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Abstrak—Pembentukan akar teh (Camellia sinensis L.)
merupakan tahapan penting secara in vitro. Inisiasi perakaran
tanaman dapat dipacu dengan menambahkan Zat Pengatur
Tumbuh (ZPT). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh konsentrasi ZPT untuk inisiasi akar tanaman teh
secara in vitro pada klon teh yang berbeda. Klon yang digunakan
adalah Tea Research of Sri Lanka (TRI) 2024 dan TRI 2025.
Eksplan berupa daun, diinokulasikan pada media induksi kalus
dengan penambahan BAP 2 mg/l dan NAA 3 mg/l. Kalus yang
terbentuk disubkultur pada media induksi tunas dengan
penambahan BAP 3 mg/l, selanjutnya, disubkultur ke dalam
media perakaran dengan penambahan IBA (Indole Butyric Acid)
0, 1, 2, 3 mg/l. Hasil penelitian menunjukkan, pada media
perakaran tidak terbentuk akar, tetapi terbentuk embrio
somatik dengan tahap yang berbeda, yaitu tahap globular, hati
dan torpedo. Embrio somatik yang terbentuk memiliki
perbedaan warna yaitu, hijau kekuningan, hijau dan hijau
kecoklatan. Selain itu, mempunyai struktur: remah, intermediet
dan kompak, serta mempunyai berat basah embrio somatik
sebesar 10-290 mg.

Kata Kunci—Camellia sinensis L., IBA Perakaran, Teh, TRI
2024, TRI 2025.

I. PENDAHULUAN

EH (Camellia sinensis L.) mengandung sejumlah besar

polifenol, kafein, dan asam amino. Komponen polifenol
utama adalah catechins, epicatechin (EC), epicatechin-3-
gallate (ECQ), epigallocatechin (EGC), dan epigallocatechin-
3-gallate (EGCG) dan flavonoid, yang diketahui telah banyak
berkontribusi pada fungsi biologis, seperti antimutagenik,
antikanker, antioksidan dan sebagai pengikat radikal bebas
[1][2][3], dan [4]. Kandungan asam amino, polifenol dan
kafein merupakan faktor biokimia utama yang mempengaruhi
kualitas teh [3]. Teh yang berkualitas tinggi akan
meningkatkan harga teh [5].

Teh dibedakan menjadi dua varietas yakni, C. sinensis var.
assamica yang berasal dari Assam dan C. sinensis var.
sinensis yang berasal dari China [6][7]. Teh varietas assamica
banyak dibudidayakan dan diproduksi dalam skala besar untuk
kebutuhan industri di negara-negara berkembang seperti
Indonesia [8].

Klon yang digunakan dalam penelitian ini adalah klon TRI
2024 dan TRI 2025 yang berasal dari varietas assamica. Klon
TRI 2024 memiliki kandungan polifenol, asam amino dan
kefein yang lebih tinggi dibandingkan dengan TRI 2025 dan
memiliki produktivitas yang lebih rendah sebesar 2500
kg/ha/tahun, sedangkan klon TRI 2025 memiliki produktivitas
sebesar 2.800 kg/ha/tahun [9][10], dan [11].

Teh dapat diperbanyak baik dengan biji atau dengan stek
[12]. Perbanyakan secara konvensional teh sangat lambat dan
bahan tanam teh yang tidak cukup tersedia sepanjang tahun
karena kemampuan perakaran tergantung musim sehingga
menghasilkan tingkat kelangsungan hidup rendah pada
pembibitan. Selain itu, perbanyakan melalui biji sulit
dilakukan karena benih yang dihasilkan tergantung pada
tanaman yang heterogen karena tanaman teh bersifat allogami,
sehingga sulit untuk mempertahankan karakter unggul, serta
dibutuhkan waktu pematangan biji selama 12-18 bulan
[13][14], dan [15].

Teknik kultur in vitro ini dapat menjadi pilihan ideal untuk
pengelakan sistem multiplikasi konvensional dalam waktu
yang relatif singkat [16]. Pembentukan akar merupakan
tahapan penting dalam perbanyakan bibit secara in vitro.
Inisiasi  perakaran tanaman dapat dipacu  dengan
menambahkan Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) pada media
tanam. Jenis dan kosentrasi ZPT mempengaruhi pertumbuhan
tanaman. ZPT yang biasanya digunakan untuk induksi akar
adalah golongan auksin [17]. IBA (Indole Butyric Acid)
merupakan jenis auksin yang lebih efisien dalam menstimulasi
perakaran dibandingkan dengan IAA [18]. Secara komersial
IBA telah diketahui sebagai auksin utama yang digunakan
dalam induksi akar adventif [19].

Pengetahuan dan penguasaan sistem regenerasi dari setiap
tanaman secara in vitro sangat diperlukan karena sangat
menentukan dalam program peningkatan produktivitas
tanaman teh melalui kultur jaringan untuk keperluan
perbanyakan [20].

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
konsentrasi zat pengatur tumbuh untuk inisiasi akar tanaman
teh (C. sinensis L.) secara in vitro pada klon TRI 2024 dan
TRI 2025.

II. METODOLOGI PENELITIAN
A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan,
Balai Besar Perbenihan dan Proteksi Tanaman Perkebunan
(BBPPTP) Surabaya dan Laboratorium Biosains dan
Teknologi Tumbuhan, Departemen Biologi, Fakultas Ilmu
Alam, Institut Teknologi Sepuluh Nopember, Surabaya pada
bulan Desember 2016 — Juli 2017.

B. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah dissecting
kit, glassware (botol kultur, erlenmeyer, cawan Petri, labu
takar, gelas ukur, gelas beaker), pipet, laminar air flow (LAF),
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autoklaf, pH meter, bunsen spirtus, timbangan analitik,
magnetic stirrer, penyemprot alkohol (hand sprayer), lemari
pendingin, oven, kompor, mikroskop stereo, kamera.

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah daun
tanaman teh (C. sinensis L.) klon TRI 2024 dan TRI 2025,
aquades, alkohol 70%, bahan dasar MS (Murashige dan
Skoog), alkohol 96%, spirtus, BAP 2 mg/l, BAP 3 mg/l, and
NAA 3 mg/l, IBA 0, 1, 2, 3 mg/l, kertas label, tissue, korek
api, alumunium foil dan plastik wrap.

C. Cara Kerja

Penelitian ini terdiri atas beberapa tahapan yakni sterilisasi
alat dan ruang kerja, induksi kalus, induksi tunas dan induksi
perakaran.

1) Sterilisasi alat dan Ruang kerja

Sterilisasi alat menggunakan autoklaf (sterilisasi panas
basah) atau oven (sterilisasi panas kering) dapat menyebabkan
kematian bakteri, virus, jamur dan spora [21]. Pertama,
disiapkan peralatan kaca (glassware) dan peralatan
penanaman (dissecting kif) yang akan digunakan. Peralatan
kaca (botol kultur) dan peralatan penanaman disterilisasi
menggunakan oven selama 1 jam dengan suhu 100°C.
Peralatan penanaman yang tidak tahan panas disterilisasi
menggunakan alkohol 70% [22].

Sterilisasi ruang kerja menggunakan LAF. Sebelum LAF
digunakan, dibersihkan  seluruh  bagian  permukaan
menggunakan alkohol 70%. Dihubungkan kabel daya ke stop
kontak. Ditekan tombol power disebalah kiri alat. Dihidupkan
lampu kemudian dihidupkan blower. Disiapkan dissecting kit
dan glass ware yang akan digunakan untuk sterilisasi eksplan
dan inokulasi ke dalam LAF. Sebelum peralatan dimasukkan
dalam LAF harus disemprot dengan alkohol 70% terlebih
dahulu [23]. Pekerjaan dalam kondisi aseptik dapat dilakukan
dan LAF siap digunakan untuk sterilisasi eksplan dan
inokulasi eksplan. Saat proses inokulasi eksplan, alat-alat
dissecting kit disterilisasi dengan alkohol 96% dan dibakar
dengan nyala api spiritus setiap kali akan digunakan di LAF
[24].

2) Induksi Kalus

Eksplan yang digunakan berupa daun. Sterilisasi eksplan
dilakukan dua tahap, yaitu sterilisasi permukaan diluar dan di
dalam LAF. Setelah selesai, eksplan diambil dengan pinset
steril dan diletakkan di atas cawan Petri yang telah dilapisi
tissue. Eksplan daun dipotong dengan ukuran yang lebih kecil
[14][25]. Selanjutnya, eksplan ditanam dalam media dengan
bagian abaksial yang kontak dengan media [26]. Medium yang
digunakan adalah media MS dengan penambahan sukrosa 30
gr/l, agar 8 gr/l, BAP 2 mg/l, dan NAA 3 mg/l. Dijaga tetap
keasaman pH 5,7-5,8 [12]. Kultur diinkubasi selama 4 minggu
dalam ruang gelap pada temperatur 27° C, hingga terbentuk
kalus [12][14], dan [27].

3) Induksi Tunas

Kalus yang telah terbentuk kemudian disubkultur pada
media induksi tunas. Medium yang digunakan adalah media
MS dengan penambahan sukrosa 30 gr/l dan agar 8 gr/l dan
BAP 3 mg/l. Dijaga tetap keasaman pH 5,7-5,8. Kultur
diinkubasi selama 4 minggu dengan fotoperiodik 16 jam pada
temperatur 27° C [14][28].
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4) Induksi Perakaran

Tunas yang telah terbentuk kemudian disubkultur
pada media MS dengan penambahan sukrosa 30 gr/l, agar 8
gr/l dan berbagai kosentrasi IBA (0, 1, 2 dan 3 mg/l). Dijaga
tetap keasaman pH 5,7-5,8. Kultur diinkubasi selama 4
minggu dengan fotoperiodik 16 jam pada temperatur 27° C
[14][28].

III. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Induksi Kalus

Penelitian ini diawali dengan penanaman eksplan daun
untuk menghasilkan kalus. Komposisi media yang digunakan
dalam menginduksi kalus yaitu BAP 2 mg/l dan NAA 3 mg/l.
Inisiasi kalus terjadi setelah 3 minggu inkubasi dan pada
inkubasi minggu ke-6 kalus semakin besar dan berbentuk
bulatan-bulatan kecil. Kalus yang terbentuk mempunyai
struktur remah (friable). Struktur kalus yang remah
merupakan kalus yang memiliki kualitas baik [29].

Menurut George et al. (2008) kalus embriogenik dan kalus
non-embriogenik dapat dibedakan dari morfologi dan warna
kalus [30]. Berdasarkan ciri-ciri kalus yang diamati, menurut
Nagesh et al. (2010), George et al. (2008), dan Seran et al.
(2007) kalus yang terbentuk merupakan kalus embriogenik
[27][30], dan [31]. Kalus embriogenik mempunyai struktur
remah, berwarna kuning kehijauan hingga hijau, permukaan
yang tidak rata yang sebagian besar berbentuk agregat-agregat
kecil yang berbentuk nodul dan sel mengandung pati [27][31],
dan [32].

Tabel 1.
Morfologi kalus embriogenik setelah inkubasi selama 6 minggu.
Klon

TRI 2024

TRI 2025
]

&S 9)“%

Morfologi
Kalus Y

S—

Struktur Remah Remah

Bentuk Bulatan kecil Bulatan kecil

Warna Hijau kekuningan Hijau

Kalus embriogenik adalah massa pro-embrio yang tumbuh
pada media yang mengandung auksin, yang dapat berkembang
menjadi embrio somatik setelah disubkultur ke dalam media
yang sesuai dan tidak mengandung auksin [33][34]. Warna
hijau pada kalus adalah akibat efek sitokinin dalam
pembentukan klorofil. Warna kalus mengindikasi keberadaan
klorofil dalam jaringan, sehingga semakin hijau warna kalus
semakin banyak pula kandungan klorofilnya [29]. Menurut
Dehghani et al. (2011) warna dan tekstur kalus yang
dihasilkan tergantung pada eksplan yang digunakan, umur
kalus dan kondisi pertumbuhannya [35].

B. Induksi Tunas dan Perakaran

Kalus yang terbentuk disubkultur pada media MS dengan
penambahan BAP 3 mg/l. Setelah diinkubasi selama 8 minggu
tidak terbentuk tunas pada klon TRI 2024 dan TRI 2025, tetapi
terbentuk embrio somatik. Pada penelitian Gonbad et al
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(2014) BAP 3 mg/l memiliki rata-rata jumlah pembentukan
tunas yang tinggi pada klon Iran 100 [28]. Selain itu,
berdasarkan penelitian Aye et al. (2008) metode regenerasi
tunas yang berasal dari eksplan daun paling optimum
menggunakan media dengan komposisi BAP 3 mg/l [36].
Regenerasi tanaman melalui kultur jaringan bersifat spesifik.
Formulasi media yang digunakan untuk meregerasikan klon
tertentu belum tentu dapat digunakan untuk klon lainnya [37].

Secara umum tahap perkembangan embriogenesis memiliki
tiga tahap perkembangan yang berbeda, yakni: tahap globular,
hati, dan torpedo (Gambar 1.) [38].

4

Gambar. 1. Tahap embrio somatik yang terbentuk pada media BAP 3 mg/l. A.
Globular (Perbesaran 32x), B. Hati (Perbesaran 24x), C. Torpedo (Perbesaran
28x).

Embrio somatik tahap globular yang teramati merupakan
tahap perkembangan dari pro-embrio yang dicirikan dengan
bentuk yang bulat atau membulat (Gambar 1A). Selanjutnya,
embrio somatik tahap globular berkembang menjadi tahap hati
yang dicirikan adanya cekungan. Ketika awal perkembangan
bentuk hati terjadi pembentukan SAM (Shoot Apical
Meristem) [39][40]. RAM (Root Apical Meristem) juga
terbentuk pada tahap ini ketika terbentuk perpanjangan
hipokotil dan pembentukan kotiledon [41]. Leyser dan Day
(2002) menyatakan bahwa embrio somatik tahap hati terjadi
pembentukan satu atau dua kotiledon [42]. Terbentuknya
kotiledon dimulai dengan adanya lekukan yang membentuk
dua area bagian atas tetapi masih pendek (Gambar 1B).
Perkembangan lanjut dan struktur bipolar semakin jelas pada
tahap torpedo. Tahap torpedo ini dicirikan adanya cekungan
pada tahap hati semakin dalam sehingga membentuk
perpotongan (Gambar 1C). Hal ini ditandai dengan
pemanjangan embrio dan pemanjangan kotiledon [39].

Embrio somatik yang telah terbentuk disubkultur pada
media perakaran dengan komposisi IBA 0,1,2,3 mg/l. Setelah
diinkubasi selama 6 minggu tidak terjadi inisiasi akar pada
klon TRI 2024 maupun klon TRI 2025. Meskipun tidak
membentuk akar, namun terdapat respon yang berbeda-beda
pada embrio somatik yang dapat diamati pada media IBA
0,1,2,3 mg/l, yaitu morfologi embrio (struktur makroskopis
dan warna embrio somatik), dan berat basah embrio somatik.
Berdasarkan penelitian Goo et al. (1997) BAP 3 mg/l efektif
dalam menginduksi dan menginisiasi morfogenesis dalam
proses embriogenesis somatik langsung pada tanaman teh
[43].

Embriogenesis somatik terdiri atas dua tahap. Pertama,
terjadi diferensiasi sel somatik menjadi sel embriogenik secara
langsung (tanpa tahap dediferensiasi) atau secara tidak
langsung (dengan dedifferensiasi dan biasanya melibatkan
tahap kalus) dan berproliferasi. Tahap embriogenik langsung
terjadi pada teh klon TRI 2024 maupun teh klon TRI 2025
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pada penelitian ini. Kedua, setelah terjadi stimulus oleh
inducer, terjadi inisiasi embrio somatik dimana sel atau pro-
embrio mulai berkembang dan masuk ke dalam tahap maturasi
sel embriogenik mejadi embrio somatik [44][45]. Inducer
yang digunakan dalam tahap maturasi kalus embrio somatik

merupakan media tanpa auksin, yakni media induksi
perakaran pada media ini [33][34].
C. Morfologi Embrio Somatik

Struktur makroskopis dan warna embrio somatik

merupakan kondisi morfologi embrio somatik. Warna embrio
somatik merupakan gambaran visual embrio somatik sehingga
dapat diketahui bahwa embrio somatik yang terbentuk sel-
selnya masih aktif membelah atau mati. Berdasarkan
pengamatan yang telah dilakukan, menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan warna dan tekstur embrio somatik teh pada
media perakaran dengan komposisi IBA yang berbeda pada
klon TRI 2024 dan TRI 2025 (Tabel 2-3).

Tabel 2.
Warna dan struktur embrio somatik klon TRI 2024 pada media perakaran.

Warna Embrio Somatik Struktur Embrio Somatik

Komposisi
Media Awal Akhir Awal Akhir

Hijau Hijau

IBA 0 mg/l kekuningan  Kecoklatan Kompak Kompak
Hijau Hijau

IBA 1 mg/l kekuningan  Kecoklatan Kompak Kompak

IBA 2 mg/l Hijau Hijau Kompak Kompak

kekuningan

Hijau Hijau .

IBA 3 mg/l kekuningan kekuningan Kompak Intermediet

Tabel 3.
Warna dan struktur embrio somatik klon TRI 2025 pada berbagai media
perakaran.
Komposisi Warna Embrio Somatik Struktur Embrio Somatik
Media Awal Akhir Awal Akhir

Hijau ..

IBA 0 mg/l kekuningan Hijau Kompak Kompak
Hijau ..

IBA 1 mg/l kekuningan Hijau Kompak Kompak
Hijau ..

IBA 2 mg/l kekuningan Hijau Kompak Kompak
Hijau Hijau

[BA 3 mg/l kekuningan Kekuningan Kompak Remah

Terjadi perubahan warna embrio somatik klon TRI 2024
pada media IBA 0 mg/l dan IBA 1 mg/l dari warna hijau
kekuningan menjadi hijau kecoklatan. Perubahan warna
menjadi coklat (browning) terjadi akibat adanya metabolisme
senyawa fenol. Browning yang terjadi disebabkan
ketidakseimbangan hormon, tetapi pada media yang sama
tidak menunjukkan perubahan warna coklat pada klon TRI
2025. Hal ini membuktikan bahwa keseimbangan nutrisi
dalam formulasi media bersifat spesifik [37][46].

Browning disebabkan pelepasan senyawa negatif dan
disintegrasi sel. Reaksi ini dikatalis oleh enzim polifenol
oksidase dan tirosinase. Fenol yang teroksidasi akan
membentuk  kuinon. Kuinon adalah senyawa yang
menyebabkan adanya warna coklat pada kultur kalus.
Intensitas warna  coklat berkorelasi positif dengan
hiperaktifitas enzim oksidatif, sedangkan peningkatan enzim
tersebut terkait dengan reaksi pertahanan jaringan dari stres
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oksidatif. Peristiwa pencoklatan juga disebabkan oleh semakin
bertambahnya umur sel atau jaringan dan menghambatnya
proses pertumbuhan embrio somatik [1][29][46], dan [47].

Pada klon TRI 2025 pada media IBA 2 mg/l dan klon TRI
2025 pada media IBA 0, 1, dan 2 mg/l terjadi perubahan
warna embrio somatik dari hijau kekuningan menjadi hijau.
Perubahan warna menjadi hijau ini menandakan bahwa
meningkatnya klorofil pada embrio somatik dan menunjukkan
adanya perkembangan embriogenesis somatik, sedangkan
pada kosentrasi IBA 3 mg/l pada kedua klon ini tidak
mengalami perubahan warna [29].

Struktur makroskopis embrio somatik merupakan salah satu
penanda kualitas suatu kalus (Tabel 2-3). Tekstur embrio
somatik dapat bervariasi dari kompak hingga remah [48].
Hasil menunjukkan bahwa struktur kalus klon TRI 2024 dan
TRI 2025 pada komposisi media IBA 0,1 dan 2 mg/l
mempunyai tekstur kompak. Embrio somatik dengan struktur
kompak (non-friable) apabila antara sel atau kumpulan sel
yang lain tidak mudah dipisahkan dan bertekstur keras [49].

Struktur kalus klon TRI 2024 dan TRI 2025 pada komposisi
media IBA 3 mg/l terjadi perubahan struktur embrio somatik
dari kompak menjadi intermediet dan remah (friable). IBA
termasuk ke dalam golongan auksin Terbentuknya embrio
somatik berstruktur remah dipacu oleh adanya auksin dalam
kosentrasi tinggi. Auksin menstimulasi pemanjangan sel
dengan cara penambahan plastisitas dinding sel menjadi
longgar, sehingga air dapat masuk ke dalam dinding sel. Oleh
karena itu, embrio somatik yang remah mengandung banyak
air karena tidak mengalami lignifikasi dinding sel, serta antara
kumpulan sel yang satu dengan yang lain relatif mudah untuk
dipisahkan [50]. Kondisi abnormal yang mungkin terjadi pada
awal periode kultur media ini adalah sel epidermis dari
hipokotil embrio terjadi pembesaran secara abnormal karena
adanya auksin dengan kosentrasi yang tinggi dan hubungan
dengan sel korteks terputus, sehingga menghasilkan kumpulan
sel yang longgar [34]. Jadi, terbentuknya kalus yang remah
merupakan hasil aktivitas pembelahan sel yang meningkat
[48].

D. Berat Basah Embrio Somatik

Berat basah merupakan berat tanaman yang dipengaruhi
oleh kandungan air dalam jaringan, unsur hara, dan hasil
aktivitas metabolismenya [51]. Berdasarkan uji statistik antara
komposisi media dengan klon teh tidak memiliki pengaruh
terhadap berat basah embrio somatik, ditunjukkan dengan nilai
p value sebesar 0,543 (p value > 0,05).

Tabel 4.
Rata-rata berat basah klon TRI 2024 dan TRI 2025 (mg).
Komposisi Klon

Media TRI 2024 TRI 2025
IBA 0 mg/l 10 110
IBA 1 mg/l 10 150
IBA 2 mg/l 40 160
IBA 3 mg/l 60 290

Peningkatan kosentrasi IBA pada setiap klon menunjukkan
peningkatan berat basah embrio somatik. Berat basah terendah
klon TRI 2024 ditunjukkan pada kosentrasi IBA 0 mg/l
sebesar 10 mg, dan berat basah tertinggi ditunjukkan pada
kosentrasi IBA 3 mg/l sebesar 60 mg. Pada klon TRI 2025
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berat basah terendah ditunjukkan pada kosentrasi IBA 0 mg/l
sebesar 110 gr, dan berat basah tertinggi ditunjukkan pada
kosentrasi IBA 3 mg/l sebesar 290 gr.

Rendahnya berat basah klon TRI 2024 pada media IBA 0
mg/l dan IBA 1 mg/l sebesar 10 gr, disebabkan perkembangan
embrio somatik menjadi browning. Browning terjadi akibat
teroksidasinya fenol yang bersifat toksik dan dapat
menghambat  pertumbuhan atau bahkan menyebabkan
kematian jaringan, sehingga berpengaruh terhadap berat basah
yang rendah pada komposisi media ini [29][52].

Embrio somatik pada media IBA 3 mg/l memiliki berat
basah yang paling tinggi dikarenakan sel embrio somatik
mengalami pemanjangan dan diikuti dengan pembesaran sel
dan peningkatan berat basahnya. Peningkatan berat basah
embrio somatik menunjukkan berlangsungnya proses
pertumbuhan sel dalam embrio somatik. Auksin berperan
dalam meningkatkan plastisitas dinding sel. Sel dapat
membesar sebagai respon terhadap perubahan tekanan turgor
saat dinding sel meningkatkan plastisitas, sehingga air dapat
berdifusi masuk ke dalam sel [50][53].

KESIMPULAN

Komposisi media perakaran dengan Kkonsentrasi zat
pengatur tumbuh IBA 0, 1, 2 dan 3 mgl’ tidak dapat
menginduksi akar pada tanaman teh klon TRI 2024 dan TRI
2025, tetapi terbentuk embrio somatik dengan tahap yang
berbeda, yaitu tahap globular, hati dan torpedo. Embrio
somatik yang terbentuk memiliki perbedaan warna yaitu, hijau
kekuningan, hijau dan hijau kecoklatan. Selain itu,
mempunyai struktur: remah, intermediet dan kompak, serta
mempunyai berat basah embrio somatik sebesar 10-290 mg.
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