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Pendahuluan

Abstract: Conventional citrus propagation has weaknesses, one of which is
susceptible to CVPD(Citrus Vein Phloem Degeneration) and other diseases
which are the main cause of the decline in population and production of
pontianak siam orange plants in West Kalimantan. One alternative to in vitro
propagation of citrus seedlings is the induction of somatic embryogenesis.
The purpose of the study was to obtain the best combination of 2,4-D and
kinetin concentrations for callus induction and somatic embryo induction
from Pontianak siam orange cotyledon explants, observing the developmental
phase (stage) of embryos formed. The implementation of the study used a
factorial completely randomized design (CRD) consisting of 2 factors. The
first factor is the concentration of 2,4-D consisting of 4 concentration levels,
namely 0; 0.5; 1; 1.5; 2 mg/L. The second factor is Kkinetin concentration
consisting of 4 concentration levels, namely 0; 0.5; 1; 1.5; 2 mg/L.The
observation parameters include the time of callus emergence (hst), the
percentage of explants forming callus (%), the texture and color of the callus,
observing the stage of the embryo found. The results showed that 72% of
treatments were able to induce callus from pontianak siam orange cotyledons
with an average callus appearance at 7 hst. The callus formed is compact and
crumbly with varied callus colors, namely white, yellowish, greenish and
brownish. The best treatment that produces embryogenic callus is the
combination of D0.5K0.5; D1K1; D0.5K1.5; D1.5K1.5 and D2K2 with the
characteristics of crumbly callus and yellowish and brownish colors. The
results of microscopic observations found that the somatic embryo phase
formed was the pro-embryo phase.

Keywords: Embryogenic callus, Citrus nobilis var. microcarpa, propagation,
somatic embryogenesis.

Jeruk siam pontianak (Citrus nobilis var.
microcarpa) merupakan salah satu varietas
unggul jeruk siam yang dikembangkan di
Kalimantan Barat sebagai salah satu sentra
produksi jeruk lokal di Indonesia. (Banaty,
2017). Berdasarkan data dari Dinas Pertanian
Kalbar, produksi jeruk siam pontianak
mengalami penurunan dari tahun 2019 hingga
tahun 2020 sebesar 13,38%. Selanjutnya
menurut data Badan Pusat Statistik Kabupaten
Sambas (2020) produktivitas jeruk siam
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pontianak di Kabupaten Sambas, mengalami
penurunan sebesar 30% dari tahun 2018 hingga
2020. Menurut Bagaskara et al., (2018)
penurunan produksi jeruk siam pontianak
terjadi  akibat adanya serangan bakteri
Liberobacter asiaticus penyebab penyakit
Citrus Vein Phloem Degeneration (CVPD)
yang menyebabkan gagal panen dan
memperpendek masa hidup tanaman jeruk.
Budidaya jeruk siam pontianak di
Kalimantan Barat hingga saat ini masih
dilakukan secara tradisional seperti cangkok,
sambung  pucuk, okulasi, dan stek.
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Perbanyakan secara tradisional tersebut tidak
dapat dilakukan dalam skala besar, dan apabila
dilakukan terus menerus akan mengakibatkan
penurunan kemampuan yang berakibat pada
penurunan produksi dan kualitas (Margareta et
al., (2019). Perbanyakan menggunakan teknik
in vitro merupakan langkah alternatif yang
dapat dilakukan. Perbanyakan jeruk secara in
vitro dapat dilakukan melalui  induksi
embriogenesis untuk memperoleh bibit secara
massal dan mempunyai sifat identik dengan
induknya serta tahan terhadap cekaman biotik
atapun abiotik (Devy et al., 2014; Hardiyanto
et al, 2021). Embriogenesis somatik
merupakan proses regenerasi tanaman yang
menghasilkan struktur bipolar dari sel somatik
(Mendez-Hernandez et al., (2019).
Pembentukan embrio somatik mengikuti pola
pertumbuhan dan perkembangan seperti pada
embrio zigotik. Tahapan perkembangan embrio
diawali dengan pembentukan proembrio,
embrio tahap globular, tahap hati, tahap
torpedo, tahap kotiledon, pematangan dan
perkecambahan (Gray, 2005).

Induksi kalus embriogenik dari eksplan
tanaman merupakan tahap awal proses
pembentukan embrio somatik secara tak
langsung.. Rusdianto dan Indrianto (2012)
menyatakan  bahwa  kalus  embriogenik
mempunyai ciri  kalus bertekstur remah
(friable), berwarna putih bening atau putih
kekuningan.  Beberapa  faktor  penentu
terbentuknya kalus embriogenik diantaranya
jenis eksplan dan komposisi media. Berbagai
eksplan dapat digunakan untuk menginduksi
embrio somatik. Hasil penelitian D’Onghia et
al. (2001) melaporkan bahwa regenerasi kalus
yang diinduksi dari eksplan tangkai putik tiga
jenis jeruk Common Mandarin, Sweet Orange,
dan Sweet Tangor melalui embriogenesis
somatik mampu membentuk planlet yang bebas
virus Citrus Psorosis Virus (CPsV). Husni et al.
(2010) berhasil menginduksi embrio somatik
jeruk siam menggunakan eksplan nuselus dan
embrio zigotik dari buah muda jeruk siam
Simadu dan Pontianak pada media dasar
Murashige dan Wetmore (MW) dengan 3 mg/I
BA + 500 mg/l malt ekstrak. Penelitian
Kosmiatin et al., (2014) menjelaskan bahwa
eksplan endosperm jeruk siam cv. Simadu yang
ditanaman pada pada media MS dengan 3 mg/L
BA dan 500 mg/L Casein Hidrolisat atau
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ekstrak malt berhasil membentuk kalus
embriogenik .

Induksi embriogenesis somatik umumnya
menggunakan hormon auksin dan sitokinin.
Auksin berfungsi menginduksi kalus
embriogenik,  sedangkan inisiasi  proses
embriogenik kalus dipengaruhi oleh sitokinin.
Auksin yang paling umum digunakan untuk
tujuan ini adalah 2,4-D (George et al., (2008).
Umumnya penambahan 2,4-D dikombinasikan
dengan Kinetin untuk meningkatkan
pertumbuhan kalus. Penelitian Mukhtar et al.,
(2005) berhasil menginduksi embrio somatik
dari potongan nodus jeruk lemon (Citrus
aurantifolia) dengan penambahan 2,4-D dan air
kelapa pada media MS. Proliferasi embrio
terjadi saat embrio dikultur pada media dengan
penambahan 1,5 mg/L kinetin. Gholami et al.
(2013) melakukan kultur “immature seeds” dari
Citrus lemon (L.) Burm.f. (‘Eureka’) dan
berhasil menginduksi  kalus embriogenik
(44,55%) pada media MS dengan penambahan
500 mg/L malt extract, 50 g/L sukrosa dan 3
mg/L BAP.

Penelitian Mazri & Belkoura (2021)
melaporkan kultur immature ovule Citrus
sinensis (L.) Osbeck cv. Washington Navel pada
media MS dengan penambahan 500 mg/L
ekstrak ragi tanpa penambahan zpt hanya
mampu  menghasilkan 50% kalus yang
membentuk embrio somatik. Informasi tentang
induksi embriogenesis somatik dari kultur
kotiledon jeruk siam pontianak belum pernah
dilakukan. Berdasarkan uraian di atas dilakukan
penelitian awal perbanyakan jeruk siam
pontianak dengan tujuan untuk mendapatkan
kalus embriogenik dari eksplan kotiledon jeruk
siam pontianak pada media MS dengan
penambahan 2,4-D dan kinetin.  Kalus
embriogenik yang dihasil diharapkan dapat
digunakan untuk perbanyakan jeruk siam
pontianak melalui embriogenesis somatik secara
tak langsung (indirect somatic embryogenesis).

Bahan dan Metode

Waktu dan tempat penelitian

Penelitian dilaksanakan dari bulan Maret
sampai  dengan  September 2023  di
Laboratorium Kultur Jaringan, Jurusan Biologi,
FMIPA Untan, Pontianak.
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Bahan penelitian

Bahan penelitian yang digunakan adalah
buah jeruk siam pontianak yang diperoleh
langsung daei petani Jeruk di Sambas, komposisi
media Murashige Skoog, 2,4-D dan kinetin, serta
bahan kimia lainnya.

Rancangan penelitian

Penelitian  eksperimen  menggunakan
Rancangan Acak Lengkap faktorial yang terdiri
dari 2 faktor yaitu 4 taraf konsentrasi 2,4-D (0;
0,5; 1; 1,5; 2 mg/L), dan 4 taraf konsentrasi
kinetin (0; 0,5; 1; 1,5; 2 mg/L). Masing-masing
perlakuan diulang sebanyak 4 Kali, sehingga
diperoleh 100 unit percobaan.

Persiapan, sterilisasi alat dan media

Semua alat gelas yang digunakan terlebih
dahulu dicuci bersih dengan sabun cair.
Selanjutnya alat dikeringkan dan disterilisasi
menggunakan otoklaf pada suhu 121°C pada
tekanan 15 Ibs (1 atm) selama 20-30 menit.
Media yang digunakan adalah media Murashie
Skoog padat. Persiapan media induksi kalus
diawali dengan proses pembuatan stok larutan
nutrisi  dan stok zpt dengan melakukan
penimbangan zat kimia sesuai komposisi.
Setelah semua larutan stok selesai dibuat,
pembuatan media dimulai dengan cara memipet
larutan stok dari botol penyimpannya sesuai
aturan dan melarutkannya dalam akuades (a),
pada wadah lain sebanyak 7 gram agar
dilarutkan dengan akuades sampai mendidih dan
bening (b), kemudian a dan b di gabungkan dan
dicukupkan volumenya sesuai jumlah perlakuan
yang akan dibuat. Selanjutnya media dibagi
sebanyak perlakuan (Tabel 1), dan masing-
masing media ditambahkan zpt sesuai perlakuan
dan dicukupkan volumenya dengan
menambahkan akuades, selanjutnya diatur pH
media menjadi 5,8-6,2 menggunakan larutan
NaOH 1IN atau HCI IN. Media dituang ke
dalam botol kultur kira-kira 1/5 volume botol
kultur.  Selanjutnya  media  disterilisasi
menggunakan otoklaf pada suhu 121°C pada
tekanan 15 Ibs selama 20 menit.

Tabel 1. Kombinasi media induksi kalus dengan
perlakuan 2,4-D dan Kinetin

2,4-D Kinetin (mg/L)

(mg/L) 0 05 1,0 15 2,0
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0 DoKo DoKos DoKi DoKis  DoKz
0,5 DosKo DosKos DosKi DosKis DosKa
1,0 DiKo DiKos DiKi DiKis DiKs
15 DisKo DisKos DisKi DisKis DisKo
20 DKo DoKos DKy DoKis D2Kp

Sterilisasi buah dan penanaman eksplan

Proses diawali dengan mencuci bersih
buah jeruk yang kondisinya baik dan matang
dengan deterjen dan air mengalir selama +30-
60 menit. Setelah itu, buah dimasukkan ke
dalam LAFC untuk tahap disterilisasi. Buah
jeruk diletakkan satu persatu dalam cawan petri
kemudian dicelupkan ke dalam alkohol 70%
dan dilewatkan di atas bunsen selama beberapa
detik secara merata. Buah jeruk dibelah secara
melingkar dan diambil bijinya. Kulit biji
dibuang kemudian kotiledon biji dipisahkan.
Eksplan kotiledon dipotong dengan ukuran
+0,5x0,5 cm dengan cara dilukai bagian
pinggirnya. Eksplan selanjutnya ditanam pada
media dengan posisi horizontal di atas media.
Setiap botol ditanam satu eksplan. Botol-botol
kultur yang berisi eksplan diberi label tanggal
penanaman dan perlakuan, kemudian disimpan
dengan cara disusun pada rak kultur di ruang
inkubasi pada suhu +25°C selama 28
hari.Selama  masa  inkubasi  dilakukan
penyemprotan alkohol 70% setiap hari pada
botol kultur.

Subkultur kalus

Subkultur  dilakukan  dengan cara
memindahkan eksplan yang sudah memberikan
respon ataupun eksplan yang masih hidup ke
media baru dengan komposisi media dan zat
pengatur tumbuh yang sama dengan media
sebelumnya. Subkultur dilakukan pada kultur
berumur 28 hst, dilakukan sebanyak 1 kali dan
dipelihara sampai umur kultur 56 hst.

Parameter pengamatan

Parameter pengamatan meliputi waktu
inisiasi kalus (hst), persentase terbentuknya
kalus (%), warna dan tekstur kalus, serta fase
embrio somatik yang terbentuk.

Analisis data

Semua data yang diperoleh dalam
penelitian analisis secara deskriptif dilengkapi
dengan foto hasil penelitian dan tabulasi data
hasil pengamatan.
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Hasil dan Pembahasan
Respon pertumbuhan eksplan kotiledon
jeruk siam Pontianak

Eksplan kotiledon jeruk siam pontianak
yang dikultur pada media induksi kalus
memberikan  respon yang berbeda-beda.
Respon pertumbuhan eksplan diamati sampai
umur Kkultur 56 hari setelah tanam (hst).

Beberapa perlakuan tidak memberikan respon
sama sekali namun eksplan masih hidup,
ditandai warna eksplan yang masih tetap hijau
dan tidak mengalami pencoklatan (Gambar 1a).
Respon pertumbuhan yang terlihat pada
eksplan adalah terbentuknya kalus dan akar
(Gambar 1b dan 1c). Respon pertumbuhan
eksplan yang muncul pada setiap perlakuan
dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Respon pertumbuhan eksplan kotiledon jeruk siam Pontianak pada media induksi kalus dengan
penambahan 2,4-D dan Kinetin pada umur kultur 56 hst

Perlakuan (mg/L) Respon pertumbuhan Warna Tekstur
2,4-D kinetin ponp kalus kalus
0 elongasi eksplan, - -
kalus tidak tumbuh
0,5 kalus, akar putih, kekuningan kompak
1,0 elongasi eksplan, -
0 kalus tidak tumbuh
15 elongasi eksplan, - -
kalus tidak tumbuh
2,0 elongasi eksplan, - -
kalus tidak tumbuh
0 kalus kecoklatan kompak
0,5 kalus putih, kekuningan remah
05 1,0 kalus kekuningan remah
! 15 kalus putih, kekuningan remah
2,0 kalus putih, kekuningan, kompak
kecoklatan
0 elongasi eksplan, - -
kalus tidak tumbuh
0,5 elongasi eksplan, - -
kalus tidak tumbuh
1,0 1,0 kalus putih, kekuningan remah
15 kalus kekuningan, kompak,
kecoklatan remah
2,0 kalus, akar kekuningan. kompak,
kecoklatan remah
0 elongasi eksplan - -
kalus tidak tumbuh
0,5 kalus kekuningan kompak
15 1,0 elongasi eksplan - -
kalus tidak tumbuh
15 kalus putih, kekuningan remah
2,0 kalus putih, kekuningan remah, kompak
0 kalus (sedikit) kecoklatan kompak
0,5 kalus kekuningan kompak
20 1,0 kalus putih, kekuningan remah, kompak
' 1,5 kalus kekuningan remah, kompak
2,0 kalus putih, kekuningan, remah,
kehijauan kompak
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Gambar 1. Respon pertumbuhan eksplan kotiledon jeruk siam Pontianak pada media induksi kalus dengan
penambahan 2,4-D dan Kinetin pada umur kultur 56 hst, a. elongasi eksplan (DOKO), b. eksplan yang
membentuk kalus (D1K1) c. eksplan yang membentuk kalus dan akar (tanda panah) (D1K2)

Respon yang muncul pada eksplan
kotiledon yang dikultur dalam media dengan
penambahan berbagai konsentrasi 2,4-D dan
kinetin diawali dengan terjadinya pembesaran
atau elongasi eksplan pada hari Kketiga.
Terjadinya elongasi diduga karena zat pengatur
tumbuh auksin dan kinetin yang ditambahkan ke
dalam media. Menurut Junairiah et al. (2018)
auksin menginduksi dinding sel untuk meregang
yang terjadi akibat sekresi asam melalui aktivasi
enzim yang dapat memutus ikatan hidrogen
antar selulosa penyusun dinding sel. Peregangan
sel menyebabkan sel dapat mengalami
pemanjangan. Pertambahan ukuran sel terjadi
karena sel menyerap molekul air sebagai respon
peningkatan konsentrasi zat terlarut dalam
vakuola yang menimbulkan tekanan turgor.

Elongasi dapat menggambarkan
terjadinya  proses pembesaran sel dan
pembelahan pada sel eksplan. Selain terjadinya
elongasi pada bagian pinggir eksplan yang
terluka terlihat menebal sehingga ukuran
eksplan menjadi lebih besar dibanding saat awal
kultur. Rusdianto dan Indrianto (2012)
menjelaskan  bahwa jenis eksplan yang
digunakan, komposisi media dan zat pengatur

tumbuh yang ditambahkan ke dalam media
berinteraksi sehingga menimbulkan respon
eksplan yang membesar. Sari et al. (2018)
menjelaskan bahwa nutrisi yang diserap eksplan
dari media mempengaruhi terjadinya
pembengkakan dan pemanjangan eksplan
Selanjutnya George dan Sherrington (1984)
mengemukakan bahwa kalus yang terbentuk
pada eksplan  menunjukkan terjadinya
perubahan perimbangan hormon endogen
setelah penyerapan nutrisi oleh jaringan.

Waktu muncul kalus

Eksplan kotiledon yang ditanam pada
media padat mulai memperlihatkan respon pada
hari ketiga. Eksplan mengalami elongasi atau
pemanjangan  dan  pembesaran  eksplan.
Pembentukan kalus terlihat rata-rata di hari ke-7
setelah tanam, ditandai terjadinya pembekakan
dan akhirnya muncul berupa tonjolan berwarna
putih pada bagian pinggir eksplan yang terluka
(Gambar 2a). Pertumbuhan kalus terlihat jelas
setelah kultur memasuki umur 28 hst dan pada
umur 56 hst kalus terlihat mulai menutupi
eksplan (Gambar 2 b dan 2c).

I “ﬁ

b c

Gambar 2. Pembentukan kalus dari eksplan kotiledon pada media MS dengan penambahan 2,4-D dan kinetin,
a. kalus muncul pada bagian pinggir eksplan yang terluka umur 7 hst (lingkaran merah), b. kalus umur 28 hst, c.
kalus unur 56 hst. tanda panah= eksplan
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Pembentukan kalus mulai terlihat rata-
rata pada hari ke-7 terutama pada eksplan yang
ditumbuhkan dalam media dengan perlakuan
kombinasi 2,4-D dan kinetin. edangkan pada
perlakuan tunggal 2,4-D ataupun perlakuan
tunggal kinetin banyak eksplan yang tidak
membentuk kalus. Hal ini menunjukkan bahwa
induksi pembentukan kalus pada eksplan
kotiledon memerlukan penambahan kombinasi
2,4-D dan kinetin. Di duga auksin dan sitokinin
yang ditambahkan ke dalam media dan diserap
oleh jaringan eksplan menyebabkan terjadinya
perimbangan rasio auksin dan sitokinin endogen
jaringan eksplan sehingga memicu pembentukan
kalus. Konsentrasi auksin dan sitokinin yang
setimbang dapat memicu pertumbuhan kalus
(Lisnandar et al., 2012). Selanjutnya Rusdianto

dan Indrianto (2012) menjelaskan bahwa
perbedaan respon yang muncul pada perlakuan
yang diberikan diduga berhubungan dengan
responsifitas jaringan eksplan terhadap media
kultur.

Persentase eksplan membentuk kalus (%0)

Respon pertumbuhan eksplan berupa
kalus dari semua perlakuan sebesar 72%, yang
artinya dari 25 kombinasi perlakuan 18
kombinasi mampu menginduksi terbentuknya
kalus. Tingkat pertumbuhan kalus pada masing-
masing perlakuan juga berbeda, terlihat dari
diameter kalus yang terbentuk. Nilai persentase
eksplan membentuk kalus pada setiap perlakuan
ditampilkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Persentase eksplan membentuk kalus dari kultur kotiledon jeruk siam Pontianak pada media padat
Murashige Skoog dengan penambahan konsentrasi 2,4-D dan Kinetin umur 56 hst

Persentase eksplan membentuk kalus (%)

Perlakuan Kinetin (mg/L)
2,4-D (mg/L) 0 05 1,0 1,5 2,0
0 0+0,00 50+57,73 0+0,00 0+0,00 0+0,00
0,5 50157,73 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
1,0 0+0,00 0+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
15 0+0,00 100£0,00 0+0,00 100£0,00 100+0,00
2,0 50457,73 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
Hasil pada Tabel 2. terlihat bahwa (Zeatin) akan mempengaruhi pemanjangan,

persentase terbentuknya kalus pada setiap
perlakuan berbeda-beda berkisar 0-100%. Data
pada tabel juga dapat menjelaskan bahwa
perlakuan yang menghasilkan persentase 100 %
adalah semua perlakuan kombinasi konsentrasi
2,4-D dan kinetin, walaupun ada 2 perlakuan
yang tidak memberikan respon sama sekali,
tetapi kondisi eksplan masih segar dan hidup
(Gambar 1a). Hasil tersebut menunjukkan
bahwa eksplan kotiledon memiliki potensi yang
tinggi untuk membentuk kalus jika dikultur pada
media dengan penambahan zpt dari golongan
auksin dan sitokinin secara bersamaan ke dalam
media tumbuh. Menurut George dan
Sherrington (1984), induksi kalus dapat terjadi
lebih cepat jika menggunakan jaringan
meristematik yang kaya akan hormon
pertumbuhan seperti auksin dan sitokinin seperti
kotiledon. Selanjutnya Pe’rez-Jime'nez et al.
(2013) menjelaskan bahwa kandungan hormon
endogen yang kompleks di dalam kotiledon
seperti auksin (IAA), asam absisat dan sitokinin
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proliferasi dan diferensiasi sel.

Warna dan Tekstur Kalus

Kalus yang terbetuk pada perlakuan
kombinasi ataupun pada beberapa perlakuan
tunggal (D0,5K0, D2K0O dan DOKO,5)
memperlihatkan warna yang bervariasi yaitu
putih, kekukingan, kehijauan dan kecoklatan
(Gambar 3). Warna kalus yang diamati dari
awal munculnya kalus pada pinggiran eksplan
sampai akhir pengamatan 56 hst mengalami
perubahan. Awal terbentuknya kalus berwarna
putih dan seiring waktu mengalami perubahan
menjadi kekuningan, kehijauan dan kecoklatan
serta ada yang masih berwarna putih.

Tekstur kalus yang dihasilkan adalah
meremah dan kompak (Gambar 4). Tekstur
tersebut dapat ditemukan pada kalus yang
terbetuk dalam satu eksplan ataupun pada
eksplan yang berbeda. Dari pengamatan warna
dan tektur kalus yang dihasilkan pada kultur
kotiledon menunjukkan bahwa kalus yang
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dihasilkan merupakan kalus embriogenik,
ditandai oleh warna kalus yang putih dan
kekuningan serta tekstur kalus yang meremah.
Kebanyakan kalus yang terbentuk merupakan
kalus dengan tekstur campuran kalus meremah
dan kompak. Kalus meremah ditemukan pada
lima kombinasi perlakuan yaitu DO0,5K0,5;
D1K1; D0,5K1,5; D1,5K1,5 dan D2K2.

Warna kalus yang terlihat diawal
kemunculan adalah kalus berwarna putih.
Selama periode kultur warna kalus ada yang
berubah menjadi warna kekuningan, kehijauan
dan kecoklatan. Menurut Shinta et al. (2020)
kalus yang tumbuh baik namun tidak
mengandung kloroplas umumnya berwarna
putin dan kekuningan Tekstur kalus yang
dihasilkan adalah kompak dan meremah.
Menurut Fitriani et al. (2016) kalus yang
meremah dapat diamati dengan jelas dari
penghubung antar sel yang ikatannya longgar;
sehingga mudah dipisahkan menjadi banyak
agregat sel tunggal.

Berdasarkan pengamatan kalus berwarna
kekuningan dan kecoklatan dengan tekstur
meremah menunjukkan sifat kalus yang
embriogenik. Warna kalus yang terbentuk dapat
digunakan untuk mengetahui karakter kalus
embriogenik atau tidak (Shinta et al. 2020).
Terbentuknya kalus embriogenik diduga karena
perlakuan 2,4-D dan kinetin yang diberikan. Hal
ini sesuai pendapat George et al. (2008) yang
menjelaskan bahwa inisiasi kalus embriogenik
umumnya menggunakan auksin eksogen berupa
2,4-D. Selanjutnya menurut Lee et al. (2011)
terjadi peningkatan laju sintesis protein (protein
pembangun atau enzim) setelah penambahan
sitokinin yang mendorong pembelahan sel
dalam Kkultur jaringan dengan meningkatkan
transisi G2 ke mitosis. Hasil penelitian

Rusdianto dan Indrianto (2012), memperoleh
kalus berwarna putih bening atau putih
kekuningan dengan tekstur friable atau remah
dari kultur kalus wortel dengan penambahan
2,4-D merupakan kalus yang dapat mengikuti
pola embriogenik.

Gambar 3. Warna kalus pada kultur kotiledon jeruk siam pontianak pada media induksi kalus dengan
penambahan 2,4-D dan kinetin umur 56 hst. a. kalus putih (D0,5K1,5), b. kalus kekuningan (D1K1), c. kalus
kecoklatan (D0,5K0,5), d. kalus kehijauan (D2K2)
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Gambar 4. Tekstur kalus pada kultur kotiledon jeruk siam pontianak pada media induksi kalus dengan
penambahan 2,4-D dan Kinetin umur 56 hst. a. kalus meremah (D0,5K1,5), b. kalus kompak (linkaran biru) dan
kalus meremah (lingkaran merah) (D1K1)

Pengamatan mikroskopis kalus embriogenik

Hasil pengamatan struktur sel kalus
secara mikroskopis menunjukkan bahwa sel-sel
penyusun kalus merupakan sel embriogenik
yang dicirikan dengan sel yang berbentuk
isodiametris, memiliki nukleus yang besar dan
sitoplasma yang pekat (Gambar 5a). Sel-sel
inilah yang berpotensi untuk berdiferensiasi

-

Gambar 5. Mikroskopis kalus embriogenik dari kultur kotiledon jeruk siam Pontianak pada media MS dengan
penambahan 2,4-D dan Kinetin umur 56 hst, a. sel embriogenik penyusun kalus (panah merah), b. sel
embriogenik yang telah berdiferensiasi menjadi embrio somatik fase pro embrio (lingkaran biru)

Kesimpulan

Penambahan  2,4-D  dan  Kinetin
menunjukkan pengaruh nyata terhadap induksi
kalus dari kotiledon jeruk siam pontianak
dibanding perlakuan kontrol. Kalus yang
dihasilkan bertekstur kompak dan remah dengan
warna kalus bervariasi yaitu putih, kekuningan,
kehijauan dan kecokelatan. Kalus embriogenik
dihasilkan pada lima perlakuan kombinasi yaitu
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membentuk embrio somatik. Hasil pengamatan
juga diperoleh sel embriogenik yang sudah
berdiferensiasi menjadi embrio somatik fase
proembrio (Gambar 5b). Menurut Pierik (1987)
sel embriogenik berukuran kecil, memiliki inti
besar, vakuola kecil dengan sitoplasma padat
dan diketahui memiliki potensi proliferasi yang

tinggi.

D0,5K0,5; D1K1; DO0,5K1,5; D1,5K1,5 dan
D2K2 dengan ciri kalus remah berwarna
kekuningan dan kecoklatan. Pada pengamatan
mikroskops ditemukan embrio somatik pada
fase pro embrio.
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