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PENDAHULUAN 

Tumbuhan gaharu Aquilaria malaccensis Lam. 

(genus Aquilaria) merupakan salah satu jenis 

tumbuhan penghasil gubal gaharu yang 

dikategorikan sebagai hasil hutan bukan kayu 

(HHBK). Tumbuhan ini tersebar di India, Burma, 

Malaysia, Filipina dan Indonesia. Aquilaria 

malaccensis banyak diburu karena adanya resin 

wangi dengan senyawa aktif berupa seskuiterpena 

dan kromona, yang dapat dimanfaatkan secara luas 

untuk keperluan industri parfum, kosmetik, dan obat-

obatan (Akter et al., 2013; Subasinghe et al., 2012). 

Resin tersebut dihasilkan tumbuhan sebagai respon 

dari masuknya patogen ke dalam jaringan yang 

terluka baik secara alami maupun disengaja (Ng et 

al.,1997). Sejak tahun 1995, tumbuhan gaharu A. 

malaccensis dimasukkan dalam daftar Appendix II 

CITES (Convention on International Trade in 

Endangered Species of Wild Fauna and Flora) 

dimana perdagangannya dibatasi dengan kuota agar 

kepunahan spesies tanaman ini dapat dicegah akibat 

adanya perburuan liar (Barden et al., 2000).  

Beberapa alternatif solusi telah dicoba untuk 

mengatasi penurunan populasi gaharu di alam yaitu 

budidaya tanaman gaharu dan inokulasi buatan 

dengan memasukkan inokulum patogenik ke 

dalamnya untuk mendapatkan resin wangi gaharu. 

Namun cara ini memiliki kelemahan antara lain 

memerlukan budidaya dalam skala besar dan lama 

serta konsistensi keberhasilan yang rendah (Azah et 

al., 2008). Alternatif solusi lain yaitu produksi resin 

wangi melalui kultur suspensi sel dari spesies 

Aquilaria, yang diharapkan lebih efektif karena 

dapat menghemat lahan tanam, lebih cepat dan 
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ABSTRACT 
Aquilaria malaccensis Lam. is a plant species producing fragrant woody material that contains some resins. The compounds can be used as 
medicine and perfume. Sesquiterpenoid, one group of compounds has been found being synthesized and subsequently extracted from callus 
and cell suspension culture of Aquilaria species. The aim of this research was to find a method of producing friable calli and cell suspension 
cultures from leaves or internodes of A. malaccensis in vitro by using suitable plant growth regulators; cell suspension that will suitably 
serve as material to produce sesquiterpenoid afterwards. Calli were established in almost all treatments of auxin-cytokinin on both leaves 
and internod explants. The treatment of 10 mg/L IBA induced the highest percentage of callus coverage from leaves with a rather compact 
structure. The combined treatment of 1–2 mg/L 2.4-D and 0.2–0.3 mg/L BA induced friable callus formation in more than 80% of cultures 
with 27–32% callus coverage percentage.  The use of 2,4-D induced a better formation of cell suspension than Picloram, with maximum 
volume up to 7 mL. Cell suspension culture with fine and homogenous aggregate could be established in the medium supplemented with 0.5
–1 mg/L 2,4-D. 
 
Key word: Aquilaria malaccensis, callus induction, cell suspension culture, plant growth regulator 
 

ABSTRAK 
Aquilaria malaccensis Lam. merupakan tumbuhan penghasil gubal gaharu yang mengandung resin wangi. Senyawa tersebut dimanfaatkan 
untuk keperluan industri parfum dan obat-obatan. Seskuiterpena, salah satu komponen gubal gaharu dapat diekstraksi melalui kultur kalus 
dan suspensi sel dari spesies Aquilaria. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan metode induksi biak kalus remah dan suspensi sel dari 
potongan daun atau ruas batang A. malaccensis in vitro melalui penambahan zat pengatur tumbuh yang tepat, sebagai bahan untuk 
memproduksi seskuiterpena. Kalus dapat diinduksi hampir dari semua perlakuan auksin-sitokinin pada inokulum potongan daun dan ruas 
batang. Perlakuan 10 mg/L IBA menginduksi semua ekplan potongan daun membentuk kalus dengan persentase penutupan mencapai 50% 
dengan struktur yang agak kompak. Kombinasi 1–2 mg/L 2,4-D dan 0,2–0,3 mg/L BA pada inokulum daun juga efektif untuk menginduksi 
terbentuknya kalus dengan struktur remah hingga lebih dari 80% dengan persentase penutupan kalus 27–32%. Perlakuan 2,4-D lebih baik 
dalam menginduksi terbentuknya suspensi sel dibanding Picloram, dengan volume maksimum mencapai 7 mL. Kultur suspensi dengan 
kumpulan sel yang halus dan homogen dapat dicapai pada penambahan 0,5–1 mg/L 2,4-D. 
 
Kata kunci : Aquilaria malaccensis, induksi kalus, kultur suspensi sel, zat pengatur tumbuh. 

http://id.wikipedia.org/wiki/Mikroba
http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Inokulum&action=edit&redlink=1
mailto:ryani_like@yahoo.com
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efisien (Ito et al., 2005; Qi et al., 2005; Okudera and 

Ito, 2009; Jayaraman dan Mohamed, 2015).  

Beberapa penelitian induksi seskuiterpena 

melalui kalus dan suspensi sudah pernah dilakukan. 

Menurut Okudera dan Ito (2009), kalus dari galur A. 

crassna dari Vietnam (n6) dan Thailand (ti, tr) serta 

A. sinensis (sr) terdeteksi dapat menghasilkan 

senyawa seskuiterpena seperti -guaiena, -

humulena dan -guaiena. Menurut Rijal (2011), 

seskuiterpena yang dihasilkan akibat interaksi kalus 

A. malaccensis dengan cendawan Fusarium galur A 

Gaharu, B Gaharu dan F. solani galur LIPI MC 744 

adalah cis--bisabolena, -elemena dan -guaiena. 

Menurut Jayaraman and Mohamed (2015), pada 

kombinasi 8 g/L inokulum kalus pada suspensi A. 

malaccensis dan 8 mg/L ekstrak Trichoderma 

terdeteksi beberapa senyawa penting gaharu seperti 8

-epi-gama-eudesmol, -guaiena, dan 

aloaromadendrena oksida-1.   

Metode induksi biak kalus dan suspensi sel 

gaharu yang efektif dan efisien sangat diperlukan 

sebagai bahan inokulum penelitian induksi 

seskuiterpena. Penelitian ini bertujuan untuk 

mendapatkan metode induksi kalus remah dan biak 

suspensi sel dari potongan daun atau ruas batang A. 

malaccensis in vitro dengan penambahan zat 

pengatur tumbuh (ZPT) auksin dan sitokinin yang 

tepat. 

 

BAHAN DAN CARA KERJA 

Medium tumbuh dan faktor lingkungan tumbuh 

biak. Medium dasar yang dipakai adalah 

formulasi MS (Murashige and Skoog, 1962) dengan 

penambahan sukrosa 30 g/L, dan ZPT auksin dan 

sitokinin sesuai perlakuan. Medium padat 

menggunakan bahan pemadat Gelrite 2 g/L. Sebelum 

ditambahkan Gelrite, medium tumbuh diatur pHnya 

antara 5,7–5,8 dengan menambahkan larutan 

penyangga 0,1 N HCl atau KOH. Setelah itu medium 

diautoklaf pada suhu 121 oC dan tekanan 15 Psi 

selama 20 menit. Medium kemudian dituang secara 

aseptik ke Petri dish steril berukuran 90 mm × 20 

mm, masing-masing sebanyak 25 mL. Medium 

tumbuh disimpan dalam lemari pada ruangan 

bersuhu 25 °C minimal sehari sebelum 

dipergunakan.   

Bahan tanaman. Sumber eksplan yang digunakan 

dalam percobaan ini adalah daun dan ruas batang 

dari planlet gaharu A. malaccensis yang dipelihara 

secara in vitro (koleksi Laboratorium Biak Sel dan 

Jaringan, Pusat Penelitian Biologi-LIPI) berumur 2 

bulan pada subkultur terakhir. Daun pada posisi 

kedua sampai dengan keempat dari pucuk dipotong 

pada kedua sisinya, dengan ukuran sekitar 0,5 x 0,8 

cm2. Potongan daun ini ditanam pada medium 

perlakuan yang terdiri dari 3–4 ulangan (Petri dish), 

dan masing-masing Petri dish diisi 14 eksplan. Untuk 

eksplan ruas batang, ditumbuhkan terlebih dahulu 

pada medium MS ditambah 0,5 mg/L Giberelin (GA) 

untuk menginduksi pemanjangan ruasnya. Ruas 

batang yang dipakai untuk bahan percobaan 

berukuran panjang sekitar 0,5–0,8 cm, setiap 

perlakuannya terdiri dari 3–5 ulangan (Petri dish), 

dan masing-masing Petri dish diisi 5 eksplan. 

 

Inisiasi biak kalus gaharu. Induksi kalus A. 

malaccensis dari eksplan potongan daun dipelajari 

dengan perlakuan tunggal ZPT auksin 4-amino-3,5,6

-trichloropyridine-2-carboxylic acid atau Picloram 

(0; 0,1; 0,5; 1; 2; 5 mg/L), 2,4-dichlorophenoxyacetic 

acid atau 2,4-D (0; 0,1; 0,5; 1; 2; 5 mg/L), indole-3-

acetic acid atau IAA (0; 5, 10, 15 mg/L) dan indole-3

-butyric acid atau IBA (0; 5, 10, 15 mg/L). Selain itu, 

dicoba pula kombinasi auksin-auksin atau auksin-

sitokinin yaitu kombinasi 2,4-D (1 dan 2 mg/L) dan 

1-naphthaleneacetic acid atau NAA (0; 0,1; 0,5; 1 

mg/L), kombinasi 2,4-D (1 dan 2 mg/L) dan benzyl 

adenine atau BA (0; 0,1; 0,2; 0,3 mg/L), kombinasi 

NAA (0; 0,1; 0,5; 1 mg/L) dan BA (0,1 dan 0,2 mg/

L), kombinasi IBA (0,5; 1; 5; 10; 15 mg/L) dan BA 

(0; 0,1; 0,2; 0,3 mg/L) untuk menginduksi 

terbentuknya kalus. Untuk ruas batang digunakan 

medium MS dengan perlakuan 2,4-D (0; 0,1; 0,5; 1; 

2; 5 mg/L), serta kombinasi 2,4-D (1 dan 2 mg/L) 

dan BA (0; 0,1; 0,2; 0,3 mg/L). Jenis dan kisaran 

ZPT yang diberikan berdasarkan penelitian 

sebelumnya pada tanaman sejenis (unpublished) dan 

modifikasi beberapa literatur (Qi et al., 2005; 

Okudera and Ito, 2009). Parameter persentase hidup, 

pembentukan kalus, penutupan kalus, serta tipe kalus 

diamati pada umur 1 bulan setelah inisiasi. 

Persentase kalus dihitung dari jumlah eksplan yang 

membentuk kalus dibandingkan dengan jumlah yang 
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ditanam, sedangkan persentase penutupan kalus 

diperoleh dari seberapa luas kalus yang terbentuk 

telah menutup eksplan daun atau ruas batang. Data 

ditampilkan dalam bentuk rata-rata dan standar error 

(SE). Data diolah menggunakan SAS versi 9.0 untuk 

analisis sidik ragam diikuti oleh Duncan’s multiple 

range test (DMRT) pada selang kepercayaan 95% ( 

= 0,05). Parameter tipe kalus dikategorikan menjadi 

beberapa macam yaitu agak remah, cukup remah, 

remah, agak kompak, cukup kompak, kompak, 

mengapas atau nodular. Salah satu kombinasi 

formulasi medium dan ZPT yang menghasilkan 

pertumbuhan kalus remah, tumbuh cepat dan tingkat 

induksi tinggi dipergunakan sebagai medium 

proliferasi kalus pada perlakuan suspensi sel gaharu. 

Inisiasi dan proliferasi kalus dilakukan di ruang 

gelap dengan suhu sekitar 25 oC. 

 

Inisiasi dan pemeliharaan biak suspensi sel 

gaharu. Sekitar 0,3 g kalus remah yang terbentuk 

dari eksplan yang tumbuh pada medium padat 

ditransfer ke medium cair untuk membuat kultur 

suspensi sel. Perlakuan yang digunakan adalah 

auksin 2,4-D (4 ulangan) dan Picloram (3 ulangan) 

secara tunggal, dengan konsentrasi masing-masing 

0,1; 0,5; 1; 2; 5 mg/L. Agregat kalus dicacah sampai 

ukuran kecil (sekitar 1 mm) lalu dimasukkan ke 

dalam 25 mL medium pada labu Erlenmeyer 100 mL 

kemudian digoyang di atas shaker dengan kecepatan 

120 rpm agar menghasilkan suspensi yang homogen. 

Ruang kultur diatur suhunya sekitar 22–25 oC, tanpa 

pencahayaan lampu (redup). Pertumbuhan biak 

suspensi diukur tiap minggu dari minggu ke-1 

sampai minggu terakhir (fase stationary) dengan cara 

memindahkan secara aseptik seluruh sel suspensi ke 

tabung sentrifugasi steril berukuran 50 mL, 

kemudian diukur volume sel suspensi yang 

mengendap. Data ditampilkan dalam bentuk rata-rata 

dan standar error (SE). Pemisahan sel-sel dari 

agregat besar dan kecil dilakukan dengan menyaring 

suspensi sel dengan stainless steel filter berukuran 

1,5 mm pada saat subkultur. Sel-sel yang lolos pada 

saringan tersebut digunakan sebagai inokulum untuk 

disubkultur berikutnya. Subkultur dilakukan pada 

saat pertumbuhan sel mencapai fase linear dengan 

menggunakan medium terbaik. 

 

HASIL 

Inisiasi dan morfologi kalus dari daun dan ruas 

batang 

Inisiasi kalus dari eksplan potongan daun dan 

ruas batang dari tunas in vitro menunjukkan respon 

pertumbuhan dan perkembangan yang berbeda 

tergantung pada medium perlakuan (Gambar 1). 

Pada tahap awal, eksplan daun membesar secara 

tidak beraturan sehingga permukaan daun 

bergelombang (Gambar 1B) atau ruas batang 

membengkak (Gambar 1H). Kemudian ujung/tepian 

eksplan menunjukkan pertumbuhan sel-sel yang 

 cepat dan tidak teratur atau tidak terorganisir berupa 

kalus. Tetapi setelah 3-4 minggu, sel-sel bercampur 

membentuk kalus kompak berwarna kuning muda 

(Gambar 1C), ada pula yang berupa kalus kapas 

berwarna putih (Gambar 1D). Sebagian eksplan ada 

yang mengalami pencoklatan dan mati (Gambar 1E). 

Beberapa medium perlakuan seperti 2,4-D atau 

kombinasi 2,4-D dan BA menginduksi kalus yang 

kecil-kecil, cukup remah berwarna kekuningan 

(Gambar 1F dan 1I). 

 

Pengaruh pemberian auksin tunggal pada 

berbagai konsentrasi   

Pengaruh auksin terhadap pembentukan kalus 

dan tipe kalus pada eksplan potongan daun dan ruas 

batang dapat dilihat pada Tabel 1. Eksplan dapat 

bertahan hidup pada seluruh formulasi medium 

perlakuan, namun kalus hanya terbentuk dari 

medium yang mengandung auksin. Perlakuan Piclo-

ram dan IAA, mampu mempertahankan daya hidup 

tetapi hanya dapat menginduksi kalus dengan persen-

tase rendah (<60%) dengan penutupan kalus <20%. 

Perlakuan 2,4-D memberikan daya hidup yang tinggi 

pada eksplan potongan daun (90–100%) dengan 

induksi kalus sekitar 70–90%, tetapi berbeda nyata 

pada 5 mg/L 2,4-D karena hanya 53% yang bertahan 

hidup dengan persentase kalus dua pertiganya (35%). 

ZPT IBA mampu menginduksi 100% eksplan daun 

untuk hidup dan membentuk kalus sebesar 96–100%. 

Persentase penutupan kalus maksimum pada 

potongan daun diperoleh dari perlakuan 10 mg/L 

IBA sebesar 51%.  

Perlakuan 0,1–1 mg/L 2,4-D pada potongan 

ruas batang memberikan daya hidup dan persentase 

kalus yang tinggi (>90%), namun pada konsentrasi 
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2,4-D yang lebih tinggi menurunkan daya hidup 

hingga kurang dari 30%. ZPT 0,1 mg/L 2,4-D 

mampu membentuk penutupan kalus maksimum 

sebesar 50%. Dari segi morfologi, perlakuan 

Picloram menyebabkan tipe kalus yang terbentuk 

pada daun menjadi mengapas, sedangkan IBA 

menginduksi kalus kompak berwarna kuning. 

Perlakuan 1–2 mg/L 2,4-D pada daun menginduksi 

kalus dengan morfologi remah. 

 

Pengaruh perlakuan kombinasi auksin-auksin 

dan auksin-sitokinin 

Pengaruh kombinasi auksin-auksin serta auksin-

sitokinin pada pembentukan dan tipe kalus dari 

eksplan daun dan ruas batang disajikan pada Tabel 2. 

Potongan daun dan ruas batang dapat hidup dengan 

persentase cukup tinggi (>70%) dan mampu mem-

bentuk kalus pada semua kombinasi ZPT yang 

diberikan. Pada kombinasi 2,4-D dan NAA,  

pemberian NAA di semua konsentrasi 2,4-D 

menurunkan persentase eksplan membentuk kalus, 

bahkan rata-ratanya menurun hingga kurang dari 

50% pada 2 mg/L 2,4-D. Sementara itu, parameter 

persentase penutupan kalus hanya mencapai 12% 

dari kombinasi perlakuan tersebut.  
Pada kombinasi 2,4-D dan BA, pemberian BA 

dapat meningkatkan daya hidup eksplan potongan 

daun sampai lebih dari 80%. Penambahan semua 

konsentrasi BA pada 1 mg/L 2,4-D dapat 

menginduksi kalus hingga 100%. Namun demikian, 

untuk persentase penutupan kalusnya tidak 

menunjukkan perbedaan nyata antar kombinasi 

perlakuan 2,4-D dan BA (25–32%). Kombinasi 

perlakuan BA dan NAA menyebabkan tingginya 

daya hidup dan induksi kalus yang terbentuk pada 

eksplan daun (89–100%), dengan penutupan kalus 

sekitar 19–36%. Potongan daun yang diberi 

perlakuan NAA tanpa BA dapat hidup 100%, tetapi 

tingkat induksi kalusnya rendah (<30%). Untuk 

kombinasi IBA dan BA, daya hidup eksplan sekitar 

70–100%. Untuk  eksplan potongan daun tanpa 

penambahan BA, persentase kalusnya tidak terlalu 

tinggi (20–70%), kecuali pada 5 mg/L BA dapat 

mencapai 100%. Penambahan BA meningkatkan 

persentase kalusnya menjadi 6795%, dengan 

penutupan kalus 14–30%. Sementara itu eksplan ruas 

batang juga memiliki daya hidup yang tinggi antara 

86–100% dengan kemampuan membentuk kalus 90-

100%, kecuali pada 2 mg/L 2,4-D yang 

dikombinasikan dengan 0,3 mg/L 2,4-D yang hanya 

mampu membentuk kalus sebesar 50%. Persentase 

penutupan kalus pada eksplan ruas batang sekitar 31

–66%. 

Gambar 1. Perbedaan morfologi kalus dari eksplan potongan daun dan ruas batang gaharu. (A) 
potongan daun; (B) pembentukan kalus pada tahap awal; (C) kalus kompak; (D) kalus kapas; (E) 
kalus mencoklat; (F) kalus remah; (G) potongan ruas batang; (H) ruas batang mulai 
membengkak; (I) kalus dari ruas batang; bar = 5 mm. [Morphological differences of callus from 
gaharu leaves and internodes. (A) leaves explant, (B) callus formation at an early stage, (C) 
compact callus, (D) cotton-like callus, (E) brown callus, (F) friable callus, (G) internodes ex-
plants, (H) swelling of internodes explants, and (I) callus from internodes explants; bar =5 mm]. 
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Tabel 1. Pengaruh jenis dan konsentrasi auksin terhadap induksi dan tipe kalus pada potongan daun 
dan ruas batang A. malaccensis (The effects of the types and concentrations of auxin on induction 
and types of callus in A. malaccensis leaves and internodes explant) 

Auksin 

(Auxin) 

(mg/L) 

Hidup (Survival) 
(%) 

Kalus (Callus) 
(%) 

Penutupan kalus 
(Callus coverage) 

(%) 

Tipe kalus 

(Type of callus) 

Picloram ; Eksplan daun (Leaves explant) 

0 66,7 + 25,0 a 0,0 + 0,0 a - - 

0,1 100,0 + 0,0 a 50,0 + 19,2 a 6,6 + 1,4 a Mengapas (cotton-like) 

0,5 91,1 + 3,7 a 46,9 + 13,5 a 7,1 + 2,0 a Mengapas (cotton-like) 

1 90,4 + 5,5 a 29,3 + 14,7 a 4,1 + 1,4 a Mengapas (cotton-like) 

2 92,7 + 2,4 a 46,4 + 15,5 a 11,7 + 4,2 a Mengapas (cotton-like) 

5 93, 0 + 4,4 a 57,1 + 10,4 a 4,9 + 1,8 a Mengapas (cotton-like) 

2,4-D; Eksplan daun (Leaves explant) 

0 93,8 + 6,2 a 0,0 + 0,0 c - - 

0,1 95,8 + 4,8 a 72,2 + 6,8 a 27,5 + 6,8 a Kompak (compact) 

0,5 100,0 + 0,0 a 90,0 + 7,1 a 10,3 + 4,3 a Agak kompak (rather compact) 

1 95,4 + 2,6 a 90,7 + 3,7 a 16,8 + 7,2 ab Cukup remah (quite friable) 

2 97,7 + 2,8 a 81,6 + 9,8 a 4,9  + 1,1 b Cukup remah (quite friable) 

5 53,9 + 18,2 b 35,0 + 21,8 b 11,1 + 6,1 b Mengapas (cotton-like) 

IAA; Eksplan daun (Leaves explant) 

0 93,8 + 6,3 a 0,0 + 0,0a - - 

5 100,0 + 0,0 a 23,3 + 14,5 a 2,5 + 0,0 a Mengapas (cotton-like) 

10 100,0 + 0,0 a 10,0 + 5,8 a 2,5 + 0,0 a Nodular (nodular) 

15 100,0 + 0,0 a 40,0 + 23,1 a 4,1 + 1,3 a Nodular (nodular) 

IBA; Eksplan daun (Leaves explant) 

0 93,8 + 6,3 a 0,0 + 0,0 b - - 

5 100,0 + 0,0 a 90,0 + 5,8 a 21,0 + 9,0 a Kompak (compact) 

10 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a 51,2 + 5,7 a Kompak, mengapas 

(compact, cotton-like) 

15 100,0 + 0,0 a 96,7 + 3,3 a 34,9 + 13,8 a Kompak (compact) 

2,4-D; Eksplan ruas batang (Internodes explant) 

0 100,0 + 0,0 a 0,0 + 0,0 c - - 

0,1 97,1 + 2,9 a 97,1 + 2,8 a 51,4 + 2,2 a agak kompak (rather compact) 

0,5 100,0 + 0,0 a 94,3 + 5,7 a 47,4 + 3,6 a Kompak (compact) 

1 97,1 + 2,9 a 97,1 + 2,9 a 38,7 + 2,6 a Kompak (compact) 

2 28,6 + 18,6 b 28,6 + 18,6 b 47,3 + 15,7 a Kompak (compact) 

5 23,8 + 9,5 c 23,3 + 8,3 bc 33,3 + 8,3 a Kompak (compact) 

Keterangan (Notes) : Nilai rata-rata + SE; nilai diikuti huruf yang sama pada kolom dan grup yang sama tidak berbeda nyata menurut uji 

lanjut DMRT (=0,05); (-) = tidak terbentuk kalus (Values are mean + SE; means in the same column in the same 

group followed by the same letters are not significantly different at =0.05, determined by DMRT; (-) = no callus). 
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Tabel 2. Pengaruh kombinasi jenis dan konsentrasi auksin -auksin dan auksin-sitokinin terhadap induksi 
dan tipe kalus pada potongan daun dan ruas batang A. malaccensis (The effects of the types and 
concentrations of auxin-auxin and auxin-cytokinin on induction and types of callus in A. malaccensis 
leaves and internodes explant)  

ZPT (PGR) 
 (mg/L) 

Hidup  
(Survival) (%) 

Kalus (Callus) 
(%) 

Penutupan kalus 
(Callus coverage) 

(%) 

Tipe kalus 
(Types of callus) 

2,4D dan NAA; eksplan daun (leaves explant) 

1-2,4D + 0 NAA 80,0 + 20,0 a 76,7 + 16,7 a 15,9 + 4,1 a Nodular (nodular) 

1-2,4D+0,1NAA 86,7 + 7,2 a 83,3 + 6,4 a 5,0 + 0,0 a Kompak (compact) 

1-2,4D+0,5NAA 95,0 + 3,2 a 85,0 + 4,2 a 5,0 + 0,0 a Kompak (compact) 

1-2,4D + 1NAA 93,3 + 4,7 a 75,0 + 11,0 a 6,7 + 3,1 a Kompak (compact) 

2-2,4D + 0 NAA 80,0 + 13,3 a 53,3 + 0,0 ab 6,9 + 1,3 a Nodular (nodular) 

2-2,4D+0,1NAA 80,0 + 8,2 a 36,7 + 20,1 ab 7,5 + 1,8 a Agak kompak (rather compact) 

2-2,4D+0,5NAA 76,7 + 19,1 a 23,3 + 12,3 b 12,2 + 3,5 a Kompak (compact) 

2-2,4D+1NAA 80,0 + 7,2 a 23,3 + 19,1 b 10,0 + 3,5 a Kompak (compact) 

2,4D dan BA; eksplan daun (leaves explant) 

1-2,4D + 0BA 75,0 + 3,6 a 57,1 + 14,3 bc 22,3 + 4,8 a Agak remah (rather friable) 

1-2,4D + 0,1BA 96,4 + 2,1 a 96,4 + 2,1 a 32,5 + 2,5 a Agak remah (rather friable) 

1-2,4D + 0,2BA 96,4 + 2,1 a 96,4 + 2,1 a 27,1 + 2,6 a Remah (friable) 

1-2,4D + 0,3BA 83,9 + 16,1 a 83,9 + 16,1 ab 32,6 + 3,9 a Cukup remah (quite friable) 

2-2,4D + 0BA 89,3 + 10,7 a 46,4 + 17,9 c 27,6 + 10,1 a Cukup remah (quite friable) 

2-2,4D + 0,1BA 98,2 + 1,8 a 98,2 + 1,8 a 28,8 + 1,3 a Remah (friable) 

2-2,4D + 0,2BA 87,5 + 12,5 a 87,5 + 12,5 ab 25,6 + 2,4 a Remah (friable) 

2-2,4D + 0,3BA 83,9 + 13,8 a 80,4 + 12,8 ab 24,3 + 6,2 a Remah (friable) 

NAA dan BA; eksplan daun (leaves explant) 

0NAA + 0,1BA 100,0 + 0,0 a 23,2 + 7,4 b 1,0 + 0,0 d Nodular (nodular) 

0,1NAA+0,1BA 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a 36,2 + 3,8 a Kompak (compact) 

0,5NAA+0,1BA 100,0 + 0,0 a 98,2 + 1,8 a 35,0 + 2,9 ab Kompak (compact) 

1NAA + 0,1BA 96,4 + 3,6 a 96,4 + 3,6 a 28,1 + 3,4 abc Kompak (compact) 

5NAA + 0,1BA 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a 19,6 + 3,5 c Kompak (compact) 

0NAA + 0,2BA 100,0 + 0,0 a 26,2 + 4,1 b 5,0 + 0,0 d Nodular (nodular) 

0,1NAA+0,2BA 1,0 + 0,0 a 89,3 + 8,5 a 24,2 + 3,4 c Kompak, mengapas (compact, 
cotton-like) 

0,5NAA+0,2BA 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a 26,3 + 2,4 bc Kompak, mengapas (compact, 
cotton-like) 

1NAA + 0,2BA 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a 23,8 + 5,2 c Kompak, mengapas (compact, 
cotton-like) 

5NAA + 0,2BA 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a 22,5 + 2,5 c Kompak, mengapas (compact, 
cotton-like) 
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ZPT (PGR) 
 (mg/L) 

Hidup  
(Survival) (%) 

Kalus (Callus) 
(%) 

Penutupan kalus 
(Callus coverage) 

(%) 

Tipe kalus 
(Types of callus) 

IBA dan BA; eksplan daun (leaves explant) 

0,5IBA + 0BA 95,0 + 2,9 a 25,0 + 6,5 d 5,0 + 0,0 g Mengapas (cotton-like) 

0,5IBA + 0,1BA 90,0 + 5,8 a 83,3 + 8,8 ab 28,3 + 1,7 ab Agak kompak (rather compact) 

0,5IBA + 0,2BA 85,0 + 11,9 a 82,5 + 11,1 ab 29,9 + 1,7 ab Kompak (compact) 

0,5IBA + 0,3BA 85,0 + 11,9 a 67,5 + 16,5 abc 26,9 + 5,5 abc Kompak (compact) 
1IBA + 0BA 87,5 + 12,5 a 52,5 + 9,5 bcd 15,0 + 2,0 c-g Kompak (compact) 

1IBA + 0,1BA 90,0 + 10,0 a 87,5 + 9,5 ab 18,5 + 5,5 a-e Kompak, mengapas (compact, 
cotton-like) 

1IBA + 0,2BA 90,0 + 10,0 a 82,5 + 17,5 ab 24,1 + 2,1 a-d Kompak (compact) 

1IBA + 0,3BA 95,0 + 5,0 a 90,0 + 5,7 a 24,3 + 3,4 a-d Kompak (compact) 

5IBA + 0BA 72,5 + 13,1 a 72,5 + 13,1 abc 17,8 + 4,5 a-f Kompak (compact) 
5IBA + 0,1BA 87,5 + 4,8 a 87,5 + 4,8 ab 27,5 + 1,8 a-b Kompak (compact) 

5IBA + 0,2BA 97,5 + 2,5 a 87,5 + 6,3 ab 29,6 + 4,4 a-b Kompak (compact) 

5IBA + 0,3BA 95,0 + 5,0 a 82,5 + 10,3 ab 26,7 + 3,2 abc Kompak (compact) 

10IBA + 0BA 70,0 + 15,3 a 43,3 + 20,3 cd 6,2 + 3,4 f-g Kompak (compact) 

10IBA + 0,1BA 85,0 + 9,6 a 85,0 + 9,6 ab 30,0 + 4,1 a Kompak (compact) 

10IBA + 0,2BA 90,0 + 7,1 a 85,0 + 8,6 ab 26,3 + 1,3 a-d Kompak (compact) 

10IBA + 0,3BA 85,0 + 11,9 a 77,5 + 16,0 ab 24,4 + 4,8 a-d Kompak (compact) 

15IBA + 0BA 92,5 + 7,5 a 65,0 + 8,6 abc 9,5 + 3,6 efg Kompak (compact) 

15IBA + 0,1BA 95,0 + 2,9 a 95,0 + 5,0 a 25,4 + 2,2 a-d Kompak (compact) 

15IBA + 0,2BA 72,5 + 14,4 a 70,8 + 13,3 abc 17,4 + 5,9 b-f Kompak (compact) 
15IBA + 0,3BA 85,0 + 15,0 a 80,0 + 20,0 ab 14,1 + 2,6 d-g Kompak (compact) 

2,4-D dan BA; eksplan ruas batang (internodes explant) 

1-2,4D + 0BA 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a 56,3 + 1,3 a Agak remah (rather friable) 

1-2,4D + 0,1BA 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a 66,3 + 11,3 a Agak remah (rather friable) 

1-2,4D + 0,2BA 90,0 + 10,0 a 90,0 + 10,0 a 53,1 + 3,1 a Agak kompak (rather compact) 

1-2,4D + 0,3BA 90,0 + 10,0 a 90,0 + 10,0 a 60,9 + 1,6 a Agak kompak (rather compact) 

2-2,4D + 0BA 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a 52,5 + 5,0 a Remah (friable) 

2-2,4D + 0,1BA 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a 50,7 + 4,3 a Remah (friable) 

2-2,4D + 0,2BA 100,0 + 0,0 a 100,0 + 0,0 a 43,9 + 1,1 a Kompak (compact) 

2-2,4D + 0,3BA 85,7 + 14,3 a 50,0 + 50,0 a 62,5 a Kompak (compact) 

Keterangan (Notes) : Nilai rata-rata + SE; nilai diikuti huruf yang sama pada kolom dan grup yang sama tidak berbeda nyata menurut 

uji lanjut DMRT (=0.05); (-) = tidak terbentuk kalus (Values are mean + SE; means in the same column in the 

same group followed by the same letters are not significantly different at =0.05,  determined by DMRT; (-) = 
no callus). 

Tabel 2. Pengaruh kombinasi jenis dan konsentrasi auksin -auksin dan auksin-sitokinin terhadap induksi 
dan tipe kalus pada potongan daun dan ruas batang A. malaccensis (The effects of the types and 
concentrations of auxin-auxin and auxin-cytokinin on induction and types of callus in A. malaccensis 
leaves and internodes explant) (lanjutan/ continued)  
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Dari segi tipe kalus, perlakuan 2,4-D dan BA 

baik pada eksplan potongan daun dan ruas batang 

dapat membentuk struktur kalus yang bersifat remah 

dengan warna kuning atau kuning muda. Kalus pada 

potongan daun muncul di pinggir maupun pada 

permukaan daun. Pada kombinasi perlakuan NAA 

dan 2,4-D serta NAA dan BA, kalus yang terbentuk 

bersifat kompak dan mengapas, sedangkan pada 

kombinasi perlakuan IBA dan BA sebagian besar 

membentuk kalus kompak, ada pula yang mengapas. 

Kalus yang bersifat remah baik dari eksplan 

potongan daun ataupun ruas batang dipilih untuk 

disubkultur setiap satu bulan di medium MS dengan 

penambahan 1 mg/L 2,4-D.  

 

Inisiasi dan Pemeliharaan Biak Suspensi Sel A. 

malaccensis 

Kultur suspensi sel gaharu dibuat dari kalus 

remah yang tumbuh dari eksplan potongan daun. 

Kalus gaharu yang dipindahkan ke medium cair 

berangsur-angsur akan membentuk agregat yang 

semakin besar ukurannya (Gambar 2A). Pengocokan 

yang terus-menerus menyebabkan terbentuknya sel-

sel yang lepas-lepas, sehingga membentuk 

sekumpulan sel yang halus jika dilihat secara 

langsung maupun di bawah mikroskop (Gambar 2B 

dan 2C). Pada perlakuan 2,4-D pertumbuhan 

suspensi gaharu membentuk kurva sigmoid pada 

semua konsentrasi, kecuali 5 mg/L (Gambar 3A). 

Sementara itu, penambahan Picloram pada medium 

memberikan respon pertumbuhan kalus berupa kurva 

sigmoid juga, tetapi volume selnya lebih rendah dan 

masa kulturnya lebih pendek (5 minggu) dibanding 

perlakuan 2,4-D yang berumur 6 minggu (Gambar 

3B). Pertumbuhan sel maksimum pada perlakuan 2,4

-D diperoleh pada konsentrasi 1 mg/L dengan 

volume sel 7 mL pada minggu kelima (Gambar 3C), 

sedangkan pada perlakuan Picloram respon 

maksimum volume selnya tidak berbeda nyata pada 

semua konsentrasi (Gambar 3D). Suspensi sel terbaik 

dengan kumpulan sel yang halus yaitu pada 0,5 dan 1 

mg/L 2,4-D dipilih dan disubkultur ke medium MS 

dengan penambahan 1 mg/L 2,4-D pada saat 

pertumbuhan sel mencapai fase linear (umur 2–3 

minggu). 

 

PEMBAHASAN 

Kalus gaharu dapat diinisiasi dari potongan 

daun ataupun ruas batang planlet in vitro A. 

malaccensis yang diberi perlakuan auksin tunggal 

maupun kombinasi auksin-auksin atau auksin-

sitokinin. Gaharu memiliki kemampuan proliferasi 

kalus yang baik, karena berdasarkan semua 

perlakuan auksin dan sitokinin yang dicoba, 

potongan daun dan ruas batang umumnya memiliki 

daya hidup >80% dengan tingkat pembentukan kalus 

>50% (Tabel 1 dan 2). Kalus dari eksplan potongan 

daun dan ruas batang, keduanya dapat digunakan 

untuk menginduksi kalus dengan persentase yang 

tinggi dengan tipe remah. Perlakuan auksin Picloram 

Gambar 2. Morfologi kalus gaharu dalam medium cair MS dengan penambahan 1 mg/L 2,4-D. (A)   
Kalus yang membentuk gumpalan berdiameter sekitar 2–5 mm; (B) Kalus sudah mulai 
membentuk kumpulan sel yang halus, dan (C) Agregat suspensi sel (perbesaran 10x10). 
[Morphology of gaharu callus in a liquid MS medium  supplemented with 1 mg/L 2,4-D. (A) 
The aggregate of callus about 2–5 mm diameter; (B) callus had established to a fine aggregate; 
and (C) cell suspension aggregates (10x10  magnification)]. 
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dan IAA, tidak direkomendasikan untuk 

menginduksi kalus gaharu karena daya hidupnya 

cukup rendah (<50%). Dari semua ZPT yang 

digunakan, pemberian IBA tunggal sangat efektif 

dalam menginduksi kalus dari segi persentase kalus 

maupun penutupan kalus, sedangkan 2,4-D lebih 

baik dalam menginduksi kalus remah meskipun 

persentase kalus dan penutupan kalusnya lebih 

rendah daripada IBA. Penambahan BA dalam 

konsentrasi rendah (0,1–0,3 mg/L) pada media yang 

mengandung 12 mg/L 2,4-D lebih efektif memicu 

terbentuknya kalus dari segi persentase maupun 

keremahan kalus.   

Data pada Tabel 1 dan 2 menunjukkan bahwa 

setiap ZPT memiliki pengaruh yang berbeda 

terhadap pembentukan kalus. Tiap jenis auksin 

maupun sitokinin terikat pada reseptor yang berbeda-

beda supaya terjadi perubahan metabolik yang 

mengarah pada penguatan sinyal sehingga 

menyebabkan respon pertumbuhan dan 

perkembangan. IAA dan IBA merupakan auksin 

alami yang disintesis oleh tumbuhan, efektif untuk 

inisiasi akar adventif, tetapi tidak terlalu efektif 

untuk pembentukan kalus, sedangkan 2,4-D yang 

merupakan auksin sintetik yang berfungsi 

sebaliknya, memiliki pengaruh kuat dalam 

membentuk kalus (George, 1993). Penggunaan 

kombinasi auksin dan sitokinin sangat penting dalam 

pembentukan kalus gaharu, dimana adanya sitokinin 

dengan konsentrasi yang lebih tinggi dapat memicu 

pembelahan sel (Ito et al., 2005; Qi et al., 2005; 

Saikia et al., 2012; Daud, 2013; Khairunisa, 2013; 

Zalikha, 2013; Jayaraman et al., 2014). Kombinasi 

yang terbaik untuk menginduksi kalus A. crassna 

diperoleh pada medium MS dengan penambahan  

10-6 M 2,4-D dan 10-6M BA (Okudera and Ito, 2009), 

sedangkan kombinasi 2 mg/L 2,4-D dan 0,1 mg/L 

kinetin dapat menginduksi kalus dari daun A. 

malaccensis hingga 70-73% dengan biomassa yang 

tinggi dan tumbuh cepat (Saikia et al., 2013). 

Khairunisa (2013) dan Zalikha (2013) melaporkan 

bahwa kalus dari eksplan lamina A. beccariana Van 

Gambar 3. Kurva pertumbuhan suspensi sel gaharu. (A) perlakuan 2,4-D; (B) perlakuan Picloram; (C) 
volume sel maksimum dari perlakuan 2,4-D (minggu ke-5); dan (D) volume sel maksimum dari 
perlakuan Picloram (minggu ke-4). Nilai rata-rata + SE; ulangan = 3–4. [The growth curve of 
gaharu suspension cell. (A) treatment of 2,4-D; (B) treatment of Picloram; (C) the maximum cell 
volume of 2,4-D treatment (week 5); and (D) the maximum cell volume of Picloram treatment 
(week 4). Values are mean + SE; r = 3–4]. 
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Teigh dan daun A. malaccensis dapat diinduksi dari 

medium MS ditambah 2 mg/L 2,4-D dan 0,5 mg/L 

BAP, sedangkan Jayaraman et al. (2014) 

memperoleh kalus remah dari eksplan daun yang 

berasal dari persemaian dengan biomassa tertinggi 

(berat kering 93,3 mg) melalui kombinasi hormon 

1,1 μM NAA dan 2,2 μM BAP. 

Kalus remah yang diperoleh pada medium padat 

dapat langsung dipindahkan ke medium cair untuk 

mendapatkan suspensi sel. Perlakuan 2,4-D 

tampaknya memberikan hasil yang lebih baik 

dibanding Picloram dilihat dari segi pertambahan 

volume sel per minggu dan morfologi sel yang lebih 

halus (Gambar 2 dan 3). Konsentrasi 0,5 dan 1 mg/L 

2,4-D pada medium MS cair sama-sama memicu 

pembentukan agregat sel yang kecil-kecil, namun 

dari segi pertumbuhan sel, volume sel maksimum 

dicapai pada perlakuan 1 mg/L 2,4-D (Gambar 3A). 

Pemberian konsentrasi 2,4-D yang lebih tinggi 

sebesar 5 mg/L justru dapat menurunkan volume sel. 

Pada konsentrasi 1 mg/L 2,4-D, terjadi 

keseimbangan antara jumlah metabolit dalam sel dan 

medium sehingga terjadi pembelahan sel. Dalam 

sistem suspensi sel, terbentuknya sel-sel yang halus 

akibat tidak adanya ikatan antara satu dengan yang 

lain (lepas-lepas). Dinding sel tumbuhan memiliki 

lapisan perekat (lamela tengah) yang berfungsi untuk 

merekatkan antara satu sel dengan sel yang lain. 

Lamela tengah terdiri dari komponen hemiselulosa 

dan pektin. ZPT 2,4-D kemungkinan menyebabkan 

komponen pada lamela tengah tersebut menjadi 

rusak. Selain itu, 2,4-D yang bersifat asam 

menyebabkan dinding sel tumbuh dan meregang 

lebih cepat sehingga memacu pembentukan kalus 

gaharu menjadi remah. Pemberian jenis dan konsen-

trasi auksin yang tepat dapat menginduksi dan 

meningkatkan proliferasi kalus dengan sel-sel yang 

sehat sehingga pertambahan volumenya terjadi lebih 

cepat, namun kombinasi yang tepat dan konsentrasi 

yang optimal tersebut juga dipengaruhi beberapa 

faktor seperti genotipe tanaman, asal eksplan, galur 

dan sebagainya (Mathur dan Shekhawat, 2013). Pada 

kultur suspensi sel dari kalus asal jaringan akar in 

vitro A. sinensis (Lour) Gilg dapat diperoleh dari 

kombinasi 10,7 M NAA dan 2,2 M BA pada 

medium MS (Qi et al., 2005). 

Kurva pertumbuhan kultur kalus A. malaccensis 

pada perlakuan 1 mg/L 2,4-D membentuk kurva 

sigmoid (Gambar 3C). Pada minggu pertama sel-sel 

kalus mengalami pemulihan untuk persiapan fase 

pertumbuhan eksponensial dan linear di mana sel-sel 

mengalami pertambahan yang cepat dengan 

memanfaatkan nutrisi dan ZPT yang tersedia. Setelah 

melewati fase linear, nutrisi dalam medium akan 

semakin berkurang sedangkan kebutuhan nutrisi dan 

ruang sangat tinggi, akibatnya pertumbuhannya 

melambat dan terjadi kematian sel. Biak kalus yang 

ditanam pada medium cair akan mempercepat 

pertumbuhan selnya karena medium menjadi lebih 

homogen dan distribusi nutrisinya lebih merata. 

Selain itu, pengocokan medium membantu sel yang 

terbentuk menjadi remah dan lepas-lepas. Subkultur 

kalus gaharu dilakukan sebelum pertumbuhan sel 

mencapai maksimum yaitu minggu ke-2 sampai ke-3 

di medium MS dengan penambahan 1 mg/L 2,4-D. 

Penyaringan dengan diameter <1,5 mm pada saat 

subkultur membantu mendapatkan kultur dengan 

kumpulan sel yang halus dan homogen  

Metode yang optimal untuk mendapatkan kalus 

dengan persentase induksi kalus yang tinggi dan 

struktur yang remah sangat diperlukan untuk induksi 

senyawa seskuiterpena dari kultur suspensi sel 

gaharu di mana nantinya bermanfaat untuk 

mengatasi ketersediaan bahan tanaman yang terbatas 

oleh karena masalah penurunan populasi gaharu di 

alam, juga oleh keterbatasan lahan yang semakin 

banyak beralih fungsinya.  

 

KESIMPULAN 

Kalus A. malaccensis dapat diinduksi dari 

semua perlakuan auksin tunggal maupun kombinasi 

auksin-sitokinin dengan menggunakan potongan 

daun dan ruas batang sebagai eksplan. Kombinasi 

perlakuan 1–2 mg/L 2,4-D dan BA dalam selang 

konsentrasi rendah (0,1–0,3 mg/L) dapat 

menginduksi pembentukan kalus yang tinggi (>80%) 

dan cukup remah. Perlakuan 2,4-D lebih baik dalam 

menginduksi dan memelihara suspensi sel dibanding 

Picloram, dengan volume sel maksimum mencapai 7 

mL. Kultur suspensi dengan kumpulan sel yang 

halus dan homogen dapat dicapai melalui 

penggunaan 0,5–1 mg/L 2,4-D. 
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