BOGOR
2025

SECARA IN VITRO
ANGEL YOHANNA
FAKULTAS PERTANIAN
INSTITUT PERTANIAN BOGOR

IDUKSI, PROLIFERASI, DAN PENDEWASAAN EMBRIO SOMATIK
JERUK SIAM BERASTAGI (Citrus reticulata L.)

PROGRAM STUDI PEMULIAAN DAN BIOTEKNOLOGI TANAMAN

N A @Hak cipta milik IPB University IPB Univers ;%

Hak Cipta Dilindungi Undang-undang

1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber :
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB University.

060
_—Uw C:_<®—:w:ﬂ< 2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB University. y o
— Bogor Indonesia — Perpustakaan IPB University



@Hak cipta milik IPB University IPB Gsm/\ou.mmﬂ%

Hak Cipta Dilindungi Undang-undang

1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber :
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB University.

—Tw CD_<O—.M_HV\ 2. Dilarang mengumumbkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB University. . .
— Bogor Indonesia — Perpustakaan IPB University




— eisauopuj Joog —

Ajisianiun gdi

‘AjIs1an1uN gd| ulzi eduel undede ynjuaqg wejep (Ul sin} eAJey ynan|as nele uejdeqas yeAueqiadwaw uep ueyjwnuwndusw 3uele|iq 'z

eedjeIsndiag

AJISIBAIUN gd| U

‘Aisianiun gdj sefem Sueh ueSunuaday ueyidniaw yepy uednnsuad ‘g

yejesew niens uenefuy neje yuLy uesinuad ‘uesode| ueunsnAuad ‘yejwyl eAsey uesiinuad ‘uenijauad ‘ueyipipuad ueduyuaday yniun eAuey uedpnduad ‘e

: Jaquins ueyingaAuaw uep ueywnjuesuaw eduey jui siny eAsey yninias nexe ueideqas dundusw Suese|iq ‘T

Suepun-8uepun 13unpul)ig exdi) JeH

4

dpstoarup) gd Y vidio> YpH©)

e
.-
vy
-
=
<
o
-
Z.

g

PERNYATAAN MENGENAI TESIS DAN SUMBER
INFORMASI SERTA PELIMPAHAN HAK CIPTA

Dengan ini saya menyatakan bahwa tesis dengan judul “Induksi, Proliferasi,
dan Pendewasaan Embrio Somatik Jeruk Siam Berastagi (Citrus reticulata L.)
secara In vitro” adalah karya saya dengan arahan dari dosen pembimbing dan belum
diajukan dalam bentuk apapun kepada perguruan tinggi manapun. Sumber
informasi yang berasal atau dikutip dari karya yang diterbitkan maupun tidak
diterbitkan dari penulis lain telah disebutkan dalam teks dan dicantumkan dalam
Daftar Pustaka di bagian akhir tesis ini.

Dengan ini saya melimpahkan hak cipta dari karya tulis saya kepada Institut
Pertanian Bogor.

Bogor, Agustus 2025

Angel Yohanna
A2503231017



RINGKASAN

ANGEL YOHANNA. Induksi, Proliferasi, dan Pendewasaan Embrio
Somatik Jeruk Siam Berastagi (Citrus reticulata L.) secara In vitro. Dibimbing oleh
DARDA EFENDI dan MEGAYANI SRI RAHAYU.

Jeruk siam berastagi (Citrus reticulata L.) merupakan salah satu komoditas
unggulan dari Kabupaten Karo, Sumatera Utara. Buah ini memiliki karakteristik
khas, yakni kulit yang tebal, berwarna kuning dengan permukaan halus, rasanya
manis, dan kandungan vitamin C yang tinggi. Buah ini memiliki tingkat kemanisan
13,5°Brix, serta kadar vitamin C sebesar 51,6 mg per 100 g. Masalah utama dalam
perkebunan jeruk berastagi adalah serangan HPT yang tinggi dan penyediaan bibit
yang berkualitas yang masih sulit. Salah satu langkah awal yang dapat dilakukan
untuk memperbaiki kualitas dan kuantitas tanaman jeruk ialah kultur jaringan
tanaman. Metode ini menawarkan alternatif yang berbasis seluler dan bermanfaat
untuk perkembangan teknik bioteknologi lainnya. Penelitian ini bertujuan untuk
menghasilkan protokol embriogenesis somatik jeruk siam berastagi dari tahap
isolasi embrio nuselar hingga terbentuk tanaman muda.

Penelitian ini terdiri dari 6 percobaan, yaitu 1) induksi kalus embriogenik
yang terdiri dari 2 sub-percobaan, yaitu la) menggunakan jenis media dan
konsentrasi picloram dan 1b) menggunakan konsentrasi picloram dan 2,4-D;
2) proliferasi massa kalus embriogenik menggunakan jenis dan konsentrasi
karbohidrat; 3) Perkembangan dan perkecambahan embrio somatik yang terdiri dari
3 subpercobaan, yaitu 3a) pendewasaan embrio somatik dengan 1 mg/L BAP; 3b)
perkecambahan embrio dengan jenis media; dan 3¢) perkecambahan embrio dengan
konsentrasi agar. Seluruh percobaan dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan
1, Fakultas Pertanian, IPB University. Analisis histologi dilakukan di Laboratorium
EKO-SDT, Fakultas MIPA, IPB University.

Percobaan induksi kalus bertujuan menentukan jenis media dan konsentrasi
picloram atau 2,4-D yang paling efektif untuk menginduksi kalus embriogenik dari
eksplan embrio nuselar. Percobaan 1a menggunakan rancangan kelompok lengkap
teracak (RKLT) faktorial dengan jenis media sebagai faktor pertama dan
konsentrasi picloram sebagai faktor kedua. Percobaan 1b menggunakan RKLT satu
faktor dengan konsentrasi picloram dan 2,4-D. Hasil sidik ragam menunjukkan
interaksi jenis media dan konsentrasi picloram tidak berpengaruh nyata pada
persentase eksplan membentuk kalus dan kalus embriogenik, namun berpengaruh
nyata pada diameter kalus embriogenik. Jenis media dan konsentrasi picloram
secara tunggal berpengaruh nyata terhadap persentase eksplan membentuk kalus
dan kalus embriogenik. Uji lanjut DMRT menunjukkan bahwa media Murashige
dan Skoog yang diperkaya vitamin Wetmore (MW) adalah media yang terbaik
dalam induksi kalus embriogenik. Konsentrasi 1,5 mg/L picloram merupakan
konsentrasi optimal, ditunjukkan pada parameter persentase eksplan membentuk
kalus (86%) dan kalus embriogenik (86%) dengan rata-rata diameter kalus
embriogenik (13,8 mm). Uji Regresi Polinomial memprediksi diameter kalus
embriogenik maksimum sebesar 14 mm pada konsentrasi 3,4 mg/L dengan 84%
eksplan yang membentuk kalus embriogenik pada konsentrasi 2,58 mg/L picloram.

Percobaan proliferasi massa kalus embriogenik dilakukan untuk
mendapatkan jenis dan konsentrasi karbohidrat yang efektif dalam perbanyakan



massa kalus embriogenik jeruk berastagi. Rancangan penelitian ini menggunakan
RKLT satu faktor dengan jenis dan konsentrasi karbohidrat. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa media MW yang diperkaya dengan 4% sukrosa adalah media
terbaik untuk proliferasi kalus embriogenik dengan diameter massa kalus rata-rata
14 mm dari diameter awal 5 mm dan menghasilkan 96% eksplan yang berkembang
menjadi embrio somatik tahap globular pada 8 minggu kultur. Berbeda dengan
sukrosa, laktosa menyebabkan pertumbuhan diameter kalus yang kurang optimal,
namun mendorong pematangan embrio somatik.

Percobaan perkembangan dan perkecambahan embrio somatik dilakukan
untuk mempelajari pendewasaan embrio somatik serta mendapatkan jenis media
dan konsentrasi agar terbaik yang mendukung perkecambahan embrio somatik.
Percobaan ini terdiri atas tiga sub-percobaan. Percobaan 3a dilakukan untuk
menganalisis histodiferensiasi, morfologi, dan histologi embrio somatik. Percobaan
3b menggunakan RKLT satu faktor, yaitu jenis media, sedangkan percobaan 3c
menggunakan RKLT satu faktor dengan perlakuan konsentrasi agar. Hasil
penelitian 3a menunjukkan bahwa 1 mg/L BAP mampu meningkatkan populasi
embrio somatik jeruk berastagi dengan rata-rata embrio globular (8,8),
jantung (2,2), torpedo (4,4), dan kotiledon (3,8) dari eksplan awal 10 embrio
globular berukuran 5 mm. Hasil penelitian perkecambahan embrio somatik
menunjukkan bahwa jenis media tidak berpengaruh nyata terhadap seluruh
parameter perkecambahan embrio somatik (p < 0,05). Pada minggu ke-8 kultur,
media MS menghasilkan tinggi plantlet rata-rata 18,3 mm, dengan rata-rata tunas
1,3 dan akar 2,7 per eksplan, sedangkan media MW menghasilkan tinggi tanaman
rata-rata 18,1 mm dengan rata-rata tunas 1,4 dan akar 1,3 per eksplan pada minggu
ke-8 kultur. Konsentrasi agar 3 g/ merupakan konsentrasi terbaik untuk
perkecambahan embrio, dengan waktu berkecambah rata-rata 15 hari,
menghasilkan 96% eksplan yang berkecambah dan rata-rata akar terbanyak, yaitu
0,9 akar per eksplan.

Kata kunci: embrio somatik, kalus embriogenik, laktosa, picloram, sukrosa



SUMMARY

ANGEL YOHANNA. Induction, Proliferation, and Maturation of Somatic
Embryos of Berastagi Mandarin (Citrus reticulata L.) In vitro. Supervised by
DARDA EFENDI and MEGAYANI SRI RAHAYU.

Berastagi Mandarin (Citrus reticulata L.) 1s one of the leading commodities
of Karo Regency, North Sumatra. This fruit has distinctive characteristics, such as
a thick yellow rind with a smooth surface, a sweet taste, and high vitamin C content.
The fruit has a sweetness level of 13,5°Brix and a vitamin C content of 51,6 mg per
100 g. The main problems faced in berastagi mandarin plantations are the high
incidence of pests and diseases and the difficulty in providing high-quality
seedlings. One of the initial steps that can be taken to improve the quality and
quantity of orange plants is the use of plant tissue culture. This method offers a cell-
based alternative that is beneficial for the development of other biotechnological
approaches. This study aimed to produce a protocol for somatic embryogenesis of
berastagi mandarin from the isolation of nucellar embryos to the formation of young
plants.

This study consisted of six experiments: 1) induction of embryogenic callus,
which consisted of two sub-experiments: 1a) using types of media and picloram
concentrations, and 1b) using picloram and 2,4-D concentrations; 2) proliferation
of embryogenic callus mass using different types and concentrations of
carbohydrates; 3) development and germination of somatic embryos, which
consisted of three sub-experiments: 3a) maturation of somatic embryos with
I mg/L BAP; 3b) embryo germination with different types of media; and
3c) embryo germination with different agar concentrations. All experiments were
conducted at the Tissue Culture Laboratory 1, Faculty of Agriculture, IPB
University, while histological analyses were performed at the EKO-SDT
Laboratory, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, IPB University.

The callus induction experiment aimed to determine the most effective type
of medium and concentration of picloram or 2,4-D for inducing embryogenic callus
from nucellar embryo explants. Experiment la used a factorial complete
randomized block design (CRBD), with the type of medium as the first factor and
picloram concentration as the second factor. Experiment 1b used a one factor CRBD
with picloram and 2,4-D concentrations. Analysis of variance showed that the
interaction between media type and picloram concentration did not significantly
affect the percentage of explants forming callus or embryogenic callus, but had a
significant effect on the diameter of the embryogenic callus. Independently, both
media type and picloram concentration significantly affected the percentage of
explants forming callus and embryogenic callus. Further DMRT analysis indicated
that Murashige and Skoog medium enriched with Wetmore vitamins (MW) was the
best for embryogenic callus induction. A concentration of 1,5 mg/L picloram was
found to be optimal, as indicated by the percentage of explants forming callus (86%)
and embryogenic callus (86%) with an average embryogenic callus diameter of
13,8 mm. Polynomial regression predicted a maximum embryogenic callus
diameter of 14 mm at a concentration of 3,4 mg/L, with 84% of explants forming
embryogenic callus at a concentration of 2,58 mg/L.



An experiment on embryogenic callus mass proliferation was conducted to
determine the best type and concentration of carbohydrate for the multiplication of
embryogenic callus mass of berastagi mandarin. This study used a one-factor
complete randomized block design (CRBD) with types and concentrations of
carbohydrates as factors. The results showed that the MW medium enriched with
4% sucrose was the best medium for embryogenic callus proliferation, producing
callus clumps with an average diameter of 14 mm from an initial diameter of 5 mm,
and resulting in 96% of explants developing into globular stage somatic embryos
after 8 weeks of culture. In contrast to sucrose, lactose resulted in less optimal callus
diameter growth but promoted somatic embryo maturation.

An experiment on the development and germination of somatic embryos
was conducted to study the maturation of somatic embryos and to determine the
best type of medium and agar concentration to support somatic embryo
germination. This experiment consisted of three sub-experiments. Experiment 3a
was conducted to analyze the histodifferentiation, morphology, and histology of
somatic embryos. Experiment 3b used a one-factor CRBD, namely the type of
medium, whereas Experiment 3¢ used a one-factor CRBD with agar concentration
treatments. The results of Experiment 3a showed that 1 mg/L BAP was able to
increase the population of berastagi mandarin somatic embryos with an average of
8,8 globular, 2,2 heart, 4,4 torpedo, and 3,8 cotyledon embryos from an initial
explant of 10 globular embryos measuring 5 mm. The results of the somatic embryo
germination experiment showed that the type of medium had no significant effect
on any of the parameters of somatic embryo germination (p < 0,05). At the 8th week
of culture, MS medium produced plants with an average height of 18,3 mm, with
an average of 1,3 shoots and 2,7 roots per explant, while MW medium produced
plants with an average height of 18,1 mm, with an average of 1,4 shoots and
1,3 roots per explant at the 8th week of culture. An agar concentration of 3 g/L was
the best for embryo germination, with an average germination time of 15 days,
resulting in 96% of explants germinating and the highest average number of roots,
which was 0,9 roots per explant.

Keywords: somatic embryo, embryogenic callus, lactose, picloram, sucrose
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Puji dan syukur penulis panjatkan kepada Tuhan Yang Maha Esa atas segala

rahmat-Nya sehingga karya ilmiah ini berhasil diselesaikan. Tema yang dipilih
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Jeruk Siam Berastagi (Citrus reticulata L.) secara In vitro”.
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dan Prof. Dr. Ir. Trikoesoemaningtyas, M.Sc selaku moderator seminar atas
saran dan arahannya.
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