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ABSTRAK

Penelitian induksi kalus akasia (Acacia mangium) dengan penambahan kombinasi 2,4-D
dan BAP pada media MS dilakukan di laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan Jurusan Biologi
Fakultas Sains dan Teknologi Maulana Malik Ibrahim Malang pada bulan Mei-Agustus 2014.
Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 2 faktor.
Faktor pertama perlakuan konsentrasi 2,4-D (Diclorophenoxyacetic acid) yaitu 0 mg/L, 1 mg/L, 2
mg/L, dan 4 mg/L. Faktor yang kedua yaitu perlakuan konsentrasi BAP (Benzyl amino purine)
yaitu 0 mg/L, 0,5 mg/L, dan 1 mg/L untuk menginduksi kalus akasia (Acacia mangium). Data
yang diperoleh dari penelitian ini dianalisis dengan Analisis Variansi (ANAVA) yang dilanjutkan
dengan uji DMRT 5%. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa perlakuan kombinasi 2,4-D dan
BAP berpengaruh terhadap munculnya kalus (p=0,00) tapi tidak perpengaruh terhadap persentase
eksplan berkalus (p=0,06). Kombinasi terbaik dalam menumbuhkan kalus akasia (Acacia
mangium) adalah 4 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BAP. Kombinasi tersebut mampu menginduksi kalus
dalam waktu 33 hari dengan persentase 77,78%. Selain itu kalus yang dihasilkan berwarna putih

dan bertekstur kompak.

Kata Kunci : Kalus Akasia (Acacia mangium), 2,4-D, BAP.

PENDAHULUAN

Acacia mangium, yang juga dikenal
dengan nama akasia adalah salah satu
spesies pohon yang cepat tumbuh yang
paling banyak digunakan dalam program
ilmu kehutanan dan perkebunan di seluruh
Asia dan Pasifik. Pertumbuhannya cepat,
kualitas kayunya baik dan kemampuan
toleransinya terhadap berbagai jenis tanah
dan lingkungan (National Research Council,
1983)

Akasia merupakan salah satu tanaman
industri yang sangat dibutuhkan dalam
pemenuhan bahan baku pulp. Hal ini
terbukti pada tahun 1984, telah dicanangkan
pembangunan Hutan Tanaman Industri
(HTI) di Indonesia. Kayu akasia telah dipilih
sebagai salah satu jenis favorit untuk
ditanam di areal HTI. Luas areal hutan
tanaman akasia di Indonesia dilaporkan
mencapai 67% dari total luas areal hutan
tanaman akasia di dunia (FAO, 2002).
Rimbawanto (2002) melaporkan bahwa
sekitar 80% dari areal hutan tanaman di
Indonesia yang dikelola oleh perusahaan

negara dan swasta terdiri dari akasia. Sekitar
1,3 juta ha hutan tanaman akasia telah
dibangun di Indonesia untuk tujuan produksi
kayu pulp (Departemen Kehutanan, 2003).

Industri pulp atau bubur kayu dan
kertas Indonesia merupakan salah satu
penyumbang terbesar di pasar internasional,
dimana industri pulp yang menempati nomor
9 dan industri kertas menempati nomor 11 di
dunia. Pada tahun 2017, kapasitas pabrik
pulp diproyeksi meningkat 26,5% menjadi
sekitar 10 juta ton. Peningkatan kapasitas ini
akan  berdampak pada  peningkatan
kebutuhan bahan baku kayu. Peningkatan
tersebut diprediksi mencapai 45 juta m®,
naik 27,5% jika dibandingkan pada tahun
2013 (Kementrian Perindustrian Republik
Indonesia, 2013).

Seperti halnya industri pulp, kapasitas
produksi kertas pada tahun 2017 juga
diprediksi meningkat menjadi 17 juta ton
atau naik 22,3% dibandingkan tahun 2013
yang sebanyak 13,9 juta ton. VVolume ekspor
pulp mencapai 3,1 juta ton dan Kertas
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sebanyak 4,2 juta ton. Peningkatan kapasitas
industri pulp dan kertas dalam negeri
tersebut disebabkan karena kebutuhan kertas
dunia yag meningkat rata-rata 2,1% per
tahun (Kementrian Perindustrian Republik
Indonesia, 2013).

Sebagai salah satu jenis pohon prioritas
dalam penanaman Hutan Tanaman Industri
(HTI), keberhasilan penanaman akasia perlu
ditunjang oleh ketersediaan benih yang
bermutu, baik dalam jumlah yang cukup dan
juga tersedia pada saat dibutuhkan. Oleh
karena itu, langkah-langkah yang menjamin
pengadaan benih secara terus-menerus, baik
dalam  mutu maupun jumlah yang
dibutuhkan sangat dirasakan urgensinya.

Akasia pada umumnya dibudidayakan
melalui perbanyakan secara generatif yaitu
dengan menggunakan biji atau diperbanyak
melalui perbanyakan secara vegetatif yaitu
dengan mencangkok, stek, dan lain-lain.
Namun untuk memenuhi permintaan pasar
yang  semakin  meningkat  tersebut,
perbanyakan dengan cara konvensional
tidaklah efektif untuk mendapatkan bibit
yang unggul dan seragam dalam waktu yang
relatif singkat. Kelemahan perbanyakan
secara konvensional adalah membutuhkan
waktu yang cukup lama dalam pengadaan
bibit dari mulai benih hingga menghasilkan
biji kembali. Seperti yang diungkapkan
Krisnawati (2011), bahwa akasia mulai
berbunga dan menghasilkan biji sekitar 18-
20 bulan setelah tanam. Selain itu dari segi
genetik, kualitas biji yang dihasilkan belum
diketahui secara pasti dan belum tentu
seragam. Namun seiring dengan kemajuan
teknologi, teknik kultur in vitro menjadi
alternatif dalam perbanyakan akasia karena
dapat menghasilkan banyak bibit yang
unggul dan seragam dalam waktu yang
singkat.

Kultur in vitro adalah suatu teknik
isolasi  bagian-bagian tanaman, seperti
jaringan, organ, ataupun embrio, lalu
dikultur pada medium buatan yang steril
sehingga bagian-bagian tanaman tersebut
dapat bergenerasi dan berdiferensiasi
menjadi tanaman lengkap (Winata, 1987).
Zulkarnain (2009) menambahkan, dengan
kultur in vitro, rekombinasi acak dari
karakter genetik yang terjadi pada

perbanyakan seksual (melalui biji) dapat
dihindarkan. Oleh karena itu, tanaman yang
dihasilkan secara genetik akan identik
dengan induknya.

Induksi kalus merupakann salah satu
teknik dalam kultur in vitro yang bertujuan
untuk perbanyakan secara masal. Kalus
merupakan sumber bahan tanam yang sangat
penting dalam meregenerasi tanaman yang
baru. Setiap selnya memiliki kemampuan
membentuk organisme baru. Oleh karena
itu, dengan menginduksi kalus pemenuhan
bibit akasia dapat dicapai dalam waktu
singkat dan hasil yang banyak. Selain itu,
penggunaan kalus akan sangat
menguntungkan karena pembentukan kalus
dapat diinisiasi dari jaringan manapun dari
tanaman.

Keberhasilan kultur in vitro ditentukan
oleh media. Media mempunyai 2 fungsi
utama, yaitu untuk menyuplai nutrisi dan
untuk mengarahkan pertumbuhan melalui
zat pengatur tumbuh. Zat pengatur tumbuh
(ZPT) vyang sering digunakan untuk
menginduksi pembentukan kalus adalah
auksin dan sitokinin. Diantara golongan
auksin yang umum digunakan pada media
kultur in vitro adalah 24-D (24-
Dichlorophenoxy acetid acid). Menurut
Indah dan Ermavitalini (2013), 2,4-D
memiliki sifat lebih stabil jika dibandingkan
auksin lain seperti IAA karena tidak mudah
terurai oleh enzim-enzim yang dikeluarkan
oleh sel tanaman ataupun oleh pemanasan
pada saat sterilisasi. Selain  auksin,
pemberian sitokinin juga berperan dalam
menginduksi kalus diamana perananya
memicu pembelahan sel. Salah satu
golongan sitokinin yang sering digunakan
dalam kultur in vitro adalah BAP (6-Benzyl
amino purine). BAP memiliki sifat stabil,
tidak mahal dan lebih efektif jika
dibandingkan dengan kinetin.

Beberapa penelitian mengenai 2,4-D
dan BAP untuk menginduksi kalus telah
dilakukan. Lizawati dkk (2012)
menunjukkan bahwa perlakuan 4 ppm 2,4-D
dengan  kombinasi 0,5 ppm BAP
menghasilkan kalus eksplan daun durian
yang pling cepat yaitu 8 hari setelah tanam
dibandingkan dengan perlakuan yang lain.
Penelitiana Argaloka (2013), menunjukkan
persentase kalus kotiledon Acacia mangium
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tertinggi diperoleh pada media MS yang
diberi 1 mg/L BAP ditambah 2 mg/L 2,4-D
yaitu  persentase  83,3%.  Persentase
terbentuknya kalus dan perkembangan kalus
jati tertinggi dicapai pada perlakuan 1,5
mg/L 2,4-D dan 1 mg/L BAP dalam
penelitian Armaniar (2004) yaitu sebesar
100%. Kalus yang terbentuk berwarna hijau
hingga hijau keputihan.

Konsentrasi 2,4-D dan BAP yang
digunakan dalam penelitian ini merujuk
pada  penelitian-penelitian  sebelumnya
seperti pada penjelasan diatas. Berdasarkan
pemahaman di atas, penelitian dengan judul
“induksi kalus akasia (Acacia mangium)
dengan penambahan 2,4-D dan BAP pada
media MS” diharapkan mampu menginduksi
kalus akasia.

BAHAN DAN METODE

Penelitian  ini  dilaksanakan  di
Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan
Jurusan Biologi Fakultas Sains dan
Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN)
Maulana Malik Ibrahim Malang, pada bulan
Mei-Agustus 2014.

Bahan yang digunakan  dalam
penelitian ini adalah eksplan filodia (daun
semu) akasia yang masih muda yang
ditumbuhkan dalam rumah kaca. Eksplan
dicuci dengan detergent cair lalu dibilas
dengan air mengalir hingga bersih.
Selanjutnya  eksplan  direndam  dalam
fungisida 5% selama 1 jam kemudian dibilas
dengan air mengalir. Sterilisasi selanjutnya
dilakukan didalam LAF dengan cara
eksplan direndam dalam larutan NaOCI
30%, 20%, 10% masing-masing 10 menit,
lalu dibilas dengan aquades steril sebanyak
tiga kali, dan selanjutnya direndam pada
larutan iodine selama 1 menit. Media dasar
yang digunakan adalah media MS yang
dipadatkan dengan agar 7 g/l.

Rancangan penelitian yang digunakan
dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan menggunakan 2
faktor perlakuan. Faktor pertama adalah
konsentrasi 2,4-D yang terdiri dari 4 taraf :
D1 =0 mg/l 2,4-D; D2 = 1mg/l 2,4-D; D3 =
2 mg/l 2,4-D; D4 = 4 mg/l 2,4-D. Faktor
kedua adalah konsentrasi BAP yang terdiri
dari 3 taraf : B1 = 0 mg/l BAP; B2 = 0,5

mg/l BAP; B3 = 1 mg/l BAP. Dari dua
faktor tersebut dihasilkan 12 kombinasi
perlakuan dan masing-masing perlakuan
dilakukan 3 kali ulangan.

Setiap perlakuan terdiri 3 botol
yang terdiri dari 3 eksplan. Kultur diinkubasi
pada suhu 25°C dengan pencahayaan 36
watt dan kelembapan ruang 70% selama 8
minggu atau 56 hari. Pengamatan dilakukan
terhadap munculnya kalus, persentase
eksplan berkalus, warna dan tekstur kalus.
Kemudian data yang diperoleh dianalisis
dengan analisis variansi (ANAVA) dan diuji
lanjut dengan uji DMRT pada selang
kepercayaan sebesar 5 %.

HASIL DAN PENGAMATAN
Munculnya Kalus

Pembentukan kalus menurut Astutik
(2007) diawali dengan membesarnya sel-sel
epidermis bagian atas kemudian sel-sel
tersebut membelah menajadi dua. Ketika
tanaman dilukai maka kalus akan terbentuk
akibat selnya mengalami kerusakan dan
terjadi autolisis (pemecahan), dan dari sel
yang rusak tersebut dihasilkan senyawa-
senyawa yang merangsang pembelahan sel
di lapisan berikutnya sehingga terbentuk
gumpalan sel-sel yang terdiferensiasi.

Berdasarkan hasil analisis ragam
(ANAVA) menunjukkan bahwa 2,4-D dan
BAP serta  kombinasi  keduanya
memberikan pengaruh yang signifikan
terhadap hari munculnya kalus akasia
(Acacia mangium) (p=0,00). Keberadaan
2,4-D sebagai hormon auksin memiliki
pengaruh yang signifikan terhadap hari
munculnya kalus akasia ( p = 0,00), oleh
karena itu di uji lanjut dengan uji DMRT
5%.

Tabel 1. Hasil uji DMRT 5% pengaruh 2,4-D terhadap
munculnya kalus akasia (Acacia mangium)
pada media MS

Konsentrasi 2.4-D (mg/L)
0

Munculnya Kalus (Hari)

1 26,89b
2 2322a
4 2333a
Eeterangan: Angka yang didamping olch huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji DMRT
=0,03, tanda (-): behum muncul Kaus

Berdasarkan ~ Tabel 1., tiap
konsentrasi  2,4-D  mampu menginduksi
kalus. Konsentrasi 2,4-D 2 mg/L dan 4 mg/L
tidak berbeda nyata dalam menginduksi
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kalus. Kedua konsentrasi tersebut sama-
sama menginduksi kalus hari ke 23.
Sedangkan konsentrasi 2,4-D 1 mg/L
menginduksi kalus hari ke 26,89. Awal
pertumbuhan  kalus  ditandai  dengan
pembengkakan eksplan dan diikuti dengan
munculnya kalus yang nampak putih di
ujung dan tepi eksplan.

Kalus terbentuk melalui tiga
tahapan. Dodds dan Roberts (1985)
mengemukakan bahwa tiga tahapan tersebut
meliputi  induksi, pembelahan sel dan
diferensiasi sel. Kalus yang dihasilkan pada
penelitian ini belum ke tahap diferensiasi
karena kalus yang terbentuk hanya pada
daerah bekas pelukaan saat pemotongan dan
menunjukkan aktifitas pembengkakan sel.
Hal tersebut didukung oleh pernyataaan
Suryowinoto (1996) bahwa terbentuknya
kalus pada eksplan adalah dikarenakan sel-
sel yang kontak dengan medium terdorong
menjadi meristematik. Sel-sel yang bersifat
meristematik ini selanjutnya aktif membelah
dan memperbanyak diri, namun tidak
berdiferensiasi, sehingga tidak terorganisir
dan menjadi seperti jaringan penutup luka.

Pembengkakan  pada  eksplan
menandakan bahwa eksplan sudah merespon
media yang diberikan. Media tersebut
diserap eksplan sebagai nutrisi untuk
pertumbuhan kalus yang selanjutnya akan
ditandai  dengan  tahapan  proliferasi
(perbanyakan sel). Pembentukan kalus tidak
terlepas dari pembelahan, pembesaran dan
pemanjangan sel. 2,4-D merupakan auksin
yang  berperan  dalam  pembelahan,
pembesaran dan pemanjangan sel sebagai
akibat ion organik dan molekul anorganik
masuk ke dalam sel. Menurut Campbell
(2005) pompa proton yang terletak di dalam
membran plasma memainkan peranan dalam
respons pertumbuhan dari sel-sel terhadap
auksin. Pada daerah pemanjangan suatu
tunas, auksin merangsang pompa proton,
yaitu satu tindakan yang menurunkan pH
pada dinding sel. Pengasaman dinding ini
mengaktifkan enzim-enzim yang
memecahkan ikatan silang (ikatan hidrogen)
yang terdapat antara mikrofibril-mikrofibril
selulosa, sehingga melonggarkan serat-serat
dinding sel. Karena dindingnya sekarang
lebih plastis, sel bebas mengambil tambahan
air melalui osmosis.

Konsentrasi 2 mg/L 2,4-D adalah
konsentrasi yang terbaik dalam menginduksi
kalus paling cepat. Hal ini menunjukkan
bahwa untuk induksi kalus dibutuhkan 2,4-D
dengan konsentrasi yang tidak terlalu tinggi.
Sama halnya dengan hasil penelitian
Zulkarnain dan Lizawati (2011)
menunjukkan  bahwa  kultur  hipokotil
Jatropha curcas L. tercepat dapat dihasilkan
dari perlakuan 2,4-D dengan konsentrasi 2
mg/L.

Pemberian auksin sangat efektif
untuk menginduksi pembentukan kalus,
walaupun demikian peranan sitokinin sangat
dibutuhkan untuk ploriferasi kalus sehingga
kombinasi auksin dan sitokinin sangat baik
untuk memacu pertumbuhan kalus (Abidin,
1983).  Penelitian  ini  menggunakan
konsentrasi sitokinin BAP yang lebih rendah
dibandingkan dengan konsentrasi auksin
(2,4-D), diduga perbedaan konsentrasi
keduanya akan menginduksi kalus pada
eksplan daun semu akasia. Thomy (2012)
menyatakan bahwa  secara umum
penambahan auksin pada konsentrasi tinggi
memacu pembentukan kalus, sebaliknya jika
perbandingan auksin dan sitokinin di dalam
media lebih rendah akan memacu
pertumbuhan eksplan beregenerasi
membentuk organ.

Tabel 2. Hasil uji DMRT 5% pengaruh BAP terhadap
munculnya Kkalus akasia (Acacia mangium)
Pada Media MS

Konsentrasi BAP (mg/L)

0 N

0.3 29,67b

1 2542a

Keterangan: Angka yang didamping oleh huruf yang sama tidak berbeda niyata pada uji DMR
=0,05, tanda () - tidak muncul Kalus

Pengaruh BAP terhadap munculnya
kalus pada Tabel 2. menunjukkan bahwa
konsentrasi 1 mg/L BAP  mampu
menginduksi kalus lebih cepat yaitu 25,42,
jika dibandingkan dengan konsentrasi 0,5
mg/L BAP yang mampu menginduksi kalus
29,67 hari. Hasil ini menunjukkan bahwa
konsentrasi BAP yang semakin tinggi akan
semakin  mempercepat induksi  kalus.
Berbeda pada penelitian Ramdan (2014),
pada konsentrasi sitokinin yang rendah (0,5
mg/L) mampu menginduksi kalus Citrus
rootstock paling cepat yaitu 8 hari setelah
tanam.

Munculnya Kalus (Hari)

Kombinasi 2,4-D dan BAP
berpengaruh nyata terhadap hari muncul
kalus akasia. Hal ini terbukti dari hasil
analisis variansi (ANAVA) yang

Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi, September 2014



menunjukkan nilai signifikansi ( p = 0,00).
Kemudian diuji lanjut dengan uji DMRT
5%. Tabel 3. menunjukkan bahwa perlakuan
yang menginduksi kalus paling cepat (29,33
hari) adalah perlakuan D2B3 (1 mg/L 2,4-D
+ 1 mg/L BAP). Sedangkan perlakuan D2B2
(Img/L 2,4-D + 0,5 mg/L) menginduksi
kalus paling lama yaitu 51,33 hari.

Tabel 3. Hasil uji DMRT 5% Pengaruh kombinasi 2,4-
D dan BAP terhadap munculnya kalus
akasia (Acacia mangium)

No. Perlakuan Konsentrasi ZPT Munculnya Kalus

24D BAP (Hari)

L DI1B1 0 0 -

2. D1B2 0 0.5

3 D1B3 0 1

4 D2B1 1 0 -

5 D2B2 1 05 5133d

6 D2B3 1 1 29.33a

7 D3B1 2 0 -

8 D3B2 2 05 34.67 bc

9 D3B3 2 1 35,00 be

10. D4B1 4 0 -

11. D4B2 4 0.5 32.67ab

12. D4B3 4 1 37.33¢

Keterangan: Angka yang didamping oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji DMR1
=005, tanda (-} : behun rmuncul kalus

Perlakuan kombinasi 2,4-D dan BAP
dengan konsentrasi yang sama (1 mg/L)
mampu menginduksi kalus paling cepat. Hal
ini diduga karena kebutuhan eksplan akan
zat pengatur tumbuh untuk menginduksi
kalus sangat rendah, sehingga pada
konsentrasi 1 mg/L, sudah cukup untuk
menginduksi  kalus. ~ Namun  ketika
konsentrasi BAP dikurangi menjadi 0,5
mg/L, eksplan menginduksi Kkalus paling
lama (51,33 hari). Hal ini diduga karena
kadar BAP vyang rendah tidak dapat
mengimbangi kadar 2,4-D yang diberikan
sehingga pembentukan kalus menjadi
terhambat. Menurut Karjadi dan Buchory
(2007) auksin dan sitokinin adalah zat
pengatur tumbuh yang mempengaruhi
pertumbuhan dan morfogenesis dalam kultur
sel, jaringan, dan atau kultur organ.
Perimbangan konsentrasi dan interaksi antar
ZPT vyang diberikan dalam media dan
diproduksi oleh sel secara endogen akan
menentukan arah perkembangan suatu
kultur.

Menurut Gunawan (1987) konsentrasi
zat pengatur tumbuh yang berbeda
memberikan respon yang berbeda terhadap
induksi kalus. Kalus yang tidak muncul
dimungkinkan karena eksplan mempunyai
kandungan auksin dan sitokinin endogen
yang rendah, sehingga masih membutuhkan
tambahan auksin atau sitokinin eksogen
yang lebih banyak. Selain itu, pemberian
2,4-D dan BAP secara tunggal tidak mampu

mengimbangi atau bahkan menghambat
auksin dan sitokinin endogen dalam eksplan
sehingga dibutuhkan kombinasi antara
keduanya.

Cepat lambatnya munculnya kalus
dipengaruhi oleh kerja hormon auksin dan
sitokinin endogen dan eksogen yang saling
berkorelasi. Seperti yang diungkapkan Indah
dan Ermavitalini (2013) bahwa penambahan
auksin dan sitokinin  eksogen akan
mengubah konsentrasi zat pengatur tumbuh
endogen sel. Efektifitas zat pengatur tumbuh
auksin maupun sitokinin eksogen
bergantung pada konsentrasi  hormon
endogen dalam jaringan tanaman.

Persentase Eksplan Berkalus

Berdasarkan hasil analisis variansi
(ANAVA) menunjukkan bahwa perlakuan
kombinasi 2,4-D dan BAP tidak
berpengaruh terhadap persentase eksplan
berkalus. Hal ini ditunjukkan pada nlai
signifikansinya (p=0,06). Sedangkan faktor
2,4-D dan BAP berpengaruh nyata terhadap
persentase eksplan berkalus. Kedua faktor
tersebut memiliki nilai signifikansi (p=0,00).

Dalam Tabel 4. dapat dilihat bahwa
2,4-D 4 mg/L menghasilkan persentase kalus
paling tinggi vyaitu 44,44%. Sedangkan
konsentrasi 2,4-D 1 mg/L dan 2 mg/L
menghasilkan kalus 33,33% dan 29,6%.
Ketiga konsentrasi tersebut tidak berbeda
nyata.

Tabel 4. Hasil uji DMRT 5% pengaruh 2,4-D terhadap
persentase eksplan berkalus
Konsentrasi 2.4-D (mg/L) Persentase Eksplan Berkalus (%)
0 0.00a
1 33330
2 29.63 b
4 44440
{eterangan- Angka yang didampingi oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji DMR
a=003%

Konsentrasi 2,4-D yang tinggi
mampu memicu pertumbuhan kalus lebih
banyak  dibandingkan ~ dengan  dua
konsentrasi yang lain, namun tidak berbeda
nyata. Keberadaan 2,4-D dalam media
sangat mendukung pertumbuhan kalus. Gati
dan Mariska (1992) menyebutkan bahwa
2,4-D efektif untuk merangsang
pembentukan kalus karena aktifitas yang
kuat untuk memicu proses diferensiasi sel,
organogenesis dan menjaga pertumbuhan
kalus. Konsentrasi 2,4-D yang tinggi (4
mg/L) menghasilkan persentase kalus paling
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tinggi. Marlin (2012) menjelaskan bahwa
untuk pembentukan kalus diperlukan auksin
dalam  jumlah yang relatif  tinggi.
Konsentrasi auksin yang tinggi akan
merangsang  pembentukan  kalus  dan
menekan morfogenesis. Kadar auksin yang
tinggi  dalam  penelitian  ini  akan
meningkatkan aktivitas auksin  dalam
eksplan yang berperan dalam proliferasi sel
untuk membentuk kalus.

Kebutuhan  akan  auksin  untuk
menginduksi kalus tergantung kadar auksin
endogen. Seperti yang diungkapkan Karjadi
dan Buchory (2008) bahwa kebutuhan
hormon eksogen bergantung pada jumlah
hormon endogen yang terkandung pada
eksplan. Jika dillihat dari hasil yang
diperoleh, kebutuhan akan auksin eksogen
cukup tinggi untuk meningkatkan
pertumbuhan kalus.

Berdasarkan Tabel 5. BAP
menghasilkan persentase eksplan berkalus
41,67% pada konsentrasi 0,5 mg/L dan
38,89% pada konsentrasi 1 mg/L. Hasil
kedua konsentrasi tersebut tidak berbeda
nyata.

Tabel 5. Hasil uji DMRT 5% pengaruh BAP terhadap
persentase eksplan berkalus
Konsentrasi BAP (mg/L) Persentase Eksplan Berkalus (%)

0 0,00a
0.5 41.67b
1 38.89b

Keterangan : Angka yang didampingi oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji DMRT,
a=0.03

Pemberian sitokinin ke dalam medium
kultur jaringan penting untuk menginduksi
perkembangan dan pertumbuhan eksplan.
Menurut  Zulkarnain ~ (2009)  apabila
ketersediaan sitokinin di dalam medium
kultur sangat terbatas maka pembelahan sel
pada jaringan yang dikulturkan akan
terhambat.

Konsentrasi BAP yang rendah (0,5
mg/L) mampu menghasilkan kalus 41,67%.
Konsentrasi yang rendah tersebut sudah
cukup mampu menghasilkan kalus lebih
banyak  jika  dibandingkan dengan
peningkatan konsentrasi BAP hingga 1
mg/L. Kemungkinan pemberian sitokinin
eksogen  dibutuhkan  eksplan  dalam
konsentrasi yang rendah untuk menginduksi
kalus. Hal tersebut tidak terlepas oleh

pengaruh hormon endogen dalam eksplan.
Abidin (1983) menyatakan zat pengatur
tumbuh pada konsentrasi tertentu mampu
menghambat kerja hormon endogen dan
dapat mengganggu pertumbuhan dan
perkembangan sel. Hormon bekerja optimal
pada konsentrasi tertentu dan sel umumnya
mengandung hormon cukup atau hampir
cukup untuk memanjang secara normal.

Eksplan Berkalus

W Eksplan Berkalus
& 20 i

D161 || |

Gambar4 2 Histogram persentase eksplanberkalus pada tiap perlakuankombinasi 2 4D dan BAP;
(D1= 0mgL, D2= 1mgT, D3 =2mgL, D4 -4 mgL, Bl=0mgL, BI=05mgL
danB3-1mg/L)

Berdasarkan hasil pengamatan yang
telah  dilakukan, menunjukkan bahwa
perlakuan kombinasi 2,4-D dan BAP yang
mampu menghasilkan persentase eksplan
berkalus paling tinggi adalah perlakuan
D4B3 (4 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BAP) yaitu
77,78% (Gambar 1.). Pada perlakuan
tersebut konsentrasi 2,4-D sangat tinggi
sedangkan konsentrasi BAP rendah. Hal ini
dapat diduga kadar auksin endogen eksplan
sangat rendah sehingga memerlukan
tambahan  auksin  eksogen  dengan
konsentrasi yang tinggi. Sebaliknya kadar
sitokinin endogen dalam eksplan sudah
tinggi sehingga pemberian konsentrasi BAP
yang rendah  sudah  cukup  untuk
menghasilkan kalus. Menurut Rivai dkk
(2014) media dengan konsentrasi auksin
lebih tinggi akan menginduksi pembentukan
kalus  dan menekan morfogenesis.
Zulkarnain (2009) menambahkan senyawa
2,4-D  diketahui  dapat  menginduksi
perbanyakan sel tetapi menekan diferensiasi
pada tanaman dikotil seperti akasia.

Berbeda pada penelitian Armaniar
(2004), pada perlakuan 2,4-D yang rendah
1,5 mg/L yang dikombinasikan dengan BAP
0,5 mg/L mampu membentuk kalus Tectona
grandis L.F. dengan persentase hingga
100%. Kemudian pada  penelitian
Ajijah dkk (2010), menunjukkan bahwa
kombinasi 2,4-D 2 mg/L+ kinetin 0,5
mampu mengahasilkan persentase eksplan
buku Vanilla planifolia ANDREW. berkalus
paling tinggi sebesar 60%. Hal ini menurut
Marlin dkk (2012) dikarenakan sumber
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eksplan yang berbeda memberikan respon
yang tidak sama terhadap pemberian ZPT
secara eksogen.

Warna Kalus

Warna kalus merupakan salah satu
indikator dalam teknik kultur jaringan
karena  pada setiap eksplan  akan
menghasilkan warna kalus yang berbeda-
beda dan dapat dipengaruhi oleh laju
pertumbuhan kalus pada media. Setiap
perlakuan dengan kombinasi konsentrasi
2,4-D dan BAP menunjukkan warna kalus
yang berbeda-beda. Respon pemberian
kombinasi 2,4-D dan BAP terhadap warna
kalus ditunjukkan pada Tabel 6.

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh
dua warna kalus akasia yaitu hijau keputihan
dan putih. Menurut Fatmawati (2008), warna
kalus menginduksi keberadaan klorofil
dalam jaringan, semakin hijau warna kalus
semakin banyak pula kandungan klorofilnya.
Warna terang atau putih dapat menginduksi
bahwa kondisi kalus masih cukup baik.

Tabel 6. Warna kalus akasia (Acacia mangium)

No. Perlakuan Ej{‘;e"““ﬁf Warna Kalus

1. DI1B1 0 0

2. DIB2 0 05

3. DIB3 0 1

4. D2B1 1 0 -

5. D2B2 1 0.5 Hijau keputihan

6. D2B3 1 1 Hijau keputihan

7. D3Bl 2 0 -

8. D3B2 2 0.3 Putih

9. D3B3 2 1 Putih

10. D4B1 4 0 -

1L D4B2 4 03 Putih

12 D4B3 4 1 Putih
Keterangan (3 - belum muncul kalus

Kalus hijau keputihan diperoleh pada
media dengan penambahan 1 mg/L 2,4-D +
0,5 mg/L BAP dan 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L
BAP. Sedangkan kalus putih diperoleh pada
media dengan penambahan 2 mg/L 2,4-D +
0,5 mg/L BAP, 2 mg/L 2,4-D + 1 mg/L
BAP, 4 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L, dan 4 mg/L
2,4-D + 1 mg/L BAP. Perbadaan warna
kalus  tersebut  menunjukkan  tingkat
perkembangan kalus yang berbeda-beda.
Warna kalus hijau keputihan ditunjukkan
pada perlakuan dengan konsentrasi auksin
yang rendah dengan konsentrasi sitokinin
yang rendah pula. Peran sitokinin disini
kemungkinan mempengaruhi kalus hijua
keputihan.  Sitokinin  berperan  dalam
memperlambat proses senesensi (penuaan)
sel dengan menghambat perombakan butir-
butir klorofil dan protein dalam sel
(Wattimena, 1988). Andaryani (2010)

menambahkan bahwa warna hijau keputihan
pada kalus disebabkan adanya interaksi
antara 2,4-D (auksin) dan BAP (sitokinin)
yang berperan dalam pembentukan klorofil
pada kalus dan faktor lingkungan seperti
paparan cahaya.

Menurut Ariati (2012), kalus yang
berwarna  putih  merupakan jaringan
embrionik  yang belum  mengandung
kloroplas, tetapi memiliki kandungan butir
pati yang tinggi. Leupin  (2000)
manambahkan bahawa kalus yang berwarna
putih mengandung plastid yang berisi butir
pati yang sedikit demi sedikit tumbuh
menjadi sisitem membran yang jelas yang
akhirnya terbentuklah butir-butir klorofil
dengan paparan cahaya, sehingga kalus
menjadi berwarna hijau.

Semakin tinggi konsentrasi 2,4-D yang
ditambahkan dalam media mempengaruhi
penurunan kandungan klorofil dan karoten.
Penurunan kandungan Klorofil ini diduga
terjadi  karena pengaruh auksin pada
metabolisme karbohidrat. Sintesis klorofil
dipengaruhi  oleh  karbohidrat  yang
merupakan zat pokoknya (Rahayu dkK,
2003). Seperti halnya pada penelitian ini
ketika  konsentrasi 2,4-D  ditingkatkan
dengan konsentrasi BAP yang sama kalus
cenderung berwarna putih. berlanjutnya
pertumbuhan kalus maka akan diikuti
dengan perubahan warna kalus. Kalus muda
berwarna putih, kemudian warnanya akan
berubah menjadi hijau dengan bertambahnya
umur dan menandakan adanya klorofil dan
telah terjadi proses fotosintesis. Perbedaan
warna kalus ini disebabkan adanya
perubahan pigmentasi (Rahayu dkk, 2003).

™ .
T 0 BCH
(d) (e) ®

Gambar 2. : (a) D2B2 (1 mg/L 2,4-D+ 0,5 mg/L BAP),
(b) D2B3 (1 mg/L 2,4-D+ 1 mg/L BAP),
(c) D3B2 (2 mg/L 2,4-D+0,5 mg/L
BAP), (d) D3B3 (2 mg/L 2,4-D+ 1 mg/L
BAP), () D4B2 (4 mg/L 2,4-D+0,5
mg/L BAP), (f) D4B3 (4 mg/L 2,4-D+ 1
mg/L BAP)
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Tekstur Kalus

Tekstur kalus merupakan salah satu
indikator pertumbuhan kalus. Tekstur yang
baik adalah tekstur yang remah (friable),
karena tekstur yang remah lebih mudah
untuk dipisah-pisahkan antara sel yang satu
dengan yang lainnya. Selain bertekstur
remah kalus dapat juga membentuk tekstur
kompak, yaitu kalus yang memiliki sel-sel
yang berikatan rapat dan padat.

Berdasarkan hasil penelitian tekstur
kalus akasia dapat dilihat pada Tabel 10.
kalus akasia yang terbentuk bertekstur
remah dan kompak. Pada kombinasi
perlakuan 2,4-D 1 mg/L + BAP 0,5 mg/L
dan 2,4-D 1 mg/L + BAP 1 mg/L kalus yang
terbentuk  bertekstur remah sedangkan
kombinasi perlakuan 2,4-D 2 mg/L + BAP
0,5 mg/L, 2,4-D 2 mg/L + BAP 1 mg/L, 2,4-
D 4 mg/L + BAP 0,5 mg/L, dan 2,4-D 4
mg/L + BAP 1 mg/L kalus yang terbentuk
bertekstur kompak.

Tabel 7. Tekstur kalus akasia (Acacia mangium)

No. Perlakuan Konsentrasi ZPT Wama Kalus

24D BAP

1. DIBI 0 0

2. DIB2 0 05

3. DIB3 0 1

4. D2B1 1 0 -

3. D2B2 1 05 Remah

6. D2B3 1 1 Remah

7. D3B1 2 0 -

8. D3B2 2 05 Kompak

9. D3B3 2 1 Kompak

10. D4B1 4 0 -

11. D4B2 4 05 Kompak

12 D4B3 4 1 Kompak

Keterangan (-) - behum muncul kalus

Pada penelitian ini  penggunaan
kombinasi 2,4-D dan BAP hampir semuanya
menghasilkan kalus kompak. Kalus dengan
tekstur kompak yang terbentuk memiliki
ciri-ciri antara satu sel dengan yang lain sulit
dipisahkan dan cenderung padat
menggumpal. Menurut Ariati (2012) kalus
bertekstur kompak umumnya memiliki
ukuran sel kecil dengan sitoplasma padat,
inti besar dan memiliki banyak pati gandum
(karbohidrat).

Tekstur pada kalus vyaitu kompak
hingga meremah, tergantung pada jenis
tanaman yang digunakan, komposisi nutrien
media, zat pengatur tumbuh dan kondisi
lingkungan kultur (Pierik, 1987). Meskipun
tidak terbentuk secara sempurna, kalus yang
diperoleh pada penelitian ini  dapat
diidentifikasi teksturnya seperti yang terlihat
pada Gambar 2.

Menurut Santoso dan Nursandi (2004)
kalus yang kompak dapat disebabkan oleh
beberapa hal diantaranya disebabkan karena
sel-sel yang semula membelah mengalami
penurunan aktivitas proliferasinya. Aktivitas
ini dipengaruhi auksin alami yang terdapat
pada eksplan asal. Hasil kalus kompak
diperoleh pada kombinasi 2,4-D dengan
konsentrasi lebih tinggi daripada konsentrasi
BAP. Hal ini dapat disebabkan karena
tingginya konsentrasi auksin yang diberikan
mempengaruhi  peningkatan  konsentrasi
auksin endogen eksplan. Selain itu adanya
sitokinin (BAP) dalam konsentrasi rendah
juga dapat mempengaruhi terbentuknya
kalus kompak tersebut. Seperti yang
dikatakan Ariati (2012) bahwa tekstur kalus
yang kompak merupakan efek dari sitokinin
dan auksin yang mempengaruhi potensial air
dalam sel. Hal ini menyebabkan penyerapan
air dari medium ke dalam sel meningkat
sehingga sel menjadi lebih kaku.

Enam perlakuan yang menghasilkan
kalus dua diantaranya bertekstur remah.
Perlakuan tersebut adalah perlakuan dengan
konsentrasi auksin yang rendah (1 mg/L).
Hal ini  menunjukkan bahwa untuk
menginduksi  kalus remah dibutuhkan
konsentrasi auksin yang rendah yang
dikombinasikan dengan sitokinin dengan
konsentrasi yang rendah pula. Menurut
Lizawati (2012), terbentuknya kalus yang
berstruktur remah dipacu oleh adanya
hormon auksin endogen yang diproduksi
secara internal oleh eksplan yang telah
tumbuh membentuk kalus tersebut.

Andaryani (2010) manyatakan secara
visual, kalus remah yang terbentuk pada
eksplan, ikatan antar selnya tampak
renggang, mudah dipisahkan dan jika di
ambil dengan pinset, kalus mudah pecah dan
ada yang menempel pada pinset. kalus
remah terlihat memiliki sel-sel yang kecil
dan bergerombol dan jika diambil sel-selnya
mudah lepas. Thomy (2012) mengatakan
bahwa tekstur kalus yang remah atau mudah
pecah dianggap baik karena memudahkan
dalam pemisahan menjadi sel-sel tunggal,
disamping itu akan meningkatkan aerasi
oksigen antar sel dengan demikian, dengan
tekstur tersebut upaya untuk perbanyakan
dalam hal jumlah kalus yaitu melalui kultur
suspensi lebih mudah.
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dan
pembahasan, maka  dapat diambil
kesimpulan bahwa ada pengaruh kombinasi
2,4-D dan BAP pada media MS terhadap
munculnya kalus, namun tidak berpengaruh
terhadap persentase eksplan berkalus.
Kombinasi 2,4-D dan BAP terbaik dalam
menginduksi kalus adalah 4 mg/L 2,4-D +
0,5 mg/L BAP yaitu pada hari ke-33 mampu
menginduksi kalus 77,78% dengan kualitas
kalus kompak dan berwarna putih.
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