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ABSTRACT

Propagation of pule pandak (Rauvolfia serpentina (L.) Benth. Ex Kurz) conventionally shows
growth from seeds and stem cuttings of less than 15%. The low growth percentage is due to the
seeds have hard coats, so the germination of the seeds is very low. One of the technologies that can
be used and provides hope in the supply of seeds in large quantities and in a relatively short time is
the in vitro culture technique. The aim of this study was to determine does the several cytokinin
formulations administration affected the growth of pule pandak (Rauvolfia serpentina (L.) Benth. ex
Kurz) plant explants. The study was conducted at Esha Flora, Bogor from April 2022 to July 2022.
The experiment used a single factor Completely Randomized Design (CRD) consisting of 1 factor
using 4 combinations of cytokinins (2-1P, TDZ, BAP and Kinetin) and repeated 10 times so that
there are 40 experimental units for 12 weeks. The data obtained were then analyzed using the
ANOVA test at a significant level of 5%. The results showed that the S1 treatment (Modified MS
Media + 2-1P 2 mg/l + TDZ 0.1 mg/l + BAP 0.5 mg/l and Kinetin 0.5 mg/l) was the best cytokinin
formulation to produce the highest average number of shoots was 8.87 shoots, the highest explant
height was 2.49 cm and the fastest average of somatic embryogenesis emergence time was 23.3
DAP. Somatic embryo phase in treatment S1, S2 and S3 experienced globular, heart and torpedo
phases.

Keywords: Cytokinine, Somatic Embryogenesis, Tissue Culture, Rauvolfia serpentina (L.) Benth. Ex
Kurz

ABSTRAK

Perbanyakan pule pandak (Rauvolfia serpentina (L.) Benth. Ex Kurz) secara konvensional
menunjukkan pertumbuhan biji dan stek batang kurang dari 15%. Persentase tumbuh yang rendah
disebabkan karena biji memiliki tempurung yang keras, sehingga daya kecambah biji sangat
rendah. Salah satu teknologi yang bisa digunakan dan memberikan harapan dalam penyediaan
bibit dalam jumlah besar dan waktu relatif singkat adalah teknik kultur in vitro. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh pemberian beberapa formulasi
sitokinin terhadap pertumbuhan eksplan tanaman pule pandak (Rauvolfia serpentina (L.) Benth. ex
Kurz). Penelitian dilakukan di Esha Flora, Bogor dari bulan April 2022 sampai pada bulan Juli
2022. Percobaan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktor tunggal yang terdiri dari 1
faktor dengan menggunakan 4 kombinasi sitokinin (2-1P, TDZ, BAP dan Kinetin ) dan diulang
sebanyak 10 kali sehingga terdapat 40 satuan unit percobaan selama 12 minggu. Data yang
diperoleh kemudian dianalisis menggunakan uji ANOVA pada taraf signifikan 5%. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa perlakuan S1 (Media MS Modifikasi + 2-1P 2 mg/l + TDZ 0.1 mg/l + BAP 0.5
mg/l dan Kinetin 0.5 mg/l) merupakan formulasi sitokinin terbaik untuk menghasilkan rerata
jumlah tunas terbanyak yaitu 8.87 buah, rerata tinggi eksplan tertinggi yaitu 2.49 cm dan rerata
waktu muncul embrio somatik tercepat yaitu 23.3 HSK. Fase embrio somatik pada perlakuan S1, S2
dan S3 mengalami fase globular, hati dan torpedo.

Kata Kunci: Sitokinin, Embriogenesis Somatik, Kultur Jaringan, Rauvolfia serpentina (L.)Benth. Ex
Kurz
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PENDAHULUAN

Indonesia diprediksi memiliki lebih
dari 9.606 jenis tumbuhan obat yang tersebar
di berbagai jenis hutan, salah satunya adalah
pule pandak, Pule pandak adalah tumbuhan
obat Indonesia yang sangat terkenal akan
khasiatnya dalam menyembuhkan berbagai
macam  penyakit  terutama  hipertensi
(Khisbah, 2003). Pule pandak dimanfaatkan
sebagai obat tradisional yang digunakan untuk
pengobatan sesak nafas, nyeri perut, murus,
sakit kepala dan gigitan ular. Pule pandak
juga dapat digunakan sebagai obat penurun
panas, penurun tekanan darah tinggi, disentri,
kolera, kehilangan selera makan, radang usus
dan lain — lain (Hyne, 1987 dalam Sugito,
2006).

Data menunjukkan bahwa
diperkirakan penggunaan simplisia pule
pandak dalam negeri pada tahun 2000 sebesar
6.898 kg dengan pertambahan sebesar 25,89%
per tahun (Yahya et al., 2001 dalam
Sulandjari, 2008). Pule pandak dinyatakan
langka karena pengambilannya secara
langsung di alam yaitu dibawah naungan jati.
Kunwar (2019), mengemukakan pule pandak
termasuk ke dalam daftar tanaman yang
terancam punah oleh International Union of
Conservation of Nature (IUCN) dan masuk ke
dalam  CITES (the Convention on
International Trade in Endangered Species of
Wild Fauna and Flora) Appendix Il yaitu
daftar spesies yang tidak terancam kepunahan,
tetapi mungkin akan terancam punah jika
terus diperdagangkan secara terus-menerus.
Faktor lain penyebab terjadinya kelangkaan
pule pandak vyaitu karena bagian yang
dimanfaatkan sebagai bahan obat adalah akar,
sehingga tanaman ini sulit diperbanyak secara
konvensional dan penyebarannya terbatas.
Sudiarto et al. (1985) dalam Yunita dan
Lestari(2011), mengemukakan jika
perbanyakan  pule  pandak  (Rauvolfia
serpentina)secara konvensional menunjukkan
pertumbuhan biji dan stek batang kurang dari
15%. Persentase tumbuh yang rendah
disebabkan karena biji memiliki tempurung
yang keras, sehingga daya kecambah biji
sangat rendah. Hal tersebut menyebabkan
perbanyakan tanaman pule pandak melalui
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biji tidak optimal. Untuk mengimbangi laju
permintaan simplisia pule pandak dan
menyelamatkannya dari kepunahan, perlu
dilakukannya konservasi maupun budidaya.
Untuk itu perlu adanya produksi bibit secara
massal. Salah satu teknologi yang bisa
digunakan dan memberikan harapan dalam
penyediaan bibit dalam jumlah besar dan
waktu relatif singkat adalah teknik kultur in
vitro (Yunita dan Lestari,2011).

Kultur in vitro adalah teknik
menumbuhkan  bagian-bagian  tumbuhan
seperti protoplas, sel, jaringan ataupun organ
dalam suatu medium yang sesuai dibawah
kondisi  aseptik  (Prasetyorini,  2019).
Keberhasilan kultur jaringan dipengaruhi oleh
beberapa faktor, salah satunya adalah zat
pengatur tumbuh (ZPT). Menurut Lestari
(2011),zat pengatur tumbuh memainkan peran
penting dalam  mengendalikan  proses
biologis jaringan tanaman. Hapsoro dan
Yusnita (2018) dalam Alfiana (2020),
mengemukakan zat pengatur tumbuh adalah
senyawa organik non-hara yang dalam
konsentrasi  rendah  dapat  mendukung
pertumbuhan dan perkembangan tanaman
serta berperan penting dalam meningkatkan
metabolisme eksplan.

Salah satu zat pengatur tumbuh yang
sering digunakan dalam kultur jaringan yaitu
kelompok sitokinin. Kelompok sitokinin yang
umum digunakan dalam Kkultur jaringan
adalah 2-1P (2-1sopentenyl adenine), TDZ
(Thidiazuron), BAP (6-benzylaminopurine)
dan Kinetin (6-furfurylaminopurine). Secara
umum, sitokinin berfungsi untuk pembelahan
sel, pembesaran sel, menghambat penuaan
bunga dan buah, dan deferensiasi akar dan
tunas (Heddy, 1996 dalam Budi, 2020).
Berdasarkan uraian tersebut, penelitian ini
diarahkan untuk mengkaji pengaruh beberapa
formulasi sitokinin terhadap penyediaan bibit
dan pertumbuhan eksplan tanaman pule
pandak (Rauvolfia serpentina (L.) Benth. ex
Kurz) secara in vitro.

BAHAN DAN METODE

Waktu dan Tempat
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Penelitian dilakukan di Esha Flora
yang terletak di JI. Kemuning VI Jalan Raya
Taman  Cimanggu Blok M6  No.9
RT.02/RW.10, Kedung Waringin, Kecamatan
Tanah Sareal, Kota Bogor, Provinsi Jawa
Barat 16164 dengan Letak koordinat
6°33°'40°S dan 106°46°40"E.  Waktu
pelaksanaan penelitian ini akan dilakukan
selama 3 bulan dimulai pada bulan April 2022
sampai pada bulan Juli 2022.

Bahan dan Alat

Bahan yang akan digunakan dalam
penelitian ini antara lain eksplan yang berasal
dari planlet tanaman Rauvolfia serpentina
(L) Benth. ex Kurz, aquades steril,
spirtus, betadine, alkohol 70%, gula, agar-
agar, NaOH 4%, HCI 10%, 2-1P(2-
Isopentenyl adenine), TDZ (Thidiazuron),
BAP  (6-benzylaminopurine), Kinetin (6-
furfurylaminopurine) dan Giberelin (GA3)
dengan konsentrasi yang telah ditentukan
untuk  membantu pertumbuhan  eksplan
tanaman pule pandak dan untuk membuat
media MS (Murashige and Skoog) dibutuhkan
bahan-bahan yaitu larutan stok A sampai F,
vitamin B complex, vitamin E, myo inositol,
glisin, pepton, dan kasein hidrolisat dengan
konsentrasi yang telah ditentukan.

Peralatan yang akan digunakan dalam
penelitian ini adalah LaminarAir Flow (LAF),
lemari pendingin, rak kultur, Autoclave,
kompor, panci, timbangan analitik, gelas ukur
(1000 ml, 500 ml, 100 ml), botol kultur,
sprayer, bunsen, cawan petri, pinset, scalpel,
mata pisau, pipet tetes, pH indikator, spatula,
suntikan, karet, alumunium foil, plastik, kertas
koran, tisu, kapas, sarung tangan, masker,
penutup kepala medis, jas lab, gunting, korek
api, sendok, kertas label, plastik wrap, sikat
botol, kamera, dan alat tulis.
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Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam
penelitian ini merupakan metode eksperimen
dengan menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) faktor tunggal yang terdiri
dari 1 faktor dengan menggunakan 4
kombinasi sitokinin (2-IP, TDZ, BAP dan
Kinetin) dan GA3, diulang sebanyak 10 kali
sehingga terdapat 40 satuan unit percobaan.
Faktor sitokinin dengan menggunakan 4
kombinasi, yaitu :

S0 (Kontrol) = Media MS + Vit. B Complex 1
pil/l + Vit. E 1 pil/l + Myo inositol 100 mg/l +
Glisin 5 mg/l + Pepton 100 mg/l + Kasein
100 mg/l + GA3 1 mg/l (MS Modifikasi)

S1 = Media MS Modifikasi + 2-1P 2 mg/l +
TDZ 0,1 mg/l + BAP 0.5 mg/l dan Kinetin 0.5
mg/I

S2 = Media MS Modifikasi + 2-1P 4 mg/l +
TDZ 0,2 mg/l + BAP 1 mg/l dan Kinetin 1
mg/I

S3 = Media MS Modifikasi + 2-IP 6 mg/l +
TDZ 0,3 mg/l + BAP 1.5 mg/l dan Kinetin 1.5
mg/I

Data yang diperoleh dari hasil
pengamatan pada eksplan tanaman Rauvolfiia
serpentina(L.)Benth. ex Kurz selanjutnya
akan  diuji  secara  statistik  dengan
menggunakan uji F pada taraf nyata 5%.
Parameter yang akan diamati antara lain
waktu muncul tunas, jumlah tunas, panjang
tunas, jumlah daun, tinggi eksplan, waktu
muncul embrio somatik, diameter embrio
somatik, dan fase embrio somatik.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Waktu Muncul Tunas
Hasil uji LSD taraf 5% diperoleh rata-

rata waktu muncul tunas sebagai berikut
(Tabel 1).

Tabel 1. Pengaruh Pemberian Beberapa Formulasi Sitokinin Terhadap Rerata Waktu Muncul
Tunas pada Eksplan Rauvolfia serpentina (L.) Benth. Ex Kurz Selama 12 MSK

Kode Perlakuan

Rerata Waktu Muncul
Tunas (HSK)
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Kontrol [Media MS + Vit. B Complex 1 pil/l + Vit. E 1 pil/l
so + Myo inositol 100 mg/l + Glisin 5 mg/l + Pepton 100 mg/I 15.4 a
+ Kasein 100 mg/l + GA3 1 mg/l (MS Modifikasi)]

Media MS Modifikasi + 2-1P 2 mg/l + TDZ 0,1 mg/l + BAP

Sl 0.5 mg/l dan Kinetin 0,5 mg/I 16.8a
Media MS Modifikasi + 2-1P 4 mg/l + TDZ 0,2 mg/l + BAP

S2 1 mg/l dan Kinetin 1 mg/l 26.6 a

$3 Media MS Modifikasi + 2-1P 6 mg/l + TDZ 0,3 mg/l + BAP 1612

1.5 mg/l dan Kinetin 1,5 mg/I

Keterangan: Nilai rata-rata yang diikuti  huruf yang sama pada setiap kolom yang sama
menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji LSD taraf 5% HSK (Hari Setelah Kultur)

Berdasarkan hasil pada Tabel 1 data merupakan salah satu faktor penting dalam
menunjukkan semua perlakuan menghasilkan kultur in vitro. Dengan munculnya tunas baru
rerata waktu muncul tunas berkisar antara pada eksplan menandakan adanya
15.4 HSK — 26.6 HSK. Perlakuan SO diduga pertumbuhan dan respon terhadap hormon
menghasilkan waktu muncul tunas tercepat yang digunakan. Grafik rata-rata waktu
yaitu 154 HSK. Munculnya tunas muncul tunas disajikan pada Gambar 1.

Waktu Muncul Tunas (HSK)
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Gambar 1. Grafik waktu muncul tunas tanaman pule pandak semua perlakuan

Pada penelitian ini diketahui jika yang mampu merangsang pertumbuhan dan
perlakuan SO tidak diberikan zat pengatur perkembangan jaringan (Widiastoety dan
tumbuh  namun perlakuan SO mampu Nurmalinda,  2010). Pada  penelitian
memunculkan tunas lebih cepat dibandingkan Maulidina (2020), pemberian kasein hidrolisat
dengan perlakuan yang diberikan zat pengatur 150 mg/l pada eksplan tanaman Porang
tumbuh sitokinin. Menurut Kartini dan (Amorphopahallus muelleri Blume)
Karyanti (2017), adanya hormon endogen menunjukkan bahwa kasein hidrolisat mampu
dapat menyebabkan eksplan tumbuh secara menumbuhkan tunas dengan rerata 8,6 HST
normal atau lebih tinggi. (Hari Setelah Tanam) dan kasein hidrolisat

Pada perlakuan SO media kultur 200 mg/l mampu menumbuhkan tunas dengan
mengandung  kasein  hidrolisat.  Kasein rerata 9.33 HST.
hidrolisat merupakan asam amino yang Kosmiatin et al.(2014), menyatakan
berperan sebagai sumber nitrogen organik bahwa ketersediaan sumber nitrogen organik
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pada media kultur dapat meningkatkan
akumulasi asam amino sebagai penyusun

protein. Nitrogen berperan dalam proses
pertumbuhan tunas dengan dua cara yaitu
mengatur metabolisme nitrogen dan mengatur
hormon endogen (Kartini dan Karyanti,
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2017).Penambahan asam amino jenis kasein
hidrolisat dalam media kultur juga dapat
dilakukan untuk merangsang pertumbuhan
eksplan  (Istiningdyah et al., 2013).
Munculnya tunas disajikan pada Gambar 2.

Gambar 2. Munculnya tunas pada eksplan

Jumlah Tunas

Tunas merupakan calon tanaman baru
yang belum terdiferensiasi. Tanda awal
terbentuknya tunas adalah dengan adanya

tonjolan pada ujung eksplan atau ketiak daun.
Banyaknya tunas yang terbentuk dan tumbuh
menjadi salah satu dasar utama jumlah planlet
yang akan dihasilkan. Grafik rerata jumlah
tunas dapat dilihat pada Gambar 3.

Rerata Jumlah Tunas
(Buah)

10 8.866666667  8,608333333

(2]
o
(]
iy

= 5.666666667

S2

wn
w

Gambar 3. Grafik rerata jumlah tunas tanaman pule pandak semua perlakuan

Dilihat pada Gambar 3, grafik
menunjukkan perlakuan S1 (Media MS
Modifikasi + 2-IP 2 mg/l + TDZ 0,1 mg/l +
BAP 0.5 mg/l dan Kinetin 0,5 mg/l) diduga
memiliki rerata jumlah tunas terbanyak yaitu
8.87 buah dibandingkan dengan perlakuan
lainnya.

Hasil penelitian Yunita dan Lestari
(2011), menyatakan pemberian BAP 0.5 mg/I
dan TDZ 0.2 mg/l memberikan rerata jumlah
tunas yaitu 7.7 buah, lalu pemberian BAP 0.3
mg/l + 2-1P 2 mg/l juga mampu menghasilkan

rerata jumlah tunas sebanyak 2.4 buah pada
tanaman pule pandak. Selanjutnya, pada
penelitian Menaga et al. (2021), penggunaan
BAP 0.5 mg/l + Kinetin 0.5 mg/l pada
tanaman Pentatropis capensis (L.f.) Bullock
menunjukkan rerata jumlah tunas sebanyak
3.9 buah. Menurut Parzymies dan Dabski
(2012) dalam Ranganatha et al. (2020),
kombinasi sitokinin merupakan zat pengatur
tumbuh terbaik dalam banyak penelitian
untuk induksi tunas aksila.

241



e- ISSN: 2715-033X

George dan Sherrington (1984) dalam
Lestari (2015), menyatakan bahwa
keberhasilan pembentukan tunas memerlukan
media dengan zat pengatur tumbuh berupa
kombinasi sitokinin dengan auksin yang
rendah atau sitokinin tanpa auksin. Sitokinin
jenis BAP aktif dalam memacu pembentukan
dan penggandaan tunas lebih aktif dari pada
kinetin dan 2-IP.Menurut Shinta (2017),
kinetin mempunyai pengaruh untuk
mempercepat induksi tunas. Pemberian BAP
dan TDZ secara  bersamaan  dapat
meningkatkan kemampuan tunas
bermultiplikasi dibandingkan BAP atau TDZ
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kemampuan tunas bermultiplikasi
dibandingkan BAP atau TDZ secara tunggal.
Sedangkan 2-IP merupakan ZPT golongan
sitokinin yang berperan sebagai promotor
dalampembentukanjaringan ~ (Yunita  dan
Lestari, 2011).

Jumlah Daun

Daun muncul pada semua perlakuan.
Jumlah daun yang dihitung merupakan daun
yang sudah terbuka penuh dan tidak
menempel pada batang. Grafik rerata jumlah
daun dapat dilihat pada Gambar 4.

Rerata Jumlah Daun
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Gambar 4. Grafik rerata jumlah daun tanaman pule pandak semua perlakuan

Berdasarkan grafik pada Gambar 4
diduga menunjukkan rerata jumlah daun
terbanyak terdapat pada perlakuan S2 (Media
MS Modifikasi + 2-1P 4 mg/l + TDZ 0,2 mg/I
+ BAP 1 mg/l dan Kinetin 1 mg/l) yaitu
sebanyak 17.62 helai. Hasil penelitian Mirah
et al. (2021), pemberian BAP 1mg/l + Kinetin
1mg/l memberikan jumlah daun sebanyak
18.08 helai pada tanaman Stevia rebaudiana
Bert. Menurut Sukma dan Artina (2014)
dalam Karyanti (2017), pengaruh BAP atau

Kinetin ~ terhadap  pertumbuhan  daun,
menunjukkan bahwa BAP atau Kkinetin
sebagai salah satu jenis sitokinin lebih

berperan dalam mendorong pembentukan
tunas dan menghambat pertambahantinggi
sehinggamenekan jumlah daun. Semakin

meningkat konsentrasi kinetin maka semakin
meningkat pula jumlah daun (Wulansari et
al.,, 2017). Selanjutnya, pada penelitian
Nurmaningrum et al. (2017), kombinasi BAP
0.3 mg/l + TDZ 0.9 mg/l menghasilkan rerata
jumlah daun relatif banyak yaitu 1.33 helai.
Hal ini dikarenakan konsentrasi TDZ pada
media kultur lebih tinggi. TDZ merupakan
sitokinin yang memiliki aktivitas biologi yang
lebih tinggi dibandingkan BAP sehingga
mampu menumbuhkan daun pada tanaman
alfalfa (Medicago sativa L.). Menurut Nurana
et al. (2017), penambahan 2-IP pada
perlakuan ~ memberikan  respon  pada
pertumbuhan jumlah daun dan panjang daun.
Daun yang tumbuh disajikan pada Gambar 5.
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Gambar 5. Daun yang tumbuh pada eksplan tanaman pule pandak

Tinggi Eksplan

Grafik rata-rata tinggi eksplan dapat dilihat pada Gambar 6.
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Gambar 6. Grafik rerata tinggi eksplan tanaman pule pandak semua perlakuan

Berdasarkan grafik rerata tinggi
eksplan pada Gambar 6, data hasil
menunjukkan tinggi eksplan tertinggi terdapat
pada perlakuan S1 (Media MS Modifikasi +
2-1P 2 mg/l + TDZ 0,1 mg/l + BAP 0.5 mg/I
dan Kinetin 0,5 mg/l) yaitu 2.49 cm. Pada
penelitian  Ranganatha et al. (2020),
pemberian NAA 0.1 mg/l + BAP 1 mg/l + 2-
IP 3mg/l memberikan rerata tinggi eksplan
setinggi 8 cm pada Decalepis hamiltonii.
Selanjutnya, Menaga et al. (2021),
menyatakan bahwa pemberian BAP2 mg/l +
Kinetin 2 mg/l menunjukkan rerata tinggi
eksplan setinggi 2.9 cm pada tanaman
Pentatropis capensis (L.f.) Bullock.

Pada penelitian Yunita dan Lestari
(2011), pemberian BAP 0.3 mg/l yang
dikombinasikan dengan 2-IP 2 mg/l pada
eksplan pule pandak (Rauvolfia serpentina L.)
memberikan rerata tinggi eksplan setinggi 1.7
cm. Pemberian BAP dan 2-IP secara

bersamaan mampu meningkatkan proses
pembelahan dan  pembesaran  sel.2-IP
termasuk ZPT golongan sitokinin yang
berperan sebagai promotor dalam
pembentukan jaringan.Menurut Yeyen et al.
(2021), pemberian 1AA0,01 ml/l + BAP 4
ml/l + TDZ 0,1 ml/l + 2IP 2,5 ml/l pada
eksplan pisang barangan (Musa acuminata)
menunjukkan rerata tinggi eksplan terbaik
yaitu 2.78 cm dibandingkan perlakuan
lainnya. TDZ dalam kultur in vitro tidak
hanya  berperan  dalam peningkatan
pembentukan tunas, tetapi berperan juga
dalam peningkatkan tinggi eksplan dan
jumlah daun per eksplan (Supriati et al., 2006
dalam Suminar et al.,2017). Adanya
penambahan kasein hidrolisat pada media
kultur juga berpengaruh terhadap
pertumbuhan tinggi eksplan. Hal ini sejalan
dengan penelitian Maulidina (2020), dimana
pemberian TDZ 0.2 mg/l + kasein hidrolisat
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100 mg/l menghasilkan rerata tinggi eksplan
tanaman porang (Amorphopahallus muelleri

Blume) terbaik yaitu 0.51 cm. Tinggi eksplan
disajikan pada Gambar 7.

A 4

Gambar 7. Tinggi eksplan tanaman pule pandak
Waktu Muncul Embrio Somatik

Hasil uji LSD taraf 5% diperoleh rata-rata waktu muncul embrio somatik sebagai berikut
(Tabel 2).

Tabel 2. Pengaruh Pemberian Beberapa Formulasi Sitokinin Terhadap Rerata Waktu Muncul
Embrio Somatik pada Eksplan Rauvolfia serpentina (L.) Benth. ex Kurz Selama 12
MSK

Waktu Muncul Embrio

Kode Perlakuan Somatik (HSK)

Kontrol (Media MS + Vit. B Complex 1 pil/l + Vit. E
1 pil/l + Myo inositol 100 mg/l + Glisin 5 mg/I +

st Pepton 100 mg/l + Kasein 100 mg/l + GA3 1 2332
mg/l (MS Modifikasi))

52 Media MS Modifikasi + 2-1P 4 mg/l + TDZ 0,2 mg/I 301a
+ BAP 1 mg/l dan Kinetin 1 mg/l + GA3 1 mg/I '

s3 Media MS Modifikasi + 2-1P 6 mg/l + TDZ 0,3 mg/I 3514

+ BAP 1.5 mg/l dan Kinetin 1,5 mg/l + GA3 1 mg/|
Keterangan: HSK (Hari Setelah Kultur)

Pada penelitian ini, perlakuan yang
menghasilkan ~ embrio  somatik  adalah
perlakuan S1, S2 dan S3 secara embriogenesis
somatik tidak langsung. Embrio somatik
secara tidak langsung terjadi melalui dua fase,
yaitu dengan membentuk kalus dan kembali
menjadi  meristematik  dari  sel yang
diferensiasi  (Santos dan Paz, 2016).
Berdasarkan hasil pada Tabel 2 data

menunjukkan perlakuan S1, S2 dan S3
menghasilkan rerata waktu muncul embrio
somatikberkisar antara 23.3 HSK — 35.1 HSK.
Perlakuan S1 diduga menghasilkan waktu
muncul embrio somatik tercepat yaitu 23.3
HSK, tidak berbeda nyata dengan perlakuan
S2 dan S3. Grafik rerata waktu muncul
embrio somatik dapat dilihat pada Gambar 8.
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Rerata Waktu Muncul Embrio Somatik
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41

40
40
40

44
42

(HSK)
5 6 7 8 9 10
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41 0 36 39 42 36

Hari Setelah Kultur (HSK)

Gambar 8. Grafik waktu muncu

Berdasarkan grafik pada gambar 8,
rerata waktu muncul embrio somatik pada
eksplan tanaman pule pandak tercepat
ditunjukkan oleh perlakuan S1 dengan rerata
waktumuncul embrio somatik yaitu 23.3HSK
(Hari Setelah Kultur). Penelitian Banu et al.
(2020), menyatakan bahwa tanaman pule
pandak (Rauvolfia serpentina L.) yang
diberikan 1 mg/l BAP dan 0,5 mg/l Kinetin
pada media kultur menunjukkan
embriosomatik mulai muncul pada 6 — 8
minggu setelah kultur. Juliana et al. (2019)
yang  menyatakan  bahwa  pemberian
konsentrasi BAP yang semakin rendah pada

media kultur akan mempercepat waktu
pembentukan kalus.
Penelitian Naaty et al. (2017),

menyatakan bahwa pemberian 2 mg/l BAP +

| embrio somatik tanaman pule pandak

0.8 mg/l Kinetin + 0.4 mg/l NAA + 0.5 mg/I
TDZ merupakan formula yang efektif untuk
pembentukan embrio somatik pada tanaman
Mpelepele (Schizozygia Coffeoides Baill.).

Pemberian ZPT pada konsentrasi yang
berbeda berpengaruh pada
tahapanperkembangan embrio. Pada
penelitian  ini  konsentrasi TDZ yang

digunakan yaitu 0.1 — 0.3 mg/l, hal ini sejalan
dengan pernyataan Lestari (2015) yang
menyatakan bahwa TDZ mampu menginduksi
embrio somatik jika dilakukan dengan
menggunakan konsentrasi rendah, yaitu
sekitar 0,1 — 0,5 mg/l. Munculnya kalus pada
eksplan  sebelum  terbentuknya embrio
somatik disajikan pada Gambar 9.

Gambar 9. Munculnya kalus pada eksplan tanaman pule pandak

Diameter Embrio Somatik

Grafik rerata waktu muncul embrio somatik dapat dilihat pada Gambar 9.
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Diameter Embrio
Somatik (cm)

0.775833333

0.8
0.6
04
0.2

0.890833333

S2

0.713333333

S3

Gambar 10. Grafik rerata diameter embrio somatik tanaman pule pandak

Berdasarkan grafik pada gambar 10,
rerata diameter embrio somatik terbesar
diduga ditunjukkan pada perlakuan S2 yaitu
0.89 cm.Pada penelitian Peeris dan Senarath
(2015), pemberian 2.5 mg/l 2,4-D + 3.0 mg/I
Kinetin pada media MS menghasilkan rerata
diameter kalus embriogenik sebesar 3.22 cm
pada eksplan tanaman cendana (Santalum
aloum L.). Sedangkan, pada penelitian
Toharah et al. (2015), pemberian 2 mg/I
BAPdan3 mg/l BAP tunggal mampu
memberikan pertumbuhan kalus terbaik
sehingga diperoleh diameter kalus yang lebih
besar dibandingkan dengan  pemberian
kombinasi antara BAP dan 2,4-D.

Pemberian kombinasi antara TDZ 0.5
mg/l + 2,4-D 0.1 mg/l pada eksplan tanaman
anggrek lintang (Dendrobium lineale Rolfe)
menghasilkan rerata diameter kalus yaitu 3.25
cm (Hoesen et al., 2008). Menurut George et
al. (2008) dalam Pardede et al. (2021),
penggunaan TDZ dengan konsentrasi lebih

tinggi atau kurang dari 0,5 mg/l dapat
menyebabkan proses diferensiasi embrio
somatik tidak efektif. Penelitian Lubis et al.
(2018), menyatakan bahwa pemberian 2-1P 7
ppm + IAA 2 ppm menghasilkan rerata
diameter kalus pisang barangan (Musa
paradisiaca) terbaik yaitu sebesar 1.203 cm.
unawan (1987) dalam Sihotang et al.
(2016), menyatakan bahwa pemberian
sitokinin ~ berpengaruh  terhadap  proses
pembelahan sel, poliferasi kalus dan
morfogenesis.

()

Fase Embrio Somatik

Pada penelitian ini perlakuan S1, S2
dan S3 ditemukan embrio dalam fase
globular, hati dan torpedo. Sedangkan pada
perlakuan SO tidak ditemukan embrio somatik
namun menghasilkan planlet. Fase embrio
somatik disajikan pada Gambar 10.

%

)

’ P
Gambar 10. Fase embrio somatik pada eksplan tanaman pule pandak
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Pemberian sitokinin diperlukan pada
fase awal embriogenesis somatik, guna
mendorong pembelahan sel dan proliferasi
kalus serta pembentukan embrio somatik pada
fase globular (Nawrot-Chorabik, 2011 dalam
Ajijah dan Hartati, 2016). Menurut Hartati et
al. (2018), fase globular adalah fase dimana
sel berkumpul dan membentuk massa sel
dengan struktur bulat. Fase hati adalah fase
dimana terlihat adanya penonjolan pada kedua
sisi daerah terminal, sehingga massa sel
membentuk  struktur  seperti  jantung.
Sedangkan fase torpedo adalah tahap
pembesaran dari fase hati.

Arnold et al. (2002) dalam Ardiyani et
al. (2020), menyatakan bahwa cara
merangsang perkembangan embrio somatik
adalah dengan menambahkan sitokinin dan
mengurangi atau menghilangkan penggunaan
auksin. Dalam penelitian ini, pemberian
kombinasi  beberapa  sitokinin  mampu
menghasilkan embrio somatik dari fase
globular hingga torpedo terbanyak yaitu 17.6
helai dan rerata diameter embrio somatik
terbesar yaitu 0.89 cm. Sikder et al. (2006)
dalam Viola et al. (2017), menyatakan bahwa
penggunaan media dasar dan penambahan zat
pengatur tumbuh menggunakan jenis dan
konsentrasi yang tepat mampu merangsang
pembentukan embrio somatik.

KESIMPULAN

1. Perlakuan S1, S2 dan S3 mengalami fase
embrio somatik yaitu fase globular, hati
dan torpedo.

2. Terdapat pengaruh pemberian beberapa
formulasi sitokinin terhadap persentase
eksplan hidup, persentase eksplan
membentuk embrio somatik, waktu
muncul tunas, jumlah tunas dan daun,
tinggi  eksplan, waktu muncul
embriosomatik, diameter embrio
somatik dan fase embrio somatik
tanaman pule pandak (Rauvolfia
serpentina (L.) Benth. ex Kurz) selama
periode pengamatan 12 MSK.

3. Perlakuan SO (Media MS + Vit. B
Complex 1 pil/l + Vit. E 1 pil/l + Myo
inositol 100 mg/l + Glisin 5 mg/l +

JURNAL AGROPLASMA, Vol. 10 No. 1, Mei 2023: 237-251

Pepton 100 mg/l + Kasein 100 mg/I
[MS Modifikasi] + GA3 1 mg/l)
merupakan formulasi sitokinin terbaik
untuk  menghasilkan rerata  waktu
muncul tunas tercepat yaitu 15.4 HSK.

4. Perlakuan S1 (Media MS Modifikasi +
2-1P 2 mg/l + TDZ 0.1 mg/l + BAP 0.5
mg/l dan Kinetin 0.5 mg/l + GA3 1
mg/l) merupakan formulasi sitokinin
terbaik untuk menghasilkan rerata
jumlah tunas terbanyak yaitu 8.87 buah,
rerata tinggi eksplan tertinggi yaitu 2.49
cm dan rerata waktu muncul embrio
somatik tercepat yaitu 23.3 HSK.

5. Perlakuan S2 (MS Modifikasi + 2-IP 4
mg/l + TDZ 0.2 mg/l + BAP 1 mg/l dan
Kinetin 1 mg/l + GA3 1 mg/l)
merupakan formulasi sitokinin terbaik
untuk menghasilkan rerata jumlah daun
terbanyak yaitu 17.6 helai dan rerata
diameter embrio somatik terbesar yaitu
0.89 cm.
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