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ABSTRAK

ANDI FATMAWATI (G011181438), Respons Pertumbuhan Eksplan Daun
Tanaman Nilam (Pogostemon cablin Benth.) pada Beberapa Konsentrasi 2,4-
Dichlorophenoxyacetic Acid Secara In Vitro. Dibimbing oleh RINALDI
SJAHRIL dan ASMIATY SAHUR.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui dan mempelajari respons pertumbuhan
eksplan daun tanaman nilam (Pogostemon cablin Benth.) pada beberapa
konsentrasi 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) secara in vitro. Penelitian
dilaksanakan di Laboratorium Biosains dan Bioteknologi Reproduksi Tanaman,
Departemen Budidaya Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Hasanuddin,
Makassar, Sulawesi Selatan dari bulan Januari hingga Juli 2022. Penelitian ini
dilaksanakan dalam bentuk percobaan yang disusun berdasarkan pola Rancangan
Acak Lengkap (RAL) yang terdiri atas 5 taraf perlakuan 2,4-D, yaitu 0 mg L%, 0,5
mg L?, 1,0 mg L?, 1,5 mg L%, dan 2,0 mg L. Setiap perlakuan diulang sebanyak
5 kali ulangan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian zat pengatur
tumbuh 2,4-D pada eksplan tanaman nilam memberikan pengaruh nyata terhadap
parameter yang diamati. Pemberian 2,4-D 1,0 mg Lt memberikan pengaruh terbaik
terhadap waktu muncul kalus (8,00 hari) dan berat kalus (2,01 g) dengan warna
kalus putih kekuningan dan tekstur kalus remah yang bersifat embriogenik.

Kata kunci : 2,4- dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), eksplan, kalus, nilam.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Tanaman Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) merupakan salah satu
tanaman penghasil minyak atsiri (Husein et al., 2019). Minyak atsiri yang
dihasilkan oleh tanaman nilam dikenal dengan nama minyak nilam (patchouly oil).
Minyak ini memiliki mutu terbaik dalam pasar essential oil. Indonesia masih
menjadi salah satu pemasok minyak nilam dan menguasai pasar perdagangan
minyak nilam dunia (Rosiana et al., 2017). Sekitar 90% dari produksi global saat
ini, 1.200-1.300 ton minyak nilam berasal dari Indonesia (Beek dan Daniel, 2017).
Minyak atsiri yang dihasilkan tanaman nilam digunakan sebagai bahan baku
industri yaitu sebagai bahan pencampur dan fixative atau pengikat wangi-wangian.
Kandungan utama (active ingredient) minyak atsiri nilam adalah patchouly alcohol
(C15H260) yakni sekitar 40-50%, sehingga memiliki kualitas minyak atsiri yang
baik (Ermaya et al., 2019). Sifat minyak nilam yang fiksatif atau mampu mengikat
alkohol sehingga banyak digunakan dalam mempertahankan wangi (Ginting et al.,
2021). Hingga saat ini penggunaan minyak nilam cenderung mengalami
peningkatan seiring berkembangnya industri parfum dunia karena belum ada
produk alami atau sintetis yang dapat menggantikan minyak nilam sebagai bahan
pengikat atau fiksatif (Saidi, 2017).
Minyak nilam sebagai salah satu jenis minyak atsiri memiliki peranan yang
cukup penting, baik sebagai sumber pendapatan petani maupun sebagai sumber

devisa negara (Saidi, 2017). Sebagai komoditas ekspor, minyak atsiri yang



dihasilkan tanaman nilam menjadi andalan karena dapat menyumbang devisa
sekitar 60% dari total ekspor minyak atsiri nasional (Ginting et al., 2021). Menurut
data dari Direktorat Jenderal Perkebunan (2022) nilai rata-rata produksi tanaman
nilam di Indonesia pada tahun 2021 mencapai 15.813 ton dengan nilai ekspor
sekitar 85-90%.

Permintaan pasar minyak atsiri beserta turunannya terus mengalami
peningkatan setiap tahunnya. Menurut Saidi (2017), laju peningkatan minyak atsiri
dapat mencapai 60% atau sekitar 700-1.500 ton setiap tahunnya. Minyak atsiri asal
nilam ini terus meningkat dipicu karena peningkatan konsumsi dunia untuk
kebutuhan berbagai industri. Produktivitas nilam nasional saat ini mengalami
penurunan sekitar 45% total areal tanam di Indonesia dengan produktivitas <150
kg/ha. Salah satu faktor yang menyebabkan penurunan produktivitas adalah
berkembangnya penyakit yang menyerang pertanaman nilam, seperti penyakit layu
yang disebabkan oleh bakteri Ralstonia solanacearum (Zuyasna, 2009).

Umumnya nilam diperbanyak secara vegetatif (menggunakan bagian-bagian
tanaman seperti batang, cabang, pucuk) dan tidak atau sangat kecil diperbanyak
secara generatif, karena nilam Aceh jarang atau hampir tidak pernah berbunga
(Santoso, 2007). Namun perbanyakan secara vegetatif memerlukan areal tanam
yang luas. Berdasarkan data dari Direktorat Jenderal Perkebunan (2022) bahwa luas
areal tanam tanaman nilam di Indonesia pada tahun 2021 mencapai 15.000 ha.
Selain areal tanam yang dibutuhkan sangat luas, bahan tanam (bibit) yang

dibutuhkan dalam perbanyakan secara vegetatif juga dibutuhkan dalam jumlah



yang banyak. Dalam 1 ha dengan jarak tanam 1 x 0,5 m? bahkan membutuhkan
jumlah bahan tanam sebanyak 20.000 tanaman.

Upaya yang dapat dilakukan untuk mengatasi permasalahan tersebut adalah
perbanyakan menggunakan teknik kultur jaringan tanaman. Teknik kultur jaringan
tanaman merupakan perbanyakan tanaman nilam untuk menghasilkan bibit dalam
kuantitas yang banyak dan berkualitas (Rahmawati et al., 2021). Kultur jaringan
adalah suatu metode untuk mengisolasi (mengambil) bagian tanaman seperti
protoplasma, sel, jaringan dan organ secara steril dan menumbuhkannya dalam
kondisi aseptik (bebas hama dan penyakit) di dalam botol kultur yang berisi media
dan zat pengatur tumbuh (Widyastuti dan Jessica, 2018). Teknik kultur jaringan
tanaman dilakukan untuk mendapatkan bibit atau bahan tanam yang bebas patogen
dalam jumlah yang banyak. Selain itu, teknik kultur jaringan tanaman juga
menghasilkan bibit tanaman yang banyak, tidak tergantung iklim dan cuaca, serta
dapat memperbanyak tanaman tertentu apabila sulit diperbanyak secara
konvensional (Ziraluo, 2021).

Jenis dan komposisi hara media adalah satu dari beberapa faktor penentu
dalam perbanyakan tanaman dengan menggunakan teknik kultur jaringan.
Pemilihan media yang tepat dan dengan adanya kombinasi dari zat pengatur tumbuh
(ZPT) dapat menginduksi pertumbuhan eksplan yang ditanam. Zat pengatur
tumbuh yang umumnya digunakan dalam kultur jaringan adalah jenis auksin dan
sitokinin. Setiap golongan ZPT memiliki peranan dalam mempengaruhi
pertumbuhan tanaman, namun tak jarang kedua jenis ZPT tersebut dibutuhkan

secara bersama dengan ratio tertentu (Amalia dan Endang, 2018).



Zat pengatur tumbuh (ZPT) 2,4-dichlorophenoxiacetic acid (2,4-D)
merupakan jenis auksin yang banyak digunakan dalam inisiasi dan pertumbuhan
kalus dan sering pula dikombinasikan dengan sitokinin. Jenis auksin memiliki peran
yang sangat signifikan terhadap proses pembentukan kalus, terkait dengan
diferensiasi maupun peningkatan kompetensi sel yang terbentuk (Setiawati et al.,
2020).

Penelitian penggunaan ZPT dalam perbanyakan tanaman secara in vitro
dilakukan oleh Fitriani (2019) menunjukkan bahwa pertumbuhan kalus nilam
dengan konsentrasi 0,5 sampai 1,0 mg L 2,4-D dapat mempercepat pertumbuhan
kalus 8-10 hari setelah tanam. Mayerni et al. (2020) menunjukkan bahwa ZPT 2,4-
D yang dikombinasikan dengan BAP pada konsentrasi 1,0 mg L™ 2,4-D dan 1,0 mg
L1 BAP dapat menumbuhkan kalus nilam dari eksplan awal dengan persentase
kalus tumbuh 100% serta waktu muncul kalus 8,2 hari setelah tanam. Penelitian
terkait penggunaan 2,4-D pada tanaman lain yang dilakukan Khoirunnisa dan Ixora
(2022) memberikan hasil bahwa penggunaan 1,0 mg L' dapat mempercepat
pertumbuhan kalus porang dengan rata-rata waktu muncul kalus 12,40 hari dan
persentase tumbuh 53,40%.

Beberapa penelitian lain juga menunjukkan bahwa zat pengatur tumbuh 2,4-
D dapat menumbuhkan kalus pada konsentrasi yang sesuai dengan pertumbuhan
tanaman. Penggunaan ZPT dengan konsentrasi yang sesuai akan mempercepat
terbentuknya kalus pada eksplan yang ditanam. Namun pada tanaman tertentu ZPT
akan bersifat toksik apabila diberikan pada konsentrasi yang tidak sesuai dengan

kebutuhan eksplan.



Berdasarkan uraian yang telah dikemukakan maka dilakukan penelitian
terkait penggunaan zat pengatur tumbuh 2,4-D untuk mengetahui pengaruh
terhadap pertumbuhan kalus tanaman nilam.

1.2 Hipotesis

Penelitian ini mencoba menguraikan hipotesis-hipotesis berikut :

1.  Terdapat pengaruh peningkatan 2,4-D terhadap pertumbuhan kalus pada
eksplan tanaman nilam.

2.  Terdapat satu taraf konsentrasi 2,4-D yang dapat menghasilkan pengkalusan
terbaik.

1.3 Tujuan dan Kegunaan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui dan mempelajari konsentrasi zat
pengatur tumbuh 2,4-D tertentu yang dapat memberikan pengkalusan terbaik pada
eksplan tanaman nilam.

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
konsentrasi 2,4-D yang baik dalam pembentukan kalus secara cepat dan banyak

serta sebagai bahan acuan dalam penelitian perbanyakan tanaman nilam.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Taksonomi dan Morfologi Tanaman Nilam

Tanaman nilam (Pogostemon cablin Benth.) merupakan salah satu tanaman
perdu yang mempunyai aroma yang khas. Tanaman yang termasuk dalam famili
Lamiaceae dapat tumbuh di daerah tropis seperti Indonesia, Filipina, Malaysia dan
India (Swamy dan Sinniah, 2015). Dalam sistem taksonomi tumbuhan, tanaman

nilam diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Lamiales

Famili : Lamiaceae

Genus : Pogostemon

Spesies : Pogostemon cablin Benth.

Morfologi tanaman nilam terdiri atas beberapa bagian, yaitu akar, batang,
daun dan bunga. Tanaman nilam merupakan tanaman dikotil sehingga memiliki
perakaran tunggang. Menurut Santoso (2007), perbanyakan tanaman ini umumnya
dilakukan secara vegetatif (stek) sehingga memiliki sistem perakaran serabut. Akar-
akar sekunder yang telah dewasa menjalar di bawah permukaan tanah dengan
panjang akar sekitar 20-40 cm (Mangun et al., 2012). Penelitian yang dilakukan

Mohamad et al. (2018) menunjukkan bahwa tanaman ini memiliki perakaran yang



dangkal sehingga peka terhadap defisit kelembaban tanah dan kurang tahan
kekeringan.

Tinggi tanaman nilam dapat mencapai 0,5 sampai 1 meter. Menurut Akbar
(2018) tanaman nilam memiliki batang berkayu dengan panjang sekitar 20-40 cm
dan diameter batang 1-2 cm. Batang tanaman relatif berbentuk segi empat dengan
percabangan 3-5 cabang. Daun tanaman nilam berbentuk bulat lonjong dengan
panjang daun bisa mencapai 10 cm dan lebar mencapai 8 cm dengan tepi daun
bergerigi dan ujung daun yang tumpul. Daun yang berwarna hijau dan tangkai daun
sekitar 4 cm dengan warna hijau kemerahan terletak saling berhadapan pada
dudukan ranting (Kusumaningrum et al., 2016).

Tidak semua tanaman nilam memiliki bunga, hanya pada jenis tertentu. Pada
jenis nilam yang berbunga, bunga tanaman ini memiliki warna ungu kemerahan
yang tumbuh di ujung tangkai dan bergerombol. Tangkai bunga memiliki panjang
antara 2-8 cm dengan diameter antara 1-1,5 cm. Mahkota bunga berukuran 8 mm
(Untung, 2009).

Terdapat tiga jenis tanaman nilam yang banyak dibudidayakan di Indonesia,
yaitu Nilam Aceh (P. cablin Benth.), Nilam Jawa (P. hortensis Backer.), dan Nilam
Sabun (P. heyneanus Benth.) (Rozaliana et al., 2013). Nilam Aceh (Pogostemon
cablin Benth.) adalah jenis yang paling banyak dibudidayakan karena kadar dan
kualitas minyaknya lebih tinggi dari varietas lain. Nilam Aceh memiliki kadar
minyak tinggi (>2,5%) sedangkan Nilam Jawa dan Nilam Hutan hanya memiliki
kadar minyak 0,5-1,5% dari berat daun kering (Dinas Perkebunan, 2013).

Tabel 1. Deskripsi jenis tanaman nilam



No. Uraian Nilam Aceh Nilam Jawa Nilam Sabun

1. Nama latin P. cablin Benth. P. hortensis Becker P. heyneanus
Benth.
2. Bunga Tidak atau hampir Berbunga Tidak berbunga

jarang berbunga

3. Bentuk daun  Agak membulat Daun lebih tipis Daun tipis dengan
seperti jantung, daripada Nilam ujung daun agak
bagian bawah daun  Aceh dengan ujung runcing
terdapat bulu-bulu  daun agak runcing

rambut
4. Kadar minyak  2,5-5% 0,5-1,55% 0,5-1,5%
5. Komposisi Tinggi Rendah Rendah

minyak
Sumber : Dinas Perkebunan, 2013

2.2 Kandungan dan Manfaat Tanaman Nilam

Tanaman nilam merupakan salah satu tanaman yang dapat menghasilkan
minyak atsiri (Fitriani et al., 2019). Menurut Ermaya et al. (2019), minyak atsiri
merupakan hasil dari metabolisme dalam tanaman yang terbentuk akibat reaksi
persenyawaan kimia dengan air. Selain itu juga merupakan zat yang memiliki
komponen volatil dengan karakteristik tertentu serta memiliki aroma tertentu
tergantung dari sumbernya. Minyak atsiri banyak digunakan dalam kehidupan
sehari-hari misalnya sebagai bahan pengharum atau wangi-wangian dan obat-
obatan.

Minyak atsiri yang dihasilkan tanaman nilam lebih dikenal dengan nama
minyak nilam (patchouly oil). Minyak nilam ini diperoleh dari hasil penyulingan
baik itu daun, batang atau ranting tanaman. Tanaman nilam mengandung Patchouly

Alcohol (PA) sebagai komponen utama yaitu senyawa kelompok seskuiterpen yang



memiliki rumus molekul C1sH260 (Kusumaningrum et al., 2016). Menurut Santos
et al. (2022), terdapat 29 senyawa volatil yang teridentifikasi pada tanaman nilam
dengan senyawa utama yaitu Patcouly alcohol (33,25%), Seyshellene (6,12%), o-
bulnesene (4,11%), Pogostol (6,33%), dan Norpatchoulenol (5,72%). Beberapa
penelitian lain juga menemukan bahwa pada tanaman nilam terdapat 23 senyawa
dengan konstituen utamanya adalah Patchouly alcohol (41,31%), Pogostone
(18,06%), Alpha-bulnesene (6,56%), Caryophyllene (5,96%), dan Sequelene
(4,32%).

Patchouly alcohol yang banyak terkandung dalam minyak nilam ini berfungsi
sebagai bahan pengikat (fiksatif). Aroma herba yang hangat dan manis dihasilkan
minyak nilam inilah yang banyak digunakan dalam industri sabun, kosmetik,
parfum, aromaterapi maupun obat-obatan (Idris et al., 2014). Komponen yang
dimiliki minyak nilam memiliki titik didih tinggi sehingga sangat baik digunakan
sebagai zat pengikat. Zat pengikat merupakan persenyawaan yang mempunyai daya
menguap lebih rendah dibandingkan zat pewangi, sehingga kecepatan penguapan
zat pewangi dapat dikurangi atau dihambat (Kataren 1985 dalam Mahmud et al.,
2018).

Menurut Mangun et al. (2012), minyak nilam memiliki fungsi sebagai bahan
baku pengikat (fiksatif) dan sebagai bahan eteris untuk parfum agar aroma lebih
tahan lama. Hal ini karena minyak nilam lebih lambat mengalami penguapan
dibandingkan minyak atsiri lainnya. Selain fungsi tersebut, minyak nilam juga
banyak digunakan sebagai bahan campuran kosmetik, industri farmasi, industri

makanan, dan kebutuhan aromaterapi.



2.3 Kultur Jaringan Tanaman

Kultur jaringan tanaman merupakan salah satu teknik atau metode yang
digunakan dalam perbanyakan tanaman secara vegetatif. Teknik kultur jaringan
dilakukan dengan mengambil atau mengisolasi bagian-bagian tanaman seperti sel,
jaringan maupun organ tanaman dalam keadaan steril untuk ditumbuhkan di dalam
media dan lingkungan buatan yang sesuai sehingga dapat memperbanyak dan
beregenerasi menjadi tanaman yang lengkap dan utuh (Nasution dan Irda, 2022).
Sel tanaman yang telah berdiferensiasi akan kembali menunjukkan totipotensinya
dengan mengalami dediferensiasi atau perubahan sel dewasa menjadi sel muda dan
aktif membelah, yang kemudian akan mengalami rediferensiasi atau membentuk
organ atau tanaman yang utuh (Mastuti, 2017).

Perbanyakan tanaman nilam secara kultur jaringan adalah upaya yang
dilakukan untuk menghasilkan bibit dalam kuantitas banyak dan berkualitas.
Regenerasi kultur in vitro merupakan media alternatif dari metode konvensional
yang dapat menghasilkan bahan tanam bebas penyakit dalam waktu singkat (Tuwo
etal., 2021). Menurut Rahmawati et al. (2021), pengembangan teknik ini ditujukan
antara lain untuk menyediakan benih klonal dalam jumlah besar yang diperlukan
untuk memenuhi kebutuhan bibit tanaman nilam yang terus meningkat.

Penelitian yang dilakukan Mayura (2020), perbanyakan tanaman nilam
menggunakan kultur jaringan tanaman mampu menghasilkan tunas tanaman nilam
sebanyak 17,33 buah per eksplan yang ditanam. Penelitian lainnya pada tanaman

cabai yang dilakukan Soelaiman dan Andri (2013) menunjukkan bahwa
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penggunaan metode kultur jaringan dapat menghasilkan rata-rata jumlah tunas per
eksplan sebanyak 5 buah dengan penambahan zat pengatur tumbuh.
2.3.1 Eksplan

Salah satu faktor keberhasilan perbanyakan tanaman secara in vitro adalah
pemilihan bahan tanam atau eksplan. Eksplan adalah bagian tanaman yang akan
digunakan dalam kultur jaringan. Bagian tanaman yang dapat digunakan sebagai
eksplan adalah jaringan muda yang sedang aktif membelah karena memiliki daya
regenerasi yang tinggi dan sel-selnya aktif membelah. Menurut Dwiyani (2015),
eksplan dapat berupa sel (kultur sel), protoplas (kultur protoplas), epidermis,
empelur, meristem apikal dan lateral, serta irisan akar, batang dan daun (kultur
organ).

Meskipun setiap sel tanaman memiliki kemampuan totipotensi, tetapi
masing-masing jaringan juga memiliki kemampuan untuk tumbuh dan beregenerasi
yang berbeda-beda. Menurut Anitasari et al. (2018), eksplan sebagai bahan tanam
dalam kultur jaringan juga dipengaruhi oleh jenis eksplan, umur, ukuran serta fase
fisiologis jaringan tanaman. Jenis eksplan yang akan digunakan bergantung pada
tujuan pengkulturannya. Umur eksplan juga berpengaruh terhadap pertumbuhan
kultur. Jaringan tanaman yang masih muda umumnya paling banyak digunakan
sebab memiliki kemampuan untuk tumbuh dan beregenerasi lebih mudah
dibandingkan jaringan tanaman yang tua. Jaringan muda masih aktif membelah diri
sehingga dinding sel yang belum kompleks dapat dimodifikasi dalam kultur in
vitro. Ukuran eksplan juga mempengaruhi keberhasilan kultur jaringan. Ukuran

eksplan disesuaikan dari jenis tanaman, teknik dan tujuan pengkulturannya. Ukuran
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eksplan yang relatif besar akan menyulitkan ketika dilakukan sterilisasi karena
kemungkinan besar banyak membawa patogen serta membutuhkan lebih banyak
ruang dan media dalam tahapan kultur.

Eksplan yang ditanam akan membentuk bentukan baru sebelum menjadi
planlet. Propagul adalah bentukan baru yang terbentuk setelah eksplan di tanam
pada media kultur yang dapat berupa kalus, organ (tunas, akar) ataupun embrio
somatik (Dwiyani, 2015). Propagul yang terbentuk menyesuaikan konsentrasi zat
pengatur tumbuh yang diberikan dalam medium. Konsentrasi auksin tepat akan
terjadi pembelahan sel yang mengarah pada pembentukan propagul berupa kalus.
Jika konsentrasi sitokinin dalam medium yang tepat akan mengarah pada
pembentukan tunas. Selain itu juga terdapat perbandingan antara auksin dan
sitokinin pada medium. Apabila konsentrasi auksin lebih tinggi daripada sitokinin
akan menghasilkan propagul yang menginduksi akar. Apabila konsentrasi sitokinin
lebih tinggi daripada auksin akan membentuk propagul berupa tunas. Sedangkan
jika konsentrasi auksin dan sitokinin pada medium seimbang maka eksplan akan
membentuk kalus (Wirdasari et al., 2022).

2.3.2 Media Kultur

Salah satu faktor yang mendukung perbanyakan tanaman in vitro adalah
media kultur. Media dengan kandungan unsur hara yang lengkap dan sesuai akan
berpengaruh terhadap pertumbuhan dan perkembangan eksplan yang dikulturkan
(Nasution et al., 2021). Komposisi media yang digunakan tergantung jenis tanaman

yang akan diperbanyak. Menurut Amalia dan Endang (2018), media kultur in vitro
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mengandung lima komponen utama, yaitu senyawa organik, sumber karbon,
vitamin, zat pengatur tumbuh dan suplemen organik.

Media dasar dalam perbanyakan tanaman secara in vitro memiliki komposisi
yang optimal untuk pertumbuhannya sangat bervariasi tergantung dengan jenis
tanaman. Ada beberapa jenis media dasar yang biasanya digunakan dalam kultur
jaringan tanaman, yaitu media MS (Murashige dan Skoog) untuk menginduksi
regenerasi tanaman, media WPM (Wood Plant Medium) untuk kultur tanaman yang
berkayu, media NN (Nitsch dan Nitsch) yang ditujukan untuk inisiasi kultur haploid
(polen), media DKW (Driver dan Kuniyaki Walnut) yang memiliki kandungan
kalsium yang tinggi. Selain itu juga ada media dasar lain seperti media B5
(Gamborg), media White, media N6 serta media VVacin dan Went (Rudiyanto et al.,
2021).

Media dasar kultur in vitro yang umumnya digunakan untuk perbanyakan
tanaman nilam adalah media MS (Murashige dan Skoog) (Amalia dan Endang,
2018). Media MS merupakan media yang umumnya menggunakan bahan-bahan
dengan tingkat kemurnian yang tinggi (pro analisis). Menurut Murashige dan Skoog
1962 dalam Shintiavira et al. 2012 bahwa media MS mengandung hara makro dan
mikro yang lengkap seperti NH4NOz; KNOgz; CaCl2.2H20; MgSOs4.7H20;
KH2PO4; FeS04.7H20; Na:EDTA; MnS04.4H,0; ZnS04.7H20;H3BOs; Ki;

Na:Mo004.2H>0; CuSO4.5H-20, dan CoCl,.6H20 (Lampiran Tabel 4).

2.4 Pengkalusan
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Kultur kalus adalah salah satu jenis dalam kultur in vitro yang banyak
digunakan untuk menghasilkan bibit tanaman bebas penyakit. Kalus adalah istilah
yang digunakan pada massa sel yang belum terdiferensiasi. Kalus diperoleh dari
eksplan yang dikulturkan pada media yang sesuai. Kultur kalus meliputi
pertumbuhan kalus (sel yang berdiferensiasi) yang kemudian diikuti dengan
tahapan yang menginduksi diferensiasi organ (Baday, 2018).

Secara umum semua bagian tanaman yang sel-selnya masih hidup dapat
membentuk kalus secara in vitro. Menurut Dwiyani (2015), jaringan tanaman yang
masih muda (belum mengalami lignifikasi pada dinding selnya) atau jaringan muda
yang bersifat meristematik akan menghasilkan kalus yang lebih baik. Secara in
vitro, kalus akan terbentuk pada bagian irisan/luka dari organ yang dikulturkan.
Kalus akan terbentuk jika eksplan yang ditanam pada media kultur mengandung
auksin dan sitokinin dalam rasio yang tepat. Hasil penelitian yang dilakukan
Wahyuni et al. (2020) menunjukkan bahwa pemberian NAA dan BAP pada
konsentrasi 3,0 mg L dan 0,5 mg L™ menghasilkan eksplan membentuk kalus
sebesar 100 %, sedangkan pemberian ZPT yang sama dengan konsentrasi 1,5 mg
Lt NAA dan 1,0 mg L** BAP menghasilkan eksplan yang membentuk kalus hanya
sebesar 50%.

Menurut Sitorus et al. (2011), pembentukan kalus terjadi karena adanya
pelukaan yang diberikan pada eksplan, sehingga sel-sel pada eksplan akan
memperbaiki sel-sel yang rusak tersebut. Pada awalnya terjadi pembentangan
dinding sel dan penyerapan air, sehingga sel akan membengkak selanjutnya terjadi

pembelahan sel. Sel dapat melakukan aktivitas metabolik dengan membutuhkan
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energi. Sukrosa yang ditambahkan dalam media akan menjadi sumber energi sel-
sel eksplan sehingga sel dapat mengalami pembentangan dan pembelahan
selanjutnya akan membentuk kalus. Pada penelitian yang dilakukan Aulia et al.
(2020) bahwa kemunculan kalus terbentuk akibat adanya pelukaan/sayatan yang
diberikan pada permukaan eksplan yang kemudian terjadi pembentukan jaringan
penutup luka yang dirangsang dengan pemberian auksin.

2.5 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid

Zat pengatur tumbuh (ZPT) merupakan senyawa organik bukan nutrisi
tanaman yang dapat mengendalikan pertumbuhan tanaman. ZPT aktif dalam jumlah
rendah dan dapat membantu atau menghambat pertumbuhan dan perkembangan
tanaman (Rajiman, 2018). Peranan ZPT secara umum untuk mengatur kecepatan
pertumbuhan dari jaringan tanaman dan mengintegrasikan bagian-bagian tersebut
untuk menghasilkan sebuah tanaman. Aktivitas ZPT ini tergantung dari jenis,
konsentrasi, struktur kimia, genotipe tanaman maupun fase fisiologi tanaman.
Manurut Lestari (2011), terdapat lima jenis zat pengatur tumbuh yang digunakan
yaitu auksin, sitokinin, giberilen, etilen dan asam absisat.

Auksin merupakan salah satu zat pengatur tumbuh yang sering digunakan
dalam teknik kultur jaringan. ZPT jenis ini secara luas digunakan untuk
mempercepat pertumbuhan tanaman dengan merangsang pembelahan dan
pembesaran sel (Harahap et al., 2019). Selain untuk merangsang pemanjangan dan
pembelahan sel, auksin juga biasanya digunakan untuk menginduksi pembentukan
kalus, suspensi kultur dan akar (Mayerni et al., 2020). Auksin dapat dihasilkan dari

suatu tanaman maupun secara sintesis. Auksin yang berasal dari tanaman misalnya
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dari ekstrak air kelapa dan bawang merah. Sedangkan auksin sintesis antara lain
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), naphthalene acetic acid (NAA), dan
indole acetic acid (1AA).

Zat pengatur tumbuh 2,4-D merupakan ZPT yang paling sering digunakan
pada kultur kalus karena aktivitasnya yang kuat dalam memacu proses diferensiasi
sel, menekan organogenesis serta menjaga pertumbuhan kalus. Menurut
Kumianjani et al. (2015), aktivitas 2,4-D yang kuat dan optimal ini disebabkan
karena gugus karboksil yang dipisahkan oleh karbon atau karbon dan oksigen.
Dibandingkan jenis auksin lainnya seperti IAA, NAA, auksin sintetik 2,4-D ini
sering digunakan dalam kultur jaringan karena berperan terhadap pelonggaran

dinding sel dengan melepaskan ikatan hidrogen yang terdapat pada dinding sel.

o
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Gambar 1. Rumus kimia 2,4-dichlorophenoxyacetic acid

Penggunaan 2,4-D untuk menginduksi munculnya kalus dari eksplan telah
dilakukan pada banyak penelitian. Pada penelitian Wardani (2020) menunjukkan
bahwa penambahan 1,0 mg L 2,4-D dan 1,0 mg LY BAP pada media MS dapat
menginduksi kalus nilam dengan cepat yaitu 9,8 HST dengan persentase eksplan
hidup dan membentuk kalus 100%. Selain pada tanaman nilam, penelitian yang
dilakukan Rasud dan Bustaman (2020) menunjukkan bahwa konsentrasi auksin
jenis 2,4-D pada konsentrasi 0,75 mg L™ merupakan konsentrasi terbaik untuk

induksi kalus daun cengkeh dengan persentase pembentukan kalus 100% pada 8
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MST. Penelitian oleh Kumianjani et al. (2015) menunjukkan bahwa penggunaan
2,4-D sangat berpengaruh nyata terhadap pertumbuhan kalus tanaman kedelai.
Penelitian lainnya, Illahi et al. (2022) juga melaporkan bahwa penggunaan ZPT 2,4-
D pada konsentrasi 4 mg L* memiliki pengaruh terhadap pertumbuhan kalus

Diospyros discolor dengan morfologi kalus berwarna putih dengan tekstur kompak.
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