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Abstrak

Kandungan metabolit sekunder dalam umbi bawang merah (A/ium ascalonicum) secara efektif dapat diproduksi
melalui teknik kultur kalus yang dipengaruhi oleh komposisi auksin dan sitokinin pada media. Penelitian ini
bertujuan untuk menganalisis pengaruh konsentrasi benzyl aminopurin (BAP) dan pikloram yang optimal terhadap
induksi kalus eksplan umbi bawang merah. Rancangan penelitian adalah rancangan acak lengkap (RAL) dengan
dua faktor yaitu konsentrasi BAP dan konsentrasi pikloram, masing-masing dengan konsentrasi 0 ppm, 1 ppm,
2 ppm dan 3 ppm. Eksplan yang diinduksi berupa bagian pelepah kuncup umbi. Kultur dilakukan pada media
Murashige and Skoog (MS) dengan pencahayaan 2.000 lux, suhu +20-25°C, kelembapan 52-58% dan
diinkubasi selama 45 hari. Indikator yang diamati meliputi waktu muncul kalus, persentase berkalus dan
morfologi kalus. Data waktu muncul kalus dan persentase berkalus dianalisis dengan uji Kruskall-Wallis dan
diuji lanjut dengan uji Dunn. Data morfologi kalus dianalisis secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa konsentrasi BAP tidak berpengaruh signifikan terhadap waktu muncul kalus dan persentase tumbuh kalus
sedangkan konsentrasi pikloram berpengaruh signifikan terhadap kedua parameter tersebut. Rerata waktu
muncul kalus tercepat yaitu 8,6 hst (hari setelah tanam) dicapai pada perlakuan 2 ppm BAP + 3 ppm pikloram
dengan persentase tumbuh kalus 100%. Morfologi kalus yang dihasilkan pada sebagian perlakuan bertekstur
kompak dengan warna kalus putih kekuningan.

Kata kunci: bawang merah, kultur kalus, BAP, pikloram

Abstract

The content of secondary metabolites in shallot bulbs (Allium ascalonicum) can be effectively produced through callus culture
techniques that are influenced by the composition of auxins and cytokinins in the media. This study aims to analyze the effect
of optimal concentrations of benzyl aminopurin (BAP) and pikloram on callus induction of shallot bulb explants. The research
design is a complete randomized design with two factors, namely BAP concentration and pikloram concentration, each
consisting of 0 ppm, 1 ppm, 2 ppm and 3 ppm concentrations. The induced explants were the fronds of the tuber buds. Cultures
were conducted on Murashige and Skoog (MS) media under 2,000 lux lighting, £20-25°C temperature, 52-58% humidity and
incubated for 45 days. Observation indicators include callus emergence time, percentage of callus and callus morphology.
Quantitative data were analyzed by Kruskall wallis test and further tested by Dunn's test. Callus morphology data were
analyzed descriptively. The results showed that the concentration of BAP had no significant effect on callus emergence time and
callus growth percentage while the concentration of pikloram had a significant effect on both parameters. The fastest average
callus emergence time of 8.6 dap (days after planting) was achieved in the treatment of 2 ppm BAP + 3 ppm picloram with
100% callus growth percentage. Morphology of callus produced in most treatments is compact texture with yellowish white
callus color.
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PENDAHULUAN

Bawang merah (Allium ascalonicum) merupakan tanaman hortikultura yang berperan penting
bagi sektor pertanian karena mempunyai berbagai manfaat serta nilai ekonomi yang tinggi (Astoro &
Munajat, 2021). Tanaman ini memiliki kandungan senyawa aktif metabolit sekunder terutama pada
bagian umbi. Senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada umbi bawang merah diantaranya
flavonoid, tanin, saponin, minyak atsiri, kaemferol, flavonglikosida, fluroglusin, saponin, dan lainnya
(Hasibuan ez al., 2020). Diantara senyawa tersebut, beberapa memiliki peran sebagai antioksidan,
antibakteri dan antijamur (Octaviani et al., 2019).

Proses produksi senyawa metabolit sekunder langsung dari umbi bawang merah secara efektif
dapat dihasilkan melalui teknik kultur kalus. Kultur kalus bertujuan untuk merangsang pembelahan
sel secara berlanjut dari bagian tanaman tertentu menggunakan zat pengatur tumbuh sampai
terbentuk kalus (massa sel) (Wahyuni et al., 2020). Proses induksi kalus dipengaruhi oleh jenis zat
pengatur tumbuh (ZPT) serta pemilihan eksplan. Penelitian Wardani (2020) menyatakan bahwa
konsentrasi 2,0 ppm benzy! aminopurin (BAP) + 1,0 ppm pikloram merupakan perlakuan terbaik dalam
kultur kalus Pogestemon cablin. Pebriana et al. (2018) menyatakan bahwa 2,5 ppm BAP menunjukkan
hasil terbaik pada persentase tumbuh eksplan dan tunas eksplan bawang merah. Umbi bawang merah
dipilih sebagai eksplan karena memiliki jaringan meristematik dan aktif tumbuh sehingga mudah
berdiferensiasi (Kurniati et al., 2012).

Indikator keberhasilan pertumbuhan kalus dapat dilihat dari waktu muncul kalus, persentase
tumbuh kalus dan morofologi kalus yang dihasilkan. Penambahan pikloram konsentrasi 0,5-2 ppm
dapat menghasilkan kalus bertekstur kompak dengan warna kalus putih sampai kuning kehijauan
pada eksplan Stelechocarpus burahol. Pikloram juga menunjukkan pertumbuhan kalus dengan waktu
tumbuh kalus tercepat pada 7 hari setelah tanam (hst) (Wahyudiningsih ez a/., 2022). Pengatur tumbuh
BAP pada konsentrasi 2 ppm mampu menghasilkan kalus dengan waktu pertumbuhan kalus tercepat
pada eksplan tanaman porang (Lailani & Kuswandi, 2022).

Senyawa metabolit pada umbi bawang merah dapat dihasilkan melalui proses kultur kalus.
Penambahan jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh dapat mempengaruhi keberhasilan
pertumbuhan kalus pada kultur kalus. Oleh karena itu penelitian ini dilakukan untuk menganalisis
penambahan kombinasi BAP dan pikloram pada beberapa konsentrasi dalam menginduksi kalus
bawang merah.

METODE

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan, FMIPA, Universitas Negeri
Semarang. Eksplan tanaman yang digunakan adalah bagian pelepah kuncup umbi bawang merah
varietas bima Brebes. Variabel bebas meliputi konsentrasi BAP dan konsentrasi pikloram yang masing
masing terdiri dari O ppm, 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm. Variabel terikat penelitian meliputi waktu muncul
kalus, persentase tumbuh kalus, dan morfologi kalus (warna dan tekstur). Variabel kontrol berupa
media Murashige and Skoog (MS), suhu ruangan +20-25 °C, kelembapan 52-58%, di bawah
pencahayaan (lampu LED) sebesar 2.000 lux yang dipertahankan selama 12 jam dalam sehari.
Penelitian ini dirancang dengan rancangan acak lengkap (RAL) pola faktorial dengan dua faktor.
Faktor pertama adalah konsentrasi BAP dan faktor kedua adalah konsentrasi pikloram. Masing-
masing terdiri dari 4 taraf sehingga diperoleh 16 kombinasi perlakuan. Unit penelitian adalah 16
perlakuan dengan lima kali ulangan sehingga terdiri dari 80 unit.

Pembuatan dan Sterilisasi Media

Komposisi media perlakuan terdisi atas media MS, gula, inositol, pemadat (agar) dan ZPT
BAP dan pikloram. Media diatur pada pH seimbang yaitu 5.8 - 6,0. Sterilisasi media dilakukan dengan
autoklaf pada suhu 121 °C dan tekanan 1.5 atm selama 20 menit.

Sterilisasi Eksplan

Eksplan umbi bawang merah dicuci di bawah air mengalir selama 30 menit, dilanjutkan
sterilisasi dengan zat antiseptik selama 50 menit, perendaman eksplan dengan fungisida 0,1 g/L dan
bakterisida 0,1 g/L yang sudah dilarutkan masing masing 50 menit. Sterilisasi dalam laminar air flow,
terdiri dari perendaman eksplan dalam natrium hipoklorit 70%, 30% dan 100 % masing-masing
selama 10 menit. Setiap tahapan yang dilakukan, eksplan umbi dibilas dengan akuades. Setiap
pembilasan dilakukan selama 2 menit untuk memastikan eksplan bersih dari bahan aktif sterilan.
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Penanaman dan Inkubasi

Eksplan umbi diambil dengan memotong setiap permukaannya (seperti dikupas) untuk
membuang bagian mati akibat proses sterilisasi. Pengupasan dilakukan sampai bagian terdalam.
Bagian tersebut ditanam pada media perlakuan, setiap botol diisi 1 potongan eksplan. Hasil
penanaman tersebut kemudian diinkubasi selama 45 hari pada ruang kultur dengan suhu +20-25°C,
kelembapan 52-58%, di bawah pencahayaan (lampu LED) sebesar 2.000 lux yang dipertahankan
selama 12 jam dalam sehari.

Pengamatan

Indikator pengamatan terdiri dari waktu muncul kalus, persentase tumbuh kalus,dan morfologi
kalus. Data waktu muncul kalus dan persentase tumbuh kalus dianalisis dengan uji Kruskall-Wallis
pada signifikasi 0,05 menggunakan perangkat SPSS ver. 26 dan jika terdapat perbedaan dilakukan uji
lanjut Dunn. Data morfologi kalus yang terdiri dari tekstur dan warna kalus dianalisis secara
deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Waktu Muncul Kalus

Berdasarkan hasil uji statistik menunjukkan nilai signifikansi kombinasi BAP dan pikloram
adalah 0,001 < 0,005 sehingga terdapat pengaruh konsentrasi BAP dan pikloram terhadap waktu
muncul kalus. Hasil uji lanjut menunjukkan kombinasi perlakuan 2 ppm BAP + 3 ppm pikloram tidak
berbeda nyata dengan perlakuan 0 BAP + 2 pikloram, 0 BAP + 3 pikloram, 1 BAP + 3 pikloram, 2
BAP + 2 pikloram, 2 BAP + 3 pikloram, 3 BAP + 2 pikloram, dan 3 BAP + 3 pikloram (Tabel 1).
Hasil ini menunjukkan bahwa perlakuan yang berpengaruh signifikan terhadap waktu muncul kalus
adalah penambahan pikloram. Konsentrasi pikloram yang menunjukkan hasil yang signifikan adalah
2 ppm dan 3 ppm pikloram, keduanya menunjukkan perbedaan yang nyata dengan konsentrasi 0 ppm
dan 1 ppm.

Tabel 1. Perhitungan uji lanjut Dunn pada pengaruh konsentrasi BAP dan pikloram terhadap rerata
waktu muncul kalus dan persentase berkalus.

ZPT (ppm) Rerata waktu muncul kalus Rerata persentase berkalus
BAP Pikloram (HST)* (%)*

0 0 13,3+ 0,577¢ 60 £ 54,77°
1 10,0 = 0,000° 100 = 0,00*
2 9,4 + 0,548 100 = 0,00*
3 9,2 +0,447* 100 = 0,00*

1 0 12 £ 0,000¢ 20 + 44,72¢
1 10,2 + 0,837° 100 = 0,00*
2 9,6 £ 0,548 100 = 0,00*
3 9,0 + 0,000° 100 = 0,00*

2 0 10,0 = 0,000° 20 + 44,72¢
1 9,8 £0,447° 100 = 0,00*
2 9,4 £ 0,548 100 = 0,00*
3 8,6 £ 0,548 100 = 0,00*

3 0 -(NA) - (NA)
1 10,2 + 0,837° 100 = 0,00*
2 9,2 +0,447* 100 = 0,00*
3 9,2 +0,447* 100 = 0,00*

*Notasi huruf yang sama pada kolom yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata

Rerata waktu muncul kalus tercepat adalah 8,6 hst. Hal ini menunjukkan bahwa kultur eksplan
bawang merah menunjukkan respon pertumbuhan setelah 7 hari atau lebih setelah perlakuan
(Pebriana et al., 2018). Hormon auksin dalam hal ini adalah pikloram memiliki peran dalam
mekanisme perkembangan sel dengan mendorong elongasi sel, serta jika dikombinasikan dengan
hormon sitokinin mampu mempercepat terjadinya pembelahan sel sehingga pertumbuhan sel
tumbuhan dapat terjadi. Pada pembentukan kalus, konsentrasi auksin mempengaruhi organogenesis
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sehingga penyerapan nutrisi oleh tanaman akan lebih efektif jika permukaan eksplan lebih banyak
menyentuh medium (Budaya et al., 2022).

Pada kondisi konsentrasi tinggi, auksin dapat memicu proliferasi kalus karena adanya
pergerakan auksin (Smith, 2013). Munculnya kalus berasal dari bagian perlukaan, kemudian luka ini
dapat memicu organogenesis. Wound induced dediferentiation (WIND) adalah gen yang berperan
pada mekanisme kemunculan kalus pada kultur. Faktor transkripsi gen tersebut akan mendorong
pembentukan kalus pada perlukaan eksplan kemudian diekspresikan selama perkembangan kalus
(Iwase et al., 2021). Dilihat dari penambahan konsentrasi pikloram dan banyaknya kalus yang
dihasilkan, semakin sedikit konsentrasi pikloram maka semakin sedikit pula jumlah kalus. Pikloram
berpengaruh signifikan dalam perkembangan kalus tanaman gerbera bahkan lebih baik dari auksin
lain, baik digunakan sendiri maupun dikombinasi dengan ZPT lain (Gantait & Mahanta, 2021).

Penambahan konsentrasi ZPT dan lingkungan yang mendukung dapat mendorong
pembelahan sel sehingga memicu terbentuknya kalus (Pardede ez al., 2021). Auksin membantu proses
pemanjangan sel karena berpengaruh pada fleksibilitas dinding sel serta dapat memicu suatu protein
pada membran plasma untuk memompa ion H* menuju dinding sel. Ion H* tersebut mengaktifkan
suatu enzim dan memutusan ikatan silang hidrogen molekul selulosa yang menyusun dinding sel.
Kemudian, akibat air yang masuk dengan cara osmosis, sel akan tumbuh memanjang dengan
melakukan sintesis kembali mineral dinding sel (Prashariska ez al., 2021).

Persentase Tumbuh Kalus

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa hampir keseluruhan eksplan kombinasi perlakuan
dapat menginduksi kalus. Uji statistik menunjukkan bahwa nilai signifkansi sebesar 0,0 < 0,05,
sehingga konsentrasi BAP dan pikloram berpengaruh pada persentase tumbuh kalus dan terdapat
interaksi antara keduanya. Penambahan pikloram pada semua perlakuan mampu menginduksi kalus
dan berhasil membentuk kalus sebesar 100%, dan tidak semua konsentrasi BAP tanpa kombinasi
mampu menginduksi kalus sehingga terdapat persentase tumbuh kalus terendah sebesar 20% (Tabel
1). Hal tersebut menunjukkan bahwa konsentrasi BAP tidak mempengaruhi persentase berkalus.
Konsentrasi pikloram 1 ppm, 2 ppm dan 3 ppm berbeda nyata dengan konsentrasi 0 ppm.
Penambahan konsentrasi auksin yang lebih tinggi mampu mengurangi penggunaan BAP dan dapat
menginduksi kalus pada tanaman (Busaifi et al., 2021). Terbentuknya kalus dipengaruhi oleh
konsentrasi hormon pada media perlakuan. Pada media tanpa ZPT atau konsentrasi yang
ditambahkan tidak seimbang, maka tidak dapat terikat dengan hormon endogen tanaman sehingga
tidak dapat mengalami pertumbuhan. Persentase berkalus yang tinggi menandakan adanya respon
dari eksplan untuk menyerap hormon eksogen yang terdapat pada media sehingga mendorong
pertumbuhan jaringan dalam membentuk kalus (Wahyuni et al., 2020).

Penambahan konsentrasi sitokinin dan auksin pada kultur kalus dibutuhkan untuk proliferasi
sel. Regulator cyclin-dependent kinase (CDK) berperan dalam pengendalian pembelahan sel yang
diinduksi oleh asam absisat. Hormon auksin dan sitokinin berperan dalam mempercepat peralihan
fase G1- S dan fase G2-M. Peralihan itulah yang diatur oleh cyclin-D (CYCD). Mekanisme CYCD
dipengaruhi oleh faktor dari luar seperti hormon eksogen. Hormon yang terikat dengan CYCD akan
mempercepat fase peralihan, sehingga dihasilkan siklus sel inti yang terlibat dalam pengintegrasian
dan pengkoordinasian pembelahan sel pada tingkat molekuler (Dewitte & Murray, 2003).

Perlakuan dengan konsentrasi BAP tanpa penambahan pikloram tidak menunjukkan respon
yang baik dalam tumbuh kalus (beberapa tidak tumbuh kalus), namun terlihat menghasilkan
pertumbuhan tunas yang cukup baik. Terlihat bahwa penambahan hormon BAP pada eksplan kurang
efektif dalam pembentukan kalus tetapi mampu menghasilkan tunas yang baik pada eksplan. Jenis
sitokinin BAP memberikan respon yang lebih efektif dan lebih baik dibandingkan jenis pengatur
tumbuh lain (Asra et al., 2020). Pada penelitian Pebriana et al. (2018), penambahan BAP minimal 2
ppm menunjukkan hasil terbaik dalam pertumbuhan tunas bawang merah.

Pemilihan eksplan yang masih aktif melakukan pertumbuhan meningkatkan kemungkinan
menghasilkan kalus lebih tinggi. Umbi merupakan bagian dari tanaman yang memiliki tingkat
diferensiasi sel yang tinggi (Nulfitriani et al., 2017). Biosintesis hormon sitokinin terjadi pada nodul
akar, ujung akar dan biji atau endosperm yang masih berkembang. Eksplan umbi yang digunakan
pada kultur juga berpengaruh terhadap kerja sitokinin BAP karena sifatnya yang masih meristematik.
Zat pengatur tumbuh sitokinin berfokus pada jaringan meristematik atau sedang aktif tumbuh
sehingga sedikit bekerja pada jaringan yang sudah tua (Rantau ez al., 2021).

56



Morfologi kalus

Berdasarkan pengamatan, sebagian besar kalus eksplan bawang merah memiliki tekstur
kompak. Kalus yang bertekstur kompak memiliki susunan sel yang padat dan rapat, sedangkan kalus
bertekstur remah memiliki banyak ruang antar sel dan teksturnya lebih lunak dibanding kalus kompak
(Sugiyarto & Kuswandi, 2014).Tekstur kalus kompak juga dihasilkan oleh penambahan pikloram
konsentrasi 3 ppm pada eksplan Pogostemon cablin (Wardani, 2020). Hormon auksin pikloram
mendorong elongasi sel dan jika dikombinasikan dengan hormon sitokinin dapat mempercepat
pembelahan sel. Auksin meningkatkan tekanan osmotik pada sel sehingga permeabilitas sel terhadap
air meningkat dan tekanan dinding sel berkurang. Auksin mengatur sifat dinding sel dengan memulai
pelonggaran pada dinding sel. Pemberian auksin akan mendorong sintesis protein, mengembangnya
dinding sel dan meningkatkan respon kemampuan sel sebagai respons terhadap lingkungan (plastisitas
sel). Dinding sel yang longgar membuat enzim yang memecah ikatan polisakarida dinding sel aktif
sehingga sel tumbuh lebih cepat (Majda & Robert, 2018).

Warna kalus terlihat pada Gambar 1-4. Pengamatan warna kalus menunjukkan bahwa eksplan
umbi bawang merah memiliki warna yang hampir sama yaitu putih kekuningan (Gambar 2). Kalus
yang dihasilkan dari penambahan pikloram yang tinggi menghasilkan warna kuning yang lebih kuat.
Wijawati et al. (2019) menyebutkan bahwa konsentrasi pikloram 3,5 ppm menghasilkan kalus rejasa
berwana kuning. Perlakuan konsentrasi BAP yang tinggi menghasilkan kalus dengan warna putih
kehijauan. Penelitian kalus kedelai oleh Arsyam er al. (2020) menunjukkan bahwa penambahan
sitokinin menghasilkan warna kalus hijau cerah.

(a) (b) © (d)

Gambar 1. Morfologi kalus umbi bawang merah var (a) BAP 0 ppm + pikloram 0 ppm ; (b) BAP 0
ppm + pikloram 1 ppm ; (¢) BAP 0 ppm + pikloram 2 ppm; (d) BAP 0 ppm + pikloram 3
ppm

Gambar 2. Morfologi kalus umbi bawang merah (a) BAP 1 ppm + pikloram 0 ppm ; (b) BAP 1 ppm
+ pikloram 1 ppm ; (c) BAP 1 ppm + pikloram 2 ppm; (d) BAP 1 ppm + pikloram 3 ppm

Adanya sitokinin BAP dalam media menghasilkan kalus berwarna kehijauan (Gambar 4).
Hal ini disebabkan karena proses perkembangan kloroplas dan ekspresi gen terjadi akibat interaksi
sitokinin dan cahaya terang (Chen, 1989). Sitokinin menghasilkan warna lebih hijau karena sitokinin
berperan dalam pembentukan klorofil. Warna kalus kehijauan juga dipengaruhi oleh pembentukan
klorofil dari perlakuan cahaya dan degradasi klorofil oleh sitokinin. Warna kuning yang dihasilkan
kalus dipengaruhi oleh penambahan auksin pikloram karena berkaitan dengan menurunnya
kandungan klorofil pada kalus (Rahayu & Anggarwulan, 2003). Auksin yang tinggi akan mendorong
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penurunan metabolisme karbohidrat (penggunaan pada tanaman), sintesis klorofil juga menurun
sehingga kalus kehijauan tidak ditemukan pada keadaan auksin tinggi.

(d)
Gambar 3. Morfologi kalus eksplan umbi bawang merah (a) BAP 2 ppm + pikloram 0 ppm ; (b) BAP
2 ppm + pikloram 1 ppm ; (c) BAP 2 ppm + pikloram 2 ppm; (d) BAP 2 ppm + pikloram 3
ppm

Gambar 4. Morfologi kalus eksplan umbi bawang merah (a) BAP 3 ppm + pikloram 1 ppm ; (b) BAP
3 ppm + pikloram 2 ppm ; (c) BAP 3 ppm + pikloram 3 ppm ; (d) BAP 3 ppm + pikloram
0 ppm (tidak menghasilkan kalus)

Selain berfungsi sebagai visualisasi, perbedaan warna kalus menunjukkan adanya
pertumbuhan pada sel sehingga dapat memperlihatkan keberhasilan proses regenerasi (Rismayanti &
Nafi’ah, 2021). Warna kalus dihasilkan selama proses pertumbuhan. Berubahnya warna pada kalus
inilah yang menandakan terjadinya fase pertumbuhan pada suatu sel (Armila et al., 2014).

SIMPULAN

Konsentrasi BAP tidak berpengaruh signifikan terhadap waktu muncul kalus dan persentase
berkalus sedangkan konsentrasi pikloram berpengaruh signifikan terhadap waktu muncul kalus dan
persentase berkalus. Rerata waktu muncul kalus tercepat yaitu 8,6 hst dicapai pada kombinasi 2 ppm
BAP + 3 ppm pikloram. Kombinasi perlakuan dengan penambahan BAP + pikloram 2-3 ppm
merupakan kondisi optimal dalam induksi kalus bawang merah dengan persentase kalus 100%.
Morfologi kalus yang dihasilkan pada sebagian besar perlakuan kombinasi bertekstur kompak dengan
warna kalus putih kekuningan.
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