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improvement of plants. In this research, different concentrations of 2,4- D (0.1;0.3;
0.5 mg L -1) singly or combination with BA (0.1 ; 0.3 and 0.5 mg L-1 ) were
evaluated for callus induction and several concentrations of BA (0 ; 0.1; 0.5 and 1.0
mg -1 ) combination with kinetin (0.1 and 0.3 mg-1) were observed for ability of

G procumbens (Lour.) Merr,
induction, regeneration,

calli, in vitro callus formed shoots. The results showed that the best media for callus induction was
05 mgL -124-D+ 05 mgL -1BA. This treatment produced a friable callus
“CORRESPONDENCE structure, no roots and yellowish white. Callus regeneration was obtained on the

combination of 0.1 mg L -1 BA. + 0.1 mg L -1 kinetinand 0.1 mg L -1 BA + 0.5 mg

email: ifa_sy@yahoo.co.id L -1 kinetin but the percentage was still low.

PENDAHULUAN tanaman ini (Kaewseejan et al. 2015).

Sambung nyawa diperbanyak secara
vegetatif menggunakan setek batang, sehingga
keragaman tanaman sempit. Salah satu upaya
untuk meningkatkan keragaman genetik tanaman
adalah melalui mutasi buatan yang dapat
dilakukan melalui aplikasi irradiasi sinar gamma.
Irradiasi sinar gamma sering digunakan dalam
kegiatan pemuliaan karena dapat meningkatkan
keragaman untuk menghasilkan mutan baru
(IAEA, 2010). Irradiasi menggunakan sinar
gamma sebaiknya dilakukan pada tahap kalus

Sambung nyawa {G. procumbens (Lour.) Merr.}
merupakan tanaman obat dari famili Asteraceae.
Sambung nyawa tersebar di Kawasan Asia
Tenggara terutama di Indonesia, Malaysia dan
Thailand. Di Malaysia, G. procumbens ini juga
dikenal dengan nama sambung nyawa
(Mahmood et al. 2010). Sambung nyawa banyak
digunakan sebagai obat tradisional untuk
mengobati kanker dan sumber bahan baku dalam
industri farmasi.

Selain pengunaan sebagai obat, daun
sambung nyawa sering digunakan sebagai
sayuran. Sambung nyawa memiliki khasiat
sebagai antioksidan (Afandi et al. 2014),
antihipertensi (Ismail et al. 2016), anti kanker
(Agustina et al. 2006; Istighfari dan Meiyanto
2007), serta anti mtumor (Gofur et al., 2015).

Sambung nyawa memiliki kandungan
kimia diantaranya senyawa flavonoid, triterpen,
polifenol, sterol tak jenuh dan minyak atsiri
(Hastuti et al. 2013). Dua komponen flavonoid
yaitu myricetin dan kaempherol bertanggung
jawab terhadap aktivitas antioksidan dari
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karena jaringan kalus sangat aktif membelah
sehingga lebih responsif terhadap sinar yang
diaplikasikan dibandingkan dengan
penggunanaan jaringan dewasa. Proses induksi
dan regenerasi kalus dipengaruhi oleh
keseimbangan antara zat pengatur tumbuh (ZPT)
yang digunakan baik yang diberikan secara
eksogen dengan zpt endogen dalam jaringan
tanaman. Interaksi antara auksin dan sitokinin
mengatur  pertumbuhan  tanaman,  proses
perkembangan seperti induksi kalus,
pembentukan akar, pembentukan dan
pertumbuhan tunas (Mokhtari et al., 2015).
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Penelitian ini, bertujuan untuk mempelajari
pengaruh dari beberapa taraf konsentrasi auksin
dan sitokinin terhadap induksi dan regenerasi
kalus sambung nyawa in vitro.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan adalah autoclave, oven,
laminar air flow cabinet, pinset, petri dish,
bunsen, Bahan kimia dan bahan pembantu yang
digunakan adalah hara makro dan mikro dan
media dasar Murashige dan Skoog (MS), bakto
agar, sukrosa, zat pengatur tumbuh 2,4-D, Benzyl
Adenin dan kinetin. Untuk bahan pembantu
digunakan alumunium foil, cyling wrap, alkohol,
spiritus, karet gelang, label, spidol, pulpen, buku
pengamatan.

Tahapan Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur
Jaringan, Balai Penelitian Tanaman Rempah dan
Obat Bogor. Bahan tanaman yang digunakan
adalah batang sambung nyawa yang tersedia
dalam kondisi aseptik. Media dasar yang
digunakan adalah Murashige dan Skoog (MS)
yang diperkaya vitamin dari grup B. Sebagai
sumber energi ditambahkan sucrosa sebanyak 30
g/l dan media dibuat padat dengan penambahan
bakto agar sebanyak 8 g/l. pH media diatur
sampai 5,8 dengan penambahan NaOH atau HCI.
Kegiatan terdiri dari dua tahap yaitu: 1) induksi
kalus dan 2) regenerasi kalus. Perlakuan yang
diuji pada tahap induksi kalus adalah beberapa
taraf konsentrasi auksin 2,4-D secara tunggal
dan kombinasi dengan BA: 1) 0,1 mg/l 2,4-D, 2)
0,3 mg/l 2,4-D ; 3) 0,5 mg/l 2,4-D ; 4) 0,1 mg/l
2,4-D + 0,1 mg/l BA ; 5) 0,3 mg/l 2,4-D + 0,1
mg/l BA ; 6) 0,5 mg/l 2,4-D + 0,1 mg/l BA ; 7)
0,1 mg/l 2,4-D + 0,3 mg/l BA ; 8) 0,3 mg/l 2,4-
D + 0,3 mg/l BA 9) 0,5 mg/l 2,4-D + 0,3 mg/I
BA;10)0,1 mg/l 2,4-D + 0,5mg/l BA;11)0,3
mg/l 2,4-D +0,5mg/l BA0.5;12) 0,5 mg/l 2,4-
D + 0,5 mg/l BA. Kalus yang diperoleh dari
media terbaik pada tahap induksi kalus akan
diperbanyak sebagai bahan untuk regenerasi
kalus. Perlakuan yang diuji pada tahap regenerasi
kalus adalah beberapa taraf konsentrasi BA dan

SITTI FATIMAH SYAHID & LUSIA SETI

16

kinetin yaitu: 1) 0,1 mg/l BA + 0,1 mg/l Kinetin,
2) 0,5 mg/l BA +0,1 mg/l kinetin, 3) 1,0 mg/l BA
1.0 + 0,1 mg/l kinetin, 4) 0,1 mg/l BA + 0,5 mg/I
kinetin, 5) 0,5 mg/l BA + 0,5 mg/l kinetin, 6) 1,0
mg/l BA + 0,5 mg/I kinetin, dan 7) 0,0 mg/l BA
0.0 mg/l + 0,0 mg/I Kinetin.

Rancangan Percobaan

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Lengkap dengan sepuluh ulangan. Setiap ulangan
terdiri dari dua eksplan berupa potongan batang
steril dari tanaman sambung nyawa untuk induksi
kalus Untuk regenerasi kalus terdiri dari sepuluh
ulangan dan setiap ulangan terdiri dari dua kalus
steril. Parameter yang diamati adalah struktur dan
visual kalus, waktu inisiasi kalus membentuk
tunas, jumlah tunas dan visual biakan selama
peride kultur.

Metode Analisis

Data induksi dan regenerasi kalus yang diamati
diolah menggunakan program excel dan
pengamatan visual eksplan diobservasi melalui
perubahan tahapan pertumbuhan selama tahapan
proses induksi maupun regenerasi kalus menjadi
tunas.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Induksi kalus

Kalus sambung nyawa menggunakan potongan
batang steril sebagai sumber eksplan dapat
diinduksi secara in vitro pada berbagai perlakuan
2,4-D secara tunggal maupun kombinasi dengan
BA. Kalus yang diperoleh memberikan respon
berbeda terhadap struktur dan visual kalus. Hasil
pengamatan menunjukkan bahwa awal minggu
kedua setelah eksplan dibiakkan pada media
perlakuan mulai terlihat respon pembengkakan
pada pinggir potongan batang dengan
bertambahnya umur tanaman, Perlakuan 2,4-D
secara tunggal mampu membentuk Kalus.
Namun, kalus yang dihasilkan memiliki struktur
yang kompak dan juga memiliki akar.
Penggunaan kombinasi 0,1 — 0,5 mg/l 2,4-D
dengan 0,5 mg/l BA menghasilkan kalus dengan
struktur agak remah dan lebih remah serta tidak
memiliki akar (Tabel 1 dan Gambar 1).
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Tabel 1. Struktur dan visual kalus G. procumbens pada beberapa konsentrasi 2,4-D tunggal maupun

kombinasi dengan BA

Perlakuan (mg/l)

Struktur dan visual kalus

0,12,4-D

0,32,4-D

0,52,4-D

0,12,4-D+0,1BA
0,32,4-D +0,1 BA
0,52,4-D +0,1 BA
0,12,4-D +0,3BA
0,32,4-D +0,3BA
0,52,4-D +0,3BA
0,12,4-D +0,5BA
0,32,4-D+ 0,5BA
0,52,4-D +0,5BA

Kompak, memiliki akar, warna coklat muda

Kompak, memiliki akar, warna coklat muda

Kompak, memiliki akar, warna coklat muda

Kompak, tidak memiliki akar, warna coklat muda agak kemerahan
Kompak, tidak memiliki akar, warna coklat muda agak kemerahan
Kompak, tidak memiliki akar, warna coklat muda agak kemerahan
Kompak, tidak memiliki akar, warna coklat muda

Kompak, tidak memiliki akar, warna coklat muda

Kompak, tidak memiliki akar, warna coklat muda agak kemerahan
Agak remah, tidak memiliki akar, warna coklat muda

Agak remah, tidak memiliki akar, warna coklat muda dengan coklat tua
Lebih remah, tidak memiliki akar, warna putih kekuningan

2,4-D 0,1 mg/l+ BA 0,3 mg/|
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2,4-D 0,1 mg/l + BA 0,5 mg/I

2,40 0,3 mg/l + BA 0,5 mg/l

2-4-D 0.5mg/I+BA0S mg/l

Gambar 1. Pengaruh beberapa konsentrasi 2,4-D secara tunggal dan kombinasi 2,4-D dengan BA terhadap
pembentukan kalus sambung nyawa in vitro, umur enam minggu: 1) 2,4- D 0.1 mg/l, 2) 2,4-D 0.3
mg/l, 3) 2,4-D 0.5 mg/l, 4) 2,4-D 0.1 mg/l + BA 0.1 mg/l, 5) 2,4-D 0.3 mg/l + BA 0.1 mg/l, 6) 2,4-
D0.5 mg/l + BA 0.1 mg/l, 7) 2,4-D 0.1 mg/l + BA 0.3 mg/l, 8) 2,4-D 0.3 mg/l + BA 0.3 mg/I, 9)
2.4-D 0.5 mg/l + BA 0.3 mg/l, 10) 2,4-D 0.1 mg/l + BA 0.5 mg/l, 11) 2,4-D 0.3 mg/l + BA 0.5

mg/l, dan 12) 2,4-D 0.5 mg/l + BA 0.5 mg/I.

Dari dua belas perlakuan yang diuji, kombinasi
0,5 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BA menghasilkan
kalus dengan struktur paling baik, remah dan
tidak memiliki akar serta berwarna putih
kekuningan dalam waktu enam minggu. Pada
penelitian pendahuluan untuk induksi kalus
sambung nyawa, penggunaan potongan batang
yang memliki ruas buku menghasilkan kalus
yang memiliki akar baik pada penggunaan 2,4-D
secara tunggal ataupun kombinasi dengan BA.
Hasil pengamatan pada induksi kalus in vitro
yang memiliki akar akan menghambat proses
regenerasi tunas. Hasil penelitian induksi kalus
sambung nyawa dengan penggunaan sumber
eksplan yang berbeda (daun, ruas batang dan
tangkai daun) telah dilakukan oleh Nurokhman et
al. (2019) dan penggunaan kombinasi 0.5 mg/l
NAA dengan 0.5 mg/l BAP menggunakan
eksplan tangkai daun. Kalus yang diperoleh dari
perlakuan tersebut memiliki bobot basah dan
bobot kering tertinggi dibandingkan perlakuan
lainnya.

Respon jaringan terhadap penggunaan
zat pengatur tumbuh baik auksin maupun
sitokinin dalam proses induksi kalus berbeda
untuk setiap spesies tanaman. Penggunaan
konsentrasi 2,4-D rendah mampu menghasilkan
kalus yang optimal pada tanaman Triticum
aestivum (Malik et al. 2004). Pada induksi kalus
Valeriana officinalis, penggunaan kombinasi
dari (1,5 — 2.0 mg/l 2,4-D) yang dikombinasikan
dengan (0,5-1.0 mg/l kinetin) menghasilkan
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pertumbuhan kalus terbaik. Hasil penelitian
induksi kalus pada jahe putih besar, penggunaan
kombinasi 1.0 mg/l 2,4-D dengan 3.0 mg/l BA
dan  penambahan  glutamin 100 mg/l
menghasilkan kalus berstruktur remah dengan
warna putih dalam waktu delapan minggu
(Rostiana dan Syahid, 2008). Pembentukan kalus
dapat diperoleh dari berbagai sumber eksplan
yang berbeda dan keseimbangan antara
kombinasi zat pengatur tumbuh yang digunakan
dalam kondisi in vitro (Trigiano and Gray, 2011).

Regenerasi kalus

Respon kalus sambung nyawa membentuk tunas
in vitro tergolong lambat. Kalus tidak mampu
beregenerasi membentuk tunas pada media tanpa
adanya zpt. Pada penelitian pendahuluan,
aplikasi beberapa taraf konsentrasi BA secara
tunggal belum mampu menginisiasi proses
regenerasi kalus. Pembentukan tunas baru asal
kalus dapat terjadi pada penggunaan kombinasi
antara BA dengan kinetin pada konsentrasi yang
optimal. Dari enam kombinasi perlakuan yang
diuji, hanya dua perlakuan yang memberikan
respon tumbuh untuk pembentukan tunas dalam
jumlah terbatas. Perlakuan yang mampu
meregenerasikan kalus membentuk tunas adalah
kombinasi antara 0,1 mg/l BA + 0,1 mg/l kinetin
dan 0,1 mg/l BA + 0,5 mg/I kinetin dengan lama
periode berbeda. Aplikasi 0,1 mg/| BA + 0,1 mg/I
Kinetin menghasilkan waktu inisiasi tunas pada
hari ke 19 dan hari ke 60 dan perlakuan 0,1 mg/I
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BA + 0,5 mg/l kinetin dihari ke sepuluh. Inisiasi begitu juga dengan jumlah tunas yang diperoleh
tunas pada perlakuan kombinasi 0,1 mg/l BA + pada umur 32 hari (Tabel 2 dan 3) (Gambar 2 dan
0,5 mg/l kinetin lebih cepat dibandingkan dengan 3).

kombinasi BA dengan konsentrasi kinetin rendah

Tabel 2. Waktu inisiasi tunas sambung nyawa in vitro pada beberapa taraf konsentrasi kombinasi
perlakuan BA dengan kinetin

Perlakuan (mg/l) Hari ke- Respon biakan

0,0 BA + 0,0 kinetin - Belum ada inisiasi kalus membentuk tunas

0,1 BA +0,1 kinetin 19- 60 Pada hari ke sembilas belas dan hari ke enam puluh, mulai ada
inisiasi kalus membentuk tunas

0,5BA 0.5 + 0,1 kinetin - Belum ada respon inisiasi kalus membentuk tunas

1,0 BA 1.0 + 0,1 kinetin - Belum ada inisiasi kalus membentuk tunas

0,1 BA 0.1 + 0,5 kinetin 10 Pada hari ke sepuluh, mulai terlihat kalus berinisiasi membentuk
tunas

0,5BA 0.5 + 0,5 kinetin - Belum ada respon inisiasi kalus membentuk tunas

1,0 BA 1.0 + 0,5 kinetin - Belum ada inisiasi kalus membentuk tunas

Tabel 3. Jumlah tunas sambung nyawa in vitro hasil regenerasi kalus pada beberapa taraf konsentrasi
kombinasi perlakuan BA dengan kinetin, umur 15, 20, dan 32 hari.

Perlakuan (mg/1) Jumlah tunas pada hari ke-
15 20 32

0,1 BA + 0,1 Kinetin 0 1 2
0,5 BA +0,1 Kinetin 0 0 0
1,0 BA + 0,1 Kinetin 0 0 0
0,1 BA + 0,5 Kinetin 2 3 4
0,5 BA + 0,5 Kinetin 0 0 0
1,0 BA + 0,5 Kinetin 0 0 0
0,0 BA + 0,0 Kinetin 0 0 0

e

B 0.5 mg/l + K 0.1 mg/I

-6°34'38", 106°47'12
20190

B 1.0 mg/I + K 0.1 mg/l =P

B 0.1 mg/I+ K 0.5 mg/I

-6°34'38",106°47'12", 233.5m, 20° -0 34 38", 106°47'12", 233.4m, 23°
2019-07-24 14:01:53 2019-07-24 14:02:20
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B 1.0 mg/l + K0.5 mg/|

-6°34'38", 106°47'12", 234.5m, 23°
2019-07-24 14:03:15

Gambar 2. Regenerasi kalus sambung nyawa membentuk tunas in vitro umur 20 hari pada berbagai
kombinasi perlakuan BA dan kinetin: 1) 0,1 mg/l BA+ 0,1 mg/l kinetin, 2) 0,5 mg/l BAQ,5 +
0,1 mg/l kinetin, 3) 1,0 mg/l BA + 0,1 mg/l Kinetin, 4) 0,1 mg/l BA + 0,5 mg/I kinetin,5) 0,5
mg/l BA + 0,5 mg/l kinetin dan, 6) 1,0 mg/l BA + 0,5 mg/I kinetin.

-6°34'37",106°4713", 7.7m, 262 -6°34'38",106°47'12', 223.9m, 264°
2019-08-06 10:01:43 2019-08-06 10:02:08

¢

TETECET] | o T
4

-6°34'38",106°47'12', 226.8m, 263° -6°34'38",106°4712", 228.4m, 266"
2019-08-06 10:02:31 2019-08-06 10:02:47

m B 0.5 mg/l + K 0.5 mg/\

-6°34'38",106°47'12", 236.3m, 266° -6°34'38",106°4712', 231.0m, 267°
2019-08-06 10:03:26 2019-08-06 10:03:03

Gambar 3. Regenerasi kalus sambung nyawa membentuk tunas umur 32 hari pada berbagai kombinasi
perlakuan BA dan kinetin: 1) 0,1 mg/l BA + 0,1 mg/l kinetin 0,1 mg/l, 2) 0,5 mg/l BA + 0,1
mg/I kinetin, 3) 1,0 mg/l BA + 0,1 mg/I kinetin, 4) 0,1 mg/l BA + 0,5 mg/l kinetin,5) 0,5 mg/I
BA + 0,.5 mg/I kinetin dan, 6) 1,0 mg/l BA + 0,5 mg/l kinetin.
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Respon biakan kalus untuk regenerasi
menjadi tunas berbeda pada setiap spesies
tanaman. Pada tanaman jahe putih besar
(Zingiber officinale Rosc.), regenerasi tunas
dapat terbentuk pada media tanpa penambahan
BA (Syahid dan Mariska, 1997). Pada kultur
sambung nyawa, jumlah tunas yang diperoleh
pada tahap regenerasi agak lambat dengan
jumlah terbatas. Pada hari ke lima belas,
diperoleh dua tunas pada perlakuan MS + 0,1
mg/l BA + 0,5 mg/l kinetin dan bertambah
banyak menjadi empat tunas pada hari ke-tiga
puluh dua. Tunas tersebut juga memiliki akar.
Dua tunas lainnya juga diperoleh pada perlakuan
MS + 0,1 mg/l BA + 0,1 mg/l kinetin di hari ke-
tiga puluh dua. Rendahnya kemampuan kalus
untuk beregenerasi membentuk tunas disebabkan
oleh berbagai faktor diantaranya kemampuan
tumbuh biakan kalus yang rendah, keseimbangan
zpt yang diaplikasikan belum optimal dan
kurangnya respon terhadap zpt eksogen yang
ditambahkan ke dalam media oleh jaringan
tanaman. Penggunaan sitokinin BA lebih baik
dibandingkan dengan sitokinin lainnya dalam
proses induksi tunas asal kalus pada berbagai
tanaman seperti pada tanaman Thymus percicus
(Bakhtiar et al, 2016) dan Mandevilla
guanabarica (Cordeiro et al. 2014). Saat ini tunas
yang berasal dari kultur kalus sudah diperbanyak
pada media MS + 0,1 mg/l BA dan tumbuh
dengan  optimal yang nantinya akan
diaklimatisasi di rumah kaca dan diobservasi
lebih lanjut.

KESIMPULAN

Kalus sambung nyawa dapat diinduksi secara in
vitro. Aplikasi auksin 2,4-D secara tunggal
maupun  kombinasi dengan BA  dapat
menginduksi kalus dengan respon yang berbeda.
Media terbaik untuk induksi kalus adalah
kombinasi antara 0,5 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BA.

Kemampuan kalus beregenerasi
membentuk tunas masih rendah. Perlakuan yang
memberikan respon untuk regenerasi tunas asal
kalus diperoleh pada 0,1 mg/l BA + 0,1 mg/l
Kinetin dan 0,1 mg/l BA + 0,5 mg/l Kinetin.
Penelitian ini masih perlu dilanjutkan untuk
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memperoleh perlakuan regenerasi kalus yang
optimal.
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