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ABSTRACT

Bangle (Zingiber purpureum Roscoe) is belonging to the Zingiberaceae family that has been utilized as a medicinal plant.
The objective of the research was to evaluate the effects of 2.4-D and kinetin on bangle’s callus initiation. This research was
conducted at the Plant Tissue Culture Laboratory, Biology Study Program, Faculty of Mathematics and Natural Science, Udayana
University from February until May 2023. This experiment was arranged using a Completely Randomized Design (CRD) with
two factors and repeated five times. The first factor was 2.4-D's concentration (0, 1 and 2 ppm) and the second factor was kinetin's
concentration (0, 0.5 and 1 ppm). Variables observed were callus initiation time, percentage of callus formation, and callus
morphology. The result shows that 1 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin produce the fastest callus initiation time (10.8 days) and the
highest callus formation percentage (100%), whereas 1 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin and 2 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin produce
embriogenic callus morphology (white color and friable texture).
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ABSTRAK

Bangle (Zingiber purpureum Roscoe) termasuk keluarga Zingiberaceae yang dimanfaatkan sebagai tanaman obat. Penelitian
bertujuan untuk mengetahui pengaruh 2.4-D dan kinetin pada inisiasi kalus bangle. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium
Kultur Jaringan Tumbuhan, Prodi Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Udayana dari bulan Februari hingga bulan Mei 2023.
Desain percobaan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL) dua faktor dan lima ulangan. Faktor pertama konsentrasi 2.4-D (0,
1 dan 2 ppm) dan faktor kedua konsentrasi kinetin (0, 0.5 dan 1 ppm). Variabel yang diamati meliputi waktu inisiasi kalus,
persentase pembentukan kalus, dan morfologi kalus. Hasil penelitian menunjukkan 1 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin menghasilkan
waktu inisiasi kalus tercepat (10.8 HST) dan persentase pembentukan kalus tertinggi (100%), sementara 1 ppm 2.4-D - 0.5 ppm
kinetin dan 2 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin menghasilkan morfologi kalus yang baik dan embriogenik (warna putih dengan tekstur
remah).

Kata Kunci: auksin, sitokinin, tanaman obat, Zingiberaceae

PENDAHULUAN

Bangle (Zingiber purpureum Roscoe) merupakan
tanaman herba tahunan dari keluarga Zingiberaceae yang
tersebar luas di Asia Tenggara. Di Indonesia, bangle sudah
sejak lama dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional untuk
mengobati penyakit demam, dermatitis, gastritis, diare,
cacingan, pasca bersalin, respiratori, dan otot (Chongmelaxme
et al., 2017, Norikura et al, 2020). Bangle digunakan

sebagai tanaman obat karena rimpang bangle mengandung
fenilbutenoid, kurkuminoid, seskuiterpenoid, benzaldehida,
kuinon, dan minyak atsiri yang mengandung monoterpenoid
(Han et al., 2021).

Besarnya manfaat bangle sebagai obat tradisional
menyebabkan meningkatnya kebutuhan akan bangle untuk
pengobatan. Kebutuhan yang tinggi ini tidak dapat terpenuhi
karena produksi bangle yang rendah. Produksi yang rendah
disebabkan oleh perbanyakan bangle dengan menggunakan
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rimpang yang menghasilkan 4-6 tanaman per rimpang per
tahun. (Rajkumari dan Sanatombi, 2016). Oleh sebab itu,
diperlukan teknik perbanyakan yang menghasilkan tanaman
dengan jumlah banyak seperti kultur jaringan (Miri, 2020).

Kultur jaringan adalah teknik perbanyakan tanaman
yang efisien untuk menghasilkan tanaman dengan kuantitas
besar dalam waktu singkat. Kultur jaringan menggunakan
bagian kecil dari tanaman (sel, organ, jaringan, dan protoplas)
sebagai bahan tanam sehingga tidak mengganggu keberadaan
tanaman di alam (Anggraeni et al., 2022). Tanaman yang
dihasilkan dalam kultur jaringan memiliki keunggulan
yaitu seragam, bebas penyakit, dan menjamin ketersediaan
tanaman dalam jangka panjang (Durroh dan Yunarti, 2020).
Kultur jaringan juga dapat dimanfaatkan untuk menghasilkan
metabolit sekunder dari tanaman obat melalui inisiasi kalus
(Laila dan Savitri, 2014).

Kalus merupakan kumpulan sel-sel yang amorphous
(belum Dberdiferensiasi). Kalus merupakan bahan tanam
yang penting dalam kultur jaringan karena kalus dapat
berdiferensiasi menjadi tanaman baru jika ditempatkan pada
media yang sesuai. Kalus memiliki keunggulan yaitu dapat
diinisiasi dari semua bagian tanaman. Bagian tanaman yang
bersifat meristematik memiliki daya membentuk kalus lebih
tinggi (Purba et al., 2017; Rasud dan Bustaman, 2020).

Faktor penting yang menentukan keberhasilan dalam
kultur jaringan yaitu zat pengatur tumbuh (ZPT). ZPT akan
mendorong dan menghambat pertumbuhan eksplan dalam
media kultur. Jenis ZPT yang frekuensi penggunaannya
paling tinggi dalam kultur jaringan yaitu auksin dan sitokinin.
Auksin yang digunakan yaitu 2.4-Dichlorophenoxyacetic
acid (2.4-D) dan berfungsi dalam pembentukan kalus dengan
cara dediferensiasi sel dan menghambat organogenesis
(Rumiyati et al, 2017). Sitokinin yang digunakan yaitu
6-Furfurylaminopurine (kinetin) dan berfungsi dalam
peningkatan laju pembelahan dan menginduksi tunas (Putra
et al, 2015).

Hasil penelitian induksi kalus kunyit oleh Gurav et al.
(2019) menunjukkan bahwa 3 ppm 2.4-D - 0.8 ppm kinetin
merupakan kombinasi yang tepat untuk pertumbuhan kalus
kunyit dengan persentase kalus sebesar 79%, waktu inisiasi
10 hari, warna kalus hijau kekuningan, dan bertekstur
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remah. Abubakar dan Pudake (2019), dalam penelitiannya
menyatakan bahwa 0.5 ppm 2.4-D - 0.1 ppm kinetin
merupakan kombinasi yang tepat untuk pertumbuhan kalus
kunyit hitam dengan persentase kalus sebesar 50%, waktu
inisiasi 5 minggu, warna kalus putih, dan bertekstur remah.
Tujuan dari penelitian yaitu mengetahui pengaruh 2.4-D
dan kinetin pada inisiasi kalus bangle (Z. purpureum Roscoe).

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan
Tumbuhan, Program Studi Biologi, Fakultas Matematika dan
Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Udayana mulai dari
bulan Februari hingga bulan Mei 2023.

Bahan tanam yang digunakan yaitu plantlet bangle
yang diinisiasi pada media MS dengan 4 ppm kinetin dan
1 ppm NAA berusia 8 minggu (Gambar 1A). Eksplan yang
digunakan adalah organ akar yang berukuran + 8 cm dan
memiliki pertumbuhan yang baik yaitu sehat dan berwarna
hijau (Gambar 1B). Media yang digunakan yaitu media MS
yang diperkaya sukrosa sebanyak 30 g L' dan agar sebanyak
7gLl

Percobaan didesain dengan menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dua faktor terdiri atas konsentrasi 2.4-
D dan konsentrasi kinetin. Faktor konsentrasi 2.4-D terdiri
atas tiga taraf (0, 1, dan 2 ppm) dan faktor konsentrasi kinetin
terdiri atas tiga taraf (0, 0.5, dan 1 ppm) sehingga diperoleh
9 kombinasi perlakuan (Tabel 1). Setiap perlakuan diulang
sebanyak 5 kali sehingga diperoleh total keseluruhan 45 botol
percobaan.

Akar bagian pangkal hingga tengah dipotong berukuran
1 cm dan disubkultur pada media perlakuan. Eksplan
diinkubasi pada suhu 25+2 °C dan pencahayaan 16 jam
pencahayaan terang dan 8 jam pencahayaan gelap selama 4
minggu. Variabel yang diamati yaitu:

1. Waktu inisiasi kalus

Pengukuran varibel ini dilakukan setiap hari dan inisiasi
kalus dicirikan dengan adanya pembengkakan pada eksplan.
Waktu terjadinya pembengkakan pada eksplan dinyatakan
sebagai Hari Setelah Tanam (HST).

Gambar 1. Bahan tanam yang digunakan. A) Plantlet bangle berusia 8§ minggu, Bj Akar in-vitro bangle
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Tabel 1. Kombinasi perlakuan 2.4-D dan kinetin

Kinetin (ppm)
2.4-D (ppm) 5 03 "
0 A B C
1 D E F
2 G H I

2. Persentase pembentukan kalus
Pengukuran varibel ini dilakukan pada akhir penelitian
(4 minggu) dengan cara menghitung eksplan yang berkalus
dengan menggunakan rumus:

Jumlah eksplan membentuk kalus

Persentase kalus = x 100%

Jumlah eksplan per perlakuan

3. Morfologi kalus
Pengamatan morfologi kalus dilakukan pada akhir
penelitian (4 minggu) dengan mengamati secara visual tekstur
dan warna kalus yang terbentuk. Penentuan warna kalus
ditetapkan berdasarkan skoring yang dilakukan oleh Gultom
et al. (2012) dengan modifikasi:

1: Coklat;
2: Putih Kuning;

3: Kuning 5: Putih

4: Hijau Kuning

Penentuan tekstur kalus ditetapkan berdasarkan skoring
yang dilakukan oleh Sugiyarto dan Kuswandi (2014) yaitu:

1: Kompak dengan ciri-ciri tonjolan nodular, tidak dapat
dipisahkan menjadi sel tunggal karena terdiri atas sel yang
berukuran kecil dan rapat, serta bertekstur padat dan keras.

2: Remah dengan ciri-ciri dapat dipisahkan menjadi sel
tunggal karena ikatan yang renggang, ruang antar sel yang
besar, dan sangat kaya akan kandungan air.

Data kualitatif dianalisis secara deskriptif sedangkan
data kuantitatif dianalisis secara statistik dengan sidik
ragam (ANOVA). Dari hasil uji ANOVA yang berbeda nyata

(0<0.05) selanjutnya dilakukan uji DMRT (Duncan Multiple
Range Test). Analisis data dilakukan menggunakan program
SPSS for Windows versi 25.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Waktu inisiasi kalus

Indikator penting yang menunjukkan adanya
pertumbuhan dalam kultur jaringan adalah terbentuknya kalus
pada eksplan. Kalus adalah kumpulan sel-sel amorphous
dan aktif membelah. Hasil ANOVA menunjukkan 2.4-D
dan kinetin berpengaruh signifikan bagi waktu inisiasi kalus
(Tabel 2). Waktu inisiasi kalus pada penelitian ini berkisar
antara 10.8-27.2 HST. Waktu inisiasi kalus tercepat dihasilkan
pada perlakuan E (1 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin) yaitu 10.8
HST sedangkan waktu inisiasi kalus terlama dihasilkan pada
perlakuan C (0 ppm 2.4-D - | ppm kinetin) yaitu 27.2 HST.
Perlakuan A (kontrol) tidak menghasilkan kalus hingga akhir
pengamatan.

Kalus pada eksplan inisiasi awalnya berupa
pembengkakan dan terbentuknya jaringan putih pada
daerah perlukaan eksplan. Jaringan ini tumbuh berbentuk
bulatan yang jelas, dan timbul agregat kalus. Hasil ini sesuai
dengan pernyataan Waryastuti et al. (2017), dimana tanda
pembentukan kalus pada eksplan yaitu terjadi pembengkakan
dan terbentuk jaringan putih pada permukaan eksplan.

Waktu induksi kalus tercepat pada penelitian ini
dihasilkan oleh perlakuan E (1 ppm 2.4-D - 0.5 ppm
kinetin) yaitu 10.8 HST. 2.4-D dan kinetin berperan
sinergis untuk pembelahan sel dengan cara menngontrol
aktivitas CDK (Cyclin Dependent Kinase) yaitu enzim yang
berperan dalam pembelahan sel (Marthani er al, 2016).
Waktu muncul kalus yang cepat disebabkan oleh interaksi
dan keseimbangan antara ZPT eksogen dengan hormon
endogen pada eksplan. Keseimbangan ini menyebabkan
proses fisiologis yaitu pembelahan sel pada eksplan
berlangsung lebih efektif dan kalus muncul lebih cepat.

Tabel 2. Pengaruh kombinasi 2.4-D dan kinetin terhadap waktu inisiasi dan persentase pembentukan kalus

Perlakuan Waktu Muncul Kalus (Hari) Persentase Pembentukan Kalus (%)
A. 2.4-D (0 ppm) + Kinetin (0 ppm)* 0*a 0.00a
B. 2.4-D (0 ppm) + Kinetin (0.5 ppm) 1.8 + 13.5bcd 20.00 + 44.7ab
C. 2.4-D (0 ppm) + Kinetin (1 ppm) 1.2+6.2d 20.00 + 44.7ab
D. 2.4-D (1 ppm) + Kinetin (0 ppm) 1.4 +£10.7bc 60.00 + 54.7abc
E. 2.4-D (1 ppm) + Kinetin (0.5 ppm) 1.8 £2.5ab 100¢
F. 2.4-D (1 ppm) + Kinetin (1 ppm) 1.8 + 8.0bcd 80.00 & 44.7bc
G. 2.4-D (2 ppm) + Kinetin (0 ppm) 1.2 +8.1cd 40.00 + 54.7abc
H. 2.4-D (2 ppm) + Kinetin (0.5 ppm) 23.0 +9.6bcd 40.00 + 54.7abc

1. 2.4-D (2 ppm) + Kinetin (1 ppm)

19.0 £ 10.1bcd

60.00 +£54.7abc

Keterangan: angka yang diikuti huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata berdasarkan uji DMRT 5%, *: Tidak

muncul kalus hingga akhir pengamatan.
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Hasil ini sesuai dengan pernyataan Wahyuni et al. (2020),
dimana kalus terbentuk karena adanya interaksi dan
keseimbangan antara hormon endogen dalam eksplan dengan
ZPT eksogen yang ditambahkan pada media.

Persentase pembentukan kalus

Persentase pembentukan kalus merupakan indikator
keresponsifan eksplan terhadap kombinasi perlakuan yang
dicobakan. Hasil ANOVA menunjukkan bahwa konsentrasi
2.4-D dan kinetin berpengaruh signifikan bagi persentase
pembentukan kalus (Tabel 2). Persentase kalus pada penelitian
ini berkisar antara 20-100%. Persentase kalus tertinggi
dihasilkan oleh perlakuan E (1 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin)
yaitu sebesar 100%. Persentase kalus terendah dihasilkan pada
perlakuan B (0 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin) dan perlakuan C
(0 ppm 2.4-D - 1 ppm kinetin) yaitu sebesar 20%.

Hasil penelitian menunjukkan 2.4-D memiliki pengaruh
signifikan pada persentase kalus. Media perlakuan dengan
2.4-D tunggal atau 2.4-D dalam kombinasi dengan kinetin
menghasilkan persentase kalus yang lebih tinggi (40-100%)
dibandingkan dengan media perlakuan tanpa 2.4-D (20%). Hal
ini karena 2.4-D berperan penting dalam pembentukan kalus
dengan cara dediferensiasi sel dan menghambat organogenesis
(Rumiyati et al., 2017).

Penambahan 2.4-D akan menstimulasi ARF (Auxin
Response Factor) untuk mengaktifkan ekspresi LBD (Lateral
Organ Boundaries Domain) sehingga menginduksi E2Fa
(factor binding promotor E2) yang berperan dalam mengulang
kembali (re-entry) siklus sel dan menyebabkan terbentuknya
kalus. Selain itu, 2.4-D juga menyebabkan terbentuknya
kalus dengan cara meningkatkan keasaman dinding sel yang
berakibat sel menyerap air sehingga sel membengkak dan
muncul kalus (Teoh et al., 2023).

2.4-D yang dikombinasikan dengan kinetin memberikan
hasil lebih baik dari 2.4-D tunggal dimana persentase kalus
tertinggi (100%) dihasilkan oleh perlakuan E (1 ppm 2.4-D
- 0.5 ppm kinetin). Hal ini karena kinetin berfungsi dalam
peningkatan laju pembelahan. Kinetin berperan penting pada
tahap metafase yaitu untuk membentuk benang gelendong
(Mahadi et al, 2016). 2.4-D dan kinetin yang digunakan
dalam kombinasi memiliki pengaruh yang sinergis dimana
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2.4-D berfungsi untuk pemanjangan dan pembesaran sel
sedangkan kinetin berfungsi untuk meningkatkan pembelahan
(Afiyah et al., 2022).

Media dengan kinetin tunggal dapat menghasilkan kalus
dengan persentase yang rendah (20%). Hal ini karena kinetin
berperan dalam pembelahan sel dan regenerasi kalus. Kinetin
mengaktifkan enzim yang akan melepaskan gugus fosfat
dari protein CDK (Cyclin Dependent Kinase). Protein CDK
yang hanya mengandung satu gugus fosfat menjadi aktif dan
menginisiasi sel untuk memasuki fase mitosis (Aprilia ef al.,
2022).

Morfologi kalus

Morfologi kalus merupakan kenampakan fisik kalus
pada setiap perlakuan dan didasari oleh warna dan tekstur.
Kalus yang dihasilkan pada penelitian belum terbentuk
secara sempurna dan hanya terbentuk pada bagian perlukaan.
Penggunaan 2.4-D dan kinetin mempengaruhi morfologi kalus
(Tabel 3). Hasil penelitian menyatakan warna kalus dalam
penelitian ini terdiri dari 4 warna yaitu hijau kekuningan
(Gambar 2A), kuning (Gambar 2B), putih (Gambar 2C), dan
putih kekuningan (Gambar 2D). Tekstur kalus yang diperoleh
terdiri dari 2 tekstur yaitu remah (Gambar 3A) dan kompak

(Gambar 3B).

Warna kalus merupakan indikator yang menggambarkan
kondisi sel-sel penyusun kalus masih aktif membelah
atau sudah berhenti membelah (Afiyah et al, 2022).
Warna hijau kekuningan menunjukkan kalus memiliki
kemampuan membelah yang baik. Warna hijau kekuningan
mengindikasikan adanya kandungan klorofil pada kalus. Warna
putih menunjukkan bahwa plastida belum terdiferensiasi dan
mencirikan kondisi meristematik atau embrionik (Prashariska
et al, 2021; Setiawati et al, 2021). Warna kalus putih
menunjukkan kapasitas embriogenik. Kapasitas embriogenik
ini memungkinkan kalus untuk berproliferasi menjadi embrio
somatik melalui tahapan embriogenesis somatik (Oktafiani
et al., 2022). Warna putih kekuningan menunjukkan bahwa
kalus berada pada fase akhir pembelahan aktif. Warna kuning
menunjukkan bahwa kalus memiliki kemampuan pembelahan
yang baik. Warna kuning mengindikasikan pada sel parenkim
kalus terdapat pigmen flavonoid (Ekawati et al., 2022).
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Gambar 2. Warna kalus yang diperoleh. A) Hijau kekuningan, B) Kuning, C) Putih, D) Putih kekuningan. Keterangan: k: kalus
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Tabel 3. Pengaruh kombinasi 2.4-D dan kinetin terhadap morfologi kalus

Perlakuan Skor Warna Skor Tekstur
A. 2.4-D (0 ppm) + Kinetin (0 ppm) - - - -
B. 2.4-D (0 ppm) + Kinetin (0.5 ppm) 4 Hijau Kekuningan 1 Kompak
C. 2.4-D (0 ppm) + Kinetin (1 ppm) 4 Hijau Kekuningan 1 Kompak
D. 2.4-D (1 ppm) + Kinetin (0 ppm) 3.33 Kuning 1 Kompak
E. 2.4-D (1 ppm) + Kinetin (0.5 ppm) 4.6 Putih 1.6 Remah
F. 2.4-D (1 ppm) + Kinetin (1 ppm) 3.25 Kuning 1.25 Kompak
G. 2.4-D (2 ppm) + Kinetin (0 ppm) 2.5 Putih Kekuningan 1 Kompak
H. 2.4-D (2 ppm) + Kinetin (0.5 ppm) 4.5 Putih 1.5 Remah
I. 2.4-D (2 ppm) + Kinetin (1 ppm) 2.33 Putih Kekuningan 1 Kompak

Gambar 3. Tekstur kalus yang diperoleh. A. Remah, B. Kompak. Keterangan: k: kalus

Tekstur kalus merupakan indikator yang menggambarkan
kualitas kalus. Kalus berkualitas baik yaitu kalus dengan
tekstur remah. Kalus remah memiliki ciri-ciri yaitu dapat
dipisahkan menjadi sel tunggal karena ikatan yang renggang,
ruang antar sel yang besar, dan sangat kaya akan kandungan
air (Setiawati et al., 2021). Kalus remah terbentuk akibat
adanya 2.4-D dalam media. Menurut Silvina et al. (2021),
kalus remah baik digunakan dalam kultur suspensi sel karena
dapat dipisahkan menjadi sel tunggal dan memiliki aerasi
oksigen yang baik. Kalus kompak memiliki ciri-ciri berupa
adanya tonjolan nodular, tidak dapat dipisahkan menjadi sel
tunggal karena terdiri atas sel yang berukuran kecil dan rapat,
serta bertekstur padat dan keras (Julianti ef al., 2021). Kalus
kompak merupakan kalus yang terlignifikasi akibat adanya
kinetin dalam media. Menurut Arieswari ef al. (2018), kalus
kompak mengakumulasi metabolit sekunder lebih banyak
daripada kalus remah. Hal ini karena kalus remah memiliki
lebih banyak kandungan air sehingga akan mengakumulasi
lebih sedikit metabolit sekunder.

Perlakuan E (1 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin) dan
perlakuan H (2 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin) diperoleh
kalus dengan tekstur remah dan berwarna putih atau kalus
embriogenik. Terbentuknya kalus embriogenik pada kedua
perlakuan ini disebabkan karena konsentrasi 2.4-D yang

Inisiasi Kalus Bangle (Zingiber Purpureum Roscoe).....

lebih tinggi dari kinetin. 2.4-D dapat mengaktifkan ekspresi
gen Somatic Embriogenesis Receptor Kinase yang berperan
dalam pembentukan embrio somatik. 2.4-D juga berperan
dalam aktivasi hormon ABA yang selanjutnya menginduksi
ekspresi LEA (Leaf Embriogenesis Abundant) yaitu protein
untuk perkembangan embriogenesis somatik (Hidayah dan
Dewanti, 2023).

KESIMPULAN

Inisiasi kalus bangle dipengaruhi oleh konsentrasi dan
interaksi antara 2.4-D dan kinetin. Eksplan yang dikultur pada
media dengan 1 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin menghasilkan
waktu inisiasi kalus tercepat (10.8 HST) dan persentase
pembentukan kalus tertinggi (100%). Eksplan yang dikultur
pada media 1 ppm 2.4-D - 0.5 ppm kinetin dan 2 ppm 2.4-
D - 0.5 ppm kinetin menghasilkan morfologi kalus yang baik
dan embriogenik (warna putih dengan tekstur remah). Kalus
yang dihasilkan merupakan solusi untuk mengatasi masalah
perbanyakan bangle sehingga kebutuhan akan bangle untuk
pengobatan tradisional dapat terpenuhi. Kalus yang dihasilkan
juga bermanfaat untuk memperoleh metabolit sekunder dari
bangle.
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