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ABSTRAK 

 

Keberhasilan pemuliaan tanaman melalui bioteknologi ditentukan oleh 

tersedianya metode regenerasi tanaman secara in vitro. Zat pengatur 

tumbuh (ZPT) dan eksplan merupakan faktor terpenting untuk 

keberhasilan regenerasi in vitro.Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh ZPT dan jenis eksplan terhadap regenerasi tanaman 

jagung(Zea mays L.) secara in vitro. Tahapan penelitian meliputi induksi 

tunas, multiplikasi tunas, induksi akar dan regenerasi planlet. Induksi 

tunas menggunakan eksplan crown dan embrio dikulturkan pada media 

MS + BA (0, 1, 2, 3 mg/L) atau MS + BA (0, 1, 2, 3 mg/L) + NAA 0,1 

mg/L. Tunas yang terbentuk disubkultur pada media MS + BA 1 dan 2 

mg/L untuk multiplikasi tunas. Tunas kemudian diinduksi akar dan 

diregenerasikan pada media ½ MS, MS dan MS + IBA 0,5 mg/L.Hasil 

eksplan crownpada media BA memberikan respon terbaik dalam induksi 

tunas.  Persentase pembentukan tunas dari eksplan crown antara 25-65% 

pada media BA dan antara 5-20% pada media BA kombinasi NAA. 

Persentase  pembentukan tunas dari eksplan embrio hanya berkisar 15-

25% pada media BA dan berkisar antara 5-15% pada media BA 

kombinasi NAA. Persentase pembentukan tunas tertinggi diperoleh dari 

eksplan crown yang dikulturkan pada media dengan penambahan BA 1 

mg/L yaitu sebesar 65% dengan 1,75 tunas per eksplan.Media BA 1 

mg/L juga memberikan respons terbaik dalam multiplikasi tunas dengan 

tunas sebanyak 9,2 dan panjang 3,89 cm.Planlet yang dihasilkan dari 

tunas yang berasal dari media BA 1 mg/L memiliki jumlah serta panjang 

akar terbaik pada media ½ MS, dibandingkan tunas yang berasal 

darimedia BA 2 mg/L. Planlet hasil regenerasi dari tunas yang berasal 

dari media BA 1 mg/L memiliki warna kekuningan jika dibandingkan 

dengan yang berasal dari media BA 2 mg/L. 

 

Kata kunci: crown, embrio, regenerasi, Zea maysL., ZPT 
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ABSTRACT 

 

The success of plant breeding through biotechnology is determined by 

the availability of plant regeneration methods in vitro. Growth 

regulators (PGR) and explants are the most important factors for 

successful in vitro regeneration. This study aims to determine the 

effect of PGR and explant types on the regeneration of maize (Zea 

mays L.) plants in vitro. Stages of research include shoot induction, 

shoot multiplication, root induction and plantlet regeneration. Shoot 

induction using crown and embryo explants cultured on MS + BA (0, 

1, 2, 3 mg/L) or MS + BA (0, 1, 2, 3 mg/L) + NAA 0.1 mg/L. The 

formed shoots were subcultured on MS + 1 and 2 mg/L BA media for 

shoot multiplication. The shoots were then root-induced and 

regenerated on ½ MS, MS and MS + 0.5 mg/L IBA media. The results 

showed that the crown explants on BA media provided the best 

response in shoot induction.The percentage of shoot formation from 

crown explants had 25-65% on BA media and between 5-20% in 

NAA combination BA media. The percentage of shoot formation from 

explant embryos was only around 15-25% in BA media and ranges 

from 5-15% in NAA combination BA media. The highest percentage 

of shoot formation was obtained from crown explants cultured on the 

media with the addition 1 mg/L of BA, which was 65% with 1.75 

shoots per explant. BA media 1 mg/L also gave the best response in 

multiplication of shoots with as many as 9.2 shoots and 3.89 cm long. 

Plantlets were produced from shoots from 1 mg/L BA media had the 

best amount and root length in ½ MS medium, compared to shoots 

from 2 mg/LBA. Planlet shoots on shoots from 1 mg/LBA medium 

had a yellowish color compared to shoots from 2 mg/LBA. 

 

Keywords: crown, embryo, PGR, regeneration, Zea mays L. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Jagung (Zea mays L.) merupakan komoditas yang cukup penting 

bagi Indonesia sebagai bahan makanan pokok pengganti beras. 

Jagung memiliki kandungan gizi, serat kasar serta kandungan 

karbohidrat yang menduduki peringkat setelah beras dan gandum. 

Jagung juga merupakan bahan pakan utama peternakan unggas dan 

menjadi bahan baku industri olahan (Murni & Arief, 2008).  

Data BPS 2015 menunjukkan bahwa produksi jagung dalam 

bentuk pipilan kering (PK) mencapai 19,03 juta ton atau mengalami 

kenaikan sebesar 2,81% dibandingkan pada tahun 2013 sebesar 

18,51 juta ton. Disisi lain, pemenuhan kebutuhan jagung Nasional 

sampai saat ini masih bergantung pada impor. Tahun 2015, nilai 

impor jagung di Indonesia periode Januari-April 2015 sebesar USD 

301 juta (BPPKP, 2016).  

Indonesia memiliki beberapa varietas jagung unggul. Jagung Bisi-

2 merupakan salah satu varietas unggul yang memiliki rata-rata hasil 

produksi mencapai 8,9 t/ha PK dengan bobot 1000 biji sebesar ± 265 

g. Kemampuan genetik jagung Bisi-2 untuk menghasilkan 2 tongkol 

jagung yang sama besar dalam satu tanaman yang tidak terdapat pada 

varietas lain. Benih jagung Bisi-2 telah membantu para petani dalam 

meningkatkan produksi jagung mereka (Aqil dkk., 2012). Namun 

demikian, jagung Bisi-2 memiliki kerentanan terhadap penyakit 

busuk tongkol Gibberella disebabkan cendawan patogen Gibberella 

zeae atau Fusarium graminearum (Soenartiningsih, 2015). Penyakit 

ini banyak menyerang pertanaman jagung di sentra produksi jagung 

terutama pada musim hujan atau pada daerah yang mempunyai 

kelembaban tinggi (CIMMYT, 2004). Gejala penyakit ini ditandai 

adanya miselium yang berwarna putih kemudian berubah menjadi 

kemerah-merahan sampai keunguan pada bagian tongkol atau pada 

biji (Beyer, 2005).  

Pemuliaan tanaman yang efisien untuk peningkatan ketahanan 

jagung terhadap patogen dapat dilakukan melalui bioteknologi atau 

secara non konvensional. Keberhasilan pemuliaan tanaman jagung 

secara bioteknologi atau secara non konvensional tersebut ditentukan 

dari ketersediaan metode regenerasi secara in vitro. Regenerasi in 
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vitro sangat dipengaruhi oleh genotipe tanaman, kondisi fisiologi 

eksplan seperti kemampuan meristematis, serta fase pertumbuhan 

dari jaringan atau sel (Carsono & Tomohiko, 2006). Regenerasi in 

vitro pada jagung telah dilaporkan oleh beberapa peneliti. Regenerasi 

in vitro tanaman jagung pertama kali dilaporkan oleh Green dan 

Phillips pada tahun 1975 menggunakan eksplan embrio imatur. 

Regenerasi tanaman juga telah dilaporkan dari eksplan yang berbeda, 

yaitu kepala sari, glume, perbungaan, jumbai, segmen daun, 

protoplas, ujung tunas, tunas meristem apikal, dan embrio matur 

(Gudlavalleti dkk., 2018). 

Huang dan Wei (2004) menunjukkan bahwa hasil optimal pada 

regenerasi jagung dengan menggunakan eksplan embrio maturterjadi 

pada media MS + BA 0,5 mg/L. Regenerasi juga dapat dilakukan 

dengan menggunakan eksplan crown, seperti penelitian Iriawati dkk. 

(2013) pada tanaman akar wangi (Vetiveria zizanioides), 

menunjukkan bahwa medium yang mengandung BA3 mg/L adalah 

media optimal untuk menginduksi tunas dan juga untuk multiplikasi 

tunas. Namun hingga kini penggunaan crown pada regenerasi jagung 

belum dilaporkan. 

Regenerasi jagung menggunakan eksplan embrio imatur yang 

diperoleh saat berumur 6-18 hari setelah penyerbukan menghasilkan 

regenerasi yang buruk, bahkan di banyak genotipe tidak ada 

regenerasi sama sekali. Namun pada embrio imatur yang dipanen 

pada 12 hari setelah penyerbukan, regenerasi cukup tinggi dan 

berkisar antara 6,2% pada genotipe LM13 hingga 20,9% pada 

genotipe HKI1105 (Abhishek dkk., 2014). 

Regenerasi tanaman secara in vitro dapat melalui embriogenesis 

dan organogenesis (Damayanti dkk., 2017). Organogenesis dan 

embriogenesis  dapat berasal dari kalus (Vasil, 2005). Proses 

organogenesis sangat dipengaruhi oleh peranan sitokinin, namun 

demikian hanya sel-sel yang kompeten saja yang mampu 

menghasilkan tunas. Beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa 

kombinasi sitokinin dan auksin lebih efektif dalam memacu 

pembentukan tunas (Lestari & Rosa, 2008). Patel dkk. (2006) 

melaporkan bahwa IBA adalah auksin yang efisien dalam 

menghasilkan akar pada eksplan jagung. 

Selain jenis eksplan dan ZPT, regenerasi in vitro jagung juga 

dipengaruhi oleh genotip.Regenerasi jagung in vitro galur CML-161 
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dengan eksplan embrio imatur pada media MS + IAA 0,5 mg/L + 

BA 1 mg/L menghasilkan regenerasi tunas berkisar antara 52%. 

Berbeda pada jagung galur CML-323 dengan hasil sebesar 47,66%, 

galur CML-161 pada media MS + IAA 0,1 mg/L + BA 0,5 mg/L 

menghasilkan regenerasi tunas sebesar 54% Shohael dkk. (2003). 

Namun demikian, hingga saat ini regenerasi in vitro pada  jagung 

varietas Bisi-2 belum dilakukan. Berdasarkan uraian diatas 

diperlukan teknik regenerasi secara in vitro untuk jagung varietas 

Bisi-2 untuk membantu pengembangan tanaman jagung secara non 

konvensional.  

1.2 Rumusan Masalah 

Adapun rumusan masalah pada penelitian ini, yaitu: 

1. Bagaimana pengaruh jenis eksplan terhadap induksi tunas 

jagung in vitro? 

2. Bagaimana pengaruh zat pengatur tumbuh BA (Benzyl 

Adenin) tunggal dan BA yang dikombinasi dengan NAA 

(Naphthaleneacetic Acid) terhadap induksi tunasjagung in 

vitro? 

3. Bagaimana pengaruh konsentrasi zat pengatur tumbuh BA 

terhadap multiplikasi tunasjagung in vitro?  

4. Bagaimana pengaruh jenis media (½ MS0, MS0 dan MS + 

IBA 0,5 mg/L) pada induksi akar dan regenerasi plantlet 

jagung in vitro? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan yang akan dicapai pada penelitian ini, yaitu: 

1. Mengetahui pengaruh jenis eksplan terhadap induksi tunas 

jagung in vitro. 

2. Mengetahui pengaruh zat pengatur tumbuh BA (Benzyl 

Adenin) tunggal dan BA yang dikombinasi dengan NAA 

(Naphthaleneacetic Acid) terhadap induksi tunasjagung in 

vitro. 

3. Mengetahui pengaruh konsentrasi zat pengatur tumbuh BA 

terhadap multiplikasi tunasjagung in vitro. 

4. Mengetahuipengaruh jenis media (½ MS0, MS0 dan MS + 

IBA 0,5 mg/L) pada induksi akar dan regenerasi plantlet 

jagung in vitro. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah diperoleh metode regenerasi 

jagung secara in vitro yang efisien sehingga diharapkan mampu 

membantu pemuliaan tanaman jagung.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Jagung (Zea mays L.)dan Potensi sebagai Bahan Pangan 

Jagung merupakan anggota dari ordo Graminae (rumput-

rumputan), famili Graminaceae, subfamili Myadeae, dan genus Zea 

(Purwono & Rudi, 2005). Jagung merupakan tanaman semusim 

(annual). Paruh pertama dari siklus merupakan tahap pertumbuhan 

vegetatif dan paruh kedua untuk tahap pertumbuhan generatif. 

Jagung merupakan tanaman pangan yang hidup diiklim panas yang 

pada dasarnya tumbuh pada temperatur antara 21-30 °C, walaupun 

suhu optimum benih berkecambah pada temperatur lebih rendah, 

berkisar 18-21 °C (Martin, 2000).  

Hasil atau produksi tinggi jagung membutuhkan waktu 130-140 

hari untuk mencapai kematangannya. Produktivitas jagung akan 

menjadi kurang baik pada media tanam dengan tingkat pH <5 

(masam) atau pada pH >8 (basa). Varietas-varietas jagung yang 

bersifat adaptif pada hari panjang di daerah beriklim sedang akan 

menjadi pendek dan tidak produktif pada hari pendek di daerah iklim 

tropis (Martin, 2000). 

Susunan morfologi tanaman jagung terdiri atas akar, batang, 

daun, bunga dan buah. Sistem perakaran terdiri atas akar-akar 

seminal, koronal dan akar udara (Ermanita dkk., 2004). Batang 

jagung beruas-ruas dengan jumlah bervariasi antara 10-40 ruas. Daun 

tumbuh melekat pada buku-buku batang dengan struktur atas kelopak 

daun, lidah daun (ligula) dan helaian daun (Fisher dkk., 2006). 

Tanaman jagung memiliki struktur pembungaan berupa 

monocious (berumah satu), dimana bunga jantan (staminate) berada 

di ujung tanaman (tassel) dan bunga betina (pistillate) di tunas 

bagian tengah batang. Jagung bersifat protandry, bunga jantan 

matang terlebih dahulu 1-2 hari dari bunga betina. Buah jagung 

terdiri atas tongkol, biji dan daun pembungkus. Biji jagung terdiri 

atas bagian utama berupa kulit biji (seed coat), endosperma dan 

embrio. Tanaman jagung memproduksi bijiannya pada tunas 

samping (lateral), tidak seperti serealia lainnya (Fisher dkk., 2006). 

Komoditas jagung memiliki peran yang strategis, baik dalam 

sistem ketahanan pangan maupun dalam ekonomi nasional. Jagung 

juga berkonstribusi pada ketersediaan protein sebagai pangan. 
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Jagung menjadi sebuah komoditas penarik bagi pertumbuhan industri 

hulu dan pendorong pertumbuhan industri hilir yang cukup besar 

pada perekonomian nasional (Pratiwi, 2017). 

Jagung menjadi bahan pangan pokok pada beberapa daerah di 

Indonesia, seperti di Madura dan Nusa Tenggara. Tidak hanya 

karena kandungan karabohidratnya, jagung dibudidaya untuk pakan 

ternak pada daun atau tongkolnya, minyak pada biji, tepung maizena 

dari biji, dan bahan baku industri lainnya. Pentosa pada tongkol 

jagung dapat digunakan sebagai pembuatan furfural. Jagung hasil 

rekayasa genetika juga berperan dalam bahan baku farmasi. 

Permintaan jagung akan terus mengalami peningkatan seiring 

bertambahnya jumlah penduduk, pendapatan serta daya beli 

masyarakat (Syah dkk., 2009). Kebutuhan jagung nasional pada 

tahun 2017 mencapai 19 juta ton per tahun (Mansyur, 2017). 

Indonesia memiliki potensi yang sangat besar dalam 

meningkatkan produksi maupun produktivitas jagung. Lahan dengan 

kesuburan yang baik, persyaratan agroklimat sederhana, teknologi 

yang telah tersedia di Indonesia. Hal tersebut menjadi keuntungan 

dalam pembudidayaan jagung di Indonesia (Puslitbangtanak, 2002).   

Jawa Timur dan Jawa Tengah merupakan provinsi utama 

penghasil jagung dengan nilai share terhadap produksi nasional 

sebesar 46,12% pada lima tahun terakhir (Suwandi, 2017). Daerah 

penghasil produksi jagung terbesar setelah Jawa Timur dan Jawa 

Tengah, terjadi di daerah Sumatera seperti Medan dan Lampung. Hal 

tersebut menjadikan hasil produksi di Indonesia mencapai 16 ton/ 

tahun (Tim Karya Tani Mandiri, 2010).  

PadaTahun 2016 produksi jagung mengalami peningkatan sebesar 

18,23% karena peningkatan produktivitas sebesar 2,07%. Luas panen 

mengalami peningkatan yang cukup signifikan 15,85% atau sebesar 

600 ribu hektar. Produksi jagung mengalami peningkatan 1,07 ku/ha, 

pada tahun 2015 sebesar 51,78 ku /ha dan meningkat menjadi 52,85 

ku/ha pada tahun 2016 (Chafid, 2016).  

Sasaran produksi jagung tahun 2017 sebesar 30,54 juta ton PK. 

Nilai ini mengalami peningkatan 26,44% dari sasaran produksi 

jagung tahun 2016 dengan sasaran luas tanam jagung seluas 6,05 juta 

ha dan sasaran luas panen 5,74 juta ha. Sasaran produktivitas jagung 

tahun 2017 sebesar 53,18 ku/ha atau meningkat 0,39% dari sasaran 

produktivitas jagung 2016 (Direktorat Sirealia, 2016).  
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Upaya peningkatan produksi jagung ditujukan untuk mencapai 

swasembada jagung secara berkelanjutan. Permasalahan pada hal ini 

masih terdapat sejumlah kendala yang perlu diselesaikan. 

Penggunaan benih unggul merupakan faktor utama dalam 

peningkatan produksi jagung. Penggunaan benih unggul hibrida 

dapat menjadi peningkat produktivitas yang tinggi. Bisi-2 merupakan 

salah satu verietas jagung hibrid dengan keunggulan menghasilkan 2 

tongkol, pertumbuhan seragam, tegak serta tahan roboh dengan 

potensi hasil mencapai 13 ton/ha,pupulasi tanaman lebih banyak 

sekitar 62000/ha dengan kebutuhan benih sekitar 15 kg/ha,waktu 

panen relatif singkat 103 hari siap untuk dipanen (Aqil dkk., 2012). 

Namun tingkat penggunaan benih hibrida tergolong masih rendah, 

sekitar 60% dari total penanaman. Hal ini disebabkan karena 

tingginya harga jual benih jagung hibrida yang sulit dijangkau oleh 

para petani. Penyebaran varietas jagung hibrida di wilayah Indonesia 

juga belum terdistribusi secara luas (Direktorat Jendral Tanaman 

Pangan, 2017). 

2.2 Jagung Varietas Bisi-2 

Jagung varietas Bisi-2 merupakan hasil silang tunggal antara FS 4 

dengan FS 9. FS 4 dan FS 9 merupakan tropical inbred yang 

dikembangkan oleh Charoen Seed Co., Ltd. Thailand dan Dekalb 

Plant Genetic, USA (Aqil dkk., 2012). Jagung varietas Bisi-2 

merupakan salah satu jagung hibrida yang sering digunakan oleh 

para petani Indonesia. Jagung hibrida menggantikan jagung bersari 

bebas dikarenakan hasil produksi yang lebih tinggi. Hal ini 

dikarenakan ekspresi gen yang berasosiasi terhadap pengambilan 

fotosintesis, nutrisi, transpirasi, translokasi, metabolisme, dan 

interaksi gen terhadap lingkungan.Jagung hibrida memiliki sifat 

heterosis, memiliki kualitas visual seragam, mutu terjamin, zat gizi 

lebih baik dari bersari bebas, potensi hasil baik dan waktu panen 

yang lebih cepat. Jagung hibrid diperoleh dari hasil persilangan, 

sedangkan bersari bebas diperoleh dari pertanaman sebelumnya, atau 

belum diserbuki oleh varietas lain (Aprisa, 2012).    

Batang jagung varietas Bisi-2 tumbuh tinggi dan tegap dengan 

warna hijau. Tinggi tanaman dapat mencapai ± 232 cm. Daunnya 

panjang, lebar dan terkulai dengan warna hijau cerah. Keragaman 

tanamnnya bersifat seragam. Sistem perakarannya baik dan tahan 
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rebah. Kemampuan genetik untuk menghasilkan dua tongkol jagung 

yang berukuran sama besar dalam satu tanaman, tidak dimiliki oleh 

varietas lain (Gambar 2) (Aqil dkk., 2012).  

Tongkol berkedudukan di tengah-tengah batang dengan ukuran 

sedang, berbentuk silindris dan seragam. Kelobot menutup tongkol 

dengan baik. Biji bertipe setengah mutiara (semi flint) dengan warna 

kuning oren. Bobot pada 1000 biji sebesar ± 265 gram. Rata-rata 

hasil dapat mencapai 8,9 t/ha PK. Jagung Bisi-2 memiliki ketahanan 

berupa toleran terhadap penyakit bulai dan karat daun. Jagung 

varietas ini sangat sesuai apabila ditanam di dataran rendah hingga 

ketinggian 1000 m dpl (Aqil dkk., 2012).  

 

(Aqil dkk., 2012) 

Gambar 1. Jagung varietas Bisi-2 

2.3 Kultur Jaringan Tumbuhan 

Kultur jaringan merupakan suatu metode isolasi bagian jaringan 

tanaman. Kultur jaringan disebut pula sebagai kultur in vitro 

tumbuhan. Pemberian istilah ini dikarenakan sel, jaringan atau organ 

tanaman hasil isolasi tersebut tumbuh, berkembang dan beregenerasi 

secara aseptis pada medium di dalam wadah botol gelas (tabung) 
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transparan secara in vitro dan dalam keadaan kondisi yang terkontrol. 

Bagian tumbuhan (sel, jaringan, organ) yang digunakan untuk 

memulai suatu kultur disebut sebagai eksplan. Pelaksanaan teknik 

kultur jaringan tumbuhan dilakukan dalam kondisi aseptis, terbebas 

dari bakteri, jamur, ragi maupun jasad renik lainnya (Manuhara, 

2014).  

Bagian tanaman baik sel maupun jaringan yang akan 

ditumbuhkann disebut eksplan (beberapa jaringan dengan sifat 

mampu merespon lebih baik dibanding yang lain). Eksplan 

dapatberasal dari seluruh bagian tumbuhan baik organ (akar, batang, 

daun) maupun jaringan dan sel yang spesifik (endosperm, polen, 

mesofil, hipokotil dan kotiledon) (Mastuti, 2017). Teknik kultur 

jaringan tumbuhan digunakan untuk berbagai tujuan seperti 

modifikasi genotipe (pemuliaan tanaman), propagasi (perbanyakan), 

produksi biomassa produk-produk kimiawi, patologi tanaman, 

penyimpanan dan pengawetan, serta dapat digunakan sebagai 

penelitian ilmiah dan lainnya (Hartman dkk., 2000).  

Sistem regenerasi dalam teknologi kultur jaringan terdapat dua 

macam, yaitu organogenesis dan embriogenesis. Organogenesis 

merupakan proses diferensiasi yang bersifat unipolar, yang 

membentuk ujung tunas menjadi tunas, atau ujung akar yang 

membentuk akar (rhizogenesis). Organogenesis melewati dua 

tahapan induksi, pertama induksi pembentukan tunas dengan 

penambahan hormon sitokinin atau campuran auksin dengan 

sitokinin. Tahap kedua yaitu induksi pembentukan akar dengan 

penambahan hormon auksin (Manuhara, 2014).  

Embriogenesis adalah proses diferensiasi meristem bipolar pada 

bakal tunas atau akar untuk pertumbuhan tanaman utuh. 

Pertumbuhan dan perkembangan embrio melalui proses 

embriogenesis zigotik, dengan terbentuknya struktur  bipolar melalui 

tahapan globular (bulat), heart (jantung), torpedo yang kemudian 

berkecambah menjadi planlet. Embrio somatik ini dapat diinduksi 

dengan penambahan kombinasi ZPT dengan konsentrasi yang 

berbeda (Manuhara, 2014). 

Organogenesis dan embriogenesis merupakan bagian dari proses 

morfogenesis. Morfogenesis dapat terjadi secara langsung (direct 

morphogenesis) atau tidak langsung (indirect morphogenesis). 

Morfogenesis langsung terjadi pada eksplan yang lansung 

membentuk tunas atau akar secara langsung. Morfogenesis tidak 
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langsung dengan pembentukan kalus terlebih dahulu dan kemudian 

berinduksi membentuk tunas atau akar (Manuhara, 2014). 

Proses morfogenesis langsung dapat dilakukan dengan 

menggunakan medium dengan kombinasi ZPT.  Medium yang hanya 

terdiri dari garam-garam makro dan manitol dapat menginduksi sel-

sel embriogenik. Medium ini dapat disebut sebagai medium 

starvation atau medium minimal (Manuhara, 2014). 

Morfogenesis tidak langsung dapat dilakukan dengan penanaman 

eksplan dalam medium induksi kalus menggunakan tambahan 

hormon auksin. Kalus disubkultur pada medium dengan ZPT 

kombinasi auksin dengan konsentrasi rendah dan sitokinin dengan 

konsentrasi yang lebih dibanding auksin. Kalus yang disubkultur 

pada medium cair akan membentuk suspensi sel yang aktif tumbuh 

(Eide & Walter, 2011). Medium cair tersebut dilakukan dengan 

penggojogan yang kemudian berdiferensiasi membentuk sel-sel 

embriogenik, kemudian membentuk tunas atau akar (Gupta & 

Ibarakri, 2008). 

2.4 Faktor-Faktor Keberhasilan Kultur Jaringan Tumbuhan  

Keberhasilan dalam kultur jaringan tumbuhan sangat dipengaruhi 

oleh beberapa faktor-faktor seperti pemilihan eksplan, keadaan 

fisiologis eksplan atau tanaman donor, kondisi kultur dan juga 

komposisi medium (Manuhara, 2014). Kultur jaringan juga 

tergantung pada beberapa faktor seperti genotipe (Carsono & 

Tomohiko, 2006). 

Eksplan yang sehat akan menghasilkan planlet yang sehat pula. 

Eksplan yang digunakan haruslah terbebas dari hama, penyakit 

maupun organisme yang merugikan. Umur tanaman donor juga 

mempengaruhi pertumbuhan tanaman. Pemilihan tanaman donor 

sebaiknya pada umur rata-rata, tidak terlalu muda ataupun tua. Umur 

yang terlalu muda beresiko sulit untuk tumbuh karena kandungan 

senyawa fenol yang tinggi, sehingga mudah terjadi browning yang 

berujung kematian. Umur yang terlalu tua juga tidak baik, karena 

sifat totipotensi yang berkurang bahkan tidak ada (Neumann dkk., 

2009). 

Respon setiap tanaman sangat bervariasi tergantung pada 

jenisnya. Pengaruh genotipe memiliki hubungan erat pada faktor-

faktor lain yang mempengaruhi pertumbuhan eksplan seperti pada 
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zat pengatur tumbuh, nutrisi, atau kondisi lingkungan. Setiap varietas 

membutuhkan kondisi yang berbeda, meskipun teknik yang 

digunakan sama. Perbedaan respon dapat diketahui dari pertumbuhan 

dan kemampuan beregenerasi. Perbedaan ini disebabkan karena 

kontrol genetik dari masing-masing varietas serta gamet tanaman 

induk (Manuhara, 2014). 

Medium dalam kultur jaringan tumbuhan mengandung komponen 

berupa elemen mineral (nutrisi makro-mikro), zat pengatur tumbuh 

(ZPT), dan senyawa organik. Elemen mineral terdiri atas nutrisi 

inorganik sebagai makro dan mikro nutrien yang terkandung seperti 

dalam tanah bagi tanaman. Nutrisi makro terdiri atas Pottasium (K), 

Fosfor (P) dan Nitrogen (N) dari NO3 dan NH4. Nutrisi mikro terdiri 

atas B, Mg, Ca, Cl, Fe, Mn, S, Na, Zn, Cu, Mo, Co, dan I (Acquaah, 

2004). 

     Senyawa organik dapat berupa sumber karbon serta faktor lain 

yang dapat mendukung. Sumber karbon dapat menentukan 

keberhasilan kultur jaringan selain kombinasi zat tumbuh. Sumber 

karbon berperan sebagai sumber energi yang dibutuhkan oleh sel 

untuk dapat melakukan pertumbuhan. Senyawa organik yang umum 

digunakan yaitu vitamin, gula, dan myo-inositol. Glukosa dan 

fruktosa sebagai hasil hidrolisis sukrosa dapat merangsang 

pertumbuhan beberapa jaringan. Konsentrasi sukrosa berpengaruh 

terhadap pertumbuhan kalus (Manuhara, 2014).  

Zat pengatur tumbuh (ZPT) tanaman merupakan senyawa organik 

bukan nutrisi. Zat pengatur tumbuh pada tanaman berperan penting 

dalam mengontrol proses biologi dalam jaringan tanaman, baik 

menghambat, medorong atau mengubah pertumbuhan dan 

perkembangan tumbuhan secara kualitatif. Pertumbuhan dan 

perkembangan pada kultur dapat dimanipulasi dengan 

memvariasikan konsentrasi zat pengatur tumbuh. Zat pengatur 

tumbuh yang umum digunakan pada kultur jaringan tumbuhan 

adalah auksin dan sitokinin (Tabel 1) (Acquaah, 2004).  

Interaksi antara zat pengatur tumbuh endogen (diproduksi oleh 

jaringan tanaman) dengan eksogen pada media mengakibatkan 

pembentukan organ. Penambahan auksin atau sitokinin ke dalam 

media kultur dapat menjadi faktor pemicu dalam proses tumbuh dan 

perkembangan jaringan. Pembentukan tunas dapat dilakukan dengan 

memanipulasi dosis auksin dan sitokinin eksogen (Lestari, 2011).  
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Auksin pada umumnya digunakan untuk menginduksi 

pembentukan kalus, kultur suspensi dan akar. Hal ini karena sifatnya 

yang memacu pemanjangan dan pembelahan sel.Pembentukan kalus 

embriogenik dan struktur embrio somatik umumnya membutuhkan 

auksin dalam konsentrasi yang relatif tinggi (Lestari, 2011). 

 

Tabel 1. Zat pengatur tumbuh yang umum digunakan pada kultur 

jaringan tumbuhan 

Zat Pengatur Tumbuh Peranan 

Auksin  

Contoh auksin alami: Indole-3-

Butyric Acid (IBA), Indole-3-Acetic 

Acid (IAA) 

Contoh auksin sintetik: 

2,4-Dichlorophenoxy  Acetic Acid 

(2,4-D), 1-Naphthalene Acetic Acid 

(NAA), 2.4.5-Trichloropenoxy Acetic 

Acid (2.4.5-T), Picloram, Tordon 4-

CPA, Dicamba 

Pemanjangan akar adventif 

dan sel.Berperan dalam 

dominansi apikal. Induksi 

kalus dari eksplan dan 

embriogenesis somatik.  

 

Sitokinin 

Contoh sitokinin alami: zeatin 

Contoh sitokinin sintetik: kinetin, 

benzyladine (BA) 

Memiliki dampak 

berlawanan terhadap 

dominansi apikal. 

Menghambat induksi akar 

dan embriogenesis.  

 

(Acquaah, 2004) 

Kondisi lingkungan dalam kultur in vitro meliputi cahaya, 

temperatur dan pH medium juga dapat mempengaruhi hasil kultur 

jaringan tumbuhan. Sel tumbuhan selama dalam kultur in vitro, 

relatif tidak melakukan fotosintesis secara efisien dan urnumnya 

dalam keadaan non autotrof. Energi yang berasal dari gula tidak 

cukup untuk pertumbuhan, dibutuhkan juga cahaya untuk 
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menghasilkan planlet hijau dengan daun normal (Sugiharto dkk., 

2007).  

Temperatur yang digunakan dalam kultur in vitro pada umumnya 

lebih tinggi dari kondisi suhu in vivo, untuk mempercepat 

pertumbuhan dan morfogenesis eksplan. Kelembaban di ruang kultur 

umumnya adalah sekitar 70%. Kelembapan dibawah 70% akan 

mengakibatkan media cepat menguap dan mengering, namun bila 

terlalu tinggi menyebabkan daun menjadi lemah, mudah patah, dan 

ukuran yang lebih kecil (Basri, 2016). 

2.5 Regenerasi Tanaman Jagung secara In Vitro 

Embriogenesis merupakan salah satu jalur regenerasi secara in 

vitro. Embriogenesis pada kultur in vitro dapat terjadi secara 

langsung dengan terbentuk tanpa melalui fase kalus dan secara tidak 

langsung dengan melalui fase kalus. Eksplan yang sering 

dipergunakan dalam induksi dan mempelajari embriogenesis secara 

langsung dapat menggunakan embrio zigotik muda. Hal ini 

dikarenakan jaringan secara alami telah embriogenik dan hanya 

membutuhkan sedikit nutrisi jika dibandingkan dengan jaringan 

embriogenik lainnya untuk memperoleh respons (Aprisa, 2012).   

Regenerasi tanaman jagung secara in vitro pertama kali dilaporkan 

oleh Green dan Phillips pada tahun 1975 (Aprisa, 2012). Peletakkan 

posisi eksplan terhadap media dapat mempengaruhi hasil. Embrio 

muda yang diletakkan dengan aksis tunas-akar menyentuh media, 

perkecambahan embrionya menjadi lambat dan terjadi peningkatan 

proliferasi sel skutelar untuk membentuk kalus yang dapat 

diregenerasikan. Kalus yang dibentuk bersifat kompak, dimodelkan 

sebagai kalus tipe I. Kalus tipe ini pada tanaman jagung bersifat 

embriogenik dan kompak, dimana pada kalus ini pada beberapa 

kasus mendukung embriogenesis dan organogenesis  (Somers dkk., 

1988).  

Regenerasi tanaman dapat melalui organogenesis dan 

embriogenesis somatik (Aprisa, 2012). Organogenesis dan 

embriogenesis tersebut berasal dari kalus yang keras, putih atau 

kuning, kompak menyerupai skutelar. Embriogenesis merupakan 

jalur regenerasi tanaman yang sering terjadi pada poliferasi jaringan 

kompak yang berasal dari skutelum embrio muda pada jagung (Vasil 

dkk., 2005).  



 

14 

 

Percobaan embriogenesis menggunakan  jagung (genotip A188 

dan B73) dengan eksplan berupa embrio muda. Respon 

menunjukkan bahwa sebagian besar dipengaruhi oleh stadia 

perkembangan eksplan. Kalus embriogenik yang terbentuk terdapat 

dua tipe yang berbeda. Kalus Tipe I bersifat keras dan berwarna 

putih hingga krem, dengan perkembangan struktur lanjut (ditandai 

dengan perkembangan embrio yang sangat baik dan terdapat struktur 

yang berwarna hijau) (Finner, 2005). 

Kalus Tipe II bersifat remah dan berwarna krem hingga kuning. 

Pada permukaan kalus embriogenik jagung terdapat somatik embrio. 

Stadia embrio lanjut (skutelar dan koleoptilar) pada kalus jagung 

Tipe Imengalami perkembangan sangat cepat selama dalam kultur 

media perkembangan. Kalus Tipe II membentuk proliferasi embrio 

terlebih dahulu pada stadia perkembangan awal. Namun, kalus tipe II 

membutuhkan waktu lebih lama untuk membentuk stadia embrio 

lanjut (Finer, 2005). 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian dilaksanakan pada bulan September 2018 – November 

2019. Penelitian bertempat di Laboratorium Fiologi, Kultur Jaringan, 

dan Mikroteknik Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika 

dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya, Malang, 

Indonesia. 

3.2 Pembuatan Media 

Pembuatan media MS diawali dengan disiapkan larutan stok 

Murashige Skoog (MS) (Lampiran 1). Larutan stok kemudian 

dimasukkan ke dalam erlenmeyer 1000 ml untuk pembuatan media 1 

liter, meliputi larutan stok A (NH4NO3) 20 ml, larutan stok B (KNO3) 

20 ml, larutan stok C (CaCl2.H2O) 10 ml, larutan stok D 

(MgSO4.7H2O dan KH2PO4) 10 ml, larutan stok E (FeSO4.7H2O dan 

Na2EDTA.2H2O) 5 ml, larutan stok F (H3BO3, MnSO4.4H2O dan 

ZnSO4.7H2O) 5 ml, larutan stok G (Kl, Na2MoO4.2H2O, CuSO4.5H2O 

dan CoCl2.6H2O) 0,5 ml, larutan vitamin 1 ml, Myoinositol 10 ml dan 

penambahan ZPT. Media MS padat untuk induksi tunas ditambahkan 

ZPT BA (0, 1, 2, 3 mg/L) atau BA (0, 1, 2, 3 mg/L) + NAA 0,1 mg/L. 

Media MS padat untuk multiplikasi tunas ditambahkan BA (1 dan 2 

mg/L). Media MS padat untuk regenerasi planlet ditambahkan IBA 

0,5 mg/L atau tanpa ZPT (MS0) atau ½ MS0  (Lampiran 3).  

Gula ditimbang sebanyak 30 g dan dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer berisi larutan stok MS dengan campuran ZPT, kemudian 

akuades ditambahkan hingga volume kurang dari 1000 ml. Larutan 

dihomogenkan hingga merata menggunakan magnetic stirer  hingga 

homogen. Tingkat pH larutan disesuaikan pada pH 5,8 dengan 

ditambahkan NaOH jika pH larutan < 5,8 dan ditambahkan HCl jika 

pH > 5,8. Larutan ditambahkan bubuk agar sebanyak 11 gram dan 

ditambahkan akuades hingga volume 1000 ml, dihomogenkan hingga 

merata menggunakan magnetic stirer serta dipanaskan dengan 

pemanas hingga mendidih. 

Media yang telah mendidih, dimasukkan ke dalam 100 botol kultur 

yang telah disterilisasi (masing-masing botol kultur berisi kurang lebih 

10 ml media). Media disterilisasi dengan autoklaf pada tekanan 1.5 
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atm pada suhu 121 oC selama 15 menit. Media dikeluarkan dari 

autoklaf dan disimpan di ruang penyimpanan. Media perkecambahan 

adalah media agar dengan prosedur pembuatan yang sama dengan 

media MS, namun tidak diberikan larutan stok dan ZPT. Media hanya 

terdiri atas bubuk agar dan akuades. 

3.3 Persiapan Eksplan  

Biji jagung varietas Bisi-2 disterilisasi dengan pemutih komersial 

30% (bahan aktif NaClO 5,25%) selama 20 menit. Biji kemudian 

dibilas dengan akuades steril selama 5 menit, sebanyak 2 kali. 

Keseluruhan biji yang telah steril, dipisahkan menjadi 2 perlakuan 

berbeda yaitu direndam dengan akuades steril lalu disimpan pada 

suhu 4° C selama 2 hari untuk mendapatkan embrio danbiji steril 

lainnya dikecambahkan secara in vitro selama 7 hari pada media agar 

untuk diperoleh eksplan crown. 

3.4 Induksi Tunas  

Eksplan embrio diambil dari biji steril yang telah lunak hasil 

perendaman 2 hari, sedangkan eksplan crown diisolasi dari 

kecambah berumur 7 hari. Eksplan embrio dan crown dikulturkan 

pada media MS + BA (0, 1, 2, 3 mg/L) atau MS + BA (0, 1, 2, 3 

mg/L) + NAA 0,1 mg/L dengan ulangan sebanyak 5 kali, tiap 

ulangan berisikan 4 eksplan. Kultur diinkubasi pada ruang kultur 

dengan suhu ruang 24-25 °C, dengan pencahayaan 600 lux selama 24 

jam. Pada tiap 2 hari sekali dievaluasi waktu muncul tunas atau 

kalus. Eksplan dievaluasi terhadap persentase yang membentuk tunas 

atau kalus, jumlah tunas per eksplan diamati pada minggu ke 2, 4, 6, 

sedangkan berat basah kalus + eksplan ditimbang pada minggu ke 6. 

3.5 Multiplikasi Tunas 

Tunas yang terbentuk disubkulturpada media dasar MS yang 

diberi konsentrasi hormon terbaik dari tahapan  sebelumnya yaitu 

MS + BA 1 atau MS + BA 2 mg/L. Kultur diinkubasi pada ruang 

kultur dengan suhu ruang 24-25 °C, dengan pencahayaan 600 lux 

selama 24 jam. Jumlah tunas per eksplan dan panjang tunas 

dievaluasi seminggu sekali selama 6 minggu. 
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3.6 Induksi Akar dan Regenerasi Planlet 

Induksi akar dan regenerasi planlet dilakukan dengan 

mengkultur tunas hasil multiplikasi pada media ½ MS0 atau MS0 

atau MS + IBA 0,5 mg/L. Kultur kemudian diinkubasi pada ruang 

kultur dengan suhu ruang 24-25 °C, dengan pencahayaan 600 lux 

selama 24 jam.Pada tiap 2 hari sekali dievaluasi waktu muncul akar. 

Evaluasi juga dilakukan pada minggu ke empat terhadap jumlah 

akar, panjang akar, jumlah dan tinggi planlet. 

3.7 Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang digunakan adalah RAK pada induksi 

tunas dan RAL pada multiplipkasi tunas, induksi akar dan regenerasi 

planlet dengan 3 faktor (jenis eksplan, jenis ZPT dan konsetrasi ZPT) 

pada induksi tunas(Tabel 2), 1 faktor (konsentrasi BA) pada 

multiplikasi tunas (Tabel 3) dan 2 faktor (jenis media asal danjenis 

mediainduksi akar)(Tabel 4) pada induksi akar dan regenerasi 

planlet, ulangan sebagi kelompok. 

Tabel 2. Perlakuan induksi tunas 

Eksplan NAA (mg/L) BA (mg/L) 

Embrio 

0 

0 

1 

2 

3 

0,1 

0 

1 

2 

3 

Crown 

0 

0 

1 

2 

3 

0,1 

0 

1 

2 

3 
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Tabel 3. Perlakuan multiplikasi tunas 

Eksplan BA (mg/L) 

Crown 1 

2 

 

Tabel 4. Perlakuan pembentukan akar dan regenerasi planlet 

Eksplan Jenis Media 

Crown ½ MS0 (setengah konsentrasi) 

MS0 (tanpa ZPT) 

MS + IBA (0,5 mg/L) 

 

3.9 Analisis Data 

Analisis dilakukan dengan Two-Way ANOVA (Analysis of 

Varians) dengan uji lanjutan Duncan atau T-test pada induksi tunas 

serta induksi akar dan regenerasi planlet danOne- Way ANOVA 

(Analysis of Varians) dengan uji lanjutan T-test pada multiplikasi 

tunas. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Induksi Tunas secara In Vitro 

Hasil penelitian menunjukkaneksplan crown dan embrio dapat 

menginduksi pembentukan tunas. Sebagian besar tunas yang 

terbentuk berwarna hijau muda segar (Gambar 2A), namun tunas 

yang terbentuk dari eksplan crown media BA memiliki warna sedikit 

tua (Gambar 2B-D). Tunas yang terbentuk dari eksplan crown pada 

media MS0 berukuran pendek dan hanya tumbuh 1 tunas per 

eksplan, sedangkan tunas pada media MS + BA tanpa kombinasi 

NAA pembentukan tunas per eksplan  lebih dari 1tunas(Gambar 2B-

D). Tunas yang dihasilkan pada media dengan penambahan BA 1 

mg/L mampu diinduksi dengan jumlah tunas per eksplan terbanyak 

dan tunas yang dihasilkan lebih panjang (Gambar 2B). Media dengan 

penambahan konsentrasi BA di atas 1 atau 2 mg/L dapat 

menghambat pertumbuhan tunas. Sedangkan eksplan embrio pada 

media MS0 dan media dengan penambahan BA menunjukkan  

pertumbuhan satu tunas tiap eksplan (Gambar 2I-L). Pemberian BA 

3 mg/L pada media eksplan embrio hanya mampu menyebabkan 

pembesaran ukuran eksplan saja dan kurang mampu menginduksi 

pembentukan tunas (Gambar 2L).Sedangkan pertumbuhan tunas 

pada media MS + BA kombinasi NAA pada eksplan crown dan 

embrio tidak sebaik padaeksplan crown pada media MS + BA. Tunas 

yang terbentukpada kedua eksplan pada media MS + BA kombinasi 

NAA hanya satu tunas tiap eksplan. Sebagian besar eksplan embrio 

pada media MS + BA kombinasi NAA tidak mampu membentuk 

tunas (Gambar 2N-P). 

Jenis eksplan dan media dapat memperngaruhi waktu kemunculan 

tunas. Eksplan crown pada media MS + BA 1 dan 2 mg/L memiliki 

rerata waktu muncul tunas tercepat dibandingkan dengan media 

lainnya, yaitu 2-3 hari. Sedangkan waktu kemunculan tunas dari 

eksplan crown, pada media MS0 dan MS + BA 3 mg/L 

membutuhkan 3-5 hari. Eksplan crown pada media BA kombinasi 

NAA  membutuhkan waktu lebih lama, berkisar 4-6 hari. Eksplan 

embrio pada seluruh jenis media  membentuk tunas mulai hari ke 3-

5. 
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Gambar 2. Respon pertumbuhan dua jenis eksplan yang dikultur 

pada media MS dengan penambahan beberapa 

konsentrasi ZPT BA dan NAA. A-H) eksplan crown;I-P) 

eksplan embrio 

Pembentukan dan pertumbuhan tunas in vitro pada tanaman 

jagung dipengaruhi oleh jenis eksplan yang digunakan dan zat 

pengatur tumbuh yang ditambahkan dalam media kultur. Eksplan 

crown memberikan respon pertumbuhan tunas lebih baik 

dibandingkan dengan eksplan embrio. Sedangkan media MS dengan 

zat pengatur tumbuh BA saja lebih mampu menginduksi 

pembentukan tunas dibandingkan dengan BA yang dikombinasikan 

dengan NAA. Persentase pembentukan tunas dan jumlah tunas yang 

terbentuk tiap eksplan juga dipengaruhi oleh konsentrasi BA yang 

diberikan (Gambar 3 dan 4). 

Persentase pembentukan tunas dari eksplan crown antara 25-65% 

pada media BA dan antara 5-20% pada media BA kombinasi NAA. 

Sedangkan persentase  pembentukan tunas dari eksplan embrio 
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hanya berkisar antara 15-25% pada media BA dan berkisar antara 5-

15% pada media BA kombinasi NAA (Gambar 3). Persentase 

pembentukan tunas terbaik terjadi pada eksplan crown dengan media 

MS + BA 1 mg/L yaitu sebesar 65%. Persentase pembentukan tunas 

pada media dengan pemberian konsentrasi BA 2 mg/L mulai terjadi 

penghambatan pembentukan tunas menjadi 60 % namun tidak 

signifikan dan semakin menurun pada media dengan pemberian BA 

3 mg/L menjadi 55 %. Sedangkan persentase pembentukan tunas 

pada media MS0sebesar 25%. Pada eksplan embrio dengan 

pemberian BA memiliki hasil terbaik pada konsentrasi BA 1 mg/L 

dan 2 mg/L dengan persentase pembentukan tunas sebesar 25%. 

Persentase pembentukan tunas pada konsentrasiBA 3 mg/L mulai 

menghambat pembentukan tunas menjadi 15%. Sedangkan pada 

media MS0 pembentukan tunas dari eksplan embrio sebesar 20%. 

 

 
Gambar 3. Persentase pembentukan tunas pada eksplan crown dan 

embrio pada media BA dan BA kombinasi NAA pada 

minggu ke 6. Keterangan: huruf berbeda menunjukkan 

beda nyata pada uji Duncan 

Konsentrasi BA yang meningkat pada media kombinasi NAA 

juga dapat menghambat pembentukan tunas pada kedua eksplan. 

Eksplan crownpada media NAA mampu membentuk tunas sebesar 

20% dan eksplan embrio sebesar 15%. Persentase pembentukan 

tunas pada konsentrasi BA 1 dan 2 mg/L pada crown sebesar 15% 
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dan eksplan embrio sebesar 10%. Persentase pembentukan tunas 

terendah pada media BA kombinasi NAA terjadi pada konsentrasi 

BA 3 mg/L sebesar 5% pada kedua jenis eksplan.   

 

 

Gambar 4. Jumlah tunas yang terbentuk dari eksplan crown dan 

embrio pada media BA dan BA kombinasi NAA pada 

minggu ke 6. Keterangan: huruf berbeda menunjukkan 

beda nyata pada uji Duncan 

 

Rata-rata jumlah tunas yang terbentuk dari eksplan crown 

berkisar antara 0,25-1,75 tunas per eksplan pada media penambahan 

BA dan berkisar antara 0,05-0,15 tunas  per eksplan pada media BA 

kombinasi NAA. Sedangkan rata-rata jumlah tunas yang terbentuk 

dari eskplan embrio berkisar antara 0,15-0,25 tunas per eksplan pada 

media penambahan BA, sedangkan pada media BA kombinasi NAA 

tunas yang terbentuk antara 0,05-0,10 tunas per eksplan (Gambar 4).   

Jumlah tunas per eksplan tertinggi terjadi pada media MS + BA 1 

mg/L dengan eksplan crown yaitu sebesar 1,75 tunas. Jumlah tunas 

per eksplan mulai mengalami penurunan pada konsentrasi BA 2 

mg/L menjadi 1,05 tunas dan semakin menurun pada konsentrasi BA 
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3 mg/L menjadi  0,8 tunas. Sedangkan jumlah tunas pada media 

kontrol MS0 sebesar 0,25 tunas. Jumlah tunas per ekplan pada media 

BA 0-2 mg/L eksplan embrio berjumlah seperti pada media MS0 

pada eskplan crown yaitu sebanyak 0,25 tunas per eksplan dan 

mengalami penurunan pada konsentrasi BA 3 mg/L menjadi 0,15 

tunas per eksplan (Gambar 4).  

Jumlah tunas per eksplan pada media BA kombinasi NAA tidak 

terdapat pengaruh nyata, namun eksplan crown pada media BA 3 

mg/L terjadi penghambatan pembentukan tunas. Hasil jumlah tunas 

per eksplan crown yang diperoleh dari media BA 1 dan 2 mg/L 

kombinasi NAA sebanyak  0,15 tunas dan mengalami penurunan 

pada konsentrasi BA 3 mg/L menjadi 0,05 tunas. Sedangkan jumlah 

tunas per eksplan yang dihasilkan dari eksplan crown pada media 

NAA tunggal sebanyak  0,1 tunas. Jumlah tunas per eksplan embrio 

pada media NAA tunggal dan media dengan pemberian BA 1 mg/L 

sebanyak 0,1 tunas dan mengalami penurunan pada konsentrasi BA 2 

dan 3 mg/L menjadi  0,05 tunas, namun tidak berbeda signifikan 

(Gambar 4). Pemberian BA dalam media mampu meningkatkan 

persentase pembentukan tunas dan jumlah tunas yang terbentuk tiap 

eksplan, namun demikian penambahan BA dalam konsentrasi yang 

lebih tinggi dapat menyebabkan penghambatan pembentukan tunas. 

Hal ini mungkin dikarenakan ketidak sesuaian konsentrasi yang 

dibutuhkan oleh eksplan.  

Pembentukan tunas sangat dipengaruhi oleh keberadaan hormon 

sitokinin. Hormon BA merupakan hormon sintetik dan memiliki sifat 

lebih stabil dan kuat jika dibandingkan dengan jenis hormon 

sitokinin lainnya, seperti kinetin dan zeatin. BA memiliki pengaruh 

utama pada perkembangan eksplan  dalam pembentukan tunas, 

multiplikasi tunas dan memacu pembelahan sel dalam metabolisme 

tanaman untuk membentuk organ atau bagian yang diperlukan 

(Ashraf dkk., 2014). Konsentrasi hormon BA yang sesuai akan 

bekerja secara optimal pada tanaman tertentu dalam hal induksi tunas 

(Harahap dkk., 2014). Konsentrasi auksin yang relatif lebih rendah 

dibandingkan konsentrasi sitokinin dapat memacu pertumbuhan 

tunas (Nisak dkk., 2012). Dalam kultur jaringan kebanyakan 

tanaman membutuhkan sitokinin untuk pembentukan tunas dan daun, 

sedangkan auksin bersifat menghambat (Karjadi, 2007).Penelitian 

oleh Shudarson dkk. (2014) pada Hybanthus enneaspermus varietas 
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tanaman pisang, dimana peningkatan konsentrasi BA yang diberikan 

pada media dapat menurunkan jumlah tunas dan panjang tunas. 

Pemberian BA 2 mg/L pada media memberikan respons terbaik 

dengan 11,28 tunas dengan panjang 6,68 cm, namun pada pemberian 

BA 3 mg/L mengalami penghambatan menjadi 10,34 dengan 

panjang 6,12 cm. Hal tersebut dimungkinkan bahwa konsentrasi 

sitokinin (BA) yang tinggi atau melebihi kadar optimum dapat 

menurunkan kemampuan pertumbuhan tunas dan terhambatnya 

perkembangan tajuk dan tunas (Tiwari dkk., 2000).   

Crown merupakan salah satu daerah yang bersifat meristematik. 

Pembelahan sel dalam jaringan meristematik diikuti oleh ekspansi sel 

yang bertanggung jawab dalam pertumbuhan dan perkembangan 

tanaman. Crown terbentuk ketika pucuk tanaman berkembang dari 

benih embrio yang berkecambah, dari terminal buds rhizoma, serta 

dari pucuk aksilar yang kemudian membentuk anakan. Crown 

merupakan daerah dimana tempat bergabungnya antara batang 

dengan akar. Crown juga dapat disebut sebagai pangkalan tanaman 

yang memiliki peranan sebagai jalur transfer energi dan nutrisi antara 

akar dan batang (Brilman, 2019). 

Propagasi menggunakan crown merupakan salah satu metode 

termudah yang dapat dilakukan baik secara in vivo maupun in vitro, 

terutama pada tanaman herba, pakis dan rerumputan. Perbanyakan 

tanaman ini tidak tumbuh melalui biji atau umbi. Penggunaan crown 

dalam perbanyakan menjadikan bagian yang terpisah memiliki 

sistem pucuk atau akar sendiri, sehingga mampu menghasilkan 

tanaman baru. Pembelahan yang terjadi pada crown terjadi ketika 

tanaman membutuhkan peremajaan. Pada bagian jaringan tanaman 

yang mengalami kematian atau tampak lemah, crown akan terus 

mengalami pembelahan dan menghilangkan bagian tanaman yang 

mati serta mendorong tanaman untuk menumbuhkan tunas atau akar 

kembali yang lebih sehat (Brilman, 2019).  

4.2 Multiplikasi Tunas 

Tunas hasil induksi terbaik disubkultur pada media yang sama 

untuk tahapan multiplikasi. Tunas hasil induksi eksplan crown pada 

media MS + BA 1 mg/L dan 2 mg/L dipilih sebagai hasil tunas 

terbaik. Konsentrasi BA yang diberikan pada media memiliki 

pengaruh terhadap multiplikasi tunas dalam hal jumlah dan panjang 
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tunas. Setelah 6 minggu subkultur, tunas yang dihasilkan pada media 

MS + BA 1 mg/L mampu terbentuk dengan jumlah tunas lebih 

banyak dibandingkan dengan media BA 2 mg/L, namun panjang 

tunasnya berukuran lebih pendek (Gambar 5). Hal tersebut 

menunjukkan bahwa media dengan penambahan BA kosentrasi 

rendah mampu mendorong kemampuan dalam multiplikasi tunas 

namun menghambat pertumbuhan panjang tunas. Media dengan 

penambahan BA 1 mg/L mampu membentuk jumlah tunas per 

eksplan sebanyak 9,2 tunas dengan rata-rata panjang 3,89 cm. 

Sedangkan tunas pada media MS + BA 2 mg/L mulai terjadi 

penurunan jumlah tunas per eksplan menjadi 3,5 tunas dengan rata-

rata panjang 5,05 cm (Gambar 6). Tunas pada kedua jenis media 

terlihat tampak berwarna hijau muda ketuaan (Gambar 5).   

 

Gambar 5. Multiplikasi tunas dari eksplan crown pada media 

beberapa konsentrasi BA. A) 1 mg/L; B) 2 mg/L 

 

Gambar 6. Pengaruh konsentrasi BA terhadap panjang dan jumlah 

tunas. Keterangan:huruf berbeda menunjukkan beda 

nyata pada uji Ttiap parameter 
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Multiplikasi merupakan salah satu upaya dalam meningkatkan 

perbanyakan pada eksplan yang digunakan. Tahapan multiplikasi 

biasanya didahului dengan induksi tunas agar eksplan dapat 

mengalami pertumbuhan dan perkembangan (Akbar dkk., 2017). 

Media kultur yang terdiri dari garam mineral, karbohidrat, dan zat 

pengatur tumbuh berperan dalam proses multiplikasi. Keberhasilan 

multiplikasi secara in vitro dipengaruhi oleh zat pengatur tumbuh di 

media kultur. Peran regulator pertumbuhan dalam menentukan jalur 

pengembangan kultur sel dan jaringan disebabkan oleh akumulasi 

biokimia spesifik dalam sel atau jaringan (Widoretno dkk., 2017).  

Media MS dengan pemberian BA konsentrasi 2 mg/L dan 4 mg/L 

pada kultur jagung memberikan respon perbanyakan tunas lebih baik 

dibandingkan dengan BA konsentrasi 1 mg/L, 3 mg/L dan 5 mg/L 

dengan eksplan endosperm.Pemberian sitokinin dapat mempengaruhi 

kultur tanaman in vitro,tetapi ketika BA ditambahkan ke media 

memiliki respon rendah pada induksi tunas karena lebih bekerja 

dalam perpanjangan tunas dari pada perbanyakan tunas (Shree dkk., 

2018). Peningkatan konsentrasi BA pada media mampu 

meningkatkan multiplikasi tunas in vitro, tetapi pada konsentrasi BA 

yang lebih tinggi (diatas 3 mg/L) menyebabkan penurunan 

kemampuan multiplikasi tunas, meskipun tidak secara signifikan 

pada tanaman akar wangi (Widoretno dkk., 2017). Perbedaan dalam 

jumlah dan panjang tunas juga dapat disebabkan adanya perbedaan 

dalam kemampuan menyerap nutrisi serta hormon yang telah 

diberikan pada media (Julianti dkk., 2013). 

4.3 Induksi Akar dan Regenerasi Planlet 

Hasil menunjukkan bahwa ketiga jenis media yang digunakan 

berpengaruh terhadap induksi akar. Tunas pada ketiga jenis media 

mulai mampu membentuk akar pada hari ke 3-4. Akar yang 

terbentuk memiliki warna putih pada ujung dan memerah pada arah 

ke pangkal (Gambar 7).  

Media asal tunas dengan media induksi akar memiliki interaksi 

terhadap proses pembentukan akar. Media ½ MS0 memiliki respon 

pembentukan akar terbaik pada tunas yang berasal dari media MS + 

BA 1 mg/L. Tunas yang berasal dari media MS + BA 1 mg/L pada 

media induksi akar ½ MS0 mampu membentuk akar sebanyak 3,6 



 

27 
 

½ MS0 MS0 IBA 

akar dengan panjang 6,01 cm. Akar pada tunas yang berasal dari 

media MS + BA 1 mg/L pada media MS0 mampu terbentuk 

sebanyak 2,2 akar dengan panjang 3,78 cm dan pada media MS + 

IBA 0,5 mg/L mampu membentuk akar sebanyak 1,4 akar dengan 

panjang 2,45 cm (Gambar 8). 

  
 

 

Gambar 7. Induksi akar pada tunas hasil regenerasi pada beberapa 

media. A) MS + BA 1 mg/L; B) MS + BA 2 mg/L, 1) ½ 

MS0; 2) MS0; 3) MS + IBA 0,5 mg/L. Keterangan: huruf 

menunjukkan asal tunas, angka menunjukkan media 

induksi akar 

     Berbeda dengan tunas yang berasal dari media BA 2 mg/L, 

induksi akar terbentuk dengan baik pada media MS0 dengan jumlah 

akar sebanyak 2,8 akar dan panjang mencapai 2,75 cm. Akar yang 

terbentuk pada media IBA 0,5 mg/L sebanyak 2 akar dengan panjang 

2,19 cm. Media ½ MS0 merupakan media dengan respon kurang 

baik dibandingkan pada media lainnya, dengan jumlah akar sebanyak 

1,4 akar dan panjang 0,33 cm (Gambar 8). Hal ini menunjukkan 

bahwa untuk menginduksi akar jagung in vitrotidak diperlukan lagi 

zat pengatur tumbuh karena kandungan auksin endogenyang 

dibutuhkan untuk menstimulir induksi akar sudah cukup tersedia 

didalam jaringan tanaman. 

B1 B2 B3 
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Gambar 8. Respon pembentukan akar dan regenerasi planlet pada 

beberapa jenis mediadari tunas yang berasal media BA 1 

dan 2 mg/L. A) Jumlah akar; B) Panjang akar. 

Keterangan: huruf berbeda menunjukkan beda nyata pad 
a uji Duncan tiap parameter 

Ketiga jenis media yang digunakan  tidak memiliki pengaruh 

terhadap pertumbuhan tunas. Tunas tidak mengalami peningkatan 

panjang maupun jumlah.Hal tersebut menjadikan panjang dan jumlah 

tunas planlet memiliki ukuran yang sama seperti tunas saatpada 

tahapan multiplikasi. Setelah 7-9 hari kultur pada ketiga jenis media, 

tunas yang berasal dari media MS + BA 1 mg/L mengalami 

perubahan warna menjadi lebih kuning dibandingkan pada tunas 

yang berasal dari media MS + BA 2 mg/L (Gambar 9). Hal ini 

mungkin dikarenakan ukuran planlet yang berasal dari tunas media 

MS + BA 1 mg/L berukuran lebih kecil, sehingga memiliki daya 
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½ MS0 MS0 IBA 

adaptasi yang lebih lemah dibandingkan pada planlet yang berukuran 

lebih besar (dari media MS + BA 2 mg/L). Hal ini memperlihatkan 

planlet yang berasal dari tunas media BA 2 mg/L memiliki warna 

tunas lebih hijau.  

 

 
 

 

Gambar 9. Planlet hasil regenerasi. A) Tunas hasil MS + BA 1 mg/L; B) 

Tunas hasil  MS + BA 2 mg/L; 1) ½ MS0; 2) MS0; 3) MS + 

IBA 0,5 mg/L  

Pada penelitian regenerasi jagung oleh Ambarwati dkk. (2015), 

tunas jagung in vitro dari eksplan embrio muda yang terbentuk dan 

dipindah ke media perakaran MS dengan penambahan NAA 1 mg/L 

mengalami kemunculan akar setelah 1,5 bulan. Kemunculan akar 

menjadikan tunas yang semula berwarna hijau menjadi putih hingga 

cokelat pucat. Akar dapat tumbuh dengan baik setelah tiga bulan 

pada media perakaran, namun daun menjadi cokelat. Hal ini terjadi 

akibat tunas tidak dapat bertahan pada media induksi  akar. Pada 

penelitian Akbar dkk. (2017) bahwa jenis media yang berbeda dari 

media awal, dapat memperlambat respon dan mengakibatkan eksplan 

membutuhkan waktu pada tahap penyesuaian zat pengatur yang 

diberikan. 

Pemberian auksin IBA 0,5 mg/L dan 1 mg/L pada media tidak 

memberikan pengaruh nyata jika dibandingkan dengan media tanpa 

ZPT padatahapan induksi akar Agavesp. (Rhidawati dkk., 2017). IBA 

merupakan ZPT auksin yang umumnya digunakan dalam induksi 

A1 A2 A3 

B1 B2 B3 
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akar. Zat pengatur tumbuh tersebut diangkut secara basipetal 

sehingga terjadi akumulasi auksin pada pangkal tunas dan pada 

akhirnya terbentuk akar(Supriati dkk., 2002).Namun pada struktur 

kimia IBA terdapat atom N, yang apabila terdapat dalam jumlah 

banyak pada media dilaporkan kurang baik untuk pertumbuhan akar 

karena asam amino yang terbentuk dapat menghambat pertumbuhan 

akar (Arimarsetiowati& Ardiyani 2012). Media induksi akar dengan 

pemberian IBA pada tunas tebu in vitrotidak diperoleh hasil. Hal ini 

dapat disebabkan konsentrasi IBA yang terlalu rendah. Hasil 

penelitian pada tanaman mawar (Rosa rugosa Thunb.) juga tidak 

menunjukkan respons dari pemberian IBA pada media meskipun 

konsentrasi IBA telah ditingkatkan dari 0,1 hingga 1 mg/L (Xing 

dkk., 2010). Namun pemberian IBA 3 mg/L mampu memacu 

perakaran planlet pisang raja (Prayoga, 2006).  

Penelitian oleh Supriati dan Adil (2005) juga melaporkan bahwa 

tidak terdapat interaksi nyata antara perlakuan konsentrasi media 

dasar dengan ZPT IBA pada tahap regenerasi kultur mawar. 

Pemberian IBA maupun IAA 1-3 mg/L pada media tidak dapat 

meningkatkan tinggi tanaman, jumlah tunas per tanaman, jumlah 

buku per tanaman, jumlah akar per tanaman, dan panjang akar 

mawar introduksi pada umur 8 minggu. Namun tidak untuk panjang 

akar dengan penambahan IBA (1, 2, dan 3 mg/l) yang dapat menekan 

pertumbuhan akar, berbeda nyata dengan media tanpa adanya auksin 

(IBA 0 mg/l). Hal ini diduga jaringan tanaman mempunyai kan-

dungan auksin yang memadai bagi terbentuknya akar (Supriati & 

Adil, 2005). 

Media dasar MS dengan media ½ konsentrasi MS juga tidak 

berpengaruh nyata terhadap tinggi tanaman, jumlah tunas per 

tanaman, jumlah akar per tanaman serta panjang akar pada tanaman 

mawar.Pengenceran garam makro pada media MS tetap mampu 

menginduksi akar mawar lokal. Panjang dan jumlah akar pada media 

dasar yang dicairkan hingga ½ konsentrasi tidak berbeda nyata 

dengan media yang konsentrasi garam mineralnya sesuai dengan 

formulasi dasar. Pengenceran media dasar (terutama pada garam 

makro) umumnya dilakukan terhadap media dasar yang mempunyai 

kandungan total ion yang tinggi, antara lain Murashige & Skoog, 

Linsmaier dan Skoog, serta Gamborg. Banyak hasil penelitian yang 

melaporkan bahwa konsentrasi garam mineral yang rendah lebih baik 
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dalam memacu perakaran dibandingkan media yang konsentrasi 

garamnya tinggi (Supriati & Adil, 2005).  

Hal ini juga serupa dengan penelitian oleh Hsia & Korban (1996) 

bahwa pada tanaman mawar R. hybrida dan  R. chinensis, di mana 

pada media dasar MS tanpa auksin mampu menginduksi akar dengan 

baik.Pemberian IBA 0,5 atau 1 mg/L pada media regenerasi iles-iles, 

terlihat tunas semakin pendek. Tunas yang dihasilkan dari media 

kontrol MS maupun ½ MS (tanpa IBA) memiliki ukuran tertinggi. 

Hal ini menunjukkan bahwa IBA memberi pengaruh negatif terhadap 

pemanjangan tunas iles-iles (Supriati & Adil, 2005). 

Penelitian oleh Tyas dkk. (2012) menunjukkan tunas planlet 

pamelo yang tumbuh pada media ½ MS memiliki ukuran lebih 

pendek dibandingkan tunas pada media MS. Hal ini diakibatkan 

penurunan konsentrasi hara pada media. Tanaman pada media yang 

miskin hara akan melakukan efisiensi hara dalam pertumbuhannya. 

Penurunan hara mengakibatkan tanaman memperluas daerah 

penyerapan hara dengan membentuk akar dan meningkatkan jumlah 

akar. Pembentukan akar dapat terjadi tanpa penambahan auksin, 

dikarenakan kandungan auksin endogen pada tunas tanaman sudah 

cukup tinggi. Hal ini menjadikan planlet pada media ½ MS memiliki 

jumlah akar terbanyak dibandingkan media MS. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Eksplan crownmampu membentuk tunas lebih baik dibandingkan 

dengan eksplan embrio.Media MS dengan zat pengatur tumbuh BA 

saja lebih mampu menginduksi pembentukan tunas lebih baik 

dibandingkan dengan BA yang dikombinasikan dengan NAA. 

Persentase pembentukan tunas tertinggi diperoleh dari eksplan crown 

yang dikulturkan pada media dengan penambahan BA 1 mg/L sebesar 

65%. Konsentrasi BA lebih dari1 mg/L pada media dapat 

menghambat petumbuhan tunas.Pada tahapan multiplikasi, 

konsentrasi BA rendah pada media mampumemacu multiplikasi tunas 

lebih banyak tunas namun berukuran pendek.Planlet yang 

diregenerasikan dari tunas yangberasal dari media MS + BA 1 mg/L 

memiliki jumlah serta panjang akar terbaik pada media ½ MS, 

dibandingkan tunas hasil BA 2 mg/L. Tunas yang berasal dari media 

MS + BA 1 mg/L memiliki kemampuan regenerasi planlet lebih baik 

dibandingkan dengan tunas yang berasal dari media MS + BA 2 mg/ 

pada media ½ MS0. 

5.2 Saran 

Planlet yang diregenerasikan dari tunas yang berasal dari media 

MS + BA 1 mg/L lebih baik perlu dilakukan pemanjangan tunas 

terlebih dahulu untuk menghindari senesensi.  
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Komposisi Media MS 

LT1. Rincian terhadap unsur media MS 

Komponen 
Komposisi 

(mg/L) 

Unsur Makro 

NH4NO3 

KNO3 

CaCl2.2H2O 

MgSO4.7H2O 

KH2PO4 

 

1650 

1900 

440 

370 

170 

Unsur Mikro 

FeSO4.7H2O (dilarutkan dengan Na2EDTA  

37,3 mg/L) 

H3BO3 

MnSO4.4H2O 

ZnSO4.7H2O 

KI 

Na2MoO4.2H2O 

CuSO4.5H2O 

CoCl2.6 H2O 

 

27,8 

 

6,2 

22,3 

8,6 

0,83 

0,25 

0,025 

0,025 

Vitamin 

Nicotinic Acid 

Pyridoxin HCl 

Thiamin HCl 

Glycine 

 

0,5 

0,5 

0,1 

2 

Myo – inositol 100 

Sukrosa 30 000 

Agar 11 000 
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Lampiran 2. Larutan stok media MS 

LT2.Komposisi larutan stok MS dan pembuatan stok ZPT 

Larutan 

Stok 
Bahan 

Berat (g) 

untuk 

volume 100 

ml 

Pengambilan 

untuk media 1 

liter 

A NH4NO3 8.25 20 ml 

B KNO3 9.50 20 ml 

C CaCl2.H2O 4.40 10 ml 

D 
MgSO4.7H2O 3.70 

10 ml 
KH2PO4 1.70 

E 
FeSO4.7H2O 0.56 

5 ml 
Na2EDTA.2H2O 0.75 

F 

H3BO3 0.12 

5 ml MnSO4.4H2O 0.34 

ZnSO4.7H2O 0.17 

G 

Kl 0.20 

0.5 ml 
Na2MoO4.2H2O 0.05 

CuSO4.5H2O 0.005 

CoCl2.6H2O 0.005 

Vitamin 

Nicotinic acid 0.05 

1 ml 
Pyridoxine-HCl 0.05 

Thiamine-HCl 0.01 

Glycine 0.20 

Myo Myo-Inositol 1.00 10 ml 

ZPT Auksin/Sitokinin 0.10 
1 ml untuk 1 

ppm 

 

2. Stok Sitokinin dan Auksin 

 Sitokinin atau auksin ditimbang sebanyak 0,1 g, dimasukkan dalam 

erlenmeyer 100 ml yang telah berisi akuades ± 50 ml. Larutan 

kemudian dipanaskan sebentar dan tetesi dengan NaOH 0,1 N 

sampai larutan menjadi jernih. Larutan yang dingin, dimasukkan 

dalam labu takar 100 ml dan ditambahkan akuades sampai volume 

100 ml. Larutan kemudian dipindahkan dalam botol stok dan diberi 

label. Sitokinin, 100 mg/100ml, 1 ppm= 1 ml/l 
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Lampiran 3. Hasil analisis statistik induksi tunas jagung Bisi 2 pada 

media BA dan media BA kombinasi NAA 

LT 3. Hasil uji normalitas pada pembentukan tunas 
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LT 4. Hasil uji Duncan pada pembentukan tunas 

 

LT 5. Hasil uji Normalitas pada rata-rata jumlah tunas per eksplan 
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LT 6. Hasil uji Duncan pada rata rata jumlah tunas per eksplan 

 

Lampiran 4. Hasil analisis stastistik multiplikasi tunas pada media 

BA 1  mg/L dan BA 2 mg/L 

LT 7. Hasil uji normalitas pada  multiplikasi tunas 
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LT 8. Hasil uji T pada panjang tunas hasil multiplikasi tunas

 

 

LT 9. Hasil uji T pada jumlah tunas hasil multiplikasi tunas 

 

 

Lampiran 5. Analisis stastistik induksi akar pada media MS, ½ MS, 

dan IBA 

LT 10. Hasil uji normalitas pada induksi akar 
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LT 11. Hasil uji Duncan pada panjang akar 

 

LT 12. Hasil uji Duncan pada jumlah akar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


