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ABSTRAK 

Ula, Yunita D. 2020. KARAKTER STOMATA DAN FENOTIPIK 

TANAMAN ALFALFA (Medicago sativa L.) HASIL INDUKSI MUTASI 

ORYZALIN SECARA IN-VITRO. Skripsi. Program Studi Biologi. Fakultas 

Sains dan Teknologi. Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim 

Malang. Pembimbing Biologi: Shinta M.Si; Pembimbing Agama: Dr. H. 

Ahmad Barizi, M.A. 

 

Kata kunci: Alfalfa (Medicago sativa L.), poliploidi, oryzalin, stomata, 

fenotipik/morfologi. 

Alfalfa (Medicago sativa L.) merupakan tanaman fungsional yang 

memiliki banyak manfaat bagi kesehatan manusia maupun pakan ternak karena 

memiliki kadar klorofil, protein, serta metabolit sekunder yang tinggi. Alfalfa 

memiliki prospek yang tinggi sebagai sumber pangan fungsional di Indonesia 

namun memiliki keanekaragaman yang rendah. Oryzalin efektif digunakan dalam 

konsentrasi yang sangat rendah (µM) untuk poliploidi tanaman. Penelitian ini 

menggunakan metode eksperimental dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 

satu faktorial, yaitu perlakuan konsentrasi 0 µM (kontrol), 25 µM, 50 µM, 75 µM, 

dan 100 µM sebanyak 5 kali ulangan. Parameter yang diamati yaitu karakter 

stomata meliputi panjang dan lebar stomata, kerapatan stomata, dan jumlah 

kloroplas, dan karakter fenotipik meliputi tinggi tunas, jumlah tunas, jumlah 

nodus, jumlah daun, dan luas daun. Analisis pengujian dengan One Way ANOVA, 

dilanjutkan dengan Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) dengan taraf 

signifikansi (p>0.05) menggunakan software SPSS 16.0. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa perlakuan oryzalin berpengaruh nyata terhadap karakter 

stomata dan karakter fenotipik tanaman alfalfa. Konsentrasi 75 µM dan 100 µM 

memberikan pengaruh yang optimal terhadap karakter stomata, meliputi: panjang 

stomata sebesar 42,27 µm dan 45,73 µm, lebar stomata 38,58 µm dan 45,69 µm, 

kerapatan stomata 4,24 mm
-2

 dan 4,03 mm
-2

, serta jumlah kloroplas 18,15 dan 

20,27. Konsentrasi 75 µM dan 100 µM memberikan pengaruh yang optimal 

terhadap karakter fenotipik tunas, meliputi: tinggi tunas sebesar 4,1 cm dan 2,8 

cm, jumlah tunas 6,4 dan 7, jumlah nodus 3,2 dan 4,6, jumlah daun 5,2 dan 5,4, 

serta luas daun 37,05 mm
2
 dan 61,05 mm

2
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ABSTRACK 

Ula, Yunita D. 2020. THE CHARACTERS OF STOMATE AND 

PHENOTYPE OF ALFALFA PLANT (Medicago sativa L.) IN VITRO 

ORYZALIN INDUCTION RESULTS. Thesis. Department of Biology. 

Faculty of Science and Technology. State Islamic University Maulana Malik 

Ibrahim Malang. Advisor of biology: Shinta, M.Si; Advisor of Religin: Dr. H. 

Ahmad Barizi, M.A. 

 

Key words: Alfalfa (Medicago sativa L.), polyploidy, oryzalin, stomata, 

phenotype/morphology. 

Alfalfa (Medicago sativa L.) is a functional plant that has many benefits for 

Alfalfa (Medicago sativa L.) is a functional plant that has many benefits for 

human health and animal feed because it has high levels of chlorophyll, protein, 

and secondary metabolites. Alfalfa has high prospects as a source of functional 

food in Indonesia but has low diversity. Oryzalin is effectively used in very low 

concentrations (µM) for plant polyploidy. This study used an experimental 

method with one factorial Completely Randomized Design (CRD), namely 

treatment concentrations of 0 µM (control), 25 µM, 50 µM, 75 µM, and 100 µM 

with 5 replications. The parameters observed were stomata characters including: 

length and width of stomata, stomatal density, and number of chloroplasts, and 

phenotypic characters including: shoot height, number of shoots, number of 

nodes, number of leaves, and leaf area. Test analysis with One-Way ANOVA, 

followed by the Duncan Multiple Range Test (DMRT) with a significance level 

(p> 0.05) using SPSS 16.0 software. The results showed that oryzalin treatment 

had a significant effect on the stomatal characters and phenotypic characters of 

alfalfa plants. Concentrations of 75 µM and 100 µM had an optimal effect on 

stomatal characters, including stomata length of 42.27 µm and 45.73 µm, stomata 

width 38.58 µm and 45.69 µm, stomatal density 4.24 mm
-2

 and 4,03 mm
-2

, and the 

number of chloroplasts 18.15 and 20.27. Concentrations of 75 µM and 100 µM 

had an optimal effect on the phenotypic character of shoots, including shoot 

height of 4.1 cm and 2.8 cm, the number of shoots 6.4 and 7, the number of nodes 

3.2 and 4.6, the number of leaves was 5.2 and 5.4, and the leaf area was 37.05 

mm
2
 and 61.05 mm

2
. 
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 مستخلص البحث

 

طفشة تحشَط َخُدت و( .Medicago Sativa L)الحداصٌ هبرسُى نظاْشٌ نثغىس وانًُط انخصائص ا ، َىَُخا د.أولى
قسى ػهى الأحُاء. كهُت انؼهىو وانخكُىنىخُا. خايؼت يىلاَا يانك إبشاُْى  .بحث خايؼٍ انفُخشو.بطشَقت  الأوسَضانين

أحمذ بشَضٌ الحاج  كخىسذانس انذَني: ؛ الدسخشاسُُخا الداخسخيرةالإسلايُت الحكىيُت يالاَح. يسخشاس ػهى الأحُاء: 
 .اخسخيرالد

، انثغىس، انًُط oryzalin، انصُغ انصبغُت(، حؼذد .Medicago Sativa L)الحداصٌ : انبرسُى انشئُسُتانكهًاث 
 انظاْشٌ/انشكم.

اَُت لأَّ نّ محخىَاث انكهىسوفُم، ( ْى َباث وظُفٍ، ونّ فىائذ ػذَذة نصحت انُاط أو الأػلاف الحُى.Medicago Sativa Lنبرسُى الحداصٌ )ا
ونكٍ نذَهاحُىع  ،نهبرسُى الحداصٌ احخًال كبير لأٌ َكىٌ يصذس انغزاء انىظُفٍ في إَذوَُسُاكاٌ َسبتػانُتيٍ انبروحين، والدسخقهباث انثاَىَت انؼانُت. 

( نخؼذد انصُغ انصبغُت انُباحُت. اسخخذيج µMيُخفضت خذًا ) يُخفط. َؼخبر الأوسَضانين فؼالًا في تحشَط حؼذد انصُغ انصبغُت َخى اسخخذايّ بخشكُضاث
يغ يكشساث. كاَج الدخغيراث انتي  ٥ µM ،٠٠٠و  µM ٥٥، µM ٠٥،٥٠ µM، ٠ µMْزِ انذساست انطشَقت انخدشَبُت راث انخصًُى انؼشىائٍ 

اث الخضشاء، والخصائص الدظهشَتبمافي رنك: اسحفاع نى حظج ٍْ خصا ئص انثغىسانتي حضًُج: طىل و ػشض انثغىس، وكثافتانثغىس، وػذد انبلاسخُذ
، باسخخذو اخخباس  ANOVA  One Wayانُباث، و ػذد انبراػى، وػذد انؼقذ، وػذد الأوساق، و يساحتانىسقت. اسخخذو اخخباس انخحهُم طشَقت

Duncan ( ٌيخؼذد الدذMRTD( بمسخىي أهمُت )500.0p باسخخذاو بشَايح )SSSSح أٌ يؼايهت الأوسَضانين . أظهشث انُخائ٠..٠
حأثيريثالي ػهً انصفاث انثغشَت، بمافي رنك: طىل  µM ٠٠٠و µM ٥٥لذاحأثيريؼُىٌ ػهً انصفتانثغشَتوانطابغ انظاْشٌ نُباث انبرسُى. كاٌ نخشكُضاث 

بلاسخُذاث ، وػذد انµm ٧.٠٤و  µm ٧.٠٧، كثافت انثغى  µm ٤..٧٥و  µm ٤٣.٥٣، ػشض انثغىس µm ٧٥.٥٤و  µm ٧٠.٠٥انثغىس
كاٌ لذا انخأثير الأيثم ػهً انصفاث الدظهشَت نهبراػى، بما في رنك:  µM ٠٠٠و  µM ٥٥. حشكُضاث mm-2 ٠٠.٠٥و  mm-2 ٠٣.٠٥الخضشاء 

  mm2 ٤٥.٠٥، و يسا حت انىسقت ٥.٧و   ٥.٠، ػذد الأوساق ..٧و  ٤.٠، ػذد انؼقذ  ٥و  ٧..، ػذد انبراػى cm ٠.٣و  cm ٧.٠اسحفاع انُبخت 
 . mm2. ٠.٠٥. و
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Tumbuhan memiliki peranan penting bagi keberlangsungan hidup manusia 

dan hewan. Hal ini dikarenakan tumbuhan menjadi produsen utama dalam rantai 

makanan. Berbagai macam jenis tumbuhan tersebar di bumi. Jumlah jenis 

tumbuhan yang telah teridentifikasi di bumi sebanyak 374.000, terdiri dari 

tanaman berpembuluh sebanyak 308,312 spesies dan tanaman tidak berpembuluh 

sebanyak 65.688 spesies (Christenhusz & Byng, 2016). Setiap jenis tumbuhan 

tersebut memiliki karakteristik yang berbeda. Sebagaimana Allah S.W.T telah 

berfirman dalam Surah Al-An‟ām ayat 99 tentang berbagai macam jenis 

tumbuhan ciptaan-Nya. 

 

                                      

                               

                                   

 

Artinya: “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuh-

tumbuhkan maka Kami keluarkan dari tumbuhan itu tanaman yang 

menghijau. Kami keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang 

banyak, dan dari mayang mengurai tangkai –tangkai yang menjulai, dan 

kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang 

serupa yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya dan (perhatikan 

pulalah) kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu ada 

tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman” (QS. 

Al-An‟am:6/99). 

 

Ayat diatas memaparkan tentang variasi tumbuh-tumbuhan yang 

diciptakan oleh Allah SWT, setiap tumbuhan tersebut memiliki manfaat bagi 

manusia. Ahmad Musthafa Al-Maraghi dalam tafsirnya kitab tafsir Al-Maraghi 

(1993) menjelaskan bahwa Allah menurunkan air hujan dari awan, lalu dari air 

tersebut ditumbuhkan tumbuhan yang bervariasi bentuknya (  نبََاتَ كُلِّ شَيْء). 

Tumbuh-tumbuhan tersebut memiliki ciri khas, perbedaan, dan kelebihan dari segi 

manfaatnya untuk manusia. Tumbuhan yang hijau (خَضِرًا) tersebut dijadikan oleh 
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Allah biji-bijian yang melimpah. Al-Qurthubi dalam tafsirnya kitab Tafsir Al-

Qurtubi (2008) menjelaskan pula bahwa Allah menumbuhkan berbagai jenis 

tumbuh-tumbuhan dari air hujan sebagai rezeki setiap binatang dan manusia. 

Kemudian tumbuh-tumbuhan tersebut menghijau, yaitu sayur-sayuran yang 

menghijau, termasuk didalamnya tanaman alfalfa.  

Alfalfa (Leguminosae) merupakan tanaman herba parenial yang berasal 

dari Asia, tanaman ini dikenal sebagai „Ayah dari segala macam makanan‟ (al-fal-

fa) karena mengandung senyawa obat yang relatif tinggi untuk menyembuhkan 

berbagai penyakit (Bora & Sharma, 2011). Keunggulan tanaman ini dibandingkan 

jenis herba leguminosa lainnya yakni umurnya yang lumayan panjang mencapai 

12 tahun, kandungan unsur makro, mikro, vitamin, serta asam amino yang lebih 

banyak (Sajimin & Purwantari, 2017). Tanaman ini kaya akan protein serta 

klorofil yang menjadi daya tarik tersendiri (Raei et al., 2017). Kandungan klorofil 

dalam alfalfa memiliki potensi sebagai antioksidan dan radioprotektif secara in-

vitro maupun in-vivo. Klorofil memiliki aktivitas mampu menghalangi oksidasi 

protein, peroksidasi lemak, kerusakan DNA, serta kerusakan membran (Mishra et 

al., 2011). Bora & Sharma (2011) menyatakan bahwa tanaman alfalfa juga 

mengandung berbagai macam fitokimia meliputi: saponin, flavonoid, fitoestrogen, 

kumarin, alkaloid, terpenoid, asam amino, fitosterol, vitamin, dan enzim digestif. 

Fitoestrogen dan saponin merupakan jenis metabolit sekunder terbesar di alfalfa. 

Alfalfa secara umum dimanfaatkan sebagai pakan ternak, karena kandungan 

gizinya yang cukup tinggi dari beberapa hal: abu, protein, lemak, dan serat kasar. 

Kandungan gizi yang utama adalah protein sebesar 48,70% berat berangkasan 

kering (Sajimin, 2011). Seiring waktu, tanaman ini juga telah dimanfaatkan 

manusia sebagai tanaman obat dan sayuran. Tanaman ini memiliki prospek yang 

tinggi untuk dikembangkan di Indonesia sebagai sumber pangan fungsional 

(Sajimin, 2011).  

Pengembangan produksi alfalfa di Indonesia sampai saat ini masih 

terkendala karena menggunakan perbanyakan dengan benih, sementara benih 

yang dihasilkan kurang fertil (Nurmaningrum et al., 2017). Selain itu, tanaman 

alfalfa memerlukan perawatan intensif, tidak mampu berkompetisi dengan gulma, 

serta mudah terserang hama seperti: ulat penggulung daun, kutu daun dan 
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belalang (Sajimin, 2011). Maka perlu dilakukan perbanyakan tanaman alfalfa 

secara vegetatif dengan in-vitro.  

Kultur jaringan tumbuhan in-vitro merupakan suatu teknik perbanyakan 

tumbuhan dari satu sel maupun jaringan tumbuhan pada suatu media tumbuh 

buatan dalam kondisi steril. Keberhasilan perbanyakan in-vitro tersebut 

berdasarkan pemilihan media dan zat pengatur tumbuh (Dwiyani, 2015). Hasil 

penelitian Li et al., (2009) mengindikasikan bahwa jenis medium Murashige and 

skoog penuh (full MS) dengan konsentrasi zat pengatur tumbuh 0,025 TDZ mgl
-1

 

merupakan konsentrasi efektif dalam induksi tunas tanaman alfalfa. Namun, 

perbanyakan tanaman menggunakan teknik vegetatif secara in-vitro secara terus-

menerus manyebabkan penurunan potensi genetik tanaman alfalfa (Sajimin & 

Purwantari, 2017). 

Peningkatan potensi genetik tanaman dapat dilakukan dengan pemuliaan 

tanaman. Upaya pemuliaan tanaman tingkat individu (whole plant level) dapat 

dilakukan dengan cara kovensional persilangan tanaman, fusi protoplas, dan 

mutasi (Messmer et al., 2015). Tanaman alfalfa merupakan tanaman asli sub-

tropis dan baru dikembangkan di Indonesia pada tahun 2004, sehingga memiliki  

variasi genetik yang rendah. Oleh karena itu pemuliaan tanaman dengan 

persilangan tidak dapat dilakukan (Sajimin, 2017; Sobrizal, 2017). Selain itu, 

pemuliaan tanaman alfalfa dapat dilakukan dengan fusi protoplas dan mutasi. 

Namun, upaya pemuliaan tanaman dengan fusi protoplas menghasilkan sifat 

gabungan antar spesies donor termasuk dengan sifat yang tidak diharapkan 

peneliti, kemudian menyebabkan regenerasi tanaman yang rendah karena 

protoplas menjadi polinuklear dan mengganggu pembelahan dinding sel  (Belete, 

2018). Upaya pemuliaan tanaman dengan mutasi dinilai sebagai upaya yang 

paling efektif dikarenakan menghasilkan karakter spesifik yang mengubah sedikit 

sifat tanaman tanpa merubah sifat tanaman yang disukai, waktu relatif lebih 

sedikit digunakan dalam perbaikan varietas tanaman, juga memungkinkan 

munculnya sifat baru sehingga meningkatkan keanekaragaman genetik tanaman 

(Sobrizal, 2017). Induksi mutasi dapat dilakukan menggunakan mutagen fisika 

atau kimia. Mutagen fisika yang biasa digunakan yaitu sinar gamma, sinar X, dan 

sinar UV. Mutagen kimia yang biasa digunakan yaitu senyawa antimitotik 
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(Comai, 2005). Penggunaan mutagen kimia lebih disarankan karena mutagen 

fisika menyebabkan aberasi yang tinggi pada kromosom tanaman, adanya efek 

radiasi pengion yang tinggi menyertai peneliti. Selain itu, mutagen kimia lebih 

mudah dilakukan dalam laboratorium basic (Maluszynski et al., 2009; Pathirana, 

2011).  

Poliploidisasi merupakan upaya pemuliaan tanaman dengan prinsip mutasi 

genom menggunakan mutagen kimia (antimitotik) untuk menggandakan jumlah 

kromosom tanaman tersebut (tanaman poliploid) (Messmer et al., 2015). Hasil 

penelitian Wiendra et al., (2011) didapatkan bahwa tanaman pacar air (Impatiens 

balsamina L.) diploid memiliki jumlah kromosom sebanyak 2n = 2x = 12, 

kemudian setelah diinduksi poliploid tanaman menjadi tetraploid dengan jumlah 

kromosom 2n = 2x = 24. Organisme poliploid menunjukkan kemampuan adaptasi 

lingkungan yang lebih luas dibandingkan tanaman diploid, seperti peningkatan 

fitur adaptif terhadap berbagai cekaman abotik dan biotik (Zhu et al., 2018). 

Kemudian terjadi pula peningkatkan kerja fotosintetik (Zhang et al., 2020), yang 

pada akhirnya akan meningkatkan kekuatan serta kecepatan pertumbuhan 

(Zahumenická et al., 2018), kandungan protein dan vitamin pada tanaman (Talebi 

et al., 2017; Viehmannová et al., 2012), metabolit sekunder tumbuhan (Kim et al., 

2004), serta konsentrasi klorofil (Talebi et al., 2017). Tanaman poliploid dari segi 

morfologi seringkali menunjukkan peningkatan ukuran organ, seperti daun yang 

lebih hijau tebal dan lebih lebar (Chambers et al., 2013), diameter batang yang 

lebih besar (Jiang et al., 2020), bunga lebih besar (Zhang et al., 2016), dan buah 

yang lebih besar (Niu et al., 2016). 

Mutagen kimia yang umumnya digunakan untuk poliploidisasi yakni 

kolkisin dan oryalin (Comai, 2005). Namun, penggunaan kolkisin memiliki 

kelemahan yakni penempelannya yang buruk pada tubulin sehingga memerlukan 

konsentrasi yang tinggi untuk induksi poliploid. Alternatif antimitotik oryzalin 

digunakan karena afinitas yang tinggi pada tubulin tanaman sehingga dapat 

digunakan dengan konsentrasi yang rendah, dan memiliki kadar toksisitas yang 

rendah sehingga mampu meningkatkan daya survival tanaman (Faleiro et al., 

2016). Oryzalin dapat menginduksi poliploidi hanya dengan konsentrasi 

mikromolar (µM), dan lebih efisien dari penggunaan kolkisin dengan konsentrasi 
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milimolar (mM) (Tomé et al., 2016). Hal ini dibuktikan dengan hasil penelitian 

Viehmannová et al., (2009) berhasil menginduksi poliploidi tanaman yacon 

(Smallanthus sonchifolius) menggunakan oryzalin 25 µM dengan persentase 

efisiensi poliploidi 10% dan daya survival 65%, lebih banyak dibandingkan 

kolkisin 3 mM dengan persentase efisiensi poliploidi 2,5% dan daya survival 

40%.  

Oryzalin (C12H18N4O6S) merupakan senyawa herbisida dinitroanilin 

dengan aktivitas antimitotik tinggi yang mampu mengikat tubulin α, menghambat 

polimerasi mikrotubul saat pembelahan sel, kemudian menuntun penggandaan 

kromosom (Švécarová et al., 2019). Penanda poliploidi hasil induksi mutasi 

oryalin dapat dilihat dari karakter stomata dan karakter fenotipik tanaman 

(Chimezie et al., 2015; Handayani & Witjaksono, 2017; Talebi et al., 2017). 

Penelitian yang dilakukan oleh Talebi et al., (2017) berhasil menginduksi 

poliploidi tanaman Agastache foeniculum L dengan oryzalin 100 µM. Tanaman 

diploid memiliki panjang stomata 24,05±0,55 µm, lebar stomata 10,98±0,84 µm, 

dan kerapatan stomata 35,50±5,16 mm
-2

.
 
Sedangkan tanaman tetraploid dengan 

panjang stomata 32,55±0,42 µm, lebar stomata sebesar 16,95±0,34 µm, dan 

kerapatan stomata 11,66±1,36 mm
-2

. Tanaman tetraploid memiliki jumlah 

kloroplas sebanyak 20,16±3,18 sedangkan tanaman diploid sebanyak 11,16±0,98. 

Hasil penelitian Handayani et al., (2017) perlakuan poliploid oryzalin secara in-

vitro pada tanaman Psidium guajava memiliki jumlah tunas yang lebih banyak 

pada tanaman perlakuan kontrol. Perlakuan oryzalin sebanyak 60 µM 

menghasilkan sejumlah rerata 20 tunas per eksplan sedangkan perlakuan kontrol 

menghasilkan rerata 5 tunas per eksplan. Hasil penelitian Švécarová, et al., (2019) 

berhasil menginduksi poliploid pada tanaman Humulus lupus L. klon 31 dengan 

oryzalin 20 µM, menghasilkan jumlah nodus poliploid sebanyak 35 nodus 

sedangkan diploid sebanyak 25 nodus.  

Penelitian sebelumnya dilakukan oleh Dabkevičienė et al., (2016) 

menunjukkan bahwa perendaman benih T. pratense pada larutan oryzalin 50 µM 

selama 6 jam, mampu meregenerasi tanaman tetraploid 31.3 – 41.7%, dengan laju 

survival sebesar 29.2% secara in-vitro. Kemudian, telah dilakukan uji 

pendahuluan induksi mutasi oryzalin alfalfa menggunakan berbagai eksplan, 
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yaitu: benih, nodus kotiledon, hipokotil, dan epikotil. Berdasarkan hasil uji 

pendahuluan, perlakuan mutasi menggunakan eksplan benih memiliki daya 

survival lebih tinggi daripada bagian eksplan lain (nodus kotiledon, hipokotil, dan 

epikotil), dikarenakan induksi poliploidi dari eksplan nodus kotiledon, hipokotil, 

dan epikotil akan mengalami browning pada hari ke-7 setelah tanam, kemudian 

mengalami kematian. Sehingga poliploidisasi pada penelitian ini dilakukan 

menggunakan eksplan benih. 

Berdasarkan pemaparan diatas induksi mutasi menggunakan senyawa 

oryzalin telah banyak dilakukan pada tanaman lain. Namun, penelitian terkait 

perlakuan induksi mutasi dengan oryzalin terhadap tanaman alfalfa secara in-vitro 

belum pernah dilakukan. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian perlakuan 

antimitotik oryzalin terhadap karakter stomata dan fenotipik tanaman alfalfa 

secara in-vitro. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah penelitian ini yaitu: 

1. Bagaimana pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap karakter stomata tanaman 

alfalfa (M. sativa L.)? 

2. Bagaimana pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap karakter fenotipik tanaman 

alfalfa (M. sativa L.)? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini yaitu: 

1. Menganalisis pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap karakter stomata 

tanaman alfalfa (M. sativa L.). 

2. Menganalisis pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap karakter fenotipik 

tanaman alfalfa (M. sativa L.). 

 

1.4 Hipotesa penelitian 

Hipotesa penelitian ini meliputi: 

1. Ada pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap karakter stomata tanaman alfalfa 

(M. sativa L.). 
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2. Ada pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap karakter fenotipik tanaman alfalfa 

(M. sativa L.). 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian ini yaitu: 

1. Memberikan informasi terkait optimasi konsentrasi penggunaan oryzalin 

dalam menginduksi poliploidi tanaman alfalfa (M. sativa L.). 

2. Hasil penelitian memberikan informasi terkait optimasi penggunaan oryzalin 

dalam meningkatkan biomassa tanaman alfalfa (M. sativa L.). 

3. Hasil penelitian dapat dijadikan rujukan untuk penelitian yang akan datang 

terkait poliploidi alfalfa maupun penelitian yang serupa. 

 

1.6 Batasan Masalah 

Batasan masalah pada penelitian ini yaitu: 

1. Tanaman alfalfa yang digunakan berasal dari benih PT. Haira Seed Bogor. 

2. Jenis alfalfa yang digunakan ialah Medicago sativa L. 

3. Jenis eksplan yang diinduksi oryzalin ialah benih Alfalfa berukuran 2-3 

mm. 

4. Induksi oryzalin dilakukan dengan cara merendam eksplan dalam larutan 

oryzalin. 

5. Konsentrasi oryzalin yang digunakan yaitu konsentrasi 0 µM, 25 µM, 50 

µM, 75 µM, dan 100 µM (berdasarkan hasil penelitian Dabkevičienė et al., 

(2016) konsentrasi oryzalin 50 µM). 

6. Lama waktu inkubasi benih dalam larutan oryzalin yang digunakan yaitu 6 

jam (Dabkevičienė et al., (2016)). 

7. Media perkecambahan benih alfalfa ialah ½ Murashige dan skoog (MS). 

8. Pengamatan daya hidup kecambah dilakukan setelah 2 minggu 

perkecambahan. 

9. Bagian alfalfa yang digunakan sebagai eksplan multiplikasi induksi tunas 

yaitu bagian nodus kotiledon hasil perkecambahan benih alfalfa yang tidak 

browning. 

10. Nodus kotiledon alfalfa berukuran panjang 1 cm. 
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11. Media induksi tunas dan regenerasi tunas yang digunakan yaitu Murashige 

dan skoog (MS) dengan penambahanan zat pengatur tumbuh TDZ 0,025 

mgl
-1

 (hasil penelitian Li et al., (2009)). 

12. Pengamatan dilakukan selama 6 minggu dengan 3 kali subkuktur (hasil 

penelitian Li et al., (2009)). 

13. Karakter stomata yang diamati yaitu panjang stomata, lebar stomata, 

kerapatan stomata, dan jumlah kloroplas. 

14. Karakter fenotipik yang diamati yaitu tinggi tunas, jumlah tunas, jumlah 

nodus, jumlah daun, dan luas daun. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Alfalfa (Medicago sativa L) 

2.1.1 Tanaman Alfalfa (Medicago sativa L.) dalam Perspektif Islam 

Allah SWT memastikan terpenuhnya setiap kebutuhan makhluk di Bumi. 

Allah menumbuhkan berbagai jenis tumbuhan untuk mencukupi segala keperluan 

hamba-Nya yang tunduk serta bersyukur atas pemberian-Nya, termasuk salah 

satunya tanaman alfalfa. Gomathi et al., (2016) menjelaskan hampir seluruh 

bagian tanaman alfalfa telah banyak dimanfaatkan oleh manusia, mulai dari akar, 

batang, daun, hingga biji. Pokok pertumbuhan serta perkembangan alfalfa (M. 

sativa) yang memiliki banyak manfaat untuk manusia telah terkandung dalam Q.S 

An-Naba‟ ayat 14 – 16 berikut.  

                             

Artinya:” Dan telah Kami curahkan dari awan air yang melimpah. Supaya kami 

tumbuhkan dari air itu biji-bijian, dan tumbuh-tumbuhan. Dan kebun-

kebun yang lebat”(QS. An-Naba‟:78/14-16). 

Ayat diatas memaparkan bahwa Allah S.W.T. telah menciptaankan 

berbagai variasi tumbuhan yang bermanfaat bagi manusia, serta memberikan bukti 

bahwa Allah maha kuasa atas segala sesuatu. Seperti halnya penjelasan dalam 

tafsir Katsir (2004) bahwa dalam firman Allah “Supaya Kami tumbuhkan dari air 

itu biji-bijan, tumbuhan, serta kebun yang lebat”, berarti bahwa Allah menjadikan 

air bermanfaat untuk menumbuhkan (حَبًّا) „biji-bijian‟ yang disimpan dalam tanah 

untuk keperluan manusia serta binatang ternak. Berdasarkan konteks biologi air 

sangat dibutuhkan biji untuk berkecambah, hingga pertumbuhan serta 

perkembangan tumbuhan setelah perkecambahan. Bhatla & Lal, (2018) 

menjelaskan pula fungsi air sebagai faktor utama pemecahan dormansi biji. Selain 

itu, peranan air bagi keberlangsungan hidup tumbuhan meliputi: pelarut, 

transportasi fotosintat, menjaga turgiditas sel, serta penyusun utama protoplas. 
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Kata (ًنبََاتا) memiliki arti tumbuh-tumbuhan, yang berarti dijadikannya 

tumbuhan yang hijau dari biji yang bisa dimakan saat masih basah. Kemudian 

diperkuat penjelasan Al-Qarni Aidh dalam kitab tafsir Al-Muyassar (Aidh, 2007), 

terkait ayat diatas berarti ditumbuhkan biji-biji tersebut sebagai makanan bagi 

manusia, rumput-rumputan untuk pakan ternak, dan kebun-kebun yang bertautan 

sama lain karena bercabang-cabang dahannya. Jenis spesies tumbuhan dapat 

dimanfaatkan untuk dikonsumsi manusia maupun pakan ternak adalah alfalfa. 

Gomathi et al., (2016) menyatakan bahwa kecambah alfalfa digunakan sebagai 

sayuran, daun serta akarnya digunakan sebagai obat antikolesterol, sedangkan 

bijinya ditumbuk untuk suplemen nutrisi. Selain itu, tanaman alfalfa di menjadi 

Hay sebagai pakan ternak yang kaya akan serat dan protein. Lalu kata (ألَْفَافًا) yang 

berarti „kebun-kebun‟ yakni kebun berisikan tanaman dan saling bertautan. alfalfa 

memiliki karakteristik batang bergerombol dan sehingga terlihat saling bertautan 

satu sama lain. 

 

2.1.2 Deskripsi dan Klasifikasi Alfafa (Medicago sativa L.) 

 Tanaman alfalfa dianggap berasal dari dekat pusat timur Vavilov, yang 

meliputi Asia Kecil, Transcaucasia, Iran, dan dataran tinggi Turkmenistan 

(Bolton,1962; Hanson, 1972). Klinkowski (1933) menganggap alfalfa berasal dari 

Meditarenia, bagian barat laut modern Persia. Sinskaya (1950) menyatakan bahwa 

alfalfa memiliki dua pusat asal, yaitu wilayah pegunungan Transcaucasia dan Asia 

Tengah. Namun, Iran paling sering dianggap sebagai tempat asal alfalfa 

(Bagavathiannan & Van Acker, 2009).  

Persebaran tanaman alfalfa di berbagai lokasi menjadi penyebab 

perubahan serta perbedaan karakterisasi dari segi morfologi, fisiologi, hingga 

variasi genetik. Perubahan genetik tersebut mengakibatkan tanaman alfalfa 

mempunyai sifat alogami dan terjadi autotetraploidi (Sajimin, 2011). Medicago 

sativa spp. sativa terbagi menjadi tanaman diploid (2n = 2× = 16) dan tetraploid 

(2n = 2× = 32) subspesies. Subspesies tetraploid M. sativa ssp. sativa L., 

merupakan jenis tanaman leguminosa hijau umumnya di berbagai belahan dunia. 

Sedangkan subspesies diploid M. sativa ssp. caerulea (Less. ex Ledeb.) Schmalh 

memiliki morfologi yang mirip dengan bunga violet serta memiliki polong 
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melingkar. Umumnya benih tetraploid alfalfa lebih vigor daripada diploid 

sehingga alfalfa tetraploid dibudidayakan oleh manusia (Yu et al., 2017).  

Tanaman alfalfa berasal dari kawasan subtropis, sehingga bila 

dibudidayakan di daerah tropik perlu adaptasi serta perlakuan khusus. 

Pertumbuhan alfalfa subtropis memerlukan cahaya serta kadar kapur pada tanah 

yang cukup tinggi. Alfalfa sub tropis memiliki ketahanan terhadap temperatur 

tinggi, namun sangat rentan terhadap kelembaban tinggi. Tanah untuk 

memproduksi alfalfa harus memiliki pH 6,5 atau lebih (Widyati-Slamet et al., 

2014). Alfalfa memiliki tingkat toleransi terhadap garam serta kandungan alkalin 

yang tinggi (Bagavathiannan & Van Acker, 2009). Namun, tanaman alfalfa sangat 

rentan terhadap serangan hama dan sulit berkompetisi dengan gulma. Selain itu 

alfalfa sub tropis tidak dapat menghasilkan benih fertil di Indonesia (Sajimin, 

2011). 

 Indonesia pertama kali membudidayakan alfalfa pada tahun 2003, tepatnya 

di Boyolali hingga ke BPTU-Baturaden sampai tahun 2005. Pada tahun 2007, 

alfalfa mulai dikembangkan menjadi koleksi tanaman pakan di Ciawi (Sajimin, 

2011). Upaya budidaya alfalfa untuk tujuan komersial di Indonesia relatif masih 

baru. Dr. Nugroho Wasmadi, tenaga ahli pada Agrowisata Selo Pass mulai 

melakukan riset pengembangan alfalfa pada tahun 2000. Riset dilanjutkan 

bersama Indonesia Alfalfa Centre (IAC) yang berada di bawah Lembaga 

Penelitian Universitas Wahid Hasyim Semarang. Penelitian dilanjutkan dengan 

dengan kerjasama perusahaan Taiwan pada tahun 2005. Kemudian pada tahun 

2007, alfalfa hasil petani binaan IAC mulai diekspor ke Taiwan 

(Pakanternak.fapet.ugm.ac.id. 2017). 

IAC telah berhasil mengembangkan alfalfa tropika (alfata) melalui sistem 

keseimbangan interflow, yakni mengkondisikan iklim mikro bawah tanah agar biji 

alfalfa dari daerah subtropik bisa tumbuh baik dan menghasilkan alfalfa dengan 

kandungan nutrisi tetap tinggi. Dalam beberapa aspek alfata dinyatakan bahkan 

lebih unggul dari alfalfa tropis, seperti: panen bisa sekali dalam 21 hari (subtropik 

2 bulan sekali), kandungan protein 32% (dibanding 21%), usia produksi 3 tahun 

(dibanding 1 tahun), produksi 15 ton/ha (dibanding 10 ton/ha, media tanam segala 
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jenis tanah termasuk lahan tidak produktif, dibanding tanah gromosol) 

(Pakanternak.fapet.ugm.ac.id. 2017). 

Fakultas Peternakan Universitas Gadjah Mada (UGM) telah menemukan 

cara pembenihan alfalfa untuk mendorong terwujudnya pembenihan alfalfa 

tropika (Alfata) di Indonesia. Hasil penelitiannya mencatat hasil produksi segar 

alfalta mencapai 6-8 ton per hektar (ha). Selain itu, juga alfata mengandung 22 – 

29% protein, dan mampu menghasilkan biji fertil yang bisa tumbuh jika ditanam 

dengan daya viabilitas hingga 67% (Fapet.ugm.ac.id. 2018). Secara morfologi 

alfalta sama dengan alfalfa pada umumnya. 

 Alfalfa memiliki sistem perakaran tunggang yang mampu menembus 

kedalam tanah hingga kedalaman 6 meter (Gambar 2.1A) (Bora & Sharma, 2011). 

Akar alfalfa juga membentuk rhizoma. Alfalfa memiliki batang mendatar, 

menanjak, sampai tegak dengan bagian dasar batang utama berkayu (Widyati-

Slamet et al., 2014). Beberapa jenis batang alfalfa terbentuk saat 

perkembangannya, terdapat tunas aksilar dibawah ketiak daun yang menjadi 

batang tegak (batang utama) setelah mahkota (crown) sedangkan tunas aksilar 

diatas tanah akan membentuk percabangan. Mahkota memiliki aktivitas meristem 

yang memproduksi tunas untuk berkembang menjadi batang (Bora & Sharma, 

2011). Batang utama dapat tumbuh dengan panjang sekitar satu meter setelah 

crown (Bagavathiannan & Van Acker, 2009). Setiap crown mampu membentuk 5-

25 batang (Gambar 2.1B) (Doss et al., 2011). 

Daun alfalfa berbentuk trifoliate pada setiap tangkainya (Gambar 2.1C). 

Daun alfalfa berbentuk obovate-oblong sampai oval dengan tepi daun bergerigi. 

Daun alfalfa umumnya memiliki panjang 10 – 45 mm dan lebar 3 – 10 mm. 

Bagian bawah daun serta tangkai daun memiliki bulu atau trikoma (Doss et al., 

2011). Bunga alfalfa merupakan tipe bunga tandan (racemes) axilar. Setiap tandan 

berisikan 10 – 35 bunga (Widyati-Slamet et al., 2014). Kelopak bunga alfalfa 

berbentuk tabular dengan korola berwarna kuning, biru, atau ungu. Bunga 

umumnya memiliki panjang sekitar 6 – 15 mm (Gambar 2.1D). Bunga alfalfa 

akan membentuk polong biji berbentuk spiral setelah polinasi (Gambar 2.1E) 

(Bora & Sharma, 2011). Setiap polong mampu membentuk 2 – 3 spiral dengan 

permukaan gundul, polong berdiameter 3 – 9 mm. Setiap polong berisi 6 – 8 biji 

D 
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alfalfa (Doss et al., 2011). Biji alfalfa berbentuk seperti ginjal dan berwarna coklat 

dengan diameter 1 – 2 mm (Gambar 2.1F) (Bagavathiannan & Van Acker, 2009). 

 

  

Gambar 2.1 Morfologi Alfalfa (A) akar tanaman alfalfa, (B) tanaman alfalfa 

dengan bunganya (O‟Rourke et al., 2015), (C) daun trifoliate alfalfa 

(Casler & Undersander, 2019), (D) spiral polong alfalfa, (E) bunga 

alfalfa (O‟Rourke et al., 2015), dan (F) biji alfalfa (Casler & 

Undersander, 2019) 
 

Alfalfa merupakan salah satu tanaman leguminosa parenial dengan klasifikasi 

berasal dari Kingdom Plantae, Divisi Magnoliophyta, Kelas Magnoliopsida, 

Subkelas Rosidae, Ordo Fabales, Famili Fabaceae, Genus Medicago, dan Species 

Medicago sativa L. (Bagavathiannan & Van Acker, 2009). 

 

2.1.3 Kandungan dan Manfaat Tanaman 

Alfalfa (Medicago sativa L.) terkenal dengan nama lainnya, Queen of 

Forages sebagai sumber makanan ternak. Tanaman ini dikenal sebagai tanaman 

yang palatabel, bergizi, kaya protein, vitamin, dan mineral untuk memenuhi 

kebutuhan hidup ternak karena mempunyai serat kasar dan protein kasar yang 

tinggi (Widyati-Slamet et al., 2014). Tanaman alfalfa banyak digunakan sebagai 

pakan ternak karena kandungan gizinya yang tinggi dari aspek abu, protein, 

lemak, dan serat kasar. Kandungan gizi yang utama yaitu protein sebesar 48,70% 

berat kering.  

Tepung alfalfa juga dapat digunakan sebagai pelengkap ransum unggas. 

Hal ini dikarenakan kandungan tepung alfalfa memiliki kandungan gizi serta asam 

A A 

E F 

C 

B 

D 
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amino tinggi untuk meningkatkan kualitas telur yang dihasilkan unggas. Ransum 

pakan ternak meningkatkan berbagai kualitas telur meliputi: kualitas kulit telur, 

kualitas kuning telur, derajat albumin, nilai gizi untuk kepentingan konsumsi, dan 

meningkatkan ukuran besar telur (Subantoro, 2009). 

Alfalfa merupakan salah satu tanaman obat tradisional yang kaya akan 

mineral, protein, dan vitamin sehingga banyak digunakan masyarakat. Kecambah 

alfalfa sering dimanfaatkan manusia sebagai salad sayur. Sedangkan daun, batang, 

akar, serta bijinya ditumbuk menjadi bubuk herbal, kapsul, atau tablet untuk 

suplemen nutrisi. (Gomathi et al., 2016). Daun dan batang alfalfa sering 

digunakan dalam berbagai macam pengobatan, baik pengobatan medis maupun 

tradisional, seperti: agen anti bakteri, stimulator laktasi (suplai ASI), dan sebagai 

tonik restoratif untuk pencernaan. Selain itu, kandungan antioksidan dalam 

tanaman ini juga mampu mencegah kerusakan oksidatif akibat radikal bebas 

(Hanif et al., 2015). Gomathi et al., (2016) menyatakan pula bahwa ekstrak 

kecambah alfalfa, daun, dan akar mampu menurunkan kolestrol baik dalam studi 

kasus hewan maupun manusia. 

Alfalfa dikenal sebagai tanaman yang kaya akan klorofil (Raei et al., 

2017). Mishra et al., (2011) menyatakan bahwa terdapat beberapa macam potensi 

mekanisme aksi klorofil serta derivatnya sebagai bahan kegunaan medis, meliputi: 

(1) aktivitas antioksidan; (2) pemodifikasi efek genotoksik; (3) inhibisi enzim 

sitokrom P450; (4) induksi fase II enzim; (5) meningkatkan level dari glutation S-

transferase; (6) diferensiasi sel, cell arrest dan apoptosis. Sehingga, didapatkan 

efek klorofil dalam menghalangi oksidasi protein, peroksidasi lemak, kerusakan 

DNA, serta kerusakan membran. Saat ini, bidang kedokteran telah menggunakan 

klorofil sebagai obat dan diagnostik. Molekul klorofil digunakan dalam farmasi 

sebagai fotosensitizer untuk terapi kanker. 

Bora & Sharma (2011) menyatakan bahwa tanaman alfalfa mengandung 

berbagai macam fitokimia meliputi: saponin, flavonoid, fitoestrogen, kumarin, 

alkaloid, terpenoid, asam amino, fitosterol, vitamin, dan enzim digestif. Doss et 

al., (2011) menyatakan bahwa berbagai macam metabolit sekunder bernilai obat 

bagi menusia karena terdapat zat kimia yang mampu menghasilkan aksi fisiologis 

yang pasti pada tubuh manusia. Fitoestrogen dan saponin merupakan jenis 
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metabolit sekunder terbesar di tanaman alfalfa. Keduanya menawarkan prospek 

pengobatan serta nutrisi yang menarik (Bora & Sharma, 2011). Fitoestrogen, 

terutama koumestrol, genin api, dan kuersetin menunjukkan aktivitas estrogenik 

yang kuat serta berpotensi sebagai obat kanker terkait hormon. Kandungan 

saponin pada daun alfalfa mencapai 2 – 3%. Saponin alfalfa jika dihidrolisis akan 

menghasilkan aglikon asam medikagenik, soyasapogenols, dan hederagenin dan 

glukosa glikon, arabinosa, xilosa, rhamnosa, galaktosa, dan asam glukuronat 

(Shankar et al., 2010). Saponin hasil isolasi dari alfalfa dapat digunakan sebagai 

antibakteri berbagai jenis bakteri gram-positif, seperti: Bacillus cereus, B. subtilis, 

Staphylococcus aureus, dan Enterococcus faecalis. Aktivitas antifungi diskrit juga 

diamati, terutama terhadap Saccharomyces cerevisiae. Pada alfalfa terdapat pula 

kandungan asam medikagenik yang memiliki aktivitas antimikroba (Avato et al., 

2006). 

 

2.2 Kultur Jaringan Tanaman 

Kultur jaringan tanaman merupakan suatu teknik perbanyakan tanaman dari 

bagian sel, jaringan ataupun irisan organ tanaman di laboratorium pada suatu 

media buatan yang mengandung nutrisi dengan kondisi aseptik. Metode 

perbanyakan dengan kultur jaringan tanaman termasuk dalam metode 

perbanyakan tanaman secara vegetatif, sehingga tanaman hasil proses kultur 

jaringan tanaman memiliki sifat yang identik dengan induknya (Dwiyani, 2015). 

Kultur jaringan tanaman dilakukan berdasarkan teori totipotensi sel (cellular 

totipotency). Teori totopotensi sel menyatakan bahwa setiap sel tanaman mampu 

beregenerasi menjadi tanaman secara utuh (George et al., 2008).  

Keberhasilan perbanyakan tanaman secara in-vitro ditentukan oleh beberapa 

faktor, seperti: jenis eksplan, jenis media tumbuh, sterilisasi, dan zat pengatur 

tumbuh yang digunakan. Regenerasi tanaman secara langsung pada dasarnya 

dibagi menjadi dua macam, yakni organogenesis secara langsung dari eksplan 

yang memiliki primordia tunas dan organogenesis secara langsung dari eksplan 

yang tidak memiliki primordia tunas. Teknik organogenesis secara langsung dari 

eksplan yang memiliki primordia tunas jika jaringan eksplan yang digunakan 

memiliki bakal tunas (pre-existing shoots), menghasilkan tunas aksilar. Eksplan 
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yang digunakan pada metode ini berupa tunas apikal (apical buds), tunas lateral 

(laterally buds), dan nodus pada batang (nodal segment). Organogenesis secara 

langsung dari eksplan yang tidak memiliki bakal tunas terjadi jika tunas muncul 

secara langsung misalnya dari eksplan daun dan eksplan kotiledon, menghasilkan 

tunas adventif (Dwiyani, 2015).  

Media buatan mengandung komponen hara makro dan hara mikro untuk 

mendukung terjadinya morfogenesis serta pertumbuhan eksplan. Hara makro 

adalah unsur hara esensial yang dibutuhkan dalam jumlah banyak oleh tanaman, 

yaitu: nitrogen (N), fosfor (P), kalium (K), kalsium (Ca), magnesium (Mg), dan 

sulfur (S). Hara mikro adalah unsur hara esensial yang dibutuhkan dalam jumlah 

yang sedikit oleh tanaman, yaitu: besi (Fe), mangan (Mn), seng (Zn), kobalt (Co), 

tembaga (Cu), dan molibdenum (Mo) (Dwiyani, 2015). Terdapat berbagai macam 

media basal untuk kultur jaringan tumbuhan, yaitu: Murashige and Skoog (MS), 

B5, Vacint and Went (VW), Nitsch and Nitsch (NN), Schenk dan Hildebrandt 

(SH), Woody Plant Medium (WPM), dan media N6 (Dwiyani, 2015). Media MS 

mengandung 40 mM N dalam bentuk NO3 dan 29 mM dalam bentuk NH4
+
. 

Konsentrasi ini lebih besar dibandingkan dengan media-media lainnya. Komposisi 

media MS ini mampu mendukung kultur jaringan tanaman lain (George et al., 

2008). Penggunaan media MS untuk menginduksi tunas langsung pada alfalfa 

hingga regenerasi telah banyak digunakan oleh peneliti (J. J. Li et al., 2009; 

Orcen, 2013). Sehingga, penelitian ini menggunakan media MS. 

Pemilihan jenis zat pengatur tumbuh dalam kultur in-vitro disesuaikan dengan 

tujuan peneliti. Eksplan akan membentuk akar jika rasio auksin yang lebih tinggi 

dari sitokinin. Jika rasio sitokinin lebih tinggi dari auksin akan menginduksi 

terbentuknya tunas. Berdasarkan teori jika rasio konsentrasi auksin dan sitokinin 

pada sama maka ekspan akan membentuk kalus (Lestari, 2011). Namun, terdapat 

interaksi khusus antara ZPT dengan faktor genetik tanaman yang dikulturkan, 

sehingga kebutuhan akan jenis serta konsentrasi sitokinin dan auksin sebagai 

stimulator dalam arah morfogenesis tanaman pun bersifat species-spesific 

(Satyavathi et al., 2004). Thidiazuron (TDZ) merupakan jenis sitokinin paling 

aktif daripada jenis sitokinin lainnya untuk induksi tunas in-vitro dan proliferasi 

tunas (Khawar et al., 2004). Telah banyak hasil penelitian yang menegaskan 
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bahwa TDZ optimum dalam meningkatkan rasio induksi serta regenerasi tunas 

pada tanaman legum (Band et al., 2011; Hnatuszko-Konka et al., 2019; Hosseini-

Nasr & Rashid, 2003; J. J. Li et al., 2009). Hasil penelitian Li et al., (2018) 

menunjukkan bahwa konsentrasi TDZ 0,025 mgl
-1

 memiliki efektivitas yang 

optimum bagi regenerasi tunas M. sativa L. 

 

2.3 Pemuliaan Tanaman dengan Poliploidisasi 

Pemuliaan tanaman merupakan kegiatan mengubah susunan genetik individu 

maupun populasi tanaman untuk suatu tujuan sehingga diperoleh tanaman yang 

lebih bermanfaat. Pemuliaan tanaman dapat dilakukan dengan persilangan 

tanaman, mutasi, dan rekayasa genetika (Sobrizal, 2017). Pemuliaan tanaman 

dengan metode mutasi memiliki banyak kelebihan daripada metode lain, yakni 

menghasilkan karakter spesifik yang mengubah sedikit sifat tanaman tanpa 

merubah sifat tanaman yang disukai, waktu relatif lebih sedikit digunakan dalam 

perbaikan varietas tanaman, juga memungkinkan munculnya sifat baru (Sobrizal, 

2017). Salah satu jenis prosedur pemuliaan tanaman berdasarkan prinsip mutasi 

ialah teknik poliploidisasi. Poliploidisasi ialah suatu metode manipulasi 

kromosom dari diploid (2n) menjadi jumlah kromosom yang lebih tinggi triploid, 

tetraploid, pentaploid dan seterusnya (Kadi, 2007). Penggandaan kromosom 

akibat proses poliploidi mempengaruhi semua gen sehingga disebut mutasi genom 

(Gambar 2.2) (Messmer et al., 2015).  

 

 

Gambar 2.2 Mekanisme proses poliploidisasi dalam menggandakan kromosom sel 

tumbuhan (Messmer et al., 2015) 
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Poliploidi terbentuk dalam dua kelompok. Kelompok pertama, 

autopoliploidi merupakan penggandaan ploidi melalui penggabungan genom-

genom yang sama, misalnya kentang tetraploid AAAA. Kelompok kedua, 

alopoliploidi ialah penggandaan kromosom yang terjadi melalui penggabungan 

genom-genom yang berbeda, misalnya gandum hexaploid, yang memiliki tiga 

genom berbeda AABBDD. Manipulasi ini banyak dilakukan pada tanaman, dari 

dua jenis tanaman berbeda digabungkan, keduanya menghasilkan organisme 

alopoliploid dengan jumlah kromosom 2 x + 2 y (Kadi, 2007; Messmer et al., 

2015). Messmer et al., (2015) menyatakan bahwa poliploidi dapat terjadi secara 

spontan atau diinduksi dengan bahan kimia. Bahan kimia yang paling banyak 

digunakan sebagai agen poliploidisasi yaitu senyawa antimitotik kolkisin dan 

oryzalin. 

Penelitian ini menggunakan oryzalin sebagai senyawa antimitotik 

poliploidisasi. Hal ini merujuk pada hasil penelitian Bartels and Hilton (1973) 

bahwa oryzalin dapat digunakan sebagai alternatif agen poliploidisasi tanaman. 

Barandalla et al., (2006) menyatakan pula bahwa hasil determinasi flowcytometric 

dari konten DNA nuklear pada sel interfase serta jumlah kromosom pada sel 

mitosis menunjukkan bahwa oryzalin memiliki efesiensi yang tinggi sebagai agen 

penggandaan kromosom. 

Induksi mutasi poliploid dapat dilakukan secara in-vitro dan ex-vitro 

(lapangan) (Dabkevičienė et al., 2016). Mutasi secara in-vitro dibandingkan 

dengan ex-vitro memiliki beberapa kelebihan seperti lingkungan tumbuh yang 

dapat dikontrol dengan baik (Messmer et al., 2015) sehingga dimungkinkan 

mampu mengabaikan pembentukan kimera, serta dihasilkan sel mixoploid yang 

relatif sedikit. Mixoploid (kimera) hasil in-vitro dapat dihilangkan dengan 

subkultur planlet berulang sampai diperoleh poliploid yang solid (Handayani & 

Witjaksono, 2017).  

 

2.4 Deteksi Poliploidi  

Deteksi poliploid dapat dilakukan secara karakter fenotipik, sitologi, stomata, 

maupun konten klorofil (Dar et al., 2017). Karakter fenotipik dapat dilakukan 

dengan cara mengamati adanya perubahan ukuran organ atau bagian dari tanaman 
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hasil induksi poliploidisasi, misalnya: ukuran daun, diameter petiola, ketebalan 

daun, diameter batang, tinggi tanaman, dan ukuran bunga. Karakter fenotipik 

dapat dilihat pula dari jumlah organ tanaman, misalnya jumlah daun dalam satu 

tangkai, jumlah nodus dalam satu batang, serta jumlah biji yang dihasilkan dalam 

satu individu tanaman (Chambers et al., 2013). Niu et al., (2016) menyatakan 

bahwa seiring bertambahnya tingkat poliploid tanaman Jatropha curcas hasil 

induksi polipoidisasi menjadikan daun lebih tipis. Hasil penelitian (Talebi et al., 

2017) menyatakan bahwa tanaman Agastache foeniculum tertraploid memiliki 

daun yang lebih lebar (46.14 ± 0.90 mm), daun lebih panjang (57.23 ± 0.43 mm) 

daripada tanaman diploid dengan panjang daun (45.14± 0.72) dan lebar daun 

(40.45± 1.01).  

Karakter sitologi dilakukan dengan teknik karyotyping jumlah kromosom pada 

saat pembelahan mitosis maupun meiosis tanaman. Hasil penelitian M. Li et al., 

(2018) menunjukkan bahwa hasil induksi poliploid pada tanaman Bletilla sriata 

menjadikan tanaman diploid (2n = 2x = 32) tetraploid menjadi tanaman tetraploid 

(2n = 4x = 64). Selain itu, dapat pula dilakukan dengan pengamatan ukuran sel 

stomata, kerapatan stomata, diameter serbuk sari dan jumlah kloroplas dalam sel 

penjaga (Mostafa & Alhamd, 2016).  

Hasil penelitian Omidbaigi et al., (2010) menunjukkan bahwa panjang 

stomata tanaman basil tetraploid 16.45±0.97 µm lebih panjang daripada tanaman 

diploid 8.70±0.47 µm, selain itu lebar stomata tanaman tetraploid 11.99±0.93 µm  

lebih lebar dibandingkan tanaman diploid 2.97±0.17 µm. Hasil penelitian Tulay & 

Unal (2010) didapatkan bahwa tanaman Vicia villosa poliploid memiliki daun 

yang lebih gelap dikarenakan kandungan klorofil yang lebih tinggi ukuran stomata 

yang lebih besar tetapi jumlah stomata per area lebih sedikit dibandingkan 

tanaman diploid. Kerapatan stomata tanaman poliploid lebih rendah dibandingkan 

tanaman diploid, dikarenakan bertambahnya ukuran sel tanaman poliploid. Selain 

itu, tanaman poliploid juga memiliki rerata jumlah kloroplas yang meningkat 

seiring meningkatnya derajat poliploid. Tanaman diploid Ocimum basilicum L. 

memiliki kerapatan stomata sebesar 20,80±0,61 mm
-2

 dengan jumlah kloroplas 

12,80±0,28, sementara tanaman tetraploid memiliki kerapatan stomata sebesar 

7,58±0,22 mm
-2

 dengan jumlah kloroplas 25,8±0,33 (Omidbaigi et al., 2010). 
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Konten klorofil merupakan karakter yang dapat dijadikan sebagai deteksi 

poliploidi. Konsentrasi klorofil berhubungan dengan tingkat ploidi tanaman, 

Konsentrasi klorofil umumnya bertambah secara signifikan berdasarkan fungsi 

kuadratik dari tetraploid ke heksaploid ke oktaploid sampai ke dekaploid, dengan 

maksimal konten klorofil pada oktaploid (Vyas et al., 2007). Hasil penelitian 

Beck et al., (2003) menunjukkan bahwa jumlah klorofil pada kloroplas Acacia 

maernsii tetraploid lebih banyak dibandingkan dengan diploid. 

 

2.5 Oryzalin C12H18N4O6S (19044-88-3) dalam Mempengaruhi Poliploidi 

Oryzalin merupakan senyawa herbisida yang memiliki rumus kimia 

C12H18N4O6S (Gambar 2.3). Oryzalin (3,5-dinitro-N4N4-dipropylsulfanilamide) 

termasuk herbisida dinitroanilin turunan dari keluarga kimia toluidine (Dow 

AgroSciences, USA). Oryzalin memiliki nama lain (sinonim) meliputi Surflan, 

Dirimal, 4-(Dipropylamino)-3,5-dinitrobenzene sulfonamide, Ryzelan, Dirimal 

Extra, Rycelan, Rycelon, 3,5-Dinitro-N4, 3,5-Dinitro-N4, N4-dipropyl 

sulphanilamide, N4-Dipropyl-3,5-dinitro sulfanilamide (Pubchem.ncbi). 

 

Gambar 2.3 Struktur kimia oryzalin (Pubchem.ncbi) 

Perbedaan aktivitas oryzalin dalam menginduksi poliploid dengan senyawa 

antimitotik kolkisin terletak pada situs penempelannya, kolkisin menempel pada 

dimer tubulin β sementara oryzalin menempel pada dimer tubulin α (Gambar 

2.4A). Oryzalin memiliki aktivitas mampu menghambat pembentukan 

mikrotubula sel. Proses oryzalin dalam menghambat pembentukan mikrotubula 

sel diawali oleh berikatan dengan loop N sehingga menghambat interaksi loop N 

dengan loop M. Loop N dan loop M berfungsi untuk stabilitas mikrotubulus. 

Berdasarkan hasil docking titik mutasi oryzalin pada tubulin α berada di wilayah 

inti antara loop N dan loop M (Gambar 2.4B) (Morrissette et al., 2003).  
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(A)                                    (B) 

Gambar 2.4 Mekanisme oryzalin dalam mengahambat pembentukan mikrotubul 

sel tanaman. A) Oryzalin berikatan dengan dimer tubulin α (ditandai 

dengan warna perak), B) Oryzalin ditandai dengan warna biru. Loop N 

ditandai warna merah. (Kiri) oryzalin memiliki struktur yang berikatan 

ke tubulin. Situs pengikatan termasuk residu Phe24, His28, Thr239, dan 

Arg 242. Situs pengikatan berada di bawah loop N. (Kanan) dua 

protofilamen, masing-masing terdiri dari dua heterodimer a dan b 

(Morrissette et al., (2003)) 

 

Berikatannya oryzalin dengan dimer tubulin α sehingga gagal membentuk 

protofilamen. Protofilamen tersebut merupakan penyusun mikrotubula singlet, 

mikrotubula singlet penyusun mikrotubula duplet, dan spindle tersusun dari 

mikrotubula duplet (Alberts et al., 2002). Mekanisme oryzalin dalam 

poliploidisasi berhubungan dengan aktivitasnya dalam menghambat pembentukan 

mikrotubula sel, sehingga proses mitosis terganggu dan proses pemisahan 

kromosom pada fase metafase pun ikut terganggu. Sementara proses replikasi 

DNA akan tetap berada dalam satu sel, sehingga setiap sel memiliki kromosom 

dua kali lipat dari jumlah awal (Strachan & Hess, 1983). 

2.6 Pengaruh Oryzalin terhadap Karakter Stomata dan Karakter Fenotipik 

pada Berbagai Tanaman 

 

Dar et al., (2017) menjelaskan bahwa pengaruh polipolidisasi dapat dilihat 

dari karakter stomata tanaman meliputi ukuran sel stomata, kerapatan stomata, 

jumlah kloroplas dalam sel penjaga. Hasil penelitian Talebi et al., (2017) 

menunjukkan bahwa tanaman Agastache foeniculum L. berhasil diinduksi 
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poliploid dengan oryzalin 100 µM. Tanaman diploid memiliki panjang stomata 

24,05±0,55 µm, lebar stomata 10,98±0,84 µm.
 
Sedangkan tanaman tetraploid 

dengan panjang stomata 32,55±0,42 µm, lebar stomata sebesar 16,95±0,34 µm 

(Gambar 2.5). Bertambahnya ukuran stomata secara langsung akan berdampak 

pada berkurangnya kerapatan stomata tanaman. Tanaman tetraploid dengan 

kerapatan stomata sebanyak 11,66±1,36 mm
-2

. Sedangkan kerapatan stomata 

tanaman diploid sebanyak 35,50±5,16 mm
-2 

(Gambar 2.6). Tanaman tetraploid 

memiliki jumlah kloroplas sebanyak 20,16±3,18 lebih tinggi dibandingkan dengan 

diploid dengan jumlah kloroplas 11,16±0,98 (Gambar 2.7).  

 

Gambar 2.5 Perbedaan ukuran stomata antara diploid dan tetraploid pada tanaman 

A. foeniculum L. hasil induksi oryzalin (Talebi et al., 2017) 

 

 

Gambar 2.6 Perbedaan kerapatan stomata antara diploid dan tetraploid pada 

tanaman A. foeniculum L. hasil induksi oryzalin. A) Tanaman 

tetraploid, B) Tanaman diploid (Talebi et al., 2017) 

 
Gambar 2.7 Perbedaan jumlah kloroplas antara tanaman diploid dan tetraploid 

pada tanaman A. feoniculum L. hasil induksi oryzalin. A) Tanaman 

tetraploid, B) Tanaman diploid (Talebi et al., 2017) 

Pengaruh oryzalin dapat pula dilihat dari karakter fenotipik penampakan 

morfologi tanaman (Chambers et al., 2013). Penelitian Sukamto et al., (2015) 

menunjukkan bahwa pada tanaman garut (Maranta arundinacea L.) diinduksi 

oryzalin 40 µM didapatkan tanaman poliploid yang memiliki penampakan daun 
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yang lebih hijau, lebih tebal, lebih bulat, dan permukaannya lebih 

menggelombang dari kontrol. Begitu pula hasil penelitian Allum et al., (2007) 

menunjukkan terjadinya penambahan lebar daun pada tanaman Rosa rugosa 

secara signifikan akibat terjadinya poliploidi. Hasil pengamatan pada tanaman 

talas (Colocasia esculenta L.) dengan perlakuan oryzalin secara in-vitro 

menunjukkan semakin tinggi tingkat ploidi menyebabkan morfologi tunas 

abnormal. Penampakan tunas diploid dan tetraploid hampir sama, namun sangat 

berbeda dengan morfologi tunas heksaploid dan oktaploid. Tunas heksaploid dan 

oktaploid memiliki petiol dan helaian daun lebih berwarna hijau gelap, lebih 

pendek, dan lebih tebal dibandingkan dengan tunas diploid dan tetraploid. 

Oryzalin (Wulansari et al., 2016). 

Tanaman poliploidi umumnya memiliki tinggi tunas, jumlah tunas, jumlah 

nodus, serta jumlah daun yang berbeda dari tanaman diploid. Hasil penelitian 

Viehmannová et al., (2012) menunjukkan bahwa rerata tinggi tunas Ullucus 

tuberosum oktaploid hasil induksi oryzalin sebesar 7,32±3,23 cm per plantlet, 

lebih rendah dibandingkan tinggi tunas diploid sebesar 12,69±1,11 cm per planlet. 

Kemudian diperkuat pula dengan hasil penelitian Revatipadale et al., (2019) 

poliploidisasi pada tanaman Psidium guava L. dengan konsentrasi oryzalin 

sebesar 60 µM menyebabkan jumlah tunas tanaman yang lebih banyak (20 tunas 

per eksplan) dibandingkan dengan hasil perlakuan kontrol (5 tunas per eksplan). 

Umumnya, jumlah daun berbanding lurus dengan tingkat derajat poliploid 

tanaman. Tanaman garut diploid memiliki rata-rata jumlah daun 5,22 per tanaman, 

kemudian meningkat pada tanaman tetraploid hasil induksi oryzalin sebesar 5,94 

per tanaman (Sukamto et al., 2015).  
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Rancangan Percobaan 

Penelitian ini menggunakan metode eksperimental dengan Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) satu faktorial yang terdiri dari 5 perlakuan oryzalin, yaitu 

konsentrasi 0 µM (kontrol), 25 µM, 50 µM, 75 µM, dan 100 µM. Masing-masing 

perlakuan diulang sebanyak 5 kali ulangan. 

3.2 Variabel Penelitian 

Variabel penelitian ini terdiri dari variable bebas, terikat, dan terkendali. 

Variabel bebas yaitu konsentrasi oryzalin. Sedangkan variabel terikat terdiri dari 

karakter stomata dan karakter fenotipik pada alfalfa. Variabel terkendali terdiri 

dari jenis media tumbuh, pH media tumbuh, suhu ruangan, dan cahaya. 

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan sejak bulan Agustus – Oktober 2020. Perlakuan 

oryzalin, penanaman eksplan alfalfa, dan pengamatan karakter fenotipik dilakukan 

di Laboratorium Fisiologi Tumbuhan. Analisis dan pengamatan karakter stomata 

dilakukan di Laboratorium Optik, Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan 

Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 

3.4 Alat dan Bahan 

3.4.1 Alat 

 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu gelas beaker, gelas ukur, 

cawan petri, botol vial, botol infus, gelas jam, labu ukur, Erlenmeyer, spatula, 

neraca analitik, pipet ukur dan bola karet pipet ukur, pipet tetes, mikropipet 2 – 20 

µl dan mikropipet 1000 µl, tip mikropipet, alat diseksi, pH indikator, plastik tahan 

panas, karet, hotplate, stirrer, bunsen, korek api, cover glass dan objek glass, 

penggaris, oven, autoklaf, laminar air flow (LAF), dan mikroskop digital 

binokuler bersama PC. 
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3.4.2 Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu akuades, agar, gula, 

media tumbuh Murashige and Skoog (MS), Zat pengatur tumbuh thidiazuron 

(TDZ), akuades, oryzalin (ID: 19004-88-3), DMSO 5%, alkohol 70%, alkohol 

96%, spirtus, natrium hipoklorit komersil (bayclin), dan eksplan berupa benih 

alfalfa (M. sativa L.). 

3.5 Prosedur Kerja 

Prosedur kerja dalam penelitian ini sebagai berikut. 

3.5.1 Pembuatan Larutan Stok Oryzalin 

Larutan stok oryzalin menggunakan pelarut DMSO 5%. Larutan stok 

oryzalin 10 mM disiapkan dengan cara melarutkan oryzalin sebanyak 17,318 mg 

dalam 5 mL pelarut DMSO 5%. Jumlah oryzalin untuk stok larutan oryzalin 10 

mM berasal dari perhitungan berikut. 

        
 

  
  

    

    
 

        
 

      
     

                   

            

 

3.5.2 Pembuatan Larutan Perlakuan Oryzalin 

Larutan perlakuan oryzalin yang digunakan yakni konsentrasi: 0 µM, 25 

µM, 50 µM, 75 µM, dan 100 µM, dibuat sebanyak 10 mL untuk tiap perlakuan. 

Larutan perlakuan oryzalin 0 µM menggunakan larutan akuades steril. Kemudian 

larutan perlakuan lain dibuat dengan cara melarutkan larutan stok oryzalin 10 mM 

dalam akuades steril, larutan stok oryzalin diambil sesuai perhitungan berikut. 

a) Perlakuan Oryzalin 25 µM 

             

                       

              

           

 

 

b) Perlakuan Oryzalin 50 µM 
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c) Perlakuan Oryzalin 75 µM 

             

                       

             

           

d) Perlakuan Oryzalin 100 µM 

             

                       

           

          

 

3.5.3 Pembuatan Larutan Stok Zat Pengatur Tumbuh 

Larutan stok zat pengatur tumbuh dibuat untuk memudahkan peneliti saat 

pembuatan media tumbuh. Stok zat pengatur tumbuh yang dibuat yakni 

Thidiazuron (TDZ) sebanyak 100 mgl
-1

 dalam 100 mL. Pertama, zat pengatur 

tumbuh TDZ ditimbang sebanyak 10 gram, kemudian diletakkan dalam gelas ukur 

100 mL dan ditambahkan akuades sebanyak 50 mL, lalu diaduk hingga larut. 

Larutan TDZ kemudian dimasukkan dalam labu ukur 100 mL dan ditambahkan 

akuades sampai tanda batas, lalu dihomogenkan.  

3.5.4 Pembuatan Media Perkecambahan 

Media dasar yang digunakan untuk media perkecambahan yaitu media 

Murashige dan skoog (MS) tanpa zat pengatur tumbuh. Langkah pertama, larutan 

stok MS dibuat dengan dilarutkan sesuai takaran untuk 1/2MS dalam se-liter 

akuades tanpa zat pengatur tumbuh. Kemudian gula 30 g/L ditambahkan dalam 

larutan, lalu dihomogenkan dengan stirrer dan diukur pH media (5,7 – 5,8), 

setelah itu ditambahkan agar 8 g/L dan dipanaskan diatas hotplate sampai 

mendidih. Media yang telah mendidih dituangkan pada botol (masing-masing 

botol ±10 mL/botol) lalu botol ditutup dengan plastik tahan panas yang ditali 

dengan karet tahan panas, dan diberi label. 

3.5.5 Pembuatan Media Induksi Pertumbuhan Tunas 

 

Media induksi tunas dibuat dengan media basal MS dengan zat pengatur 

tumbuh TDZ 0,025 mgl
-1

. Langkah pertama yakni mencampur semua bahan 

larutan stok MS sesuai takaran untuk MS full. Kamudian, zat pengatur tumbuh 

TDZ 0,025 mgl
-1

 dan akuades ditambahkan sampai volum yang dibutuhkan, gula 

30 g/L ditambahkan dalam larutan, lalu dihomogenkan dengan stirrer, dan diukur 

pH media (5,7 – 5,8). Kemudian, agar 8 g/L ditambahkan dan dipanaskan diatas 
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hotplate sampai mendidih. Media yang telah mendidih dimasukkan kedalam botol 

masing-masing ±10 mL/botol, kemudian botol ditutup dengan plastik tahan panas, 

lalu ditali dengan karet tahan panas, dan diberi label. 

3.5.6 Sterilisasi Media Perkecambahan dan Pertumbuhan Tunas 

Sterilisasi media tumbuh menggunakan autoklaf dengan cara botol berisi 

media dimasukkan tray, lalu tray tersebut dimasukkan kedalam autoklaf. Langkah 

selanjutnya, autoklaf diset pada suhu 120
o
C dengan tekanan 1 atm selama 15 

menit. 

3.5.7 Sterilisasi Ruang 

Sterilisisi ruang diawali dengan menyemprotkan alkohol 70% pada bagian 

meja dan dinding laminar air flow (LAF) kemudian dilap dengan kertas tisu. 

Penyemprotan dengan alkohol 70 % bertujuan untuk membunuh kontaminan 

bakteri dan jamur. Kemudian, semua alat dan bahan dimasukkan ke dalam LAF 

kecuali eksplan yang akan digunakan, kemudian lampu UV LAF dinyalakan 

selama satu jam, setelah itu sinar UV dimatikan dan blower serta lampu LAF 

dihidupkan.  

3.5.8 Sterilisasi Alat 

Sterilisasi alat dilakukan dengan dua cara, yakni oven dan autoklaf. 

Pertama, peralatan kultur dicuci dengan sabun cair lalu dibilas dengan air bersih 

dan dikeringkan, peralatan lalu disterilisasi dengan oven pada suhu 121
o
C selama 

dua jam. Khusus peralatan diseksi dibungkus dengan alumunium foil terlebih 

dahulu, lalu disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121
o
C dengan tekanan 

1 atm selama 15 menit. 

3.5.9 Sterilisasi Eksplan 

Seluruh tahap sterilisasi ekplan dilakukan didalam LAF. Sterilisasi eksplan 

diawali dengan benih alfalfa direndam dalam alkohol 70% selama satu menit, lalu 

direndam dalam larutan natrium hipoklorit komersil (bayclin) 10% selama 10 

menit, kemudian benih dibilas dengan akuades steril sebanyak tiga kali. 
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3.5.10 Tahap Inisiasi 

3.5.10.1 Perlakuan Oryzalin terhadap Benih Alfalfa 

 

Benih alfalfa yang telah steril sebanyak 75 benih direndam pada masing-

masing larutan oryzalin (0 µM, 25 µM, 50 µM, 75 µM, dan 100 µM) selama 6 

jam di dalam LAF. 

 

3.5.10.2 Proses Perkecambahan Benih Alfalfa 

Benih alfalfa yang telah diberi perlakuan oryzalin dicuci dengan 

akuades steril sebanyak tiga kali, kemudian dikecambahkan dalam media 

perkecambahan. Setiap botol media perkecambahan diisi sebanyak 15 

benih, lalu benih diletakkan dalam tempat gelap hingga pecah benih, 

setelah itu diletakkan di tempat terang. 

 

3.5.10.3 Penanaman Eksplan Pada Media Induksi Pertumbuhan Tunas  

Kecambah yang telah berumur dua minggu perlakuan oryzalin 

dipilih untuk dijadikan eksplan induksi tunas dengan kriteria tidak 

browning, kemudian dipotong pada daerah nodus kotiledon sepanjang 1 

cm. Ekplan nodus ditanam dalam media induksi tunas secara vertikal, 

setiap botol kultur berisikan satu eksplan. Media yang telah berisikan 

eksplan diinkubasi dalam ruang suhu 21
o
C. 

3.5.10.4 Subkultur Tunas  

Subkultur pertama kali dilakukan setelah eksplan diinkubasi pada media 

induksi tunas selama dua minggu. Subkultur tunas dilakukan setiap dua minggu 

sekali sebanyak tiga kali pada media yang sama (media induksi tunas MS full + 

TDZ 0,025 mgl
-1

).  

 

3.5.11 Analisis Persentase Daya Hidup Kecambah 

Pengamatan dilakukan dengan menghitung jumlah kecambah yang hidup 

dan yang mati pada dua minggu setelah perkecambahan benih hasil perlakuan 

oryzalin. Kemudian dihitung persentase daya hidup kecambah. 

Persentase Daya Hidup Kecambah  
                          

                       
 X 100% 
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3.5.12 Analisis Karakter Fenotipik 

Karakter fenotipik yang diamati meliputi tinggi tunas per eksplan, jumlah 

tunas per eksplan, jumlah nodus per eksplan, jumlah daun per eksplan, serta luas 

daun per eksplan. Pengamatan karakter fenotipik dilakukan setelah subkultur 

tunas ketiga (6 minggu setelah tanam pada media induksi tunas). 

a. Tinggi Tunas Per Eksplan 

Pengamatan dilakukan dengan mengukur ujung tunas sampai pangkal tunas 

dengan benang yang kemudian disejajarkan dengan penggaris. 

b. Jumlah Tunas Per Eksplan 

Pengamatan dilakukan dengan cara menghitung jumlah tunas yang muncul 

setelah 6 minggu setelah tanam di media induksi tunas.  

c. Jumlah Nodus Per Eksplan 

Pengamatan dilakukan dengan cara menghitung jumlah nodus yang tumbuh 

setelah 6 minggu setelah tanam di media induksi tunas. 

d. Jumlah Daun Per Eksplan 

Pengamatan dilakukan dengan cara menghitung jumlah daun yang tumbuh 

setelah 6 minggu setelah tanam di media induksi tunas. 

e. Luas Daun Per Eksplan 

Pengamatan luas daun dilakukan di dengan cara memilih daun terpanjang 

dan terlebar dalam setiap tunas. Panjang daun diukur dari pangkal daun 

hingga ujung daun dengan benang, kemudian benang disejajarkan dengan 

penggaris. Lebar daun diukur dari kedua tepi daun yang lain dengan benang, 

kemudian benang disejajarkan dengan penggaris. Luas daun didapatkan dari 

panjang × lebar daun. 

 

3.5.13 Analisis Karakter Stomata 

Analisis karakter stomata diawali dengan pembuatan preparat anatomi 

stomata menurut Haryanti (2010). Langkah pertama, daun terlebar di nodus 

pertama diambil dari masing-masing perlakuan oryzalin pada pukul 09.00 WIB 

(Haryanti & Meirina, 2009). Daun kemudian diberi label sesuai perlakuan. Setiap 



 
 

30 
 

daun ditempeli dengan isolasi bening, kemudian daun digesek pelan, isolasi 

dikelupas lalu ditempelkan pada objek glass. Pengamatan dilakukan dengan 

mikroskop binokuler optilab advance perbesaran 400X. Setiap ulangan diambil 

tiga kali bidang pandang, lalu gambar diamati beberapa parameter stomata 

berikut. 

a. Panjang Stomata 

Panjang stomata diukur menggunakan aplikasi image raster dengan cara 

menarik garis dari ujung stomata ke ujung stomata lain. 

b. Lebar Stomata 

Lebar stomata diukur menggunakan aplikasi image raster dengan cara 

menarik garis dari ujung stomata ke ujung stomata lain. 

c. Kerapatan Stomata 

Pengamatan kerapatan stomata dihitung menurut rumus Willmer (1983) 

berikut. 

          
              

                   
     

keterangan: Luas bidang pandang = π.r
2
 

d. Jumlah Kloroplas 

Pengamatan dilakukan di dengan cara menghitung jumlah kloroplas terbanyak 

di sel penjaga stomata. 

 

3.6 Analisis Data 

Data hasil pengamatan tergolong dalam data kuantitatif. Data kuantitatif 

tersebut meliputi panjang stomata, lebar stomata, kerapatan stomata, jumlah 

kloroplas, tinggi tunas, jumlah tunas, jumlah nodus, jumlah daun, dan luas daun. 

Analisis data kuantitatif menggunakan uji statistik One Way ANOVA (Analysis of 

varian). Jika terdapat perbedaan nyata dilakukan uji analisis lanjut. Nilai 

Koefisien Keragaman (KK) yang didapatkan pada penelitian ini lebih dari 10%, 

sehingga menggunakan Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) dengan taraf 

signifikasi p>0,05. Data diolah menggunakan software berupa SPSS 16.0. 
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3.7 Skema Kerja Penelitian  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

Persiapan 

Sterilisasi benih alfalfa  

Perlakuan oryzalin benih alfalfa, direndam 6 jam 

(0 µM, 25 µM, 50 µM, 75 µM, dan 100 µM) 

Pengambilan eksplan  

Induksi tunas eksplan 

Subkultur tunas ke-1  
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 BAB IV  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Persentase Daya Hidup Kecambah Benih Alfalfa (Medicago sativa L.) 

Hasil Induksi Mutasi Oryzalin 

 

Rerata persentase daya hidup kecambah dapat dilihat setelah 14 hari 

setelah tanam (14 HST). Konsentrasi oryzalin berpengaruh secara nyata terhadap 

daya hidup kecambah. Persentase daya hidup kecambah tertinggi didapatkan pada 

perlakuan kontrol sebanyak 90,66%. Persentase daya hidup kecambah terendah 

didapatkan pada perlakuan 100 µM, sebanyak 53,33% (Gambar 4.1). 

 

Gambar 4.1 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap rata-rata persentase daya 

hidup kecambah tanaman alfalfa (Medicago sativa L.) 
(Keterangan: Perbedaan huruf menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan DMRT p>0,05) 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada konsentrasi yang semakin 

tinggi, semakin banyak benih gagal berkecambah. Pada konsentrasi yang tinggi 

terdapat beberapa kecambah yang browning kemudian mati (Gambar 4.2). 

Larutan oryzalin bersifat toksik pada tanaman sehingga menyebabkan kematian 

sel. Semakin tinggi konsentrasi oryzalin maka semakin tinggi pula derajat 

kematian sel tanaman. Konsentrasi sebanding dengan keberhasilan induksi 

poliploid, semakin banyak konsentrasi hingga batas maksimum toleran tanaman 

akan meningkatkan induksi poliploid namun mengurangi laju survival tanaman. 
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Jika konsentrasi oryzalin terlalu tinggi maka menyebabkan kematian tanaman 

(Lam et al., 2014; Talebi et al., 2017). Hal ini dibuktikan dengan hasil penelitian 

Talebi et al., (2017) didapatkan tanaman Agastache foeniculum L. perlakuan 

kontrol memiliki daya survival benih 100%, sementara tanaman dengan perlakuan 

oryzalin 100 µM menghasilkan tanaman tetraploid dengan daya survival 56%. 

 

   

  
 

 

Gambar 4.2 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap persentase daya hidup 

kecambah tanaman alfalfa (Medicago sativa L.). Keterangan: A) 

Konsentrasi 0 µM, B) Konsentrasi 25 µM, C) Konsentrasi 50 µM, 

D) Konsentrasi 75 µM, E) Konsentrasi 100 µM 
(Keterangan: Eksplan usia 6 minggu HST) 

 

Oryzalin memiliki sifat toksik pada sel tanaman. Terdapat dua mekanisme 

oryzalin dalam merusak sel tanaman. Pertama, mekanisme oryzalin dalam 

merusak sel tanaman diawali dengan berikatan atau penempelan oryzalin pada 
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komponen lipid di membran selular. Berikatannya oryzalin pada komponen lipid 

membran selular mengganggu permeabilitas membran sel, yang kemudian dapat 

menyebabkan kerusakan sel. Namun mekanisme perusakan lipid oleh oryzalin 

hanya berkontribusi sedikit dalam menyebabkan kerusakan sel (Upadhyaya & 

Nooden, 1980). Kedua, oryzalin merupakan salah satu jenis herbisida famili 

dinitroanilin yang memiliki aktivitas antimitosisnya dalam mengikat tubulin 

sehingga mengganggu pembelahan sel. Situs pengikatan oryzalin berada pada 

permukaan kontak longitudinal antara sub-unit tubulin yang mengandung residu 

asam amino diamida dengan gugus nitril dinitroanilin. Penghambatan pembelahan 

menyebabkan perubahan morfologi pada aparatus sel, diantaranya retikulum 

endoplasma dan badan golgi (Gregory, 2018).  

4.2 Pengaruh Konsentrasi Oryzalin Terhadap Karakter Stomata Tanaman 

Alfalfa (Medicago sativa L.) 

 

Pengamatan karakter stomata pada penelitian ini dilakukan setelah tiga kali 

subkultur (42 HST atau 6 minggu HST). Karakter stomata yang diamati berupa 

panjang dan lebar stomata, kerapatan stomata, dan jumlah kloroplas. Hasil analisis 

ANOVA menunjukkan bahwa konsentrasi oryzalin berpengaruh nyata terhadap 

semua karakter stomata. Pengamatan stomata pada induksi poliploidi penting 

dilakukan karena dapat mewakili adanya pembesaran sel akibat poliplodisasi, 

mudah diamati, dan berhubungan dengan laju fotosintesis tanaman sehingga 

mempengaruhi laju metabolismenya (Dar et al., 2017). 

 

4.2.1 Pengaruh Konsentrasi Oryzalin Terhadap Panjang dan Lebar Stomata 

Tanaman Alfalfa (Medicago sativa L.) 

 

Pemberian oryzalin berbagai variasi konsentrasi (µM) dengan waktu 

perendaman 6 jam pada benih terhadap ukuran stomata berpengaruh secara nyata 

berdasarkan hasil analisis. Panjang stomata bertambah sejalan dengan 

bertambahnya konsentrasi yang diberikan (Gambar 4.3). Panjang stomata 

perlakuan kontrol berbeda nyata dengan perlakuan oryzalin 25 µM, 50 µM, 75 

µM, dan 100 µM. Hasil perlakuan oryzalin 25 µM tidak berbeda nyata dengan 

perlakuan oryzalin 50 µM. Hasil perlakuan oryzalin 50 µM tidak berbeda nyata 

dengan perlakuan oryzalin 75 µM namun berbeda nyata dengan oryzalin 100 µM. 
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Hasil perlakuan oryzalin 75 µM tidak berbeda nyata dengan perlakuan oryzalin 

100 µM. Hasil perlakuan oryzalin 100 µM memiliki hasil rerata panjang stomata 

terpanjang yaitu 45,73 µm. Sedangkan hasil perlakuan kontrol memiliki rerata 

panjang stomata terpendek yaitu 28,9 µm. 

 

 

Gambar 4.3 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap rata-rata panjang stomata 

tanaman alfalfa (Medicago sativa L.) 
(Keterangan: Perbedaan huruf menunjukkan nyata berdasarkan DMRT p>0,05)  

 

Lebar stomata bertambah berbanding lurus dengan penambahan panjang 

stomata. Lebar stomata perlakuan kontrol berbeda nyata dengan perlakuan 

oryzalin 25 µM, 50 µM, 75 µM, dan 100 µM. Lebar stomata perlakuan 25 µM, 50 

µM, dan 75 µM tidak berbeda nyata (Gambar 4.4). Hasil perlakuan oryzalin 100 

µM memiliki rerata lebar stomata tertinggi yaitu 45,69 µm. Hasil perlakuan 

kontrol memiliki rerata lebar stomata terendah yaitu 27,85 µm. 

 

Gambar 4.4 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap rata-rata lebar stomata 

tanaman alfalfa (Medicago sativa L.) 
 (Keterangan: Perbedaan huruf menunjukkan nyata berdasarkan DMRT p>0,05) 
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Penambahan ukuran stomata setelah perlakuan oryzalin berkaitan dengan 

menggandanya jumlah kromosom pada tanaman poliploid (Gambar 4.5). 

Tanaman poliploid memiliki ukuran sel stomata lebih besar daripada tanaman 

diploid. Hasil ini sejalan dengan penelitian Rahman et al., (2017) menyebutkan 

bahwa klon tanaman Artemisia annua L. hasil poliploidi dengan oryzalin 

konsentrasi 60 µM memiliki ukuran stomata yang lebih besar dibandingkan 

diploid. Tanaman diploid memiliki rerata panjang stomata 28,9 µm dan rerata 

lebar stomata 17,7 µm. Sedangkan, tetraploid memiliki rerata panjang stomata 

58,14 µm dan rerata lebar stomata 34,82 µm. Hasil penelitian ini sejalan dengan 

penelitian Chimezie et al., (2015), membuktikan bahwa tanaman Zehneria 

capillacea hasil poliploidi oryzalin 150 µM berbeda nyata dengan kontrol. 

Tanaman tetraploid memiliki rerata panjang stomata 13,38±0,11 µm dan rerata 

lebar stomata 15,56±0,14 µm. Tanaman diploid memiliki rerata panjang stomata 

9,50±0,12 µm dan rerata lebar stomata 11,13±0,11 µm. 

 

Gambar 4.5 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap ukuran stomata tanaman 

alfalfa (Medicago sativa L.) perbesaran 400X. Keterangan: A) 

Kontrol, B) Konsentrasi 25 µM, C) Konsentrasi 50 µM, D) 

Konsentrasi 75 µM, E) Konsentrasi 100 µM 
(Ket: S=Stomata, EP=Sel epidermis) 
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Stomata merupakan penjaga gerbang yang berfungsi sebagai penanggung 

jawab untuk semua difusi gas, hal ini berhubungan dengan proses transpirasi dan 

fotosintesis tanaman (Lawson & Blatt, 2014). Ukuran stomata yang lebih besar 

dari tanaman poliploid memungkinkan tanaman poliploid memiliki kapasitas 

transpirasi dan fotosintesis yang lebih tinggi daripada tanaman diploid (Niu et al., 

2016). Ukuran stomata yang lebih besar pada tanaman poliploid dikarenakan 

penggandaan kromosom menyebabkan meningkatnya ekspresi protein, hormon, 

serta enzim guna pembesaran sel. Maka dari itu ukuran stomata dapat dijadikan 

sebagai salah satu parameter dalam keberhasilan poliploidisasi (Chimezie et al., 

2015; He et al., 2016; Niu et al., 2016). 

4.2.2 Pengaruh Konsentrasi Oryzalin Terhadap Kerapatan Stomata 

Tanaman Alfalfa (Medicago sativa L.) 

 

Pengamatan terhadap kerapatan stomata hasil induksi oryzalin menunjukkan 

adanya penurunan seiring dengan bertambahnya konsentrasi oryzalin yang 

diberikan dengan waktu perendaman 6 jam pada benih. Berdasarkan hasil analisis 

didapatkan bahwa variasi konsentrasi oryzalin berpengaruh nyata terhadap 

kerapatan stomata. Kerapatan stomata perlakuan kontrol berbeda nyata dengan 

perlakuan oryzalin 25 µM, 50 µM, 75 µM, dan 100 µM. Kerapatan stomata 

perlakuan 25 µM, berbeda nyata dengan 50 µM, 75 µM, dan 100 µM. Perlakuan 

oryzalin 75 µM dan 100 µM tidak berbeda nyata (Gambar 4.6). Kerapatan 

stomata tertinggi didapati pada perlakuan kontrol, sebesar 9,01 mm
-2

. Kerapatan 

stomata terendah terdapat pada perlakuan oryzalin 100 µM, sebesar 4,03 mm
-2

 

(Gambar 4.7) 

 

Gambar 4.6 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap kerapatan stomata tanaman 

alfalfa (Medicago sativa L.) 
(Keterangan: Perbedaan huruf menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan DMRT p>0,05) 
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Kerapatan stomata di kontrol oleh kontrol gen. Poliploidi merupakan 

fenomena umum dalam evolusi tenaman terkait dengan perubahan kepadatan 

stomata (Wang et al., 2007). Kerapatan stomata berbanding terbalik dengan 

ukuran stomata, semakin besar ukuran stomata maka semakin rendah 

kerapatannya (Anitha et al., 2017; Chimezie et al., 2015; Rahayu et al., 2016; 

Talebi et al., 2017; Tomé et al., 2016). Hasil penelitian sejalan dengan pendapat 

Zhang et al., (2020) bahwa tanaman Caladium x hortulanum hasil induksi 

oryzalin menghasilkan tanaman tetraploid dengan kerapatan stomata sebanyak 

138,95±30,08 mm
-2

. Sedangkan kerapatan stomata tanaman diploid lebih tinggi 

dibandingkan tanaman tetraploid, yaitu sebanyak 246,32±38,5 mm
-2

 . Hal serupa 

ditunjukkan pada tanaman Solanum commersonii
 
spp. hasil induksi poliploid 

oryzalin 100 µM. Tanaman diploid memiliki kerapatan stomata sebanyak 148.74 

mm
-2 

lebih tinggi dibandingkan dengan tanaman tetraploid 127.28 mm
-2 

(Tomé et 

al., 2016).  
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Gambar 4.7 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap kerapatan stomata tanaman 

alfalfa (Medicago sativa L.) perbesaran 400X. Keterangan: A) 

Kontrol, B) Konsentrasi 25 µM, C) Konsentrasi 50 µM, D) 

Konsentrasi 75 µM, E) Konsentrasi 100 µM 
(Ket. S=Stomata, EP=Sel epidermis) 
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tanaman poliploid yang solid, serta untuk mereduksi ukuran populasi tanaman 

yang akan dirawat di setelah in-vitro. Hal ini dikarenakan parameter kerapatan 

stomata tidak dipengaruhi oleh faktor eksternal seperti temperatur ruang dan 

konten air saat in-vitro (Silva et al., 2000). Kerapatan stomata tanaman yang 

rendah memiliki efek yang baik bagi metabolisme tanaman. Penurunan kerapatan 
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asimilasi CO
2
 bersih ke daun (Xu & Zhou, 2008). Kerapatan stomata juga 

berhubungan dengan ketahanan kekeringan pada tanaman. Tanaman tidak mudah 

layu saat berada pada kondisi tercekam dikarenakan rendahnya laju transpirasi 

(Aili et al., 2016).  

Penghematan air hayati (Bio-saving water) digunakan tanaman untuk 

meningkatkan efisiensi penggunaan air. Efisiensi penggunaan air pada tanaman 

ditentukan laju fotosintesis dan respirasi. Fluks air dan CO
2
 pada stomata 

ditentukan oleh perilaku dan kepadatan stomata. Penurunan kerapatan stomata 

secara tidak langsung berdampak positif pada fotosintesis. Penurunan kerapatan 

stomata akan berakibat pada peningkatan indeks stomata dan konduktasi stomata. 

Peningkatan konduktasi stomata akan berakibat peningkatan fotosintesis dan pula 

penurunan transpirasi (Wang et al., 2007).  

4.2.3 Pengaruh Konsentrasi Oryzalin Terhadap Jumlah Kloroplas Tanaman 

Alfalfa (Medicago sativa L.) 

 

Hasil analisis menunjukkan bahwa jumlah kloroplas cenderung 

bertambah seiring bertambahnya konsentrasi oryzalin dengan waktu perendaman 

6 jam pada benih (Gambar 4.8). Hasil analisis menunjukkan adanya pengaruh 

variasi pemberian oryzalin terhadap jumlah kloroplas secara nyata. Perlakuan 

konsentrasi kontrol berbeda secara nyata terhadap konsentrasi 25 µM, 50 µM, 75 

µM, 100 µM. Perlakuan konsentrasi 25 µM berbeda nyata terhadap konsentrasi 50 

µM, 75 µM, 100 µM. Perlakuan konsentrasi 50 µM tidak berbeda nyata dengan 

konsentrasi 75 µM. Terakhir, perlakuan konsentrasi 100 µM berbeda nyata dari 

konsentrasi kontrol, 25 µM, 50 µM, dan 75 µM. Rerata jumlah kloroplas tertinggi 

terdapat pada tanaman dengan perlakuan 100 µM oryzalin, yaitu sebanyak 20,27. 

Rerata jumlah kloroplas terendah terdapat pada tanaman kontrol, sebanyak 13,13 

(Gambar 4.9) 
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Gambar 4.8 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap rata-rata jumlah kloroplas 

tanaman alfalfa (Medicago sativa L.) 
(Keterangan : Perbedaan huruf menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan DMRT p>0,05) 

Jumlah kloroplas merupakan salah satu parameter keberhasilan 

poliploidisasi yang telah dibuktikan oleh peneliti terdahulu. Tanaman poliploid 

akan menghasilkan penambahan jumlah kloroplas dikarenakan adanya 

penggandaan kromosom (He et al., 2016; Omidbaigi et al., 2010; Talebi et al., 

2017; Q. Zhang et al., 2016). Hasil pengamatan sesuai dengan hasil penelitian 

Talebi et al., (2017) yang mendapatkan tanaman tetraploid A. foeniculum L. hasil 

induksi poliploid oryzalin 100 µM memiliki jumlah kloroplas lebih banyak 

daripada tanaman diploid. Rerata kloroplas tetraploid sebanyak 20,16±3,18 

sedangkan rerata kloroplas diploid sebanyak 11,16±0,98. Hasil pengamatan 

menunjukkan bahwa jumlah kloroplas bertambah seiring dengan penambahan 

konsentrasi oryzalin (Gambar 4.9). 

 

Gambar 4.9 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap jumlah kloroplas tanaman 

alfalfa (Medicago sativa L.) perbesaran 400X. Keterangan: A) 

Kontrol, B) Konsentrasi 25 µM, C) Konsentrasi 50 µM, D) 

Konsentrasi 75 µM, E) Konsentrasi 100 µM 
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Manipulasi poliploidi menambah laju fotosintesis karena peningkatan 

jumlah kloroplas secara langsung (Omidbaigi et al., 2010, 2010; Talebi et al., 

2017). Kloroplas bukan hanya pemegang kunci dalam proses fotosintesis, namun 

kloroplas juga memegang peranan penting dalam biosintesis asam amino, asam 

lemak, porfirin, isoprenoid, dan metabolit sekunder yang mengadakan jalur 

biosintesis pararel dalam sitosol (Sabater, 2018). Alfalfa merupakan tanaman yang 

digunakan masyarakat sebagai tanaman obat karena kandungan klorofil serta 

metabolit sekunder yang tinggi. Hasil induksi oryzalin diharapkan dapat memicu 

peningkatan kadar klorofil serta metabolit sekunder pada alfalfa. 

4.3 Pengaruh Konsentrasi Oryzalin Terhadap Karakter Fenotipik 

Tanaman Alfalfa (Medicago sativa L.) 

Pengamatan karakter fenotipik pada penelitian ini dilakukan setelah 3 kali 

subkultur (42 HST atau 6 minggu HST). Karakter fenotipik yang diamati berupa 

tinggi tunas eksplan, jumlah tunas eksplan, jumlah nodus eksplan, jumlah daun 

eksplan, dan luas daun eksplan. Hasil analisis ANOVA menunjukkan konsentrasi 

oryzalin berpengaruh nyata terhadap semua karakter fenotipik eksplan tanaman 

alfalfa. Pengamatan fenotipik pada induksi poliploidi penting dilakukan karena 

sebagai salah satu parameter keberhasilan poliplodisasi, mudah diamati, dan 

berhubungan secara langsung dengan biomassa tanaman (Comai, 2005). Karakter 

fenotipik tanaman hasil induksi mutasi oryzalin lebih meningkat pada beberapa 

parameter sehingga didapatkan peningkatan biomassa pada tanaman poliploid. 

 

4.3.1 Pengaruh Konsentrasi Oryzalin Terhadap Tinggi Tunas Eksplan 

Tanaman Alfalfa (Medicago sativa L.) 

 

Rerata tinggi tunas merupakan salah satu karakter morfologi tanda 

keberhasilan induksi tanaman poliploid. Perlakuan konsentrasi kontrol dan 

konsentrasi 100 µM tidak berbeda nyata. Konsentrasi 25 µM dan 50 µM tidak 

berbeda nyata. Sementara konsentrasi 75 µM berbeda nyata dari yang lainnya 

(Gambar 4.10). Berdasarkan hasil pengamatan didapatkan bahwa tinggi tunas 

bertambah sebanding dengan penambahan konsentrasi, namun kemudian tinggi 

tunas memendek dan fokus pada perbanyakan tunas (Gambar 4.11). Rerata tinggi 
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tunas terpanjang didapati pada perlakuan 75 µM, sebesar 4,1 cm. Sementara, 

rerata tinggi tunas terpendek didapati pada perlakuan 0 µM, sebesar 2,1 cm. 

 

Gambar 4.10 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap rata-rata tinggi tunas 

tanaman alfalfa (Medicago sativa L.) 
(Keterangan : Perbedaan huruf menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan DMRT p>0,05) 

 

 

Gambar 4.11 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap tinggi tunas tanaman alfalfa 

(Medicago sativa L.). Keterangan: A) Kontrol, B) Konsentrasi 25 

µM, C) Konsentrasi 50 µM, D) Konsentrasi 75 µM, E) Konsentrasi 

100 µM  
(Keterangan: Eksplan usia 6 minggu HST) 
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konsentrasi 100 µM menurun. Hal ini dikarenakan kondisi poliploidi tanaman 

berdampak pada memendeknya tunas tanaman, dan dapat pula menyebabkan 

pemanjangan tunas tergantung pada respon selnya (Liu et al., 2007; Talebi et al., 

2017; Viehmannová et al., 2012). Hasil penelitian Viehmannová et al., (2012) 

menunjukkan bahwa induksi oryzalin sebesar 25 µM pada tanaman Ullucus 

tuberosum berdampak signifikan terhadap tinggi tunas. Tanaman diploid memiliki 

rerata tinggi tunas sebesar 12,69±1,11cm per planlet, sementara tanaman 

oktaploid memiliki rerata tinggi tunas 7,32±3,23 cm per plantlet.  

Teknik poliploidisasi dapat menyebabkan pemanjangan serta pemendekan 

tunas. Pemanjangan tunas disebabkan adanya efek gigantisme pada tanaman 

poliploid. Jumlah kromosom yang mengganda menyebabkan pembesaran sel 

tanaman sehingga berdampak pula pada pembesaran organ (Comai, 2005). 

Kemudian, pada peristiwa mitosis dan meiosis melibatkan proses pemasangan 

kromosom homolog sebelum terjadinya sitokinesis. Kromosom yang mengganda 

menyebabkan peningkatan komplikasi selama proses pemasangan. Tanaman 

poliploidi membutuhkan waktu pembelahan yang lebih lama daripada sel diploid 

yang hanya memiliki dua pasang set kromosom. Lamanya proses pemasangan 

kromosom (Pairing chromosomal) pada tanaman diploid dapat berdampak 

langsung menurunkan laju pertumbuhan tanaman, salah satunya pertumbuhan 

panjang tunas. Pemendekan tunas diikuti dengan ketegaran batang (Ranney, 

2006). 

4.3.2 Pengaruh Konsentrasi Oryzalin Terhadap Jumlah Tunas Eksplan 

Tanaman Alfalfa (Medicago sativa L.) 

 

Hasil analisis menunjukkan bahwa terdapat pengaruh yang nyata 

pemberian oryzalin terhadap jumlah tunas tanaman alfalfa (Gambar 4.12). 

Perlakuan konsentrasi 0 µM (kontrol) tidak berbeda secara nyata terhadap 

konsentrasi 25 µM. Perlakuan konsentrasi 25 µM berbeda nyata terhadap 

konsentrasi 50 µM, 75 µM, dan 100 µM. Perlakuan konsentrasi 50 µM tidak 

berbeda nyata dengan konsentrasi 75 µM. Konsentrasi 75 µM tidak berbeda nyata 

dengan konsentrasi 100 µM. Persentase tunas tanaman alfalfa meningkat seiring 

dengan meningkatkanya konsentrasi oryzalin. Nilai rerata jumlah tunas tertinggi 

berada pada rendaman benih di konsentrasi 100 µM selama 6 jam, yaitu sebanyak 
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7 tunas per eksplan. Tunas hasil perlakuan kontrol menunjukkan nilai rerata yang 

paling sedikit, yaitu sejumlah 3 tunas per eksplan.  

 

 

Gambar 4.12 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap rata-rata jumlah tunas 

tanaman alfalfa (Medicago sativa L.) 
(Keterangan : Perbedaan huruf menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan DMRT p>0,05) 

Jumlah tunas hasil poliploidi menjadi salah satu parameter morfologis tolak 

ukur keberhasilan induksi poliploidi (Ermayanti et al., 2018). Sesuai dengan hasil 

penelitian Sukamto et al., (2015) bahwa tanaman garut (Maranta arundinacea L.) 

poliploid hasil induksi oryzalin 10 µM memiliki tunas yang lebih banyak 

dibandingkan dengan tanaman perlakuan kontrol. Tanaman perlakuan oryzalin 10 

µM memiliki rerata tunas sebanyak 1,53 tunas per tanaman, sedangkan tanaman 

perlakuan kontrol memiliki rerata tunas sebanyak 1,17 tunas per tanaman. 

Tanaman Psidium guajava L. hasil perlakuan poliploid oryzalin secara in-vitro 

memiliki jumlah tunas yang lebih banyak pada tanaman perlakuan kontrol. 

Perlakuan oryzalin sebanyak 60 µM menghasilkan sejumlah rerata 20 tunas per 

eksplan. Perlakuan kontrol menghasilkan rerata 5 tunas per eksplan (Handayani & 

Witjaksono, 2017). 

Perlakuan poliploidi dapat meningkatkan ukuran nuklear disebabkan 

meningkatnya kromatin (Levin, 2002; Niu et al., 2016). Kromosom yang 

mengganda akan diikuti dengan meningkatnya aktifitas gen-gen dalam tanaman 

tersebut. Ukuran transkripsi RNA meningkat secara linier dengan meningkatnya 

poliploid. Gen tersebut menyimpan banyak kode metabolisme pertumbuhan 

tanaman, sehingga peningkatan jumlah kromosomal akan berdampak positif pada 

metabolisme tanaman (Lee et al., 2009). Metabolisme tanaman secara endogen 

dapat dipengaruhi oleh hormon (Montesinos et al., 2020). 
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Senyawa mitotik oryzalin mempunyai kemampuan untuk meningkatkan 

kadar hormon tumbuhan (Tamayo-Ordóñez et al., 2016). Sitokinin merupakan 

salah satu hormon tumbuhan yang memiliki andil dalam pembentukan tunas, 

hormon ini berfungsi sebagai pemacu proliferasi sel (Montesinos et al., 2020). 

Pada metode perbanyakan tanaman secara in-vitro hormon sitokinin berasal dari 

tanaman itu sendiri, maupun dari media (Sivanesan & Jeong, 2007). Perlakuan 

oryzalin 100 µM mampu meningkatkan jumlah tunas alfalfa, sehingga diduga 

pula dapat meningkatkan ploidi alfalfa. Hasil poliploidi perlakuan oryzalin 

diharapkan dapat meningkatkan biomassa tanaman alfalfa. 

4.3.3 Pengaruh Konsentrasi Oryzalin Terhadap Jumlah Nodus Eksplan 

Tanaman Alfalfa (Medicago sativa L.) 

 

Terdapat pengaruh nyata pemberian variasi konsentrasi oryzalin terhadap 

pertumbuhan nodus (Gambar 4.13). Perlakuan konsentrasi 0 µM (kontrol) tidak 

berbeda secara nyata terhadap konsentrasi 25 µM. Perlakuan konsentrasi 25 µM 

tidak berbeda nyata terhadap konsentrasi 50 µM dan 75 µM. Perlakuan 

konsentrasi 75 µM berbeda nyata dengan konsentrasi 100 µM. Nilai rerata jumlah 

nodus perlakuan oryzalin 100 µM menduduki peringkat tertinggi, sebanyak 4,6 

nodus per eksplan. Nilai rerata jumlah nodus perlakuan kontrol menduduki 

peringkat terendah, sebanyak 1,8 nodus per eksplan. 

 

Gambar 4.13 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap rata-rata jumlah nodus 

tanaman alfalfa (Medicago sativa L.) 
(Keterangan: Perbedaan huruf menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan DMRT p>0,05) 

Parameter jumlah nodus dapat digunakan sebagai keberhasilan induksi 

poliploid (Chimezie et al., 2015; Švécarová et al., 2019; Talebi et al., 2017). 

Beberapa penelitian terdahulu telah membuktikan bahwa derajat poliploid 
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meningkatkan jumlah nodus tanaman. Sebagaimana hasil penelitian Švécarová et 

al., (2019), didapatkan rerata jumlah nodus tanaman Humulus lupulus L. klon 31 

diploid lebih rendah dibandingkan dengan tanaman tetraploid. Penambahan 

konsentrasi perlakuan oryzalin 20 µM berpengaruh terhadap penambahan rerata 

jumlah nodus tanaman pula. Tanaman poliploid hasil induksi oryzalin memiliki 

rerata jumlah nodus sebanyak 35 nodus, sedangkan tanaman diploid memiliki 

rerata tunas sebanyak 23 nodus. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa jumlah nodus berhubungan secara 

positif dengan jumlah tunas, jumlah nodus akan meningkat seiring dengan jumlah 

tunas yang terbentuk. Kemudian, jumlah nodus berbanding terbalik dengan tinggi 

tunas yang dihasilkan. Sesuai dengan penjelasan Švécarová et al., (2019) bahwa 

tanaman poliploidi umumnya memiliki tunas yang lebih pendek, nodus lebih 

banyak, serta ruas internodal yang lebih pendek daripada tanaman diploid, 

sehingga menjadikan tanaman poliploid memiliki tunas yang lebih banyak.  

4.3.4 Pengaruh Konsentrasi Oryzalin Terhadap Jumlah Daun Eksplan 

Tanaman Alfalfa (Medicago sativa L.) 

 

Jumlah daun alfalfa pada tiap perlakuan bertambah sejalan dengan 

bertambahnya konsentrasi oryzalin yang diberikan. Konsentrasi oryzalin 

berpengaruh secara nyata signifikan terhadap pertumbuhan daun setelah dilakukan 

uji analisis (Gambar 4.14). Perlakuan konsentrasi 0 µM (kontrol) tidak berbeda 

secara nyata terhadap konsentrasi 25 µM dan 50 µM. Perlakuan konsentrasi 25 

µM berbeda nyata terhadap konsentrasi 75 µM dan 100 µM. Perlakuan 

konsentrasi 50 µM tidak berbeda nyata dengan konsentrasi 75 µM dan 100 µM. 

Konsentrasi kontrol memiliki nilai rerata jumlah daun terkecil, yaitu sebanyak 3 

helai per eksplan. Konsentrasi 100 µM memiliki nilai rerata jumlah daun terbesar, 

yaitu sebanyak 5,4 helai per eksplan. 



 

48 
 

 

Gambar 4.14 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap rata-rata jumlah daun 

tanaman alfalfa (Medicago sativa L.) 
 (Keterangan: Perbedaan huruf menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan DMRT p>0,05) 

Bertambahnya jumlah daun berhubungan secara linier dengan jumlah tunas. 

Hal tersebut sejalan dengan hasil penelitian Sukamto et al., (2015) menjelaskan 

bahwa terdapat pengaruh signifikan induksi poliploid menggunakan oryzalin garut 

(Maranta arundinacea L.) poliploid hasil induksi poliploid oryzalin memiliki 

jumlah daun yang berbeda secara nyata dengan perlakuan kontrol. Jumlah daun 

bertambah seiring dengan bertambahnya tunas yang muncul. Perlakuan garut 

konsentrasi oryzalin 10 µM menghasilkan rerata daun sebanyak per 5,94 per 

tanaman. Sedangkan, perlakuan garut konsentrasi kontrol menghasilkan daun 

sebanyak 5,22 per tanaman. 

Jumlah daun meningkat seiring dengan meningkatnya nodus pada beberapa 

tanaman hasil poliploidisasi. Jumlah daun dijadikan sebagai karakter morfologi 

keberhasilan induksi poliploidi dikarenakan daun merupakan organ utama tempat 

terjadinya fotosintesis. Sehingga apabila jumlah daun bertambah secara 

signifikan, diharapkan dapat menambah laju fotosintesis tanaman. Penambahan 

laju fotosintesis secara langsung berpengaruh pada kecepatan metabolisme 

tanaman. Alfalfa merupakan tanaman medik yang sebagian besar dimanfaatkan 

organ daunnya karena memiliki kadar protein serta klorofil tertinggi. 

Bertambahnya jumlah daun hasil perlakuan terbaik konsentrasi oryzalin sebanyak 

75 µM dan 100 µM oryzalin diharapkan dapat lebih meningkatkan biomassa 

tanaman alfalfa. 
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4.3.5 Pengaruh Konsentrasi Oryzalin Terhadap Luas Daun Eksplan 

Tanaman Alfalfa (Medicago sativa L.) 

 

Pengamatan ukuran luas daun didapatkan dari panjang × lebar daun. 

Pengamatan parameter ini merupakan salah satu ciri keberhasilan induksi 

poliploidi secara tidak langsung dalam aspek morfologi. Rata-rata luas daun 

menunjukkan peningkatan dan oryzalin berpengaruh secara signifikan sesuai 

dengan konsentrasi oryzalin yang diberikan. Setiap perlakuan konsentrasi oryzalin 

memiliki luas daun yang berbeda nyata (Gambar 4.15). Rerata luas daun tertinggi 

didapatkan pada alfalfa perlakuan 100 µM, sebesar 61,05 mm. Kemudian, rerata 

luas daun terendah didapatkan pada alfalfa perlakuan 0 µM, yakni sebesar 13 mm. 

 

Gambar 4.15 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap rata-rata luas daun (panjang 

× lebar) tanaman alfalfa (Medicago sativa L.) 
(Keterangan: Perbedaan huruf menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan DMRT p>0,05) 

Tolak ukur keberhasilan poliploidisasi dapat dilihat secara tidak langsung 

melalui morfologi daun tanaman, meliputi: bentuk daun, warna daun, panjang 

daun, dan lebar daun (Allum et al., 2007; Ermayanti et al., 2018; Talebi et al., 

2017). Hasil pengamatan menunjukkan bahwa ukuran daun alfalfa meningkat 

sejalan dengan penambahan konsentrasi oryzalin (Gambar 4.16). Pada konsentrasi 

senyawa antimitotik yang optimum, akan dihasilkan tanaman poliploid dengan 

struktur daun yang lebih hijau, tebal, serta memiliki ukuran yang lebih besar 

dibandingkan tanaman diploid (Handayani & Witjaksono, 2017). Warna daun 

yang lebih hijau berasal dari meningkatnya jumlah klorofil pada daun yang 

berfungsi untuk meningkatkan laju fotosintesis selnya. Tanaman poliploid 

memiliki kromosom lebih dari dua set.  
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Gambar 4.16 Pengaruh konsentrasi oryzalin terhadap ukuran luas daun tanaman 

alfalfa (Medicago sativa L.). Keterangan: A) Kontrol, B) 

Konsentrasi 25 µM, C) Konsentrasi 50 µM, D) Konsentrasi 75 µM, 

E) Konsentrasi 100 µM 
(Keterangan: Daun usia 6 minggu HST)  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi oryzalin 

yang digunakan, berbanding lurus dengan penambahan ukuran daun alfalfa. Hal 

tersebut diperkuat dengan hasil penelitian pada tanaman Agastache foeniculum L. 

Induksi oryzalin 25 µM berpengaruh nyata terhadap tingkat poliploidi tanaman A. 

foeniculum L. Daun A. foeniculum L diploid memiliki panjang 45.14±0.72 mm 

dan lebar 40.45±1.01 mm. Sementara daun tetraploid memiliki panjang 57.23± 

0.43 mm dan lebar. 46.14± 0.90 mm (Talebi et al., 2017). 

Bertambahnya ukuran sel poliploid disebabkan adanya penggandaan 

kromosom, sehingga sel akan menekan dinding sel ke arah luar menyebabkan 

ukuran sel poliploid lebih besar dibanding diploid (Ermayanti et al., 2018). 

Peningkatan ukuran sel umumnya akan diikuti dengan bertambahnya organ 

tanaman, baik organ vegetatif maupun generatif seperti daun, batang, akar, bunga, 

dan buah (Sari et al., 2017). 

Terdapat dua cara pembentukan derajat ploidi dan efeknya pada ukuran 

organ tanaman, yaitu dengan mekanisme endoreduplikasi dan Whole-Genome 

Multiplication (WGM) (Lee et al., 2009). Endoreduplikasi mampu meningkatkan 

ukuran sel, namun tidak dapat meningkatkan ukuran organ, dikarenakan 

endoreduplikasi tidak mengubah total salinan genom. Sementara mekanisme 

WGM mampu meningkatkan ukuran sel serta berakibat pada meningkatkan 
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ukuran organ tanaman. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ukuran nuklear, 

ukuran sel, dan ukuran organ bertambah dengan adanya poliploidi. Ukuran inti 

dan ukuran sel memiliki rasio yang konstan. Namun, pengurangan inti tidak 

mengurangi ukuran sel, sehingga didapatkan kesimpulan bahwa ukuran inti tidak 

mempengaruhi ukuran sel. Kemungkinan poliploid secara langsung 

mempengaruhi baik ukuran inti dan ukuran sel (Robinson et al., 2018). 

4.4 Tanaman Alfalfa (Medicago sativa L.) dalam Perspektif Islam 

Tumbuhan merupakan salah satu ciptaan Allah yang memiliki berbagai fungsi 

dalam kehidupan manusia. Allah menciptakan berbagai macam tumbuhan sesuai 

dengan fungsinya. Sebagaimana Firman Allah SWT dalam surat At-Thaha ayat 53 

sebagai berikut. 

                                  

         

Artinya:”Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah 

menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit 

air hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis 

dari tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam” (QS. At-Thahaa:20/53). 

Ayat diatas memaparkan tentang variasi tumbuhan. Ibnu Katsir dalam 

tafsirnya (2004) menjelaskan bahwa Allah yang telah menjadikan bumi sebagai 

hamparan, berarti bumi sebagai tempat tinggal makhluk hidup, dan dibuka 

berbagai jalan diatas permukaan bumi. Kemudian Allah menurunkan berbagai 

macam tumbuh-tumbuhan dengan berbagai variasi buah dari segi warna, rasa, 

aroma, bentuk, ukuran dan tekstur.  

Pelajaran yang diambil dari perbedaan warna pada berbagai jenis tanaman 

tersebut yakni adanya variasi warna berkaitan dengan kandungan tanaman. Warna 

hijau pada tanaman disebabkan oleh kandungan klorofil pada tanaman. Semakin 

hijau tanaman tersebut maka semakin tinggi pula kandungan klorofil tanaman. 

Klorofil merupakan senyawa yang berfungsi sebagai pigmen hijau tanaman. 

Klorofil berfungsi sebagai penyerap cahaya saat fotosintesis (Viera et al., 2019). 

Alfalfa merupakan salah satu jenis tanaman legum yang dimanfaatkan kandungan 

klorofilnya yang tinggi. Sesuai dengan firman Allah dalam surat Al-Luqman ayat 

10 berikut. 
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                                     

                         

Artinya:”Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia 

meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak 

menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala 

macam jenis binatang. dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu 

Kami tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang 

baik”(QS. Al-Luqman:31/10). 

Ibnu Katsir (2004) menyatakan bahwa dalam ayat ini Allah menjelasan 

tentang kekuasaan-Nya yang agung dalam menciptakan langit dan bumi, serta 

isinya. Kalimat (  مِن كُلِّ  زَوْج   كَرِيم) berati segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik, 

yakni indah dipandang dan memiliki manfaat bagi manusia. Hujan diturunkan 

Allah untuk memenuhi keberlangsungan makhluk hidup, Salah satunya untuk 

menumbuhkan berbagai macam tanaman yang baik. Tanaman yang baik 

merupakan jenis tanaman yang memiliki banyak manfaat, baik untuk kesehatan 

manusia maupun makhluk hidup lainnya. Allah tidak akan menciptakan sesuatu 

hal tanpa adanya manfaat didalamnya. Sehingga hal ini berkaitan dengan alfalfa 

sebagai sumber klorofil dan metabolit sekunder. Klorofil alfalfa dan metabolit 

sekunder yang berasal dari daun banyak digunakan masyarakat untuk obat alami 

berbagai penyakit (Mikaili & Shayegh, 2011).  

                               

        

Artinya:”Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-tanaman; 

zaitun, korma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya 

pada yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi 

kaum yang memikirkan” (QS. An-Nahl:16/11). 

 

Ibnu katsir (2004) menyatakan maksud dari ayat diatas ialah Allah telah 

menumbuhkan berbagai macam tumbuhan dari air hujan. Dalil ini sebagai bukti 

bahwasanya tidak ada Illah yang berhak disembah kecuali Allah. Tumbuhan 

merupakan salah satu tanda kekuasaan yang diciptakan Allah. Namun tanda 

kekuasaan itu hanya mampu dilihat oleh manusia yang berfikir. Salah satu tanda 

kekuasaan Allah pada penciptaan tumbuhan ialah dalam tahap perkembangan 
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tumbuhan terdapat berbagai mekanime metabolisme terjadi dengan sangat teratur. 

Metabolisme tumbuhan secara garis besar terdiri dari fotosintesis dan transpirasi 

(Bhatla & Lal, 2018). Segala proses metabolisme tumbuhan diatur oleh adanya 

gen. Manusia dibekali Allah dengan akal untuk melakukan penelitian dan inovasi 

agar semakin melihat tanda kekuasaan Allah. 

Tanaman poliploid merupakan salah satu bentuk inovasi manusia dalam 

mengembangkan fungsi tanaman. Teknik untuk mendapatkan tanaman poliploid 

disebut poliploidisasi. Poliploidisasi berfungsi untuk menggandakan kromosom. 

Kromosom yang mengganda memungkinkan penggandaan kerja gen sebagai 

pengkode berbagai metabolisme tanaman. Poliploidisasi dalam penelitian ini 

menggunakan senyawa oryzalin. Anitha et al., (2017) menerangkan bahwa 

rentang toleransi tanaman terhadap konsentrasi oryzalin berbeda-beda. 

Keberhasilan induksi poliploid berhubungan dengan konsentrasi oryzalin yang 

diberikan. Sesuai dengan firman Allah tentang segala hal diciptakan sesuai dengan 

ukurannya pada surat Al-Hijr ayat 19 berikut. 

                              

Artinya:”Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya 

gunung-gunung dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut 

ukuran” (QS. Al-Hijr:15/19). 

Dalam ayat tersebut menuturkan bahwa Allah menciptakan bumi membentang 

luas, gunung-gunung yang tegak, lembah-lembah, tanah, pasir, dan berbagai 

tumbuh-tumbuhan yang sesuai. Kalimat (  وْزُون  berarti segala sesuatu (مِن كُلِّ  شَىْء   مَّ

dengan ukuran, segala hal yang telah memiliki ukurannya masing-masing (Katsir, 

2004). Allah telah menciptakan segala bentuk dengan seimbang. Hal ini sejalan 

dengan pemberian oryzalin pada induksi poliploidi alfalfa. Peneliti harus 

menemukan konsentrasi yang tepat untuk induksi poliploidi. Keberhasilan 

poliploidi dilihat dari karakter stomata dan fenotipik alfalfa. 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dipaparkan, maka dapat disimpulkan 

sebagai berikut: 

1. Konsentrasi oryzalin berpengaruh nyata terhadap karakter stomata tunas 

in-vitro alfalfa (Medicago sativa L.). Konsentrasi 75 µM dan 100 µM 

memberikan pengaruh yang optimal terhadap karakter stomata, meliputi: 

panjang stomata sebesar 42,27 µm dan 45,73 µm, lebar stomata 38,58 µm 

dan 45,69 µm, kerapatan stomata 4,24 mm
-2

 dan 4,03 mm
-2

, serta jumlah 

kloroplas 18,15 dan 20,27. 

2. Konsentrasi oryzalin berpengaruh nyata terhadap karakter fenotipik tunas 

in-vitro alfalfa (Medicago sativa L.). Konsentrasi 75 µM dan 100 µM 

memberikan pengaruh yang optimal terhadap karakter fenotipik tunas, 

meliputi: tinggi tunas sebesar 4,1 cm dan 2,8 cm, jumlah tunas 6,4 tunas 

dan 7 tunas, jumlah nodus 3,2 dan 4,6, jumlah daun 5,2 dan 5,4, serta luas 

daun 37,05 mm
2
 dan 61,05 mm

2
. 

5.2 Saran 

Saran dari penelitian yang telah dilakukan sebagai berikut: 

1. Peneliti selanjutnya dapat meningkatkan konsentrasi pemberian oryzalin 

agar didapatkan konsentrasi maksimum oryzalin pada induksi mutasi 

alfalfa 

2. Perlu dilakukan penelitian lanjut untuk mendeteksi derajat keberhasilan 

induksi poliploidi alfalfa menggunakan parameter flowsitometer, jumlah 

kromosom, kandungan klorofil, dan kandungan metabolit sekunder. 

3. Perlu dilakukan subkultur berulang sampai didapatkan tanaman poliploid 

yang stabil. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Data Hasil Pengamatan 

1. Karakter Stomata 

 

Perlakuan 

Oryzalin (µM) 
U 

Kerapatan 

Stomata (mm
-2

) 

Panjang 

Stomata 

(µm) 

Lebar 

Stomata 

(µm) 

Jumlah 

Kloroplas 

(Per Daun) 

0 

1 13.055 30.14 23.87 14.00 

2 9.792 28.74 30.63 13.00 

3 8.568 26.91 32.33 13.00 

4 11.628 29.93 23.87 13.00 

5 11.015 28.82 28.55 12.66 

Rerata 9.010 28.9 27.85 13.132 

25 

1 7.752 34.95 34.55 17.00 

2 8.364 31.9 32.96 16.66 

3 8.568 36.95 38.19 16.00 

4 7.344 34.65 39.97 15.33 

5 6.936 32.3 30.38 16.00 

Rerata 7.793 34.15 35.21 16.198 

50 

1 7.994 39.48 39.93 17.00 

2 6.712 40.78 37.20 17.00 

3 5.508 38.07 31.83 18.00 

4 5.304 44.69 41.23 17.33 

5 5.672 41.15 36.06 17.00 

Rerata 6.238 40.83 37.25 17.266 

75 

1 4.488 48.995 39.82 17.76 

2 3.264 43.26 38.03 19.00 

3 4.692 36.88 36.89 17.00 

4 3.672 43.79 38.30 19.33 

5 5.099 38.43 39.88 17.67 

Rerata 4.243 42.27 38.58 18.152 

100 

1 3.059 42.67 55.82 19.333 

2 5.099 50.41 42.75 21.00 

3 4.692 49.44 43.80 21.333 

4 3.672 45.72 41.74 19.00 

5 3.672 40.41 44.36 20.67 

Rerata 4.039 45.73 45.69 20.267 
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2. Karakter Fenotip 

 

Perlakuan 

Oryzalin  
U 

Persentase 

Daya 

Hidup 

Kecambah 

Tinggi 

Tunas 

(cm) 

Jumlah Tunas 
Jumlah 

Nodus 

(µM) (pereksplan) (pereksplan) 

0 

1 86.66 2.5 3.0 1.0 

2 86.66 1.8 2.0 1.0 

3 100 1.5 3.0 2.0 

4 93.33 1.9 3.0 3.0 

5 86.66 2.8 4.0 2.0 

Rerata 90.66 2.1 3 1.8 

25 

1 80 3.8 4.0 2.0 

2 66.66 2.8 5.0 3.0 

3 86.66 3.8 4.0 2.0 

4 73.33 3.0 3.0 3.0 

5 66.66 2.6 5.0 1.0 

Rerata 74.66 3.2 4.3 2.2 

50 

1 66.66 3.0 5.0 3.0 

2 60 3.2 6.0 4.0 

3 60 3.4 5.0 4.0 

4 53.33 4.0 6.0 2.0 

5 66.66 3.0 6.0 2.0 

Rerata 61.33 3.3 5.6 3 

75 

1 60 4.5 6.0 3.0 

2 60 5.0 6.0 4.0 

3 53.33 3.5 7.0 3.0 

4 46.66 4.1 8.0 2.0 

5 60 3.5 5.0 4.0 

Rerata 55.99 4.1 6.4 3.2 

100 

1 53.33 2.5 7.0 5.0 

2 46.66 3.1 7.0 5.0 

3 53.33 2.9 8.0 4.0 

4   60 1.8 8.0 4.0 

5 53.33 3.8 5.0 5.0 

Rerata 53.33 2.8 7 4.6 
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Perlakuan 

Oryzalin 

(µM) 

U 
Jumlah Daun 

(Pereksplan) 

Panjang 

Daun 

(mm) 

Lebar Daun 

(mm) 

Luas 

Daun 

(PXL) 

0 

1 3.0 4.0 4.5 18 

2 3.0 3.5 4.0 14 

3 1.0 3.5 3.0 10.5 

4 5.0 4.5 3.0 13.5 

5 3.0 3.0 3.0 9 

Rerata 3 3.7 3.5 13 

25 

1 3.0 4.5 5.0 22.5 

2 2.0 3.5 5.0 17.5 

3 3.0 4.0 5.5 22 

4 4.0 4.0 5.0 20 

5 3.0 4.0 4.5 18 

Rerata 3 4 5 20 

50 

1 3.0 5.5 6.0 33 

2 3.0 5.0 5.5 27.5 

3 4.0 4.5 6.0 27 

4 6.0 5.0 5.0 25 

5 3.0 4.0 5.5 22 

Rerata 3.8 4.8 5.6 26.9 

75 

1 5.0 6.0 7.0 42 

2 4.0 5.5 5.5 30.25 

3 4.0 6.5 6.0 39 

4 8.0 5.0 6.0 30 

5 5.0 5.5 8.0 44 

Rerata 5.2 5.7 6.5 37.05 

100 

1 6.0 8.0 9.0 72 

2 4.0 7.0 8.0 56 

3 6.0 6.5 7.0 45.5 

4 5.0 7.5 8.5 63.75 

5 6.0 8.0 8.5 68 

Rerata 5.4 7.4 8.2 61.05 
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Lampiran 2. Data Hasil SPSS  

1. Daya Hidup Kecambah 

 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  DayaHidupKeca

mbah 

N 25 

Normal Parameters
a
 Mean 67.1964 

Std. Deviation 15.26526 

Most Extreme Differences Absolute .201 

Positive .201 

Negative -.139 

Kolmogorov-Smirnov Z 1.007 

Asymp. Sig. (2-tailed) .263 

a. Test distribution is Normal.  

 

Test of Homogeneity of Variances 

DayaHidupKecambah   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.151 4 20 .362 

 

 

DayaHidupKecambah 

Duncan     

Konsentrasi uM N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Konsentrasi 100 uM 5 53.3300   

Konsentrasi 75 uM 5 55.9980   

Konsentrasi 50 uM 5 61.3300   

Konsentrasi 25 uM 5  74.6620  

Konsentrasi 0 uM 5   90.6620 

Sig.  .072 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 

 

2. Kerapatan Stomata 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  KerapatanStoma

ta 

N 25 

Normal Parameters
a
 Mean 6.63300 

Std. Deviation 2.764747 

Most Extreme Differences Absolute .156 

Positive .156 



 
 

 
66 

 

Negative -.098 

Kolmogorov-Smirnov Z .780 

Asymp. Sig. (2-tailed) .578 

a. Test distribution is Normal.  

 

Test of Homogeneity of Variances 

KerapatanStomata   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.691 4 20 .191 

 

 

ANOVA 

KerapatanStomata     

 Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups 158.732 4 39.683 32.107 .000 

Within Groups 24.720 20 1.236   

Total 183.452 24    

 

 

KerapatanStomata 

Duncan      

Konsentrasi uM N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Konsentrasi 100 uM 5 4.03880    

Konsentrasi 75 uM 5 4.24300    

Konsentrasi 50 uM 5  6.23800   

Konsentrasi 25 uM 5   7.79280  

Konsentrasi 0 uM 5    1.08524E1 

Sig.  .774 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  

 

3.  Panjang Stomata 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  PanjangStomata 

N 25 

Normal Parameters
a
 Mean 38.3786 

Std. Deviation 6.85528 

Most Extreme Differences Absolute .092 

Positive .092 

Negative -.059 

Kolmogorov-Smirnov Z .462 

Asymp. Sig. (2-tailed) .983 

a. Test distribution is Normal.  
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Test of Homogeneity of Variances 

PanjangStomata   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2.516 4 20 .074 

 

ANOVA 

PanjangStomata      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 913.981 4 228.495 21.365 .000 

Within Groups 213.896 20 10.695   

Total 1127.877 24    

 

 

PanjangStomata 

Duncan      

Konsentrasi uM N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Konsentrasi 0 uM 5 28.9080    

Konsentrasi 25 uM 5  34.1500   

Konsentrasi 50 uM 5   40.8340  

Konsentrasi 75 uM 5   42.2710 42.2710 

Konsentrasi 100 uM 5    45.7300 

Sig.  1.000 1.000 .495 .110 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  

 

4.  Lebar Stomata 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  LebarStomata 

N 25 

Normal Parameters
a
 Mean 36.9176 

Std. Deviation 6.88619 

Most Extreme Differences Absolute .100 

Positive .100 

Negative -.098 

Kolmogorov-Smirnov Z .499 

Asymp. Sig. (2-tailed) .964 

a. Test distribution is Normal.  

   

 

Test of Homogeneity of Variances 

LebarStomata   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.368 4 20 .280 
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ANOVA 

LebarStomata      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 825.249 4 206.312 13.190 .000 

Within Groups 312.821 20 15.641   

Total 1138.070 24    

 

LebarStomata 

Duncan     

Konsentrasi uM N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Konsentrasi 0 uM 5 27.8500   

Konsentrasi 25 uM 5  35.2100  

Konsentrasi 50 uM 5  37.2500  

Konsentrasi 75 uM 5  38.5840  

Konsentrasi 100 uM 5   45.6940 

Sig.  1.000 .216 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 

 

5.  Jumlah Kloroplas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  JumlahKloroplas 

N 25 

Normal Parameters
a
 Mean 17.0029 

Std. Deviation 2.50686 

Most Extreme Differences Absolute .140 

Positive .105 

Negative -.140 

Kolmogorov-Smirnov Z .698 

Asymp. Sig. (2-tailed) .715 

a. Test distribution is Normal.  

 

Test of Homogeneity of Variances 

JumlahKloroplas   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.904 4 20 .480 

 

ANOVA 

JumlahKloroplas     

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 138.366 4 34.591 55.527 .000 

Within Groups 12.459 20 .623   

Total 150.825 24    
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JumlahKloroplas 

Duncan      

Konsentrasi uM N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Konsentrasi 0 uM 5 13.1320    

Konsentrasi 25 uM 5  16.1980   

Konsentrasi 50 uM 5   17.2660  

Konsentrasi 75 uM 5   18.1520  

Konsentrasi 100 uM 5    20.2666 

Sig.  1.000 1.000 .091 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  

      

 

 

6. Tinggi Tunas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  TinggiTunas 

N 25 

Normal Parameters
a
 Mean 3.1120 

Std. Deviation .86281 

Most Extreme Differences Absolute .080 

Positive .080 

Negative -.079 

Kolmogorov-Smirnov Z .400 

Asymp. Sig. (2-tailed) .997 

a. Test distribution is Normal.  

 

Test of Homogeneity of Variances 

TinggiTunas    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.481 4 20 .750 

 

 

ANOVA 

TinggiTunas      

 Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups 10.882 4 2.721 7.791 .001 

Within Groups 6.984 20 .349   

Total 17.866 24    
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TinggiTunas 

Duncan     

Konsentrasi uM N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Konsentrasi 0 uM 5 2.1000   

Konsentrasi 100 uM 5 2.8200 2.8200  

Konsentrasi 25 uM 5  3.2000  

Konsentrasi 50 uM 5  3.3200  

Konsentrasi 75 uM 5   4.1200 

Sig.  .068 .220 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 

7.  Jumlah Tunas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  JumlahTunas 

N 25 

Normal Parameters
a
 Mean 5.2400 

Std. Deviation 1.71464 

Most Extreme Differences Absolute .124 

Positive .116 

Negative -.124 

Kolmogorov-Smirnov Z .622 

Asymp. Sig. (2-tailed) .834 

a. Test distribution is Normal.  

 

 

Test of Homogeneity of Variances 

JumlahTunas    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.679 4 20 .615 

 

 

ANOVA 

JumlahTunas      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 53.360 4 13.340 15.512 .000 

Within Groups 17.200 20 .860   

Total 70.560 24    

 

 

JumlahTunas 

Duncan     

Konsentrasi uM N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Konsentrasi 0 uM 5 3.0000   
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Konsentrasi 25 uM 5 4.2000   

Konsentrasi 50 uM 5  5.6000  

Konsentrasi 75 uM 5  6.4000 6.4000 

Konsentrasi 100 uM 5   7.0000 

Sig.  .054 .188 .319 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 

8.  Jumlah Nodus 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  JumlahNodus 

N 25 

Normal Parameters
a
 Mean 2.9600 

Std. Deviation 1.24097 

Most Extreme Differences Absolute .180 

Positive .180 

Negative -.159 

Kolmogorov-Smirnov Z .902 

Asymp. Sig. (2-tailed) .390 

a. Test distribution is Normal.  

   

 

Test of Homogeneity of Variances 

JumlahNodus   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.412 4 20 .798 

 

 

ANOVA 

JumlahNodus      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 23.360 4 5.840 8.588 .000 

Within Groups 13.600 20 .680   

Total 36.960 24    

 

 

JumlahNodus 

Duncan     

Konsentrasi uM N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Konsentrasi 0 uM 5 1.8000   

Konsentrasi 25 uM 5 2.2000 2.2000  

Konsentrasi 50 uM 5  3.0000  

Konsentrasi 75 uM 5  3.2000  

Konsentrasi 100 uM 5   4.6000 

Sig.  .452 .083 1.000 
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JumlahNodus 

Duncan     

Konsentrasi uM N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Konsentrasi 0 uM 5 1.8000   

Konsentrasi 25 uM 5 2.2000 2.2000  

Konsentrasi 50 uM 5  3.0000  

Konsentrasi 75 uM 5  3.2000  

Konsentrasi 100 uM 5   4.6000 

Sig.  .452 .083 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 

9.  Jumlah Daun 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  JumlahDaun 

N 25 

Normal Parameters
a
 Mean 4.0800 

Std. Deviation 1.55242 

Most Extreme Differences Absolute .197 

Positive .197 

Negative -.163 

Kolmogorov-Smirnov Z .983 

Asymp. Sig. (2-tailed) .288 

a. Test distribution is Normal.  

 

Test of Homogeneity of Variances 

JumlahDaun    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.552 4 20 .700 

 

ANOVA 

JumlahDaun      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 27.040 4 6.760 4.390 .010 

Within Groups 30.800 20 1.540   

Total 57.840 24    

 

 

JumlahDaun 

Duncan    

Konsentrasi uM N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

Konsentrasi 0 uM 5 3.0000  

Konsentrasi 25 uM 5 3.0000  
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Konsentrasi 50 uM 5 3.8000 3.8000 

Konsentrasi 75 uM 5  5.2000 

Konsentrasi 100 uM 5  5.4000 

Sig.  .347 .067 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 

 

10.  Luas Daun 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  LuasDaun 

N 25 

Normal Parameters
a
 Mean 31.5200 

Std. Deviation 17.14444 

Most Extreme Differences Absolute .181 

Positive .181 

Negative -.149 

Kolmogorov-Smirnov Z .907 

Asymp. Sig. (2-tailed) .384 

a. Test distribution is Normal.  

 

Test of Homogeneity of Variances 

LuasDaun    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.837 4 20 .161 

 

 

ANOVA 

LuasDaun      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 7017.515 4 1754.379 952.173 .000 

Within Groups 36.850 20 1.842   

Total 7054.365 24    

 

LuasDaun 

Duncan       

Konsentrasi uM N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Konsentrasi 0 uM 5 13.0000     

Konsentrasi 25 uM 5  20.0000    

Konsentrasi 50 uM 5   26.5000   

Konsentrasi 75 uM 5    37.0500  

Konsentrasi 100 uM 5     61.0500 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.   
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Lampiran 3. Media MS (Murashige dan skoog) 

Bahan Kimia 
Konsentrasi dalam 

Media (mg/L) 

Makro Nutrien 

NH4NO3 1650 

KNO3 1900 

CaCl2.H2O 440 

MgSO4.7H2O 370 

KH2PO4 170 

Iron 

Na2EDTA 37 

FeSO4.7H2O 27 

Mikro Nutrien 

MnSO4.4H2O 22,3 

ZnSO4.7H2O 8,6 

H3BO3 6,2 

KI 0,83 

NaMoO4.2H2O 0,25 

CuSO4.5H2O 0,025 

CoCl.6H2O 0,025 

Vitamin 

Glisin 2 

Asam Nikotin 0,5 

Pyrodoxin HCl 0,5 

Thyamine HCl 0,1 

Myo-inositol 100 

Tambahan 

Sukrosa 30000 

Agar 7000 
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Lampiran 4. Lembar Bukti Konsultasi 
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