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Carica pubescens (Lenne & K. Koch) Badillo atau Vasconcellea pubescens, di Indonesia hanya
ditemukan di daerah pegunungan Dieng dan Bali. Kultur jaringan merupakan teknik perban-
yakan yang efisien. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengkaji pengaruh jenis dan kon-
sentrasi ZPT terhadap induksi kalus embriogenik pada media %2 MS pada C. Pubescens. Peneli-
tian pertama (induksi) merupakan percobaan 2 faktor yang disusun menggunakan rancangan
acak petak tersarang (Split block Design) dengan 4 ulangan. Penelitian kedua (regenerasi kalus)
merupakan percobaan satu arah yang disusun dengan menggunakan rancangan acak lengkap
(RAL) dengan 4 ulangan. Analisis menggunakan ANAVA dan uji lanjut BNT dengan taraf
kesalahan 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa induksi kalus embriogenik dari eksplan
jaringan daun paling tinggi didapatkan pada perlakuan ZPT 2,4-D 3 mg/1 + TDZ 1 mg/1 yang
ditambahkan pada media %2 MS, menghasilkan persentase kalus dan berat kalus yang paling
tinggi. Untuk regenerasi jenis ZPT BAP dengan konsentrasi 4 mg/1 dalam media MS arang
aktif yang mengandung NAA 0,2 mg/1, menghasilkan persentase pembentukan kalus menjadi
tunas dan jumlah kalus yang membentuk tunas dengan hasil yang optimal. Berdasarkan hasil
penelitian disarankan untuk menginduksi kalus embriogenik menggunakan kombinasi ZPT
2,4-D dan thidiazuron, sedangkan untuk regenerasinya menggunakan ZPT BAP dan NAA.

Abstract

In Indonesia, Carica pubescens (Lenne & K. Koch) Badillo and Vasconcellea pubescens only found in
mountainous areas in Dieng and Bali. Tissue culture is an efficient propagation technique. The aim of
this research was to assess the effect of the type and concentration of plant growth regulator on embryo-
genic callus induction on % MS medium in C. Pubescens. The first study (induction) was a two factor
experiment were prepared using a nested plot randomized complete block design (Split block design) with
4 replications. The second study (callus regeneration) is a one-way experiment which prepared using a
completely randomized design (CRD) with four replications. Data were analyzed using ANAVA and
LSD to further test error level of 5%. The results showed that the induction of embryogenic callus from
leaf tissue explants obtained at the highest 2,4-D treatment PGR 3 mg/I1+TDZ 1 mg/I were added to the
media Y MS, produce weight percentage of callus and callus highest. For regeneration of PGR BAP with
a concentration of 4 mg/1in MS medium containing activated charcoal NAA 0.2 mg/1, a greater percent-
age of callus formation into buds and the number of callus forming buds with optimal results. Based on
the research results, it suggested to induce embryogenic callus using PGR combination with 2,4-D and
thidiazuron, while for regeneration was suggested to use PGR BAP and NAA.
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PENDAHULUAN

Di Indonesia Carica pubescens dapat dite-
mukan di Jawa yaitu di daerah pegunungan Di-
eng dan di Bali (Hidayat, 2000). C. pubescens dapat
tumbuh dengan baik pada ketinggian diatas 1500
m dpl dengan curah hujan 2000-3000 mm/tahun
oleh karena itu pelestarian C. pubescens dapat di-
lakukan secara iz situ (di dalam habitat). Sejauh
ini perbanyakan iz situ dilakukan secara konven-
sional oleh masyarakat Dieng dengan menggu-
nakan biji dan stek batang. Perbanyakan tana-
man menggunakan biji seringkali menghasilkan
keturunan yang tidak sama sifatnya dengan in-
duknya.

Teknik kultur jaringan merupakan teknik
perbanyakan C. pubescens yang efisien. Metode
perbanyakan melalui kultur iz vitro yang dapat
menghasilkan bibit dalam jumlah banyak dalam
waktu singkat, bebas patogen dan tidak mem-
butuhkan induk yang terlalu banyak. Menurut
Damayanti et al. (2007) regenerasi tanaman se-
cara in vitro dapat dilakukan melalui induksi tu-
nas (organogenesis) atau induksi embrio somatik
(embriogenesis).

Perbanyakan tanaman melalui embriogen-
esis dapat berhasil apabila diperoleh persentase
kalus embriogenik yang cukup tinggi dari eksplan
yang dikulturkan ke dalam medium tertentu.
Teknik regenerasi C. pubescens secara in vitro dapat
dilakukan dengan berbagai jenis eksplan, di anta-
ranya eksplan daun (Fikriati, 2009), anther (Ari-
fantika, 2010) dan tunas aksiler (Amalia, 2010).
Dalam penelitian tersebut efisiensi induksi em-
brio somatik berbeda-beda antara jenis eksplan
yang satu dengan yang lain. Hal ini dapat dise-
babkan oleh perbedaan variasi umur eksplan dan
genotip yang digunakan. Media yang digunakan
dalam penelitian ini adalah media dasar MS
(Murashige dan Skoog), dengan penambahan zat
pengatur tumbuh. Media yang digunakan untuk
menginduksi kalus adalah media dasar MS yang
diturunkan formulanya dari 1 menjadi > mampu
menghasilkan  persentase pembentukan kalus
tertinggi dan meningkatkan 2 kali lipat kecepa-
tan pembentukan kalus embriogenik (Damayanti
et al., 2007). Sel embriogenik berasal dari bagian
lapisan periperal sel meristem yang memisah
dari kelompoknya yang ditandai dengan tekstur
remah.

Menurut Damayanti et a/.2007, regenerasi
tanaman secara iz vitro dapat dilakukan melalui
induksi tunas (organogenesis) atau embrio so-
matik (embriogenesis). Regenerasi melalui or-
ganogenesis dimulai dengan perubahan di dalam
sebuah sel atau sebuah kecil sel parenkim yang
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membelah menghasilkan massa sel yang berben-
tuk globuler dan bersifat meristematik, plastik
dan dapat berkembang menjadi primodial akar
dan tunas yang bersifat unipolar, sedangkan re-
generasi melalui jalur embriogenesis somatik
mudah diregenerasikan menjadi embrio bipolar,
yaitu mempunyai dua kutub yang langsung seb-
agai bakal tunas dan akar.Embriogenesis mem-
punyai beberapa tahap spesifik, yaitu (1) induksi
sel dan kalus embriogenik, (2) pendewasaan, (3)
perkecambahan, dan (4) hardening (Rahayu &
Habibah, 2009).

Pada tahap induksi kalus embriogenik di-
lakukan isolasi eksplan daun yang diambil dari
biji C. pubescens ditanam secara ex vitro di ruang
kultur selama 3 bulan dengan tujuan untuk men-
gurangi kontaminan dari lapang. Menurut Gu-
nawan 1995, untuk mendapatkan kalus eksplan
daun lebih menguntungkan daripada penggu-
naan eksplan batang. Daun muda merupakan
organ tanaman yang mempunyai daya regenerasi
tinggi dan mudah didapat. Pada umumnya induk-
si kalus embriogenik membutuhkan zat pengatur
tumbuh auksin yang dikombinasikan sitokinin.

Menurut Rahayu dan Habibah (2009), un-
tuk menginduksi kalus embriogenik umumnya
menggunakan auksin yang mempunyai aktifitas
kuat atau dengan konsentrasi tinggi. Dari berb-
agai hasil penelitian menunjukan bahwa 2,4-di-
clorophenoxy acetic acid (2,4-D) merupakan auksin
yang efektif untuk induksi kalus embriogenik.
Zat pengatur tumbuh tersebut merupakan auksin
sintetis yang cukup kuat dan tahan terhadap de-
gradasi karena reaksi enzimatik dan fotooksidasi,
sedangkan thidiazuron (TDZ) lebih kuat dari
sitokinin yang bisa digunakan untuk meningkat-
kan persentase kalus membentuk tunas (Schulze,
2007). Kombinasi auksin dan sitokinin sebesar 1
mg/1 dan 3 mg/1 dilaporkan dapat menginduksi
kalus dari berbagai organ seperti daun, batang
dan akar pada tanaman anggrek vanda (Nguyen
& Hang, 2006). Pemberian zat pengatur tumbuh
2,4-D dan TDZ dapat menginduksi kalus dari
eksplan daun Phalaenopsis (Sti et al., 2009). Kalus
yang mempunyai struktur embriogenik dan mam-
pu diregenerasikan adalah kalus yang diinginkan
untuk efisiensi perbanyakan melalui teknik kultur
jaringan. Kalus yang baru terbentuk berpeluang
menghasilkan tunas lebih tinggi dibandingkan
kalus yang telah disubkultur berkali-kali, karena
kalus yang baru terbentuk kandungan poliamin
atau senyawa yang berperan dalam sistem regen-
erasi masih tinggi (Lestari & Yunita, 2008).

Regenerasi tanaman memerlukan ZPT
yang spesifik untuk menginduksi tunas. BAP
merupakan ZPT yang sangat efektif dalam
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menginduksi proliferasi tunas #n vitro banyak jen-
is tanaman dibanding dengan sitokinin lain yang
umum digunakan dalam kultur jaringan tanaman
(George & Sherrington, 1984), sedangkan NAA
berperan dalam pembentukan akar dan perpan-
jangan sel. Pemberian BAP pada media MS yang
mengandung NAA, ternyata menghasilkan tunas
yang lebih cepat perpanjangannya, walaupun
jumlah tunasnya lebih sedikit dibandingkan yang
diberi BAP tanpa NAA. Mengacu pada peneli-
tian Imelda ez al. (2008) tentang regenerasi tunas
iles-iles (Amorphophallus muelleri Blume) yang
akan digunakan dalam regenerasi kalus C. pubes-
cens ada tiga taraf media perlakuan yaitu jumlah
tunas terbanyak diperoleh pada media dengan
konsentrasi BAP 1 mg/1; 2 mg/1 dan 4 mg/1. Me-
dia dasar regenerasi C. pubescens digunakan media
dasar MS penuh dengan menambahkan arang
aktif. Arang aktif ditambahkan untuk menyerap
senyawa fenol yang dikeluarkan eksplan.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk (1)
Mengkaji pengaruh jenis dan konsentrasi ZPT
terhadap induksi kalus embriogenik pada media
Y. MS pada C. pubescens. (2) Mengkaji pengaruh
jenis dan konsentrasi ZPT terhadap regenerasi
planlet dari kalus embriogenik C. pubescens. (3)
Mengkaji interaksi jenis dan konsentrasi ZPT
yang paling optimal untuk induksi kalus embrio-
genik dan regenerasi planlet C. pubescens.

METODE

Penelitian Tahap I (Induksi Kalus Embrioge-
nik)

Percobaan dua faktor yang disusun dengan
pola Rancangan Blok Terpisah (Split block Design
atau Strip plot Design) .Faktor I : Pemberian 2, 4-
D pada medium %, MS dengan dua konsentrasi,
yaitu: D1 =1 mg/l; D3 = 3 mg/l . Faktor II
: Pemberian Thidiazuron pada medium Y2 MS
dengan dua konsentrasi, yaitu : T1 = 1 mg/1 dan
T3 =3 mg/l.

Langkah awal penelitian ini adalah meny-
iapkan medium dan mensterilkan media terse-
but. Kemudian, eksplan yang berupa daun C. pu-
bescens yang ditanam secara ex vitro. Daun diambil
dari nodus pertama dan ke-dua dari pucuk. Hal
ini dengan pertimbangan daun pertama dan ke-
dua adalah daun yang masih muda, meristematik
dan bagian-bagiannya sudah sempurna. Eksplan
disterilisasi menggunakan metode Soede 1979
(Pierik, 1987). Setelah disterilisasi, eksplan dile-
takkan di cawan petri kemudian dipotong dengan
ukuran 1 x 1 cm. Setelah dipotong eksplan ke-
mudian dimasukkan dalam media yang telah di-
siapkan. Selanjutnya eksplan diinkubasi pada rak
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penyimpanan dengan suhu 23-25 °C. Sub kultur
dilakukan tiap satu bulan sekali, karena dalam
jangka waktu tersebut diperkirakan media mulai
kehabisan nutrisi.

Pengumpulan data dilakukan dengan
menghitung waktu mulai berkalus, persentase
berkalus, berat kalus dan tekstur kalus pada berb-
agai konsentrasi 2,4-D dan thidiazuron. Parame-
ter penelitian ini adalah pembentukan kalus den-
gan parameter waktu mulai berkalus, persentase
berkalus, berat kalus dan tekstur kalus. Waktu
mulai berkalus ditentukan berdasarkan jarak
waktu (hari) sejak penanaman hingga mulainya
muncul kalus dari tiap perlakuan. Kemunculan
kalus diindikasikan dengan adanya kumpulan
sel dari eksplan daun dengan ciri berwarna pu-
tih atau bening dengan lebar minimal 1-2 mm.
Persentase berkalus ditentukan dengan menghi-
tung ratio jumlah eksplan yang menumbuhkan
kalus dengan seluruh eksplan yang ditanam. Be-
rat segar kalus dihitung dengan menimbang botol
yang berisi media dan kalus setelah eksplan dita-
nam selama 1,5 bulan dikurangi berat awal botol
media dan eksplan.

Data yang diperoleh kemudian dianalisis
menggunakan uji statistik ANAVA dua arah den-
gan Rancangan Acak Petak Tersarang (Split block
Design) menurut (Mattjik & Sumertajaya, 2002).
Jika hasil uji ANAVA signifikan, dilakukan uji
BNT 5 % untuk membandingkan antara rataan
perlakuan yang dicoba (Sastrosupadi, 1995).

Penelitian Tahap II (Regenerasi)

Pada kegiatan ini, kalus-kalus yang diper-
oleh pada perlakuan sebelumnya diregenerasikan
untuk membentuk tunas sampai menjadi planlet.
Percobaan satu faktor dengan tiga taraf konsen-
trasi BAP yang disusun dengan pola Rancangan
Acak Lengkap (RAL). Pemberian BAP pada
medium MS yang mengandung NAA 0,2 mg/1
dengan penambahan 2 g/l arang aktif dengan
berbagai konsentrasi yaitu Bl = BAP 1 mg/l1, B2
= BAP 2 mg/l, dan B4 = BAP 4 mg/1. Jika in-
duksi kalus menggunakan ZPT dengan konsen-
trasi tinggi, maka proses regenerasinya membu-
tuhkan asupan ZPT dalam konsentrasi rendah.
Proses regenerasi membutuhkan asupan sitoki-
nin dan auksin yang dalam hal ini diperoleh dari
BAP dan NAA. BAP merupakan ZPT spesifik
yang berperan dalam merangsang proses pembe-
lahan sel dan diferensiasi tunas adventif dari ka-
lus (Syahid & Kristina, 2007). Tanpa NAA kalus
hanya akan menginduksi tunas saja, maka dari
itu NAA ditambahkan pada media regenerasi un-
tuk induksi akar.

Langkah pembuatan media seperti pada
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penelitian tahap I. Media regenerasi menggunak-
an media dasar MS penuh dengan menambah-
kan arang aktif sebanyak 2 g/1 dengan penamba-
han kombinasi hormon BAP dan NAA. Eksplan
yang berupa kalus yang diinduksi dari daun C.
pubescens secara in vitro. Kalus diperoleh dari per-
lakuan sebelumnya yang ditumbuhkan pada me-
dia regenerasi yang mengandung 2,4-D dan thidi-
azuron. Kalus yang berhasil diinduksi dibiarkan
selama 3 minggu agar kalus yang diperoleh lebih
banyak. Kemudian dari botol kultur dipindahkan
ke dalam media regenerasi. Pengamatan dilaku-
kan selama 4 bulan sampai muncul planlet.

Pengumpulan data dilakukan dengan
menghitung kecepatan muncul tunas, persen-
tase kalus yang membentuk tunas, jumlah tunas
dan jumlah tunas yang membentuk planlet pada
berbagai konsentrasi BAP dan NAA. Parameter
penelitian ini adalah pembentukan tunas den-
gan parameter kecepatan muncul tunas, persen-
tase kalus yang membentuk tunas, jumlah tunas
dan jumlah planlet. Waktu mulai muncul tunas
ditentukan berdasarkan jarak waktu (hari) sejak
pemindahan kalus kedalam media regenerasi
hingga mulainya muncul tunas dari tiap per-
lakuan. Kemunculan tunas diindikasikan dengan
kemunculan spot hijau.

Data yang diperoleh kemudian dianalisis
menggunakan uji statistik ANAVA dengan Ran-
cangan Acak Lengkap (RAL) satu jalan dengan
taraf kesalahan 5% untuk melihat pengaruh tiap
kelompok perlakuan. Jika hasil uji ANAVA sig-
nifikan, dilakukan uji BNT 5 % untuk memband-
ingkan antara rataan perlakuan yang dicoba (Sas-
trosupadi, 1995).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian Tahap I (Induksi Kalus Embrioge-
nik)

Inisiasi kalus embriogenik pada irisan
daun Carica pubescens tercepat rata-rata mulai ter-
bentuk pada umur 20 setelah penanaman pada
kombinasi media yang mengandung jenis dan
konsentrasi ZPT 2,4-D 3 mg/1 + TDZ 1 mg/],
sedangkan media kombinasi 2,4-D 1 mg/l +
TDZ 3 mg/1 dan 2,4-D 1 mg/1 + TDZ 1 mg/1
masing-masing terbentuk pada umur 26 dan 28
hari setelah penanaman, dan kombinasi media
yang membutuhkan waktu cukup lama untuk
menginisiasi adalah media 2,4-D 3 mg/1 + TDZ
3 mg/1 yang membutuhkan waktu 37 hari setelah
penanaman.

Terbentuknya kalus berkisar antara 25 -
100 %. Pada perlakuan jenis dan konsentrasi ZPT
2,4-D dan TDZ dimulai dari perlakuan kombi-
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nasi 2,4-D 1 mg/1 + TDZ 1 mg/l (25%), 2,4-D
3 mg/l + TDZ 3 mg/1(37,5%), 2,4-D 1 mg/l +
TDZ 3 mg/1(56,25%) dan 2,4-D 3 mg/1 + TDZ
1 mg/1 (100%). Interaksi 2,4-D dan TDZ 1-3
mg/1 persentase kalus yang terbentuk dapat ber-
hasil diinduksi dengan hasil yang cukup tinggi.
Menurut Hendaryono dan Wijayani (1994),
2,4-D merupakan jenis auksin yang mempunyai
potensi tinggi untuk menumbuhkan kalus. Pem-
bengkakan eksplan merupakan pemanjangan
sel yang disebabkan 2,4-D, akan tetapi beberapa
media yang mengandung 2,4-D, tidak semua me-
dia memberikan dampak yang sama pada irisan
daun (Gill ez al., 2004).

Pengaruh media terhadap pembentukan
kalus terjadi akibat kontribusi kombinasi jenis
dan konsentrasi ZPT 2,4-D dan TDZ yang seim-
bang untuk pembelahan sel. Namun apabila
terjadi akumulasi ZPT tersebut dengan adanya
sitokinin endogenous akan menurunkan atau
menghambat pembelahan sel. Menurut Chang
dan Chang (2000), bahwa TDZ yang terakumu-
lasi menjadi sangat tinggi konsentrasinya mam-
pu menghambat pembelahan sel. Tetapi secara
umum TDZ yang merupakan derivat phenylurea
efektif sebagai regulator pertumbuhan (Sriniva-
san et al., 2006). Kombinasi media yang meng-
hasilkan kalus tertinggi diperoleh pada kombi-
nasi 2,4-D 3 mg/1 + TDZ 1 mg/1 (100%) hal ini
sesuai menurut pendapat Pierick (1987), bahwa
perbandingan auksin dan sitokinin menentukan
arah dan jumlah keberhasilan dalam kultur jar-
ingan.

Pada proses pembentukan kalus ditemu-
kan bahwa tidak semua eksplan yang dikulturkan
membentuk kalus, seperti pada perlakuan 2,4-D
1 mg/l+TDZ 1 mg/ldan 2,4-D 1 mg/1+ TDZ 3
mg/1 dimana ada eksplan tidak mampu tumbuh
dan membentuk kalus tetapi tetap hidup. Eksplan
berwarna hijau kecoklatan dapat dilihat pada
Lampiran 15, sedangkan pada perlakuan 2,4-D
3 mg/1+ TDZ 3 mg/1 eksplan berwarna kecokla-
tan seperti akan mati, akan tetapi perubahan war-
na atau kesegaran eksplan yang kecoklatan tidak
menjadi tanda bahwa eksplan yang kecoklatan
tidak mampu membentuk kalus. Hal ini dapat
dimungkinkan konsentrasi ZPT eksogen yang
diberikan tidak sesuai, sehingga eksplan membu-
tuhkan waktu yang lama untuk merespon. Dis-
amping itu kemungkinan adanya pengaruh hor-
mon endogen. Data respon pertumbuhan kalus
dari eksplan daun C. pubescens terhadap jenis dan
konsentrasi zat pengatur tumbuh 2,4-D dan TDZ
disajikan pada tabel 1.

Setelah dilakukan penelitian selama 45
hari pada induksi kalus C. pubescens dengan kon-
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sentrasi 2,4-D dan thidiazuron masing-masing
1 mg/1 dan 3 mg/1 dapat diamati waktu mulai
berkalus. Analisis varian dua jalan dapat dilihat
pada Tabel 7. Perlakuan 2,4-D, TDZ dan inter-
aksi 2,4-D x TDZ tidak berpengaruh nyata ter-
hadap waktu mulai berkalus eksplan daun Carica
pubescens.

Dari analisis varian dapat dilihat bahwa
perlakuan 2,4-D dan TDZ tidak berpengaruh ny-
ata terhadap persentase berkalus, sedangkan inte-
raksi 2,4-D x TDZ berpengaruh nyata terhadap
persentase berkalus eksplan daun Carica pubes-
cens. Karena interaksi 2,4-DxTDZ berpengaruh
nyata, maka dilakukan uji lanjut BNT dengan
menggunakan taraf kesalahan 5%. Dari perhi-
tungan BNT 5%. Dari hasil uji BNT 5% dapat
dilihat perlakuan kombinasi 2,4-D 3 mg/1+ TDZ
1 mg/1 menghasilkan persentase berkalus paling
tinggi yaitu sebesar 100%.

Bertambahnya berat mencirikan adanya
pertumbuhan, sehingga pengukuran berat basah
kalus dapat mewakili variable pertumbuhan ka-
lus. Dari hasil penelitian diperoleh hasil pengu-
kuran berat kalus pada eksplan C. pubescens dan
analisis varian dua jalan. Setelah data dianalisis,
perlakuan 2,4-D, TDZ dan interaksi 2,4-DxTDZ

berpengaruh nyata terhadap berat kalus eksplan
daun Carica pubescens, maka dilanjutkan dengan
uji lanjut BNT dengan taraf kesalahan 5%. Per-
lakuan 2,4-D perbandingan rataan antara pem-
berian 2,4-D 3 mg/1 menunjukkan hasil berbeda
dengan pemberian 2,4-D 1 mg/1. Nilai BNT 5%
pada berat kalus sebesar 0,22 g sedangkan rataan
yang diperoleh dengan pemberian 2,4-D 3 mg/1
menunjukan hasil yang lebih tinggi yaitu sebesar
0,82 ¢g.

Perlakuan TDZ perbandingan rataan anta-
ra pemberian TDZ 1 mg/1 dengan TDZ 3 mg/1
menunjukkan hasil yang berbeda. Rataan yang
diperoleh dengan pemberian TDZ 1 mg/l me-
nunjukkan hasil yang lebih tinggi yaitu sebesar
0,86 g. Interaksi 2,4-DxTDZ menunjukan hasil
tertinggi pada kombinasi perlakuan 2,4-D 3 mg/1
+ TDZ 1 mg/1 rataan yang diperoleh menunju-
kan hasil yang lebih tinggi yaitu sebesar 0,750 g.

Bertambahnya berat yang irreversible men-
cirikan adanya pertumbuhan, sehingga penguku-
ran berat segar kalus dapat mewakili variabel per-
tumbuhan kalus yang berasal dari eksplan daun
Carica pubescens. Menurut Ruswaningsih (2007),
berat segar secara fisiologis terdiri dari dua kan-
dungan yaitu air dan karbohidrat.

Tabel 1. Respon pertumbuhan kalus dari eksplan daun C. pubescens terhadap jenis dan konsentrasi zat

pengatur tumbuh 2,4-D dan TDZ

No. Perlakuan b\Zigzsn(l}lllﬁ;) Persenta(i/eo)b erkalus Berat kalus (gram)
1. DITL 29 50 0,24
2. DIT1, 27 50 0,18
3. DIT1 - 0 0,00
4, DITI1 - 0 0,00
5. DIT3 24 100 0,44
6. DIT3, 28 50 0,28
7. DIT3 26 75 0,15
8. DIT3, - 0 0,00
9. D3T1, 20 100 0,90
10. D3T1,, 19 100 1,10
11. D3T1,,, 21 100 0,62
12. D3T1,, 20 100 0,38
13. D3T3, - - 0,00
14. D3T3, - - 0,00
15. D3T3, 36 75 0,12
16. D3T3, 38 75 0,15

Keterangan :

- : tidak tumbuh

DI1T1 :2,4-D 1 mg/ldan TDZ 1 mg/1

D1T3 :2,4-D 1 mg/ldan TDZ 3 mg/1
D3T1 :2,4-D 3 mg/ldan TDZ 1 mg/1
D3T3 :2,4-D 3 mg/ldan TDZ 3 mg/1
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Menurut Santoso dan Nursandi (2004),
arah perkembangan kultur ditentukan oleh in-
teraksi dan perimbangan antara zat pengatur
tumbuh yang diproduksi oleh sel tanaman secara
endogen, sebab di dalam eksplan itu sendiri se-
benarnya sudah ada zat pengatur tumbuh endo-
gen, tapi dalam pertumbuhan dan perkembangan
tanaman secara #n vitro zat pengatur tumbuh ek-
sogen masih ditambahkan. Penambahan auksin
seperti 2,4-D dilakukan karena berperan untuk
mendorong proses morfogenesis kalus, induksi
kalus dan dapat mepengaruhi kestabilan genetik
sel tanaman. Sementara sitokinin seperti TDZ
berperan dalam pembelahan sel, jaringan dan or-
ganogenesis.

Tekstur kalus merupakan salah satu pe-
nanda yang dipergunakan untuk menilai kualitas
suatu kalus. Kalus yang baik diasumsikan memi-
liki tekstur remah (friable). Tekstur kalus yang re-
mah dianggap baik karena memudahkan dalam
pemisahan menjadi sel-sel tunggal pada kultur
suspensi, di samping itu akan meningkatkan ae-
rasi oksigen antar sel. Tekstur kalus dapat dibe-
dakan menjadi tiga macam, yaitu : kompak (non
friable), intermediet dan remah (friable) (Turhan,
2004). Secara visual, kalus remah yang terbentuk
pada eksplan daun Carica pubescens ikatan antar
selnya tampak renggang, mudah dipisahkan dan
jika diambil dengan pinset, kalus mudah pecah
dan ada yang menempel pada pinset. Kalus yang
kompak mempunyai tekstur yang sulit untuk di-
pisahkan dan terlihat padat (Fitriani, 2008). Se-
dangkan kalus yang sebagian bertekstur kompak
dan remah disebut kalus intermediet (Widiarso,
2010).

Inisiasi kalus embriogenik mulai terlihat
sekitar 3 minggu setelah tanam sampai 5 minggu
setelah tanam. Kalus embriogenik mulai tumbuh
pada pinggiran eksplan daun (bekas luka sayatan)
dapat dilihat pada Lampiran 13. Kalus yang diin-
duksi dengan tambahan ZPT 2,4-D dan TDZ da-
pat menghasilkan kalus yang berwarna putih dan
bening membentuk bulatan-bulatan dan mudah
dipisahkan (remah) sehingga dapat disebut bersi-
fat embriogenik.

Dalam perkembangannya, proembrio mu-
lai jelas bentuk dan warnanya setelah 45 hari da-
lam kultur media. Embrio yang mulai membesar
berbentuk bulat (globuler) dengan warna trans-
paran, kemudian berkembang menjadi bebera-
pa warna, yaitu kekuningan, putih kekuningan,
dan putih. Permukaan embrio terlihat halus dan
mengkilap dengan ukuran relatif homogen. Di
samping terbentuk proembrio dan embrio, juga
terbentuk kalus berstruktur remah di sisi eksplan
yang tidak ditumbuhi embrio somatik. Kalus re-
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mah ini tampak seperti pasir berwarna putih (
Riyadi & Tirtoboma, 2004).

Adapun eksplan yang tidak berhasil men-
ginduksi kalus, eksplan yang berwarna hijau
berubah menjadi kecoklatan. Perubahan warna
eksplan dari hijau menjadi kecoklatan disebabkan
karena mulai dihasilkannya fenolat oleh eksplan
dimana fenol bereaksi dengan udara memben-
tuk quinon dan akan menyebabkan warna coklat
pada eksplan yang disebut browning (George &
Sherrington, 1984).

Penelitian Tahap II (Regenerasi)

Pada penelitian tahap I terlihat bahwa
kalus yang berasal dari perlakuan jenis dan kon-
sentrasi ZPT 2,4-D dan TDZ selama 45 hari be-
lum mampu menginduksi tunas. Beberapa hasil
penelitian menunjukkan bahwa tahap regenerasi
adalah tahap yang paling sulit. Pada tahap ini
kalus yang dihasilkan dari penelitian sebelumnya
disubkultur pada media regenerasi yang mengan-
dung BAP. Tanpa diberikannya BAP kedalam
media regenerasi, kalus tidak mampu beregene-
rasi membentuk tunas baru. Sampai umur enam
minggu tidak ada pembentukan nodul-nodul
bakal tunas. Sedangkan pada semua perlakuan
BAP yang tambahkan dengan auksin konsentrasi
rendah, semua kalus mampu beregenerasi den-
gan baik. Dapat dikatakan disini bahwa proses
regenerasi membutuhkan asupan sitokinin yang
dalam hal ini diperoleh dari BAP pada berbagai
konsentrasi. Pada tahap ini juga ditambahkan
auksin dalam konsentrasi yang rendah yaitu 0,2
mg/1 pada media MS dengan tujuan untuk me-
numbuhkan akar. Karena untuk mencapai tujuan
embriogenesis pada tahap perkecambahan mela-
lui fase dimana kalus embriogenik membentuk
tunas dan akar.

Setelah dilakukan pemindahan kalus keda-
lam media regenerasi dengan tiga taraf konsent-
rasi BAP yang ditambahkan dalam media MS
arang aktif yang mengandung NAA 0,2 mg/l
dihasilkan tunas yang membentuk planlet seperti
pada Gambar 14. Regenerasi tunas diinduksi dari
kalus yang baru terbentuk 45 hari setelah tanam.
Pada hari ke- 29 setelah ditanam pada media un-
tuk regenerasi maka kalus tampak berubah war-
na dari putih menjadi kuning kecoklatan. Kalus
kemudian membentuk spot atau nodul-nodul
berwarna hijau bakal tunas. Perubahan warna
tersebut merupakan adanya morfogenesis (Lesta-
ri & Yunita, 2008).

Kalus-kalus yang embriogenik akan men-
galami beberapa fase perkembangan sampai
menghasilkan tunas. Fase tersebut dimulai dari
kondisi kalus dalam bentuk globular, kemudian
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heart, torpedo, sampai pada fase akhir kotiledon
dan akhirnya baru membentuk tunas. Sementara
kalus-kalus yang bukan embriogenik akan selalu
dalam fase globular. Induksi tunas pada kalus
embriogenik pada irisan daun Carica pubescens
tercepat rata-rata mulai terbentuk pada umur 29
sampai 47 hari setelah pemindahan kedalam me-
dia regenerasi pada kombinasi media B1, B2, dan
B4.

Penelitian tahap II data diambil selama 4
bulan atau sekitar 120 hari untuk meregenera-
sikan kalus menjadi planlet. Hasil pengamatan
kecepatan muncul tunas dianalisis menggunakan
analisis varian satu jalan. Pada perlakuan media
regenerasi berdasarkan perhitungan analisis va-
rian satu jalan perlakuan media regenerasi tidak
berpengaruh nyata pada kecepatan muncul tunas
kalus Carica pubescens.

Hasil analisis varian satu jalan persenta-
se kalus yang membentuk tunas setelah 4 bulan
(120 hari) dipindahkan pada medium regenerasi.
Perlakuan media regenerasi berdasarkan perhi-
tungan analisis varian satu jalan perlakuan media
regenerasi berpengaruh nyata pada persentase
kalus Carica pubescens membentuk tunas, maka
dilanjutkan dengan uji BNT dengan taraf kesa-
lahan 5 % untuk mengetahui nilai perbandingan
rataan pada media perlakuan regenerasi. Perban-
dingan rataan antara media perlakuan regenerasi
pada parameter persentase kalus yang memben-
tuk tunas yang menunjukan hasil yang paling
tinggi yaitu pada perlakuan BAP 4 mg/1 sebesar

57,75%.

Hasil analisis varian satu jalan jumlah ka-
lus yang membentuk tunas setelah 4 bulan (120
hari). Perlakuan media regenerasi berdasarkan
perhitungan analisis varian satu jalan maka per-
lakuan media regenerasi berpengaruh nyata pada
jumlah kalus Carica pubescens membentuk tunas.
Untuk itu dilakukan uji BNT dengan taraf kesa-
lahan 5 % untuk mengetahui nilai perbandingan
rataan pada media perlakuan regenerasi. Perban-
dingan rataan antara media perlakuan regenerasi
pada parameter jumlah tunas yang menunjukan
hasil yang paling tinggi yaitu pada perlakuan
BAP 4 mg/1 sebesar 11,75.

Pada penelitian ini tunas yang membentuk
planlet jumlahnya sedikit sekali hal ini dikare-
nakan dibutuhkan lebih banyak waktu agar tunas
menjadi planlet. Selama 120 hari hanya beberapa
tunas yang tumbuh menjadi planlet. Analisis va-
rian satu jalan pada parameter jumlah tunas yang
membentuk planlet menunjukkan jumlah tunas
yang membentuk planlet tidak berpengaruh ny-
ata pada perlakuan media regenerasi. Hasil pen-
elitian regenerasi kalus dari eksplan daun C. pu-
bescens dengan pemberian tiga taraf BAP dapat
dilihat pada Tabel 2.

Dapat dilihat pada Tabel 2, bahwa terben-
tuknya kalus menjadi tunas berkisar antara 3,75%
sampai 57,75%. Pada perlakuan media regenerasi
tiga taraf konsentrasi BAP yang ditambahkan da-
lam media MS yang mengandung NAA 0,2 mg/1
diperoleh perlakuan media regenerasi kombinasi

Tabel 2. Respon kalus dari eksplan daun C. pubescens terhadap tiga taraf konsentrasi BAP dalam
media MS arang aktif yang mengandung NAA 0,2 mg/1

Kombinasi Taraf Kecepatan muncul Persentase kalus Jumlah Jumlah
No. Perlakuan tunas (hari) menjadi tunas tunas planlet
1. Bl 58 7 1 0
2. B2, 53 18 1 0
3. B4, 30 88 19 1
4, Bl 36 8 3 0
5. B2, 36 30 0
6. B4, 27 78 12 6
7. Bl 0 0 0 0
8. B2, 43 15 2 0
9. B4, 0 0 0 0
10. Bl 0 0 0 0
11. B2, 32 9 6 3
12. B4 , 30 65 16 0
Keterangan:
0 : tidak tumbuh
Bl : BAP 1 mg/1 dalam media MS arang aktif yang mengandung NAA 0,2 mg/1
B2 : BAP 2 mg/1 dalam media MS arang aktif yang mengandung NAA 0,2 mg/1
B4 : BAP 4 mg/1 dalam media MS arang aktif yang mengandung NAA 0,2 mg/1
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B4 lebih banyak membentuk tunas daripada B2.
Jumlah persentase terendah dihasilkan kombi-
nasi Bl. Dalam proses embriogenesis peranan
sitokinin sangat menentukan, namun demikian
hanya sel-sel yang kompeten saja yang mampu
menghasilkan tunas. Kombinasi sitokinin dan
auksin lebih efektif dalam memacu pembentukan
tunas.

Dapat dilihat pada Tabel 2, bahwa rata-ra-
ta jumlah tunas setelah 4 bulan (120 hari) dipin-
dahkan pada medium regenerasi berkisar antara
1 sampai 11,75. Pada perlakuan tiga taraf media
regenerasi diperoleh perlakuan media yang op-
timal untuk menghasilkan tunas lebih banyak
adalah kombinasi B4. Jumlah persentase teren-
dah dihasilkan kombinasi B1. Kemungkinan yang
menyebabkan jumlah tunas sedikit adalah terjadi
ketidak seimbangan kembali antara zat pengatur
tumbubh sitokinin yang ada di dalam sel dengan di
luar sel. Kemampuan kalus untuk menghasilkan
tunas, selain dipengaruhi adanya zat pengatur
tumbuh maka ukuran kalus yang dipindahkan
ke media regenerasi juga menjadi faktor penentu.
Pada kultur anther kalus yang berukuran 2-3 mm,
merupakan kalus yang terbaik untuk dipindah-
kan ke medium regenerasi, sedangkan kalus yang
berukuran kurang dari 2 mm akan sulit beregen-
erasi atau mati Yoshida 1995 (Lestari & Yunita,
2008). Pada penelitian Lestari dan Yunita 2008,
tentang induksi kalus dan regenerasi tunas Padi
Fatmawati dilaporkan bahwa pada kalus antara
3-4 mm merupakan eksplan terbaik untuk dire-
generasikan, apabila terlalu besar maka umur ka-
lus sudah lebih dari 4 minggu sehingga kemam-
puan regenerasinya sudah berkurang sehingga
jumlah tunas yang diperoleh sedikit.

Pengambilan data pada tahap II dilaku-
kan selama 4 bulan. Perlu waktu lama agar tunas
menjadi planlet. Dari Lampiran 12, pada analisis
varian dapat dilihat bahwa tiga taraf media re-
generasi berpengaruh tidak nyata terhadap plan-
let yang terbentuk pada kalus Carica pubescens.
Hal ini dikarenakan planlet yang dihasilkan me-
lalui tahap embriogenesis tidak langsung membu-
tuhkan waktu lebih lama daripada embriogenesis
langsung karena embriogenesis langsung melalui
tahap induksi kalus terlebih dahulu. Pada peneli-
tian Imelda et al 2008 tentang Regenerasi Tunas
dari Kultur Tangkai Daun Iles-iles (Amorphophal-
lus muelleri Blume). Hasil pengamatan menunjuk-
kan bahwa sekitar satu minggu setelah dikultur-
kan, potongan tangkai daun mulai membengkak
pada salah satu ujungnya, atau kadangkadang
pada kedua ujungnya. Dalam perkembangan se-
lanjutnya, dari bagian yang membengkak terse-
but terbentuk tonjolan-tonjolan kecil yang kemu-
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dian tumbuh menjadi bakal tunas melalui proses
organogenesis dalam waktu 8-9 minggu. Sedang-
kan pada penelitian ini, induksi kalus dilakukan
selama 6 minggu dan muncul tunas sekitar 4 min-
ggu kemudian.

SIMPULAN

Berdasarkan uraian pembahasan dapat di-
tarik simpulan sebagai berikut: (1) Jenis dan kon-
sentrasi ZPT berpengaruh terhadap induksi ka-
lus embriogenik pada media 2 MS dari eksplan
daun C. pubescens, khususnya pada parameter
persentase pembentukan kalus dan berat kalus.
(2) Jenis dan konsentrasi ZPT berpengaruh ter-
hadap regenerasi planlet dari kalus embriogenik
C. pubescens, khususnya pada parameter persen-
tase kalus membentuk tunas dan parameter jum-
lah tunas. (3) Interaksi yang paling optimal untuk
induksi kalus embriogenik C. pubescens adalah
persentase pembentukan kalus dan berat kalus
dalam media perlakuan yang mengandung 2,4-
D 3 mg/l+thidiazuron 1 mg/l. sedangkan untuk
regenerasi planlet C pubescens media yang paling
optimal dalam menginduksi tunas adalah media
yang mengandung BAP 4 mg/1 dalam media MS
yang mengandung NAA 0,2 mg/1.
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