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ABSTRACT

The main objective of this research was to observe the adventitious shoot proliferation of different
explants (epycotil, cotyledon, hypocotyl) Tagetes (Tagetes erecta L.) with combination of PGR (BAP, GA3,
and 1AA). The first experiment was focused on seed sterilization. Epycotil was the only one explant that
successfully differentiated into shoots, callus from hypocotyl and cotyledon were not differentiated into
shoots due to phenolic. Combination BAP and IAA induced 70.7% callus from epicotyl, 49.3% callus from
cotyledon, and 53% callus from hypocotyl. Combination BAP and GA3 induced 60% callus from epicotyl,
48% callus from cotyledon, and 46% callus from hypocotyl. The result of experiment number two showed
that the best media for adventitious shoot proliferation from epycotil are MS with 0.87 mg L™ 1AA + 0.5 mg
L™ BAP and MS with 0.43 mg L™ IAA + 0.5 mg L™ BAP. On the experiment number three showed that the
best media for adventitious shoot proliferation from epycotil are MS with 1.73 mg L™ GA3 + 1.5 mg L™ BAP.
Combination among GA3 and BAP were not significantly influence to the all variable. The result of
experiment number two showed IAA influenced to callus-derived (at one week after treated), the number of
adventitious shoots (at 3 weeks after treated), and leaves induced (at 4 and 5 weeks after treated). BAP
significantly influenced to callus induced (at one week after treated), callus developed adventitious shoots (at
3 week after treated), and the number of adventitious shoot (at 3 week after treated). Experiment three
showed that rooting was influenced by GA3 at 4 week and 5 week after treated, and BAP influenced the
differentiation of callus from epicotyl to adventitious shoots at 3 week after treated.
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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini mempelajari proliferasi tunas adventif eksplan hipokotil, epikotil, dan
kotiledon Marigold (Tagetes erecta L.) secara in vitro dengan kombinasi BAP, GA3, dan IAA. Percobaan
pertama adalah mengenai sterilisasi benih. Eksplan percobaan dua dan tiga adalah epikotil, hipokatil, dan
kotiledon dari kecambah aseptik. Eksplan epikotil berhasil terproliferasi sedangkan hipokotil dan kotiledon
tidak terproliferasi karena oksidasi fenol. Interaksi BAP dan IAA berpengaruh nyata pada induksi kalus
epikotil pada semua minggu pengamatan, sedangkan interaksi BAP dan GA3 tidak berpengaruh nyata pada
semua parameter. Komposisi media MS ditambah 1AA dan BAP berhasil menginduksi kalus 70.7% dari
eksplan epikotoil, 49.3% dari eksplan kotiledon, 53% dari hipokotil. Komposisi media MS ditambah GA3
dan BAP berhasil menginduksi kalus 60% dari eksplan epikotoil, 48% dari eksplan kotiledon, 46% dari
hipokotil. Pada percobaan dua, media MS dengan 0.87 mg L™ IAA + 0.5 mg L™ BAP dan media MS dengan
0.43 mg L'IAA + 0.5 mg L'BAP terbaik dalam menginduksi tunas adventif eksplan epikotil. Pada
percobaan tiga, proliferasi tunas adventif tertinggi pada media MS dengan 1.73 mg L'GA3 + 1.5 mg L™
BAP. 1AA berpengaruh nyata pada eksplan bertunas pada satu 1 MSP, tunas per eksplan pada 3 MSP, dan
daun pertunas pada 4 MSP dan 5 MSP, sedangkan BAP berpengaruh nyata pada induksi kalus pada 1 MSP,
eksplan bertunas pada 3 MSP, dan tunas per eksplan pada 3 MSP. Pada percobaan tiga, GA3 berpengaruh
nyata pada pembentukan akar pada 4 MSP dan 5 MSP, sedangkan BAP berpengaruh nyata pada proliferasi
tunas per eksplan pada 3 MSP.

Kata kunci : BAP, GA3, IAA, Proliferasi, Tagetes erecta L.
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PENDAHULUAN

Tagetes sp. memiliki banyak kegunaan
antara lain sebagai antinematoda, antimikroba,
antiinflamantori, antibakteri, fungisida, herbisida,
malarisida, kosmetik, dan pewarna alami
(Vasudevan et al., 1997, Tomova et al., 2005;
Hook et al., 2010; Moetamadi et al., 2015;
Karwani dan Sisodia, 2015). Studi etnobotani
yang dilakukan di berbagai negara (Meksiko,
India, Pakistan, dan Indonesia) melaporkan bahwa
Tagetes sp. merupakan salah satu tanaman yang
digunakan sebagai obat tradisional dan upacara
keagamaan (Hernandes et al., 2003; Susiarti,
2006; Qureshi et al., 2007; Rajakumar dan
Shivanna, 2009; Surata et al., 2015). Tagetes sp.
yang mengandung minyak esensial yang dapat
dimanfaatkan secara luas tersebut
mengindikasikan kebutuhan akan bibit tanaman
ini cukup besar. Menurut Cornelius dan Wycliffe
dalam Preedy (2016) melaporkan pertumbuhan
produksi minyak Tagetes sp. di dunia mengalami
kemajuan pesat dari 1.5 ton/tahun pada tahun
1984 menjadi 15 ton/tahun pada tahun 2015
dengan harga berkisar US$50- US$155 per
kilogram. Negara produsen terbesar minyak
Tagetes sp. adalah Mesir, Zimbabwe, Nepal, India
dan  Australia. Indonesia  belum  mampu
memproduksi  minyak  Tagetes sp. dan
mengekspor bahan mentah (bibit, benih, maupun
bunga). Petani di Indonesia memperbanyak
Tagetes sp. secara in vivo dan konvensional, baik
dengan biji atau stek yang dinilai kurang efesien
secara teknis, waktu, ekonomi, dan tidak mampu
menghasilkan tanaman dengan kapasitas besar
dan seragam dalam waktu yang cepat.
Perbanyakan secara in vitro dengan teknik kultur
jaringan perlu dilakukan. Perbanyakan Tagetes sp.
secara  kultur  jaringan  sudah  banyak
dikembangkan di luar negeri namun di Indonesia
belum dilakukan. Kultur jaringan dengan tujuan
proliferasi merupakan salah satu teknik dalam
perbanyakan tanaman secara klonal untuk
perbanyakan masal. Keuntungan pengadaan bibit
melalui kultur jaringan antara lain dapat diperoleh
bahan tanaman yang bermutu dalam jumlah
banyak dan seragam, selain itu diperoleh
propagula (mother stock) sehingga dapat
digunakan sebagai bahan untuk perbanyakan
selanjutnya (Wattimena et al., 2011).

Keberhasilan proliferasi seringkali
bergantung pada jenis tanaman, media, dan
sumber eksplan. Media seringkali disesuaikan
dengan tujuan pengkulturan. Kombinasi ZPT
seperti auksin, giberelin, dan sitokinin sering
digunakan dalam penelitian kultur jaringan untuk
tujuan proliferasi (Wiendi et al.,, 1991).
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Berdasarkan beberapa penelitian melaporkan
bahwa beberapa spesies Tagetes sp. diperbanyak
secara in vitro pada beberapa komposisi media
dan sumber eksplan yang berbeda. Belarmino et
al. (1992) melaporkan bahwa komposisi MS
dengan penambahan kombinasi NAA (0.2 mg L™,
05mgL* 1.0mgL" 2.0mgL" 5.0mgL™ dan
BAP (0.2 mg L™, 0.5 mg L? 1.0 mg L™, 2.0 mg
L?, 5.0 mg L) dapat menginduksi kalus eksplan
daun dan hipokotil T. erecta. Hasil penelitian
Osman et al. (2012) memperkuat dugaan bahwa
media berpengaruh terhadap proliferasi Tagetes
sp. Osman et al. (2012) melaporkan perlakuan
kondisi terang dan gelap dengan media MS
dengan penambahan NAA (0.5mg L™, 7.0 mg L™,
10.0 mg L™) dan BAP (5 mg L™, 10 mg L™, 15
mg L™) dapat memacu induksi kalus T. erecta dan
T. patula dari eksplan daun, akar, dan batang.
Selain ditumbuhkan pada komposisi media MS
dengan penambahan auksin dan sitokinin,
proliferasi tunas adventif T. erecta dapat dipacu
dengan komposisi media MS dengan penambahan
giberelin dan sitokinin. Misra dan Datta (2001)
melaporkan ~ bahwa media MS  dengan
penambahan 3.46 mg L™ GA3 + 0.22 mg L™ BA
berhasil memacu organogenesis daun T. erecta.
Selain dipengaruhi oleh media, proliferasi Tagetes
sp. dipengaruhi oleh jenis eksplan. Eksplan
merupakan bagian dari tanaman baik dari tingkat
sel maupun jaringan yang diisolasi untuk
dijadikan sebagai bahan tanam secara in vitro.
Jaringan meristematik yang berasal dari sel
somatik umum  digunakan dalam upaya
multiplikasi eksplan tanpa merubah susunan
genetik. Jaringan muda yang umum dipakai dari
organ kecambah yaitu kotiledon, hipokotil, dan
epikotil (Campbell et al., 2008). Mohamed et al.
(1999) melaporkan mikropropagasi hipokotil dan
kotiledon T. minuta menghasilkan kalus pada
komposisi media MS dengan penambahan
kombinasi IAA (1 mg L™?, 3mg L™ 5mg L") dan
NAA (1 mgL? 3mgL™ 5mgL") dengan BA (1
mg LY 5 mg L% 10 mg L* 15 mg L™).
Sementara Miranda-ham et al. (2006) melaporkan
eksplan meristem apeks T. erecta tumbuh menjadi
kalus dan terdeferensiasi menjadi tunas pada
komposisi media MS dengan penambahan
kombinasi IAA (1.75 mg L™, 5.25 mg L™) dengan
BA (6.75 mg L™, 11.25 mg L™, 11.75 mg L™).
Penelitian lebih lanjut untuk mempelajari
pengaruh auksin, sitokinin, dan giberelin pada
sumber eksplan T. erecta yang berbeda perlu
dilakukan sebagai rujukan untuk memproduksi
bibit klonal T. erecta yang bermutu secara efektif.

Penelitian ini bertujuan untuk
mempelajari  kemampuan proliferasi eksplan
hipokotil, pucuk (epikotil), dan kotiledon Tagetes
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(Tagetes erecta L.) kultivar African Crackerjack
melalui induksi tunas adventif secara in vitro
dengan penambahan zat pengatur tumbuh BAP,
GA3, dan 1AA.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini bertujuan untuk
mempelajari  kemampuan proliferasi  eksplan
hipokotil, pucuk (epikotil), dan kotiledon Tagetes
(Tagetes erecta L.) kultivar African Crackerjack
melalui induksi tunas adventif secara in vitro
dengan penambahan zat pengatur tumbuh BAP,
GA3, dan IAA. Bahan sterilan yang digunakan
pada semua percobaan adalah Clorox dengan
bahan aktif Natrium Hipoklorat (NaClO3) yang
dilarutkan dalam air steril. Bahan tanaman pada
percobaan satu (sterilisasi) adalah benih Tagetes
(Tagetes erecta L.) kultivar African Crackerjack,
sedangkan bahan tanaman yang dipakai pada
percobaan dua dan tiga (percobaan proliferasi)
adalah eksplan dari kecambah aseptik Tagetes
yaitu epikotil, kotiledon, dan hipokotil yang
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berumur 7 hari setelah ditumbuhkan pada media
komposisi MS tanpa zat pengatur tumbuh. Bahan-
bahan penunjang lain yang digunakan pada
penelitian ini diantaranya adalah aquades, spirtus,
alkohol 70%, tissue, plastik wrap, botol kultur.
Sementara alat-alat percobaan yang digunakan
pada penelitian ini diantaranya alat-alat kultur,
autoclave, dan Laminar Air Flow Cabinet.

Pengembangan protokol sterilisasi benih Tagetes
(Tagetes erecta L.) kultivar African Crackerjack

Percobaan ini didesain menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 1 faktor.
Faktor perlakuan adalah metode sterilisasi benih.
Terdapat 4 perlakuan dengan masing-masing
perlakuan terdiri dari 4 ulangan. Setiap ulangan
terdiri dari 5 benih sebagai satuan amatan
sehingga total satuan amatannya adalah 80 satuan
amatan. Perlakuan sterilisasi dilakukan dua tahap
perendaman untuk setiap perlakuan. Perlakuan-
perlakuan pada percobaan sterilisasi benih
disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Perlakuan percobaan sterilisasi benih Tagetes (Tagetes erecta L.) kultivar African Crackerjack

Perlakuan Perendaman ke-satu Perendaman ke-dua

PO: 100 ml Air Steril (0% clorox) selama 15 menit -

P1: 70 ml Air Steril + 30 ml clorox (15 menit) 90 ml Air Steril +.10 mi clorox
(5 menit)

P2: 50 ml Air Steril + 50 ml clorox (15 menit) 90 ml Air Steril +.10 mi clorox
(5 menit)

P3: 25 ml Air Steril + 75 ml clorox (15 menit) 90 ml Air Steril +.10 ml clorox
(5 menit)

Analisis data dilakukan dengan uji F taraf
5% dengan menggunakan program SAS
(Statistical Analysis Sistem) 9.1.3. Jika berbeda
nyata diuji lanjut menggunakan DMRT (Duncan
Multiple Range Test).

Proliferasi tunas adventif Tagetes (Tagetes erecta
L.) kultivar African Crackerjack dengan
penambahan BAP dengan I1AA

Percobaan kedua untuk mempelajari
pengaruh  komposisi media MS  dengan
penambahan kombinasi BAP dengan IAA
terhadap proliferasi Tagetes (Tagetes erecta L.)
kultivar African Crackerjack. Eksplan yang
dipakai adalah bagian kecambah aseptik dari

Proliferasi Tunas Adventif . . .

benih Tagetes yang terdiri dari epikotil, hipokotil,
dan kotiledon. Percobaan kedua menggunakan
Rancangan Acak Kelompok (RAK) faktorial
dengan dua faktor dengan waktu penanaman
sebagai kelompok. Pada percobaan kedua, faktor
pertama adalah zat pengatur tumbuh BAP dengan
3taraf: 0.5mg L? 1.0 mg L™, 1.5 mg L™. Faktor
kedua adalah zat pengatur tumbuh IAA dengan
tiga taraf yaitu 043 mg L™, 0.87 mg L™, 1.30
mg/L. Terdapat 9 perlakuan dengan 3 Kali
ulangan. Setiap ulangan terdiri dari 3 epikotil, 4
kotiledon, dan 4 hipokotil sebagai satuan amatan.
Sehingga terdapat 297 satuan amatan. Perlakuan-
perlakuan pada percobaan kedua disajikan pada
Tabel 2.
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Tabel 2. Perlakuan percobaan proliferasi tunas adventif Tagetes (Tagetes erecta L.) Kkultivar African
Crackerjack dengan penambahan BAP dan IAA

-1
BAP (mg L) - sl ) :
Al:043mgL A2:0.87mgL A3:1.30mg L
B1:05mgL" AlB1 A2B1 A3B1
B2:1.0mgL" Al1B2 A2B2 A3B2
B3:15mgL" Al1B3 A2B3 A3B3

Analisis data dilakukan dengan uji F taraf
5% dengan menggunakan program SAS
(Statistical Analysis Sistem) 9.1.3. Jika berbeda
nyata diuji lanjut menggunakan DMRT (Duncan
Multiple Range Test).

Proliferasi tunas adventif Tagetes (Tagetes erecta
L.) kultivar African Crackerjack dengan
penambahan BAP dengan GA3

Percobaan ketiga untuk mempelajari
pengaruh  komposisi media MS  dengan
penambahan kombinasi BAP dengan GA3
terhadap laju proliferasi Tagetes (Tagetes erecta
L.) kultivar African Crackerjack. Eksplan yang

dipakai adalah bagian kecambah aseptik dari
benih Tagetes yang terdiri dari epikotil, hipokotil,
dan kotiledon. Percobaan ketiga disusun
menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK)
faktorial dengan dua faktor. Waktu penanaman
sebagai kelompok. Faktor pertama adalah zat
pengatur tumbuh BAP dengan 3 taraf : 0.5 mg L™,
1 mg L% 1.5 mg L™ Faktor kedua adalah zat
pengatur tumbuh GA3 dengan tiga taraf yaitu 0.86
mg L% 1.73 mg L*, 2.60 mg L™ Terdapat 9
perlakuan dengan 3 kali ulangan. Setiap ulangan
terdiri 3 epikotil, 4 kotiledon, dan 4 hipokotil
sebagai satuan amatan. Sehingga terdapat 279
satuan amatan. Perlakuan pada percobaan ketiga
disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Perlakuan percobaan proliferasi tunas Adventif Tagetes (Tagetes erecta L) kultivar African
Crackerjack dengan penambahan BAP dan GA3

BAP (mg L) GA3 (mg L)

C1:0.86mgL" C2:1.73mgL" C3:2.60mgL"
B1:05mgL™? CiB1 C2B1 C3B1
B2:1.0mgL" C1B2 C2B2 C3B2
B3:1.7mgL" C1B3 C2B3 C3B3

Analisis data dilakukan dengan uji F 5%
dengan menggunakan program SAS (Statistical
Analysis Sistem) 9.1.3. Jika berbeda nyata diuji
lanjut menggunakan DMRT (Duncan Multiple
Range Test).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengembangan Protokol Sterilisasi Benih Tagetes
(Tagetes erecta L.) kultivar African Crackerjack

Perlakuan berpengaruh nyata terhadap
persentase benih aseptik dan rata-rata jumlah
benih  yang berkecambah, namun tidak
berpengaruh nyata terhadap waktu kecambah.
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Tabel 4 menjelaskan bahwa peningkatan
konsentrasi Natrium Hipoklorat (NaClO3) dari
30% sampai 75% (P1, P2, P3) menekan angka
kontaminasi dan meningkatkan daya kecambah,
berbeda bila dibandingkan dengan kontrol (PO)
yang tidak diberi perlakuan perendaman dengan
desinfektan. Pada perlakuan ke-3 (P3) vyaitu
perlakuan dua kali perendaman yang terdiri dari
perendaman pertama dengan 75% clorox (15
menit) dilanjutkan perendaman kedua dengan
10% clorox (10 menit) menunjukan jumlah benih
berkecambah, waktu berkecambah, dan persentase
benih aseptik terbaik dibandingkan dengan
perlakuan yang lain, sehingga perlakuan ini dinilai
paling efektif untuk sterilisasi benih Tagetes.
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Tabel 4. Data parameter percoban sterilisasi benih Tagetes (Tagetes erecta L.) kultivar African Crackerjack

sampai 7 HST
Parameter
Perlakuan L Jumlah
Waktu Berkecambah (HST) Persentase Kontaminasi (%) Kecambah
PO 3.5 70b 2.5¢c
P1 3.0 2.5a 4.25b
P2 3.0 0.0a 5.0a
P3 3.0 0.0a 5.25a
Uji F tn ** **

Bahan desinfektan yang diuji adalah
clorox yang memiliki kandungan bahan aktif
Natrium Hipoklorat (NaClO) 5%. Nakagawara et
al. (1998) melaporkan bahwa NaClO efektif
membunuh berbagai macam tipe bakteri. Senyawa
NaClO dilarutkan dalam air, garam hipokloritnya
membentuk  senyawa HCIO vyang dapat
menyebabkan  kerusakan ~ DNA  sehingga
menyebabkan kematian sel bakteri (Dukan et al.,
1999). Kontaminan bakteri pada penilitian dapat
bersifat epiphytes atau endophytes (Sigee, 1993).
Bakteri bersifat epiphytes merupakan bakteri yang
menempel pada jaringan luar sel eksplan
(Odutayo et al.,, 2007). Sementara bakteri
endophytes merupakan bakteri yang tumbuh pada
bagian ruang antar sel tanaman (Gunson dan
Spencer-Phillips, 1994).

Perkecambahan. Setelah mendapatkan
metode sterilisasi terbaik pada percobaan
sterilisasi, benih disterilisasi dengan metode
sterilisasi yang didapatkan pada percobaan
sterilisasi, kemudian dikecambahkan pada media
Murashige dan Skoog (MS) tanpa penambahan zat
pengatur tumbuh dan dalam kondisi gelap sampai
muncul kotiledon. Benih Tagetes sp. merupakan
jenis benih yang memiliki struktur sisir pada
pangkal biji. Hal ini menyebabkan tingginya
faktor  kontaminasi pada saat sterilisasi.
Kontaminasi  yang terjadi pada  saat
perkecambahan sebanyak 15% (Tabel 5).
Kontaminan yang yang ditemukan pada saat
perkecambahan adalah bakteri dan cendawan.

Letak embrionya sendiri berada di ujung
berlawanan dari struktur sisir. Cahaya sangat

Proliferasi Tunas Adventif . . .

mempengaruhi perkecambahan benih Tagetes
erecta kul African Crackerjack. Munculnya
kotiledon menandakan benih telah berkecambah
secara sempurna. Kotiledon merombak cadangan
makanan yang terdapat pada endospermae saat
proses-proses awal perkecambahan sehingga
benih  bisa menjalankan proses fisiologi
perkecambahan. Kotiledon yang berwarna kuning
menandakan respon terhadap kebutuhan cahaya
sehingga benih dipindahkan ke tempat terang agar
tidak terjadi etiolasi.

Benih Tagetes (Tagetes erecta L.) kultivar
African  Crackerjack  bersifat  negatively
photoblastic yang terhambat perkecambahannya
karena  faktor  cahaya.  Apabila  benih
dikecambahkan pada kondisi terang maka akan
terjadi photodormancy. Cahaya berpengaruh
terhadap aktivitas phytochrome. Phytochrome
merupakan pigmen pada benih yang menginduksi
embrio untuk menghasilkan hormon giberelin.
Giberelin  menginduksi  terbentuknya enzim
amylase yang memecah pati menjadi gula
sehingga meningkatkan tekanan osmosis benih.
Tekanan osmosis mengakibatkan pecahnya kulit
benih dan memacu proses imbibisi sehingga
terjadi perkecambahan (Toyomasu et al., 1998).
Berdasarkan data yang diperoleh, benih
dipindahkan pada 3 sampai 4 hari setelah
perkecambahan (HSP). Sebanyak 79% benih
berhasil berkecambah dengan normal, sedangkan
sisanya terjadi kontaminasi, etoliasi, dan mati
(Tabel 5). Rata-rata benih berkecambah pada 3
HST.
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Tabel 5. Data fase perkecamabahan benih Tagetes (Tagetes erecta L.) kultivar African Crackerjack

Hari Setelah Tanam (HST)

Parameter
1 2 3 4 5 6 7
Kecambah Muncul (%) 2 8 52.5 715 78.5 79.5 79.5
Kecambah Sempurna (%) 0 2 5 50 73.5 75 79
Kecambah Etiolasi (%) 0 0.5 0.5 8 8 8 8
Kontaminasi (%) 0.5 6 6 11 15 15 15

Percobaan proliferasi tunas adventif Tagetes
(Tagetes erecta L.) kultivar African Crackerjack
dengan penambahan BAP dan IAA

Induksi kalus. Kontaminasi bersumber
dari tempat kultur dan media. Rentang persentase
eksplan aseptik pada media kombinasi IAA dan
BAP adalah 33%-100%. Secara berurutan rataan
persentase eksplan aseptik untuk hipokotil,
epikotil, dan kotiledon adalah 87%, 82%, 62%.
Data persentase eksplan epikotil, hipokotil, dan

kotiledon aseptik disajikan pada Lampiran 2.
Pengaruh perlakuan dengan IAA dan BAP pada
induksi kalus hanya berpengaruh nyata terhadap
eksplan  epikotil, sedangkan pada eksplan
kotiledon dan hipokotil tidak berpengaruh nyata.
Interaksi IAA dan BAP berpengaruh nyata
terhadap induksi kalus eksplan epikotil sampai 5
MSP, faktor tunggal IAA tidak berpengaruh
nyata, sementara BAP berpengaruh nyata terhadap
induksi kalus epikotil pada 1 MSP.

Tabel 6. Persentase kalus eksplan epikotil berkalus pada media MS dengan penambahan IAA dan BAP

sampai 5 MSP

Perlakuan (mg L™)

Eksplan berkalus (%)

Rata-Rata (%)

IAA BAP Epikotil Kotiledon Hipokaotil

0.43 98 48 58 68
0.87 05 84 36 50 57
1.30 56 42 78 59
0.43 73 75 37 62
0.87 1.0 33 20 58 37
1.30 64 80 47 64
0.43 58 58 42 53
0.87 15 80 58 45 61
1.30 91 27 62 60

Rata-rata (%) 70.7 49.3 53.0 57.8

Tabel 6 menjelaskan bahwa perlakuan
media dengan komposisi MS ditambah 0.43 mg L
Y IAA + 0.5 mg L™ BAP menghasilkan rata-rata
persentase kalus terbanyak pada semua jenis
eksplan. Persentase eksplan epikotil, hipokotil,
dan kotiledon membentuk kalus berada pada
rentang 20%-98%. Hasil dari penelitian ini sama
dengan penelitian Mohamed et al. (1999) bahwa
73%-100% eksplan kotiledon dan 60%-100%
eksplan  hipokotil T. minuta terproliferasi
membentuk kalus pada perlakuan MS dengan
kombinasi IAA (1 mg L™ 3mg L™ 5mgL™) dan
BA (1 mgL* 5mgL? 10 mg L™ 15 mg L™).
Perlakuan dengan media MS dengan 1 mg L™
IAA + 10 mg L™ BA terbaik untuk menginduksi
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tunas T. minuta. Sementara Deka dan Arjuna
(2014) melaporkan perlakuan MS dengan
kombinasi 0.5 mg L™ IAA dengan 5.0 mg L*
Kinetin berhasil menginduksi kalus 100% dari
eksplan daun T. erecta. Persentase kalus epikotil
lebih tinggi dibanding hipokotil dan kotiledon
diduga karena epikotil berada di daerah apeks
yang merupakan tempat sintesis auksin sehingga
memacu pembelahan sel yang lebih tinggi
dibanding hipokotil dan kotiledon. BAP
berpengaruh nyata terhadap induksi kalus diduga
karena kemampuan sitokinin dalam memacu
pembelahan sel, sehingga kalus akan mudah
terbentuk dengan pemberian sitokinin (Arteca,
1995; Davies, 2004). Tekstur kalus yang
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didapatkan pada semua eksplan dan semua media erecta yang ditumbuhkan pada perlakuan media
perlakuan bertekstur kompak. Nikam dan Khan MS dengan penambahan kombinasi IAA (0.5 mg
(2012) melaporkan 100% kalus bertekstur L 2.0mg L™ 4.0mg L™ dan BAP (5.0 mgL™).

kompak didapatkan pada kultur eksplan daun T.

Tabel 7. Pengaruh interaksi IAA dan BAP terhadap induksi kalus eksplan epikotil Tagetes (Tagetes erecta
L.) kultivar African Crackerjack pada setiap minggu pengamatan

Perlakuan Rata-rata jumlah epikotil berkalus
IAA (mg L) BAP (mg L) Minggu setelah perlakuan (MSP)
1 2 3 4 5
0.43 2.6a 3.00a 3.00a 3.00a 3.00a
0.87 05 2.6a 2.66a 2.66a 2.33abc 2.33abc
1.30 0.6bc 1.66ab 1.33bc 1.33bc 1.33bc
0.43 1.3b 2.66a 2.33abc 2.33abc 2.33abc
0.87 1.0 0.0c 1.00b 1.00c 1.00c 1.00c
1.30 2.6a 1.66ab 2.00abc 1.66abc 1.66abc
0.43 1.3b 2.00ab 2.00abc 1.66abc 1.66abc
0.87 15 1.6ab 2.33ab 2.66ab 2.66ab 2.66ab
1.30 2.6a 3.00a 2.66ab 2.66ab 2.66ab
Uji F ok * * * *
KK (%)? 25.4 35.6 30.1 22.3 21.3

Keterangan: *= berpengaruh nyata pada taraf uji 5%, **= berpengaruh nyata pada taraf uji 1%,”= transformasi data (x+0.5)°

2.5
E E 2 2a 1.8a
EC
3 g 1.5
©
g !
g2 05
C X
x o O

B1 B2 B3
Perlakuan BAP
Keterangan:
B1: 0.5 mg/L BAP; B2: 1.0 mg/L BAP; B3: 1.5 mg/L BAP

Gambar 1. Pengaruh BAP terhadap jumlah eksplan berkalus dari epikotil Tagetes (Tagetes erecta L.)
kultivar African Crackerjack pada satu minggu setelah perlakuan

Tabel 7 menjelaskan bahwa peningkatan dengan 0.5 mg/L BAP dan perlakuan MS dengan
konsentrasi BAP dan IAA tidak selalu 1.5 mg/L BAP.
meningkatkan  persentase  ekplan  epokotil Proliferasi tunas  adventif. Kalus
membentuk kalus. Meskipun perlakuan MS tanpa terdiferensiasi menjadi tunas didapatkan hanya
penambahan zat pengatur tumbuh tidak dapat pada eksplan epikotil, sedangkan untuk kalus
menginduksi kalus T. erecta (Miranda-ham et al., kotiledon dan hipokotil tidak terjadi profilerasi
2006), adanya kemungkinan tingginya hormon membentuk tunas karena eksplan mati akibat
endogen pada bagian meristm apek pada bagian senyawa fenolik. Proliferasi tunas adventif
epikotil sehingga ketika diberi hormon eksogen epikotil terjadi antara 1 MSP sampai 2 MSP.
tidak selalu berpengaruh positif terhadap Interaksi IAA dan BAP dan faktor tunggal IAA
pertumbuhan tunas (Evans et al., 2003). dan BAP tidak berpengaruh nyata terhadap waktu

Gambar 1 menunjukan BAP berpengaruh proliferasi. Eksplan epikotil bertunas terbanyak
nyata terhadap induksi kalus epikotil pada 1 MSP. didapatkan pada media MS dengan penambahan
Hasil uji lanjut menjelaskan perlakuan MS 0.43 mg L™ IAA + 0.5 mg L™ BAP, sedangkan
ditambah 1.0 mg L™ BAP cenderung lebih kecil jumlah tunas terbanyak didapatkan pada media
dalam meningkatkan induksi kalus eksplan MS dengan penambahan 0.87 mg L™ IAA + 0.5
epikotil dibandingkan dengan perlakuan MS mg L™ BAP.

Proliferasi Tunas Adventif . . . 61
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Interaksi IAA dan BAP tidak berpengaruh
nyata baik terhadap jumlah eksplan epikotil
bertunas maupun jumlah tunas per eksplan. BAP
berpengaruh nyata terhadap jumlah eksplan
epikotil bertunas pada 3 MSP, sedangkan IAA
berpengaruh nyata terhadap jumlah eksplan
epikotil bertunas pada 1 MSP (Tabel 8).
Sementara faktor tunggal IAA dan BAP
berpengaruh nyata terhadap jumlah tunas per
eksplan epikotil pada 3 MSP (Gambar 2).

Miranda-Ham et al. (2006) melaporkan
proliferasi 70% tunas adventif tumbuh dari
eksplan meristem apeks yang diberi perlakuan MS
dengan penambahan 1.75 mg L™ IAA + 15.75 mg

L™ BA. Sementara hasil penelitian Qi et al. (2011)
melaporkan  70% tunas adventif berhasil
didapatkan dari kultur anther beberapa genotipe T.
patula pada media MS dengan 0.5 mg L™ NAA +
0.5 mg L™ BA.

Eksplan kotiledon dan hipokotil tidak
terploriferasi karena terkena senyawa fenolik.
Oksidasi fenol banyak ditemukan pada kultur
Tagetes sp. Oksidasi fenol diduga karena eksplan
menghasilkan senyawa polifenol seperti lignin,
tanin, dan lainnya yang bisa bersifat antioksidan
dan oksidatif yang sedang banyak dikembangkan
di berbagai industri (Miranda-Ham et al., 2014;
Nikam dan Khan, 2014).

Tabel 8. Faktor tunggal IAA dan BAP terhadap jumlah eksplan epikotil bertunas pada Tagetes (Tagetes

erecta L.) kultivar African Crackerjack

Rata-rata jumlah eksplan epikotil bertunas

-1
IAA (Mg L7) Minggu Setelah Perlakuan (MSP)
1 2 3 4 5
0.43 0.33b 1.77 211 2.44 2.22
0.87 0.77ab 2.44 2.66 2.77 2.66
1.30 0.11a 2.0 211 2.11 2.44
Uji F * tn tn tn tn
BAP (mg L) Minggu Setelah Perlakuan (MSP)
0.5 0.44 2.44 2.77a 2.88 2.77
1.0 0.55 1.77 1.89b 2.33 2.22
15 0.22 2.0 2.22ab 211 2.33
Uji F tn tn * tn tn
KK (%) 225 211 134 11.9 12.0

Keterangan: tn= tidak berpengaruh nyata, *= berpengaruh nyata pada taraf uji 5%, Y= transformasi data (x+0,5)°°

4.22a

2.66b

3.33ab

OoON PO

eksplan

4.33a

2.66b 3.22ab

Jumlah tunas per

Al A2 A3

Keterangan:

B1 B2 B3

Perlakuan IAA dan BAP
Al =0.43mg/L IAA ; A2 =0.87 mg/L IAA ; A3= 1.30 mg/L IAA
B1=0.5mg/L BAP; B2 =1.0 mg/L BAP ; B3 =1.5mg/L BAP

Gambar 2. Pengaruh faktor IAA dan BAP terhadap rata-rata jumlah tunas per eksplan epikotil Tagetes
(Tagetes erecta L.) kultivar African Crackerjack pada 3 MSP

Gambar 2 menunjukan bahwa perlakuan
media dengan 0.43 mg L™ IAA dan 0.5 mg L™
BAP menunujukan rata-rata jumlah tunas
pereksplan tertinggi. Hal ini diduga karena sifat
auksin untuk mengatur pemanjangan sel sehingga
dapat memacu munculnya tunas dari kalus yang
terbentuk. Sitokinin bersama auksin berperan
dalam pertumbuhan tunas adventif pada kultur
jaringan jika rasio auksin lebih rendah daripada
sitokinin maka organogenesis mengarah ke tunas
(Wiendi et al., 1991).
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Daun per tunas. Interaksi IAA dan BAP
tidak berpengaruh nyata terhadap jumlah daun per
tunas eksplan epikotil. IAA berpengaruh nyata
terhadap jumlah daun per tunas pada 3 MSP dan 4
MSP (Gambar 3). BAP tidak berpengaruh nyata
terhadap jumlah daun per tunas. Tabel 9
menjelaskan bahwa rata-rata jumlah daun per
tunas tertinggi sampai 5 MSP didapatkan pada
perlakuan komposisi media MS dengan 0.43 mg
L' IAA + 1.0 mg L™ BAP sebanyak 2.99 daun per
tunas.
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Tabel 9. Rata-rata jumlah daun per tunas eksplan epikotil sampai 5 MSP pada beberapa perlakuan media MS

dengan penambahan IAA dan BAP

Perlakuan
Jumlah daun per tunas
IAA (mg L™ BAP (mg L%
0.43 2.02
0.87 0.5 2.07
1.30 1.61
0.43 2.99
0.87 1.0 1.65
1.30 1.43
0.43 2.34
0.87 15 1.75
1.30 1.56
fg 5| asma 2032
32 25 | FEE TR 2.05b  2,07b
§§ 2 1.74a
0.5
0
Al A2 A3 Al A2 A3

Perlakuan IAA

Keterangan:

Al=0.43mg/L IAA; A2 =0.87 mg/L IAA; A3 = 1.30 mg/L IAA

MSP 3 = Minggu ke-3 setelah perlakuan
MSP 4 = Minggu ke-4 setelah perlakuan

Gambar 3. Pengaruh tunggal IAA terhadap jumlah daun per tunas dari eksplan epikotil Tagetes (Tagetes
erecta L.) kultivar African Crackerjack pada 3 MSP dan 4 MSP

Gambar 3 menunjukan bahwa pada 3
MSP dan 4 MSP, faktor tunggal 1AA berpengaruh
nyata terhadap induksi daun eksplan epikotil.
Peningkatan  konsentrasi  auksin  cenderung
menurunkan jumlah daun per tunas eksplan
epikotil.  Auksin bersifat dominansi apikal
sehingga IAA  cenderung menghambat
pembentukan daun. Pergerakan auksin dalam
jaringan tanaman bersifat polar (basipetal dan
akropetal) yang mendukung dalam pemanjangan
sel (cell elongation) diduga menjadi faktor tidak
berkolerasi positifnya peningkatan konsentrasi
IAA dengan jumlah daun per tunas (Wiendi et al.,
1991; Wattimena et al.,, 1992; Arteca, 1995;
Gaspar et al., 1996; Davies, 2004).

Proliferasi Tunas Adventif . . .

Pembentukan akar. Pemberian IAA
maupun BAP secara tunggal maupun kombinasi
keduanya tidak berpengaruh nyata terhadap
pembentukan akar eksplan epikotil. Tabel 10
menjelaskan bahwa perlakuan dengan media 1.30
mg L™ IAA + 0.5 mg L* BAP menghasilkan
jumlah rata-rata akar per tanaman tertinggi
sebanyak 6.60. Belarmino et al. (1992)
melaporkan bahwa perlakuan dengan komposisi
MS ditambahkan dengan kombinasi 1.0 mg L™
NAA dan 0.2 mg L™ BA, dan MS ditambah 5.0
mg L NAA + 0.5 mg L™ BA 100% eksplan daun
dan hipokootil T. erecta membentuk akar.
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Tabel 10. Rata-rata jumlah akar per eksplan epikotil sampai 5 MSP pada beberapa perlakuan media MS

dengan penambahan IAA dan BAP

Perlakuan

1 1 Jumlah akar
IAA (mg L™) BAP (mg L"™)
0.43 4.60
0.87 0.5 5.40
1.30 6.60
0.43 4.13
0.87 1.0 5.13
1.30 3.67
0.43 4.27
0.87 1.5 4.87
1.30 4.93
Proliferasi tunas adventif Tagetes (Tagetes erecta Proliferasi tunas adventif. Perlakuan

L.) kultivar African Crackerjack dengan
penambahan BAP dengan GA3

Induksi kalus. Rentang persentase eksplan
aseptik epikotil, hipokotil, dan kotiledon adalah
33%-100%. Secara berurutan rataan persentase
eksplan aseptik untuk hipokotil, epikotil, dan
kotiledon adalah 82%, 75%, 68%. Interaksi BAP
dan GA3 dan faktor tunggal keduanya tidak
berpengaruh nyata terhadap persentase kalus pada
eksplan kotiledon, hipokotil, dan epikotil. Rata-
rata persentase kalus secara berurutan untuk
epikotil, hipokotil, dan kotiledon adalah 60%,
48%, dan 46% (dalam rentang 17%-87%).
Perlakuan yang tertinggi untuk menginduksi kalus
pada eksplan epikotil adalah media MS dengan
1.73 mg L™ GA3 +.5 mg L™* BAP, sedangkan
pada kotiledon dan hipokotil dengan perlakuan
media MS dengan 0.86 mg L™ GA3 + 1.5 mg L™
BAP.

1,40b

Jumlah
Eksplan Bertunas

media MS dengan penambahan kombinasi GA3
dan BAP berhasil memacu pembentukan tunas
eksplan epikotil. Rata-rata persentase tertinggi
eksplan epikotil membentuk tunas dan jumlah
tunas per eksplan didapatkan pada perlakuan
media MS dengan penambahan 1.73 mg L™ GA3
+ 1.5 mg L™ BAP. Interaksi GA3 dan BAP tidak
berpengarun nyata terhadap jumlah eksplan
epikotil bertunas. Sementara faktor tunggal BAP
berpengaruh nyata pada 4 MSP, namun GAS3 tidak
berpengaruh nyata. Interaksi GA3 dan BAP dan
faktor tunggal GA3 tidak berpengaruh nyata
terhadap pembentukan tunas per eksplan sampai 5
minggu pengamatan, sedangkan BAP
berpengaruh nyata pada 3 MSP. BAP berpengaruh
nyata terhadap proliferasi tunas adventif diduga
karena BAP memacu pembelahan sel dan
mempengaruhi lintasan diferensiasi sel tanaman
(D’agostino dan Kieber, 1993; Gaspar et al.,
1996; Davies, 2004).

1,71a

1,35b

B1

Keterangan:

B2 B3

Perlakuan BAP

B1=0,5mg/L BAP; B2=1,0 mg/L BAP ; B3=1,5mg/L BAP

Gambar 4. Pengaruh tunggal BAP terhadap jumlah eksplan epikotil bertunas Tagetes (Tagetes erecta L.)

pada 4 MSP
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Tabel 11. Pengaruh faktor tunggal GA3 dan BAP terhadap jumlah tunas per eksplan Tagetes (Tagetes erecta

L.) kultivar African Crackerjack

Rata-rata jumlah tunas eksplan epikotil

GA3 (mg LY Minggu Setelah Perlakuan (MSP)
1 2 3 4 5
0.86 1.06 1.25 1.54 1.83 2.02
1.73 0.85 1.62 1.72 1.94 2.01
2.60 0.91 1.53 1.65 1.71 1.73
Uji F tn tn tn tn tn
BAP (mg L™) Minggu Setelah Perlakuan (MSP)
0.5 0.98 1.52 1.64 1.78ab 1.95
1.0 0.85 141 1.52 1.64b 1.66
15 0.98 1.47 1.75 2.05a 2.14
Uji F tn tn tn * tn
KK (%) 23.8 25.4 19.7 20.7 20.8

Keterangan: tn= tidak berpengaruh nyata, *= berpengaruh nyata pada taraf uji 5%, **= berpengaruh nyata pada taraf uji 1%,%=

transformasi data (x+0,5)*°

Daun per tunas. Pemberian GA3 maupun
BAP secara tunggal maupun kombinasi keduanya
tidak berpengaruh nyata terhadap pembentukan
daun eksplan epikotil. Tabel 12 menjelaskan

bahwa perlakuan dengan komposisi media MS
ditambah 0.86 mg L* GA3 + 1.5 mg L™* BAP
menginduksi jumlah daun tunas per tunas tertinggi
dibanding dengan perlakuan lain sebanyak 2.43.

Tabel 12. Rata-rata jumlah daun per tunas eksplan epikotil sampai 5 MSP pada beberapa perlakuan media
MS dengan penambahan BAP dan GA3

Perlakuan
Jumlah daun per tunas
GA3 (mg L™ BAP (mg L%
0.86 1.66
1.73 0.5 0.86
2.60 1.34
0.86 2.00
1.73 1.0 1.22
2.60 0.81
0.86 2.43
1.73 1.5 1.62
2.60 1.85

Pembentukan akar. Perlakuan media MS
dengan 1.73 mg L' GA3 + 1.5 mg L™ BAP
menghasilkan rata-rata pembentukan akar eksplan
epikotil tertinggi sampai 5 MSP. Interaksi GA3
dan BAP tidak berpengaruh nyata terhadap

Proliferasi Tunas Adventif . . .

pembentukan akar. Faktor tunggal BAP tidak
berpengaruh nyata terhadap pembentukan akar,
sedangkan faktor tunggal GA3 berpengaruh nyata
pada dua minggu terakhir pengamatan (Tabel 13).
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Tabel 13. Pengaruh faktor tunggal GA3 dan BAP terhadap rata-rata jumlah akar eksplan epikotil Tagetes
(Tagetes erecta L.) kultivar African Crackerjack sampai 5SMSP

Rata-rata jumlah akar

Faktor Minggu setelah perlakuan (MSP)

GA3 (mg L™ 1 2 3 4 5
0.86 0.0 3.0 4.8 6.6a 7.5b
1.73 0.0 3.1 5.0 6.8a 7.7a
2.60 0.0 2.6 3.8 5.1b 5.6b
Uji F tn tn tn * *

BAP (mg L™) Minggu setelah perlakuan (MSP)

0.5 0.0 2.6 4.0 6.0 7.0
1.0 0.0 2.4 4.3 7.2 8.0
15 0.0 3.7 5.4 5.4 6.0
Uji F tn tn tn tn tn
KK (%)” 22.5 21.5 20.3 16.4 15.7

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama menunjukan tidak berbeda nyata pada uji Duncan taraf
nyata 5%. tn= tidak berpengaruh nyata. ¥= transformasi data (x+0.5)%°

KESIMPULAN

Dari percobaan pengembangan protokol
sterilisasi benih, didapatkan metode sterilisasi
benih dengan perendaman 75% (‘/,) Natrium
Hipoklorat (NaClOs;) selama 15 menit lalu
direndam dengan 10% (*/,) Natrium Hipoklorat
(NaClOz) selama 10 menit, terbaik untuk
sterilisasi benih Tagetes (Tagetes erecta L.)
kultivar African Crackerjack. Kontaminan pada
penelitian ini terdiri dari bakteri dan cendawan.

Berdasarkan hasil percobaan dua dan tiga,
didapatkan eksplan epikotil terbaik untuk
proliferasi tunas adventif Tagetes (Tagetes erecta
L.) kultivar African Crackerjack. Hipokotil dan
kotiledon tidak terproliferasi karena tidak
membentuk kalus maupun tunas adventif karena
mati akibat terjadi oksidasi fenol. Interksi 1AA
dengan BAP berpengaruh nyata hanya pada
induksi kalus pada eksplan epikotil, sementara

interaksi GA3 dengan BAP tidak berpengaruh
nyata pada semua parameter pengamatan.

Media MS dengan penambahan 0.43 mg
L' IAA + 0.5 mg L™ BAP dan media MS dengan
penambahan 0.87 mg L™ IAA + 0.5 mg L™ BAP
terbaik dalam menginduksi tunas adventif eksplan
epikotil.  Proliferasi tunas adventif epikotil
tertinggi juga didapatkan pada perlakuan media
dengan komposisi MS ditambah 1.73 mg L™ GA3
+1.5mg L" BAP.

Faktor tunggal IAA berpengaruh nyata
terhadap eksplan bertunas pada 1 MSP, jumlah
tunas per eksplan pada 3 MSP, dan induksi daun
pada 4 MSP dan 5 MSP, sedangkan GA3
berpengaruh nyata pada pembentukan akar pada 4
MSP dan 5 MSP. Pada percobaan dua, BAP
berpengaruh nyata pada induksi kalus pada 3
MSP, eksplan berkalus pada 3 MSP, dan jumlah
tunas adventif pada 3 MSP, sedangkan pada
percobaan tiga BAP berpengaruh nyata terhadap
jumlah tunas adventif pada 4 MSP.
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