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UUPPAAYYAA IINNDDUUKKSSII KKAALLUUSS EEMMBBRRIIOOGGEENNIIKK
DDAARRII PPOOTTOONNGGAANN DDAAUUNN RRAAMMIINN

AABBSSTTRRAAKK

Ramin (Gonystylus spp.) merupakan salah satu genus penghasil kayu yang banyak
diminati untuk diperdagangkan. Tanaman ini tumbuh di daerah hutan rawa gambut. Terdapat lebih
dari 20 jenis yang termasuk ke dalam genus ini dan paling paling banyak dieksploitasi. Sejak tahun
2004 jenis ini sudah dimasukkan ke dalam APPENDIX II CITES. Perbanyakan tanaman ramin
dapat dilakukan secara generatif dengan menggunakan biji namun benihnya sulit ditemukan.
Selain itu ramin juga dapat diperbanyak secara vegetatif konvensional. Upaya pembentukan kalus
embriogenik dari eksplan potongan daun telah dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Kultur
Jaringan, Balai Besar Penelitian Bioteknologi dan Pemuliaan Tanaman Hutan, Yogyakarta dari
bulan Februari sampai bulan Mei 2010. Media dasar Murashige dan Skoog (MS) dijadikan sebagai
media tumbuh. Penelitian dilakukan dalam tiga tahap yaitu tahap induksi dan perbanyakan kalus,
tahap induksi kalus friabel dan tahap induksi kalus embriogenik. Perlakuan yang diuji untuk induksi
kalus adalah penggunaan 2,4-D (3.0 – 5.0 mg/l). Kalus yang diperoleh diperbanyak pada
perlakuan terbaik dan kombinasi dengan thidiazuron (1.0 – 2.0 mg/l). Untuk induksi kalus friabel
diberikan perlakuan 2,4-D 6.0 mg/l dikombinasikan dengan thidiazuron dan atau biotin. Untuk
induksi kalus embriogenik diberikan perlakuan 2,4-D (7.0 – 8.0 mg/l) dan kombinasi dengan biotin
(1.0 – 2.0 mg/l). Pengamatan dilakukan terhadap waktu induksi kalus dan penampakan biakan
kalus secara visual. Penelitian dirancang dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan 10 kali ulangan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kalus dapat diinduksi dari perlakuan
2,4-D 5 mg/l. Kalus semi friabel dapat dihasilkan dari perlakuan 2,4-D 5 mg/l dikombinasikan
dengan thidiazuron dengan pertumbuhan cepat. Perlakuan 2,4-D 6.0 mg/l dikombinasikan dengan
thidiazuron merupakan perlakuan yang dapat menghasilkan kalus friabel. Dari perlakuan 2,4-D
dengan biotin dihasilkan kalus dengan struktur sangat friabel, berwarna putih kekuningan dan
belum embriogenik.

PPEENNDDAAHHUULLUUAANN

Ramin (Gonystylus bancanus (Miq) Kurz.) merupakan salah satu dari beberapa

jenis pohon yang penting dan mempunyai nilai ekonomi tinggi. Jenis ini

merupakan salah satu jenis pohon penghasil kayu yang paling banyak

dieksploitasi dan paling diminati untuk diperdagangkan dari 10 jenis yang ada di

Indonesia. Eksploitasi kayu ramin yang berlebihan tanpa memperhitungkan

kelestariannya menyebabkan jenis ini semakin sulit ditemukan sehingga jenis ini

terancam kepunahan. Menurut CITES (Convention on International Trade in

Endangerred Species of Wild Fauna dan Flora) jenis ramin dimasukkan ke dalam

appendix III dan meningkat menjadi appendix II pada tahun 2004.

Ramin dapat diperbanyak secara generatif dengan menggunakan biji tetapi

benihnya sulit ditemukan, selain itu ramin berbuah sekali dalam 2 - 4 tahun.

Menurut Mukjizat dan Hermansyah (2005) ramin tidak berbunga dan berbuah
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setiap tahun. Salah satu bahan yang digunakan untuk memenuhi kebutuhan bibit

adalah dengan mengambil anakan dibawah tegakan induknya di alam. Selain

dengan cara generatif ramin juga dapat diperbanyak secara vegetatif

konvensional dengan setek. Propagasi in vitro pada ramin belum banyak

dilaporkan. Yelnititis dan Komar (2008) menyatakan bahwa tunas dapat diinduksi

secara in vitro dengan pertumbuhan lambat. Berdasarkan hal diatas perlu dicari

teknik lain sebagai upaya perbanyakan tanaman dengan rentang waktu yang lebih

singkat.

Embriogenesis merupakan salah satu teknik yang menguntungkan untuk

propagasi vegetatif massal dari spesies yang mempunyai nilai ekonomi tinggi

(Blanc et al., 1999). Selanjutnya Molina et al., (2002) menyatakan bahwa

embriogenesis somatik dapat terjadi secara langsung maupun dan secara tidak

langsung. Embrio somatik yang dihasilkan memiliki sifat klonal yang sama seperti

induknya dan juga mempunyai sifat juvenile seperti embrio yang berasal dari biji.

Propagasi tanaman melalui embriogenesis somatik terdiri dari beberapa tahap

yaitu inisiasi kalus dan kalus embriogenik, perbanyakan kalus embriogenik,

pendewasaan embrio somatik, penuaan embrio somatik dan perkecambahan

( von Arnold, 2002).

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kalus yang friable dan embriogenik,

sehingga dari kalus tersebut dapat diperoleh embrioid yang akan berkembang

membentuk embrio somatik yang kemudian akan tumbuh menjadi plantlet.

BBAAHHAANN DDAANN MMEETTOODDEE

aa.. LLookkaassii PPeenneelliittiiaann

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi Kultur Jaringan Balai Besar

Penelitian Bioteknologi dan Pemuliaan Tanaman Hutan, Yogyakarta dari bulan

Februari sampai bulan Mei 2010.

bb.. BBaahhaann ddaann aallaatt

Bagian tanaman yang digunakan sebagai eksplan adalah daun yang masih

muda dari anakan yang berasal dari Palembang, Sumatera Selatan.
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Media yang digunakan adalah media dasar Murashige dan Skoog (MS) atau

modifikasinya yang diperkaya dengan sukrosa dan agar. Sebagai perlakuan

diberikan penambahan zat pengatur tumbuh 2,4-D dan thidiazuron serta biotin.

Alat yang digunakan terdiri dari alat-alat gelas dan alat dissecting. Alat-alat gelas

terdiri dari botol kultur, gelas ukur, beckerglass dan petridish serta alat disecting

seperti pinset dan pisau dan lain-lain. Selain itu juga digunakan alat pemotong

lainnya yaitu pisau atau gunting tanaman untuk pengambilan bahan tanaman

cc.. MMeettooddoollooggii

Daun dicuci sampai bersih dengan menggunakan detergen cair dan larutan

fungisida. Daun yang sudah bersih disterilisasi di dalam laminar air flow dengan

menggunakan alkohol, HgCl2 dan bayclin dan terakhir dibilas dengan aquades

steril. Kemudian daun dipotong-potong dengan ukuran 1 x 1 cm (Gambar 1a ),

lalu ditanam di dalam perlakuan media yang sudah disiapkan. Penelitian

dilakukan dalam 3 tahap kegiatan yaitu :

1. induksi dan perbanyakan kalus

2. induksi kalus friabel

3. induksi kalus embriogenik

1. Induksi dan perbanyakan kalus.

Perlakuan yang diberikan untuk induksi kalus adalah penggunaan 2,4-D dengan

konsentrasi (3.0 – 5.0 mg/l). Kalus yang diperoleh diperbanyak pada perlakuan

terbaik dan kombinasi dengan thidiazuron (1.0 – 1.5 mg/l).

2. Induksi kalus friabel.

Untuk induksi kalus friabel dilakukan subkultur kalus yang diperoleh secara

berulang pada perlakuan :

- 2,4-D 6.0 mg/l

- 2,4-D 6.0 mg/l + thidiazuron (1.0 – 2.0 mg/l)

- 2,4-D 6.0 mg/l + thidiazuron (1.0 – 2.0 mg/l) + biotin (1.0 - 2.0 mg/l).

3. Induksi kalus embriogenik.

Perlakuan yang diberikan untuk induksi kalus embriogenik adalah penambahan

2,4-D (7.0 dan 8.0 mg/l) dan kombinasi dengan biotin (1.0 – 2.0 mg/l).
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dd.. PPeennggaammaattaann

Pengamatan pada semua tahapan dilakukan terhadap kualitatif kalus dan visual

kalus yang dihasilkan. Pengambilan gambar dilakukan dengan menggunakan

kamera merk Sony model DCR-TRV75E.

ee.. AAnnaalliissaa ddaattaa

Penelitian dirancang dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)

dengan 10 kali ulangan. Data hasil penelitian dihitung rata-rata dan standar

deviasinya.

HHAASSIILL DDAANN PPEEMMBBAAHHAASSAANN

Perbanyakan tanaman melalui embriogenesis somatik merupakan pembentukan,

pertumbuhan dan perkembangan embrio dari sel-sel soma atau dari sel tubuh

tanaman (Ammirato, 1983). Blanc et al., (1999) menyatakan bahwa

embryogenesis somatik adalah cara yang menguntungkan untuk propagasi

vegetatif massal dari spesies yang mempunyai nilai ekonomi tinggi. Selanjutnya

Litz dan Gray (1995) menyatakan bahwa embrioid dapat dihasilkan dari satu sel

sehingga produksi bibit jauh lebih banyak dibanding penggunaan teknik yang lain.

11.. IInndduukkssii ddaann ppeerrbbaannyyaakkaann kkaalluuss..

a. Induksi kalus

Tahap awal dari penelitian ini adalah induksi kalus. Perlakuan yang diuji pada

tahap induksi kalus adalah penambahan 2,4-D dengan konsentrasi 3.0 sampai 5.0

mg/l.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kalus dapat diinduksi dari eksplan potongan

daun (Gambar 1A) yang dikulturkan pada perlakuan 2,4-D. Menurut Hagio (2002)

dan Sujatha dan Prabakaran (2001) zat pengatur tumbuh dari kelompok auksin

seperti 2,4-D penting untuk induksi kalus. Selain itu auksin juga dapat

menyebabkan sel yang telah terdiferensiasi mampu mengalami dediferensiasi.

Induksi kalus diawali dengan penebalan eksplan pada bagian potongan dan di

daerah yang mengalami pelukaan. Penebalan tersebut merupakan interaksi

eksplan dengan media tumbuh, zat pengatur tumbuh dan lingkungan tumbuh

sehingga eksplan bertambah besar. Menurut Meagher dan Green (2002) ukuran
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eksplan bertambah menjadi empat kali lebih besar setelah dikulturkan selama 2

minggu pada tanaman saw palmetto. Induksi kalus dipengaruhi oleh konsentrasi

2,4-D yang digunakan. Semakin tinggi konsentrasi 2,4-D yang digunakan induksi

kalus semakin cepat terjadi. Walaupun demikian tidak semua eksplan yang

dikulturkan dapat membentuk kalus. Pada perlakuan 2,4-D dengan konsentrasi

yang lebih rendah eksplan hanya memperlihatkan penebalan dan tidak

berkembang menjadi kalus walaupun dikulturkan dalam jangka waktu yang lama.

Menurut Gunawan (1987) konsentrasi zat pengatur tumbuh yang berbeda

memberikan respon yang berbeda terhadap induksi kalus.

Gambar 1. A. Eksplan potongan daun; B - C . Kalus dari perlakuan 2,4-D

Dari beberapa perlakuan 2,4-D yang digunakan, konsentrasi 5.0 mg/l merupakan

perlakuan yang berhasil membentuk kalus. Hal ini menunjukkan bahwa untuk

induksi kalus dibutuhkan 2,4-D dengan konsentrasi yang relatif tinggi. Berbeda

dengan hasil penelitian Yelnititis (2007) menunjukkan bahwa kalus dari potongan

embrio muda Shorea pinanga dapat dihasilkan dari perlakuan 2,4-D dengan

konsentrasi yang lebih rendah. Selanjutnya Sopiana (2004) dalam Bastoni (2005)

menyatakan bahwa kalus dari eksplan potongan daun dapat diinduksi pada

perlakuan NAA secara tunggal maupun kombinasi dengan kinetin. Demikian juga

Schestibratov et al., (2003) menyatakan bahwa kalus dapat dihasilkan pada

perlakuan modifikasi media LP dengan BAP dikombinasikan dengan IBA dari

eksplan potongan kotiledon Pinus radiata.

Rata-rata induksi kalus dari perlakuan ini mulai terjadi 21 hari setelah dikulturkan.

Menurut Gunawan (1987) eksplan berbeda memberikan respon berbeda terhadap

perlakuan yang sama. Hasil penelitian Yelnititis (2008) menyatakan bahwa induksi

kalus dari eksplan potongan embrio muda Shorea pinanga terjadi rata-rata 10 hari

setelah dikulturkan. Sedangkan induksi kalus dari potongan kotiledon Pinus

radiata terjadi 4 - 5 minggu setelah dikulturkan (Schestibratov et al., 2003). Hal ini

BA C
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menunjukkan bahwa kalus dari eksplan berbeda terbentuk pada waktu yang juga

berbeda.

Kalus yang terbentuk pada tahap awal berstruktur kompak dan berwarna putih

pada bagian permukaan (Gambar 1B). Kalus tipe ini umumnya mempunyai

pertumbuhan yang lambat. Selanjutnya secara perlahan kalus mengalami

pertumbuhan dan membesar, dan kemudian mengalami perubahan warna

menjadi hijau keputihan dan segar (Gambar 1C). Kalus dari perlakuan ini tidak

mengalami perubahan sampai umur 18 minggu.

b. Perbanyakan kalus

Kalus kompak yang diperoleh pada tahap induksi dijadikan sebagai eksplan pada

tahap induksi kalus friabel. Jumlah kalus yang dihasilkan pada tahap induksi

masih terbatas karena tidak semua bagian eksplan membentuk kalus maka

dilakukan tahap perbanyakan kalus pada perlakuan :

1. 2,4-D 5.0 mg/l.

2. 2,4-D 5.0 + thidiazuron 1.0 mg/l

3. 2,4-D 5.0 + thidiazuron 1.5 mg/l

4. 2,4-D 5.0 + thidiazuron 2.0 mg/l

Selain untuk perbanyakan, tahapan ini juga bertujuan untuk mendapatkan kalus

friabel dan noduler yang diharapkan berkembang menjadi kalus embriogenik.

Kalus friabel dapat dihasilkan melalui subkultur berulang pada perlakuan yang

sama maupun perlakuan berbeda.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penggunaan thidiazuron pada media yang

sudah mengandung 2,4-D dapat dihasilkan kalus dengan struktur semi friabel.

Kalus tersebut muncul di bagian pinggir eksplan kalus yang menyentuh media

tetapi tidak pada bagian permukaan. Selain itu kalus juga mempunyai

pertumbuhan yang lebih cepat dibanding pada tahap induksi. Hal ini diduga

disebabkan karena penggunaan 2,4-D yang dikombinasikan dengan thidiazuron

yang mempunyai daya aktif tinggi menyebabkan kandungan zat pengatur tumbuh

di dalam jaringan meningkat. Peningkatan tersebut menyebabkan jaringan

menjadi stres sehingga terjadi pembelahan sel secara terus menerus di dalam

jaringan yang akhirnya ukuran kalus bertambah besar.
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Tabel 1. Kalus dari perlakuan 2,4-D dan kombinasi dengan thidiazuron umur 8 minggu

Perlakuan (mg/l) Penampakan visual kalus

2,4-D 5.0 Kompak, hijau, pertumbuhan lambat

2,4-D 5.0 + thi 1.0 Semi friabel, putih kekuningan, pertumbuhan cepat

2,4-D 5.0 + thi 1.5 Semi friabel, putih kekuningan, pertumbuhan cepat

2,4-D 5.0 + thi 2.0 Semi friabel, putih kekuningan, pertumbuhan cepat

Tabel 1 memperlihatkan bahwa pemakaian kombinasi 2,4-D dengan thidiazuron

menghasilkan kalus dengan struktur yang berbeda dengan kalus dari perlakuan

yang hanya menggunakan 2,4-D baik pada tahap induksi maupun pada tahap

perbanyakan kalus. Pemakaian auksin bersama sitokinin mempunyai hubungan

yang sinergis di dalam proses pembelahan sel dan proliferasi kalus. Kalus dari

perlakuan tersebut mempunyai struktur semi friabel dan berwarna putih (Gambar

2A) atau putih kehijauan (Gambar 2B – C) atau kuning kehijauan (Gambar 2D –

F). Hal ini menunjukkan bahwa untuk mendapatkan kalus yang lebih friabel

dibutuhkan senyawa atau zat pengatur tumbuh lain yang dikombinasikan

dengan auksin. Hasil yang berbeda dari penelitian Guohua (1998) menunjukkan

bahwa kombinasi auksin dengan thidiazuron menyebabkan terjadinya

organogenesis pada tanaman cassava. Selanjutnya Aasim et al., (2009)

menyatakan bahwa dari perlakuan thidiazuron dikombinasikan dengan ekstrak

ragi/ yeast extract dapat dihasilkan kalus. Sedangkan Giridhar dan Ravishankar

(2004) menyatakan bahwa penggunaan thidiazuron yang dikombinasikan air

kelapa dihasilkan tunas pada tanaman Vanilla planifolia. Semakin tinggi

konsentrasi thidiazuron yang digunakan kalus yang dihasilkan lebih friabel.
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Gambar 2. Kalus dari perlakuan 2,4-D kombinasi dengan thidiazuron

Hasil yang berbeda dari penelitian Yelnititis (2007) menunjukkan bahwa dari

perlakuan yang hanya menggunakan 2,4-D dihasilkan kalus friabel pada tanaman

Shorea pinanga.

c. Induksi kalus friabel

Kalus dengan visual terbaik yang dihasilkan dari tahapan sebelumnya digunakan

sebagai eksplan. Kalus friabel dapat dihasilkan secara langsung maupun melalui

subkultur berulang pada perlakuan yang sama atau perlakuan berbeda. Upaya

mendapatkan kalus friabel dilakukan dengan meningkatkan konsentrasi 2,4-D

menjadi 6.0 mg/l dan dikombinasikan dengan thidiazuron (1.0 – 2.0 mg/l) dan atau

biotin (1.0 – 2.0 mg/l).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa peningkatan 2,4-D menjadi 6.0 mg/l dan

kombinasi dengan thidiazuron memberikan respon yang baik terhadap kalus yang

terbentuk. Kalus yang dihasilkan dari perlakuan ini lebih baik dibandingkan

dengan kalus yang diperoleh pada tahap induksi kalus maupun pada tahap

perbanyakan kalus. Kalus yang dihasilkan mempunyai struktur friabel. Hal ini

menunjukkan bahwa untuk mendapatkan kalus friabel dibutuhkan auksin dengan

konsentrasi yang lebih tinggi atau kombinasi dengan sitokinin seperti thidiazuron

dan atau senyawa lain seperti biotin. Auksin dapat menginduksi pembelahan sel

A CB

FED
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untuk pertumbuhan sel. Selanjutnya Menurut Dudits et al., (!995) penambahan zat

pengatur tumbuh secara eksogen merupakan faktor eksternal yang berperan

dalam reaktifasi siklus sel.

Penggunaan 2,4-D 6.0 mg/l dikombinasikan dengan thidiazuron 1.5 mg/l dan

biotin 1.5 mg/l merupakan perlakuan terbaik untuk induksi kalus friabel. Kalus

yang dihasilkan mempunyai struktur friabel dan mudah dipisahkan. Selain itu kalus

yang dihasilkan berwarna putih (Gambar 3A). Dalam pertumbuhannya kalus

tersebut memperlihatkan perubahan warna menjadi kuning muda (Gambar 3B).

Gambar 3. A – D.Kalus friabel dari perlakuan berbeda umur 35 hari

d. Induksi kalus embriogenik

Eksplan yang digunakan pada tahap ini adalah kalus friabel yang dihasilkan dari

tahap sebelumnya. Kalus embriogenik umumnya dapat diinduksi dengan

menggunakan zat pengatur tumbuh auksin seperti 2,4-D (Litz, et al., 1998); NAA,

2,4,5 T (Nugent et al., 2001), picloram (Stella dan Braga, 2002) dan dicamba

(Sagare et al., 1993) atau dengan kombinasi dengan sitokinin. Selanjutnya kalus

embriogenik dapat terbentuk secara langsung atau melalui subkultur berulang baik

pada perlakuan yang sama maupun pada perlakuan yang berbeda.

A

DC

B
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Dalam penelitian ini induksi kalus embriogenik dilakukan dengan perlakuan 2,4-D

(7.0 - D 8.0 mg/l) dan dikombinasikan dengan biotin 1.5 mg/l.

Penggunaan kalus friabel sebagai eksplan pada tahap induksi kalus embriogenik

menunjukkan bahwa eksplan kalus tidak mengalami pertumbuhan lanjutan atau

perkembangan tetapi pada bagian permukaan muncul kalus baru dengan struktur

yang sangat friabel, sementara kalus yang terdapat pada bagian bawah

mengalami perubahan warna menjadi kecoklatan sampai coklat dan mati. Kalus

yang baru muncul berwarna putih sampai putih kekuningan.

Peningkatan penggunaan 2,4-D dari 6.0 mg/l menjadi 8.0 mg/l memberikan

pengaruh yang baik terhadap struktur kalus yang dihasilkan. Semakin tinggi

konsentrasi 2,4-D yang digunakan atau kombinasi dengan biotin dalam tahapan

ini semakin friabel kalus yang dihasilkan. Selain itu kalus yang diperoleh mudah

dipisahkan dan berwarna putih kekuningan dan dalam pertumbuhannya berubah

menjadi kekuningan atau kuning muda.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penggunaan 2,4-D 7.0 mg/l dikombinasikan

dengan biotin 1.5 mg/l merupakan perlakuan terbaik terhadap struktur kalus yang

dihasilkan. Kalus yang dihasilkan dari perlakuan ini sangat friabel dan sangat

mudah dipisahkan (Gambar 4). Hal ini diduga disebabkan oleh eksplan berupa

kalus friabel dan perlakuan yang digunakan.
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Gambar 4. A – G. Pertumbuhan kalus friabel dari perlakuan 2,4-D + biotin.

Kalus yang diperoleh dari perlakuan 2,4-D secara tunggal maupun dengan

kombinasi dengan biotin belum termasuk kalus embriogenik. Kalus embriogenik

mempunyai struktur friabel, noduler dan berwarna putih atau kekuningan. Menurut

Indrianto (2002) insiasi kalus embriogenik terjadi sebagai respon dari stres akibat

pangaruh konsentrasi auksin yang relatif tinggi. Selanjutnya Dunstan et al. (1995)

mendapatkan kalus embriogenik pada tanaman berkayu dengan penggunaan

2,4-D. Berbeda dari hasil penelitian Guohua (1998) menunjukkan bahwa

penggunaan auksin dikombinasikan dengan thidiazuron menyebabkan terjadinya

organogenesis pada tanaman cassava. Selanjutnya ia menyatakan bahwa

A B C

D E F

G
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penggunaan kombinasi auksin dan sitokinin dengan konsentrasi yang berbeda

menghasilkan respon yang berbeda.

KKEESSIIMMPPUULLAANN

Kalus dapat diinduksi dari perlakuan 2,4-D 5.0 mg/l. Kalus yang dihasilkan

berstruktur kompak dan berwarna hijau. Perlakuan terbaik untuk induksi kalus

friabel adalah 2,4-D + thidiazuron 1.5 mg/l + biotin 2.0 mgl. Dari perlakuan 2,4-D

7.0 mg/l dikombinasikan dengan biotin 1.5 mg/l dihasilkan kalus yang sangat

friabel dan berwarna putih kekuningan. Sampai batas waktu penelitian berakhir

kalus embriogenik belum dapat dihasilkan karena waktu penelitian terbatas

selama 4 bulan.
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