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ABSTRACT

Study on callus induction of cacao (Theobroma cacao L.) was conducted at the Tissue
Culture laboratory, Forestry faculty, Tadulako University, Palu, during periode of January
until April 2012. This research was aimed to obtain the best medium formulation for
induction and growth of cacao callus. Calli was induced from embryo on MS based medium
containing of 2,4-D, BAP and coconut water. The intact plant as explant was taken from
Local Farming. This experiment was arranged in completely randomized design with 4
treatments and 3 replications. The treatments were : MS medium + 2 ppm 2,4-D + 15%
coconut water (N1), MS medium + 2 ppm 2,4-D + 0,2 ppm BAP, 15% coconut water (N2),
MS medium + 2 ppm 2,4-D + 0,2 ppm BAP (N3), and MS medium + 2 ppm 2,4-D (N4).
Parameters observed in this study were the days appear of callus, percentage of explant
producing callus (%), also observation on morphology and the cell of callus. The best
medium for callus induction was MS medium + 2 ppm 2,4-D + 15% coconut water (N1).
This medium produces healthy-compac callus which active in cell proliferation, in 6 days
after induction.

Keywords: 2,4-D, BAP, Callus, Coconut water, Theobroma cacao L.

ABSTRAK

Penelitian tentang induksi kalus pada tanaman kakao (Theobroma cacao L.) telah
dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Fakultas Kehutanan Untad, Palu pada bulan
Januari - Mei 2012. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan formulasi media kultur in
vitro yang terbaik dalam menginduksi kalus tanaman kakao. Kalus diinduksi dari eksplan
embrio kakao menggunakan media dasar MS dengan penambahan 2,4-D, BAP dan Air
kelapa. Eksplan yang digunakan diperoleh dari tanaman induk kakao dari perkebunan rakyat.
Penelitian ini disusun dalam Rancangan acak lengkap dengan 4 perlakuan dengan3 kali
ulangan. Perlakuan yang dicobakan yaitu : medium MS + 2 ppm 2,4-D + 15% Air Kelapa
(N1), medium MS + 2 ppm 2,4-D + 0,2 ppm BAP + 15% Air Kelapa (N2), medium MS + 2
ppm 2,4-D, 0,2 ppm BAP (N3)dan medium MS+ 2 ppm 2,4-D (N4). Parameter yang diamati
adalah saat munculnya kalus, persentasi eksplan yang menghasilkan kalus, serta morfologi
dan pengamatan sel kalus. Hasil penelitian menunjukkan bahwa formulasi medium MS + 2
ppm 2,4-D, 15% Air Kelapa (N1) merupakan media terbaik untuk menginduksi kalus yang
ditandai dengan munculnya kalus yang kompak dan aktif membelah mulai 6 hari setelah
tanam.
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PENDAHULUAN

Theobroma cacao L., atau yang lebih dikenal dengan tanaman kakao, merupakan tumbuhan
tropis yang berasal dari amerika latin yang dapat tumbuh hingga mencapai 10 meter (Argout
et all., (2011), Winarsih (2002)). T.cacao telah dikenal di Indonesia sejak tahun 1560. Negara
Indonesia merupakan penghasil kakao terbesar ketiga setalah Ghana dan Pantai Gading.
Selain itu, di Indonesia komoditas kakao merupakan komoditas penghasil devisa negara
nomor tiga setelah kelapa sawit dan karet. Berdasarkan data ICCO (International Cacao
Organization) komoditas kakao di indonesia pada tahun 2009 total pendapatannya dapat
mencapai sebesar US $ 1,8 milyar atau naik 20% dari tahun sebelumnya (Jauhari dan
Wirjodirdjo, 2010).

T.cacao memiliki banyak manfaat, tidak hanya sebagai komoditas penghasil devisa negara
tetapi biji cacao juga merupakan satu-satunya bahan utama dalam pembuatan coklat. Selain
itu kakao pun banyak digunakan sebagai bahan utama dalam beberapa produk kosmetik,
industry farmasi dan lain sebagainya. Meskipun demikian, Agrobisnis kakao di Indonesia
masih menghadapi berbagai masalah kompleks antara lain produktivitas kebun masih rendah
akibat serangan hama penggerek buah kakao (PBK), mutu produk dan jumlah masih rendah
serta masih belum optimalnya pengembangan produk kakao serta penyediaan jumlah bibit
kakao yang unggul. Hal ini menjadi suatu tantangan untuk menyelesaikan masalah yang
dihadapi oleh perkebunan kakao sekaligus sebagai peluang untuk mengembangkan usaha dan
meraih nilai tambah yang lebih besar dari agribisnis kakao (Silva et al., 2009., Argout et al,
2011., Veco, 2011).

Salah satu alternatif untuk mengatasi masalah yang dihadapi oleh perkebunan kakao melalui
rekayasa genetika. Keuntungan dari rekayasa genetika dalam perbaikan tanaman genetik
telah menyebabkan pengembangan metode transformasi DNA, dimana diharapkan dapat
memecahkan masalah dalam meningkatkan produktivitas suatu tanaman (Figueira et al.,
1991, Chantrapradist dan Kanchanapoom, 1995., Chaidamsari et al., 1999, Purnamaningsi,
2002, Silva et al., 2009, Tsai and Kinsella, 1981.,).

Menurut Winarsih et al., (2002) Salah satu cara yang paling efektif untuk mengendalikan
hama PBK dan penyakit pada kakao serta menghasilkan bibit unggul dapat melalui teknik
kultur jaringan yaitu induksi kalus dan rekayasa genetika

Sejauh ini kultur sel kakao sebagai model sel untuk penelitian kakao belum tersedia. Karena
selama ini sebagian besar peneliti menggunakan sel kultur Arabidopsis dan sel tembakau

BY2 sebagai model sel. Menurut Argout et al., (2008), berdasarkan filogenetik tumbuhan
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cacao dan Arabidopsis berbeda. Ada beberapa gen yang tidak ditemukan pada tumbuhan
Arabidopsis, dan mungkin sangat penting dalam perkembangan tumbuhan  kakao
selanjutnya. Oleh karena itu, diperlukan adanya bentuk sel kakao hasil kultur jaringan yang
nantinya akan digunakan sebagai model sel dalam penelitian berbagai aspek molekuler dan
seluler tumbuhan kakao. Selain itu, salah satu manfaat kultur kalus adalah untuk
mendapatkan produk yang berupa kalus dari suatu eksplan yang dapat ditumbuhkan secara
terus-menerus sehingga dapat dimanfaatkan dalam mempelajari metabolisme dan diferensiasi
sel, morfogenesis sel, variasi somaklonal, transformasi genetik serta produksi metabolit
sekunder juga merupakan beberapa manfaat dari hasil kultur kalus. Selain itu menurut Tsai
dan Kinsella (1981), induksi embrio dari kultur sel kakao sangat berpotensi dalam
menghasilkan lipid yang khas melalui kultur jaringan secara in vitro.

Di Indonesia, telah lama dikembangkan teknik kultur jaringan tanaman kakao kurang lebih
selama satu dasawarsa dengan menggunakan beberapa organ dari cacao itu sendiri yang
dijadikan sebagai eksplan. Namun, hasilnya masih belum memuaskan (Chaidamsari et all.,
1999). Informasi tentang studi terhadap induksi kalus kakao masih belum cukup. Oleh karena
itu penelitian ini bertujuan untuk memperoleh formulasi media yang terbaik untuk induksi
dan pertumbuhan kalus kakao. Adapun manfaat dari penelitian ini yaitu Dapat digunakan
sebagai dasar ilmiah dalam perkembangbiakan secara in vitro tanaman kakao khususnya
dalam tahap induksi dan perkembangan kalus. Dalam penelitian ini juga dilaporkan bentuk
dari sel kakao itu sendiri.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan, Fakultas Kehutanan. Universitas
Tadulako, Palu dari bulan Januari Sampai April 2012. Universitas Tadulako. Sulawesi
Tengah. Eksplan yang digunakan dalam penelitian ini adalah embrio buah kakao. Penelitian
ini diatur dalam rancangan acak lengkap dengan 4 perlakuan dan 3 ulangan. sehingga
ditemukan 12 unit percobaan. Perlakuan yang dicobakan meliputi :

N1 = Medium MS + 2 ppm 2,4-D + 15% Air kelapa

N2 = Medium MS + 2 ppm 2,4-D + 0,2 ppm BAP + 15% Air kelapa

N3 = Medium MS + 2 ppm 2,4-D + 0,2 ppm BAP

N4 = Medium MS + 2 ppm 2,4-D

Parameter pengamatannya terdiri dari :

a) Saat munculnya kalus
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Pengamatan dilakukan dengan cara mengamati perkembangan eksplan yang mulai penanaman hingga
terbentuknya kalus. Pengamatan bertujuan untuk mengetahui kecepatan eksplan berkalus pada tiap-
tiap perlakuan.

b) Morfologi Kalus

Pengamatan dilakukan dengan cara mengamati secara visual bagian morfologi kalus yaitu melihat
butiran-butiran kalus, warna kalus, struktur kalus yang terbentuk. Pengamatan dilakukan sejak
munculnya kalus selama 1-2 minggu setelah pertumbuhan kalus.

¢) Pengamatan sel kalus

Pengamatan dilakukan dengan mengamati sel kalus dibawah mikroskop. Hal ini bertujuan untuk
mengetahui bagaimana bentuk sel kalus yang dihasilkan. Pengamatan dilakukan diakhir pengamatan

dengan menggunakan mikroskop.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kalus kakao dapat diinduksi pada semua medium
perlakuan. Kalus kakao terbentuk pada permukaan eksplan dan luka irisan yang ditandai
dengan pembengkakan pada eksplan dan berwarna putih. Menurut George (1993) kalus dapat
diinisiasi secara secara in vitro dengan meletakkan irisan jaringan tanaman (eksplan) pada
media tumbuh dalam kondisi steril. Dengan adanya luka irisan 2,4-D lebih muda berdifusi ke
dalam jaringan tanaman, sehingga 2,4-D yang diberikan akan membantu auksin endogen
untuk menstimulasi atau merangsang pembelahan sel, terutama sel-sel di sekitar area luka
(Ulfa, 2011).

Saat munculnya kalus dihitung berdasarkan kecepatan eksplan menunjukkan tanda-tanda
membentuk kalus setelah kultur. Respon pertumbuhan kalus tercepat pada media N1 yaitu
sekitar 6-7 hari setelah kultur. sedangkan, eksplan yang memberikan respon paling lambat
adalah eksplan pada medium N3 yaitu 21 setelah tanam (Gambar 1).

Menurut Gati dan Mariska (1992), 2,4-D efektif untuk merangsang pembentukan kalus
karena aktivitas yang kuat untuk memacu proses diferensiasi sel, organogenesis dan menjaga
pertumbuhan kalus. Selain itu, studi tentang pengaruh asam 2,4-D terhadap pembentukan
kalus dan pertumbuhan Acalypha indica L. menunjukkan bahwa kehadiran BAP di media
juga mendukung pembentukan kalus (Rahayu et al., 2002). Selain itu, adanya perbedaan hasil
dalam pembentukan kalus dari setiap medium perlakuan juga di pengaruhi adanya air kelapa
dalam medium. Medium yang ditambahkan dengan air kelapa akan menghasilkan kalus yang
sangat cepat sedangkan medium tanpa air kelapa akan menghasilkan kalus yang sangat lama
(Gambar 1). Hasil penelitian ini sama dengan penelitian yang dilakukan oleh Nurwahyuni
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dan Puspa, (1994) dengan menggunakan tumbuhan Dioscorea compisita dengan
menggunakan air kelapa dan 2,4-D.

Penambahan air kelapa pada inisiasi kalus di media sangat berpengaruh pada saat munculnya
kalus (Nadar dan Heinz (1977), Seswita (2010)). Selain itu menurut Surachman (2011),
komponen-komponen yang terkandung di dalam air kelapa dapat berinteraksi dengan
hormone endogen yang dimiliki oleh setiap eksplan sehingga mampu merangsang
pembelahan sel.

Mofologi kalus merupakan bentuk fisik kalus yang dihasilkan dalam setiap perlakuan yang
diamati berdasarkan bentuk, warna, dan tekstur kalus. Rata-rata kalus yang dihasilkan per
eksplan berwarna putih, berstruktur kompak dan remah. Berdasarkan pengamatan medium
N1 dan N2 memiliki morfologi kalus berwarna putih, kompak dan remah (gambar 2, a dan b).
Sementara itu, medium N3 dan N4 tidak hanya menghasilkan kalus berwarna putih, kompak
dan remah akan tetapi mampu menginduksi akar (Gambar 2, ¢ dan d).

Warna dan tekstur kalus merupakan indikasi awal dimulainya respon organogenesis. Kalus
yang berwarna putih merupakan jaringan embrionik yang belum mengandung kloroplas,
tetapi memiliki kandungan butir pati yang tinggi (Tsuro, 1998).

Ekplan yang di inisiasi pada media BAP dan 2,4-D tanpa menggunakan air kelapa, selain
menghasilkan kalus juga dapat menginduksi akar. Tanpa adanya air kelapa maka
memungkinkan ratio dari BAP tidak mampu bersifat sinergis dengan auksin. Pada perlakuan
ini, ratio auksin yang diberikan lebih tinggi dari pada ratio dari BAP sehingga mampu
menghasilkan akar. Menurut George (1993), jika rasio auksin lebih rendah daripada sitokinin
maka organogenesis akan mengarah ke tunas, jika rasio auksin seimbang dengan sitokinin
maka akan mengarah ke pembentukan kalus sedangkan jika rasio auksin lebih tinggi daripada
sitokinin organogenesis akan cenderung mengarah ke pembentukan akar.

Pada penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan Nurwahyuni dan Puspa (1994)
tentang induksi kalus Dioscorea composita dengan menggunakan kombinasi auksin dan
sitokinin. Dalam penelitannya menunjukkan bahwa konsentrasi auksin yang tinggi selain
memacu pertumbuhan kalus juga mampu menghasilkan akar dari tanaman D. composita.
Pengamatan bentuk sel-sel kalus diamati di bawah mikroskop, menggunakan larutan toluidin
biru yang berfungsi dalam pewarnaan kromosom. Pertumbuhan embrio yang baik pada media
ditunjukkan dengan adanya pembelahan dan pertambahan ukuran sel kalus. Menurut Wiendi
et al., (1991) dan Purnamaningsih (2002), Kalus yang bersifat embriogenik adalah kalus yang
memiliki sel berukuran kecil, sitoplasma padat, inti besar, vakuola kecil dan mengandung
butiran pati.

Induksi Tanaman kakao Pada Medium MS dengan Penambahan2,4-D (S.N. Ariati, et.al.) 78



Jurnal Natural Science Desember 2012 Vol. 1.(1) 74-84

Pengamatan sel kalus dari eksplan T. cacao L. Menununjukkan adanya aktivitas pembelahan
sel (Gambar 3). Sel-sel yang dihasilkan sangat aktif membelah. Jika dihubungkan dengan
tekstur kalus, medium N1 dan N2 sangat baik dalam proses regenerasi berikutnya. Menurut
Dodd (1993) kalus yang memiliki tekstur yang kompak umumnya memiliki ukuran sel kecil
dengan sitoplasma padat, inti besar dan memiliki banyak pati gandum (karbohidrat).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa, medium yang paling bagus untuk pertumbuhan
kalus T. cacao adalah medium N1 dan N2. Akan tetapi, pada penelitian lanjut disarankan
menggunakan medium N1. Medium N1 menggunakan formulasi media berupa 2,4-D dan air
kelapa sedangkan N2 menggunakan formulasi media 2,4-D, BAP dan air kelapa. air kelapa
sering kali digunakan dalam kultur jaringan pengganti BAP. Selain menghemat, hasil yang
diperoleh kedua medium tersebut tidak berbeda. Menurut Seswita (2010), Aplikasi sitokinin
dalam perbanyakan tanaman in vitro dapat berasal dari bahan kimia sintetik maupun bahan
alami seperti air kelapa.

Semua formulasi medium vyang dicobakan mampu mendorong pertumbuhan dan
perkembangan kalus. Formulasi medium MSO dengan penambahan 2 ppm 2,4-D dan 15 %
air kelapa serta medium MSO dengan penambahan 2 ppm 2,4-D, 0.2 ppm BAP dan 15 % air
kelapa merupakan medium yang sangat efektif dalam menginduksi kalus. Hal ini didasarkan
pada kecepatan dalam menginduksi kalus, sifat kalus yang kompak, berwarna putih dan sifat

selnya yang terus aktif membelah.
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Gambar 1. Grafik hubungan antara medium perlakuan dengan saat munculnya kalus (HST)

Keterangan: Semua perlakuan yang dicobakan dapat menginduksi kalus. Pertumbuhan kalus
dihasilkan pada harike 6 setelah kultur. Medium terbaik untuk pertumbuhan
kalus yaitu pada medium MS dengan penambahan 2.4-D 2ppm dan 15 % air
kelapa.Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf
uji BNJ 5%. Nilai diatas grafik menunjukkan rata-rata pengukuran hari
munculnya kalus. Garis hitam diatas grafik menunjukkan standar error
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Gambar 2. Morfologi Kalus Pada Setiap Medium, Umur 2 Minggu Setelah Munculnya Kalus.

Keterangan: (a)Medium N1., Kalus berwarna Putih dan Kompak dan remah. (b) Medium
N2., Kalus berwarna Coklat dan remah (tanda panah kuning). (c) Medium N3.,
Kalus Berwarna putih, remah dan menghasilkan akar (tanda panah hitam). (d)
Medium N4., Kalus Berwarna putih, remah dan menghasilkan akar (tanda panah
merah).
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Gambar 3. Bentuk sel kalus Theobroma cacao L.

Keterngan: Sel kalus memperlihatkan aktivitas pembelahan sel. Gambar sebelah Kiri
merupakan bentuk sel dengan perbesaran kuat, garis hitam dibawah gambar
menunjukkan skala 1pum.dan gambar disebelah kanan menunjukkan bentuk sel
dengan perbesaran lemah, garis hitam dibawah gambar menunjukkan skala S5um.
Gambar bagian a, b, ¢ dan d merupakan bentuk sel kalus pada medium perlakuan

masing-masing N1, N2, N3 dan N4.
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