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MOTTO 

 

Do the best and pray. God will take care of the rest – Every action has an equal 

and opposite reaction 

 

Allah tidak akan mengubah nasib suatu kaum kecuali kaum itu sendiri yang 

mengubah nasibnya (QS. Ar-Ra’d: 11) 
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ABSTRAK 
 

Ariani, R. 2016. Respon Pembentukan Kalus Koro Benguk (Mucuna pruriens L.) 

pada Berbagai Konsentrasi 2,4-D dan BAP. Skripsi. Jurusan Biologi Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Negeri Semarang. Dr. 

Yustinus Ulung Anggraito, M.Si. & Dr. Enni Suwarsi Rahayu, M.Si. 

Di Indonesia, konsumsi koro benguk lebih rendah dibandingkan dengan 

kacang-kacangan lainnya seperti kacang tanah dan kedelai. Rendahnya tingkat 

konsumsi tersebut disebabkan adanya kandungan anti-nutrisi yang dapat 

menyebabkan keracunan. Perakitan varietas baru dalam rangka memperbaiki mutu 

tanaman perlu dilakukan. Kegiatan tersebut memerlukan kalus yang diperoleh dari  

proses induksi kalus untuk mengoptimalkan serangkaian tahapan menuju 

transformasi gen. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan konsentrasi 2,4-

diclorophenoxy acetic acid (2,4-D) dan benzylaminopurin (BAP) optimal dan 

pengaruhnya terhadap pembentukan kalus dari eksplan setengah biji koro benguk. 

Rancangan penelitian yang digunakan ialah Rancangan Acak Lengkap faktorial 

dengan dua faktor: yaitu konsentrasi 2,4-D (0,5 mg/l, 1 mg/l, 1,5 mg/l, 2 mg/l) dan 

konsentrasi BAP (1 mg/l, 2 mg/l, dan 3 mg/l) untuk induksi kalus. Kalus hasil induksi 

dipindahkan ke media MS 0, dilanjutkan pada media MS (Murashige Skoog) yang 

ditambah BAP, IBA (Indole-3-Butyric Acid), GA (Gibberelic Acid). Parameter yang 

diamati ialah: waktu terbentuk kalus, persentase eksplan berkalus, berat kalus per 

eksplan, warna dan tekstur kalus. Konsentrasi BAP, 2,4-D dan interaksi keduanya 

tidak berpengaruh terhadap waktu terbentuknya kalus dan persentase eksplan 

berkalus, namun konsentrasi BAP berpengaruh terhadap berat kalus. Konsentrasi 

BAP 3 mg/l mengakibatkan pertumbuhan kalus yang lebih berat dibandingkan 

konsentrasi lainnya berdasarkan UJGD (Uji Jarak Ganda Duncan). Pada tahap 

diferensiasi konsentrasi BAP dan 2,4-D secara terpisah berpengaruh terhadap 

peningkatan persentase kalus-kalus yang sehat. Hasil UJGD menunjukkan BAP 3 

mg/l dan 2,4-D 1 mg/l merupakan konsentrasi dengan persentase kalus tertinggi. 

Perlakuan 2,4-D 1,0 mg/l + BAP 3 mg/l menghasilkan kalus putih transparan, 

kompak dengan berat kalus tertinggi (0,49 g). Konsentrasi tersebut merupakan 

konsentrasi paling optimal yang mampu menumbuhkan kalus koro benguk dengan 

berat tertinggi. Kalus terbaik dapat digunakan sebagai eksplan awal pada proses 

transformasi genetik yang melibatkan vektor Agrobacterium. 

 

Kata kunci: BAP, 2,4-D, kalus, koro benguk 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

 

A. Latar Belakang 

  Kacang-kacangan adalah sumber protein dan kalori alternatif, terutama untuk 

masyarakat yang tidak mampu memenuhi sumber protein hewani. Koro benguk 

(Mucuna pruriens L.) merupakan kacang-kacangan yang tersebar luas di daerah 

tropis dan subtropis dan dijadikan sebagai sumber protein nabati (Bressani 2002). 

Kacang koro benguk biasa digunakan sebagai bahan baku pengganti kedelai dalam 

pembuatan tempe. Masyarakat banyak memanfaatkan biji koro benguk untuk dibuat 

tempe (tempe benguk), geblek, besengek, kecap (Rukmi 1999) dan untuk produksi 

susu benguk (Purwaningsih 2008). 

 Pada daerah-daerah tropis, koro benguk dimanfaatkan sebagai bahan 

makanan pengganti, pakan ternak, kopi, dan tempe namun pada beberapa negara 

digunakan untuk berbagai macam tujuan pengobatan (Chikagwa-Malunga et al. 

2009). Semua bagian dari koro benguk umum digunakan untuk mengobati impotensi 

(Shukla et al. 2011) dan kanker (Sathyanarayanan & Arulmozhi 2007). Biji koro 

benguk memiliki bermacam-macam fungsi seperti peningkat kualitas spermatozoa 

(Winarni et al. 2011), antivenom (Fung et al. 2011) rheumatoid arthritis, diabetes 

melitus, atherosklerosis, kelainan saraf, analgesik, dan penyakit Parkinson (Bhaskar 

et al. 2011).  

  Koro benguk mempunyai potensi yang baik sebagai sumber protein alternatif 

dengan harga terjangkau di kalangan masayarakat luas. Vadivel dan Pugalenthi 

(2008) menyebutkan bahwa kandungan protein dan lipid pada biji mentah adalah 

273,2 dan 60,61 g/kg, sedangkan kandungan total karbohidrat pada biji mentah 

sebesar 374,6 g/kg. Koro benguk juga mengandung berbagai macam komposisi 

mineral, asam lemak, dan vitamin. Kandungan mineral yang terdapat dalam koro 

benguk yaitu K, Ca, Mg, P, Fe, Mn, Zn, Cu (Mohan & Kalidass 2011). 
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  Konsumsi koro benguk di Indonesia (Wonogiri dan Gunung Kidul 

Yogyakarta) lebih rendah dibandingkan dengan kacang-kacangan lainnya seperti 

kacang tanah dan kedelai. Rendahnya tingkat konsumsi tersebut disebabkan adanya 

kandungan anti-nutrisi seperti HCN dan L-Dopa (L-3,4 Dihydroxyphenylalanine) 

yang dapat menyebabkan keracunan apabila dijadikan bahan makanan atau pakan 

ternak (Widianarko et al. 2003). Daxenbichler et al. (1971) menyebutkan bahwa L-

Dopa pada biji koro benguk merupakan prekursor neurotransmitter dopamin yang 

baik digunakan pada terapi penderita Parkinson, namun pemanfaatan koro benguk 

masih rendah dikalangan masyarakat.  

Upaya perbaikan mutu tanaman dapat dilakukan melalui kajian fisiologis, 

molekuler dan pemuliaan tanaman secara konvensional. Perakitan varietas baru 

dalam rangka memperbaiki mutu tanaman banyak dilakukan dengan memanfaatkan 

teknologi transformasi genetik. Metode transformasi genetik tanaman merupakan 

metode alternatif untuk menghasilkan tanaman pangan hasil rekayasa genetik yang 

memiliki sifat-sifat unggul, di antaranya ketahanan terhadap hama dan penyakit, 

ketahanan terhadap herbisida, perubahan kandungan nutrisi, dan peningkatan daya 

simpan (Zulkarnain 2009).  

Perbaikan mutu tanaman melalui transformasi genetik lebih dianjurkan 

melalui jalur embriogenesis somatik. Finer et al. (1997) mengatakan regenerasi 

tanaman melalui jalur embriogenesis somatik banyak digunakan untuk menghasilkan 

tanaman transgenik dengan memanfaatkan vektor Agrobacterium maupun dengan 

teknik penembakan partikel genetik. Keberhasilan transfer gen untuk menghasilkan 

tanaman dengan sifat tertentu sangat tergantung pada kemampuan eksplan 

membentuk embrio somatik dan kemampuan embrio untuk beregenerasi menjadi 

tanaman (Nolan & Rose 2010). Pada proses transformasi, penggunaan eksplan 

setengah biji dinilai lebih efisien dan lebih mudah dilakukan. Menurut penelitian Paz 

et al. (2006) pada kedelai, apabila dibandingkan dengan buku kotiledon penggunaan 

setengah biji memiliki potensi lebih tinggi dalam membentuk tanaman transgenik. 

Hal tersebut diduga karena seleksi pada bar gen setengah biji lebih efektif daripada 

buku kotiledon serta akibat dilakukannya pembelahan biji dengan melukai bagian 
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proksimal kotiledon. Penelitian embriogenesis kacang-kacangan di Indonesia lebih 

banyak dilakukan pada tanaman kedelai dan kacang tanah. Informasi tentang studi in 

vitro pada koro benguk masih sangat terbatas dan protokol embriogenesis pada 

tanaman koro benguk secara umum belum diketahui dengan jelas.  

Langkah awal yang harus dilakukan untuk memulai proses embriogenesis 

ialah induksi kalus. Keberhasilan induksi kalus embriogenik suatu tanaman sangat 

bergantung pada hormon endogen dan zat pengatur tumbuh (ZPT) yang ditambahkan 

pada media tanam. Zat pengatur tumbuh tanaman memiliki peranan penting dalam 

mengontrol proses biologi dalam jaringan tanaman. Efektifitas zat pengatur tumbuh 

bergantung pada konsentrasi hormon endogen yang berinteraksi dengan hormon 

eksogen yang diberikan (Davies 2004). Induksi kalus embriogenik umumnya 

menggunakan auksin dalam konsentrasi tinggi atau auksin dengan aktivitas kuat. 2,4-

Dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) adalah auksin kuat yang banyak digunakan 

untuk menginduksi dan meningkatkan frekuensi kalus embriogenik. Zat pengatur 

tumbuh tersebut merupakan auksin sintetik yang cukup kuat dan tahan terhadap 

degradasi. Benzylamino purin (BAP) merupakan sitokinin sintetik aktif yang tidak 

mudah dirombak oleh enzim dalam tanaman serta sangat efektif dalam menstimulasi 

proliferasi dan induksi tunas (Gray 2005). Kombinasi 2,4-D dan BAP memberikan 

keberhasilan terbaik dalam induksi kalus setengah biji kedelai pada konsentrasi 4 

mg/l BAP dan 4 mg/l 2,4-D (Radhakrishnan & Ranjitakumari 2007). 

Menurut George & Sherrington (1984) penggunaan konsentrasi ZPT dalam 

jumlah seimbang antara sitokinin dan auksin menstimulasi eksplan untuk melakukan 

pembentukan kalus. Apabila konsentrasi sitokinin diperbesar maka mengarah pada 

pembentukan dan perbanyakan tunas. Handayani (2008) melaporkan bahwa 

kombinasi auksin dan sitokinin 5 mg/l pada eksplan kotiledon kedelai mampu 

membentuk kalus remah berwarna kuning-hijau transparan, mempunyai struktur 

embrio globular atau torpedo. Pada biji tanaman telegraph, kalus embriogenik dengan 

warna hijau gelap dan kompak terbentuk pada konsentrasi yang lebih rendah yaitu 

IAA 0,5  mg/l dan BA 1-2 mg/l (Devi & Narmathabai 2011). Perbedaan respon 

tersebut dapat disebabkan oleh faktor genotip eksplan, jenis eksplan, dan ZPT media 
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tanam. Seleksi, regenerasi in vitro, formulasi media yang efektif, konsentrasi yang 

tepat dan lingkungan kultur yang optimum perlu diketahui untuk mendukung 

keberhasilan penelitian.  

Kalus yang mempunyai struktur embriogenik umumnya lebih berpotensi 

untuk dilanjutkan pada tahap diferensiasi. Proses diferensiasi tanaman membutuhkan 

serangkaian ZPT yang tepat untuk mengoptimalkan induksi tunas dari kalus-kalus 

embriogenik. Pada tahap ini BAP merupakan ZPT yang efektif digunakan dalam 

mendorong keberlanjutan perkembangan kalus (George & Sherrington 1984). 

Penambahan IBA pada medium berfungsi untuk membantu penumbuhan akar, 

sehingga penyerapan nutrisi diharapkan lebih optimal dan pertumbuhan semakin 

cepat. Beberapa penelitian menunjukkan adanya komponen lain yang ditambahkan 

pada medium untuk memaksimalkan perkembangan eksplan, diantaranya arang aktif, 

GA, maltosa, asam amino. 

Penentuan konsentrasi yang tepat penting untuk mendapatkan respon 

optimum eksplan. Konsentrasi ZPT yang terlalu rendah tidak memunculkan respon 

induksi yang berarti dan konsentrasi yang terlalu tinggi justru menjadi toksik bagi 

tanaman (Gaba 2005). Kombinasi formula yang tepat antara 2,4-D, BAP, IBA atau 

komponen lain perlu diketahui untuk melihat respon induksi kalus dan perkembangan 

kultur koro benguk. Hasil penelitian diharapkan dapat berguna sebagai protokol awal 

sebelum masuk pada proses embriogenesis dan transformasi untuk perbaikan kualitas 

nutrisi, jumlah produksi, toleransi stress biotik dan abiotik atau berbagai 

pengembangan penelitian lainnya. 

 

B. Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang tersebut, rumusan masalah yang diajukan adalah: 

1. Apakah konsentrasi 2,4-D dan BAP berpengaruh terhadap respon pembentukan 

kalus koro benguk ? 

2. Berapakah konsentrasi optimal 2,4-D dan BAP yang digunakan untuk induksi 

kalus koro benguk ? 
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C. Penegasan Istilah 

a. Kalus 

Kalus merupakan sekumpulan sel amorphous, aktif membelah, dan tersusun 

oleh sel-sel parenkim dengan ikatan renggang satu sama lain (Zulkarnain 

2009). Munculnya kalus diindikasikan dengan adanya sekumpulan sel 

berwarna putih atau bening dengan lebar minimal 1-2 mm. Indikator 

pembentukan kalus yang diamati ialah hari berkalus, persentase kalus, berat 

kalus dan morfologi kalus. 

b. Koro Benguk (Mucuna pruriens L.) 

Eksplan yang digunakan adalah koro benguk dari Mojoreno Wonogiri yang 

dipanen pada musim kemarau bulan Maret, dengan ukuran biji sedang (1-1,5 

cm). 

c. Zat Pengatur tumbuh (ZPT) 

Pada penelitian ini, ZPT yang digunakan pada tahap awal induksi kalus ialah 

auksin 2,4-D dan sitokinin BAP. Tahap berikutnya menggunkan medium MS 

dasar dilanjutkan dengan melibatkan ZPT BAP, IBA dan GA. 

d. Eksplan setengah biji 

Eksplan setengah biji adalah eksplan yang diperoleh dari biji yang dibuang 

kulitnya kemudian dibelah secara longitudinal menjadi dua dan dibuang aksis 

embrionya (Paz et al. 2006). 

 

D. Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Mengetahui pengaruh konsentrasi 2,4-D dan BAP terhadap respon 

pembentukan kalus pada koro benguk. 

2. Mendapatkan konsentrasi terbaik 2,4-D dan BAP untuk induksi kalus koro 

benguk. 
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E. Manfaat Penelitian  

Penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi bagi para peneliti yang 

akan melakukan pengembangan induksi embrio somatik pada koro benguk dalam 

rangka perbaikan mutu melalui proses transformasi maupun keperluan lain. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA DAN HIPOTESIS 

 

 

A. Tinjauan Pustaka 

1. Biologi Koro Benguk 

Menurut United Stated Department of Agriculture (2008), klasifikasi koro 

benguk berdasarkan taksonomi adalah sebagai berikut. 

Kingdom         : Plantae 

Divisi             : Magnoliophyta 

Kelas              : Magnoliopsida 

Ordo             : Fabales 

Famili              : Fabaceae 

Genus             : Mucuna 

Spesies            : Mucuna pruriens (L.) DC. 

Nama daerah  : Koro benguk (Jawa) 

   

Gambar 1. Morfologi koro benguk: a. Daun; b. biji (Ariani 2016) 

 

Koro benguk (Mucuna pruriens L.) adalah tumbuhan tahunan yang mampu 

merambat panjang mencapai 15 meter. Bentuk daunnya bulat telur dan biasanya 

terdapat rambut-rambut halus pada kedua sisinya. Bunga memiliki tangkai pendek 

dengan brachtea. Kepala bunga berbentuk malai dan tersusun memanjang 15-32 mm 

7 

7cm 1cm 
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dengan dua, tiga atau banyak bunga berwarna putih atau ungu. Kaliks gamosepalus 

dan berambut halus. Korola berbentuk papilionaceus berwarna keunguan. Letak ovul 

sessil, stamen diadelphus dan anther dimorphous. Biji berwarna abu-abu sampai 

hitam dengan panjang 15-20 mm dan lebar 7-15 mm. Kulit biji bertekstur keras, tebal 

dan mengkilat. Pada tahap pematangan buah, polong dapat berkembang dengan 

panjang 4-13 cm, lebar 1–2 cm dan mampu membawa sampai tujuh biji. Koro benguk 

merupakan tumbuhan daerah tropis yang terkenal karena rambut polongnya yang 

menyebabkan rasa gatal jika kontak langsung dengan kulit. Polong diselimuti dengan 

rambut-rambut yang menyebabkan gatal jika kontak langsung dengan kulit (Kavitha 

& Thangamani 2014). Hal ini dikarenakan adanya senyawa-senyawa yang terdapat di 

dalamnya seperti protein, mucunain dan serotinin (Mohan & Kalidass 2011). Biji 

koro benguk biasanya mengkilap dengan beragam warna misalnya abu-abu, hitam 

atau bercak coklat. Berat kering biji biasanya 55-85 g/100 biji (Vijayambika et al. 

2011).    

Kandungan nutrisi koro benguk diketahui tidak jauh berbeda dengan kedelai. 

Vadivel dan Pugalenthi (2008) menyebutkan bahwa kandungan protein dan lipid pada 

biji mentah adalah 273,2 dan 60,61 g/kg, sedangkan kandungan dari total karbohidrat 

pada biji mentah sebesar 374,6 g/kg. Pugalenthi et al (2005) menyebutkan bahwa 

koro benguk mengandung 25,4-29,6% protein, 31,2-39,5% pati, asam amino, asam 

lemak, dan mineral. Koro benguk juga mengandung berbagai macam komposisi 

mineral dan asam lemak, vitamin. Menurut Mohan dan Kalidass (2011) dalam biji 

koro benguk memiliki kandungan mineral K 1498-1600 mg/100g, Ca 548-740 

mg/100g, Mg 440-537 mg/100g, P 410-583 mg/100g, Fe 4,45-7,56 mg/100g, Mn 

5,55-8,36 mg/100g, Zn 1,42-2,63 mg/100g, Cu 0,35-0,57 mg/100g. 

Biji koro benguk juga mengandung beberapa faktor anti-nutrisi seperti L-

Dopa, fenol bebas, tannin, inhibitor tripsin dan kemotripsin, anti-vitamin, inhibitor 

protease, asam fitat, saponin, HCN 10-800 mg per 100 g bahan (Vadivel & 

Janardhanan 2000). Biji koro benguk rata-rata mengandung konsentrasi L-dopa 48,9 

g/kg. Prakash dan Tewari (1999) menyebutkan bahwa konsentrasi L-dopa pada biji 

koro berkisar antara 3,6–4,2% dan 40-60 g/kg (Chikagwa-Malunga et al. 2009). 
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Konsumsi biji koro benguk tanpa melalui pemrosesan yang benar dapat menyebabkan 

efek keracunan seperti mual, muntah, nafsu makan hilang, halusinasi, anoreksia, dan 

depresi (Vadivel dan Pugalenthi 2008). 

Semua bagian dari koro benguk dapat digunakan untuk pengobatan 

antiglikemik, antimikroba, antioksidan, antivenom, gangguan urin dan saraf, 

konstipasi, gangguan menstruasi, edema, demam, tuberkulosis, sariawan, dan 

Parkinson. Kandungan asam amino non protein seperti L-Dopa pada biji koro, dalam 

dunia medis diekstraksi dan diproduksi sebagai obat komersial untuk perawatan pada 

penderita penyakit Parkinson (Kavitha & Thangamani 2014). 

 

2. Induksi Kalus 

Pada teknik in vitro, sel atau jaringan tanaman yang diisolasi sebagai eksplan 

distimulasi untuk memperbanyak diri dan beregenerasi menjadi tanaman lengkap 

menggunakan media dan lingkungan tumbuh yang sesuai. Kultur in vitro banyak 

diaplikasikan pada berbagai macam tanaman untuk tujuan tertentu, seperti 

mendapatkan bibit dalam jumlah banyak dengan waktu singkat atau untuk keperluan 

lain seperti produksi metabolit sekunder dan peningkatan keragaman genetik. 

Proses regenerasi tanaman dapat dilakukan melalui organogenesis ataupun 

embriogenesis (Pierik 1997). Beberapa peneliti menyebutkan bahwa untuk keperluan 

perbaikan mutu tanaman cara embriogenesis lebih banyak digunakan karena dapat 

secara jelas mengetahui kualitas eksplan yang dikulturkan. Embriogenesis umumnya 

terdiri dari beberapa tahapan, meliputi tahap induksi, proliferasi, diferensiasi dan 

maturasi, serta perkecambahan embrio (Zulkarnain 2009). Embrio yang berasal dari 

sel somatik mampu berkembang menjadi planlet muda melalui beberapa perubahan 

morfologi, yaitu pro-embrio berupa kelompok kecil sel-sel meristematik; fase 

globular berupa kelompok sel yang membesar; fase hati yang memiliki ciri berupa 

tiga buah cuping dan bentuk torpedo yang merupakan pembesaran embrio bentuk hati 

(George & Sherrington 1984). 

Menginduksi kalus merupakan salah satu langkah awal yang penting untuk 

dilakukan dalam kultur in vitro. Semua organ tanaman seperti akar, batang, daun, 
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bunga dan yang lainnya dapat dijadikan sebagai eksplan untuk induksi kalus. Apabila 

kalus sulit diinduksi maka perlu ditinjau ulang eksplan yang digunakan. Pembelahan 

sel, pembentukan organ dan embrio sangat dipengaruhi oleh tingkat hormon endogen 

dan eksogen, tipe eksplan juvenile atau dewasa, dan posisi eksplan (Iantcheva et al. 

2006). Konsentrasi auksin yang diperlukan untuk menginduksi sel yang embriogenik 

sangat tinggi dibandingkan keperluan auksin pada pertumbuhan sel normal (Gaspar et 

al. 1996). George & Sherrington (1984) menyebutkan bahwa untuk mengarah pada 

pembentukan kalus, konsentrasi auksin dan sitokinin harus seimbang. Posisi eksplan 

dalam media induksi akan berpengaruh pada jumlah embrio yang dihasilkan, dimana 

eksplan yang ditanam dengan posisi bagian abaksial yang menyentuh media 

mempunyai jumlah embrio yang lebih banyak dibanding jika eksplan ditanam dengan 

posisi sebaliknya (Finer et al. 1997). Hal tersebut berlawanan dengan pernyataan 

Konate et. al (2013) bahwa eksplan dengan bagian adaksial yang menempel media 

memiliki frekuensi pertumbuhan yang lebih tinggi dibandingkan abaksial. Keadaan 

ini menunjukkan bahwa keberhasilan inisiasi kalus juga ditentukan oleh beberapa 

faktor lain seperti genotip, komposisi medium, suhu, dan pencahayaan (Bhojwani & 

Razdan 1996). 

 

3. Zat Pengatur Tumbuh Tanaman 

Pertumbuhan dan morfogenesis in vitro dipengaruhi oleh adanya interaksi dan 

perimbangan antara zat pengatur tumbuh eksogen dan hormon pertumbuhan yang 

diproduksi sel tanaman secara endogen. Zat pengatur tumbuh dapat dibagi menjadi 

beberapa golongan yaitu golongan auksin, sitokinin, giberelin, asam absisat, dan 

etilen (Zulkarnain 2009). 

Zat pengatur tumbuh yang banyak digunakan dalam kultur jaringan adalah 

auksin dan sitokinin (Davies 2004). Auksin merupakan sekelompok senyawa yang 

secara umum berfungsi merangsang pemanjangan sel-sel pucuk (Zulkarnain 2009). 

Taiz & Zeiger (1998) menyebutkan bahwa salah satu auksin endogen yang banyak 

ditemukan pada tanaman ialah Indole-3-acetic-acid (IAA) yang disintesis dari 

triptofan pada bagian tanaman tertentu yaitu primordial daun, daun muda, serta buah 



11 

 

 

dan biji yang sedang berkembang. Auksin endogen yang lain ialah 4-kloro IAA, 

indole-3-butyric acid (IBA), 4-Chloroindole-3-acetic-acid (4-CI-IAA) dan 

Phenylacetic acid (PAA). Auksin sintetik yang sering digunakan dalam kultur 

jaringan yaitu, α-naphthaleneacetic acid (NAA), naphtoxyacetic acid (NOA), 

dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) dan 2,4,5-T (triclhorophenoxyacetic acid), 2-

Methoxy-3,6-diclhorobenzoic acid (dicamba) (Bhojwani & Razdan 1996). Auksin 

sintetik 2,4-D dan dicamba banyak digunakan sebagai herbisida pada berbagai bidang 

pertanian dan holtikultura (Taiz & Zeiger 2010). 

Auksin merupakan salah satu zat pengatur tumbuh yang berperan penting 

dalam proses perkembangan tanaman, termasuk di dalamnya pembesaran dan 

pembelahan sel, diferensiasi jaringan pembuluh, merangsang pertumbuhan kalus, 

merangsang dominansi apikal, pembentukan akar dan embrio somatik (Davies 2004). 

Auksin berpengaruh pula untuk menghambat pembentukan tunas adventif dan tunas 

aksilar, namun kehadirannya dalam medium kultur diperlukan untuk meningkatkan 

embriogenesis somatik pada kultur suspensi sel (Pierik 1997). Pada konsentrasi 

rendah (< 1μM), auksin akan menginisiasi akar, jika digunakan dalam konsentrasi 

tinggi maka akan menginisiasi terjadinya kalus. Auksin dibutuhkan dalam 

menginduksi pembentukan sel embrionik dengan menginisiasi aktivitas differential 

gene dan memanipulasi sekumpulan gen untuk meningkatan populasi sel embrionik 

melalui pembelahan sel secara berulang-ulang, serta menstimulasi terjadinya 

diferensiasi sel dan terjadinya embrio (Gray 2005).  

Kinerja auksin pada perkembangan sel tanaman dapat dipahami melalui 

mekanisme polar transport yang berkaitan dengan auxin influx dan auxin efflux. 

Auksin masuk ke dalam sel dengan cara difusi pasif melalui membran plasma menuju 

sitosol. Ketika berada dalam sitosol yang memiliki pH 7,2 auksin mendominasi dalam 

bentuk anion kemudian keluar melalui auxin anion efflux carrier (Taiz & Zeiger 

2010). Pompa proton pada membran plasma digerakkan oleh ATP dan mentransfer 

H+ pada dinding sel membentuk H+-ATPase menyebabkan pH menjadi asam (pH 5). 

Aktivitas ATP dalam menggerakkan pompa proton menyebabkan terjadinya 

perbedaan pH bagian dalam dan luar sel. Akibat adanya ion H+ menyebabkan 
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aktifnya enzim tertentu sehingga memutuskan beberapa ikatan silang hidrogen rantai 

molekul selulosa penyusun dinding sel. Air menjadi mudah masuk melalui membran 

sel dengan cara osmosis karena dinding sel menjadi lebih plastis dan sel bertambah 

besar (Campbell & Reece 2008). Davies (2004) juga menyebutkan bahwa auksin 

mengaktifkan proton ATPase pada membran plasma dan mengakibatkan proton 

terpompa keluar, terjadinya pelenturan dinding sel dan aktifnya gen-gen tertentu yang 

berkaitan dengan pertumbuhan sel. 

Zat pengatur tumbuh 2,4-D merupakan auksin kuat yang sering digunakan 

secara tunggal untuk menginduksi terbentuknya kalus berbagai jaringan tanaman. 

Kajian molekuler tentang kinerja auksin terdiri dari serangkaian proses seluler yang 

rumit. Auksin bekerja dengan melibatkan Auxin-Binding Protein (ABP) yang 

memegang kendali terhadap respon pemanjangan sel dan Auxin Response Factor 

(ARF) berupa ARF3/ETT, ARF5/MP, ARF7/NPH4 yang termasuk faktor transkripsi 

(Napier et al. 2002). Mekanisme kerja auksin secara singkat dapat dipahami melalui 

sistem umpan balik negatif. Auksin akan mengaktivasi Aux/IAA yang mengandung 

TGTCTC AuxRE dan mengakibatkan jumlah protein dan mRNA meningkat. Ketika 

konsentrasi auksin menurun, Aux/IAA akan melakukan akumulasi untuk menjaga 

kestabilan sel dan menghentikan respon dengan membentuk dimer baru bersama ARF 

untuk menekan gen-gen tertentu. Ketika konsentrasi auksin ditingkatkan, Aux/IAA 

menjadi tidak stabil akibat degradasi yang terjadi dengan cepat dan menyebabkan 

gagalnya proses akumulasi. Kondisi tersebut menyebabkan Aux/IAA berhenti 

melakukan penekanan gen sehingga auksin berekspresi (Hagen et al. 2004). 

Auksin 2,4-D merupakan ZPT yang paling sering digunakan pada proses 

pengkalusan karena aktivitasnya kuat untuk memacu proses differensiasi sel, 

menekan organogenesis dan menjaga pertumbuhan kalus. Aktivitas 2,4-D yang kuat 

dan optimal disebabkan gugus karboksil yang dipisahkan oleh karbon atau karbon 

dan oksigen (Gaspar et al 1996). Iantcheva et al. (2006) menyebutkan 2,4-D dapat 

mencapai konsentrasi intraseluler tertinggi dan biasanya menghasilkan pembentukan 

embrio frekuensi tinggi. Konsentrasi 2,4-D yang tinggi menyebabkan terjadinya 

pembelahan asimetrik dan mengarahkan pada pembentukan embrio (Gray 2005). 
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Auksin 2,4-D juga berperan penting dalam proses dediferensiasi dan diferensiasi. 

Gaspar et al. (1996) menyatakan bahwa auksin 2,4-D merupakan auksin yang 

mempunyai sifat lebih aktif dalam mempengaruhi pertumbuhan tanaman 

dibandingkan dengan IAA karena reaksi enzimatik dan fotooksidasi. Pierik (1997) 

menganjurkan untuk membatasi penggunaan 2,4-D pada kultur in vitro karena 2,4-D 

dapat meningkatkan peluang terjadinya mutasi genetik dan menghambat fotosintesis 

pada tanaman yang diregenerasikan.  

 

 

Gambar 2. Struktur kimia 2,4-D (Taiz & Zeiger 2010). 

 

Kemampuan jaringan membentuk akar sangat bergantung pada ZPT auksin 

yang terdapat dalam media. Apabila dibandingkan dengan IAA dan NAA, Indole-3-

butyric acid (IBA) merupakan salah satu auksin terbaik dalam merangsang 

pembentukan akar. NAA diketahui mempunyai stabilitas lebih besar dan mobilitas 

dalam tanaman rendah, tetapi batas konsentrasi optimumnya sangat sempit sehingga 

dapat menimbulkan kerugian apabila belum diketahui konsentrasi yang tepat untuk 

suatu tanaman. Sedangkan IAA bersifat lemah dan lebih mudah menyebar ke bagian-

bagian lain sehingga efektivitas menjadi hilang (Gaba 2005). Hormon IBA selain 

digunakan untuk merangsang pengakaran juga digunakan untuk menambah daya 

kecambah, merangsang perkembangan buah, dan mendorong kegiatan kambium 

(Pierik 1997). Penggunaan IBA untuk merangsang pembentukan akar pada eksplan 

dimaksudkan untuk mempermudah penyerapan nutrisi pada media tanam sehingga 

perkembangan menjadi lebih stabil. 
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Gambar 3. Struktur kimia IBA (Taiz & Zeiger 2010). 

 

Zat pengatur tumbuh sitokinin juga diperlukan untuk perkembangan 

embriogenesis. Sitokinin merupakan derivat adenin yaitu suatu basa purin yang 

terdapat pada DNA dan RNA. Sitokinin secara umum mempunyai kemampuan 

memicu pembelahan sel dan mempengaruhi diferensisi karena sitokinin menstimulasi 

RNA dan sintesis protein yang terlibat pada pembelahan sel. Penggunaan bersama 

dengan auksin dapat mendorong pembelahan sel dan menentukan arah terbentuknya 

diferensiasi sel (Gaba 2005).  

Sitokinin endogen yang terdapat dalam tanaman yaitu zeatin, sedangkan 

sitokinin sintetik yang paling banyak digunakan dalam kultur jaringan adalah BAP 

(benzylamino purin), 2-ip (isopentyl-adenine), kinetin, thidiazuron (TDZ) (Bhojwani 

& Razdan 1996). Sitokinin sintesis golongan BAP merupakan salah satu zat pengatur 

tumbuh yang banyak digunakan untuk memacu pembentukan tunas dengan daya 

aktivitas yang kuat mendorong proses pembelahan sel. Selain itu, BAP merupakan 

salah satu sitokinin sintetik yang aktif dan memiliki daya rangsang lebih lama karena 

tidak mudah dirombak oleh enzim dalam tanaman (George & Sherrington 1984). 

Gaspar (1996) menambahkan bahwa BAP memiliki struktur yang mirip dengan 

kinetin dan juga aktif dalam pertumbuhan dan proliferasi kalus, sehingga BAP 

merupakan sitokinin yang paling aktif. 

 

Gambar 4. Struktur kimia BAP (Taiz & Zeiger 2010). 
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Penggunaan ZPT menjadi hal yang sangat penting dalam pembentukan dan 

pertumbuhan kalus. Jika konsentrasi auksin terlalu rendah proses induksi tidak akan 

berlangsung maksimal sedangkan jika konsentrasi terlalu tinggi dapat menjadi racun 

bagi eksplan tanaman yang dikulturkan. Hofmann et al. (2004) menyatakan bahwa 

penggunaan jenis dan konsentrasi auksin yang berbeda pada medium kultur akan 

menyebabkan perbedaan morfologi kalus. Induksi kalus faba bean menggunakan 2,4-

D di bawah 4 mg/l dilaporkan mampu membentuk kalus remah, sedangkan pada 

konsentrasi di bawah 1 mg/l membentuk kalus tidak remah (Almaghribi 2014). 

Modifikasi perlakuan antara BAP 4 mg/l dan 2,4-D 4 mg/l pada induksi kalus eksplan 

setengah biji Glycine max (L.) Merr. cv. CO3, memperlihatkan perubahan warna pada 

eksplan menjadi kuning, hijau terang, hijau dan hijau gelap.  

Efek penggunaan sitokinin sering dipengaruhi oleh keberadaan auksin. Pada 

pembentukan kalus, auksin dan sitokinin mempunyai peran yang berbeda. Auksin 

berperan memudahkan pengembangan sel dengan cara pelenturan dinding sel 

sehingga air dan nutrisi dapat masuk dengan mudah dan kebutuhan sel untuk 

membentang tercukupi. Sitokinin berperan dalam proses sitokinesis atau pembelahan 

sel. Sitokinin bekerja dengan mempercepat durasi pada salah satu fase yaitu fase G2 

menuju fase M. Pada fase tesebut terjadi persiapan material untuk sintesis, dengan 

durasi G2 yang lebih singkat menjadikan laju sintesis protein meningkat dan sel lebih 

cepat mengalami pembelahan (Taiz & Zeiger 2010). Sitokinin dilaporkan melakukan 

regulasi pada fase G1 menuju fase S melalui siklin tipe D (CycD3) dan banyak 

berekspresi pada jaringan meristem (Gray 2005).  

Peranan sitokinin dalam siklus sel berkaitan dengan on atau off nya CDK. 

Pada tahap G2 sitokinin masuk dan menstimulasi cdc2 inaktif untuk berubah pada 

status aktif. Aktivasi CDK (cdc2, cdk4, dan cdk6) pada transisi G2-M dicapai dengan 

cara bergabung pada siklin spesifik dan diikuti dengan proses fosforilasi. Komplek 

yang dibentuk untuk mengaktifasi CDK pada posisi on ialah gabungan dari siklin B 

dengan cdc2 pada tahap akhir G2. Proses pengaktifan cdc2 membutuhkan fosforilasi 

tambahan berupa wee 1 protein kinase. Pada tahap awal G1 sitokinin menstimulasi 

CycD3 inaktif untuk melakukan penggabungan dengan cdk4 atau cdk6. Kemudian 
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cdk4 dan cdk6 melakukan fosforilasi dengan melibatkan cyclin activating kinase 

(CAK) dan CycD3 menjadi aktif. Penggunaan sitokinin eksogen dapat menaikkan 

transkip cdc2 dan CycD3. Ekspresi CycD3 yang semakin meningkat inilah yang 

menjadi penyebab meningkatnya proliferasi sel (D’Agostino & Kieber 2002). 

Tabel 1. Penelitian induksi kalus pada tanaman satu famili dengan koro benguk 

No Peneliti Tanaman Jenis eksplan Konsentrasi 

1 Konate et al. 

(2013) 

Vigna 

subterrania (L.) 

Kotiledon  2,4-D, Pic, NAA 

0,5-10 mgl1 & 

BAP, KIN, TDZ 

0,1-1 mg/l 

2 Das (2011) Acacia catechu, 

Acacia arabica, 

Hardwickia 

binata, & 

Dalbergia sisso 

Polong muda 2,4-D & NAA 

0.5-3.0 mgl1, BA 

& Kinetin 0.25-2 

mgl1 

3 Devi & 

Narmathabai 

(2011) 

Desmodium 

motorium 

Kotiledon BA, IAA, NAA 

& 2,4-D 0,5 mgl1 

, 1 mgl1, 2 mgl1, 3 

mgl1 

4 Kaviraj et al. 

(2006) 

Vigna radiata Kotiledon 

dewasa 

2,4-D 10-15 mgl1, 

NAA 7,5-17,5 

mgl1  

5 Radhakrishnan 

& 

Ranjithakumari 

(2007) 

Glycine max 

(L.) Merr. cv. 

CO3 

Half seed BAP 1-5 mgl1 + 

2,4-D 1-5 mgl1 

6 Handayani 

(2008) 

Glycine max 

(L.) Merr 

Kotiledon muda 2,4-D 10-40 mgl1 

& NAA 5-10 

mgl1 

 

Respon tanaman terhadap zat pengatur tumbuh tidak selalu sama karena ZPT 

endogen masing-masing tanaman berbeda-beda. Arah perkembangan dan respon yang 

muncul dipengaruhi oleh jenis tanaman, fase pertumbuhan tanaman, jenis dan 

konsentrasi ZPT. Penelitian Handayani (2008) berbagai genotip kedelai yang 

diinduksi pada 10 mg/l 2,4-D dan NAA secara umum mempunyai tekstur kalus 

lembek dan berwarna pucat sampai coklat. Penurunan konsentrasi 2,4-D dan NAA 

menjadi 5 mg/l menghasilkan kalus remah berwarna kuning-hijau transparan, 

berstruktur embrio globular dengan kalus embrionik rendah. 
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Induksi kalus pada kotiledon Vigna subterrania menunjukkan bahwa hanya 

diperlukan 2,4-D atau Pikloram tunggal sebesar 0,5 mg/l untuk menghasilkan 

frekuensi pengkalusan sebesar 98% (Konate et al. 2013). Penelitian yang dilakukan 

Das (2010) pada Acacia catechu, Acacia arabica, Hardwickia binata, dan Dalbergia 

sissoo menggunakan kotiledon muda membutuhkan 2.0 mg/l 2,4-D dan 1,5 mg/l 

kinetin untuk membentuk kalus embrionik remah. Penelitian Kaviraj (2006) pada 

eksplan kotiledon dewasa Vigna radiata menggunakan 2,4-D dan NAA 

memperlihatkan persentase terbaik pengkalusan 100% pada konsentrasi 2,4-D 10 

mg/l atau NAA 15 mg/l, namun diferensiasi embrio masih rendah. Sedangkan 

penelitian Devi & Narmathabai (2011) pada kotiledon Desmodium motorium 

menggunakan IAA 0,5 mg/l dan BA 1-2 mg/l memperlihatkan pembentukan kalus 

embriogenik terbaik dengan warna hijau gelap dan kompak. 

Keberhasilan proses induksi kalus pada hasil penelitian diatas menunjukkan 

bahwa masing-masing tanaman membutuhkan kisaran penggunaan ZPT yang 

berbeda-beda. Hal tersebut dikarenakan kandungan hormon endogen pada setiap 

tanaman memang tidak samaPenelitian-penelitian tersebut menjadi pertimbangan 

untuk penentuan konsentrasi pada penelitian koro benguk sehingga digunakan 2,4-D 

dengan konsentrasi 0,5-2 mg/l dan BAP dengan konsentrasi 1 mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l. 
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2,4-D 

4. Kerangka berfikir 

Berikut ini adalah kerangka berfikir penelitian tahap induksi kalus yang 

diperoleh berdasarkan tinjauan pustaka yang telah diuraikan sebelumnya. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Kerangka berfikir respon pembentukan kalus koro benguk pada 

perlakuan 2,4-D dan BAP (Tahap I) 
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Berikut ini adalah kerangka berfikir perkembangan kalus yang diperoleh 

berdasarkan tinjauan pustaka yang telah diuraikan sebelumnya. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Kerangka berfikir diferensiasi kalus subkultur pada MS0 (Tahap II) 
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B. Hipotesis 

Berdasarkan tinjauan pustaka dan kerangka berfikir diatas maka hipotesis yang 

diajukan adalah: 

1. Konsentrasi ZPT 2,4-D dan BAP mempengaruhi pertumbuhan dan 

diferensiasi kalus koro benguk. 

2. Interaksi jenis dan konsentrasi ZPT tertentu optimal dalam induksi dan 

perkembangan kalus koro benguk. 
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BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

A. Simpulan 

Konsentrasi BAP, 2,4-D dan interaksi keduanya tidak berpengaruh 

terhadap waktu terbentuknya kalus dan persentase eksplan berkalus, namun 

konsentrasi BAP berpengaruh terhadap berat kalus yang diinduksi dari eksplan 

setengah biji koro benguk. Pada tahap differensiasi konsentrasi BAP dan 2,4-D 

secara terpisah berpengaruh terhadap peningkatan persentase kalus-kalus yang 

sehat. Konsentrasi yang paling optimal untuk pertumbuhan kalus eksplan 

setengah biji koro benguk adalah BAP 3 mg/l + 2,4-D 1,0 mg/l.  

 

B. Saran 

Munculnya butiran air berwarna hitam pada permukaan eksplan perlu 

diketahui dan diantisipasi lebih dini agar perkembangannya dapat lebih stabil. 

Konsentrasi sitokinin yang digunakan pada tahap lanjut juga perlu ditingkatkan 

agar proembrio dan embrio globular lebih mudah terstimulasi ke arah 

pembentukan tunas. 
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