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INDUKSIKALUS DAN REGENERASI TUNAS PULAIPANDAK
(Rauwolfta serpentina L.)

[Callus Induction and Shoot regeneration of Pulai pandak
{Rauwolfta serpentina L.)]

Rossa Yunita dan Endang Gati Lestari
Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi

dan Sumberdaya Genetik Pertanian (BB Biogen)
Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian, Departemen Pertanian

Jin. TentaraPelajar No 3A, Bogor 16111

ABSTRACT
In vitro culture can be applied for producing new genotype which is tolerant to biotic and abiotic or to incerase secondary metabolic
content. To obtain the optimum result of variety improvement, regeneration system should firstly be found out. It is sufficiently
difficult to regenerate pulai pandak (Rauwolfia serpentina L.). Hence, with this system, the improvement of R. serpentina with
secondary metabolic content higher than the other. The mother stok of R. serpentina used in this experiment, belongs to the
collection of BB-Biogen. Calli were produced from leaves and internodes which is cultured at medium MS contain 2.4-D (0, 1, 3,
5, 7 mg/1) combined with caseine hydrolysate 3 mg/1. Regeneration medium was MS contain BA (0,5, 1 mg/1) combined with zeatin
(0, 0.1 and 0.5 mg/1) and root formation used was three kinds of auxin (IBA, IAA and NAA). The result showed that inter nodels
was better that leaves to callus induction. In this experiment, MS + 2,4-D 1 mg/1 + CH 3 mg/1 was the best medium to induct calli,
while medium MS + BA 1 mg/1 + Zeatin 0,5 mg/1 + maltosa 3% to regenerate and MS + IBA lmg/1 for root induction.

Kata kunci: Induksi kalus, regenerasi, pulai pandak, Rauwolfta serpentina.

PENDAHULUAN
Indonesia mempunyai sumberdaya alam hayati

yang beraneka ragam termasuk di dalamnya tumbuhan
obat. Tumbuhan obat merupakan sumber daya alam
yang mempunyai nilai ekonomi sangat tinggi (Zuhud
1989). Alrasyid (1991) (dalam Zuhud et al, 1994)
menyatakan bahwa Indonesia memiliki kurang lebih
9606 spesies tumbuhan obat antara lain pulai pandak
{Rauwolfia serpentina L.).

Akar tanaman R. Serpentina mengandung
bahan obat dari golongan alkaloid indol monoterpenoid
seperti reserpin, ajmalin, ajmalisin dan serpentin yang
dapat digunakan sebagai obat antihipertensi (Sudiarto
etal, 1985;Cocolas, 1991; Roja dan Heble, 1996).

Metabolit sekunder terbanyak yang dihasilkan
adalah reserpin (Cocolas, 1991). Selain akar, daun dan
batang dari tanaman R serpentina juga mengandung
alkaloid indol, namun konsentrasinya lebih rendah
dibandingkan bagian akar (Syamsuhidayat dan
Hutapea, 1991). Permintaan/?. serpentina dalam bentuk
akar yang telah dikeringkan cenderung meningkat dari
tahun ke tahun. Permintaan rata-rata dari tahun 1984
hingga 1990 sebesar 1579, 86 kg pertahun dengan
pertambahan sebanyak 409,07 kg per tahun (Sandra

dan Kemala 1994).

Selama ini simplisia R. serpentina yang
diperoleh langsung dari alam (hutan), karena
permintaan yang terus meningkat dan cukup tinggi
mengakibatkan pemanenan yang berlebihan,
sehingga mengancam kelestarian tumbuhan di
habitatnya (Zuhud et al, 1994). Penyebab lain dari
kelangkaan R serpentina adalah penyebarannya
terbatas, sulit diperbanyak secara konvensional dan
pemanfaatan akarnya sebagai bahan obat sehingga
setelah dipanen seluruh tanaman mati (Sandra dan
Kemala, 1994). Untuk menjaga kelestarian dan
memenuhi kebutuhan, tumbuhan ini harus
dibudidayakan. Untuk itudiperlukanbibitunggul yang
berkualitas dan tersedia sepanjang waktu.

Kultur jaringan merupakan salah satu cara yang
dapat digunakan untuk memenuhi kebutuhan akan
bibit tanaman. Kelebihan dari metoda ini adalah bibit
tersedia sepanjang waktu, faktor lingkungan tumbuh
kultur dapat diatur dan dikendalikan, tidak
membutuhkan area penanaman yang luas, serta bibit
dihasilkan lebih seragam. Selain dimanfaatkan untuk
perbanyakan tanaman, tehnik kultur jaringan juga
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dimanfaatkan untuk perbaikan sifat genetik tanaman
secara non-konvensional. Penggunaan teknik kultur
jaringan dengan tujuan untuk perbanyakan tanaman
maupun perbaikan sifat genetik secara non-
konvensional, untuk perbaikan genetik diperlukan
perubahan dalam tingkat sel, kalus yang embriogenik
dapat menghasilkan "somatic embryos"(Mariska et al.,

1989).

Perbanyakan vegetatif melalui teknik kultur
jaringan pada tanaman R. serpentina telah dilakukan
dengan eksplan dari mata tunas (Seswita et al., 1993
dan Roy et al., 1995). Untuk eksplan yang berasal dari
daun maupun batang belum banyak dilaporkan.
Pembentukan tunas melalui kultur jaringan merupakan
metoda yang potensial untuk perbanyakan tanaman
secaramikro (Jones, 1983). Padaperbanyakan vegetatif
tersebut maka tunas atau akar adventif dapat dihasilkan
pada jaringan yang secara normal tidak akan
menghasilkan tunas (Thorpe, 1980 dalam Throper dan
Patel, 1994). Pada tanaman inggu, tunas adventif
didapatkan dari jaringan batang menggunakan media
dasar MS + 2,4-D 0,3 mg/1 + BA 1,5 mg/1, pada eksplan
kalus dapat diperoleh tunas pada media dasar MS +
2,4-D 0,1 mg/1 + BA 0,3 mg/1.

Regenerasi tunas dari eksplan kalus merupakan
proses yang komplek, banyak faktor yang
mempengaruhi antara lain genotipe tanaman,
keseimbangan zat pengatur tumbuh sitokinin dan
auksin baik yang terdapat diluar maupun didalam sel
serta kondisi fisiologi kalus. Kalus yang masih segar
mempunyai respon yang lebih baik dibandingkan kalus
yang telah di subkultur berkali-kali atau mengalami
periode kultur yang panjang dan telah mengalami
perlakuan radiasi atau seleksi (Ogawa, 2000).

Faktor lain yang berpengaruh dalam proliferasi
dan regerasi tunas adalah perbandingan antara
senyawaNH4

+ dan NO3 di dalam media, kandungan
asam amino serta tekanan osmotik (Zhu et al, 1996),
namun banyak hasil penelitian menunjukan bahwa zat
pengatur tumbuh sangat berperan dalam menentukan
arah morfogenesis. Beberapa hasil penelitian
menunjukkan bahwa untuk pembentukan tunas
adventif terjadi efek sinergisme antara sitokinin dan
auksin sehingga perkembangan eksplan pada
pembentukan kalus dan pembentukan tunas menjadi

lebih baik (Petersen, 1994; Trigiano & Gray, 2005).
Keuntungan pembentukan tunas melalui fase kalus
adalah dapat diperoleh bahan tanaman dalam jurnlah
banyak dari bahan tanaman yang jumlahnya terbatas.

Pada penelitian ini dilakukan penginduksian
dan regenerasi tunas dari kalus tanaman R serpentina

(L) melalui pemberian zat pengatur tumbuh Benzil
Adenin (BA) yang ditumbuhkan pada media MS.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan
komposisi media yang terbaik untuk induksi kalus dan
regenerasi tunas dari kalus serta induksi pengakaran.

BAHANDAN METODA
Penelitian dilakukan pada bulan Januari hingga

Juli 2006 di laboraturium Biologi Sel dan Jaringan, Balai
Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan
Sumberdaya Genetik Pertanian (BB-Biogen), Bogor.
Bahan tanaman yang digunakan adalah biakan in vitro

R. Serpentina L., koleksi BB-Biogen.

Biakan in vitro R serpentina (L.) di subkultur
pada media dasar MS dengan penambahan zat pengatur
tumbuh BA 0,1 mg/1 untuk penyediaan eksplan. Media
dasar yang digunakan adalah MS (Murashige and
Skoog, 1962) dilengkapi dengan sukrosa 3% (w/v), serta
dibuat padat dengan menambahkan agar 0,2%
(phytagel/gelrite). Selanjutnya pH media dibuat 5,8
dengan menambahkan 1 N NaOH atau IN HC1
selanjutnya media di otoklaf pada suhu 121 °C selama
15 menit. Biakan yang telah ditanam pada media
perlakuan di letakkan dalam ruang kultur dengan suhu
25 ± 2°C dibawah pencahayaan menggunakan lampu
TL dengan intensitas penyinaran sebesar 1.000 lux
selama 16 jam/hari.

Setelah biakan berumur 2 bulan dan mencapai
tinggi ± 5 cm dan menghasilkan daun yang memiliki
ukuran yang memadai sebagai eksplan (Foto 1), maka
biakan siap dijadikan eksplan untuk menginduksi
kalus. Bagian tanaman yang digunakan sebagai eksplan
untuk induksi kalus adalah daun dan batang. Daun
dipotong segi empat degan ukuran ± 0,7cm x 0,7 cm
(Foto 2a) dan batang yang digunakan ialah internodul
panjang 0,7 cm dan bagian nodul dibuang (Foto 2b).

Penelitian terdiri atas tiga kegiatan yaitu (1)
induksi kalus (2) regenerasi tunas dan (3) pengakaran.
Untuk induksi kalus menggunakan media dasar MS
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Foto 1. (a) biakan R serpentina in vitro yang digunakan sebagai eksplan untuk
induksi kalus, (b) daun dan (c) batang.

yang diperkaya dengan ZPT 2,4-D (1,3,5 dan 7 mg/1)
dan kasein hidrolisat (CH) 0 dan 3 g/1. Setelah kalus
terbentuk, dipindahkan pada media regenerasi. Media
untuk regenerasi adalah media dasar MS yang
diperkaya dengan BAP (0,1 0,5 dan 1 mg/1) yang
dikombinasikan dengan zeatin (Zea) (0,1 dan 0,5 mg/1)
dan diperkaya dengan maltosa 3%, setiap perlakuan
terdiri atas 5 ulangan.

Parameter yang diamati untuk induksi kalus
adalah persentase eksplan berkalus, diameter kalus,
warna kalus serta visual kalus. Pada tahap regenasi
tunas pengamatan dilakukan pada persentase kalus
menghasilkan tunas, jumlah serta tinggi tunas, dan
penampakan visualnya.

Tunas dengan tinggi ± 3 cm dipindahkan ke
media perakaran. Media perakaran merupakan media
dasar MS yang diperkaya dengan ZPT auksin (IBA,
IAA dan NAA) pada konsentrasi 0; 0,5; 1,0; 1,5 dan 2
mg/1 setiap perlakuan terdiri atas 5 ulangan. Peubah
yang diamati adalah persentase ekplan membentuk
akar dan jumlah akar yang terbentuk, pada umur 8
minggu setelah masa tanam.

HASIL

Induksi Kalus
Hasil pengamatan menunjukkanbahwa semua

eksplan batang yang ditumbuhkan pada media dasar
MS yang diperkaya dengan 2,4-D maupun 2,4-D + CH
(kasein hidrolisat) dapat membentuk kalus, begitu juga
dengan eksplan yang berasal dari daun yang
ditumbuhkan pada media MS yang diperkaya dengan
2,4-D. Eksplan daun yang ditumbuhkan pada media
dasar MS + 2,4-D + CH 3g/l tidak semua membentuk
kalus (Tabel 1). Halini menunjukkanbahwapemberian
CH tidak memberikan respon yang baik untuk
pembentukan kalus pada eksplan daun.

Tabel 1. Pengaruh formulasi media dan jenis eksplan
terhadap persentase pembentukan kalus

Perlakuan
2,4-D
(mg/1)

0
1
3
5
7
0
1
3
5
7

CH
(g/1)

0
0
0
0
0
3
3
3
3
3

Jenis eksplan
Daun
(%)

0
100
100
100
100

0
0

87,5
25

12,5

Batang
(%)

0
100
100
100
100
0

100
100
100
100

Keterangan: CH - Kasein hidrolisat

Eksplan batang yang di tumbuhkan pada media
yang mengandung CH memiliki diameter yang lebih
besar dari pada eksplan yang ditumbuhkan pada media
yang tidak diperkaya dengan CH (Tabel 2). Selain
ukurannya lebih besar, kalus yang dihasilkan berwarna
putih kekuningan dan strukturnya lebih remah (Gambar
2) sedangan kalus yang ditumbuhkan pada medium
tanpa CH kalusnya berwarna putih terang dan
berstruktur lebih kompak.

Tabel 2. Pengaruh 2,4-D, kasein hidrolisat dan jenis
eksplan terhadap diameter kalus pada minggu
ke -7 setelah tanam

Ferlakuan
2,4-D
(mg/1)

0
1
3
5
7
0
1
3
5
7

CH
(g/1)

0
0
0
0
0
3
3
3
3
3

Jenis eks
Daun

(0,7 x 0,7 cm)

0,0 ±0,0
0,5 ±0,17
0,6 ±0,19
0,85 ±0,12
1,0 ±0,11
0,0 ±0,0
0,0 ±0,0
0,75 ± 0,28
1,0 ±0,41
0,25 ± 0,91

plan
Batang

0,0 ±0,0
0,5 ± 0,46
2,0 ± 0,81
1,5 ±0,41
0,5 ± 0,40
0,0 ± 0,0
3,0 ±0,81
2,0 ± 0,81
2,0 ±1,15
1,0 ±0,91
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Foto 2. (a) Kalus asal eksplan batang pada media MS + 2,4-D 1 mg/1
(b) Kalus dari eksplan batang, (c) Kalus dari eksplan daun

Tabel 2 menunjukkan bahwa eksplan batang
yang ditumbuhkan pada media MS yang mengandung
2,4-D semakin tinggi maka kalus yang dihasilkan lebih
kecil diameternya. Penambahan 2,4-D 3 mg/1
menghasilkan kalus dengan diameter rata-rata 2 cm
sedangkan pada 2,4-D 1 mg/1 menghasilkan kalus
dengan ukuran lebih besar yaitu rata-rata 3 cm.
Penambahan CH pada media yang mengandung 2,4-D
5 mg/1 dan 7mg/l mampu menghasilkan kalus lebih besar
dibandingkan pada media tanpa CH yaitu 1,5 cm
menjadi 2 dan 0,5 cm menjadi 1,0 cm. Peningkatan
kandungan 2,4-D untuk eksplan batang cenderung
menurunkan diameter kalus. Penelitian ini menunjukkan
bahwa media yang optimum untuk induksi kalus dari
eksplan batang adalah media dasarMS + 2,4-D 1 mg/
l + CH3g/l(Foto2a).

Kalus dari eksplan batang (Foto 2b) secara
visual lebih embrionik dibandingkan eksplan daun.
Kalus embrionik mempunyai ciri berwarna putih
berstruktur globular, sedangkan kalus yang berasal
dari eksplan daun nampak kompak, berwarna hijau
dan tidak embrionik, dengan demikian kalus yang
diregenerasikan adalah kalus yang berasal dari
eksplan batang.
Regenerasi tunas

Kemampuan kalus beregenerasi dapat
meningkat seiring dengan meningkatnya zat pengatur
tumbuh BA dan Zeatin (zea) yang ditambahkan. Tabel
3. menunjukkan adanya peningkatan persentase
regenerasi tunas dari kalus yang ditumbuhkan pada
media yang mengandung BA 1 mg/1 yaitu 100%
sedangkan pada media yang mengandung BA 0,5 kalus
yang beregenerasi hanya 50%.

Hampir semua kalus dapat membenruk spot

berwarna hijau, akan tetapi tidak semua spot hijau
tersebut membentuk tunas (Foto 3), bahkan beberapa
kalus berubah warna menj adi coklat dan akhirnya mati.
Perubahan wana ini terjadi biasanya setelah 15 hari
setelah masa tanam.

Tabel 3. Pengaruh formulasi media terhadap
kemampuan kalus menghasilkan tunas

R\(nE

0,5
1

0,5
1

0,5
1

Formiasi neda
/I) Zea(n^l) IV

0
0
0,5
0,5
0,1
0,1

3
3
3
3
3
3

kalus yang beregenerasi

50
100
50
100
50
100

Ket: BA = Benzil Adenin
Zea = zeatin
Malt = maltosa

Foto3. Pembentukan tunas adventif dari eksplan
kalus

Tabel 4 menunjukkan bahwa tunas terbanyak
dihasilkan dari perlakuan media dasar MS + BA 1 mg/
1 + Zeatin 0,5 mg/1 + maltosa 3% yaitu sebanyak 2,5/
eksplan dengan rerata tinggi 1,6 cm sedangkan jumlah
tunas terendah dihasilkan dari biakan pada media BA 1
mg/1 + malt 30%. Penambahan Zeatin pada media dasar
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Tabel 4. Pengaruh formulasi media terhadap
pertumbuhan biakan minggu ke-8 setelah tanam

Tabel 5. Pengaruh ZPT terhadap kemampuan tunas
membentuk akar, minggu ke- 8 setelah tanam

Formulasi

BA
(mg/1)

0,5
1
0,5
1
0,5
1

Zea
(mg/1)
0
0
0,5
0,5
0,1
0,1

media

Malt
(%)
3
3
3
3
3
3

Rataan
jumlah tunas

1,25 ±0,57
0,50 ± 0,95
1,50 ±0,65
2.50 ±0,57
1,50 ±0,57
1,75 ±0,50

Rataan
tinggi tunas

(cm)

2,00 ±1,15
0,50 ± 0,57
0,25 ± 0,28
1,60 ±0,25
0,25 ± 0,28
0,70 ±0,16

Ket: BA = Benzil Adenin, Zea = zeatin, Malt = maltosa

cenderung meningkatkan kemampuan kalus dalam
membentuk tunas, dari Tabel 4 juga dapat diketahui
bahwa jumlah tunas yang mampu diregenerasikan
cenderung lebih tinggi dari pada media tanpa zeatin.
Induksi perakaran

Pengamatan terhadap pembentukan akar
menunjukkan bahwa dengan pemberian zat pengatur
tumbuh auksin (IBA, IAA dan NAA) pada berbagai
tingkat konsentrasi mampu menginduksi pembentukan
akar. Pemberian IBA pada konsentrasi 1,0 mg/1 mampu
menghasilkan akar dalam jumlah besar dan akar yang
dihasilkan lebih panjang. Peningkatan konsentrasi IBA
hingga 2 mg/1 cenderung menurunkan jumlah maupun
panjang akar.

Dapat dilihat pada Tabel 5 bahwa semakin tinggi
IAA yang diberikan, maka jumlah dan panjang akar
semakin meningkat pula. Peningkatan konsentrasi IAA
hingga 2 mg/1 cenderung meningkatkan jumlah dan
panjang akaryaitu 4,00 dan 2,2. Hal yang sama juga
terjadi padaperlakuan NAA. Peningkatan konsentrasi
NAA hingga 2 mg/1 cenderung meningkatkan jumlah
akar dan panjang akar yaitu 2,8 dan 1,4, akan tetapi
akar yang dihasilkan oleh perlakuan IAA lebih banyak.
Tabel 5 menunjukkan bahwa pemberian IBA 1 mg/1
mampu menghasilkan akar lebih banyak dari perlakuan
lain.

PEMBAHASAN

Induksi kalus
Zat pengatur tumbuh 2,4-D merupakan ZPT

golongan auksin yang mempunyai aktifitas paling kuat

untuk pembelahan sel. Pada dosis yang tepat, 2,4-D

dapat menghasilkan pembelahan sel terus menerus

sehingga terbentuk sekumpulan sel yang tidak

ZPT (mg/1)

IBA
0
0,5
1,0
1,5
2,0
IAA
0
0,5
1,0
1,5
2,0
NAA
0
0,5
1,0
1,5
2,0

Rerata
Jumlah akar

0,00 ± 0,00
1,20 ± 0,45
4,80 ± 0, 45
3,40 ± 0,08
2,80 ± 0,54

0,00 ± 0,00
1,80 ± 0,61
2,00 ± 0,69
2,80 ± 1,02
4,00 ± 0.95

0,00 ± 0,00
1,40 ± 0,54
1,60 ± 0,89
1,60 ± 0,55
2,80 ± 0.95

Rerata
Panjang akar

(Cm)

0,00 ± 0,00
1,10 ± 0,14
2,60 ± 0,10
2,14 ± 0,08
1,92 ± 0,04

0,00 ± 0,00
1,04 ± 0,21
1,74 ± 0,29
1,86 ± 0,15
2,2 ± 0,06

0,00 ± 0,00
1,13 ± 0,05
1,40 ± 0,17
1,72 ± 0,04
1,94 ± 0,05

berdiferensiasi yang disebut kalus. Kalus yang
dihasilkan bersifat embrionik yaitu berbentuk bulatan-
bulatan berwarna kekuningan dan mengkilat.
Pemberian 2,4-D pada eksplan batang dan beberapa
eksplan daun R serpentina pada umumnya mampu
menghasilkan kalus yang embrionik, hal ini sejalan
dengan hasil penelitian Husni et al. (1997) dan Dewi
et al. (1997) di mana penggunaan media yang
mengandung 2,4-D pada tanaman gaharu dan padi
dapat menghasilkan kalus yang embrionik.

Pemberian 2,4D 1 mg/1 yang diperkaya dengan
CH 3 g/1 pada eksplan batang menghasilkan kalus yang
memiliki diameter yang lebih besar dari pada perlakuan
lainnya sedangkan yang berasal dari daun untuk
perlakuan ini tidak menghasilkan kalus. Hal ini
menunjukkan bahwa jenis eksplan sangat berpengaruh
terhadap pertumbuhan biakan dalam prosess kultur
jaringan. (Wattimena, 1992).

Penambahan CH pada media yang sudah
mengandung auksin 2,4-D dapat meningkatkan
pembentukan kalus embrionik (George, 1993). Tabel 2.
menunjukkan bahwa eksplan batang yang ditumbuhkan
pada media yang mengandung CH memiliki diameter
yang lebih besar dan lebih terlihat embrionik (Foto 3 a)
dari pada perlakuan tanpa CH. Kasein hidrolisat
merupakan asam amino sebagai sumberN organikyang
lebih cepat diserap oleh sel/jaringan dari pada N
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organik. Selanjutnya George (1993) menyatakanbahwa
penambahan asam amino Kasein hidrolisat pada media
yang sudah mengandung auksin dapat meningkatkan
keberhasilan pembentukan kalus embrionik, karena di
dalam kloroplas, asam amino mempunyai peran sebagai
prekursor untuk pembentukan asam nukleat dan proses
seluler lainnya.
Regenerasi Tunas

Beberapa tanda bahwa kalus yang
diregenerasikan dapat membentuk tunas antara lain
terjadinya perubahan warna dari kecoklatan atau dari
kuning menjadi putih kekuningan selanjutnya menjadi
kehijauan, perubahan warna tersebut merupakan tanda
adanya morfogenesis (George, 1993). Padapenelitian
ini perubahan warna tersebut terjadi pada hari ke 15
setelah subkultur. menurut Lestari dan Mariska (1997)
zat pengatur tumbuh sangat berperan dalam
menentukan arah morfogenesis tanaman.

Selain kalus berubah menjadi hijau ada pula
kalus yang mengalamipencoklatan danmati. Beberapa
kemungkinan kalus menjadi mati adalah karena kalus
tidak segera disubkultur kedalam media yang baru atau
terjadi diferensiasi dimana masa sel terus membelah
dan tidak terorganisasi. Kemungkinan lain adalah
formulasi media belum sesuai, disebabkan
keseimbangan zat pengatur tumbuh yang ada di dalam
sel dan di luar sel antara lain sitokinin dengan auksin
yang tidak sesuai (Throper and Patel, 1994).

Pemberian BA 1 mg/1 pada media regenerasi
tunas dari kalus tanpa zeatin maupun dengan
penambahan zeatin mampu 100 % menginduksi
regenerasi tunas dan kombinasi dengan zeatin 0,5
meregenerasikan tunas lebih banyak dari pada
perlakuan lainnya (Tabel 3). BA merupakan zat
pengatur tumbuh yang banyak digunakan untuk
induksi multiplikasi tunas. Umumnya tanaman memiliki
respon yang lebih baik terhadap B A dibanding terhadap
kinetin dan 2-iP sehingga BA lebih efektif untuk
produksi tunas in vitro pada banyak tanaman (Flick et

ah, 1993)

Pada umumnya kalus yang dibiakkan pada
media yang dikombinasikan dengan Zeatin cenderung
mampu menghasilkan tunas lebih banyak (Tabel 3)
dibandingkan pada media yang tidak mengandung
zeatin. Hal yang sama didapatkan pada kalus padi

indika dimana kemampuan regenerasi tunas dari kalus
lebih besar bila di biakkan pada media yang
mengandung zeatin (Lestari dan Mariska, 2003). Hal
ini terjadi karena zeatin merupakan sitokinin alami yang
memiliki aktifitas yang lebih besar dari pada jenis
sitokinin lainnya (Trigiano dan Gray, 2005).
Induksi perakaran

Salah satu peran fisiologis dari auksin adalah
penbentukan akar. Pada penelitian ini digunakan tiga
macam auksin yaitu IBA, IAA dan NAA. IBA
merupakan auksin sintetik yang biasanya dalam kultur
jaringan digunakan dalam kosentrasi rendah untuk
induksi akar (Watimena, 1992). Tabel 5 menunjukkan
bahwa kosentrasi IBA 1 mg/1 mampu menginduksi akar
dalam jumlah maksimal akan tetapi bila kosentrasinya
terus dinaikkan maka pembentukan akar akan
terhambat. Hal ini diduga karena auksin endogen di
dalam tanaman sudah tinggi, sehingga pemberian
auksin konsentrasi lebih tinggi akan menghambat
pengakaran.

IAA merupakan auksin alamiah. IAA disintesis
dari triptopan di primordia daun, daun muda dan biji
yang sedang berkembang. Penggunaan IAA untuk
menginduksi akar dalam kultur jaringan biasanya dalam
konsentrasi tinggi hal ini dapat dilihat dari Tabel 5,
dengan meningkatnya kosentrasi IAA maka semakin
besar pula jumlah akar yang terbentuk. Hal serupa juga
dijumpai pada penggunaan NAA, makin besar
konsentrasi NAA yang diberikan (hingga 2 mg/1), maka
jumlah akar yang dihasilkan makin meningkat. NAA
merupakan auksin sintetik yang dalam kultur jaringan
jarang digunakan untuk tujuan induksi perakaran akan
tetapi lebih sering pengunaannya dikombinasikan
dengan sitokinin untuk induksi kalus dan regenerasi
tunas.

KESMPULAN
Eksplan terbaik untuk induksi kalus secara in

vitro adalah batang menggunakan media dasar MS +

2,4-D 1 mg/l + CH3 g/1. Formulasi media terbaik untuk

regenerasi tunas dari eksplan kalus adalah media dasar

MS + BA 1 mg/1 + zeatin 0,5 mg/1 + maltosa 3%.

Formulasi media terbaik untuk induksi pengakaran

tunas R sepentina ialah MS + IBA 1 mg/1.
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