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Abstract. Cassava (Manihot esculenta) has become a prioritized commodity and easy to cultivate. Generative
propagation is challenging thus induction of Friable Embryogenic Callus (FEC) needs to be conducted. However,
there are several challenges in generating embryogenic callus, such as the genotypes and the exploration of
methods and protocols for FEC induction from various cassava cultivars. The study started from in vitro culture
multiplication of cassava plants, callus induction from swollen structures formed by the development of axillary
buds, followed by FEC induction from several cultivars, namely Kaspro (V1), Ketan (V2), and Kuning (V3) on GD
medium followed by proliferation in suspension culture with the application of auxin was picloram at 12 mg.L*
(P1), 20 mg.L-! (P2), and 2,4-D 12 mg.L-! (P3). The results showed the highest FEC frequency is Kaspro at 51,26
%, and FEC scores of 4 indicated a high ability to form FEC. The highest increase in fresh weight was observed
in P1 at 1.19 grams, and V2P1 at 0.64 grams. The highest suspension volume was found in treatment V1P2, while
the highest cell viability was observed in V3P2.
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Abstrak. Tanaman ubi kayu (Manihot Esculenta) merupakan komoditas yang diprioritaskan serta mudah untuk
dibudidayakan. Perakitan tanaman ubi kayu memiliki kesulitan dikembangkan secara generatif sehingga
dibutuhkan pendekatan kultur jaringan melalui induksi Friable Embryogenic Callus. Beberapa kendala dalam
menghasilkan kalus yang embriogenik yaitu genotip serta eksplorasi dari metode dan protokol induksi FEC dari
beberapa varietas ubi kayu masih terbatas. Penelitian dilakukan dengan beberapa tahapan yaitu induksi FEC pada
media GD dengan perlakuan kultivar yang berbeda yaitu Kaspro (V1), Ketan (V2), Kuning (\V3) pada media GD,
dilanjutkan dengan proliferasi pada kultur suspensi dengan perlakuan jenis auksin yaitu picloram 12 mg.L* (P1),
20 mg.L* (P1), dan 2,4-D 12 mg.L! (P3) dan perbedaan kultivar. Hasil penelitian yang diperoleh yaitu respon
kalus dari kultivar lokal menunjukkan rerata frekuensi dan skor FEC tertinggi terdapat pada Kultivar Kaspro
sebesar 51,26% dan skor 4 sebagai kategori kemampuan membentuk FEC tinggi. Pertambahan berat segar tertinggi
terdapat pada perlakuan P1 yaitu 1,19 gram serta perlakuan V2P1 yaitu 0,64 gram. VVolume suspensi tertinggi
terdapat pada perlakuan V1P2 serta viabilitas sel tertinggi terdapat pada perlakuan V3P2.

Kata kunci: Friable Embryogenic Callus; kultur suspensi; picloram; ubi kayu

PENDAHULUAN

Tanaman ubi kayu merupakan tanaman
yang relatif mudah dibudidayakan sebab
mampu tumbuh di lahan marginal, toleran
terhadap cekaman lingkungan serta dapat
disimpan lama setelah panen sehingga
dibutuhkan usaha peningkatan tanaman ubi
kayu dengan produktivitas yang tinggi dan
kejelasan varietas melalui  pemenuhan
kebutuhan benih varietas unggul. Varietas
unggul tanaman ubi kayu dapat diperoleh
melalui  perakitan  tanaman  melalui
penggabungan dari beberapa sifat unggul
tanaman. Salah satu pendekatan yang dapat
dilakukan adalah teknik kultur jaringan sebab

terdapat kesulitan tanaman ubi kayu untuk
dikembangkan secara generatif (Wen et al.,
2020).

Salah satu teknologi perakitan tanaman
secara vegetatif menggunakan sel somatik
adalah hibridisasi somatik atau transformasi
genetik. Teknologi tersebut membutuhkan
protoplas sehingga protoplas dapat diisolasi
melalui FEC (Friable Embryogenic Callus)
yang memiliki karakteristik kuning pucat,
bertekstur remah, terdiri atas sejumlah unit
sel embriogenik. Salah satu tahapan penting
dari menghasilkan protoplas melalui kalus
adalah meningkatkan aktivitas proliferasi sel
secara cepat untuk memperbanyak jumlah
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sel, maka FEC akan dikulturkan pada media
suspensi. Metode suspensi telah banyak
dimanfaatkan untuk propagasi tanaman,
produksi metabolit sekunder, menyediakan
propagul untuk transformasi genetik dan
isolasi protoplas (Liu et al., 2022 ; Wen et al.,
2020). Media suspensi untuk kultur kalus
merupakan metode yang dapat mempercepat
proliferasi sel dengan meningkatkan jumlah
kalus dalam  waktu singkat serta
meningkatkan ukuran kalus agar lebih
seragam. Sistem kultur suspensi dilakukan
dengan perendaman yang berlangsung secara
terus-menerus dan digojok di atas orbital
shaker sehingga mampu memisahkan agregat
sel, mengatasi distribusi bentuk sel agar lebih
seragam serta menyediakan oksigen dan
nutrisi dalam media dapat merata dan
homogeni untuk menjaga respirasi sel tetap
optimal (Kong et al., 2020).

Berdasarkan metode yang
dikembangkan oleh Taylor et al. (1996)
bahwa jenis auksin yang dapat menginduksi
FEC adalah picloram sehingga untuk
meningkatkan proliferasi sel di media
suspensi ditambahkan picloram 12 mg.L™.
Kemudian menurut Lentz et al. (2018) FEC
yang dikulturkan pada media dengan
penambahan picloram 20 mg.L? dapat
meningkatkan proliferasi pada kultivar ubi
kayu asal Brazil. Beberapa kultivar juga
mampu menginduksi kalus sampai terbentuk
somatik embrio dengan pemberian 2,4-D
hingga 40% (Slameto et al., 2023). Selain
faktor zat pengatur tumbuh yang mampu
menginduksi FEC, terdapat beberapa kendala
dalam menghasilkan kalus yang embriogenik
yaitu genotip dari tanaman.

Varietas lokal ubi kayu di Indonesia
memiliki karakter yang beragam berdasarkan
genotip tanaman ubi kayu tersebut sehingga
pendekatan kultur in vitro dalam perakitan
tanaman ubi kayu membutuhkan pemahaman
mengenai kemampuan menghasilkan kalus
embriogenik sehingga metode yang dilakukan
diharapkan dapat menghasilkan ubi kayu yang
memiliki karakter cita rasa yang baik sehingga
bisa ditanam oleh petani. Menurut Diniyah et al.
(2018) ubi kayu dibedakan berdasarkan kadar
HCN (Hydrogen cyanide) umbi yaitu umbi manis
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dengan kadar HCN rendah yaitu <100 mg.kg™
serta umbi pahit yaitu kadar HCN >100 mg.kg™.
Sifat-sifat unggul yang diharapkan dapat
diperolen dari penggabungan Kkarakter dari
varietas ubi kayu kayu seperti Varietas Ketan
yang termasuk umbi manis dan ubi kayu varietas
lokal Kuning yang memiliki kadar beta karoten
yang tinggi dan rasa manis sehingga sangat
berpotensi untuk dikembangkan, tetapi hasil
produksi yang diperoleh belum efektif (Supatmi
et al., 2018) sedangkan terdapat varietas lokal ubi
kayu Kaspro yang termasuk umbi pahit dan
memiliki produktivitas tinggi yaitu 35 ton per
hektar dibanding varietas jenis umbi manis yang
produktivitasnya sekitar 25 ton per hektar
(Pranowo, 2021). Hal tersebut sesuai dengan
pendapat Rossin & Rey (2011) bahwa
terdapat  perbedaan  signifikan  dari
kemampuan setiap kultivar ubi kayu untuk
menghasilkan kalus yang embriogenik serta
terdapat keterbatasan dalam menghasilkan
FEC dalam jumlah besar sebab eksplorasi
dari metode beberapa kultivar ubi kayu masih
terbatas.

Berdasarkan wuraian di atas, dapat
diketahui bahwa media kultur suspensi pada
FEC serta jenis kultivar dapat memengaruhi
tingkat proliferasi sel sehingga dibutuhkan
peningkatan proliferasi sel agar didapatkan
sel yang viable. Induksi dan kultur suspensi
FEC pada penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan eksplan dari beberapa kultivar
lokal tanaman ubi kayu sehingga tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui
respon induksi kalus dari beberapa kultivar
lokal pada media induksi FEC dan tingkat
proliferasi kalus beberapa kultivar lokal pada
perbedaan jenis auksin pada media suspensi.

METODE

Pelaksanaan penelitian dilakukan pada
bulan November 2022 sampai Juni 2023 di
Laboratorium  Ekofisiologi dan  Kultur
Jaringan Program Studi Agronomi, Fakultas
Pertanian, Universitas Jember. Alat dan
bahan digunakan dalam pelaksanaan
penelitian adalah botol, pinset, gunting, pisau
scalpel, pH-Meter, autoclave, Laminar Air
Flow Cabinet (LAFC), bunsen, petridish,
erlenmeyer, rotary shaker, mikroskop
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cahaya merk Leica EZ4HD dan OptiLab,
eksplan tanaman in vitro ubi kayu kultivar
lokal sesuai perlakuan berupa axillary bud
(AB), media Murashige and Skoog (MS),

media  Gresshoff and Doy (GD),
Benzylaminopurine ~ (BAP),  Picloram,
Dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D),

Napthtalene Acetic Acid (NAA).

Penelitian disusun dengan Rancangan
Acak Lengkap. Sebelum dilakukan kultur
suspensi terlebih dahulu dilakukan evaluasi
kemampuan tiap kultivar lokal untuk
membentuk FEC melalui perlakuan jenis
kultivar yaitu Kaspro (V1), Ketan (V2) dan
Kuning (V3) diulang sebanyak 6 Kkali.
Kemudian rancangan percobaan kultur
suspensi dilakukan dengan rancangan acak
lengkap faktorial dengan dua faktor diulang
sebanyak tiga kali. Dua faktor tersebut yaitu
kultivar tanaman ubi kayu terdiri atas tiga
taraf yaitu Kultivar Kaspro, Kuning, Ketan
dan jenis auksin pada kultur suspensi terdiri
atas tiga taraf yaitu Picloram 12 mg.L (P1),
Picloram 20 mg.L! (P2) dan 2,4-D mg.L*
(P3) sehingga diperoleh 9 kombinasi
perlakuan yaitu V1P1, V2P1, V3P1, V1P2,
V2P2, V3P2, V1P3, V2P3, V3P3.

Tahap awal dari penelitian yaitu induksi
swollen dari kultur in vitro pada media
Cassava Auxiliary Medium (CAM) vyaitu
pada MS dengan penambahan BAP 10 mg.L"
1 setelah swollen tumbuh kemudian
dipindahkan ke media CIM (cassava
induction medium) yaitu pada media MS
dengan penambahan picloram 12 mg.L™.
Kalus yang terbentuk kemudian diinduksi
pada media GD dengan penambahan
picloram 12 mg.L* untuk induksi FEC, FEC
yang telah terbentuk diuji kemampuan
regenerasinya pada media regenerasi dengan
tiga tahapan yaitu pematangan embrio di
media MS dengan penambahan NAA 1 mg.L
! selama 3 minggu kemudian dipindahkan
pada media induksi tunas yaitu MS dengan
penambahan BAP 0,1 mg.L? kemudian pada
media pemanjangan tunas yaitu MS dengan
penambahan BAP 0,4 mg.L? Setelah
diketahui  kemampuan regenerasi tiap
varietas, kemudian FEC dipindahkan pada
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media suspensi untuk proliferasi sel yaitu
pada media GD dengan penambahan auksin
sesuai perlakuan.

Variabel pengamatan yang diamati pada
induksi FEC adalah frekuensi FEC (%), skor
pembentukan FEC mulai dari tidak terbentuk
FEC = 0, persentase kalus <10% = 1,
persentase kalus 11 — 25% = 2, persentase 26
—50% = 3, 51 — 75 %= 4, persentase lebih
dari 75% = 5. Kemudian pada kultur suspensi
yaitu volume sel (ml) dengan metode CVS
(cell after sedimentation), berat segar kalus
(gram) dikalkulasi sebagai nilai growth index
(GI), viabilitas sel dengan metode
haemocytometer dan histologi kalus. Analisis
data dilakukan dengan analisis sidik ragam
atau analysis of variance (ANOVA) dan data
yang signifikan dilanjutkan dengan uji
Duncan Multiple Range Test (DMRT) taraf
0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengaruh Jenis Kultivar terhadap FEC

Kultivar Kaspro memiliki persentase
pembentukan kalus atau frekuensi FEC
tertinggi yaitu 51,26% yang diikuti oleh
perlakuan lainnya yaitu Kuning dengan
persentase pembentukan kalus sebesar
43,58% serta rerata frekuensi FEC Ketan
yang membentuk kalus sebesar 7,87%.
Kemudian variabel pengamatan nilai skor
FEC menunjukkan Kultivar Kuning dan
Kaspro memiliki nilai skor berurutan yaitu 4
dan 2 sedangkan skor FEC ketan memiliki
nilai skor rata-rata terendah yaitu 0,17 yang
berbeda dari dua varietas lainnya (Tabel 1).

Berdasarkan  hasil  tersebut dapat
diketahui  bahwa  kemampuan  kalus
membentuk FEC akan meningkatkan nilai
skor varietas dalam membentuk FEC. Hal
tersebut menunjukkan bahwa ZPT picloram
mampu menginduksi kalus sebab telah terjadi
sinergi antara genotip dan kerja picloram. Hal
tersebut telah dijelaskan sebelumnya bahwa
frekuensi pembentukan kalus dari eksplan
mengindikasikan terjadi efek antara interaksi
genotip dan auksin yang diaplikasikan
(Ahmad et al., 2021).
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Tabel 1. Pengaruh jenis varietas terhadap frekuensi FEC dan skor FEC

Perlakuan Frekuensi FEC (%) Skor FEC
Ketan 7,879,347 0,17+0,4%
Kuning 43,58+272 242 45P
Kaspro 51,26+7,68% 4+0,63°

Keterangan: Angka yang diikuti huruf (notasi) yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji
DMRT (Duncan Multiple Range Test) taraf 0,05

Tahapan Regenerasi FEC

Kalus yang diinduksi pada media CIM
kemudian dipindahkan pada media GD untuk
induksi kalus sekunder (Gambar 1-d). Media
GD memungkinkan untuk meningkatkan jumlah
sel embriogenik dengan penambahan auksin
dengan  konsentrasi  tinggi. Media GD
sebelumnya telah menunjukkan keberhasilan
pembentukan FEC pada genotip asal Indonesia
yaitu Adira 4  (Raemakers et al., 2006).
Berdasarkan Gambar 1-e FEC dapat
diinduksi pada media GD selanjutnya dapat

berkembang ke fase torpedo (Gambar 1 f-g).
Kemudian kalus embriogenik (Gambar 1-h)
pada media GD dipindahkan pada media
NAA 1 mg.L? selanjutnya kalus kultivar
kaspro menunjukkan potensi regenerasi kalus
ditandai dengan pertumbuhan akar pada kalus
embriogenik (Gambar 1.i). Pembentukan
akar dimulai dengan terjadinya metabolisme
cadangan nutrisi yaitu karbohidrat sehingga
menghasilkan energi dan memicu terjadinya
pembentukan jaringan baru (Pratiwi et al.,
2023).

Gambar 1. Tahapan regenerasi pada Kultivar Kaspro. Induksi swollen dari auxillary bud pada media
CAM (a), swollen 4 HST pada media CIM (b), pembentukan kalus pada media CIM (c), sub kultur kalus
pada media CIM (d), induksi FEC pada media GD (e), sub-kultur FEC pada media GD (f), kalus fase
torpedo pada media GD (g), kalus embriogenik pada media GD (h), regenerasi kalus pada media NAA

(D).

Berdasarkan hasil uji regenerasi Kultivar
Ketan dapat diketahui kemampuan regenerasi
kultivar tersebut rendah sebab kalus yang

diinduksi pada media GD tidak menunjukkan
adanya pertumbuhan dan perkembangan
kalus sekunder kemudian sub-kultur pada
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media NAA tidak menunjukkan respon akar
atau tunas (Gambar 2). Kemampuan Kultivar

Ketan untuk membentuk FEC rendah
sehingga  skor pembentukan FEC
dikategorikan skor rendah atau varietas
rekalsitran. Berdasarkan penelitian
(Mongomake et al., 2015) diketahui bahwa
beberapa  kultivar  kalus  rekalsitran
mengalami  kegagalan ~ menyinkronkan

interaksi antara genotip dan fitohormon
meskipun  kultivar  rekalsitran  mampu
membentuk struktur kalus proembriogenik
atau globular, fase kalus tersebut sulit untuk
berkembang menjadi fase torpedo atau
embrio. Kultivar Kuning diketahui memiliki
potensi untuk regenerasi melalui
pembentukan calon tunas pada media NAA
pada 20 HST. Swollen dapat tumbuh menjadi
kalus (Gambar 2 c-d). Kemudian
dipindahkan pada media GD sehingga
muncul kalus primer dan terbentuk fase
globular (Gambar 2 e). Kemudian kalus
disubkultur pada media GD dan membentuk
fase heart dan torpedo (Gambar 2f). Kultivar
Kuning diketahui memiliki potensi untuk
regenerasi melalui pembentukan calon tunas
di media NAA pada 20 HST (hari setelah
tanam). Swollen dapat tumbuh menjadi kalus
(Gambar 2 c-d). Kemudian dipindahkan pada
media GD sehingga muncul kalus primer dan
terbentuk fase globular (Gambar 2e).
Kemudian kalus disubkultur pada media GD
sehingga membentuk fase heart dan torpedo
(Gambar 2f). Ketan diketahui memiliki
kemampuan regenerasi rendah sebab kalus
yang diinduksi pada media GD tidak
menunjukkan adanya pertumbuhan dan
perkembangan kalus sekunder. Kemudian
ketika disub-kultur pada media NAA tetap
tidak menunjukkan respon akar atau tunas
(Gambar 3).

Volume Media Suspensi

Volume suspensi diamati setiap interval
7 hari sekali sampai dengan 28 HST. Volume
yang diamati adalah volume endapan dari
kalus. Berdasarkan Gambar 4 dapat diketahui
bahwa volume akhir tertinggi terdapat pada
perlakuan VV1P2 dengan rerata volume secara
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berurutan mulai dari 1,33 ml pada 7 HST
sampai 21 HST dan mengalami kenaikan
volume menjadi 1,5 ml pada 28 HST.
Kemudian volume terendah pada hari
terakhir  pengamatan  perlakuan V2P3
menunjukkan nilai rata-rata volume terendah
yaitu 0,6 ml. V1P2 menunjukkan kenaikan
volume pada hari ke 28 HST sedangkan
perlakuan V3P1, V1P1, V2P1, V3P2, V2P2
dan V2P3 menunjukkan kenaikan volume
pada 14 HST. Kemudian tidak terjadi
kenaikan volume pada V1P3. Perlakuan P1
dapat meningkatkan volume kalus pada 14
HST dan 21 HST pada Kultivar Kuning
sedangkan pada kenaikan volume hanya
terjadi pada 14 HST dan 21 HST pada Ketan
dan Kaspro (Gambar 4).

Perlakuan P2 yang dikombinasikan
dengan  kultivar  menunjukkan  bahwa
kenaikan volume terjadi pada 14 HST dan 21
HST pada Kuning dan Ketan sedangkan pada
Kaspro  dikombinasikan  dengan P2
menunjukkan kenaikan volume pada 28 HST.

Kemudian perlakuan P3 yang
dikombinasikan dengan kultivar pada
Gambar 4, menunjukkan hasil bahwa

kenaikan volume terjadi pada Kultivar
Kuning dan Ketan pada 14 HST sedangkan
Kaspro tidak mengalami kenaikan volume
selama kultur suspensi. Pertumbuhan kultur
suspensi dapat dilihat dari volume kalus pada
kultur suspensi yang meningkat.

Metode cell volume after sedimentation
dapat  digunakan  sebagai  indikator
pertumbuhan pada media suspensi. Terdapat
tiga fase berbeda pada kultur suspensi yaitu
fase lag, eksponensial dan stationary
(Ramulifho et al., 2019). Fase lag pada kultur
suspensi yaitu pada 7 hari setelah tanam
merupakan fase awal dari pertumbuhan kalus
sehingga belum terdapat kenaikan volume
(Gambar 4). Kemudian pada pengamatan hari
ke-14 dan 21 kultur suspensi mengalami
kenaikan volume sehingga fase tersebut
merupakan fase eksponensial. Pengamatan
hari ke 28 menunjukkan bahwa volume kalus
tidak mengalami kenaikan kecuali pada
perlakuan V3P1 dan V3P2. Kultur suspensi
FEC ubi kayu berada pada fase stationary di
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28 HST. Setiap tanaman memiliki fase yang
berbeda dalam kemampuan proliferasi dan
daya hidup di media suspensi sehingga
idealnya sebelum memasuki fase stationary,
bisa langsung dipindahkan ke media
regenerasi. Hal tersebut sesuai dengan
protokol transformasi tanaman ubi kayu yang
menggunakan eksplan FEC bahwa FEC harus
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dipindahkan ke media pematangan kalus
pada 21 HST (P. Zhang & Gruissem, 2004).
Umumnya beberapa kultur suspensi dapat
bertahan pada 28 HST seperti pada tanaman
Angelica sinensis yang diketahui bahwa
kultur suspensi kalus tanaman tersebut

memasuki masa stationary di 28 HST (Y. H.
Zhang et al., 2019).

Gambar 2. Tahapan regenerasi FEC pada Kultivar Kuning. Induksi swollen dari axillary
bud pada media CAM (a), swollen 4 HST pada media CIM (b), pembentukan kalus pada
media CIM (c), sub kultur kalus pada media CIM (d), induksi FEC pada media GD
kemudian membentuk fase globular pada 28 HST (e), sub-kultur FEC pada media GD
memasuki fase torpedo dan heart (f), kalus embriogenik pada media NAA 20 HST (g),
perkembangan kalus embriogenik menjadi tunas pada media BAP 0,1 mg.L™ (h) regenerasi
kalus embrio somatik pada media BAP 0,4 mg. L (i)

Gambar 3. Tahapan regenerasi pada varietas ketan. Induksi swollen dari axillary bud pada
media CAM (a), swollen 4 HSTpada media CIM (b), kalus fase globular pada medi GD (c)
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Gambar 4. Kenaikan volume kalus pada kultur suspensi

Berat Segar Kalus

Peningkatan  berat  segar  kalus
dikalkulasikan menjadi nilai growth index
yaitu peningkatan berat segar kalus pada
media Kkultur suspensi. Kalus yang remah
ditimbang sebanyak 0,25 gram sebagai W0
(berat awal kalus) kemudian dikulturkan di
media perlakuan suspensi. Setelah 28 HST di
media suspensi, berat segar kalus ditimbang
hingga didapatkan W1 (berat segar kalus di
akhir pengamatan). Kemudian dihitung
selisih antara berat akhir dan berat awal serta
dibagi berat awal sehingga didapatkan nilai
growth index.

Nilai rerata tertinggi dari growth index
adalah perlakuan V2P1 dengan nilai 0,64
gram tetapi tidak berbeda dari perlakuan
lainnya kemudian nilai rerata terendah
terdapat pada perlakuan V3P3, V2P3, V3PL1.
Nilai terendah tersebut menunjukkan tidak
terjadinya peningkatan growth index (Tabel
2). Peningkatan biomassa pada suspensi
dapat dipengaruhi oleh pembelahan dan
perkembangan sel ditinjau dari proliferasi.
Hal tersebut disebabkan oleh jenis dan
konsentrasi auksin sehingga auksin menjadi

penentu dalam meningkatkan proliferasi sel
pada media suspensi (Tripathi et al., 2021).

Peningkatan proliferasi kalus
embriogenik pada tanaman ubi kayu dapat
dipicu oleh jenis auksin yaitu picloram 12
mg.L? (Lentz et al. (2018). Penggunaan media
suspensi dengan penambahan auksin akan
meningkatkan kemungkinan terbentuknya
kalus embriogenik sebab penambahan auksin
akan mempengaruhi perkembangan kalus
menuju embriogenesis dan fase maturase
untuk memungkinkan terjadinya regenerasi.
Apabila growth index stagnan dapat
dimungkinkan akibat terjadinya penurunan
laju biomassa kalus akibat dari pembelahan
sel yang kurang optimal sehingga fase
perkembangan kalus selanjutnya tidak
optimal (Silvina et al., 2022). Selanjutnya
penggunaan ZPT 2,4-D menunjukkan tidak
terjadinya peningkatan growth index dapat
disebabkan oleh penggunaan 2,4-D dengan
konsentrasi terlalu tinggi dapat menurunkan
perkembangan sel sebab terjadinya
plasmolysis sel yang merupakan indikator
berkurangnya kadar air pada sel (Tripathi et
al., 2021).
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Tabel 2. Pengaruh kultivar dan jenis auksin terhadap berat segar

Perlakuan Berat Segar (gram)
V3P3 0+0a

V2P3 0+0a

V3P1 0+0a

V1P2 0,19+0,02ab

V2P2 0,2+3,40abc

V3P3 0,39+0,02bcd

V3P2 0,39+0,08bcd

V1P1 0,55+0,09cd

V2P1 0,64+0,07d

Keterangan: Angka yang diikuti huruf (notasi) yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji
DMRT (Duncan Multiple Range Test) taraf 0,05.

Tabel 3. Pengaruh jenis auksin terhadap berat segar kalus (Growth Index)

Perlakuan Growth index (gram)
P1 1,19+1,04ab

P2 0,77+0,34a

P3 0,39+0,67a

Keterangan: Angka yang diikuti huruf (notasi) yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji
DMRT (Duncan Multiple Range Test) taraf 0,05.

Diketahui perlakuan jenis auksin P1
menunjukkan rata-rata perlakuan tertinggi
dibanding P2 dan P3 dan terdapat perbedaan
antar perlakuan (Tabel 3). Beberapa hal yang
memengaruhi kultur suspensi adalah eksplan
berupa FEC yang tergantung pada sifat
genotip dan komposisi media beserta ZPT.
Hasil penelitian yang telah dilakukan sesuai
dengan penelitian sebelumnya bahwa
peningkatan berat segar kalus kultur suspensi
dapat dipengaruhi oleh klon yang berbeda,
hal tersebut kemungkinan dipengaruhi oleh
kemampuan proliferasi kalus yang diinduksi
dan hormon endogen yang terdapat pada
inisiasi awal kalus (Karyanti et al., 2021).

Viabilitas Sel

Rerata persentase sel viabel tertinggi
terdapat pada perlakuan V3P2 sebesar
81,68% kemudian nilai rerata terendah
terdapat pada perlakuan V2P1 66,48%.
Semakin tinggi nilai sel yang viabel maka

semakin tinggi kemungkinan sel embriogenik
yang terdapat pada sampel kalus tersebut
(Gambar 5). Menurut (Chan et al., 2020) sel
yang hidup memiliki membran sel yang utuh
sehingga zat pewarna seperti tryphan blue
tidak mampu menembus sel, sel suspensi
yang dicampur dengan zat pewarna tertentu
kemudian divisualisasikan untuk menentukan
sel yang menyerap atau tidak menyerap zat
pewarna.

Sel viabel yang berhasil dideteksi berada
di rentang 66,48% - 81,68%. Semakin tinggi
jumlah sel viabel maka semakin tinggi
kemungkinan kalus  yang bersifat
embriogenik  sehingga masih  mampu
melakukan proliferasi. Hal tersebut didukung
oleh penelitian Sumaryono & Riyadi (2016)
bahwa  kultur  suspensi  Kina yang
menunjukkan persentase viabilitas  sel
mencapai 81% sehingga dapat dimungkinkan
sebagian sel masih tetap utuh dan tidak terjadi
kerusakan sel akibat dari penggojokan di
shaker.
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Gambar 5. Pengaruh perlakuan kultivar dan auksin terhadap viabilitas sel kultur suspensi

Histologi

Hasil histologi jaringan dapat diketahui
melalui kalus yang diinduksi pada media
CIM (Casava Induction Medium) atau media
induksi  kalus primer yang bersifat
meristematik ditandai dengan ruang antar sel
yang rapat sehingga bagian jaringan
meristematik terlihat lebih gelap (Gambar
6a). Kalus yang berada pada media Gresshoff
and Doy (GD) yaitu media induksi kalus
primer menunjukkan adanya pola sel
meristematik dengan jaringan yang rapat dan
berwarna lebih gelap serta membentuk
globular (Gambar 6b). Varietas Kaspro pada
media P1 (Gambar 6¢) menunjukkan bahwa
kalus pada media suspensi membentuk fase

heart dan globular sehingga kalus dari media
suspensi diketahui sesuai dengan tujuan dari
kultur suspensi yaitu proliferasi kalus. Fase
globular dan heart merupakan fase yang
terdapat pada sel embriogenik sehingga
memungkinkan untuk dijadikan eksplan
untuk perbaikan genetik tanaman ubi kayu
dengan pendekatan kultur jaringan. Hal
tersebut menandakan bahwa fase awal kalus
yaitu globular merupakan tahapan awal yang
penting sebab kalus pada fase globular
mengindikasikan terdapatnya sel

meristematik ~ yang ditandai dengan

perkembangan sel terus membelah (Restanto et
al., 2022).

[ ] b

Gambar 6. Histologi kalus Kultivar Kaspro dari beberapa tahapan media. Klu‘ada media
CIM (a), kalus pada media GD (b), kalus pada media suspensi P1 (c). Kalus pada media
suspensi (c) ge = globular sc = secondary callus h= kalus fase heart sm = sel meristematik

SIMPULAN

Respon induksi kalus dari beberapa
kultivar lokal pada media induksi FEC
menunjukkan rerata frekuensi dan skor FEC
tertinggi terdapat pada Kultivar Kaspro
sebesar 51,26% dan skor 4 sebagai kategori

kemampuan membentuk FEC tinggi. Tingkat
proliferasi kalus pada jenis auksin yang
berbeda menunjukkan adanya perbedaan
hasil suspensi FEC pada pertambahan berat
segar dengan pemberian 12 mg.L™ picloram
yang menghasilkan rata-rata berat segar yaitu
1,19 gram. Respon kalus menunjukkan berat

175


https://doi.org/10.37637/ab.v7i1.1535

segar tertinggi yaitu pada perlakuan Ketan
yang diinteraksikan dengan penambahan
Picloram 12 mg.L* yaitu 0,64 gram sehingga
dapat direkomendasikan penggunaan ZPT
pada media suspensi FEC ubi kayu dari
kultivar Kaspro, Ketan dan Kuning
menggunakan picloram 12 mg.L ™.
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