran dan
tanaman hias (Sutjipto, 2002 dalam Setyawati 2009).
Tanaman tembakau juga dapat dimanfaatkan sebagai salah
satu agen bioremidiasi (Rosidah, Anggraito, and Pukan
2014). Dalam penelitian Setyowati (2009) disimpulkan
bahwa ekstrak tembakau dapat dimanfaatkan sebagai
pengawet bambu petung sekaligus meningkatkan
kelenturan bambu karena adanya pengaruh dari alkaloid
yang merupakan senyawa organik aktif yang mengandung
unsur nitrogen (bersifat sedikit basa) yang dapat
memperkuat struktur anatomi bambu (Fatmawati,
Nurhidayati, and Jadid 2008). Dalam bidang kesehatan
tembakau juga memiliki sumbangsih yang berpengaruh
cukup besar, seperti yang diutarakan Ilmiyah and
Rahmah, (2012) bahwa dalam tembakau ini memiliki
beberapa senyawa yang dapat dimanfaatkan sebagai
penangkal radikal bebas. Tembakau dapat pula
menghasilkan protein anti-kanker “Growth Colony
Stimulating Factor” (GCSF) yang berguna bagi penderita
kanker (Khanifa 2018),.

Keistimewaan dan manfaat yang besar dari
tembakau inilah yang mengakibatkan kebutuhan

tembakau di Indonesia meningkat (Nisak, Nurhidayati, and
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Purwani 2012), oleh karenanya Indonesia harus tetap
meningkatkan produksi tembakau baik secara kuantitas
maupun kualitas, melalui berbagai teknik pemuliaan
tanaman (Wahidah 2010). Perbanyakan dengan metode
konvensional menggunakan biji memerlukan waktu yang
relatif lama dan hasilnya seringkali tidak homogen. Belum
lagi gangguan dari lingkungan yang dapat disebabkan oleh
hama dan penyakit misalnya, maupun cekaman lingkungan
yang mana dapat mengganggu keberhasilan pembibitan
tanaman. Oleh  karenanya penerapan teknologi
pengendalian  penyakit perlu digalakan  seperti
penggunaan bibit unggul bebas penyakit. Salah satu
alternatifnya yaitu dengan menggunakan teknik kultur
jaringan.

Konsep dasar dari kultur jaringan didasarkan atas
sifat totipotensi yang dimiliki oleh tumbuhan, yaitu potensi
dari sel tumbuhan untuk tumbuh apabila distimulasi
dengan benar dan sesuai. Artinya suatu jaringan tumbuhan
yang diambil dari bagian manapun apabila ditumbuhan
dalam media yang sesuai, dapat tumbuh dan berkembang
menjadi tanaman yang sempurna (Widyastuti dan Jesicca,
2018)

Kultur jaringan tumbuhan adalah menumbuhkan

dan memeperbanyak sel, jaringan, dan organ dalam media
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padat atau cair di bawah kondisi aseptik dan terkendali
(Purita et al, 2017), juga menghasilkan bibit yang bebas
patogen (George dan Sherrington, 1984 dalam Sintha,
2017).

Pada umumnya penelitian awal mengenai kultur
jaringan tumbuhan melibatkan kultur kalus pada tanaman
tembakau, wortel, petunia, dan lain-lain. Pada tanaman-
tanaman ini, pendekatan umum adalah memanipulasi
keseimbangan sitokinin dan auksin yang diberikan guna
mengatur pola pertumbuhan untuk memproduksi pucuk
atau akar (Taji, Dodd, and Williams, 2006).

Untuk menunjang keberhasilan kultur jaringan
maka perlu diperhatikan faktor - faktor yang
mempengaruhi keberhasilan kultur jaringan. Salah satu
faktor yang berpengaruh adalah media dan zat pengatur
tumbuh (Nisak, Nurhidayati, and Purwani 2012). Pada saat
ini dikenal dua hormon yang mempengaruhi diferensiasi
tanaman yang dibutuhkan dalam kultur jaringan yaitu:
hormon auksin untuk merangsang perkembangan akar,
dan sitokinin untuk merangsang perkembangan tunas,
kedua zat pengatur tubuh ini sangat menentukan arah
pertumbuhan jaringan tersebut. Pemberian ZPT dari luar
adalah untuk mengubah nisbah ZPT yang ada pada

tanaman. Perubahan nisbah tersebut mengubah laju
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pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Gunawan,
1988; dalam widyastuti, 2018).

Pada penelitian ini digunakan hormon sintetis
auksin berupa NAA, karena NAA mempunyai sifat lebih
stabil dari pada IAA. Sedangkan sitokinin yang sering
digunakan dalam kultur jaringan adalah BAP, karena BAP
lebih tahan terhadap degradasi dan harganya lebih murah
(Nisak, Nurhidayati, and Purwani 2012). Penggunaan zat
pengatur tumbuh apabila digunakan dengan konsentrasi
rendah dapat merangsang dan mempercepat proses
pertumbuhan tanaman, namun sebaliknya apabila
digunakan dalam jumlah besar atau konsentrasi tinggi
justru dapat menghambat pertumbuhan bahkan dapat
mematikan tanaman. Untuk itu perlu dikaji penggunaan
konsentrasi zat pengatur tumbuh yang paling efektif dalam
merangsang induksi tunas tanaman tembakau (Nisak,

Nurhidayati, and Purwani 2012)
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F. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah
diajukan di atas, maka dapat dirumuskan beberapa
masalah di antaranya:

3. Adakah pengaruh zat pengatur tumbuh NAA dan
BAP terhadap induksi kalus tembakau (Nicotiana
tabacum L) Var. Kemloko?

4. Berapakah konsentrasi optimal zat pengatur
tumbuh NAA dan BAP terhadap induksi kalus

tembakau (Nicotiana tabacum L) Var. Kemloko?

G. Tujuan
Berdasarkan rumusan masalah yang akan

diteliti, tujuan yang ingin dicapai diantaranya adalah:

3. Mengetahui pengaruh pemberian zat pengatur
tumbuh NAA dan BAP terhadap induksi kalus
tembakau (Nicotiana tabacum L) Var. kemloko

4. Mengetahui konsentrasi optimal zat pengatur
tumbuh NAA dan BAP terhadap induksi kalus

tembakau (Nicotiana tabacum L) Var. kemloko

H. Manfaat
Setelah dilaksanakannya penelitian diharapkan

dapat membawa manfaat di antaranya:

87



88

4. Bagi ilmu pengetahuan, dapat menambah
wawasan keilmuan mengenai pengaruh
pemberian zat pengatur tumbuh NAA dan BAP
terhadap induksi kalus tembakau (Nicotiana
tabacum L)Var. kemloko

5. Bagi peneliti lain dapat dimanfaatkan sebagai
bahan perbandingan serta acuan untuk
penelitian selanjutnya

6. Bagi perusahaan penggiat tembakau, dapat
dijadikan sebagai sarana untuk
memperbanyak koleksi tembakau yang
seragam dan mendapatkannya dalam waktu

yang relatif singkat

88



89

BABII
TINJAUAN PUSTAKA

E. Landasan Teori
6. Tembakau (Nicotiana tabacum)

Dalam klasifikasi tanaman, tembakau masih
termasuk kerabat dekat terung-terungan (famili
Solanaceae). Solanaceae merupakan famili yang cukup
besar, tidak kurang dari 85 genus termasuk di dalam
famili ini. Dari sekian banyak species, yang
mempunyai arti ekonomi paling tinggi diantaranya
species Nicotiana tabacum yang memiliki kadar
nikotin rendah yaitu 0,6%. (Setiawan dan Yani, 1993).

Secara sistematis klasifikasi tanaman tembakau
sebagai berikut ini.

Kingdim : Plantae

Divis : Dicotyledonae
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Solanales

Famili : Solanaceae
Sub-famnili : Nicotianae

Genus : Nicotiana

Species : Nicotiana tabacum
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(Tjitrosoepomo,2007)

Tembakau kemloko memiliki akar hingga bunga
yang lengkap, secara morfologi dijelaskan sebagai

berikut

f.

Akar

Memiliki  akar  tunggang yang
panjangnya kurangg lebih 50-75 cm dan
memiliki banyak akar serabut serta bulu
akar (Setiawan dan Yani, 1993).
Batang

Pohonnya berbatang tegak dengan
ketinggian rata-rata mencapai 250 cm,
akan  tetapi kadang-kadang dapat
mencapai tinggi sampai 4 m apabila
syarat-syarat tumbuh baik (Indriana
2016), Batangnya berbentuk bulat seperti
silinder (Jas 2013), Batangnya berwarna
hijau dan hampir seluruh bagiannya
ditumbuhi bulu-bulu halus berwarna putih
(Setiawan dan Yani, 1993), Batang
bertekstur agak lunak tetapi kuat dan
semakin keujung semakin kecil. Pada
setiap buku batang, selain ditumbuhi daun,
juga ditumbuhi tunas aksilar (Usmadi dan
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Hartana, 2007). Batang tanaman ini
biasanya memiliki sedikit cabang, dan
hampir seluruhnya diumbuhi bulu-bulu
halus berwarna putih, dan disekitar bulu-
bulu tersebut terdapat kelenjar-kelenjar
yang mengeluarkan zat pekat dengan bau
yang menyengat. (setiawan dan yani,
1992)
Daun

Daun lebar berbentuk lonjong serta
memiliki bau tak sedap dan menyengat
(Jas 2013), pada bagian ujungnya runcing,
dan kedudukan daun pada batang tegak
(Abdullah, 1982 dalam Indriana, 2016),
antara daun dan Dbatang tembakau
dihubungkan oleh tangkai daun yang
pendek atau tidak bertangkai sama sekali,
ukuran daun cukup bervariasi menurut
keadaan tempat tumbuh dan jenis
tembakau yang di tanam. Sedangkan
ketebalan dan kehalusan daun
dipengaruhi oleh keadaan kering dan
banyaknya curah hujan (Setiawan dan

Yani, 1992).
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Bunga

Bunga tembakau termasuk bunga
majemuk yang berbentuk malai, masing-
masing seperti terompet, dan memiliki
kelopak bunga yang berlekuk dan memiliki
lima buah pancung. (Setiawan dan Yanni,
1992)

Pada bagian mahkota bunganya
memiliki warna merah muda sampai
merah, dan berbentuk terompet panjang
(Abdullah, 1982 dalam Indriana, 2016)

Biji

Biji tembakau sangat kecil sehingga
dalam 1 cm3 dengan berat lurang lebih 0,5
gram berisi sekitar 6000 butir biji
(Setiawan dan Yani, 1992)

7. Tembakau kemloko

Tembakau Temanggung varietas Genjah Kemloko

berasal dari desa Kemloko Kecamatan Tlogomulyo

Kabupaten Temanggung yang menurut produsen

rokok besar adalah tembakau terbaik di Temanggung

bahkan di Indonesia. Varietas tersebut dikembangkan

oleh Balai Penelitian Tembakau dan Tanaman Serat di
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Malang menjadi Kemloko 1, Kemloko 2, dan Kemloko
3. Tembakau jenis Kemloko 1 dan Kemloko 2 adalah
jenis tanaman tembakau yang dibudidayakan pada
dataran rendah sedangkan Kemloko 3 khusus untuk
dataran tinggi. Tembakau varietas lainnya yang ada
adalah Gober Togog, Genjah Kenanga, Crumpung, dan
Genjah Mawar. Namun demikian, varietas tersebut
tidak terlalu dikenal di Temanggung (Puspita, 2011)

Tembakau temanggung menghasilkan tembakau
dengan mutu srinthil yaitu dengan kadar nikotin yang
paling tinggi, yakni sekitar 20%. Setelah melalui riset
dari Balai Penelitian Tanaman Tembakau dan Serat
(Balittas) yang berkantor di Malang, Jawa Timur,
diketahuilah bahwa ternyata kondisi alam, cuaca, dan
struktur tanah di daerah Temanggung memang
mampu memberikan panen tembakau dengan kualitas
terbaik di dunia (Khanifa 2018)

Tembakau Temanggung merupakan bahan baku
penting untuk rokok kretek, karena berperan sebagai
sumber pemberi rasa dan aroma yang khas (Rochman,
Suwarso, and Murdiyati 2007)

Tanaman tembakau (Nicotiana tabacum L)
varietas Kemloko dapat ditanam di dataran tinggi 700

m d.p.l. sampai dengan 1500 m d.p.l, curah hujan yang
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dibutuhkan antara 2.200-3.100 mm/tahun dengan 8-9
bulan basah dan 3-4 bulan Kkering. Daerah
penanamannya sampai saat ini masih terpusat di
lereng gunung Sumbing dan gunung Sindoro

Kabupaten Temanggung (Basuki et al. 2000)

8. Kultur In Vitro / Kultur Jaringan

Kultur jaringan bila diartikan ke dalam bahasa
Jerman disebut gewebe kultur, dalam bahasa Inggris
disebut tissue culture, dalam Bahasa Belanda disebut
weefsel atau weefsel cultuur (Widyastuti dan Jessica,
2018). Kultur jaringan/Cultur in vitro adalah istilah
umum yang ditujukan pada budidaya secara in vitro
terhadap berbagai bagian tanaman seperti batang,
daun, akar, bunga, kalus, sel, protoplas dan embrio.
Bagian-bagian tersebut yang diistilahka;n sebagai
eksplan, diisolasi dari kondisi in vivo dan dikultur
pada medium buatan yang steril sehingga dapat
beregenerasi dan berdeferensiasi menjadi tanaman
lengkap  (Zulkarnain, 2009). Kultur jaringan
merupakan proses dimana potongan-potongan Kkecil
dari jaringan hidup diisolasi dari suatu organisme dan
tumbuh secara aseptik untuk peroide yang tidak

terbatas pada media nutrisi dalam kondisi yang
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terkendali (Ali et al. 2007). Dasar dari pembuatan
kultur jaringan adalah teori totipotensi yang dimiliki
oleh tumbuhan yang menjelaskan bahwa setiap sel
merupakan suatu satuan otonomi dan mempunyai
kemampuan untuk beregenerasi menjadi tanaman
lengkap (Isnandza 2015). Hal ini menunjukan bahwa
setiap sel adalah unit hidup, ini berarti bahwa sel yang
telah mengalami diferensiasi dalam organisme
multiselular masih mengandung informasi genetik
dari bentuk sebelumnya (Azizan and Risda 2018)

Metode kultur jaringan dapat menghasilkan
tanaman baru dalam jumlah yang banyak dalam
waktu yang relatif singkat, dimana tidak bergantung
pada musim. Keunggulan lain dari kultur jaringan
yaitu memperoleh sifat fisiologidan morfologi sama
persisdengan tanaman induknya (Hendaryono dan
Wijayani, 1994 dalam Desriatin, 2009).

Beberapa manfaat kultur jaringan tanaman (Taji,
Dodd, and Williams 2006), dapat memeperbanyak
klon dengan cepat dengan hasil seragam secara
genetik, dan mampu menyediakan bahan tanaman
bebas patogen, dapat pula digunakan untuk
mendapatkan hibrid dari spesies tanaman yang tidak

cocok (incompatible) baik melalui kultur embrio
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maupun kultur ovul, dapat memproduksi tanaman
sepanjang tahun karena kultur jaringan tanaman tidak
tergantung musim, serta dapat memperbanyak secara
vegetatif terhadap spesies tanaman yang sulit
diperbanyak dapat diperoleh melalui kultur jaringan

Menurut Hendaryono, 1994 dalam Ningsih,
2015), 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-sel itu akan terus membelah, yang mana jika
pembelahannya tidak terkendali maka akan
membentuk massa sel yang tidak terorganisasi, yang
disebut kalus

Kalus merupakan jaringn amorf yang teridiri dari
sekumpulan massa sel parenkim berdinding tipis yang
aktif membelah (Retno, 2017). Tahapan induksi kalus
adalah suatu tahapan yang penting dalam budidaya
kultur jaringan, karena dari tahapaninilah selanjutnya
untuk mendapatkan tanaman utuh atau untuk tujuan
lain sesuai dengan yang diinginkan(Putri 2008).Kultur

kalus sering digunakan untuk memperoleh tanaman
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bebas virus, embriogenesis somatic, regenerasi varian
genetika dan menghasilkan senyawa metabolit
sekunder (Zulkarnain, 2009 dalam Hartanti, Maharani,
& Sukamto, 2017). Potensi terbesar penggunaan
kultur kalus adalah dimana sel-sel kalus dapat
dipisahkan dan diinduksi untuk berdiferensiasi
menjadi embrio somatik. Secara morfologi, embrio ini
mirip dengan yang ada pada biji, namun tidak seperti
embrio biji, mereka secara genetik bersifat idenetik
dengan tanaman induknya (Widyastuti dan jesicca,
2018).

Umumnya eksplan yang berasal dari jaringan
tanaman yang masih muda (juvenil) lebih mudah
tumbuh dan beregenerasi dibandingkan dengan
jaringan yang telah terdiferensiasi lanjut. Eksplan
yang berasal dari jaringan meristem seperti daun
tembakau yang masih muda lebih mudah tumbuh dan
beregenerasi karena memiliki sel-sel yang aktif
membelah dengan dinding sel yang belum kompleks
sehingga lebih mudah dimodifikasi dalam kultur
(Erawati, Fisdiana, and Humaida 2017), Namun
kemampuan pembentukan kalus dari jaringan juga
bergantung dari beberapa hal seperti: (1) umur

fisiologi dari jaringan waktu diisolasi; (2) musim pada
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waktu bahan tanam diisolasi; (3) bagian tanaman
yang dipakai dan (4) jenis tanaman (Gunawan, 1987

dalam (Putri 2008).

9. Media Kultur In Vitro Tembakau

Medium kultur merupakan lingkungan buatan
untuk sel ataupun organ tanaman yang akan
dikulturkan, sehingga media kultur ini harus mampu
mencukupi semua kebutuhan baik nutrisi maupun
hormon untuk menunjang pertumbuhan secara
maksimal (Retno, 2017). Oleh karena kebanyakan
species tanaman menghendaki medium yang berbeda,
pemilihan medium yang paling sesuai kadang kala
menghadapi suatu masalah tertentu, jika tidak adanya
informasi yang memadai mengenai media suatu
species biasanya teknik kultur dimulai dengan
menggunakan medium MS, hal ini dikarenakan media
MS mengandung konsentrasi garam yang relatif tinggi
dibandingkan dengan media lainnya, medium ini juga
mengandung nitrat yang tinggi, dan telah digunakan
pada kultur jaringan berbagai tanaman (Taji, Dodd,
and Williams 2006). Medium yang dikembangkan oleh
murahige and skoog (MS) (lampiran 3) untuk kultur

tembakau digunakan secara luas untuk kultivasi kalus
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pada agar demikian juga kultur suspensi sel dalam
medium cair. Media MS ini memiiki keistimewaan
tersendiri, karena maemiliki kandungan nitrat |,
kalium dan amoniumnyya tinggi (Wetter dan
Constabel, 1991)..
Secara umum kebutuhan sel/jaringan yang
dikultur dikelommpokan menjadi tiga, yaitu:
4 Nutrisi Anorganik
Terdapat 12 unsur hara esensial untuk
pertumbuhan tanaman dan sejumlah unsur hara
lain yang dilaporkan dapat mempengaruhi
pertumbuhan tanaman pada kultur in vitro.
Untuk pertumbuhan yang normal di dalam kultur
jaringan, unsur-unsur esensial ini harus
disertakan di dalam medium (Taji, Dodd, and
Williams, 2006)
5 Nutrisi Organik
Walaupun tanaman yang ditumbuhkan secara
in vitro juga mampu mensintesis senyawa-
senyawa ini, diyakini bahwa tanaman tersebut
memproduksinya dalam jumlah yang tidak
mencukupi, misalnya sejumlah vitamin untuk
pertumbuhan yang sehat, sehingga satu atau

beberapa macam vitamin harus ditambahkan ke
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dalam medium. Di antaranya adalah tiamin yang
merupakan vitamin penting, niasin, piridoksin
dan myo-inositol juga seringkali ditambahkan
(Taji, Dodd, and Williams 2006).
6 Sumber karbon

Tanaman di dalam kultur jaringan tumbuh
secara heterotrop dan karenanya tidak dapat
mensintesis sumber karbon sendiri dalam jumlah
yang cukup, sehingga perlu dimasukkan suatu
sumber karbon (biasanya sukrosa) ke dalam
medium. Biasanya sukrosa dengan konsentrasi 1
- 5% digunakan sebagai sumber karbon, namun
sumber-sumber karbon lainnya telah pula
digunakan termasuk glukosa, maltosa, galaktosa
dan laktosa. Bila sukrosa diotoklaf, maka terjadi
hidrolisis yang menghasilkan glukosa dan
fruktosa yang dapat digunakan secara lebih
efisien oleh tanaman di dalam kultur (Taji, Dodd,

and Williams 2006)

10. Zat Pengatur Tumbuh
Zat pengatur tumbuh merupakan suatu senyawa
yang dihasilkan pada suatu bagian dari tanaman dan

bergerak di dalam jaringan-jaringan  untuk
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mempengaruhi aktifitas sel pada bagian lain (Taji,
Dodd, and Williams, 2006). Keberadaan hormon dan
zat pengatur tumbuh dalam kegiatan kultur jaringan
adalah mutlak karena kegiatan kultur jaringan
umumnya menggunakan bahan tanam berupa sel,
jaringan atau organ dan budidayanya terkendali.
Dalam kegiatannya, proses tumbuh dan
berkembangnya eksplan dapat disesuaikan dengan
harapan, misalnya menjadi kalus saja, organogenesis
ataupun embriogenesis (Putri 2008).
Beberapa zat pengatur tumbuh yang umumnya
digunakan dalam teknik kultur jaringan adalah:
c. Auksin
Pengaruh auksin terhadap perkembangan
sel menunjukkan adanya indikasi bahwa auksin
dapat menaikkan tekanan osmotik,
meningkatkan sintesa protein, meningkatkan
permeabilitas sel terhadap air, dan melunakkan
dinding sel yang diikuti menurunnya tekanan
dinding sel sehingga air dapat masuk ke dalam
sel yang disertai dengan kenaikan volume sel
(Hendaryono, 1994 dalam K, Nurhidayati and
Purwani, 2012). Auksin umumnya

meningkatkan inisiasi akar dan pertumbuhan
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kalus, namun menghambat pertumbuhan pucuk
dan pertumbuhan tunas lateral (Taji, Dodd, and
Williams 2006).
. Sitokinin

Sitokinin merupakan nama kelompok
hormon tumbuh yang sangat penting sebagai
pemacu pertumbuhan dan morfogenesis dalam
kultur jaringan. Salah satu sitokinin sintetik
yang mempunyai aktivitas tinggi dalam memacu
pembelahan sel dalam kultur jaringan tanaman
adalah 6-Benzil Amino Purine (BAP)(Nisak,
Nurhidayati, and Purwani 2012). Sitokinin yang
diproduksi di dalam akar memainkan peranan
penting pada aktifitas kambial di dalam batang,
dengan cara ini hormon menjadi alat
“komunikasi” antar bagian-bagian yang berbeda
pada tanaman dan memungkinkan terjadinya
pertumbuhan  yang  terkoordinasi  pada
keseluruhan tanaman tanaman (Taji, Dodd, and
Williams 2006). Sebagai zat pengatur tumbuh,
sitokinin juga mempunyai fungsi antara lain :

5) Memacu perkembangan, pembesaran, dan
pembelahan sel serta berperan dalam

penundaan senescence (penuaan), dengan
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jalan sitokinin menghambat penguraian
protein.

6) Mengarahkan transport hara, yaitu
memberi signal ke arah mana zat hara akan
dibawa atau ditransport.

7) Mendorong proses morfogenesis,
pertunasan, pembentukan kloroplas,
pembentukan umbi pada  kentang,
pemecahan dormansi, pembukaan stomata,
dan pembungaan.

8) Menstimulir terjadinya pembelahan sel,
proliferasi kalus, pembentukan tunas,
mendorong proliferasi meristem ujung,
menghambat pembentukan akar, dan
mendorong pembentukan klorofil pada
kalus (Santoso dan Nursandi, 2001 dalam
Erawati, Fisdiana and Humaida, 2017)

Metode Mohr merupakan kunci keberhasilan
dalam kulturjaringan. Berikut ini tabel kombinasi ZPT
auksin sitokinin dalam metode Mohr.

Tabel 2.1 Kombinasi perbandingan ZPT auksin dan
sitokinin dalam metode Mohr

ZPT Dosis kombinasi perbandingan
ZPT (ppm)
Sitokinin 0 1 2 3 4
Auksin 5 4 3 2 1
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Hasil
petumbuhan

Akar saja

Akar dan
tunas

Tunas
saja

(Mohr dan Schopfer, 1978 dalam Hendaryono,
1994 dalam (Nisak, Nurhidayati, and Purwani
2012)

Meskipun nutrisi makro dan mikro dari media
kultur in vitro mungkin tidak berbeda jauh dari
species ke species, untuk hasil kalus yang sukses dan
regenerasi tanaman, konsentrasi zat pengaruh
tumbuh (baik auksin dan sitokinin) sangat penting
dan spesifik untuk genitip, jenis eksplan, dan
kebutuhan peneliian (S. Ahmad and Spoor 1999)
Kajian Pustaka

Penelitian yang relevan dengan penelitian ini

diantaranya adalah:

Penelitian yang dilakukan oleh Nisak K. Tutik
Nurhidayati., dan Kristanti I. Purwani. 2012. Pengaruh
Kombinasi konsentrasi ZPT NAA dan BAP pada Kultur
Jaringan Tembakau Nicotiana tabacum var. Prancak 95.
Hasil penelitian menunjukaan bahwa penambahan
kombinasi zat pengatur tumbuh NAA dan BAP mampu
merespon pembentkan kalus serta berpengaruh
terhadap jumlah tunas dan akar. Proliferasi tunas
tertinggi diperoleh pada perlakuan NAA 1 ppm dan BAP
4 ppm (rata- rata 52,5 tunas/eksplan), sedangkan
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proliferasi akar tertinggi diperoleh pada perlakuan NAA
0,3 ppm dan BAP 0 ppm (rata- rata 6,5 akar/eksplan).
Kalus yang didapatkan dominan berwarna putih dan
tekstur kompak.

Penelitian lain yang dilakukan oleh: Rani Fitriana
Puteri, Evie Ratnasari, dan Isnawati. Pada penelitiannya
pemberian konsentrasi yang paling optimal untuk
menghasilkan kecepatan waktu induksi dan viabilitas
kalus daun sirsak adalah penambahan NAA dengan
konsentrasi 3 mg/l dan BAP dengan konsentrasi 1 mg/l,
yaitu menghasilkan biomassa kalus sebesar 0,551 mg
dan menghasilkan waktu induksi tercepat, yaitu 7 hari.

Penelitian serupa yang dilakukan oleh Emita
Kresnawati dari Universitas Muhammadiyan Surakarta
tahun 2006. Dari hasil penelitiannya menunjukkan
bahwa pada perlakuan 2 mg/l kinetin dan 1 mg/1 NAA
dapat memberi pengaruh secara optimum dengan
kecepatan pembentukan kalus pada tanaman nilam
pada hari ke-9 dengan tekstur yang terbentuk yaitu
kompak dan warna putih kecoklatan.

Penelitian oleh Titin Aisyah Fatmawati, Tutik
Nurhidayati, Nurul Jadid tahun 2008 dengan tujul
“Pengaruh Kombinasi Zat Pengatur Tumbuh IAA dan

BAP Pada Kultur Jaringan Tembakau Nicotiana tabacum
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L. var Prancak 95”. Hasil penelitiannya menunjukan
bahwa kombinasi BAP 1 ppm dan IAA 0,5 ppm
menghasilkan jumlah tunas terbanyak yaitu dengan
rata-rata jumlah tunas sebanyak 34 tunas/eksplan
sedangkan jumlah akar terbanyak didapatkan dari
kombinasi IAA 1 ppm and BAP 0 ppm dengan rata-rata
jumlah akar sebanyak 4 akar/eksplan.

Penelitian yang dilakukan putri septiana dari
Universitas jember tahun 2015 mengenai modifikasi
BAP dan IAA pada tanaman tembakau variertas H-382.
Dari penelitiannya menunjukan bahwa kalus tembakau

muncul pada perlakuan media tanpa tambahan BAP
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107

Kerangka pemikiran penelitian ini dapat dilihat pada

gambar berikut

Tembakau

BAP & NAA

Kebutuhan Produksi Tinggi

Dibudidayakan

/\

In Vitro

Eksplan Tembakau

Ditanam

v

Media Kultur Jaringan

Pertumbuhan Optimal

Bibit Berkualitas

Gambar 2.2 Kerangka Pemikiran
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H. Hipotesis

3. Ha: Terdapat pengaruh penambahan zat pengatur
tumbuh BAP dan NAA pada induksi kalus tembakau
kemloko (Nicotina tabacum) secara in vitro.

4. Ho: Tidak terdapat pengaruh penambahan zat
pengatur tumbuh BAP dan NAA pada induksi kalus

tembakau kemloko (Nicotina tabacum) secara in vitro
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BAB III
METODE PENELITIAN

Jenis dan pendekatan penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian kuantitatif.
Pendekatan penelitian yang digunakan yaitu berupa
pendekatan penelitian eksperimental murni, sebab pada
penelitian ini menggunakan pengontrolan variabel,
pemberian perlakuan dan dilakukan adanya pengujian
hasil. Metode penelitian ini bersifat validasi atau menguji,
yaitu menguji pengaruh satu atau lebih variabel terhadap
variabel lain, variabel yang memberi pengaruh
dikelompokan sebagai variabel bebas (independent
variabel) dan variabel yang dipengaruhi dikelompokan
sebagai variabel terikat (dependent variabel) (Harini,
2018).

Waktu dan tempat penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium
Biokimia dan Laboratorium kultur jaringan tumbuhan
UIN Walisongo Semarang pada bulan September 2019 -
Januari 2019

Alat dan bahan
3 Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini
diantaranya botol kultur, botol gelap, gelas ukur,
erlenmeyer, pipet tetes, pipet ukur, spatula, pengaduk,
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pinset, kalpel, mata pisau, kompor listrik, autoklaf,
kulkas, LAFC (Laminar Air flow Cabinet), timbangan
analitik, magnetic stirrer, bunsen, korek api, filler
(pipump), sprayer, kertas pH/indkator pH, kertas
label, alumunium foil, plastik, karet, plastik wrap, tisu,
masker, lateks, kamera, dan alat tulis
4 Bahan

Bahan yang diguakan dalam penelitian ini
diantaranya alkohol 70%, bleach 10%, akuades steril,
zat pengatur tumbuh auksin (NAA), zat pengatur
tumbubh sitokinin (BAP), stok makronutrien (NH4NO3,
KNO3, CaCl.7H20, MgS04.7H20, KH2PO04), stok
mikronutrien (), stok besi (), stok vitamin (), HCL 1 N,
KOH 1N, daun tembakau (Nicotiana tabacum)

L. Populasi dan sampel penelitian

Populasi dalam penelitian ini berupa daun
tembakau (Nicotiana tabacum) yang diambil daun tegiga
sampai kelima dari pucuk yang diperoleh dari kebun
pemurnian tembakau dinas Pertanian dan Perkebunan
Kabupaten Temanggung. Sedangkan sampel pada
penelitian ini menggunakan sampel potongan daun muda
tembakau kemloko (Nicotiana tabacum)

M. Variabel penelitian

Variabel merupakan segala sesuatu yaang
berbentuk apa saja yang ditetapkan oleh peneliti untuk
dipelajari sehingga didapatkan informasi tentang hal
tersebut, untuk kemudian ditarik kesimpulannya
(Sugiyono, 2016)

Variabel bebas pada peneltian ini adalah
konsentrasi zat pengatur tumbuh BAP dan NAA yang
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ditambahkan pada media kultu jaringan tembakau
(Nicotiana tabacum). Variabel terikat pada penelitian ini
adalah pertumbuhan kalus tembakau (Nicotiana
tabacum) dimana parameter pertumbuhan yang diamati
adalah hari munculnya kalus pada daun tembakau
(Nicotiana tabacum), volume kalus, berat segar kalus,
warna kalus, tekstur kalus. Variabel kontrol pada
penelitian ini adalah varietas tanaman, kondisi
laboratorium kultur jaringan meliputi suhu dan
pencahayaan

. Parameter Penelitian

Parameter yang diamati selama penlitian ini
diantaranya:
5) Saat muncul kalus (HST)

Pengamatan dilaksanakan dengan mencatat
hari pada saat kalus pertama kali muncul. Adanya
kalus ini ditandai dengan adanya benjolan-benjolan
yang saling berjejal pada permukaan eksplan.

6) Volume sel kalus
Volume sel kalus dihitung pada akhir
penelitian. Perhitungan volume kalus dilakukan
dengan mencatat volume air yang bertambah saat
kalus dicelupkan alam air ada volume tertentu.
7) Berat segar kalus
Perhitungan berat segar kalus dilakukan
pada akhir penelitian, dengan menimbang kalus
dngan menggunakan timbangan analitik.
8) Morfologi kalus
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Morfologi kalus diamati pada khir penelitian,
denan melihat bagaimana tektur serta warna kalus
yang didapatkan

0. Prosedur dan teknik pengumpulan data
3. Prosedur Penelitian
f Sterilisasi Alat
Alat yang kan digunakan dalam penelitian ini
berupa satu set alat diseksi (pisau, pisau scalpel,
gunting), botol kultur, tutup botol, dan petridish,
terlebih  dahulu  dicuci  bersih  dengan
menggunakan detergen lalu dibilas dengan
menggunakan air mengalir. Alat yang sudah
dibersihkan kemudian dikeringkan untuk
kemudian dibungkus dengan menggunakan
kertas ataupun koran, setelah itu alat yang akan
digunkan diautoklaf dengan pengaturan suhu
1210°C dengan tekanan 17,5 psi selama 30 menit.
Sebelum menggunakan LAFC (Laminar Air
Flow Cabinet), LAFC dibersihkan terlebih dahulu
dengan menggunakan alkohol 70% dan

dilanjutkan dengan sterilisasi dengan
menggunakan lampu UV selama kurang lebih 2
jam.

g Cara Pengambilan dan Sterilisasi Sampel
Sampel daun muda tembakau diambil dari

kebun pemurnian tembakau kemloko Dinas

Pertanian dan Perkebunan Kabupaten

Temanggung, daun yang akan digunakan dipilih

dengan kualitas bagus dan bebas hama penyakit

supaya didapatkan hasil yang maksimal.
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Selanjutnya dilakukan sterilisasi daun tembakau.
Sterilisasi permukaan eksplan berupa daun ini
ada 2 tahap yaitu:

3 Daun tembakau muda (daun kedua sampai
ketiga dari pucuk) dibilas dengan air
mengalir hingga bersih

4 Daun tembakau dimasukkan ke dalam 70 %
etanol selama 5 menit. Kemudian dibilas
dengan aquades steril selama 5 menit.
Potongan daun tembakau disterilisasi
dengan 10% sodium hypochlorite (Bayclin
™) selama = 5 menit. Kemudian dibilas tiga
kali dengan aquades steril selama 5 menit
sebanyak 3 kali sambil digojog. Selanjutnya
eksplan diambil dengan pinset dan
ditiriskan pada kertas saring. (Fowke, et al.,
1983 dalam K, Nurhidayati and Purwani,
2012)

h Pembuatan Media

11 Menyiapkan gelas beker 200 ml yang
berisi Aquades dengan ukuran yang
ditentukan

12 Menimbang bahan kimia amkronutrien
sesuai dengan tabel dan melarutkannya
satu per satu. Memasukan stok besi, stok
mikronutrien, dan stok vitamin sesuai
dengan kebutuhan

13 Menimbang myo-inositol sesuai
kebutuhan kemudian melarutkannya.
Menimbang sukrosa yang telah
ditentukan dan melarukannya
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14 Menaambahkan zat pengatur tumbuh BAP
daan NAA sesuai ragam percobaan

15 Menaambahkan akuades hingga volume
yang dibutuhkan

16 Mengukur pH menadi 5,6 - 6,3 dengan
menambahkan HCIl atau KOH

17 Menimbang agar-agar sesuai dengan yang
dibutuhkan dan memasukannya dalam
gelas beker, panaskan sambil diadduk
hingga agar-agar larut

18 Membagi media kedalam botol kultur
kurang lebih 40 ml/botol. Menutup rapat
dengan menggunakan allumunium foil
dan memberi label sesuai ragam
perlakuan

19 Media selanjutnya disterilisasi selaama 15
menit pada suhu 121°C dengan tekanan
15 psi (1 atm)

20 Menyimpan medium yang sudah steril
kedalam ruang penyimpanan

Perlakuan dan Penanaman

Sampel yang digunakan dalam
penelitian ini berupa daun dengan kondisi
bagus dan baik. Selanjutnya media dibuat
dengan tingkat zat pengatur tumbuh yang
berbeda-beda yang telah ditentukan. Pada
perlakuan A berisi media MS tanpa
penambahan zat pengatur tumbuh BAP dan
NAA. Perlakuan B berisi media MS dengan
penambahan zat pengatur tumbuh BAP 1 ppm
dan NAA 3 ppm. Perlakuan C berisi media MS
dengan penambahan BAP 2 ppm dan NAA 2
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ppm. Perlakuan D berisi media MS dengan
penambahan BAP 3 ppm dan NAA 1 ppm.
Kemudian dari masing-masing perlakuan
ditanam potongan daun tembakau dan
dilakukan pengulangan sebanyak 6 kali dari
setiap perlakuannya, hal ini digunakan untuk
melihat pengaruh zat pengatur tumbuh pada
konsentrasi mana yang dapat menghasilkan
hasil terbaik terhadap tumbuhnya kalus.
j Pengamatan
Pengamatan dilakukan selama 4 minggu
(satu bulan)

4. Pengumpulan Data Penelitian
¢ Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penelitian ini
terdiri dari 3 perlakuan dan 1 kontrol. Jumlah
ulangan didapatkan dengan rumus

(t-1)(r-1) =15
(4-1)(r-1) =15
3(r-1) =15
3r-3 =15
r =6

Dimana t adalah perlakuan dan r adalah
ulangan, berdasarkan perhitungan tersebut maka
didapatkan jumlah ulangan pada penellitian ini
adalah 6 kali ulangan. Unit eksperimen dalam
penelitian ini adalah sebanyak 24 unit percobaan
(tabel 3.1), dan setiap unit percobaan dalam botol
kultur berisi 3 potongan daun tembakau sehingga
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seluruh potongan eksplan yang digunakan adalah

72 eksplan
Pengulangan | Perlakuan
A B C D

1 Al Bl C1 D1
2 A2 B2 C2 D2
3 A3 B3 C3 D3
4 A4 B4 C4 D4
5 A5 B5 C5 D5
6 A6 B6 Cé6 D6

Tabel 3.1 Rancangan Unit Percobaan
Keterangan:

5 Perlakuan A adalah kontrol yaitu

penanaman daun tembakau pada media
MSO

Perlakuan B adalah penanaman daun
tembakau pada media MS dengan
penambahan zat pengatur tumbuh BAP 1
ppm dan NAA 3 ppm

Perlakuan C adalah penanaman daun
tembakau pada media MS dengan
penambahan zat pengatur tumbuh BAP 2
ppm dan NAA 2 ppm

Perlakuan D adalah penanaman daun
tembakau pada media MS dengan
penambahan zat pengatur tumbuh BAP 3
ppm dan NAA 1 ppm
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d Teknik Pengumpulan Data

Teknik  pengamatan data pada
penelitian ini dilakuka dengan cara
observasi melakukan pengamatan
langsung serta dokumentasi. Pengamatan
dilakukan setiap hari setelah pnanaman.
Pengamatan dilakukan dengan
mengamati  hari pertama munculnya
kalus, warna kalus, berat segar, serta
volume kalus yang terbentuk.

P. Teknik analisis data
Data yang diperoleh dianalisis menggunakan
program SPSS 20 melalui uji One Way ANOVA dengan
tingkat kepercayaan 95% untuk mengetahui
signifikasi pengaruh zat pengatur tumbuh BAP dan
NAA terhadap induksi kalus daun tembakau. Data
yang signifikan dilanjutkan dengan uji
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BAB1V

HASIL DAN PEMBAAHASAN

E. Deskripsi Data

3.

Identifikasi Sampel

Tembakau merupakan tanaman yang masih
berkerabat dekat dengan terung-terungan dan
tumbuh dengan batang tegak dengan ketinggian rata-
rata mencapai 250 cm dengan permukannnya
ditumbuhi bulu halus berwarna putih (Setiawan dan
Yani, 1993), memiliki sistem perakaran tunggang,
dan memiliki daun berbentuk lonjong serta memiliki
bau tak sedap dan menyengat (Jas 2013)

Tembakau temanggung disebut-sebut sebsgai
tembakau terbaik karena dapat menhasilkan
tembakau dengan kualitas srinthil yang mana
dimanfaatkan sebagai sumber pemberi rasa dan
aroma yang khas (Rochman, Suwarso, and Murdiyati
2007)

Preparasi Sampel

Preparasi sampel daun tembakau (Nicotiana
tabacum) terlebih dahulu dilakukan sterilisasi, hal ini
bertujuan agar eksplan terhindar dari
mikroorganisme tanpa mematikan eskplan tersebut.
Proses awal daun tembakau dimasukkan ke dalam 70
% etanol selama 5 menit. Perendaman dilakukan
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bertujuan untuk menghilangkan mikroorganisme
pada sampel yang menyebabkan adanya kontaminan.
Kemudian dibilas dengan aquades steril selama 5
menit sebanyak dua kali, hal ini dilakukan untuk
menghilangkan sisa dari bahan sterilisasi. . Potongan
daun tembakau disterilisasi dengan 10% sodium
hypochlorite (Bayclin ™) selama * 5 menit. Kemudian
dibilas tiga kali dengan aquades steril selama 5 menit
sebanyak 3 kali sambil digojog. Hal ini bertujuan
untuk menghilangkan sisa dari bahan sterilan yang
digunakan dalam sterilisasi sampel. Selanjutnya
eksplan diambil dengan pinset dan ditiriskan pada
kertas saring. Penggunaan kertas saring ini bertujuan
agara sisa bahan sterilisasi sebelumnya bisa terserap
sehingga ketika dilakukan penanaman eksplan dalam
keadaan kering

F. Hasil Penelitian

5.

ANOVA

Bobot

Pertambahan bobot kalus

Rata-rata pertambahan bobot kalus (gr)
diamati selama 4 minggu (satu bulan) dan ditimbang
pada minggu terakhir yang kmudian disajikan dalam
tabel 4.1 Pengolahan data in disajikan menggunakan
program SPSS 17.

Tabel 4.1 Uji One Way ANOVA Bobot Kalus Tembakau
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Sum of| Mean

Squares df [Square F Sig.
Between 043 3 |.014 .849 483
Groups
Within 339 20 |.017
Groups
Total .382 23

penambahan bobot Kkalus

Berdasarkan output data One Way Anova
diatas, diketahui nilai signifikasi sebesar 0,483 > 0,05
oleh karenanya, dapat disimpulkan bahwa rata-rata

tembaakau (Nicotiana

tabacum) tidak memiliki perbedaan yang nyata.

Perbandingan rata-rata pertambahan bobot kalus
tembakau pada masing-masing perlakuan dapat
dilihat pada gambar berikut.

Grafik 4.1. Rata-rata Bobot Kalus Tembakau
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6. Volume Kalus
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Rata-rata volume kalus tembakau yang diolah

menggunakan program SPSS 17 di bawah ini
menunjukan nlai signifikasi sebesar 0.829 > 0.05
sehingga, dapat disimpulkan bahwa penambahan zat
pengatur tumbuh berupa BAP dan NAA tidak
memiliki perbedaan yang nyata/signifikan terhadap
pertambahan volume kalus tembakau

ANOVA

Volume

Tabel 4.2 Uji One way ANOVA Volume Kalus Tembakau

Groups

121

Sum  of Mean
Squares |df Square [F Sig.
Between |.068 3 .023 294 |.829
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Within  ]1.550 20 077

Groups

Total 1.618 23
Perbandingan  rata-rata

kalus

tembakau pada masing-masing perlakuan dapat
dilihat pada gambar berikut:

Grafik 4.2. Rata-rata penambahan volume kalus tembakau

Perlakuan Penambahan Zat
Pengatur Tumbuh

1,2
0,8 T . T T

MediaA MediaB MediaC mediaD

Induksi Kalus

Rata-rata hari awal kemunculan kalus
tembakau disajikan pada tabel 4.3 dimana data
diperoleh nilai signifikasi sebesar 0.635 > 0,05, dapat
disimpulkan bahwa penambahan zat pengatur
tumbuh BAP dan NAA tidak berpengaruh secara
nyata atau signifikan terhadap hari awal kemunculan
kalus tembakau
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Tabel 4.3 Hasil Uji One Way ANOVA hari awal induksi kalus tembakau

Sum of Mean

Squares Df Square F Sig.
Between 61.889 3 20.630 580 |.635
Groups
Within Groups|711.889 20 35.594
Total 773.778 23

Perbandingan rata-rata awal kemunculan

kalus pada tembakau dari masing-masing perlakuan
dapat dilihat paga gambar berikut

Perlakuan Penambahan Zat
Pengatur Tumbuh
15
10 -
5 _ t
O i T T T
Media A Media B MediaC mediaD

Grafik 4.3. Rata-rata hari awal induksi kalus tembakau
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8. Morfologi kalus
Pengamatan dilakukan setelah pengamatan
selama 4 minggu (satu bulan) selesai dilaksanakan.

= =

Gambar 4.4 (A) kalus yang dihasilkan dari media A; (B) Kalus
yang dihasilkan dari media B; (C) Kalus yang dihasilkan dari media
C; (D) Kalus yang dihasilkan dari media D

G. Pembahasan

Berdasarkan peneltian yang telah dilakukan dimana
BAP dan NAA yang ditambahkan pada media MS
menunjukan hasil yang berbeda-beda diantara semua
perlakuan. Sedang parameter yang diamati pada
penelitian ini ialah bobot kalus (gr), volume kalus (ml),
Hari awal kemunculan kalus, serta warna dan tekstur
kalus.

Eksplan dari daun tembakau ditanam dalam media MS
dengan beberapa perlakuan. Pada media A (kontrol)
hanya menggunakan media MS tanpa penambahan BAP
ataupun NAA, media B diberikan perlakuan dengan
penambahan BAP serta NAA dengan perbandingan 1:3,,
media C dengan perlakuan penambahan BAP dan NAA
dengan perbandingan 2:2, dan media D dengan
penambahan BAP dan NAA dengan perbandingan 3:1.
Setelah penanaman eksplan tersebut kemudian
dilakukan pengamatan selama 4 minggu (satu bulan)
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Berdasarkan pengamatan yang dilakukan, ada
beberapa eksplan yang pertubuhannya terhambat. Faktor
tersebut diantaranya disebabkan adanya kontaminasi,
yang mana faktor kontaminasi ini merupakan kendala
yang umum dan sering terjadi dalam perbanyakan secara
kultur in vitro. Pada penelitian ini ditemukan beberapa
jenis kontaminan seperti jamur dan bakteri. Jamur serta
bakteri yang muncul pada bagian permukaan media agar
ini dapat menghambat pertumbuhan eksplan bahkan
kontaminan ini dapat menyebabkan eksplan menjadi
mati. Media yang terkontaminasi jamur bagian
permukaannya terselimuti oleh spora berbentuk kapas
berwarna putih, kuning, serta sedikit berwarna abu-abu,
sedangkan media yang terkontaminasi oleh bakteri
tampak berlendir dan berwarna agak kekuningan.
Bakteri menurut Setiyoko (1995), yang mungkin berasal
dari laboratorium adalah bakteri gram positif (Nisa and
Rodinah 2005)

Selain jamur dan bakteri, faktor penghambat lainnya
ialah browning atau pencoklatan pada bagian eksplan
bekas perlukaan. Pencoklatan ini diduga terjadi akibat
adanya aktifitas dari enzim oksidase yang
mengakibatkan terjadinya peningkatan produksi
senyawa fenolik. Lizawati (2012), mengatakan bahwa
peristiwa browning pada kalus akibat adanya
metabolisme senyawa fenol yang bersifat toksik dan
dapat menghambat pertumbuhan atau bahkan
menyebabkan kematian jaringan. Hal ini merupakan
tanda terjadinya kemunduran fisiologis eksplan dan juga
menandakan terjadinya sintesis senyawa fenol dalam
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botol kultur (Waryastuti, Setyobudi, and Wardiyati
2017).

w

Gambar 4.5 (a). kontaminasi jamur (b). kontaminasi bakteri
(c). browning

Selain beberapa faktor kontaminasi diatas, faktor
sterilitas ruangan juga sangat menentukan terhadap
kontaminasi. Ruangan yang sudah steril dapat saja
berubah menjadi tidak steril pada saat musim hujan,
sehingga dapat membawa masuknya bakteri dan jamur
dari luar, serta dapat meningkatkan kelembaban yang
akan mempercepat perkembangan mikroorganisme.
Pengambilan meristem sebagai eksplan harus dilakukan
dalam ruang steril (aseptik) agar tidak terkontaminasi
(Sunarjono, 2002 Nisa & Rodinah, 2005)

Faktor yang sangat penting dalam kultur in vitro salah
satunya yaitu media tanam dan penambahan zat pegatur
tumbuh yang sesuai. Dalam penelitian ini digunakan
media MS karena memiliki jumlah garam-garam
anorganik yang lebih tinggi dari pada media lainnya.
Selain itu pada umumnya media MS juga mendukung
pertumbuhan berbagai tanaman (Nasution 2013)

Zat pengatur tumbuh pada penelitian ini digunakan
BAP dan NAA karena NAA dan BAP merupakan jenis ZPT
yang memiliki range (jarak) yang cukup luas dalam me
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macu (stimulator) dan penghambat suatu pertumbuhan
sehingga range konsentrasi NAA dan BAP yang
digunakan tidak beresiko meng- hambat pertumbuhan
(Pamungkas 2015)
5. BobotKalus
Bobot kalus tembakau (Nicotiana tabacum)
pada penelitian ini diperoleh dengan menimbang
eksplan yang telah ditanam pada akhir penelitian.
Hasil pengukuran tersebut dapat dilihat pada tabel
lampiran 2
Data rata-rata peningkatan bobot diuji dengan
uji One Way Anovamenggunakan program SPSS 17
dengan tingkat kepercaaan 95% (tabel lampiran 2).

: :H J _

Gambar. 4.6 a. penimbangan bobot kalus; b. penimbangan
boot kalus dari media perlakuan berbeda

Hasil analisis data One Way Anova terhadap
pertambahan bobot kalus dari eksplan tembakau
tidak berpengaruh nyata dengan nilai signifikasi
0,483> 0,05. Hal ini menunjukan bahwa terdapat
hasil yang tidak berbeda nyata atau signifikan antara
satu perlakuan dengan perlakuan lainnya.

Descriptives
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Tabel. 4.4 descriptives hasil Anova bobot kalus

95% Confidence

Interval for Mean

Std.
Deviati |Std. |Lower |Upper [Minim|Maximu
N Mean |on Error |Bound |Bound [um m
medi |6 .203405].01137 |.0046 |.19147|.215338 (.1905 |.21893
aA 56 0399 |41946|305 06 00 3
medi |6 .223988|.18719 |.0764 |.02754 |.420435 (.0538 |.58640
aB 89 2700 |21100j220 58 00 0
medi |6 .125044].03421 |.0139 |.08913].160951 (.0687 |.17583
aC 44 5173 |68286|782 07 33 3
medi |6 .232233|.17714 |.0723 |.04632|.418138 (.0400 |.52540
abD 33 8050 |20389|786 81 33 0
Total |24 |.196168(.12882 |.0262 [.14176 |.250567 |.0400 |.58640

06 8573 [97022|852 59 33 0

Secara deskriptif (tabel 4.2) dapat diketahui
bahwa rata-rata peningkatan bobot eksplan yang
ditanam pada media perlakuan A (MS0) adalah 0,203
gr; media perlakuan B (MS + BAP 1 ppm + NAA 3
ppm) adalah 0.223 gr; media perlakuan C (MS + BAP
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2 ppm + NAA 2 ppm) adalah 0,125 gr; dan media
perlakuan D (MS + BAP 3 ppm + NAA 1 ppm) adalah
0,232 gr. Berdasarkan hasil tersebut dapat diketahui
bahwa peningkatan bobot tertinggi adalah pada
media D (MS + BAP 3 ppm + NAA 1 ppm)

Penambahan zat pengatur tumbuh berupa
BAP dan NAA dengan perbandingan 3:1 (media D)
menghasilkan rerata bobot kalus tertinggi yaitu
0,232 gr lebih tinggi dibandingkan dengan
perbandingan zpt 1:3 (media B) dengan rata-rata
bobot yaitu 0,223 gr, media pengan perlakuan
penambahan zapt Bap dan NAA dengan
perbandingan 2:2 (media C) menghasilkan bobot
rata-rata bobot kalus yaitu 0,125 danpada media
kontrol (media A) rerata bobot kalus yang dihasilkan
yaitu 0,203 gr. Hal ini menunjukan bahwa media
tanam pada media D memberikan pengaruh paling
tinggi terhadap pertambahan bobot kalus tembakau
(Nicotiana tabacum)

Media D dengan penambahan zat pengatur
tumbuh BAP dan NAA dengan perbandingan 3:1
mendapatkan hasil terbaik dibanding dengan
perlakuan pada media lainnya. Sedang rerata
terendah didapatkan dari perlakuan media A,
minimnya bobot segar kalus yang terbentuk pada
penelitian ini lebih banyak disebabkan karena
eksplan hanya menghasilkan kalus berupa titik-titik
air yang belum berkembang serta faktor lain ialah
terdapat beberapa eksplan yang terkena browning

Volume Kalus
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Volume kalus diukur pada akhir penelitian.
Hasil pengamatan peningkatan volume dapat dilihat
pada tabel lampiran 1

Gambar 4.7 Pengukuran volume kalus

Data rata-rata peningkatan volume daari
ekplan yang ditanam diuji dengan menggunkan uji
One way Anova menggunakan program SPSS 17
dengan tigkat kepercayaan 95% (Tabel lampiran 2)

Hasil olah data One Way Anova terhadap
pertambahan volume eksplan menjadi Kkalus
menunjukan bahwa tidak ada pengaruh nyata dari
penambahan zat pengatur tumbuh BAP dan NAA .
Nilai signifikasi yan diperoleh yaitu sebesar 0.829
dimana nilai tersebut lebih besar dari nilai standard
pengujian (P>0.05).

Descriptives

Tabel. 4.5. Descriptive hasil uji Anova volume kalus
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95%  Confidence

Interval for Mean

Std.
Deviatio [Std. |[Lower [Upper [Minim [Maxim
N Mean [n Error |Bound [Bound [um um

medi |6 1.083(.11690 |.0477 |.9606 1.2060 (.90 |1.20
aA 3 3
medi |6 .9667 [.35024 [.1429 |.5991 1.3342 (.30 |1.30
aB 8
medi |6 1.100).17889 |.0730 |.9123 1.2877 (.80 [1.30
acC 0 3
medi |6 1.083].37639 |.1536 |.6883 1.4783 (.40 [1.40
ab 3 6
Total |24 1.058].26526 |.0541 |.9463 1.1703 (.30 [1.40

Penambahan zat pengatur tumbuh BAP dan
NAA dengan perbandingan 2:2 (media ()
menghasilkan rerata volume kalus tertinggi yaitu
1,10 ml, lebih banyak dibandingkan dengan
perlakuan pada media A dan media D yang
menghasilkan rerata 1,083 ml, dan pada media B
dengan perbandingan zpt 1:3 dengan volume
terendah yaitu 0,966 ml. Hal ini menunjukan media
tanam dengan penambahan zpt BAP dan NAA
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dengan perbandingan 2:2 memberikan pengaruh
paling tinggi pada pertambahan volume kalus
tembakau (Nicotiana tabacum). Proliferasi sel yang
dimulai pada bagian eksplan yang terluka mungkin
disebabkan oleh akumulasi auksin pada titik cidera,
yang merangsang proliferasi sel di hadapan
regulator pertumbuhan (N. Ahmad et al. 2010)

Hari Awal Muncul Kalus

Munculnya kalus pada eksplan ditandai
dengan pembengkakan atau munculnya jaringan
berwarna putih bening seperti titik-titik air/lendir
pada bekas irisan eksplan dan sayatan di permukaan
eksplan yang kemudian berkembang menjadi
bulatan-bulatan kecil yang jelas dan agregrat kalus
(Waryastuti, Setyobudi, and Wardiyati 2017)

Gambar. 4.8 I;erkembangan eksplan. a. eksplan setelah
penanaman b. eksplan mulai membengkak; c. eksplan
mulai muncul kalus

Respon perubahan eksplan setelah
dikulturkan dapat dikatakan cukup cepat. Pada
mulanya, Ekspaln mengalami pembengkakakan dan
pada bagian bekas pemotongan berubah warna dari
putih kekuningan menjadi kecoklatan dan beberapa
hari setelahnya titik kalus mulai tampak dari eksplan
yang ditanam. Terbentuknya kalus disebabkan
adanya rangsang luka (Fowler, 1983). Hal ini
kemungkinan berkaitan dengan proses pengambilan
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nutrisi medium oleh eksplan. Penyerapan unsur hara
akan lebih baik karena terjadi kontak langsung
antara media dengan bagian abaksial daun (Nisak,
Nurhidayati, and Purwani 2012). Rangsang tersebut
menyebabkan kesetimbangan pada dinding sel
berubah arah, sebagian protoplas mengalir ke luar
sehingga mulai terbentuk kalus (Nisa and Rodinah
2005). Kemunculan kalus pada eksplan yang
ditanam diamatai setiap harinya dan dicatat pada
hari keberapa titik kalus mulai muncul. Hasil analisis
One Way Anova terhadap hari awal kemunculan
kalus tidak berbeda nyata yaitu dengan nilai
signifikasi 0,635 (P>0,05). Hal ini menunjukan
bahwa terdapat hasil yang tidak berbeda nyata
antara satu perlakuan terhadap perlakuan yang
lainnya atau hasilnya hampir sama, sehingga tidak
dilakukan uji lanjut. Hal ini sejalan dengan penelitian
yang dilakukan oleh (Nisa and Rodinah 2005) bahwa
campuran NAA dan kinetin, kultivar pisang, dan
interaksi keduanya tidak berpengaruh nyata
terhadap saat pembentukan kalus.

Descriptives

hari muncul kalus

Tabel. 4.6 Descriptive hasil uji Anova pada induksi kalus

Std. 95% Confidence|Minim|Maxi

N Mean Std. Error [Interval for Mean |um mum

Deviatio
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n Lower |Upper

Bound |[Bound

medi
aA

medi
aB

medi
aC

medi
aD

Total

24

12.722 |7.53780|3.0772 (4.81178 [20.6326 |.0000 |20.00
2222 [595 9639 (00 644 0 000

11.000 |14.939632.0165 (5.81617 (16.1838 |5.666 |17.33
0000 [561 9779 |03 297 67 333

10.722 16.36105 [2.5968 (4.04670 (17.3977 |.0000 |15.66
2222 |046 8798 (92 353 0 667

8.2222 (4.54931]1.8572 |3.44800 (12.9964 [.0000 [12.33
222 822 5139 (55 389 0 333

10.666 [5.80021 (1.1839 |8.21745|13.1158 |.0000 |20.00
6667 |[655 6425 (00 833 0 000

Perlakuan penambahan zat pengatur tumbuh
dengan perbandingan BAP dengan NAA 3:1 (media
D) menghasilkan rata-rata kecepatan munculkan
kalus tercepat yaitu pada hari ke 8,22 jika
dibandingkan dengan perlakuan pada media lain.
Sedangkan pada media C dengan perbandingan BAP
dan NAA 2:2 menghasilkan rata-rata kecepatan
tumbuh kalus pada hari ke 10,72, pada media B
dengan perbandingan BAP dan NAA 1:2
menghasilkan rata-rata kecepatan kemunculan kalus
pada hari ke 11.00. Sedangkan media A (kontrol)
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menghasilkan rata-rata kecepatan kemunculan kalus
paling lama yaitu pada hari ke 12,7.

Rerata kecepatan kemunculan kalus secara
statistik tidak berpengaruh nyata terhadap
kecepatan kemunculan kalus, nmaun jika ditinjau
secara deskriptif terlihat bahwa ada pengaruh dari
interaksi adanya penambahan zat pengatur tumbuh
berupa BAP dan NAAA terhadap kecepatan
kemunculan kalus tembakau (Nicotiana tabacum).
Hal ini diduga penambahan zat pengatur tumbuh
dengan perbandingan BAP dan NAA 3:1 memberikan
perimbangan yang tepat dengan zpt endogen,
sehingga dapat menunjang kecepatan kemunculan
kalus. Keseimbangan zpt endogen dan eksogen harus
pada titik yang menunjang pembelahan sel
(Gunawan, 1992). Hal ini sejalan dengan penelitian
yang dilaksanakan oleh Ahmad & Spoor, (1999)
bahwasanya pertumbuhan kalus terbaik Kketika
konsentrasi NAA sedikit lebih tinggi dari konsentrasi
BAP

Hasil penelitian Yelnititis (2008)
menunjukkan bahwa induksi kalus dari eksplan
potongan embrio muda Shorea pinanga pada
perlakuan yang sama terjadi rata-rata 10 hari setelah
dikulturkan, sedangkan induksi kalus dari potongan
kotiledon Pinus radiata terjadi 4 — 5 minggu setelah
dikulturkan (Yelnititis 2012). Penelitian lain yan
dilakukan oleh (Rahman et al. 2010) memaparkan
bahwa induksi kalus tembakau motihari dan
sumatra dimulai pada hari ke 6.00 dan 10.60
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Perbedaan kedinian induksi kalus pada
masing-masing eksplan selain dipengaruhi oleh
hormon dan nutrisi dalam media kultur jaringan,
perbedaaan tersebut dipengarui oleh eksplan yang
digunakan. dalam penelitian ini eksplan yang
digunakan berasal dari bagian daun. Menurut
Tjitrosoepomo (2007) daun merupakan salah satu
organ tumbuhan yang memiliki pertumbuhan
terbatas, sehingga hormon pertumbuhan dalam
daun juga terbatas. Hal ini akan berpengaru juga
dalam nduksi kalus yang terbentuk dari eksplan
daun tersebut.

Morfologi kalus

Berdasarkan tekstur dan komposisi selnya,
kalus dapat dibedakan menjadi kalus yang kompak
dan remah. kalus kompak mempunyai tekstur padat
dan keras, yang tersusun dari sel-sel kecil yang
sangat rapat, sedangkan kalus remah mempunyai
tekstur unak da tersusun dari sel-sel dengan ruang
antar sel yang banyak (Sugiyarto and Kuswandi
2014)

Pada umur 4 minggu setelah tanam pada
media perlakuan media kontrol (media A)
didapatkan kalus dengan tekstur remah dan
berwarna putih kekuningan dan bening serta sedikit
berair, sedangkan pada perlakuan media B, media C,
dan media D didapatkan hasil kalus berupa kalus
yang kompak dan padat, serta memiliki warna hijau.
Kalus yang hijau ini disebabkan kalus mengandung
klorofil, akibat interaksi NAA dan BAP, terutama BAP
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(sitokinin) yang berperan dalam pembentukan
klorofil pada kalus serta faktor lingkungan yaitu
paparan cahaya (Nisak, Nurhidayati, and Purwani
2012). Dalam pembentukan kalus tampaknya
kondisi gelap atau terang tidak memberikan
pengaruh terhadap pembentukan kalus, namun
memberikan pengaruh terhadap pada kondisi kalus,
Kalus yang dibudidayakan dalam cahaya mewakili
struktur yang lebih ketat dan bentuk teratur dengan
warna Kkelly, sedangkan kalus dalam gelap
menunjukkan dirinya kurang kompak dan tidak
teratur dengan warna kuning jerami(Yanjie 1997)
Dalam penelitian ini  tektur kalus yang
dihasilkan dari perlakuan kombinasi BAP dan NAA
berupa kalus kompak hal ini sejalan dengan yang
diutarakan oleh Nisak et al., (2012) “Tekstur kalus
yang kompak merupakan efek dari sitokinin dan
auksin yang mempengaruhi potensial air di dalam
sel. Auksin akan melonggarkan serat-serat dinding
sel, sehingga dinding sel lebih fleksibel dan nutrisi
yang terkandung dalam medium akan masuk secara
difusi. Hal ini akan terus berlangsung sampai
potensial air dan potensial osmotik seimbang dan sel
menjadi turgid. Sel turgid dengan adanya
penambahan  sitokinin akan  mempengaruhi
pembelahan dan pemanjangan sel sehingga
pembentukan dinding sel semakin cepat dan kalus
menjadi kompak” . Pada bagian permukaan bawah
kalus juga tampak berair, hal ini disebabkan karena
permukaan bawah langsung bersentuhan dengan

137



138

media dan berperan sebagai area penyerapan media
(Sugiyarto and Kuswandi 2014)

H. Keterbatasan Penelitian
Penelitian yang telah dilakukan memiliki beberapa
keterbatasan penelitian, diantaranya:
5. Keterbatasan objek penelitian

Penelitian ini hanya terbatas pada satu
varietas tembakau saja yaitu tembakau kemloko
dan zat pengatur tumbuh BAP dan NAA. Perlu
dilakukan  penelitian = menggunakan varitas
tembakau lain dan menggunakan zat pengatur
tumbuh tidak hanya BAP dan NAA tetapi dengan
menggunakan jenis zat pengatur tumbuh yang lain.

6. Keterbatasan waktu dan tempat penelitian

Penelitian ini juga dipengaruhi oleh waktu
serta tempat yang digunakan. Tempat yang
digunakan dalam penelitian ini di Laboratorium
kultur jaringan UIN Walisongo Semarang dan
permasalahan yang dihadapi dalam penelitian ini
ialah lingkungan pada sekitar laboratorium yang
kurang mendukung untuk steril, hal ini menjadikan
tingkat kontaminasi masih tinggi. Keterbatasan lain
yang dihadapi ialah alat serta bahan yang
digunakan dalam penelitian ini masih sederhana
dan masih perlu pengawasan ketat setiap harinya
seperti AC, autoklaf, dan Listrik.

7. Keterbatasan kemampuan

Keterbatasan lain yang dihadapi bahwasanya
peneliti menyadaari bahwa kemampuan yang
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dimiliki oleh peneliti dalam melakukan penelitian
ini masih sangat kurang, namun disini peneliti
berusaha semaksimal mungkin dalam mempelajri
serta mengikuti arahan dari dosen maupun dari
literatur yang terpercaya

8. Keterbatasan biaya penelitian

Kerbatasan lain yang dihadapi oleh peneliti ialah
biaya, hal ini karena bahan-bahan kimia yang
digunakan dalam penelitian ini cukup banyak dan
biaya yang dibutuhkan tidaklah sedikit

Keterbatasan dalam penelitian ini adalah tidak
dilakukan uji homogenitas parameter pertumbuhan kalus
yang akan diamati sebelum digunakan untuk penelitian
(pra-riset). Penanaman eksplan dari daun tembakau
(Nicotiana tabacum) yang dilakukan kurang hati-hati
sehingga terjadi kkerusakan eksplan baik karena
akkontaminasi maupun kecoklatan (browning)

BABYV
PENUTUP

C. Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini
sebagai berikut:
3 Penambahan zat pengatur tumbuh berupa

BAP dan NAA dengan berbagai perbandingan
pada media berpengaruh tidak signifikan
terhaap parameter bobot kalus, volume kalus,

serta awal hari kemunculan kalus
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4 Konsentrasi optimum pada peningkatan bobot
kalus yaitu pada perlakuan media D yaitu 0.23
gr, pertambahan volume pada media
perlakuan media C yaitu 1.1 ml, dan hari awal
kemunculan kalus pada perlakuan media D

yaitu 8.2 hari

D. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan serta
kesimpulan diatas maka saran yang peneliti berikan
yaitu:

3. Sebaiknya penanaman daun tembakau

(Nicotiana tabacum) dilakukan dengan lebih
hati-hati guna mengurangi tingkat kerusakan
akibat kontaminasi ataupun Kkecoklatan
(browning)

4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang
penambahan zpt tersebut hingga eksplan
tembkau benar-benar mengalami
pertumbuhan secara maksimal ditinjau dari
bobot, volume, hari awal kemunclan kalus dan

terkstur kalusnya
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