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Abstrak. Kultur jaringan digunakan sebagai metode untuk memproduksi bibit gambir dengan 
kandungan katekin tinggi secara cepat dan dalam skala besar. Penelitian ini bertujuan untuk 
menganalisis pengaruh Thidiazuron (TDZ) dan Naphthalene Acetic Acid (NAA) terhadap 
perkembangan dan kandungan fitokimia pada kalus organogenik gambir melalui teknik in vitro. 
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan pola faktorial dua faktor, 
yaitu konsentrasi TDZ (0; 0,04; dan 0,08 mg/L) dan NAA (0,5; 1; 1,5; dan 2 mg/L). Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa TDZ secara signifikan memengaruhi kandungan klorofil pada 
kalus, dengan konsentrasi 0 mg/L dan 0,04 mg/L lebih efektif dibandingkan 0,08 mg/L. Kalus 
organogenik yang diberi perlakuan TDZ dan NAA menunjukkan aktivitas metabolit sekunder, 
termasuk terpenoid, flavonoid, alkaloid, tanin, dan fenol, yang teridentifikasi melalui uji 
histokimia. 
Kata kunci: katekin, metabolit sekunder, naphthalene acetic acid, proliferasi, thidiazuron. 
 
Abstract. Tissue culture is utilized as a method for rapidly producing gambir seedlings with high 
catechin content on a large scale. This study aims to analyze the effect of Thidiazuron (TDZ) and 
Naphthalene Acetic Acid (NAA) on the development and phytochemical content of organogenic 
gambir callus through in vitro techniques. The experiment employed a Completely Randomized 
Design (CRD) with a factorial pattern consisting of two factors, namely TDZ concentrations (0, 
0.04, and 0.08 mg/L) and NAA concentrations (0.5, 1, 1.5, and 2 mg/L). The results showed that 
TDZ significantly influenced the chlorophyll content in the callus, with concentrations of 0 mg/L 
and 0.04 mg/L being more effective than 0.08 mg/L. Organogenic callus treated with TDZ and 
NAA exhibited secondary metabolite activity, including terpenoids, flavonoids, alkaloids, tannins, 
and phenols, which were identified through histochemical analysis. 
Keywords: catechin, naphthalene acetic acid, proliferation, secondary metabolites, thidiazuron. 

1. Pendahuluan 

Tanaman gambir (Uncaria gambir (Hunter) Roxb) berkembang di wilayah beriklim tropis 

dan dimanfaatkan secara luas dalam berbagai sektor industri (Tan et al., 2023). Pada tahun 2021, 

Provinsi Sumatra Barat mengekspor 16.375.611 kg gambir dengan nilai total mencapai 41.404.929 

USD (Badan Pusat Statistik Sumatera Barat, 2023). Gambir mengandung 74% senyawa katekin, 
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yang berpotensi sebagai agen antibakteri. Ekstrak gambir digunakan sebagai agen bakteriostatik, 

dengan mekanisme kerja antibakteri yang serupa dengan antibiotik kloramfenikol (Mahdiyah et 

al., 2023). Yunarto et al. (2023) juga melaporkan bahwa katekin yang diperoleh dari gambir 

memiliki sifat antioksidan yang sangat kuat.  

Ketidakseragaman sifat dalam populasi tanaman gambir menjadi salah satu kendala utama 

dalam memperoleh bahan perbanyakan dengan kandungan katekin tinggi (Utomo et al., 2024; 

Zainal et al., 2022). Kultur in vitro diterapkan untuk mendukung produksi bibit unggul dengan 

sifat yang seragam dan meningkatkan kadar katekin pada tanaman gambir (Zainal & Kasim, 2021). 

Regenerasi in vitro melalui organogenesis tidak langsung (melalui pembentukan kalus) berperan 

penting dalam memperbanyak genotip dengan cepat, menurunkan sifat induk sehingga 

menghasilkan populasi anakan yang seragam, terutama tanaman yang sulit diperbanyak secara 

konvensional, pemenuhan biomassa pada skala industri, serta meningkatkan aktivitas metabolit 

sekunder eksplan (Gaur et al., 2016; Hesami & Daneshvar, 2018). 

Upaya mendapatkan populasi gambir dengan sifat yang seragam dan kadar katekin tinggi 

dapat dilakukan dengan memodifikasi media kultur sehingga didapatkan pertumbuhan dan 

perkembangan eksplan secara optimal. Zat pengatur tumbuh (ZPT) memainkan peran signifikan 

dalam memengaruhi arah pertumbuhan dan perkembangan kalus serta produksi metabolit 

sekunder secara in vitro. Modifikasi ZPT pada media kultur dapat memicu perubahan fisiologis 

dan biokimia eksplan serta meningkatkan sel atau jaringan yang memproduksi metabolit sekunder 

(Azadvari et al., 2022; Faramayuda et al., 2016). Thidiazuron (TDZ) memiliki potensi yang sangat 

besar dalam regenerasi kalus, terutama pada tanaman berkayu karena efektif dalam memacu 

pertumbuhan tunas pada konsentrasi sangat rendah (Mok et al., 2022; Vinoth & Ravindhran, 

2018). Hasil penelitian Li et al. (2022) menyatakan bahwa penggunaan 1 mg/L TDZ + 0,2 mg/L 

NAA mampu menginduksi eksplan Cotoneaster wilsonii bertunas dengan jumlah tunas terbanyak. 

Regenerasi kalus dengan pemberian TDZ (0,1; 0,2; dan 0,3 mg/L) belum berhasil menginduksi 

pembentukan tunas, melainkan menyebabkan browning pada kalus setelah 2 minggu subkultur 

(Mahmud, 2021). Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji respon pemberian TDZ dan NAA 

terhadap optimasi kultur kalus serta profil metabolit kalus gambir secara in vitro.  

2. Bahan dan Metode 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni hingga Oktober 2024 di Laboratorium Kultur 

Jaringan, Fakultas Pertanian, Universitas Andalas. Eksplan yang digunakan berupa kalus hasil 

inisiasi kultur pada media MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L BAP (Utomo et al., 2024). Bahan-bahan 

penelitian meliputi TDZ, BAP, NAA, alkohol 96% dan 70%, karet, tisu, plastik kaca, wrapping, 

agar, sukrosa, Murashiige and Skoog Basal Medium with Vitamins®, aseton 80%, hematoksilin, 
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eosin, CuSO4 5%, gliserin, AlCl3 10%, etanol 85%, reagen Wagner, FeCl3 10%, Na2CO3, plastik 

kaca, kertas label, kertas HVS, plastik wrap, spiritus, detergen, dan aluminium foil. Peralatan yang 

digunakan meliputi botol kultur, pinset, gunting, scalpel, erlenmeyer, gelas ukur, petridish, 

timbangan analitik, hot plate magnetic stirrer, autoklaf, Laminar Air Flow Cabinet (LAFC), pipet 

tetes, mortar, sentrifus, spektrofotometer, shaker, mikrotom, ember, terpal hitam, rak kultur, kertas 

pH, dan mikroskop. 

Percobaan ini menggunakan desain faktorial dua faktor dalam Rancangan Acak Lengkap 

(RAL). Faktor pertama adalah konsentrasi TDZ dengan tiga tingkatan (0; 0,04; dan 0,08 mg/L), 

sedangkan faktor kedua adalah konsentrasi NAA dengan empat tingkatan (0,5; 1; 1,5; dan 2 mg/L). 

Media dasar yang digunakan adalah media MS yang mengandung 5 mg/L BAP, dan setiap 

perlakuan diulang sebanyak tiga kali. Setiap botol kultur diisi dengan satu eksplan kalus gambir, 

yang kemudian diinkubasi dalam ruang kultur dengan kondisi terang pada suhu 22-25°C. 

Kalus gambir yang berusia 6 minggu disubkultur pada media MS tanpa penambahan ZPT 

selama 2 minggu sebelum diberi perlakuan lebih lanjut. Eksplan diambil menggunakan pinset, 

ditempatkan pada petridish, dan dipotong menjadi sekitar 1 cm dengan scalpel. Potongan kalus 

tersebut kemudian ditanam pada media perlakuan dan diinkubasi selama 12 minggu. Subkultur 

dilakukan setiap 4 minggu untuk memastikan ketersediaan nutrisi yang dibutuhkan selama proses 

regenerasi kalus, menggunakan media dengan konsentrasi ZPT yang sama. Kalus yang mengalami 

browning serta akar yang tumbuh pada kalus dihilangkan menggunakan scalpel, dan kalus yang 

masih segar ditanam kembali pada media baru. 

Analisis klorofil kalus: Kalus segar ditimbang sebanyak 50 mg dan diekstraksi 

menggunakan sedikit aceton 80% dengan bantuan mortar. Setelah kalus dihaluskan, aceton 80% 

ditambahkan hingga mencapai volume total 10 mL. Larutan ekstrak kemudian disentrifugasi 

selama 15 menit. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 654 nm dan 663 nm menggunakan 

spektrofotometer. Kandungan klorofil total dihitung dengan menggunakan rumus: 20.2 x D645 + 

8.02 x D663 (Mackinney, 1941). 

Analisis histologi kalus: Preparasi untuk analisis histologi dilakukan menggunakan metode 

irisan jaringan yang tertanam paraffin. Kalus dan akar dipotong melintang, kemudian diberi 

pewarnaan dengan Hematoxylin Eosin (HE). Setelah preparat histologi disiapkan, sel-sel diamati 

menggunakan mikroskop dan dideskripsikan. 

Analisis histokimia kalus. Analisis histokimia didasarkan pada metode yang dikembangkan 

oleh Rahayu et al. (2021) dengan modifikasi berupa penambahan reagen spesifik untuk 

mendeteksi metabolit sekunder tertentu. Untuk mendeteksi terpenoid, sampel direndam dalam 

larutan CuSO₄ 5% selama 24 jam, kemudian ditambahkan gliserin. Perubahan warna menjadi 



Agroteknika	7	(4):	618-629	(2024)	
 

621 
 

kuning atau kuning kecoklatan menandakan hasil positif. Deteksi flavonoid dilakukan dengan 

menambahkan larutan AlCl₃ 10% dalam etanol 85%, di mana perubahan warna menjadi 

kekuningan hingga jingga menunjukkan adanya flavonoid. Alkaloid terdeteksi melalui 

perendaman sampel dalam reagen Wagner selama 48 jam, dengan perubahan warna menjadi 

merah kecoklatan atau kuning yang menunjukkan keberadaan alkaloid. Untuk analisis tanin, 

larutan FeCl₃ 10% diteteskan pada sayatan sampel, dan perubahan warna menjadi biru, hijau 

kehitaman, atau coklat tua menandakan adanya tanin. Fenol dideteksi dengan merendam sampel 

dalam larutan FeCl₃ 10% yang ditambahkan beberapa butir Na₂CO₃ dan dibiarkan pada suhu 

kamar selama 15 menit, dengan hasil positif ditandai oleh perubahan warna menjadi hijau gelap 

atau hitam. 

Variabel yang diamati meliputi persentase kelangsungan hidup kalus, morfologi kalus, 

kandungan klorofil kalus, analisis histologi kalus, dan analisis histokimia kalus. Data pengamatan 

disajikan secara deskriptif dan dianalisis menggunakan uji F pada tingkat signifikansi 5%. Jika 

nilai uji F melebihi nilai tabel F, analisis dilanjutkan dengan uji Duncan’s Multiple Range Test 

(DMRT) pada taraf 5%. Selain itu, data dianalisis menggunakan standar deviasi untuk 

mengevaluasi distribusi data dalam setiap ulangan, dengan beberapa data ditransformasi setelah 

dilakukan uji normalitas pada data. 

3. Hasil dan Pembahasan 

3.1. Persentase Eksplan Hidup (%) 

 Responsivitas eksplan terhadap zat pengatur tumbuh (ZPT) tercermin dari tingginya 

viabilitas eksplan. Penambahan Thidiazuron (TDZ) dan Naphthalene Acetic Acid (NAA) pada 

medium kultur gambir menghasilkan tingkat kelangsungan hidup eksplan 100%. TDZ dan NAA 

terbukti berperan penting sebagai regulator pertumbuhan, memfasilitasi pembelahan sel, 

morfogenesis kalus, dan inisiasi pertumbuhan tunas (Restanto et al., 2024; Sari et al., 2014)  

Viabilitas eksplan diindikasikan oleh perubahan pigmentasi kalus, adanya kontaminasi 

mikroorganisme atau agen pencemar yang dapat menghambat proliferasi kalus, serta terjadinya 

ekspansi dan elongasi sel. Lutfiah and Habibah (2022) menegaskan bahwa komposisi dan jenis 

media sangat memengaruhi aksesibilitas nutrisi bagi eksplan, yang secara langsung berdampak 

pada ketahanan dan viabilitas eksplan dalam medium tersebut. 

Karakteristik morfologis kalus, mencakup pigmentasi dan tekstur (Gambar 1a), juga 

merupakan indikator krusial pertumbuhan. Perubahan warna kalus gambir dalam medium yang 

disuplementasi TDZ dan NAA berlangsung dari putih kekuningan menjadi hijau dengan tekstur 

kompak, mengindikasikan inisiasi proses fisiologis awal dalam kalus yang berkaitan dengan 

organogenesis. 
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Selama fase pertumbuhan, kalus gambir mengalami gejala browning pada beberapa bagian. 

Namun, area yang mengalami browning mampu kembali berproliferasi membentuk kalus. 

Fenomena browning disebabkan oleh eksudasi senyawa fenolik dari jaringan yang terluka yang 

mengindikasikan stres jaringan. Browning juga dapat terjadi pada jaringan senesen atau yang 

mengalami defisiensi nutrisi. Enzim seperti polifenol oksidase (PPO), peroksidase (POD), dan 

fenilalanin ammonia-liase (PAL) berperan dalam oksidasi fenolik yang menghasilkan pigmen 

melanin, yang bertanggung jawab atas proses browning (Nadafzadeh et al., 2018; Xu et al., 2015; 

Zhao et al., 2021). 

3.2. Histologi Kalus 

Analisis histologis menggunakan pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) mengungkapkan 

bahwa kalus organogenik gambir menunjukkan karakteristik tekstur kompak. Struktur kalus ini 

ditandai oleh kerapatan dan kepadatan sel yang tinggi, dengan dinding sel terlihat jelas dan 

memiliki ketebalan yang signifikan. Selain itu, observasi mikroskopis memperlihatkan adanya 

nukleus dan sitoplasma yang terdefinisi dengan baik (Gambar 1b-c). Fenomena ini merupakan 

hasil proliferasi sel jaringan eksplan yang secara progresif bertransformasi menjadi sel heterogen 

dengan kapasitas morfogenetik, yang dapat terekspresikan melalui berbagai jalur morfogenesis, 

termasuk organogenesis (Kruglova et al., 2018). 

 
Ket: pc (sel parenkim); m (mitosis); i (inti sel); s (sitoplasma). 

Gambar 1. Kalus organogenik gambir. a) Morfologi kalus b) Anatomi kalus organogenik gambir 
perbesaran lensa objektif 10x; c) Anatomi kalus organogenik gambir perbesaran lensa objektif 

40x.  

Kalus didominasi oleh sel-sel parenkim yang tersusun secara kompak, menampilkan 

morfologi isodiametrik (polygonal atau bulat) sebagai respon terhadap tekanan mekanis dari sel 

dan intensitas pembelahan mitosis yang tinggi. Sel-sel parenkim yang aktif berproliferasi 

umumnya memiliki dimensi yang lebih kecil dengan rasio nukleus-sitoplasma yang tinggi, 

mengindikasikan kepadatan sitoplasmik yang kaya akan protein dan organel. Dinding sel yang 

tipis namun terlihat jelas berfungsi sebagai batas interseluler. Hal ini sejalan dengan temuan 

Ikeuchi et al. (2019); Ramirez and Silva (2018); Zhang et al. (2016), yang menunjukkan sifat 

meristematik sel kalus dengan aktivitas mitosis yang intens, mengindikasikan potensi diferensiasi 

menjadi tunas. 

pc 

pc 
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3.3. Kandungan Klorofil Kalus 

Kalus berwarna hijau dengan tekstur padat menandakan adanya proses pembentukan klorofil 

di dalam sel-selnya (Tabel 1). Dalam organogenesis tidak langsung, perkembangan eksplan 

melalui dua tahap berbeda: dediferensiasi dan rediferensiasi (Ikeuchi et al., 2013). Dediferensiasi 

terjadi ketika sel-sel tanaman yang terisolasi mulai membelah, membentuk kalus - sekumpulan sel 

yang belum terspesialisasi. Kalus yang mampu beregenerasi menjadi organ tertentu disebut kalus 

kompeten. Setelah kalus terbentuk, tahap rediferensiasi dimulai, di mana sel-sel meristem dalam 

kalus dapat berkembang menjadi tunas atau akar (Magyar-Tabori et al., 2010; Kumar et al., 2018). 

Tabel 1. Kandungan kalus gambir pada pemberian beberapa konsentrasi ZPT TDZ dan NAA pada 
umur 12 MST. 
NAA (mg/L) Thidiazuron (mg/L) 

0,00 0,04 0,08 
------ mg/g ------ 

0,50 0,76 + 0,40 1,06 + 0,16 0,64 + 0,27 
1,00 0,96 + 0,37 0,94 + 0,53 0,41 + 0,14 
1,50 1,58 + 1,97 0,93 + 0,06 0,56 + 0,26 
2,00 1,73 + 0,55 0,62 + 0,84 0,65 + 0,06 

Rata-rata 1,26 + 0,99 a 0,89 + 0,32 ab 0,57 + 0,20 b 
KK: 14,94% 

Angka – angka pada baris yang diikuti huruf yang sama berbeda tidak nyata pada uji DMRT taraf 5%. Data yang 
ditampilkan adalah data asli. Data ditransformasi dengan transformasi √𝑥 + 1 

 
Gambar 2. Morfologi kalus organogenik. a) Kalus dengan kadar klorofil tinggi pada kombinasi 0 

mg/L TDZ + 2 mg/L NAA; b) Kalus dengan kadar klorofil rendah pada kombinasi 0,08 mg/L 
TDZ + 1 mg/L NAA 

Data pada Tabel 1 menunjukkan bahwa penggunaan TDZ 0 mg/L dan 0,04 mg/L tidak 

berbeda nyata, namun berbeda signifikan dengan 0,08 mg/L TDZ. Kombinasi 0 mg/L TDZ + 2 

mg/L NAA menghasilkan klorofil total tertinggi sebesar 1,73 mg g-1. Penelitian ini 

mengindikasikan bahwa semakin rendah konsentrasi TDZ dalam media regenerasi, semakin tinggi 

kandungan klorofil kalus gambir (Gambar 2). Hal ini sesuai dengan pernyataan Mok et al. (1982) 

bahwa Thidiazuron (TDZ) pada konsentrasi yang sangat rendah memiliki kemampuan memacu 

pertumbuhan dalam kultur sel tanaman karena kestabilannya dalam menahan degradasi oleh 

oksidasi sitokinin, Namun pada konsentrasi yang terlalu tinggi dapat menyebabkan hiperhidrasi 

dan menghambat perkembangan eksplan (Hesami & Daneshvar, 2018). Peningkatan klorofil total 

berhubungan erat dengan pembentukan dan perkembangan meristem tunas. Penambahan sitokinin 

a b 
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dengan konsentrasi yang tepat pada media kultur mendorong pertumbuhan dan produksi klorofil 

pada eksplan (Nulfitriani et al., 2017). 

Proses pembentukan klorofil pada kalus in vitro dipengaruhi oleh berbagai faktor, termasuk 

cahaya, ketersediaan nutrisi, dan keseimbangan hormon dalam media (Ling et al., 2012). TDZ 

merangsang produksi klorofil dengan meningkatkan ekspresi gen-gen yang berperan dalam tahap 

awal pembentukan klorofil dan mendorong sintesis asam 5-aminolevulinic (ALA), komponen 

penting dalam pembuatan klorofil (Pourebad et al., 2015; Wang & Grimm, 2021). Selain sitokinin, 

auksin juga memengaruhi kandungan klorofil. Auksin dapat meningkatkan produksi metabolit 

primer seperti karbohidrat, protein, klorofil, karotenoid, dan gula sederhana pada tanaman. Jika 

metabolisme karbohidrat terganggu, proses pembentukan klorofil juga akan terhambat (Sion et al., 

2024). 

3.4. Histokimia Kalus 

Pengujian histokimia pada kalus gambir menghasilkan perubahan warna pada irisan kalus 

setelah diberi berbagai reagen uji. Perubahan warna ini mengindikasikan bahwa kalus gambir 

mengandung beragam senyawa metabolit sekunder, termasuk terpenoid, flavonoid, alkaloid, tanin, 

dan fenol (Gambar 3-7). 

 
Keterangan : Sumber gambar histokimia daun kesambi berdasarkan hasil penelitian Rahayu et al. (2021). 

Gambar 3. Hasil uji senyawa Alkaloid. a) Kalus gambir perbesaran 400x; b) daun kesambi 
perbesaran 400x. 

 
Keterangan : Sumber gambar histokimia daun kesambi berdasarkan hasil penelitian Rahayu et al. (2021). 

Gambar 4. Hasil uji senyawa Terpenoid. a) Kalus gambir perbesaran 400x; b) daun kesambi 
perbesaran 400x. 

Perubahan warna 

A B 

Perubahan warna 

A B 
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Keterangan : Sumber gambar histokimia daun kesambi berdasarkan hasil penelitian Rahayu et al. (2021). 

Gambar 5. Hasil uji senyawa Flavonoid. a) Kalus gambir perbesaran 400x; b) daun kesambi 
perbesaran 400x. 

 
Keterangan : Sumber gambar histokimia daun kesambi berdasarkan hasil penelitian Rahayu et al. (2021). 
Gambar 6. Hasil uji senyawa Tanin. a) Kalus gambir perbesaran 400x; b) daun kesambi 

perbesaran 400x. 
 

 
Keterangan : Sumber gambar histokimia daun kesambi berdasarkan hasil penelitian Rahayu et al. (2021). 
Gambar 7. Hasil uji senyawa Fenol. a) Kalus gambir perbesaran 400x; b) daun kesambi 

perbesaran 400x. 
 

Auksin dan sitokinin memainkan peran penting dalam mengatur berbagai proses fisiologis 

dan biokimia. Penambahan nutrisi dan zat pengatur tumbuh seperti TDZ, BAP, dan NAA ke dalam 

media kultur tidak hanya mengendalikan pertumbuhan dan perkembangan eksplan, tetapi juga 

dapat meningkatkan produksi metabolit sekunder. Kedua jenis zat pengatur tumbuh ini 

memengaruhi metabolisme primer dan sekunder tanaman, yang berdampak signifikan pada 

produksi senyawa bioaktif dalam kultur sel dan jaringan tanaman (Prashariska et al., 2021). 

Penelitian menunjukkan bahwa manipulasi rasio auksin terhadap sitokinin efektif dalam 

meningkatkan produksi metabolit sekunder, seperti alkaloid, terpenoid, dan flavonoid, dalam 

Perubahan warna 

A B 

Perubahan warna 

A B 

Perubahan warna 

B A 
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kultur kalus dan suspensi sel berbagai jenis tanaman obat (Chandran et al., 2020). Dengan 

demikian, pengaturan konsentrasi dan kombinasi zat pengatur tumbuh dapat menjadi strategi 

penting dalam optimalisasi produksi senyawa bioaktif dalam kultur in vitro. 

3.5. Kandungan Katekin pada Kalus 

Analisis kromatogram menunjukkan munculnya senyawa pada waktu retensi 9,6 menit di 

semua perlakuan. Pola ini berbeda dari standar katekin yang muncul pada 8,3 menit, 

Epigallocatechin gallate (ECGC) pada 8,4 menit, dan Epicatechin gallate (ECG) pada 10,6 menit 

(Tabel 2). Tinggi puncak senyawa bervariasi antar perlakuan, dengan puncak tertinggi diamati 

pada perlakuan TDZ 0,04 mg/L + NAA 2 mg/L, mencapai 157,132 mAU. 

Tabel 2. Waktu retensi dan ketinggian puncak senyawa yang terkandung pada kalus gambir pada 
pemberian beberapa konsentrasi NAA dan TDZ berdasarkan uji HPLC 

Perlakuan Waktu Retensi (min) Peak Height (mAU) 
Standar katekin 8,315 8,016 
Standar ECGC 8,468 158,627 
Standar ECG 10,622 1164,283 

TDZ 0 mg/L + NAA 0,5 mg/L 9,622 37,089 
TDZ 0 mg/L + NAA 1 mg/L 9,621 34,967 

TDZ 0 mg/L + NAA 1,5 mg/L 9,610 29,881 
TDZ 0 mg/L + NAA 2 mg/L 9,620 86,878 

TDZ 0,04 mg/L + NAA 0,5 mg/L 9,630 8,925 
TDZ 0,04 mg/L + NAA 1 mg/L 9,634 48,141 

TDZ 0,04 mg/L + NAA 1,5 mg/L 9,621 26,303 
TDZ 0,04 mg/L + NAA 2 mg/L 9,646 157,132 

TDZ 0,08 mg/L + NAA 0,5 mg/L 9,638 35,555 
TDZ 0,08 mg/L + NAA 1 mg/L 9,594 85,482 

TDZ 0,08 mg/L + NAA 1,5 mg/L 9,626 9,788 
TDZ 0,08 mg/L + NAA 2 mg/L 9,636 24,436 

Konsentrasi senyawa bioaktif dalam kultur sel seringkali lebih rendah dibandingkan dengan 

tanaman utuh, meskipun dalam beberapa kasus dapat melebihinya (Babich et al., 2020). Sebagai 

perbandingan, Yunarto et al. (2023) melaporkan kandungan katekin pada daun gambir utuh 

mencapai 98,75% berdasarkan analisis HPLC. Perbedaan waktu retensi antara senyawa yang 

terdeteksi dalam kultur kalus dan standar katekin menunjukkan kemungkinan adanya variasi 

struktural atau metabolit baru yang terbentuk selama proses kultur in vitro. Hal ini menegaskan 

potensi kultur jaringan dalam menghasilkan senyawa bioaktif yang mungkin berbeda dari tanaman 

induknya, membuka peluang untuk eksplorasi lebih lanjut terhadap senyawa-senyawa baru dengan 

potensi farmakologis. 

4. Kesimpulan 

Penelitian ini mengungkapkan bahwa TDZ secara tunggal memiliki pengaruh signifikan 

terhadap kadar klorofil dalam kalus. Konsentrasi TDZ 0 mg/L dan 0,04 mg/L lebih efektif 

dibandingkan dengan konsentrasi TDZ yang lebih tinggi (0,08 mg/L) dalam meningkatkan sintesis 

klorofil dan perkembangan kalus secara keseluruhan. Analisis histokimia berhasil 
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mengidentifikasi keberadaan berbagai metabolit sekunder dalam kalus, termasuk terpenoid, 

flavonoid, alkaloid, tanin, dan senyawa fenolik. Penelitian selanjutnya diharapkan dapat 

mengeksplorasi berbagai kombinasi dan konsentrasi ZPT TDZ dan NAA untuk menemukan 

formulasi optimal yang mendukung pembentukan tunas dari kalus gambir. 
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