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ABSTRACT

Sulawesi 2 cacao clone is one of the clones which grown by local farmer in
Central Sulawesi. One problem in cacao development in this time is the
availability of high quality of seeds. One posible way in overcoming of this
problem is through the application of tissue culture techniques via
embryogenesis. The early stages of embryogenesis is callus induction, which
aim to get emryonic callus cells and it can be a model in cacao research. This
study was conducted over March and June 2013 in the Tissue Culture
Laboratory, Faculty of Forestry Tadulako University. Explant that used was
Stamen of flower of Sulawesi 2 cacao clone. This experiment was based on a
complete randomized design (CRD) with 4 treatments, and it were repeated 3
times. On every single unit was growth 10 of explants. Different medium as
treatments tested were: MSO + 2 ppm 2,4-D + (15%) Coconut water (MK1),
MSO + 2 ppm 2,4-D + 0.2 ppm BAP + (15%) Coconut water (MK2) , MSO +
3 ppm 2,4-D + (15%) coconut water (MK3), ms0 + 3 ppm 2,4-D + 0.2 ppm
BAP + (15%) coconut water (MK4). Callus development were observed
based on the emergence of callus, the percentage of explants producing
callus, and cell callus morphology. Callus induction was done under dark
condition and temperature of 26° C. The results showed that all of the tested
treatments can induce the callus of cacao. The best medium was MS medium
+ 3 ppm 2,4-D + (15%) Coconut water (MK3), characterized by the
appearance of white, callus in intermediate-type, the callus mass was
relatively larger than its under others treatments. Under this treatment,
explant can produce uniform-relatively big cell and active in proliferation in
10 days after culture.

Keywords: MS, 2,4-D, BAP, Coconut Water, Callus Induction, Stamen
Theobroma cacao L.
ABSTRAK
Klon kakao Sulawesi 2 merupakan salah satu klon yang banyak
dibudidayakan oleh masyarakat di Sulawesi Tengah. Saat ini kendala yang

dihadapi dalam pengembangan kakao adalah ketersediaan bibit, baik kualitas
maupun kuantitas. Salah satu cara untuk mengatasi masalah tersebut melalui
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teknik kultur jaringan dengan tahap embriogenesis. Tahap awal dari
embriogenesis yaitu induksi kalus. Induksi kalus bertujuan untuk
mendapatkan kalus yang emrionik dan sebagai model sel dalam penelitian
kakao. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret sampai Juni 2013 di
Laboratorium Kultur Jaringan, Fakultas Kehutanan. Universitas Tadulako.
Eksplan yang digunakan berupa stamen dari bagian bunga kakao klon unggul
Sulawesi 2. Percobaan ini disusun berdasarkan Rancangan Acak lengkap
(RAL) dengan 4 perlakuan, setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali dan
setiap satu unit percobaan menggunakan 10 eksplan. Media tumbuh sebagai
perlakuan yang dicobakan adalah : MSO + 2 ppm 2,4-D + (15%) Air kelapa
(MK1), MSO + 2 ppm 2,4-D + 0,2 ppm BAP + (15%) Air kelapa (MK2),
MSO + 3 ppm 2,4-D + (15%) Air kelapa (MK3), MSO + 3 ppm 2,4-D + 0,2
ppm BAP + (15%) Air kelapa (MK4). Parameter yang diamati adalah saat
munculnya kalus, persentasi eksplan yang menghasilkan kalus, serta
morfologi dan pengamatan sel kalus. Pemeliharaan dilakukan di tempat yang
gelap dengan suhu 26 °C. Hasil penelitian menunjukkan semua perlakuan
yang dicobakan dapat menginduksi kalus kakao. Medium MS0+ 3 ppm 2,4-D
+ (15%) Air kelapa (MK3) merupakan media terbaik untuk menginduksi
kalus yang ditandai dengan munculnya kalus berwarna putih, bertipe
intermediet, massa kalus relatif lebih besar serta memiliki bentuk sel yang

besar, seragam dan aktif membelah mulai 10 hari setelah kultur.

Kata Kunci : MS, 2,4-D, BAP, Air Kelapa, Induksi Kalus, Stamen, Theobroma

cacao L.

. LATAR BELAKANG

Tanaman kakao (Theobroma
cacao L.) merupakan jenis tanaman
perkebunan penting yang termasuk dalam
famili Sterculiaceae. Saat ini Indonesia
merupakan salah satu negara pembudidaya
tanaman kakao paling luas didunia dan
termasuk negara penghasil kakao terbesar
ketiga setelah Pantai Gading dan Ghana
(Wahyudi dkk., 2009).

Di Indonesia, Sulawesi terkenal
sebagai daerah penghasil kakao terbanyak
dan telah memiliki klon kakao unggul

antara lain Sulawesil dan Sulawesi2. Luas

areal perkebunan kakao rakyat di Sulawesi
Tengah pada tahun 2010  mencapai
224.471 ha dengan total produksi 186.875
ton (BPS, Sulteng, 2011). Dengan
demikian tingkat produktivitas kakao yang
diusahakan petani di Sulawesi Tengah
adalah 0,83 ton/ha/tahun, masih sangat
rendah bila dibanding dengan potensi
produksi kakao unggul yang mencapai 2-
2,5 ton/ha/tahun (Suhendi, dkk., 2004).
Faktor  penyebab  rendahnya
produktivitas kakao di Sulawesi Tengah
antara lain adalah adanya serangan hama
dan  penyakit,

penerapan  teknologi
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budidaya yang belum optimal, kondisi
tanaman yang sebagian telah tua dan
penggunaan jenis (klon) tanaman yang
memiliki potensi produksi rendah (Basri,
2010). Melalui teknik kultur jaringan
diharapkan kendala tersebut dapat diatasi
sehingga diperoleh bahan tanaman dalam
jumlah besar dengan kualitas baik dan
dalam waktu yang relatif singkat.

Kultur jaringan merupakan suatu
teknik ~ mengembangbiakkan bagian
tanaman (eksplan) di dalam media buatan
yang steril. Kultur jaringan dapat
dilakukan dengan dua cara VYaitu
organogenesis dan embriogenesis. Induksi
kalus merupakan tahapan awal pada
embriogenesis secara tidak langsung.
Kalus adalah kumpulan sel amorphous
yang terjadi dari sel-sel jaringan yang
membelah diri secara terus menerus.
Tujuan dari adanya kultur kalus adalah
untuk mendapatkan kalus yang emrionik
dan sebagai model sel dalam penelitian
berbagai aspek molekuler dan seluler
tumbuhan kakao.

Pada penelitian ini kami mencoba
menggunakan stamen bunga kakao klon
Sulawesi 2 sebagai eksplant dalam induksi
kalus pada media MS dengan penambahan
2,4-D, BAP dan Air kelapa. Dengan
metode tersebut, induksi kalus yang aktif
berprolifirasi dapat diperoleh mulai 10 har

setelah tanam.
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Il. BAHAN DAN METODE

Penelitian ini telah dilaksanakan
pada bulan Maret 2013 sampai Juni 2013
di Laboratorium Kultur Jaringan, Fakultas
Kehutanan. Universitas Tadulako. Eksplan
yang digunakan berupa stamen bunga klon
kakao unggul Sulawesi-2 yang masih
kuncup dan belum mekar.

Penelitian ini disusun berdasarkan
Rancangan Acak lengkap (RAL) dengan 4
perlakuan dan 3 kali ulangan, sehingga
terdapat 12 unit percobaan. Setiap unit
percobaan menggunakan 10 eksplan
sehingga terdapat 120 eksplan. Media
tumbuh sebagai perlakuan yang dicobakan
adalah:

MK : MSy + 2 ppm 2,4-D + Air
kelapa (15%)

MK; : MSy + 2 ppm 2,4-D + 0,2
ppm BAP + Air kelapa (15%)

MK3 : MSy + 3 ppm 2,4-D + Air
kelapa (15%)

MK, : MSy + 3 ppm 2,4-D + 0,2
ppm BAP + Air kelapa (15%)

Parameter yang diamati dalam
pelaksanaan penelitian ini yaitu saat
munculnya kalus, persentase eksplan yang
membentuk kalus, morfologi kalus dan
pengamatan sel kalus.

Pemeliharaan eksplan dilakukan
dengan menyimpan eksplan pada rak
kultur dalam keadaan gelap (tanpa cahaya)
dengan suhu 26-28 °C.
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I11.  HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian kultur kalus pada
eksplan klon kakao Sulawasi-2
menunjukkan bahwa eksplan stamen
menghasilkan kalus pada semua perlakuan
yang diberikan yaitu pada media MS
dengan kombinasi 2,4-D, BAP dan Air
kelapa. Pembentukan kalus dapat terjadi
pada permukaan eksplan dan luka irisan,
serta ditandai dengan pembengkakan pada
eksplan dan serbuk-serbuk kecil yang
berwarna putih. Hal ini sejalan dengan
pernyataan Puspitasari dan Soegihardjo
(2002), dari tonjolan kecil yang berada di
tepi eksplan akan tumbuh kalus yang
berwarna putih dan setelah waktu tertentu
kalus akan memenuhi seluruh permukaan
eksplan. Kalus akan muncul pada bagian
luka irisan, dengan adanya irisan tersebut
memudahkan 2,4-D berdifusi ke dalam
jaringan tanaman, sehingga 2,4-D yang
diberikan akan membantu auksin yang
terkandung di dalam jaringan eksplan
menstimulasi pembelahan sel terutama sel-
sel yang berada di sekitar daerah yang luka
(Ulfa, 2011).

Semua perlakuan yang dicobakan
dapat menginduksi  kalus.  Respon
pertumbuhan kalus tercepat pada media
MK, dengan rata-rata 7.67 hari setelah
kultur. ~ Sedangkan, eksplan  yang
memberikan respon paling lambat adalah
eksplan pada medium MK; dengan rata-
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rata 14.33 hari setelah kultur (Gambar 1).
Menurut Gunawan (1988), interaksi dan
perimbangan antara ZPT yang diberikan
ke dalam media dan yang diproduksi oleh
sel tanaman secara endogen menentukan
arah perkembangan suatu kultur. George
dan Sherrington (1984), juga
mengemukakan bahwa pertumbuhan dan
perkembangan eksplan dipengaruhi oleh
interaksi dan keseimbangan antara ZPT
eksogen dan ZPT endogen.

Berdasarkan hasil yang diperoleh,
presentasi eksplan yang berkalus dapat
dilihat pada Gambar 2. Rata-rata dari

presentasi kalus tertinggi pada perlakuan
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Gambar 1. Saat Munculnya Kalus

Grafik hubungan antara medium
perlakuan dan saat munculnya kalus.
Semua perlakuan yang dicobakan
dapat menginduksi kalus. Hasil yang
diperoleh sangat berbeda nyata.
Huruf yang sama di atas grafik
menunjukkan tidak berbada nyata
berdasarkan uji BNJ taraf 5%. Nilai
di dalam grafik menunjukkan rata-
rata  hasil pengamatan saat
munculnya  kalus dari  empat
perlakuan. Pada sisi kanan grafik
menunjukkan ~ komposisi  media
perlakuan yang dicobakan.
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Gambar 2. Persentase Eksplan yang Membentuk
Kalus

Grafik  presantasi  eksplan  yang
menghasilkan kalus.
Rata-rata dari presentasi ekplan yang
banyak menghasilkan kalus adalah
medium MK, dan MK;. Nilai angka di
atas grafik menunjukkan rata-rata dari
presentasi eksplan yang menghasilkan
kalus. Antar perlakuan tidak
menunjukkan perbedaan nyata. Pada sisi
kanan grafik menunjukkan komposisi

media perlakuan yang dicobakan.

MK, (99,67%) dan jumlah presentasi kalus
terendah adalah perlakuan MK; (97,67%).
Hal ini diduga pemberian perbedaan
kosentrasi 2,4-D yang berbeda, serta
penambahan BAP dan Air Kkelapa,
sehingga memberikan respon yang berbeda
pula. Hal ini sejalan dengan hasil
penelitian  Ariati  (2012), melaporkan
bahwa penambahan 2,4-D, BAP dan Air
Kelapa dalam media memberikan raspon
yang sangat cepat dalam menghasilkan
pertumbuhan kalus dari eksplan emrio biji
kakao.

Menurut Gati dan  Mariska
(1992), 2,4-D efektif untuk memacu
pembentukan kalus karena aktifitasnya
yang kuat untuk memacu proses
dediferensiasi sel, menekan organogenesis
serta menjaga pertumbuhan kalus. Selain
itu, hasil penelitian tentang pengaruh asam

2,4-D  terhadap  pembentukan  dan
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pertumbuhan kalus Acalypha indica L.
menunjukan bahwa keberadaan BAP
dalam media juga
pembentukan kalus (Rahayu dkk, 2002).
Menurut Seswita (2010), penambahan air

mendukung

kelapa dalam media inisiasi kalus sangat
berpengaruh terhadap saat munculnya
kalus dan jumlah presentasi kalus yang
dihasilkan. Adanya komponen-komponen
yang terkandung di dalam air kelapa dapat
berinteraksi dengan hormon endogen yang
dimiliki oleh setiap eksplan sehingga
mampu  merangsang pembelahan sel
(Surachman, 2011).

Morfologi kalus yaitu bentuk fisik
kalus yang dihasilkan dalam setiap
perlakuan, dengan melihat warna kalus,
dan tipe kalus yang terbentuk dapat diliihat
pada Gambar 3 dan Tabel 1. Berdasarkan
hasil identifikasi terhadap cirri-ciri kalus,
setiap perlakuan menghasilkan kalus
dengan cirri-ciri  berbeda-beda. Pada
pengamatan perlakuan MK; dan MKj3
dapat menghasilkan kalaus yang lebih
baik, karena massa kalus yang dihasilkan
relatif lebih besar dan memiliki kalus yang
berwarna putih serta bertipe kompak atau
intermediet. Sedangkan medium MK; dan
MK, menghasilkan kalus yang berwarna
putih, tetapi massa kalus yang dihasilkan
kecil dan memiliki tipe kompak. Tipe
kalus dapat dibedakan menjadi tiga macam

antara lain, kompak (non friable),
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intermediet dan remah (friable) (Turhan,
2004). Kalus tipe kompak umumnya
mempunyai pertumbuhan yang lambat,
sulit untuk dipisahkan dan terlihat padat.
Sedangkan tipe kalus yang intermediet
mempunyai pertumbuhan yang lebih cepat
(Fitriani, 2008). Menurut Pierik (1987),
tipe pada kalus dapat bervariasi dari
kompak hingga meremah, tergantung pada
jenis tanaman yang digunakan, komposisi
nutrien media, zat pengatur tumbuh dan
kondisi lingkungan kultur.

Secara visual warna kalus
menunjukkan bahwa rata-rata kalus yang
terbentuk tiap perlakuan yang dicobakan
berwarna putih yang berlangsung = 5
minggu. Selanjutnya rata-rata perubahan

warna kalus mulai terjadi + 6 minggu

setelah

Gambar 3. Kalus Theobroma cacao L. yang terbentuk
dari tiap perlakuan yang dicobakan. Semua
perlakuan yang dicobakan menghasilkan
kalus berwarna putih dan bertipe kompak
atau intermediet.

Tabel 1. Morfologi Kalus Pada Eksplan
Theobroma cacao L.
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Tipe Kalus Theobroma cacao L.

pada Berbagai Perlakuan (8 MSK).

Ulangan
No | Perlakuan 1 2 3
1 MK, Intermediet | Intermediet Kompak
2 MK, Kompak Kompak Kompak
3 MK3 Kompak Intermediet | Intermediet
4 MK, Kompak Kompak Intermediet

pembentukkan kalus dari warnah putih
menjadi putih  kekuningan dan lama
kelamaan berubah menjadi kecoklatan
(mengalami penuaan). Bila dibandingkan
dengan hasil penelitian Ariati (2012) dari
ekplan emrio biji kakao menunjukkan
warna kalus yang terbentuk mula-mula
berwarna putih yang berlangsung = 1
minggu, selanjutnya berubah warna = 2
minggu menjadi warna  kecoklatan.
Adanya perbedaan tersebut sehingga
penelitian ini sangat bermanfaat unuk
model sel dalam penelitian berbagai aspek
molekuler dan seluler tumbuhan kakao.
Selain itu dapat dimanfaatkan dalam
mempelajari metebolisme dan diferensiasi
sel, morfogenesis sel, serta metabolisme
sekunder juga merupakan beberapa
manfaat dari hasil kultur kalus.
Pengamatan sel kalus dari bagian
organ bunga klon T. cacao L. vyaitu
stamen, menunjukkan adanya aktifitas
pembelahan sel yang terus menerus
(Gambar 4). Pertumbuhan kalus dalam

kultur jaringan melibatkan hubungan yang
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komleks antara bahan tanam (eksplan)
yang digunakan, komposisi media, zat
pengatur tumbuh dan kondisi lingkungan
kultur salama ingkubasi. Rata-rata ukuran
sel kalus yang lebih besar diperoleh pada
perlakuan MK, dengan panjang sel (83.33
pm) dan lebar sel (40 pm), sedangkan
ukuran sel kalus yang paling Kkecil
diperoleh pada perlakuan MK, dengan
panjang sel (33.33 um) dan lebar sel (20
pm) (Gambar 5 dan 6).

Semua perlakuan yang dicobakan
mampu menginduksi kalus kakao. Medium
yang terbaik untuk pertumbuhan kalus T.
cacao adalah medium MS + 3 ppm 2,4-D
+ (15%) Air kelapa (MK3) yang ditandai
dengan munculnya kalus berwarna putih,
bertipe intermediet, massa kalus relatif
lebih besar serta memiliki bentuk sel yang
besar, seragam dan aktif membelah mulai
10 hari setelah kultur.
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Gambar 4. Bentuk Sel Kalus Theobroma cacao L. yang
terbentuk pada 8 minggu setelah tanam
pada Berbagai Perlakuan. Sel yang
dihasilkan ~ memperlihatkan ~ adanya
pembelahan sel yang terus menerus.
Garis hitam di bawah kanan gambar
menunjukkan skala ukuran 20 pm. Huruf
pada sisi kiri gambar menunjukkan media
perlakuan yang dicobakan.

¢ MK, D MS; + 2 ppm 2,40+
Air kalapa [1538)
100.00 83.33 WK M5, +2 ppm 2,40+
90.00 0,2 ppm BAP + Air kelspa
(15%)
80.00 ME, 1 WS, + 3 ppm 2,4-D+
70.00 Air kelapa [1558)
60.00 MK, WS, + 3 ppm 2,40+
50.00 0,2 ppm BAP + Air kelapa
40.00

[15%)
30.00 T :Standar Errar
20.00
10.00

0.00

Ukuran Panjang Sel Kalus

MKl M)(z MK3 MK
Medium Perlakuan

Gambar 5. Rata-rata Panjang Sel Kalus Theobroma
cacao L. pada 8 Minggu Setelah Kultur
(dalam pm). Angka yang diikuti oleh
huruf  yang berbeda menunjukkan
berbeda sangat nyata terhadap ukuran
panjang sel kalus berdasar uji BNJ pada
taraf 5%. Nilai di atas grafik
menunjukkan rata-rata pengukuran dari
empat perlakuan. Pada sisi kanan grafik
menunjukkan komposisi media perlakuan
yang dicobakan.
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b b WK, : WS, + 2 ppm 2,4-D + Alr
kelzpa [155)

3333 'm_DD MK, : WS, + 2 ppm 2,40+ 0,2 gpm
BAP+ Air kslaps (155%)

MK, : WS, + 3 ppm 2,4-D + Air
kelapa (15%)

MK, W5, + 3 ppm 2,40+ 0,2 ppm
BAP + Air kelzpa (155%)

45.00
40.00
g 3500
g 3000
25.00
g 2000
= 1500
E 1000
3 500

0.00

I Standar Error

MK 1 MK 2 MK 3 MK 4

Medium Perlakuan

Gambar 6. Grafik Rata-rata Lebar Sel Kalus Theobroma
cacao L. pada 8 Minggu Setelah Kultur
(dalam pm). Angka yang diikuti oleh
huruf yang sama menunjukkan tidak
berbeda nyata terhadap berdasar uji BNJ
pada taraf 5%. Nilai di atas grafik
menunjukkan rata-rata pengukuran dari
empat perlakuan. Pada sisi kanan grafik
menunjukkan komposisi media perlakuan
yang dicobakan.
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