40649-122078-1-SM.doc

by alkauniyahbiologi@gmail.com 1

Submission date: 11-Aug-2024 09:50AM (UTC-0500)
Submission ID: 2430375118

File name: 40649-122078-1-SM.doc (4.26M)

Word count: 5550

Character count: 34142



L= TN - U N

AL-KAUNIYAH JOURNAL TEMPLATE

MULTIPLIKASI TUNAS TEMBAKAU SECARA IN VITRO MENGGUNAKAN
BENZYL AMINO PURINE DAN FURFURYL AMINO PURINE MELALUI
METODE THIN CELL LAYER

IN VITRO SHOOTS MULTIPLICATION OF TOBACCO USING BENZYL AMINO PURINE AND
FURFURYL AMINO PURINE THROUGH THIN CELL LAYER METHOD

Mohammad Nur Khozin'#*, Muhammad Dima Say Mona!, Parawita Dewanti?, Widya
Kristiyanti Putri!, Sigit Soeparjono', Didik Pudji Restanto’
1 Program Studi Agronomi Fakultas Pertanian Universitas Jember, J| Kalimantan 37, 68121 Jember
2Center for Development of Advanced Science and Technology (C-DAST) Universitas Jember, JI Kalimantan 37, 68121
Jember

*Corresponding author: nurkhozin@ unej.ac.id

Abstract

Tembakau (Nicotiana tabacum L) merupakan tanaman utama sebagai bahan pembuatan rokok dan cerutu.
Metode perbanyakan secara konvensional sering menghasilkan keturunan yang heterogen, dan pemenuhan
kebutuhan bahan tanam yang seragam sering menjadi kendala. Kultur in vitro dapat menjadi al@ffatif dalam
perbanyakan bahan tanam yang relatif seragam dan tahan terhadap perubahan lingkungan. Zat pengatur
tumbuh yang umum digunakan yaitu sitokinfl, seperti Benzyl Amino Purine (BAP) dan Furfiryl Amino Purine
(Kinetin) pada multiplikasi tunas tembakau. Penelitian ini bertujuan untuk mengg&ihui konsentrasi optimal dari
interaksi antara BAP dan Kinetin pada multiplikasi tunas tembakau. Penelitian dilakukan pada bulan Januari
sampai Maret di Laboratorium Ekofisiologi @@ Kultur Jaringan Tanaman, Program Studi Agronomi, Fakultas
Pertanian, Universitas Jember. Rancangan yang digunakan adalgfffiancangan acak lengkap (RALgjdengan
faktor BAP (0 ppm, 2 ppm, 3 ppm, dan 4 ppm) dan faktor Kinetin (0 ppm, 3 ppm, dan@&pm). Hasil pengaruh
pemberian BAP dan kinetin berpengaruh nyata terhadap kedinian eksplan bertunas, dan berpengaruh sangat
nyata terhadap jumlah tunas, dan jumlah daun. Perlakuan terbaik ditunjukkan oleh perlakuan BAP 3 ppm + 4
ppm Kinetin yang menghasilkan kedinian eksplan bertunas selama 8,3 HST, jumlah tunas sebanyak 81,3, dan
jumlah daun 142 3 helai.

Kata kunci: Tembakau, Sitokinin, BAP, Kinetin, Kultur in vitro.

Abstract

Tobacco (Nicotiana tabacum L.) is primarily used in the production of cigarettes and cigars. Conventional
propagation methods frequently produce heterogeneous offspring, complicating the supply of uniform
planting material. In vitro culture offers an alternative for generating relatively uniform planting material
that can adapt to environmental changes. Cytokinins such as Benzyl Amino Purine (BQWP) and Fuifuryl
Amino Purine (Kinetin) are commonly used in the multiplication of tobacco shoots. This study aims to
@lentify the optimal concentration of BAP and Kinetin interaction for tobacco shoot multiplication. The
research was conducted from January to March at the Laboig@ry of Ecophysiology and Plant Tissue
Culture, Agronomy Program, Faculty of Agricultur§f/niversity of Jember. The experimental design was a
completely randomized designfFJRD) with BAP (0 ppm, 2 ppm, 3 ppm, and 4 ppm) and Kinetin (0 ppm, 3
ppm, and 4 ppm) as factors. The §@lts indicated that the application of BAP and Kinetin significantly
influenced the early appearance of shoots and had a highly significant effect on the number of shoots and
leaves. The most effective treatment was 3 ppm BAP combined with 4 ppm Kinetin, resulting in the early
appearance of shoots at 8.3 days after treatment, with 813 shoots and 142 3 leaves.
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PENDAHULUAN

Tembakau dimanfaatkan sebagai bahan dasar dalam pembuatan rokok dan cerutu. Tembakau
memiliki nilai ekonomi yang tinggi diimbangi dengan peningkatan produksi dan penyebarannya
yang luas. Produktivitas tembakau di Indonesia memiliki nilai yang tinggi dan ekspor yang besar
sehingga masih menjadi sumber devisa bagi negara. Berdasarkan BPS (2024) Indonesia memiliki
berat ekspor tembakau sebesar 13.790,2 ton dan mengalami penurunan pada tahun 2023 sebanyak
37,13% menjadi 8.6704 ton. Tembakau dapat berpotensi memiliki harga yang rendah apabila
@@ duksi tembakau domestik meningkat sehingga nilai ekspornya menurun. Hal itu terjadi akibat
kualitas dan jenis dari tembakau kurang dapat bersaing dalam pasar internasional sechingga bisa
mempengaruhi permintaan ekspor tembakau yang ada di Indonesia (Nolla et al., 2020).

Salah satu sentra produksi tembakau dengan kualitas tinggi yang ada di Indonesia adalah
Jember. Menurut BPS Provinsi Jawa Timur (2023) berdasarkan data tahun 2021 mengatakan
bahwa, jumlah produksi tembakau tertinggi wilayah Jawa Timur adalah Jember yang memiliki total
produksi 24 285 ton dan meningkat sampai 27.251 ton pada tahun 2023. Kualitas daun tembakau
berdasarkan komposisi cerutu yang dibutuhkan adalah warna, bentuk, aroma, ketebalan dan
kehalusan (Wardhono et al., 2019). Berdasarkan kualitas bahan yang diperlukan dalam proses
pembuatan cerutu dan rokok maka sangat dibutuhkan metode budidaya tembakau untuk
memperoleh bibit tanaman yang berkualitas dan seragam.

Saat ini budidaya tembakau masih menggunakan metode konvensional, yaitu dengan
melakukan persemaian menggunakan biji. Melihat dari sifat tembakau yang dapat melakukan
penyerbukan silang, pembibitan yang dilakukan dengan biji cenderung menghasilkan tanaman yang
heterogen dan tidak identik dengan induknya (Irma & Erawati, 2020). Akibatnya, bahan tanam
yang digunakan pada generasi berikutnya memiliki kualitas yang bervariasi dan kurang seragam.
Beberapa varietas yang ditanam menggunakan biji, terutama varietas introduksi dari luar negeri
tidak menunjukkan pertumbuhan optimal dan morfologi yang baik karena perbedaan iklim asalnya
(Dewi, 2016). Oleh karena itu, teknik budifiya tembakau secara konvensional belum mampu
meme@Hi kebutuhan bibit secara memadai. Salah satu upaya yang dapat dilakukan adalah melalui
kultur in vitre. Kultur in vitro memiliki potensi untuk menghasilkan bibit tembakau dalam jumlah
besargBhlam waktu yang relatif singkat, seragam, dan tidak terpengaruh oleh iklim.

Teknik kultur in vitro memiliki kemampuan untuk menghasilkan tanaman dengan cepat
melalui eksplan berupa daun, akar, tunas pucuk, potongan batang, dan bunga (Rananda & Khozin,
2023). Keberhasilan teknik ini dipengaruhi oleh beberapa faktor, termasuk zat pengatur tumbuh,
lingkungan, dan faktor endogen eksplan (Purba et al., 2017). Penggunaan zat pengatur tumbuh
seperti auksin dan sitffinin seringkali diterapkan dalam mikropropagasi.

Sitokinin BAP dan kinetin mefifjakan golongan zat pengatur tumbuh yang digunakan dalam
teknik kultur in vitro untuk induksi tunas secara langs{f§ maupun tidak langsung. BAP memiliki
efektivitas tinggi dalam merangsang pembentukan tunas pada tanaman, lebih stabil untuk
digunakan, dan memiliki ketahanan terhadap oksidasi (Arafah et al., 2021). Aplikasi BAP pada
tunas meningkatkangjoliferasi sel sehingga menghasilkan jumlah tunas yang lebih banyak.
Sedangkan kinetin merupakan salah satu jenis sitokinin yaf) berperan dalam merangsang
pembelahan sel, memperbanyak jumlah tunas dan mempengaruhi diferensiasi jaringan dalam kultur
jaringan, terutama dalam produksi tunas baru (Pendong et al., 2020). Dalam kultur in vitro,
kombinasi pemberian BAP dan kinetin sering digunakan untuk mencapai hasil yang optimal dalam
induksi tunas dan diferensiasi sel. Interaksi antara kedua hormon ini dapat memberikan efek
sinergis yang signifikan dalam memengaruhi pertumbuhan dan perkembangan tanaman terutama
pada metode multiplikasi t@ERs.

Multiplikasi tunas merupakan salah satu teknik dalam kultur jaringan yang dapat
dimanfaatkan untuk memperbanyak bibit tembakau dengan cepat. Beberapa peneliti telah
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menggunakan metode multiplikasi tunas pada tembakau untuk mengoptimalkan induksi tunas.
Menurut Isnandza (2016), multiplikasi tunas pada eksplan tembakau diperlukan konsentrasi 1 ppm
BAP untuk menghasilkan 27-28 tunas. Penelitian yang sama oleh Erawati et al., (2017), pemberian
BAP 2 ppm pada eksplan tembakau dapat menginduksi tunas sebanyak 28,375, konsentrasi BAP 3
ppm menginduksi tunas 15,75 hari setelah kultur, dan konsentrasi 4 ppm mampu menghasilkan
tunas sepanjang 18 cm. Dalam upaya memperoleh jumlah tunas yang maksimal perlu adanya
metode pemotongan yang optimal untuk meningkatkan jumlah tunas yang dihasilkan. Salah satu
metode pemotongan yang digunakan untuk memaksimalkan eksplan adalah Thin Cell Layer (TCL).

Penggunaan metode TCL dapat mempercepat proses difusi media ke dalam jaringan karena
menghasilkan lebih banyak luka dibandingkan dengan metode pemotongan eksplan konvensional
(Karamina, 2022). Umumnya, pemotongan TCL dilakukan pada tepi batang dengan irisan setebal
1-2 mm (Hidayah et al., 2023). Namun, metode pemotongan TCL eksplan daun memiliki bentuk
berbeda dari yang diterapkan pada eksplan batang. Menurut Phong et al. (2023), pemotongan daun
menggunakan metode leaf-TCL explants dapat mengoptimalkan pertumbuhan tunas. Pemotongan
leaf~TCL dilakukan pada bagian tengah daun yang terdapat tulang daun dengan ukuran tinggi 0,5
dan lebar 1 cm. berdasarkan latar belakang tersebut pengkajian tentang multiplikasi tunas tembakau
secara [n vitro menggunakan benzyl amino purine dan furfuryl amino purine melalui metode thin
cell layer perlu diteliti lebih lanjut.

MABHRIAL DAN METODE
Alat dan Bahan

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Program Studi AgronongglFakultas
Pertanian Universitas Jember. Penelitian dimulai pada bulan Januari-Maret 2024. Alat yang
digunakan dalam penelitian meliputi LAFC (Laminar Air Flow Cabinet), gelas ukur, pinset,
gunting, gelas beaker, scapel, petri disposable, neraca analitik, mortar, pH meter, pipet tetes, pipet
gondok, mifEbpipet, magnetic stirer, kompor, panci, erlen meyer, lampu bunsen, mikroskop stereo
dan SEM. Balf§i}-bahan yang digunakan, yaitu media Murashige & Skoog (MS), agar, sukrosa,
aquades steril, alkohol 70%, HCL 0,1 M, NaoH 0,1 M, Na-hiplokorit/NaCLO, kemudian sitokinin
BAP dan Kinetin, pucuk daun Tembakau varietas Broadleaf One-Sucker, AgNs (Nanopartikel
silver), fungisida, bakterisida, dan antibiotik.

Rancangan Percobaan

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acalg)lengkap (RAL) faktorial. Eksplan yang
digunakan berupa tunas pucuk dari tanaman tembakau berumur 45 hari setelah tanam (HST). Media
kultur terdapat dua faktor zat pengatur tumbuh, yaitu BAP dan Kinetin. Faktor BAP terdiri gfi
empat taraf: 0, 2, 3, dan 4 ppm. Faktor Kinetin terdiri dari tiga taraf: 0, 3, 4 ppm. Kombinasi dari
kedua faktor tersebut menghasilkan 12 perlakuan yang masing-masing diulang sebanyak tiga kali,
sehingga terdapat total 36 unit percobaan.

Prosedur Penelitian
Pembuatan Media Perlakuan (6]

Media perlakuan yang digunakan adalah media MS basal 443 g/L dengan penambahan
sukrosa 30 g/L, agar 8 g/L, dan hormon BAP serta Kinetin sesuai dosis perlakuan. Pembuatan
media dimulai dengan menimbang bahan-bahan padat seperti MS basal dan sukrosa menggunakan
neraca analitik dengan ketelitian 0,01 g. Bahan cair seperti BAP dan Kinetin diencerkan dan diukur
menggunakan pipet gondok kemudian memasukkannya ke dalam gelas ukur dan@jlitambahkan
aquades steril ditambahkan hingga mencapai volume 1 liter. Media dilarutkan menggigpjkan
magnetic stirrer hingga homogen. pH media diatur pada kisaran 6-6,2 menggunakan larutan NaOH
0,1 N atau HCI 0.1 N jika diperlukan. Media kemudian dipanaskan hingga mendidih, setelabf#iu
agar ditambahkan dan diaduk hingga merata. Larutan media dituangkan ke dalam erlenmeyer dan
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ditutup dengan aluminium foil. Erlenmeyer yang berisi media disterilkan dalam autoklaf selama 90
menit pada suhu 121°C dan tekanan 15 psi. Setelah sterilisasi, media dituangkan ke dalam petridish
di ruang inokulasi.

Sterilisasi Eksplan

Eksplan dicuci sebanyak tiga kali menggunakan deterjen dengan air mengalir. Selanjutnya,
eksplan direndam dalam fungisida (1 g/100 mL) dan bakterisida (I g/100 mL) selama 60 menit
secara terpisah. Setelah itu, eksplan dicuci bersih menggunakan aquades, kemudian dimasukkan ke
dalam bot@yang berisi antibiotik (50 mg/L.) dan direndam selama 60 menit sebelum dipindahkan
ke dalam Laminar Air Flow Cabinet (LAFC). Sterilisasi di dalam LAFC dilakukan menggunakan
larutan natrium hipoklorit 1% yang diulang dua kali, kemudian dicuci dengan aquades sebanyak
tiga kali selama 5 menit. Setelah itu, eksplan dipindahkan ke dalam botol yang berisi nanopartikel
perak dengan konsentrasi 500 ppm dan digojlok selama 10 menit, kemudian ditiriskan.

Penanaman Eksplan

Eksplan tunas yang telah disterilisasi ditiriskan pada petridish yang telah dilapisi aluminium
foil steril dan kemudian dipotong menggunakan pisau scalpel. Pemotongan dilakukan dengan
membuang bagian sisi eksplan yang nekrosis akibat larutan sterilan menggunakan metode leaf-TCL
explants. Potongan eksplan kemudian ditempatkan dalam petridish steril yang berisi media kultur,
dengan dua eksplan per petri. Petridish yang berisi eksplan kemudian ditutup dengan plastik wrap
steril dan diberi label. Selanutnya Petri ditempatkan di ruang inkubasi selama +3-5 hari untuk
memantau adanya kontaminasi pada media.
3
gengamatan dan Analisis Data

Pengamatan dilaki§fan selama 60 hari terhadap parameter kedinian eksplan bertunas, jumlah
tunas, dan jumlah daun. Data hasil penelitian dianalisis secara statistik m@#gunakan ANOVA.
Apabila terdapat perbedaan yang signifikan, dilakukan Uji DMRT pada taraf kepercayaan 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN
HASIL

Berdasarkan hasil analisis sidik ragam ANOVA didapatkan nilai F-hitung untuk mengetahui
signifikansi faktor perlakuan BARJ dan kinetin terhadap parameter hasil penelitian. Hasil
pengamatan parameter penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 1.

Table 1. Hasil Analisis Sidik Ragam (Anova) Multiplikasi Tunas
Nilai F-Hitung

Variabel P M PxM
Kedinian Eskplan Bertunas 38,50 8,32%* 2,64*
Jumlah Tunas 12,880%* 1.801™ 6,013%*
Jumlah Daun 11,356%* 0,074 6,488**

Keterangan: (P) BAP, (M) Kinetin, (ns) tidak berbeda nyata, (*) berbeda nyata, (**) berbeda sangat

nyata 8
7

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan faktor perlak@n BAP (P) memberikan pengaruh
nyata terhadap kedinian eksplan berkalus dan berpengaruh sangat nyafEjpada kedinian eksplan
bertunas, jumlah tunas dan jumlah daun. Faktor konsentrasi kinetin (M) berpengaruh sangat nyata
terhadap variabel [jdinian tunas dan tidak berpengaruh terhadap variabel lainnya. Sedangkan
interaksi keduanya berpengaruh sangat nyata pada variabel pengamatan kedinian eksplan bertunas,
jumlah tunas dan jumlah @un. Berdasarkan tabel F-hitung tersebut terdapat beberapa variabel yang
berbeda nyata sehingga perlu dilanjutkan analisis menggunakan uji DMRT (Duncan’s Multiple
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Range Test) untuk mengetahui secberapa besar pengaruh BAP dan kinetin terhadap multiplikasi
tunas tembakau..

Pengaruh Konsentrasi BAP dan Kinetin Terhadap Kedinian Eksplan Bertunas, Jumlah
Tunas, dan Jumlah Daun Tembakau Secara I'n Vitro

Kedig{an Eksplan Bertunas

Berdasarkan hasil analisis sidik ragam (ANOVA) didapatkan bahwa perlakuanteraksi
memiliki pengaruh nyata terhadap kedinian eksplan bertunas. Adapun hasil Elalisis uji lanjut
DMRT o = 5% pada kedinian eksplan bertunas dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Pengaruh Interaksi Konsentrasi BAP dan Kinetin Terhadap Kedinian Eksplan Bertunas

Konsentrasi Kinetin

Konsentrasi

BAP MO (0 ppm) M1 (3 ppm) M2 (4 ppm)
PO (0 ppm) Na 13 :i.é(a) IS.6712.9(a)
P1 2 ppm) 9.67:AI.5 (a) 13 :i.s(a) 9.6?:AI.2 (a)
P2 (3 ppm) 10,3 :g'é (ab) 12.3 1;' (b) 8.3 :2.6(-&)
P3 (4 ppm) 9:;@ |9:A|(a; I5.3i6(a)

Keterangan: Hurufl kapital menyatakan perbandingan secara vertikal (membandingkan pengaruh kinetin), huruf kecil menyatakan
perbandingan secara horizontsal (membandingkan konsentrasi BAP), Tidak tersedia (NA)

Berdasarkan data di atas (Tabel 1) faktor BAP dan kinetin memiliki nilai yang berbeda
nyata terhadap kedinian eksplan bertunas. Pggh taraf BAP 3 ppm (P2) yang sama pemberian kinetin
4 ppm (Mg memiliki nilai kedinian tunas yang lebih baik dan berbeda nyata terhadap pemberian
kinetin 3 ppm, tetapi tidak berbeda nyata dengan kinetin 0 ppm (MO0) dalam kondisi konsentrasi
BAP yang sama. Sedangkan pada kondisi kinetin dengan tarat 4 ppm (M2) memiliki nilai yang
tidak berbeda nyata terhadap semua faktor BAP. Namun pada taraf BAP 3 ppm (P2) memiliki nii
yang cenderung lebih baik terhadap konsentrasi kinetin 4 ppm (M2). Berdasarkan tabel hasil Uji
lanjut DMRT o = 5% (Tabel 1) menunjukkan interaksi BAP dan kinetin pada perlakuan P2M?2
menghasilkan kedinian eksplan bertunas tercepat selama 83 HST.

Gambar 1. Kenampakan Visual Kedinian Eksplan Bertunas (A).Penampakan Tunas Hasil
Mikroskop Stereo (B), Trikoma (C), Eksplan (D)




221 TM3000_1982 2024/05/30 15:24 H 30um  TM3000_1976 2024/05/30 1517 H

222 TM3000_1963 2024/05/30 15:00H 200um TM3D0O0_1987 2024105730 1533 H 1 mm
223 Gambar 2. Penampakan Hasil Scanning Electron Microscopy Organogenesis Langsung (A,B)
224 dan Organogenesis Tidak Langsung (C,D), Primordia Tunas (PT), Trikoma (Tr), Kalus Kompak
225 (KR), Kalus Remah (KR), Tunas (T).

226

227 Jumlaliffunas

228 Hasil Analisis sidik ragam (ANOVA) pengaruh interaksi konsentrasi BAP dan kinetin

229  menunjukkan nilafEyang berbeda sangat nyata terhadagggariabel jumlah tunas. Hasil analisis
230  tersebut kemudian dilakukan uji lanjut DMRT o = 5% dan dapat dilihat pada Tabel 3.

231 Tabel 3. Pengaruh Interaksi Konsentrasi BAP dan Kinetin Terhadap Jumlah Tunas

Konsentrasi Konsentrasi Kinetin
BAP M0 (0 ppm) M1 (3 ppm) M2 (4 ppm)
1 0(b) 4167+ 136 ()
PO (0 ppm) B AB 4l 1]13::’3 @
51.67+8(a) 67.67 + 119 (a) 63.67 + 10 (2)
P12 ppm) A B A o
513+25(a 47,6795 (a) 813 +28.7 (a)
S73+18(a 25,67 +21 (ab 19372
P3 (4 ppm) A (a) . (ab) x (b)

232 Keterangan: Huruf kapital menyatakan perbandingan secara vertikal (membandingkan pengaruh kinetin), huruf kecil menyatakan

233 perbandingan secara horizontal (membandingkan konsentrasi BAP).

234 Berdasarkan Tabel 3 pada ta kinetin 4 ppm (M2), pemberian BAP 3 ppm (P2)

235  menghasilkan jumlah tunas tembakau yang lebih baik dan berbeda nyata dibandingkan dengan
6
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46
pemberian BAP O ppm (PO) dan 4 ppm (P3),gapi tidak berbeda nyata dengan BAP 2 ppm (P1).
Sedangkan pada kondisi taraf BAP 3 ppm (P2) yang sama, nilai jumlah tunas tidak berbeda nyata
terhadap pemberian kinetin. Namun, konsentrasi kinetin 4 ppm (M2) cenderung memberikan hasil
yang lebih baik pada taraf BAP 3 ppm (P2). Berdasarkan tabel hasil uji lanjut DMRT a = 5% (tabel
4 8), interaksi antara BAP dan kinetin pada perlakuan P2M?2 menghasilkan jumlah tunas yang lebih
baik, yaitu 81,3 tunas.

Jumlal§faun

Hasil Analisis sidik ragam (ANOVA) pengaruh interaksi konsentrasi BAP dan kinetin
menunjukkan nilai yggle berbeda sangat nyata terhadap faktor perlgfjan interaksi. Hasil analisis
tersebut kemudian dilakukan uji lanjut DMRT o = 5% dan dapat dilihat pada Tabel 4

Tabel 4. Pengaruh Interaksi Konsentrasi BAP dan Kinetin Terhadap Jumlah Daun

Konsentrasi Konsentrasi Kinetin

BAP MO (0 ppm) M1 (3 ppm) M2 (4 ppm)
PO (0 ppm) O(f:bl 79 :i‘;é (@) 61 :3]33.4 )
P1 (2 ppm) 88,33 21327"6 (@) 1 I9.6?: 41 () |2o.67: 20 (a)
P2 (3 ppm) |||§C(>(a) 101 :Azg.s (a) |42.3¢A44.| ()
P3 (4 ppm) 136 =A30 (@) 42:4;':’ (b) 30:51;.3 (b

Keterangan: Huruf kapital menyatakan perbandingan secara vertikal (membandingkan pengaruh kinetin), huruf kecil menyatakan
perbandingan secara horizontal (membandingkan konsentrasi BAP).

Salah satu indikator dari terbentuknya tunas adalah dengan kemunculan daun. Kemunculan
daun tersebut dapat mengindikasikan baik tidaknya tunas yang terbentuk. Berdasarkan Tabel 4
faktor BAP dan kinetin memiliki nilai yang berbeda nyata. Pada taraf kinetin 4 ppm (M2) yang
sama pemberian BAP 3 ppm (P2) memiliki nilai yang lebih baik dan berbeda nyata terhadap
pemberian BAP O ppm (P0O) dan 4 ppm (P3) tetapi tidak berbeda nyata pada taraf 2 ppm (P1).
Sedangkan pada taraf BAP 3 ppm (P2) yang sama memiliki nilai tidak berbeda nyata terhadap
penambahan kinetin O ppm (MO0), 3 ppm (M1) dan 4 ppm (M2). Namun pada taraf BAP 3 ppm yang
sama konsentrasi kinetin 4 ppm (M2) memiliki nilai yang cenderung lebih baik. Berdasarkan tabel
hasil Uji lanjut DMRT a = 5% menunjukkan interaksi BAP dan kinetin pada perlakuan P2M?2
menghasilkan jumlah daun yang lebih baik, yaitu 1423 helai.

( W Bj
| p3mO "
Gambar 2. Kenampakan Secara Visual Jumlah Daun (A), Daun yang Mengalami Nekrosis (B).
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PEMBAHASAN
Pengaruh Konsentrasi BAP dan Kinetin Terhadap Kedinian Eksplan Bertunas, Jumlah
Tunas, dan Jumlah Daun Tembakau Secara I'n Vitro

Kedinian Eksplan Bertunas

Tunas yang terbentuk hasil interaksi dari Interaksi dari P2M2 pada Tabel 2 menghasilkan
kedinian eksplan bertunas tercepat, hal ini dikarenakan sifat BAP menuru@ewi et al. (2023)
mendukung pembelahan sel yang intenfif. BAP mempercepat transisi sel dari fase G1-S dan G2-M
dalam siklus sel, yang pada gilirannya meningkatkan laju sintesis protein untuk proses mitosis. Hal
ini menyebabkan pembelahan sel yang terus-menerus membantu dalam pembentukan massa sel
yang tidak terdiferensiasi. Bentuk kedinian eksplan bertunas pada Gambar 1 menunjukkan awal
kemunculan tunas pada eksplan yang ditandai dengan munculnya primordia tunas. Dalam metode
multiplikasi, fase organogenesis langsung ditandai dengan kemunculan primordia tunas atau daun
(Unsong, et al., 2022). Sedangkan organogenesis tidak langsung pada tunas diawali dengan
terbentuknya kalus (Khozin et al., 2022). Organogenesis langsung dapat dilihat pada Gambar 2A &
2B yang menunjukkan trikoma (Tr) dan primordia tunas muncul dari adaksial daun. Menurut
Schuchovski et al. (2020), organogenesis langsung mengalami pembentukan tunas langsung dari
eksplan tanpa melalui kalus. Munculnya tunas ditandai dengan adanya primordia daun dan banyak
diantaranya terdapat trikoma. Sedangkan organogenesis tidak langsung dapat dilihat pada Gambar
2C yang menunjukkan kalus mengalami fase globular (kalus kompak). Pembentukan kalus menjadi
kompak disebabkan oleh proses lignifikasi (Wahyudiningsih, 2022). Pada Gambar 2D
menunjukkan kalus kompak memiliki tekstur yang keras, padat dan ruang antar selnya tersusun
dengan rapat. Menurut Faramayuda et al. (2016) kalus yang mengalami pembentukan tekstur
kompak berkorelasi dengan pembentukan tunas.

Sitokinin BAP dan kinetin berperan dalam mengatur trasnkripsi protein dalam pertumbuhan
dan perkembangan sel tumbuhan (Royani er al., 2021). BAP melakukan proses pembeifikan tunas
dengan mensintesis RNA, mempercepat sintesis protein, dan menginduksi aktivitas enzim yang
terlibat dalam pembelahan sel. Enzim yang terlibat dalam pembelahan sel mempercepat peralihan
siklus sel. Ketika hormon dan nutrisi terdapat dalam sel akan merangsang aktivasi gen-gen
transkripsi, dan terjadi peningkatan pembelahan sel. Stimulasi ini dapat menyebabkan pembelahan
sel pada nodus menjadi lebih cepat, sehingga mempercepat pembentukan tunas (Khozin &
Restanto, 2022).

Pemberian kinetin dalam media pertumbuhan dapat meningkatkan pembelahan dan
perbesaran sel lebih cepat, khususnya dalam proses morfogenesis, yaitu pembentukan struktur dan
organ tanarflin, serta perkembangan organel sel (Rahma, 2020). Menurut Mawaddah et al. (2021)
pemberian Konsentrasi BAP 1 mg/L dan kinetin 1 mg/L. cenderung memiliki pertumbuhan tunas
tebu tercepat. Hal ini dimungkingkan karena konsentrasi tersebut mencukupi kandungan hormon
endogen eksplan. Menurut Martins et al., (2022) kinetin yang diinteraksikan dengan BAP memiliki
jaringan dengan sel yang berdiferensiasi dan arah pertumbuhan morfologi yang jelas. Hal ini
dikarenakan efek buruk yang dimiliki BAP dapat dikurangi dengan penambahan kinetin. Dalam
penelitiannya menjelaskan efek buruk yang ditimbulkan BAP yaitu jaringan xilem dan floem yang
mengecil sehingga mempersempit penyerapan hara pada media, adanya kinetin dapat memperbesar
(ZBingan xilem dan floem pada eksplan sehingga penyerapan eksplan terhadap nutrisi dalam media
dapat mempercepat waktu muncul tunas.

Jumlah Tunas
Hasil pengamatan jumlah tunas yang dihasilkan dari interaksi BAP dan kinetin dapat
diindikasikan sebagai keberhasilan dalam multiplikasi tunas tembakau. Semakin banyak tunas yang
terbentuk pada eksplan menunjukkan tingginya tingkat multiplikasi suatu tanaman (Paserang &
Riska, 2022). Berdasarkan Tabel 3 perlakuan P2M2 (BAP 3 ppm; kinetin 4 ppm) menjadi
8
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perlakuan terbaik dalam menginduksi juElah tunas. Sedangkan perlakuan P3M2 (BAP 4 ppm;
kinetin 4 ppm) mengalami penurunan jumlah tunas pada eksplan tembakau. Hal ini diduga
konsentrasi sitokinin yang terlalu tinggi mengakibatkan penurunan jumlah tunas pada eksplan
tembakau. Penelitan ini selaras dengan Erawati et al. (2021) dimana interaksi BAP dan kinetin
terhadap tanaman vanili memiliki jumlah tunas yang fluktuatif dengan nilai yang cenderung
mengalami penurunan seiring peningk@fin jumlah sitokinin yang diberikan. Pada penelitian
Praseptiana et al. (2017) faktor B@P 0.5 mg/L; 1 mg/L; 2 mg/L yang diinteraksikan dengan kinetin
ta@lf 0,5 mg/L; 1 mg/LL memiliki jumlah tunas dengan nilai tertinggi pada perlakuan 0.5 mg/L. BAEf)
+ 0,5 mg/L kinetin sebesar 446 tunas. Sedangkan nilai terendah diha@iffan pada perlakuan 2.5
mg/L BAP + 0.5 mg/L kinetin sebesar 1 tunas. Penurunan jumlah tunas diduga karena konsentrasi
sitokinin yang terdapat pada eksplan terlalu tinggi sehingga berpotensi dalam menghambat
pertumbuhan.

Pengaruh kinetin dengan penambahan BAP yang berbeda pada perlakuan P2M2 (BAP 3
ppm; kinetin 4 ppm) memiliki nilai tidak berbeda nyata dan cenderung lebih tinggi dari POM2
(BAP O ppm + kinetin 4 ppm), P3M2 ( BAP 4 ppm + kinetin 4 ppm). Jumlah tunas pada taraf
kinetin yang sama mengalami peningkatan seiring dengan penambahan BAP, seperti yang
dijelaskan bahwa kinetin mampu meningkatkan pembentukan tunas dan memacu morfogenesis
pada jaringan eksplan (Wulannanda, 2023). Dalam penelitian ini konsentrasi BAP yang lebih
rendah dari kinetin cenderung memiliki jumlah tunas yang lebih banyak. Berdasarkan data Tabel 3
penambahan BAP pada konsentrasi yang lebih rendah daripada konsentrasi kinetin dapat
meningkatkan jumlah tunas seperti perlakuan PIM1, PIM2, P2M2. Penelitian serupa yang telah
dilakukan Hapsari et al. (2023) pada tanaman pisang barangan menghasilkan tunas terbaik pada
perlakuan 2 ppm BAP + 3 ppm kinetin sebanyak 5-8 tunas dengan morfologi daun yang lebih besar.
Penambahan BAP yang melebihi batas optimal dapat menumbulkan efek buruk pada induksi tunas
(Nazir et al., 2022). Hal ini dapat dilihat pada perlakuan P3M1 dan P3M2, kedua perlakuan tersebut
mengalami penurunan jumlah tunas pada konsentrasi BAP dan kinetin yang sama besar.

Jumlah Daun

Berdasarkan Tabel 4 perlakuan P2M2 (BAP 3 ppm; kinetin 4 ppm) menjadi perlakuan
terbaik pada variabel jumlah daun. Hal tersebut dapat dilihat dengan penambahan kinetin
menunjukkan penambahan jumlah daun pada eksplan. Menurut Ningrum et al. (2024) penambahan
medium kultur dengan kinetin dagit meningkatkan jumlah daun. Hal tersebut diperkuat pada dasar
terori kinetin yang menyatakan zat pengatur tumbuh golongan sitokinin yang dapat mendorong
pertumbuhan daun.

Pembentukan dan pembelahan sel dalam organ tumbuhan dipengaruhi oleh sitokinin, seperti
kinetin. Eksplan yang digunakan juga berperan dalam mempartisi jaringan meristem@ikarena
mengandung banyak pengendali pertumbuhan alami, yang mendorong perkembangan susunan
daun. Namun, penambahan sitokinin dalam jumlah yang melebihi optimal dapat menyebabkan
ukuran batang dan daun menjadi kecil dan berwarna pucat (Riono, 2019). Dalam penelitian ini
penambahan BAP yang berlebihan menyebabkan daun mengalami nekrosis. Pada Gambar 2
perlakuan P2MO dan P3MO menunjukkarffgksplan yang mengalami nekrosis pada pucuk daun.
Menurut Zulkarnain (2018) vitrifikasi dan nekrosis berkaitan erat dengan tingkat konsentrasi BAP
dalam medium kultur. Hal tersebut menjadi masalah yang serius dalam kultur in vitro karena pucuk
yang dihasilkan memiliki ruas pendek dan menurunkan jumlah eksplan layak di subkultur, seiring
meningkatnya konsentrasi BAP dapat mempengaruhi frekuensi vitrifikasi dan nekrosis.
Penambahan kinetin dapat membantu mengurangi efek buruk yang dihasilkan oleh BAP.

Penambahan BAP dalam medium mengakibatkan penurunan rasio palisade/spons yang lebih
signifikan, terutama jika tidak ada kinetin menunjukkan penurunan dalam perkembangan anatomi
daun (Manokari, 2022). Hal ini dikarenakan BAP memiliki dampak yang negatif terhadap ketebalan
sklerenkim karena sering dikaitkan dengan adanya senyawa fenolik. Senyawa fenolik berhubungan
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secara signifikan terhadap produksi lignin, yang menjadi salah satu penyusun dinding sel tanaman
(Tikhomirova et al., 2018). Jadi, daun yang memiliki ketebalan dinding sel rendah menyebabkan
konduktivitas hidrolik yang menurun.

Konduktivitas hidrolik yang terdapat dalam eksplan mencerminkan terbentuknya jaringan
xilem daun (Falchi er al., 2020). Sehingga tunas yang ditumbuhkan dalam medium BAP
menunjukkan rendahnya konduktivitas hidrolik yang berkorelasi dengan nokrosis pada pucuk.
Menurut Martins et al. (2022) tunas yang diberi BAP menunjukkan tanda-tanda stres fisiologi yang
jelas karena kandungan pigmen fotosintesis rendah dan aktivitas dari antioksidan yang tinggi.
Penelitian yang telah dilakukannya menjelaskan kombinasi 1,25 uM BAP + 1,25 M kinetin lebih
direkomendasikan karena dapat mengurangi dampak negatif dari BAP pada tanaman in vitro.

KESIMPULAN DAN SARAN

Pemberian BAP berpengaruh nyata terhadap parameter kedinian eksplan berkalus dan tidak
berbeda nyata terhadap parameter lainnya. Konsentrasi BAP yang memberikan kedinian eksplan
berkalus terbaik adalah konsentrasi 3 ppm BAP yang dapat menginduksi kalus dalam waktu 10,78
HST. Sedangkan pemberian kinetin berpengaruh sangat nyata terhadap kedinian eksplan bertunas.
Konsentrasi kinetin terbaik pada kedinian eksplan bertunas ditunjukkan oleh perlakuan P2M?2 yaitu
4 ppm, yang dapat f@enginduksi tunas dalam waktu 8,3 HST. Interaksi konsentrasi BAP dan
Kinetin berpengaruh sangat nyata terhadap variabel kedinian eksplan bertunas, jumlah tunas dan
jumlah daun. Konsentrasi BAP 3 ppm + kinetin 4 ppm menjadi perlakuan terbaik yang dapat
mengiffluksi kedinian eksplan bertunas dalam waktu 8,3 HST, jumlah tunas, 81,3, dan jumlah daun
1423 helai.
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