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Abstrak. Tanaman Gambir (Uncaria gambir (Hunter) Robx.) mengandung senyawa metabolit
sekunder seperti katekin, floursein, asam catechutannat dan quercetin yang dapat dimanfaatkan
sebagai bahan pewarna alami, antioksidan, dan biopestisida. Tanaman gambir diperbanyak
secara generatif melalui biji sehingga anakan yang dihasilkan memiliki tingkat variabilitas
genetik yang tinggi. Teknologi kultur jaringan melalui kultur kalus mampu menyediakan
kebutuhan bibit dalam jumlah yang banyak dengan sifat seragam dalam waktu singkat. Tujuan
penelitian ini adalah mengetahui konsentrasi 2,4-D terbaik serta pengaruhnya terhadap proses
pembentukan dan pertumbuhan kalus eksplan gambir. Desain penelitian menggunakan
Rancangan Acak Lengkap dengan pemberian 2,4-D yang terdiri dari 5 taraf perlakuan yaitu 0;
0,5; 1; 1,5; dan 2 mg/L. Hasil penelitian menunjukan bahwa eksplan daun gambir mampu
membentuk kalus pada seluruh konsentrasi 2,4-D yang diberikan. Terbentuknya kalus tercepat
didapatkan pada pemberian konsentrasi 2,4-D 0,5 mg/L pada 17,86 HST dengan warna kalus
putih kekuningan sebesar 56,7% dan bertekstur remah sebesar 76,7%.

Kata kunci: 2,4-D, BAP, katekin, kalus, proliferasi

Abstract. Gambir (Uncaria gambir (Hunter) Robx.) contains secondary metabolite compounds
such as catechins, floursein, catechutannic acid, and quercetin that can be utilized as natural dyes,
antioxidants, and biopesticides. Gambir plants are propagated generatively through seeds so that
the resulting saplings have a high level of genetic variability. In a short amount of time, callus
culture using tissue culture technologies can produce vast numbers of uniformly shaped seedlings.
This study was to determine the best concentration of 2,4-D and its effect on the formation and
growth of gambier explant callus. The research design used a completely randomized design with
the provision of 2,4-D consisting of 5 treatment levels, namely 0; 0.5; 1; 1.5; and 2 mg/L. The
results indicated that gambir leaf explants were able to form callus at all concentrations of 2,4-D
given. The concentration of 0.5 mg/L 2,4-D produced the fastest callus development at 17.86 days
after planting, with whitish-yellowing callus color by 56.7% and friable texture by 76.7%.
Keywords: 2,4-D, BAP, catechin, callus, proliferation

1. Pendahuluan
Gambir (Uncaria gambir (Hunter) Roxb.) tergolong tanaman berbunga hasil hutan bukan

kayu yang bernilai ekonomis. Bagian gambir yang dimanfaatkan adalah daun dan ranting yang
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berkhasiat sebagai anti-oksidan, anti-bakteri, biopestisida, bahan baku industri tekstil dan
penyamak kulit (Anggraini et al., 2011; Dhalimi, 2006). Bagian tanaman tersebut memiliki
kandungan quercetin, katekin, asam catechutannat, dan flourescein (Aditya & Ariyanti, 2016).
Gambir merupakan komoditas unggulan Sumatera barat dalam memenuhi kebutuhan ekspor
(Hardianti et al., 2020; Yudha, 2017). Indonesia mengekspor 96,88% gambir dan Sumatera Barat
menyumbang sebanyak 16.375 Kg pada tahun 2021 (Hendra, 2023). Menurut (BPS Sumatra Barat,
2023) luas perkebunan gambir tahun 2022 adalah 28.837 Ha dengan hasil panen yang diperoleh
yaitu 13.877 ton/Ha. Ketersediaan bibit gambir berkualitas perlu diupayakan untuk memenuhi
permintaan gambir yang terus meningkat setiap tahunnya. Namun, produktivitas gambir masih
tergolong rendah yaitu 481,222 kg/Ha. Rendahnya produktivitas gambir disebabkan oleh
konservasi, teknik budidaya dan pengolahan lahan yang dilakukan secara konvensional (Zainal et
al., 2023).

Petani Sumatra Barat menggunakan bibit gambir yang dibudidayakan secara konvensional
melalui biji. Akibatnya mutu fisiologis dan kesehatan tanaman sering terabaikan, sifat yang
diturunkan tidak seragam, tahan terhadap penyakit yang diwariskan dari induk, dan keragaman
yang tinggi di lapangan akibat persilangan bebas oleh tanaman (Vujnovi¢ et al., 2023; Zainal et
al., 2020).

Teknologi perbanyakan massal diperlukan untuk mendukung produksi bibit unggul gambir.
Perbanyakan secara in vitro dapat digunakan karena sistem ini memiliki keunggulan untuk
memperoleh tanaman baru dengan sifat serupa induknya (seragam), varietas tanaman yang
homogen untuk klon atau bibit unggul (Kumar & Reddy, 2011; Xu et al., 2022). Bhoite and
Palshikar (2014); Zaman et al. (2021) menambahkan bahwa kultur jaringan mampu memproduksi
tanaman bebas penyakit, bibit massa dalam kurun waktu yang lebih singkat, serta dapat
meningkatkan produksi senyawa metabolit sekunder tanaman.

Auksin dan sitokinin merupakan fitohormon yang dapat tersedia secara alami atau disintesis
secara artifisial di dalam media kultur. dapat memengaruhi arah perkembangan eksplan (Phillips
& Garda, 2019). 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid tergolong auksin yang tidak terpengaruh oleh
cahaya, bersifat stabil, dan tahan terhadap kerusakan akibat pemanasan selama sterilisasi. Auksin
digunakan untuk mendorong pembelahan dan pemanjangan sel pada kalus, produksi senyawa
metabolit sekunder yang lebih tinggi serta merangsang pertumbuhan akar pada eksplan. Benzyl
amino purin merupakan golongan sitokinin yang mampu menstimulasi terjadinya proliferasi kalus
lebih cepat dengan melakukan pemanjangan dan pembelahan sel serta dapat merangsang kalus
bertunas (Rahayu et al., 2003; Rosyidah et al., 2014)
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Sari (2009) melaporkan bahwa pemberian 10 mg/L 2,4-D + 5 mg/L Kinetin mampu
membentuk kalus gambir dengan berat basah 368,77 mg/botol. Pemberian NAA 0,1 mg/L dan
BAP 2,5 mg/L pada media kultur juga mampu membentuk 100% eksplan berkalus pada 19,60
HST (Mahmud, 2021). Penggunaan 2,4-D pada famili rubiaceae juga diteliti olenh Rahimah (2021).
Hasil penelitian pada kopi arabika varietas Sigarar Utang menunjukan bahwa konsentrasi 2,4-D 2
mg/L + BAP 1 mg/L dapat membentuk 100% eksplan berkalus. Penggunaan 2,4-D perlu diteliti
lebih lanjut dalam induksi kalus gambir varietas Udang. Penelitian bertujuan untuk mengetahui
konsentrasi 2,4-D terbaik serta pengaruhnya terhadap proses pembentukan dan pertumbuhan kalus

eksplan daun gambir.

2. Bahan dan Metode

Penelitian dilakukan bulan Januari-April 2023 bertempatan di Laboratorium Kultur
Jaringan, Fakultas Pertanian, Universitas Andalas. Bahan penelitian adalah daun muda dari Planlet
gambir varietas Udang, Murashiige and Skoog Basal Medium with Vitamins®, Sukrosa, 2,4-D,
bactoagar, aquadest steril, Benzyl Amino Purin (BAP), alkohol 96% dan 70%, disinfektan (bahan
aktif NaOCIl 5,25%), plastik kaca, tisu, karet dan plastik wrapping. Alat penelitian adalah hot plate
magnetic stirrer, gelas ukur, pinset, gunting, timbangan analitik, Laminar Air Flow Cabinet,
spatula, scalpel, bunsen, botol kultur, erlenmeyer, petridish, kertas pH, autoklaf, dan alat tulis.

Percobaan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan konsentrasi 2,4-
Dichlorophenoxy Acid (2,4-D) yaitu A1 : 0 mg/L; A2:0,5mg/L; As: 1 mg/L; As: 1,5 mg/L; dan
As : 2 mg/L. Perlakuan diulang sebanyak 5 kali dan terdapat 6 botol kultur pada setiap ulangan.
Eksplan diinkubasi pada rak kultur selama 8 Minggu.

Pembuatan media tanam dilakukan dengan memasukan 300 ml aquades, 4,43 g/L
Murashiige and Skoog Basal Medium with Vitamins®, 30 mg/L sukrosa, 1 mg/L BAP dan 2,4-D
sesuai perlakuan kedalam Erlenmeyer. Selanjutnya 8 g/L bactoagar ditambahkan pada media dan
volume larutan dicukupkan hingga 1 liter. Larutan kemudian dihomogenkan hingga mendidih
menggunakan hotplate magnetic stirrer kecepatan 700 rpm. Larutan sebanyak 10 ml ditambahkan
kedalam botol kultur, kemudian ditutup rapat. Media di sterilisasi selama 15 menit menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 15 Psi.

Penanaman dilakukan di dalam LAFC yang sudah disterilisasikan menggunakan alkohol
70%. Daun muda dengan panjang + 1 cm diambil menggunakan pinset dan bagian ujung daun
digunting. Potongan eksplan ditanam dengan posisi daun adaxial menyentuh media.
Perkembangan eksplan diamati dengan mengumpulkan data waktu pertama kalus muncul,

persentase eksplan membentuk kalus (%), dan morfologi kalus. Uji F digunakan untuk
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menganalisis data pada taraf nyata 5%. Apabila nilai Pr(>F) kurang dari 5%, analisis dilanjutkan

menggunakan uji DNMRT (Duncan's New Multiple Range Test) dengan taraf 5%.

3. Hasil dan Pembahasan
3.1. Waktu Muncul Kalus
Analisis variabel waktu muncul kalus didapatkan hasil yang tidak berbeda nyata pada uji F
taraf 5% (Tabel 1). Zat pengatur tumbuh 2,4-D yang diaplikasikan pada media MS mampu
membentuk kalus eksplan gambir pada umur 17 — 24 HST. Media yang diberi 2,4-D menyebabkan
terjadinya perubahan rasio auksin endogen, sehingga eksplan dapat menghasilkan kalus.

Tabel 1. Rata-rata waktu muncul kalus eksplan daun gambir dengan pemberian beberapa
konsentrasi ZPT 2,4-D;

Konsentrasi 2,4-D (mg/L) Waktu Muncul Kalus (HST)
0,0 24,76
0,5 17,86
1,0 20,64
1,5 19,56
2,0 20,30
KK : 17,96%

Angka-angka yang tertera pada kolom waktu muncul kalus menunjukan pengaruh yang tidak berbeda nyata
berdasarkan uji F pada taraf 5%,

Pada Tabel 1, media tanpa pemberian 2,4-D berhasil membentuk kalus pada 24,76 HST.
Pembentukan kalus pada perlakuan tersebut lebih lambat dibandingkan dengan perlakuan yang
diberikan ZPT 2,4-D. Kalus pada media tanpa pemberian 2,4-D (0 mg/L) dengan penambahan
BAP (1 mg/L) menunjukan bahwa eksplan gambir mampu merespon sitokinin eksogen yang
diberikan. Hal ini juga ditemukan pada penelitian Adri (2017) bahwa dengan pemberian 0,1 mg/L
kinetin secara tunggal tanpa ditambahkan dengan 2,4-D eksplan gambir mampu membentuk kalus
pada 8 MST.

Kalus muncul disebabkan oleh adanya respon eksplan yang bersifat meristematik terhadap
media pertumbuhan yang diberikan. Daun muda gambir diduga mengandung auksin yang tinggi
sehingga kalus dapat terbentuk walaupun auksin tidak ditambahkan pada media kultur. Sesuai
dengan pernyataan Asra et al. (2020), auksin disintesis di dekat maristem pucuk dan jaringan-
jaringan yang masih muda. Selain auksin, sitokinin juga merupakan faktor yang dapat
memengaruhi pembentukan kalus. Kombinasi auksin dan sitokinin yang seimbang mampu
meningkatkan laju pembentukan kalus pada tanaman (Purnamaningsih & Ashira, 2011).

Konsentrasi 2,4-D 0,5 mg/L dapat merangsang terbentuknya kalus gambir pada 17,86 HST.
Hal ini diduga karena auksin endogen pada tanaman gambir cukup tinggi sehingga hanya
memerlukan sedikit konsentrasi auksin eksogen untuk dapat membentuk kalus. Kombinasi antara

konsentrasi sitokinin dan auksin yang tepat dapat meningkatkan respon terhadap waktu
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pembentukan kalus dibandingkan penggunaan sitokinin atau auksin secara tunggal (Junairiah et
al., 2018). Salah satu faktor yang menyebabkan perbedaan waktu dalam pembentukan kalus adalah
kemampuan eksplan untuk menanggapi nutrisi dan hara yang diberikan. Pernyataan ini juga
dikemukakan oleh Yulianti et al. (2014) bahwa respon dari eksplan akan berbeda tergantung pada
ZPT yang digunakan.

Pelukaan yang terjadi akibat dari proses penanaman pada eksplan menyebabkan nutrisi pada
media berupa BAP dan 2,4-D dapat berdifusi ke dalam sel-sel sehingga membantu sel melakukan
pembelahan. Rosyidah et al. (2014) menyatakan bahwa BAP dan 2,4-D mengaktifkan pompa
proton berupa ion H* untuk membantu pelunakan dinding sel pada membran plasma sehingga pH
membran plasma dapat bersifat asam yaitu mendekati pH 4,5. Ikatan hidrogen dapat disebabkan
oleh pompa proton yang aktif di dalam mikrofibril selulosa pada dinding sel eksplan gambir.
Ketika ikatan hidrogen terputus, tekanan dinding sel akan berkurang, sehingga sel melentur.
Perluasan sel pada jaringan tanaman dapat disebabkan oleh pecahnya berbagai
protein/polisakarida yang berdifusi melalui dinding sel yang rapuh dan fleksibel akibat dari

keasaman yang rendah (Hayati et al., 2010).

3.2. Persentase Eksplan Hidup Membentuk Kalus (%0)

Hasil analisis variabel persentase eksplan hidup membentuk kalus menunjukan pengaruh
yang berbeda signifikan berdasarkan uji DNMRT taraf 5% (Tabel 2). Zat pengatur tumbuh 2,4-D
di dalam media pertumbuhan memiliki dampak yang signifikan terhadap perkembangan kalus
pada eksplan. Media tanpa 2,4-D mampu membentuk 38% eksplan kalus. Respon berbeda
ditunjukan pada media dengan konsentrasi 0,5 sampai 2 mg/L 2,4-D yang berhasil menghasilkan
100% eksplan berkalus.

Tabel 2. Persentase eksplan daun gambir yang mampu membentuk kalus pada beberapa
konsentrasi ZPT 2,4-D;

Konsentrasi 2,4-D (mg/L) Persentase Eksplan Membentuk Kalus (%)
0,0 38b
0,5 100 a
1,0 100 a
1,5 100 a
2,0 100 a
KK : 7,94%

Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama menunjukan pengaruh yang tidak berbeda nyata berdasarkan
hasil analisi uji DNMRT pada taraf nyata 5%.

Tingginya persentase terbentuknya kalus menandakan bahwa 2,4-D mampu mendorong
terjadinya pembelahan sel pada jaringan tanaman dan memproses dediferensiasi untuk
menginduksi kalus secara optimal. 2,4-D dapat memengaruhi metabolisme RNA dan merangsang

pertumbuhan dan perkembangan kalus dengan mengatur metabolisme protein selama proses
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transkripsi molekul RNA. 2,4-D membantu proses permeabilitas sel terhadap air, mengurangi
tekanan pada dinding sel, dan meningkatkan tekanan osmotik (Robles-Martinez et al., 2016)
Sintesis protein yang meningkat memengaruhi pertumbuhan kalus dan meningkatkan pasokan
energi untuk pertumbuhan kalus (Maftuchah et al., 1998 dalam Rahayu et al., 2003)

Rendahnya persentase terbentuknya kalus pada perlakuan tanpa 2,4-D diduga karena eksplan
mengalami stagnansi. Stagnansi pada eksplan merupakan keadaan dimana eksplan tidak mati
tetapi juga tidak mengalami pertumbuhan dimulai dari setelah penanaman hingga batas waktu
tertentu. Sukamto et al. (2017) menjelaskan bahwasanya kemampuan dan respon jaringan tanaman
akan berbeda-beda dalam beregenerasi dan berkembang dalam kultur in vitro. Oleh karena itu,
agar pembelahan sel dapat terjadi dengan cepat diperlukan konsentrasi yang seimbang antara zat

pengatur tumbuh sitokinin dan auksin.

3.3. Morfologi Kalus

Kualitas suatu kalus ditentukan berdasarkan warna dan tekstur yang dapat dilihat secara
visual pada kalus. Berdasarkan hasil pengamatan, penambahan ZPT 2,4-D pada media dasar
menunjukan respon yang tidak sama terhadap warna dan tekstur kalus (Tabel 3). Kalus yang
memiliki pigmen berwarna terang menunjukan bahwa kalus tumbuh dan berkembang dengan baik.
Sebaliknya, pigmen berwarna gelap menunjukan bahwa pertumbuhan kalus kurang baik atau tidak
baik. Perubahan warna pada kalus menunjukkan bahwa sel mengalami fase pertumbuhan yang
berbeda (Gambar 1).

Tabel 3. Data Hasil Pengamatan Secara Visual Terhadap Warna dan Tekstur Kalus Gambir Pada
Pemberian ZPT 2,4-D;
Konsentrasi 2,4-D

(mg/L) Warna Kalus Tekstur Kalus

0 Putih  Kekuningan, Putih  Kompak
Kecoklatan

0,5 Putih, Putih  Kekuningan, = Kompak, Dominan Remah
Putih Kecoklatan

1 Putih  Kekuningan, Putih  Kompak, Dominan Remah
Kecoklatan, Coklat

15 Putih, Putih  Kekuningan, = Kompak, Dominan Remah
Putih Kecoklatan

2 Putih, Putih  Kekuningan, = Kompak, Dominan Remah

Putih Kecoklatan, Coklat
Warna putih kekuningan pada kalus menunjukan bahwa sel aktif membelah (Sorentina et

al., 2013). Kalus yang berwarna terang merupakan jaringan embriogenik dimana sel tersebut
memiliki polisakarida simpanan dalam bentuk pati dan berpotensi menjadi kalus embriogenik
(Ariati et al., 2012; Rusdianto & Indrianto, 2012).
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Kalus berwarna coklat atau coklat kehitaman tidak dapat meregenerasi sel, sehingga disebut
sebagai kalus non-embriogenik. Perubahan warna menjadi kecoklatan atau menghitam (browning)
merupakan tanda bahwa terjadi penurunan kemampuan hidup pada kalus. Browning merupakan
hal umum yang terjadi pada eksplan tanaman berkayu (Hutami, 2008).

Marlin et al. (2012) mengemukakan bahwa tanaman yang telah dilukai akan menghasilkan
bahan kimia fenolik yang apabila terakumulasi dalam media akan membatasi penyerapan nutrisi
oleh eksplan sehingga menyebabkan kematian eksplan. Kuinon yang bersifat racun akan terbentuk
ketika senyawa fenol mengalami oksidasi sehingga sel-sel tanaman akan mati. Menurut Ru et al.
(2013) metabolisme Reactive Oxygen Species yang tidak seimbang memicu terjadinya browning.
Hal ini terjadi akibat aktivitas pada enzim peroksidase di membran lipid yang menyebabkan
hilangnya keutuhan membran sel sehingga senyawa fenolik berakumulasi secara berlebihan.
Mellidou et al. (2014) juga menyatakan bahwa permeabilitas membran sel yang berubah akan
memulai proses pigmentasi atau pencoklatan akibat substrat dan enzim keluar dari sitosol

Pencoklatan pada kalus juga dapat disebabkan oleh respons kalus terhadap lingkungan
tumbuh atau ketika kalus memasuki fase stasioner (kematian sel akibat penuaan). Penambahan

BAP menghambat perombakan protein dan butir-butir pati di dalam sel sehingga memperlambat

proses penuaan (senesen) sel (Sari & Isda, 2021).

Gambar 1. Warna yang terdapat pada kalus gambir pada pemberian 2,4-D umur 8 MST. a) kalus
warna putih (2,4-D konsentrasi 0,5 mg/L), b) kalus warna putih kekuningan (2,4-D konsentrasi
1,5 mg/L), ¢) kalus warna putih kecoklatan (2,4-D konsentrasi 2 mg/L) d) kalus warna coklat
(2,4-D konsentrasi 1 mg/L)

Gambar 2. Tekstur yang terbentuk pada kalus gambir pada pemberian 2,4-D umur 8 MST. a)
kalus bertekstur kompak (2,4-D konsentrasi 1 mg/L), b) kalus bertekstur remah (2,4-D
konsentrasi 0,5 mg/L).
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Sugiyarto and Kuswandi (2014) menyatakan bahwa komposisi media, sumber eksplan dan
ZPT yang digunakan memengaruhi tekstur kalus yang terbentuk. Proses osmosis memungkinkan
air untuk menembus dinding sel ketika terdapat ZPT golongan auksin pada media tumbuh. Selain
itu, auksin mampu meningkatkan plastisitas dinding sel sehingga terjadi pemanjangan sel, serta
meningkatkan aerasi oksigen di dalam sel (Budisantoso et al., 2017).

Tekstur pada kalus memengaruhi proses pembelahan sel pada eksplan. Pada penelitian ini,
tekstur kalus yang diperoleh adalah kalus remah dan kompak. Tekstur kalus pada eksplan gambir
dapat dilihat pada Gambar 2. Pembelahan sel akan lebih cepat terjadi pada kalus bertekstur remah
dibandingkan dengan pembelahan sel yang terjadi pada kalus bertekstur kompak (Junairiah et al.,
2019). Wahyuni et al. (2020) menjelaskan pada kalus bertekstur remah, hubungan antar sel yang
dimiliki rapuh dan celah antar sel besar, serta dinding sel belum mengalami lignifikasi sehingga
memudahkan pemisahan kalus. Kalus dengan tekstur kompak sulit untuk dipisahkan karena
mempunyai hubungan antar sel yang rapat. Chaniago and Harahap (2018) juga menyampaikan
bahwa sel-sel yang membelah dengan aktif pada awalnya tetapi setelah itu menunjukkan

penurunan aktivitas proliferasi akan menghasilkan kalus yang kompak.

4. Kesimpulan
Zat pengatur tumbuh 2,4-D memiliki kemampuan menghasilkan kalus eksplan gambir pada
pemberian beberapa konsentrasi ketika dikombinasikan dengan 1 mg/L BAP. Terbentuknya kalus
tercepat didapatkan pada pemberian konsentrasi 0,5 mg/L 2,4-D pada umur 17,86 HST dengan

warna kalus putih kekuningan sebesar 56,7% dan bertekstur remah sebesar 76,7%.
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