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ABSTRACT

		 The  concentration of the Plant Growth Regulators (PGR) medium as well as  endosperm  viability 
determines  the success  of  triploid  avocado callus. This  study was aimed  to explore the best size of diameter 
fruit  and  the most  responsive concentration  for the induction of endosperm avocado callus. The study   
consisted  of  two phases. The first  stage   is to determine  the best diameter  size of avocado and  concentration  
of  the  culture medium  that gave   the  fastest  response  to be  endosperm callus. The  second stage  used  
flow cytometer  to  obtain  triploid  of  avocado  endosperm callus. This  study  used  four  size  of  fruit group 
diameter,  that A=(0.30-0.50), B=(0.51-1.00), C=(1.01-1.50) and D=(1.51-2.20) in cm. Factorial experiment  
with four replications  was  arranged  in a completely  randomized  design.  Murashige  and  Skoog  medium 
(MS)  was used  in  this culture  with  two  PGR  that  the Picloram  and  2.4- D.  Each   with   concentration  : 
0.5,  1.0 , 2.0  and  4.0 in  mg/l.  The most  responsive  diameter fruit size was group  B (0.30 – 0.50 cm)  with 
the fastest callus growth average was  7.67  weeks after culture (WAC). The most responsive concentration  
for endosperm callus  induction was  Picloram  2 mg/l,   growth  in 5.08 WAC. The endosperm  callus growth 
successfully t done by the inclusion of avocados embryos. The best  interaction  between  fruits diameter and 
concentration   for callus avocado induction used fruits diameter A with picloram 2 mg/l.  The endosperm  
callus  were measured by  using  flow cytometer  resulted in  avocado  triploid  callus  with region  range (RN) 
Mean  value  wer  302.01, 296.60, and 298.51 respectively. while the  avocado leaf control resulted in 198.82  
diploid plant.

Keywords: avocado, endosperm culture, picloram, 2,4-D, callus induction

ABSTRAK

	 Konsentrasi  Zat  Pengatur  Tumbuh (ZPT)  serta kemampuan hidup endosperma menentukan 
keberhasilan  induksi  kalus  avokad  triploid. Penelitian  ini  bertujuan  mencari   ukuran diameter buah  avokad  
terbaik untuk dikultur serta  konsentrasi ZPT  yang memiliki respon paling cepat untuk induksi pembentukan 
kalus endosperma avokad. Penelitian ini terdiri atas dua tahap yaitu, pertama menentukan  ukuran  buah  
dan  konsentrasi ZPT  yang memiliki respon tercepat  untuk induksi  kalus avokad.  Tahap  kedua, yaitu  
penentuan  kalus  avokad triploid  menggunakan  flow sitometer. Penelitian ini menggunakan  empat kelompok  
ukuran diameter buah avokad dalam cm, yaitu kelompok A=(0,30-0,50),  B=(0,51-1,00), C=(1,01-1,50) dan 
D=(1,51-2,20). Rancangan  acak  lengkap  pola faktorial dengan empat ulangan digunakan  dalam  penelitian  
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ini. Kultur  menggunakan  media  Murashige  dan  Skoog (MS) dengan  dua   ZPT   Pikroram dan 2,4-D  yang  
masing-masing  dengan   konsentrasi  0.5,  1.0, 2.0  dan 4.0  dalam mg/l.   Ukuran buah  yang paling  responsif  
untuk  dikultur adalah  Kelompok  B,  dengan    rata-rata  pertumbuhan  kalus  tercepat  7,67  minggu setelah 
kultur (MSK).  ZPT  paling responsif  untuk induksi  kalus  endosperma  adalah  Pikroram 2  mg/l  dengan  
rata-rata  pertumbuhan kalus  tercepat  5,08 MSK. Keberhasilan   pertumbuhan  kalus endosperma avokad 
juga ditentukan oleh penyertaan embrio dalam kultur endosperma. Interaksi antara  diameter buah dan ZPT 
yang terbaik  adalah  buah kelompok A dan Picloram 2,0 mg/l dengan pertumbuhan kalus tercepat 4,00 MSK.   
Pengukuran  kalus  endosperma  avokad menggunakan flow sitometer    diperoleh  nilai kalus avokad triploid   
dengan nilai Region Range (RN) Mean pada 302,01, 296,60 dan 298,51  dengan  kontrol daun avokad  sebesar 
196,82 bernilai diploid. 

Kata kunci :  avokad, kultur endosperma, picloram, 2,4-D, induksi kalus

1. PENDAHULUAN

	 Avokad   memiliki  ukuran  biji  lebih dari  
seperempat volume  daging buahnya. Ukuran  biji  
yang  besar  tersebut mengurangi ketebalan daging 
buah dan menurunkan tingkat kepuasan konsumen. 
Perakitan  tanaman  triploid  diharapkan  akan  
menghasilkan  tanaman avokad  tanpa biji  atau  
buah dengan biji  yang tidak  berkembang  sempurna 
sehingga ukuran bijinya menjadi  lebih kecil.  
Keuntungan  yang  didapat  dari avokad  tanpa  biji  
adalah  meningkatkan  daya tarik konsumen dan  
umumnya buah tanpa biji  harganya  lebih  mahal  
(Pardal, 2009). Keuntungan lain yang diperoleh   dari 
tanaman triploid  biasanya  memiliki pertumbuhan 
vegetatif yang lebih vigor dibandingkan tanaman 
diploidnya (Thomas and Chaturvedi, 2008). 
Tanaman avokad triploid dapat dikembangkan  dari 
kalus avokad triploid.
	 Secara alami buah avokad tanpa biji terdapat 
di alam dengan sebutan cuke (dibaca kyuk), tetapi  
buahnya  berukuran  kecil  dan terjadi hanya  pada 
sebagian pohon saja. Hal ini bisa  terjadi  karena  
adanya proses pembuahan   yang tidak sempurna.  
Kultur  endosperma  adalah  metode  yang  tepat  
untuk  mendapatkan  kalus avokad  triploid.   Cara 
ini memerlukan  waktu  yang  lebih  singkat  
dibandingkan cara penyilangan.  Masa  juvenil  
avokad  yang  cukup  lama,  yaitu   3  sampai 6  tahun,  
serta  untuk  penyilangan  sangat sulit  karena tingkat  
gugur  bunga  dan buah sangat  tinggi mencapai 
lebih dari 98% (Sedgley, 1980), merupakan kendala 
untuk mendapatkan avokad  triploid  dengan 
cara penyilangan. Jaringan endosperma memiliki 
kromosom triploid karena  merupakan hasil 
penggabungan  dari 3 inti sel haploid, satu dari sel 

gamet jantan dan dua dari sel gamet betina. Kondisi  
triploid  pada  jaringan  endosperma  merupakan 
potensi yang dapat digunakan untuk  mendapatkan  
tanaman triploid yang dapat dikembangkan untuk 
memperoleh buah  avokad tanpa biji. Salah  satu  
tahapan  untuk  mendapatkan avokad triploid  adalah  
penelitian  tentang  induksi  kalus  endosperma 
avokad. 
	 Penelitian tentang kultur jaringan avokad 
telah banyak dilakukan dan  memiliki  banyak  
aspek  yang  diteliti  termasuk  eksplan  yang   
digunakan  seperti penelitian menggunakan embrio 
matang, tunas, daun, bunga, pollen, dan kotiledon 
(Yasseen, 1993). Penelitian tentang  kultur  in 
vitro  menggunakan  eksplan  endosperma avokad 
untuk mendapatkan  tanaman triploid  belum  ada  
yang  melaporkan. Media  penginduksi  kalus  
triploid  serta  karakternya  belum banyak diketahui. 
Beberapa penelitian tentang  kultur in vitro 
endosperma telah menghasilkan tanaman triploid  
seperti: Citrus spp. (Gmitter  et al., 1990),  Acacia  
nilotica  (Garg  et al., 1996), Mallotus philippensis  
(Sehgal and Abbas, 1996),  Actinidia spp. (Machno 
and Przywara, 1997),  Morus  alba  (Thomas et 
al., 2000),  Azadirachta indica  (Chaturvedi et al.,  
2003),  Actinidia deliciosa  (Góralski et al., 2005), 
dan  Lonicera caerulea  (Miyashita et al., 2009).  
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui  ukuran  
diameter  buah avokad yang memiliki  endosperma  
terbaik untuk dikultur dan   konsentrasi  ZPT  yang 
optimal untuk induksi  kalus  endosperma avokad. 
Penelitian ini juga diharapkan  dapat memberikan 
informasi ilmiah tentang karakter  kalus triploid 
endosperma avokad.

Sukmara - Induksi dan Karakter Pertumbuhan Kalus Triploid
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2. BAHAN DAN METODE

	 Penelitian  ini  dilaksanakan  di  Laboratorium  
Kultur  Jaringan dan Laboratorium Genetik Puslit 
Biologi LIPI Cibinong Bogor, mulai bulan Oktober 
2012 hingga Desember 2013. Sampel avokad  
varietas  ijo  bulat  yang  digunakan dikumpulkan 
dari sekitar Bogor, dibagi menjadi empat  kelompok  
berdasarkan  diameter  horizontal    buah  dalam 
ukuran cm,  yaitu :  kelompok  A : (0,30-0,50);  B : 
(0,51-1,00);  C : (1,01- 1,50)  dan  D : (1,51- 2,20). 
Jumlah sampel terdiri dari 147 buah.
	 Buah  avokad  dikelompokkan  sesuai  ukuran,  
dicuci dalam air mengalir, kemudian  buah disimpan  
dalam  gelas  kimia  steril  dalam kotak laminar.  
Sterilisasi  dilakukan  dengan  merendam  buah   
dalam  klorox 10% selama 10  menit, klorox  5%  
selama  5 menit  kemudian  dibilas  dengan  aquades  
steril  sebanyak  tiga kali  (Sunyoto, 2010), setelah itu  
disimpan  dalam  cawan  petri  sesuai dengan ukuran. 
Sebelum  dikultur  buah dicelup dalam alkohol 70% 
dan dibakar. Buah  dibelah  secara longitudinal  
dan eksplan  embrio  atau  endosperma  dikultur.  
Semua  kultur  dilakukan  dalam  kotak  laminar. 
Endosperma  kemudian  dikultur  dalam media 
inisiasi  kalus  dalam  cawan  Petri,  endosperma  
dikultur  dengan  atau  tanpa  penyertaan  embrio, 
cawan  Petri  disimpan  sebagian  di  tempat  gelap  
(kontainer tertutup) dan sebagian disimpan di rak  
kultur.  Suhu  ruangan  dipertahankan   pada  kisaran 
22-25 0C. Subkultur  dilakukan  sebulan  sekali  pada 
media yang sama.
	 Jaringan  endosperma  avokad  dikultur 
dalam media Murashige dan  Skoog (MS).  ZPT 
yang  diujikan  masing-masing   dengan asam 2,4- 
diklorophenoksiasetat (2,4-D) dan asam 4-Amino-
3,5,6-trikloro-2-piridin  karboksilat ( Picloram)  
dengan  variasi  konsentrasi  masing-masing  0,5; 
1,0; 2,0; dan 4,0 dalam mg/l. Terdapat 8  perlakuan  
media  tumbuh dan dilakukan   4 ulangan  dan  
masing-masing  ulangan  terdapat   10 eksplan. 
Kalus  yang  terbentuk  pada  tahap inisiasi kemudian  
diregenerasikan dalam  media  kultur  MS yang 
mengandung  ZPT sitokinin  yaitu  benzyl amino 
purin (BA), 6-furfurilaminopurin (Kinetin) dan  
thidiazuron (TDZ)  dengan  konsentrasi  masing-
masing dalam mg/l : 1,0;  2,0; dan 4,0 serta kontrol 
tanpa sitokinin.

	 Pengamatan  dilakukan  meliputi  beberapa  
aspek  yaitu 1. Pengaruh Picloram dan 2,4-D  dengan 
konsentrasi  0,5; 1,0; 2,0; dan 4,0 mg/l terhadap  
pertumbuhan kalus.  Pengamatan  dilakukan  mulai 
minggu ke-1 sampai minggu ke-16.   Aspek yang 
diamati yaitu  waktu  terbentuknya  kalus,  persentasi 
terbentuknya  kalus  dan  warna  kalus.  Analisis  data 
kuntitatif  dilakukan  dengan  menghitung  nilai  rerata  
setiap  perlakuan  dan data kualitatif  merupakan  data  
kondisi  rerata  sampel   yang  diamati   dari   masing-
masing   perlakuan.  2. Pengaruh  ukuran diameter  
buah  avokad  terhadap  respon  pertumbuhan  
kalus.   Pengamatan dilakukan terhadap kecepatan 
munculnya kalus.  3. Membandingkan kultur eksplan 
embrio, endosperma  dan  gabungan  embrio  dan  
endosperma  avokad.  Pengamatan  dilakukan  tiap  
minggu  sampai  minggu ke 20, aspek yang diamati  
yaitu  respon  pertumbuhan  dari  ketiga  eksplan  
yaitu  kecepatan  tumbuhnya  eksplan.  4. Pengaruh  
auksin (NAA)  dan  sitokinin  (BA dan TDZ)  terhadap 
perkembangan  kalus  endosperma  avokad.  Aspek  
yang  diamati  adalah   ukuran  dan warna kalus.  
	 Penentuan   ploidi  kalus  endosperma 
menggunakan   Flow  sitometer  (Partec GmbH,  
Jerman).  Pengujian  terdiri  atas  dua  tahap  persiapan 
(sesuai  dengan  petunjuk  dari  pabriknya),  yaitu :   
1. Tahap  persiapan  pewarnaan  larutan (staining).  
Sebanyak  2 ml bufer staining dicampurkan  dengan  
12 µl  larutan  stok (PI)  dan  6 µl   larutan stok  
RNAse. 2. Tahap persiapan  sampel  tanaman,  yaitu  
kurang  lebih  sebanyak  0,5 cm2  daun  dari planlet    
atau  dari standar (daun  muda  avokad)  disimpan  
dalam  cawan  Petri   ukuran     55 mm2 (Partec kode 
04-2005), kemudian  ditambahkan  500 µl  ekstrak 
bufer.  Sampel  uji  dicacah  menggunakan   silet 
selama 30 sampai 60 detik. Kemudian diinkubasi 
selama 30-90 detik dalam ekstrak bufer, setelah itu 
sampel  disaring  menggunakan Partec 50 µl  cell trics 
disposable  filter.  Larutan  staining ditambahkan  
sebanyak 2 ml  (dengan PI dan RNase) dalam 
tabung tes, kemudian  sampel diinkubasi selama 30-
60 menit  dan dijaga supaya tidak terkena cahaya, 
setelah itu dilakukan  analisis. Pengukuran ploidi 
dilakukan sebanyak  22 kali, meliputi sampel embrio 
sebanyak  4 ulangan, endosperma 3 ulangan , daging 
buah 2 ulangan, daun 2 ulangan , dan kalus yang 
terbentuk sebanyak 11 ulangan. Penentuan sampel 
kalus diambil berdasarkan warna, umur kalus setelah 
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kultur dan bagian dari kalus (dibagi tiga, yaitu kalus  
bagian permukaan, tengah dan bawah). 
	 Data yang berhasil dikumpulkan dalam 
penelitian ini dianalisis menggunakan analisis varian 
(ANOVA) menggunakan program SPSS 22. Jika  
nilai  F  hitung  lebih besar dari nilai F tabel, maka  
dilakukan   uji lanjut   perbedaan  rerata  perlakuan  
menggunakan uji wilayah berganda Duncan pada 
taraf  kepercayaan 95%.

3. HASIL

	 Hasil pengamatan  menunjukkan endosperma  
avokad  di bawah kelompok  A masih  berwujud  cair.  
Endosperma bertambah  tebal dengan bertambahnya 
ukuran  diameter dari kelompok A ke B, dan  
ketebalannya  menurun pada kelompok  C  dan D.  
Berdasarkan Gambar 1, terlihat endosperma  avokad  
kelompok  B  berupa  padatan  kenyal  berwarna  
kuning  transparan,  dibagian  pangkal  terdapat  
embrio  yang  berwarna  putih  dan  antara  daging  
buah dan endosperma terdapat  nuselus.  Ukuran  
endosperma  berubah  sesuai  umur  perkembangan  
buah.
	 Pengujian  ukuran  diameter buah   yang   
paling respon  untuk  menginduksi  pertumbuhan  
kalus  dilakukan  dan  hasilnya  ditampilkan pada 
Tabel 1.
	 Kultur  endosperma  avokad  hanya  dapat  
tumbuh  apabila  dilakukan dengan penyertaan 
embrionya.  Pada penelitian ini dilakukan pengujian 
respon tumbuh kalus menggunakan  tiga eksplan  
yang  berbeda, yaitu  embrio,  endosperma  dan  
gabungan  embrio  dengan  endosperma. Uji  
Kruskal-Wallis  untuk menentukan beda nyata  
kultur ke tiga eksplan tersebut.  Hasil yang sama  
diperoleh  untuk   keseluruhan   kelompok  diameter 
buah yang diujikan, yaitu  hanya terdapat  beda  

nyata  pada  kelompok  eksplan  gabungan  embrio 
dan endodperma  avokad. Kultur eksplan  gabungan  
embrio  dan endosperma   memberikan persentasi  
pertumbuhan  kalus  paling besar  diantara  ketiga  
jenis  eksplan  yang  diujikan  dengan, sedangkan  
kultur eksplan endosperma   saja pada semua ukuran 
diameter buah yang diujikan tidak menghasilkan 
pertumbuhan kalus. Adapun hasil kultur ketiga 
eksplan tersebut dapat dilihat pada Tabel 2.
	 Pada penelitian ini penggunaan Picloram  
lebih baik dibanding 2,4-D. Hal ini terlihat dari 
rerata waktu terbentuknya kalus maupun  persentasi 
pembentukan  kalus. Picloram memiliki  respon 
pembentukkan kalus 1,6 kali lebih cepat dibandingkan 
2,4-D, dan persentasi pertumbuhan  kalus 96% 
lebih tinggi dibandingkan 2,4-D. Pemilihan ZPT 
yang tepat dapat menentukan keberhasilan  induksi  
kalus  endosperma  avokad  ini.  Berdasarkan data  
pada Tabel  3 terlihat bahwa  endosperma  avokad 
lebih respon apabila dikultur pada  media Picloram 
dibandingkan dengan media 2,4-D, rerata persentase 
pertumbuhan kalus avokad dengan Picloram adalah 
65,78% sedangkan 2,4-D adalah hanya sebesar 
33,61%. Waktu terbentuknya  kalus pun  lebih  cepat 
pada Picloram dibanding 2,4-D.

Tabel 1.  Pengaruh ukuran diameter buah terhadap pertumbuhan kalus endosperma avokad  

Kelompok Ukuran 
(cm)

 Jumlah
 eksplan

 yang
dikultur

 Jumlah
 eksplan
 tumbuh

kalus

Persentase 
tumbuh 

kalus (%) 

Akhir pengamatan
(Minggu Setelah 
Kultur=MSK)

Rerata respon 
tumbuh kalus 

tercepat
(MSK)

A 0,30-0,50 28 4 14 15 4,75
B 0,51-1,00 42 10 24 15 5,57
C 1,01-1,50 27 15 55 15 7,38
D 1,51-2,20 50 19 38 15 7,90

147 48    

Gambar 1.    Ukuran  embrio  dan  endosperma  avokad 
kelompok A dan B. Panah warna hitam =  
endosperma,  panah  kuning = embrio

 
A 

B  
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Tabel  2. Perbandingan  penyertaan  embrio  dalam  kultur  endosperma  avokad

Jenis Eksplan  Jumlah
Kultur

  Jumlah Eksplan
Jadi Kalus % Tumbuh Akhir Minggu Pengamatan

(MSK)

Embrio 18 5 27,77 % 15
Endosperma 22 0 0,00 % 15

Embrio+Endosperma 107 48 44,85 % 15

Gambar 2.  Struktur dan warna kalus gabungan endosperma dan embrio avokad. (A) struktur kalus remah; (B) Struktur 
kalus kompak; (C) warna kalus kuning ; (D) warna kalus campuran krem dan putih.

C DBA

Tabel 4. Pengaruh diameter ukuran buah terhadap respon minggu tumbuhnya kalus

Diameter buah (cm) N
Respon tumbuh kalus (MSK)

1 2

d2 24 7,6667a

d3 24 8,7500b

d4 24 8,8333b

d1 24 9,4167b

Sig. 1,000 ,214
 Keterangan : d1= diameter kel. A; d2= diameter  kel. B; d3= diameter kel.C;
                   d4= diameter kel.D

Tabel 3. Pengaruh  beberapa konsentrasi  Picloram dan 2,4-D  terhadap  saat  terbentuknya  kalus, struktur  kalus,  
warna  kalus  dan  persentase terbentuknya  kalus	

No. ZPT (mg/l)
Respon 
tercepat 

terbentuknya 
kalus (MSK)

Struktur 
kalus Warna kalus

Persentase  
pembentukan 

kalus (%)

1.  Picloram 0,5 7 Remah Putih, kuning 90,00

2.  Picloram 1,0 8 Kompak Putih ,kuning 64,70

3.  Picloram 2,0 6 Remah Putih,krem 64,70

4. Picloram 4,0 8 Kompak Putih,krem 43,75

Rerata 7,25 65,78

5.  2,4-D 0,5 6 Kompak Putih 41,66

6.  2,4-D 1,0 16 Kompak Putih,kuning 40,00

7. 2,4-D 2,0 15 Kompak Putih,kuning 11,11

8. 2,4-D 4,0 10 Kompak Putih,krem 41,66

Rerata 11,75 33,61
          Keterangan : Picloram = asam 4 – amino – 3, 5, 6 – trikloro – pikonat
                        	 2,4-D       =  asam 2,4- diklorophenoksiasetat	
                        	 MSK       =  Minggu Setelah Kultur

Curr. Biochem. 1 (1): 20-28
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	 Struktur  kalus  dalam  penelitian  ini  ada dua 
jenis, yaitu remah dan kompak.  Berdasarkan warna,  
kalus  endosperma  avokadpun  memiliki  warna 
yang berbeda-beda, yaitu putih, kuning, coklat dan 
krem. Selain  ketiga  warna  tersebut, terdapat  juga  
gabungan  dari  warna-warna  yang muncul.

	 Hasil  uji  statistik  menunjukan  ada  
pengaruh  beda nyata pada pengujian  respon  ZPT, 
diameternya  buah  dan  interaksi    keduanya  (tabel 
hasil tidak dicantumkan).  Uji lanjut menggunakan  
uji  Duncan  menunjukan  respon tumbuh kalus 
tercepat pada buah kelompok B, dengan  rerata  
respon  tumbuh  kalus tercepat 7,66 MSK (Tabel 4). 
Adapun ZPT  yang memiliki rerata respon  tumbuh  
kalus  tercepat adalah Picloram 2 mg/l, dengan nilai 
rerata tumbuh kalus 5,08 MSK.  Interaksi antara 
diameter buah dan ZPT yang menghasilkan respon 
tumbuh kalus tercepat adalah  diZ3, yaitu buah yang 
memiliki diameter kelompok A dan ZPT picloram 2 
mg/l (tabel hasil tidak dicantumkan).
	 Pengujian selanjutnya adalah melihat 
pengaruh auksin dan sitokinin terhadap pertumbuhan 
kalus endosperma avokad. Hasil menunjukkan 
bahwa  kombinasi  antara auksin (NAA) dan sitokinin 
(BA)  memberikan pengaruh yang lebih besar  
dibandingkan auksin  saja (NAA) atau  sitokinin  saja 
(BA, TDZ)  pada konsentrasi yang sama. Data hasil 
dapat dilihat pada Tabel 5.
	 Pada  penelitian tahap ke dua, kalus yang  
terbentuk  pada  penelitian  tahap satu diukur  tingkat  
ploidinya  menggunakan flow sitometer. Data hasil 
pengukuran kalus avokad ditampilkan pada Tabel 6.

4. PEMBAHASAN

	 Ukuran  endosperma  berubah  sesuai  umur  
perkembangan  buah. Pada tahap awal endosperma  
membesar  mengikuti  ukuran  buah  namun  seiring  

perkembangan  embrio dan  kotiledon, ketebalan 
endosperma menipis menyerupai selaput dan bahkan 
akhirnya menghilang. Endosperma merupakan   
jaringan  pada  biji  yang  menyimpan  cadangan  
makanan. Pada  sebagian  besar  tanaman  dikotil,  
endosperma sebagai makanan  diserap  embrio 
yang sedang  berkembang  sebelum  biji memasuki 
masa istirahat, akibatnya biji  dewasa sudah tidak 
mengandung endosperma.  Pada  buah  kelompok  
A,  endosperma  lebih  besar  dibanding  embrionya. 
Pada  buah  kelompok B, endospermanya  semakin 
menipis  sedangkan  embrionya  semakin  membesar.  
Hal ini  terjadi  karena endosperma diserap sebagai  
makanan  oleh  embrio,  sehingga  semakin  
lama  ukuran embrio semakin membesar,  tetapi  
endospermanya semakin berkurang.
	 Berdasarkan  persentasi  tumbuhnya kalus, 
maka makin  besar  ukuran  buah  maka persentase 
tumbuhnya  kalus  makin  besar juga. Persentase  
tumbuhnya  kalus  terbesar  pada buah kelompok  C  
dan  kecendrungannya  meningkat  dari  kelompok   
A  ke  kelompok  C, tetapi  mengalami  penurunan  
kembali  pada kelompok D.  Respon  tumbuh kalus  
tercepat  diperoleh   dari  buah kelompok  A  yaitu  
4,75   MSK,  sedangkan  yang  paling  lambat  adalah 
buah kelompok D yaitu 7.90 MSK. Hal ini ada 
kaitannya dengan ukuran  ketebalan  endosperma. 
Bertambahnya  umur  buah,  maka  ketebalan  
ukuran  endosperma menipis  dan bahkan  akhirnya 
menghilang, ini dapat merupakan salah satu alasan  
penurunan  respon  tumbuh  tersebut. Endosperma 
sebagai cadangan makanan bagi embrio, 
mengandung  zat gizi  seperti karbohidrat  dan  protein  
yang  sangat  dibutuhkan  untuk  awal pertumbuhan 
kalus. Berdasarkan  persentase  tumbuhnya kalus, 
maka makin  besar  ukuran  buah  maka persentasi   
tumbuhnya  kalus  makin  besar juga. Persentase 

Tabel 5.  Perbandingan pengaruh sitokinin dan auksin terhadap pertumbuhan kalus  endosperma avokad setelah  9 MSK

No  Ukuran kalus awal (pxl) 
cm2 ZPT (mg/l)  rerata kelipatan 

pertambahan luas Warna 

1 0,5x0,5 BA 1 6,12 putih,coklat

2 0,5x0,5 BA1 +NAA1 7,50 putih,coklat

3 0,5x0,5 NAA1 6,96 putih.krem

4 0,5x0,5 TDZ 1 2,93 putih,coklat

Keterangan  :  BA 1 =  Benzyl Adenin 1 mg/l; NAA  =  Naftalenic acetic  acid 1 mg/l; TDZ =  Tidhiazuron 
1mg/l 
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tumbuhnya kalus  terbesar  pada buah kelompok  C  
dan  kecendrungannya  meningkat  dari  kelompok   
A  ke  kelompok  C, tetapi  mengalami  penurunan  
kembali  pada kelompok D.
	 Kultur endosperma avokad hanya dapat 
tumbuh apabila disertai dengan embrionya.  Beberapa  
penelitian  melaporkan  bahwa  kultur  endosperma  
ada yang berhasil  tanpa  penyertaan  embrio  pada  
Citrus  grandis  dan  C. sinesis (Wang  and Chang, 
1978),  pir  (Zhao, 1988), sedangkan  pada  penelitian  
lain  kultur  endosperma hanya  berhasil  jika  ada  
penyertaan  embrio pada kultur endosperma Croton, 
Ricinus dan Putranjiva  (Srivastava, 1982). Adapun  
kultur  endosperma  cendana dapat tumbuh dengan 
atau  tanpa  penyertaan embrio  (Lakhsmi, 1987).
	 Keberhasilan kultur  endosperma  dipengaruhi  
oleh beberapa faktor diantaranya umur endosperma 
yang dikultur dan  penyertaan  zigot  embrio 
(Sukamto, 2010).  Penentuan  umur  endosperma 
saat dikultur  merupakan    fase  kritis  terhadap 
respon pertumbuhannya (Tao et al. 2009). Jaringan 
endosperma  yang  terlalu muda ataupun yang terlalu 
tua melampaui fase meristimatis  biasanya  tidak  
respon  bila  dikultur.  Penentuan umur endosperma 
avokad  merupakan  tahap awal untuk penentuan 
keberhasilan penelitian ini.
	 Pada penelitian ini  digunakan  media  MS  
dengan   ZPT yang telah digunakan dalam  penelitian  
avokad  dengan  eksplan  embrio  yaitu  mengunakan  
Picloram  (Witjaksono  and  Litz, 1999). Alasan 
penggunaaan Picloram  karena ada persamaan 
eksplan yang digunakan dalam percobaan ini yaitu 
menggunakan embrio dan endosperma.  Penggunaan  
2,4-D sebagai pembanding dari ZPT yang digunakan, 
karena 2,4-D merupakan  ZPT  yang umum 
digunakan dalam menginduksi kalus endosperma 
tanaman dikotil (Suryowinoto, 1996). Persentase 

pertumbuhan  kalus  tertinggi  dicapai  oleh Picloram 
0,5 mg/l. Semakin tinggi konsentrasi Picloram,  maka  
persentasi  pembentukan kalus makin menurun.  Hal 
ini sejalan dengan hasil  penelitian lainnya dengan 
menggunakan eksplan embrio muda. Penggunaan 
konsentrasi Picloram  di bawah  0,1 mg/l dan di atas 
1,0 mg/l  menyebabkan penurunan pertumbuhan 
kalus embrio avokad  (Mooney and Van Staden, 
1987). Dalam kultur in vitro, peran auksin adalah 
untuk merangsang  pertumbuhan  kalus,  akar,  
pembelahan  dan pemanjangan sel dan organ (Pierik, 
1987).
	 Pada   penelitian  ini  penggunaan  Picloram   
lebih baik dibanding 2,4-D.  Hal ini terlihat 
dari  rerata  waktu  terbentuknya  kalus  maupun  
persentase  pembentukan  kalus. Picloram memiliki  
respon  pembentukkan kalus 1,6 kali lebih cepat 
dibandingkan 2,4-D, dan persentase pertumbuhan  
kalus 96 % lebih tinggi dibandingkan 2,4-D. 
Pemilihan ZPT yang tepat dapat menentukan  
keberhasilan  induksi  kalus  endosperma  avokad  ini. 
Data pada tabel  3 menunjukkan bahwa  endosperma  
avokad lebih respon apabila dikultur pada  media 
Picloram dibandingkan dengan media 2,4-D, rerata 
persentasi pertumbuhan kalus avokad dengan 
Picloram adalah 65,78 % sedangkan 2,4-D  adalah  
hanya  sebesar 33,61 %. Waktu   terbentuknya  kalus 
pun  lebih  cepat pada  Picloram  dibanding 2,4-D. 
Secara  keseluruhan  apabila  dibandingkan  antara  
8 media kultur yang digunakan maka yang terbaik  
adalah  Picloram  0,5 mg/l, sedangkan ZPT yang 
memiliki  respon  tercepat  yaitu  Picloram  2 mg/l  
dan 2,4-D 0,5 mg/l yang masing-masing  tumbuh 
kalus 6 MSK.
	 Struktur  kalus  dalam  penelitian  ini  ada  dua  
jenis, yaitu  remah  dan  kompak.   Kalus kompak  
terbentuk  karena   kalus  mengalami  lignifikasi  

Tabel 6.  Data hasil pengukuran flowsitometer avokad

No. Nama Sampel Mean-X CV-% Tingkat Ploidi

1. Embrio 207,33 8,93 Diploid

2.  Daun 196,82 11,72 Diploid

3.  Kalus bagian atas 237,27 11,20 Diploid

4.  Kalus bagian tengah 301,97 9,76 Triploid

5.  Kalus bagian tengah 296,86 10,73 Triploid

6.  Kalus bagian tengah 298,51 9,53 Triploid

Keterangan : Mean-X =  nilai tengah dari kurva;   CV-%    =  Persentasi koifisien varian
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sehingga kalus tersebut mempunyai   struktur    keras  
dan  kompak.  Adapun  kalus  yang  tumbuh  terpisah-
pisah  menjadi bagian-bagian kecil  dinamakan  kalus  
remah. Berdasarkan  warna,  kalus  endosperma  
avokadpun memiliki warna  yang  berbeda-beda,  
yaitu  putih,  kuning,  krem. Selain  ketiga  warna 
tersebut, terdapat juga  gabungan  dari  warna-warna  
yang  muncul. Perbedaan warna yang muncul dapat 
terjadi karena  perbedaan   eksplan yang digunakan. 
Pada kultur avokad ini,  eksplan yang digunakan 
adalah embrio dan gabungan endosperma dan 
embrio, sehingga warna yang munculpun dapat 
berbeda-beda.
	 Pengujian pengaruh auksin dan sitokinin 
terhadap pertumbuhan kalus endosperma avokad. 
Hasil menunjukkan bahwa  kombinasi  antara auksin 
(NAA)  dan  sitokinin (BA)  memberikan  pengaruh  
yang  lebih besar  dibandingkan auksin  saja (NAA) 
atau  sitokinin  saja (BA, TDZ)  pada konsentrasi 
yang sama.
	 Pada penelitian tahap ke dua, kalus yang  
terbentuk pada penelitian  tahap satu diukur  tingkat  
ploidinya  menggunakan flow sitometer. Sebagai  
standar digunakan daun dan  daging  buah  avokad  
yang  bersifat diploid. Untuk  mendapatkan hasil 
yang tepat seluruh bagian kalus dicoba, hal  ini  
dilakukan  karena  kalus  endosperma  avokad  hanya 
dapat tumbuh  dari penyertaan  dengan  embrio, 
jadi  bagian kalus ada yang berasal dari embrio juga 
ada yang berasal  dari  endosperma. Kalus  dibagi  
menjadi tiga bagian, yaitu bagian  atas,  bagian  tengah  
dan  bagian bawah. Pada penelitian  ini didapatkan  
bahwa kalus avokad yang berwarna putih krem untuk  
bagian atas dan  bawah  ternyata  bersifat  diploid, 
sedangkan bagian tengah bersifat triploid. Perbedaan  
ploidi hasil pengukuran kalus, dapat terjadi karena 
kalus yang diukur merupakan paduan antara embrio 
dan endosperma. Ploidi embrio bersifat diploid 
sedangkan endosperma  bersifat  triploid. Jadi  dari 
hasil pengukuran menunjukkan kalus yang terbentuk 
berasal  dari  embrio dan endosperma, karena 
sifat ploidi keduanya muncul. Berdasarkan hasil 
pengukuran  ini  dapat  disimpulkan  bahwa  kalus  
gabungan endosperma dan embrio avokad yang 
berwarna krem, bagian tengahnya bersifat triploid.
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