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ABSTRAK

Pemantapan media regenerasi bawang putih lokal Indonesia penting dilakukan untuk
berbagai tujuan, termasuk pemuliaan tanaman dan perbanyakan skala besar. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui respon in vitro empat varietas bawang putih lokal (Geol, Lumbu
Hijau, Lumbu Kuning, dan Lumbu Putih) terhadap komposisi media induksi dan proliferasi kalus
dengan menggunakan akar sebagai eksplan. Komposisi media yang diujikan meliputi media
dasar MS yang mengandung pikloram (4 dan 6 mg L!), baik tanpa atau dengan penambahan
glutamin (100 mg L) dan kasein hidrolisat (3 g L'). Hasil penelitian menunjukkan respon induksi
dan proliferasi kalus embriogenik bersifat genotype dependent, sebab tidak terdapat interaksi
yang nyata antara faktor varietas dan formulasi media, namun faktor varietas berpengaruh
nyata terhadap variabel amatan. Waktu inisiasi kalus tercepat diperoleh dari Lumbu Putih, yaitu
kurang dari 2 minggu setelah kultur. Varietas Geol memiliki persentase pembentukan kalus dan
bobot segar kalus tertinggi, berturut-turut sebesar 59% dan 0,92 g. Terdapat tiga tipe kalus yang
terbentuk, yaitu (1) remah, mengkilap, putih bening, (2) remah, mengkilap, bening kekuningan,
dan (3) kompak, mengkilap, kekuningan-putih susu.

Kata kunci: Geol, Glutamin, Kasein hidrolisat, Lumbu Hijau, Lumbu Kuning, Lumbu Putih,
Pikloram

ABSTRACT

Establishing a regeneration media of Indonesian local garlic is necessary for several purposes,
including plant breeding and large-scale propagation. This study was aimed to evaluate media
formulation on callus induction and proliferation of four local garlic varieties (Geol, Lumbu Hijau,
Lumbu Kuning, and Lumbu Putih) using root cuttings as the explants. MS media supplemented
with different concentration of picloram (4 and 6 mg L) without and in combination with
glutamine (100 mg L) alone and casein hydrolysate (3 g L) were evaluated. The results showed
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that the responses of induction and proliferation of embryogenic callus were genotype-
dependent because there was no significant interaction between varieties and media
formulations. Still, the varieties had a significant interaction with the observed variables. The
fastest initiation time of callus induction was obtained from Lumbu Putih, less than 2 weeks after
culture. Geol showed the highest percentage of callus formation and fresh weight of callus, 59%
and 0,92 g respectively. There were three different types of the callus: (1) friable, glossy, clear
white, (2) friable, glossy, transparent yellow, and (3) semi compact, glossy, yellowish to milky

white.

Key words: casein hydrolisate, Geol, glutamine, Lumbu Hijau, Lumbu Kuning, Lumbu Putih,

picloram

PENDAHULUAN

Bawang putih (Allium sativum L.,
2n=2x=16) merupakan salah satu tanaman
subsektor hortikultura yang banyak
digunakan sebagai bumbu masakan,
pengobatan tradisional, hingga keperluan
berbagai sektor industri (Ezeorba et al.,
2022). Di Indonesia, bawang putih dijadikan
bumbu pada berbagai penganan dan
masakan. Bawang putih lokal memiliki
keunggulan dari sisi cita rasa, aroma,
tekstur daging siung, dan kandungan
metabolit sekunder yang tinggi, namun
memiliki kekurangan pada ukuran siung
yang kecil dan sulit dikupas. Hal ini
menyebabkan  preferensi  masyarakat
tertuju pada bawang putih impor, selain
mudah didapatkan, harga lebih murah,
ukuran siung lebih besar, warna umbi lebih
cerah, dan mudah dikupas (Pusdatin, 2020;
Safitri, 2021).

Bawang putih mengandung berbagai
senyawa bioaktif, seperti allicin, alliin,
ajoene, dan lainnya yang yang berfungsi
sebagai antioksidan, antiinflamasi,

antibakteri, antijamur, antikanker,
antidiabetes, antiobesitas, perlindungan
kardiovaskular, perlindungan sistem
pencernaan, perlindungan syaraf, dan
banyak fungsi lainnya (Shang et al., 2019),

namun potensi metabolit sekunder yang

tinggi pada bawang putih lokal belum
termanfaatkan secara optimal.

Konsumsi masyarakat lokal terhadap
bawang putih terus meningkat rata-rata
6,4% per tahun (Pusdatin, 2020).
Peningkatan konsumsi tidak berbanding
lurus dengan produksi nasional, sehingga
Indonesia  harus  mengimpor  91,7%
kebutuhan bawang putih dari luar (BPS,
2022).

Secara biologi, tanaman bawang putih
lokal diperbanyak secara vegetatif dengan
umbi dan bulbil (umbi tunas) vyang
didapatkan dari hasil panen sebelumnya.
Namun, perbanyakan bawang putih
menggunakan umbi kurang efektif karena
umbi adalah produk yang dikonsumsi dan
penggunaan umbi sebagai benih akan
membutuhkan jumlah yang sangat tinggi
untuk per hektar lahan. Bawang putih di
mancanegara, beberapa varietas dapat
diperbanyak melalui biji yang dihasilkan dari
bunga. Namun demikian secara fisiologis
pada kebanyakan varietas bawang putih,
proses pembungaan akan menghasilkan
bulbil, yaitu berupa umbi berukuran kecil
yang menyerupai siung terletak di antara
umbi dan batang semu. Bulbil dan bunga
bersaing dalam mendapatkan nutrisi yang
dapat menyebabkan biji menjadi steril atau
bahkan menghambat proses pembungaan
(Kamenetsky & Rabinowitch, 2016; Parrefio
et al., 2023). Selain itu, varietas impor tidak



mampu berkembang dengan optimal
karena perbedaan kondisi iklim, cuaca, dan
tanah di Indonesia.

Pemuliaan dan perbanyakan bawang
putih secara alami atau konvensional
menjadi kurang efektif, selain itu, tanaman
yang diperbanyak secara vegetatif lebih
rentan terhadap serangan mikroorganisme
khususnya serangan virus (Krishna et al.,
2022), sehingga
nonkonvensional untuk

diperlukan upaya
mendukung
peningkatan kualitas dan kuantitas bawang
putih lokal melalui pemuliaan tanaman.
Upaya pemuliaan tanaman
nonkonvensional (bioteknologi) bawang
putih sudah dilakukan Robledo-Paz &
Tovar-Soto (2012), misalnya melalui mutasi
dengan mutagen kimia untuk melakukan
penggandaan kromosom yang berimplikasi
pada produktivitas metabolit sekunder
allicin (Wen et al., 2022), dan mutagen fisik
dengan radiasi sinar gamma untuk
meningkatkan masa simpan bawang putih
pascapanen (Sharma et al., 2020).

Upaya pemuliaan tanaman
nonkonvensional lainnya adalah metode
kultur in vitro atau kultur jaringan
(Wattimena et al., 2011). Metode kultur
jaringan memerlukan penyesuaian dalam
penggunaan eksplan, zat pengatur tumbuh,
dan komposisi media yang tepat
bergantung pada komoditas tanaman yang
digunakan. Banyak studi yang dilakukan
untuk meneliti komposisi media yang
optimal untuk menghasilkan tanaman
bawang putih yang terbaik (Robledo-Paz &
Tovar-Soto, 2012). Penelitian ini bertujuan
untuk menginduksi dan memproliferasi
kalus embriogenik sebagai salah satu
tahapan dalam proses kultur jaringan pada
teknik  embriogenesis somatik.  Kalus
embriogenik dapat digunakan sebagai
bahan regenerasi, isolasi protoplas dan
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sebagai inokulum untuk inisiasi kultur
suspensi, yang dapat berfungsi sebagai
bahan perbanyakan tanaman, menyisipkan
materi genetik hingga manipulasi genetik
genom tanaman, selain itu, kalus
embriogenik dapat terus tersedia dalam
kondisi in vitro melalui subkultur (Bhatia,
2015).

Salah satu tantangan dalam kultur in
vitro pada Allium spp. adalah kalus sulit
diinduksi, kecenderungan perbanyakan
kalus yang lambat, dan pemeliharaan kalus
yang tricky, sehingga ~membutuhkan
beragam bahan dalam proses kultur in vitro
dengan biaya yang cukup tinggi (Farhadi et
al., 2017). Penelitian ini ingin menguji
penggunaan enam jenis komposisi media
dalam menginduksi sekaligus
memproliferasi kalus embriogenik pada
empat varietas bawang putih lokal (Geol,
Lumbu Hijau, Lumbu Kuning, dan Lumbu
Putih) pada media MS vyang diketahui
memiliki kandungan natrium dan fosfor
yang lebih tinggi dibanding media yang lain
dan memiliki kemampuan media MS untuk
meregenerasi tanaman dari jaringan dan
kalus (Murashige & Skoog, 1962), melalui
penambahan beberapa bahan berupa
pikloram, kasein hidrolisat, dan glutamin.
4-amino-2,5,6-
trichloropicolinic acid adalah zat pengatur

Pikloram atau

tumbuh (ZPT) golongan auksin, vyang
memiliki fungsi dalam pembentukan dan
pertumbuhan kalus, sedangkan kasein
hidrolisat termasuk suplemen organik
kompleks yang terdiri dari 18 asam amino,
vitamin, kalsium, fosfat, dan beberapa
elemen mikro vyang terbukti dapat
membantu pembentukan kalus. Glutamin
juga digunakan sebagai suplemen organik
dari golongan asam amino yang umum
ditambahkan dalam media sebagai sumber

nitrogen yang berperan dalam



pertumbuhan sel (Bhatia, 2015). Dalam
penelitian ini, media MS dengan beberapa
taraf konsentrasi pikloram, tanpa dan
dengan penambahan glutamin serta kasein
hidrolisat diformulasikan menjadi enam
jenis komposisi media untuk menginduksi
dan memproliferasi kalus embriogenik.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan dari bulan
Oktober 2021 hingga Desember 2022 di
Laboratorium Biologi Sel dan Jaringan, Balai
Besar Penelitian dan Pengembangan
Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik
Pertanian (BB Biogen) yang saat ini telah
bertransformasi menjadi Balai Besar
Pengujian Standar Instrumen Bioteknologi
dan Sumber Daya Genetik Pertanian (BB PSI
Biogen). Materi tanaman yang digunakan
adalah 4 varietas bawang putih lokal, yaitu
Geol, Lumbu Hijau, Lumbu Kuning, dan
Lumbu Putih yang berasal dari penangkar
benih bawang putih di Kabupaten
Temanggung, Jawa Tengah. Tahapan
penelitian terdiri dari sterilisasi siung,
induksi akar, induksi kalus embriogenik dari
eksplan akar bawang putih, vyang
dilanjutkan dengan proliferasi  kalus
embriogenik.

Sterilisasi Siung dan Induksi Akar

Siung bawang putih dibersihkan dan
dikupas kulitnya hingga disisakan 2-3 helai.
Selanjutnya, siung dicuci dengan deterjen
dan didesinfeksi dengan benomyl dan
streptomycin masing-masing sekitar 1 g L.
Sterilisasi permukaan jaringan tanaman
dilakukan menggunakan alkohol 70%
selama 15 menit, natrium hipoklorit
(NaOCl) 1,05% dan 1,57% selama 15 menit.
Setelah itu, siung dicuci dengan akuades
steril sebanyak 3 tiga kali masing-masing
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selama 5 menit. Siung ditanam pada media
MS (Murashige & Skoog, 1962). Inkubasi
dilakukan di ruang kultur pada suhu 25+2 °C
dengan  fotoperiodisitas 16/8  jam
(terang/gelap) dan intensitas cahaya £1000
lux. Setelah 45 hari masa inkubasi, akar
dipanen dan digunakan sebagai eksplan.
Pengambilan akar dilakukan dalam laminar
air flow cabinet (LAF). Akar dipotong secara
melintang menjadi 2-3 bagian (dengan
panjang sekitar 2 cm) dan diletakkan pada
cawan petri yang dibasahi dengan akuades
steril sebelum penanaman pada media
perlakuan. Eksplan potongan akar tersebut
ditanam pada media induksi dan proliferasi
kalus embriogenik.

Induksi dan Proliferasi Kalus Embriogenik

Induksi dan proliferasi kalus
embriogenik  dilakukan  menggunakan
media MS (Murashige & Skoog, 1962)
dengan penambahan ZPT golongan auksin
berupa pikloram, baik dengan atau tanpa
penambahan asam amino glutamin, dan
senyawa organik kompleks kasein hidrolisat.
Taraf pikloram yang diujikan adalah 4 dan 6
mg L?, taraf glutamin adalah 100 mg L7,
sedangkan konsentrasi kasein hidrolisat
sebesar 3 g L! sehingga terdapat 6
komposisi media yang diujikan (Tabel 1).
Media disiapkan dalam botol 150 mL
dengan volume media sebanyak 25 mL.
Sterilisasi media dilakukan menggunakan
otoklaf dengan suhu 121 °C selama 15
menit. Penanaman eksplan dilakukan
dengan memasukkan 5 potongan akar ke
dalam setiap botol kultur. Eksplan
diinkubasi di ruang kultur pada suhu 25 %
2 °C dalam kondisi gelap selama 2 minggu
setelah kultur (MSK). Untuk proliferasi kalus
embriogenik maka dilakukan subkultur
pada media yang sama dengan media
induksi  kalus embriogenik. Inkubasi



dilakukan pada kondisi yang sama dengan
tahapan induksi kalus embriogenik dengan
masa inkubasi hingga 8 MSK.

Pengamatan Percobaan

Pengamatan dilakukan setiap pekan
pada eksplan yang dikulturkan, apakah
terdapat kontaminasi, pencokelatan atau
browning, dan respon pembentukan kalus.
Observasi juga dilakukan terhadap waktu
inisiasi kalus (saat pertama kali kalus
muncul) dan jumlah eksplan yang
membentuk kalus untuk memperoleh data
persentase pembentukan kalus vyang
diperoleh dengan cara membagi jumlah
eksplan yang membentuk kalus terhadap
jumlah eksplan yang diuji dan hasilnya
dikalikan dengan 100%. Observasi juga
dilakukan melalui pengukuran diameter
kalus terpanjang dan terpendek serta
pengukuran tinggi kalus. Diameter kalus
diukur dari luar botol kultur menggunakan
mistar, satu clump kalus diukur diameter
dari sisi terpanjang dan terpendek. Rerata
diameter  kalus diperoleh dengan
menjumlahkan diameter terpanjang dan
terpendek lalu hasilnya dibagi dua. Tinggi
kalus diukur dari permukaan media dari luar
botol kultur. Variabel lainnya yang diamati
adalah bobot segar kalus, dengan cara
mengeluarkan kalus dari botol kultur
kemudian diletakkan diatas timbangan
analitik. Pengukuran diameter kalus, tinggi
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kalus serta bobot segar kalus dilakukan
pada akhir observasi , yaitu pada 8 minggu
setelah kultur (MSK). Selain variabel
kuantitatif, observasi juga dilakukan secara
kualitatif terhadap tipe kalus vyang
terbentuk, yaitu dengan skor 1 (remah,
mengkilap, putih bening), skor 2 (remah,
mengkilap, putih kekuningan), dan skor 3
(semi kompak, mengkilap, kekuningan-
putih susu).

Rancangan Percobaan dan Analisis Data

Percobaan disusun secara faktorial
dalam lingkungan Rancangan Kelompok
Lengkap Teracak yang terdiri dari dua faktor
percobaan, yaitu varietas (A) dan komposisi
media (B). Varietas terdiri atas 4 taraf, yaitu:
Geol, Lumbu Hijau, Lumbu Kuning, dan
Lumbu Putih, sedangkan formulasi media
terdiri atas 6 komposisi media seperti yang
tertera pada Tabel 1. Dengan demikian
jumlah perlakuan yang diujikan adalah 24
kombinasi dengan 3 ulangan, sehingga
terdapat 72 unit percobaan. Analisis
statistik dilakukan dengan menggunakan
analisis ragam (Anova), jika tidak terdapat
interaksi yang nyata antar faktor yang diuji
maka dilanjutkan dengan uji Tukey atas
faktor-faktor tunggal yang secara Anova
berbeda nyata. Analisis menggunakan
software PKBT-STAT 3.1, IBM SPSS Statistics
25, dan MS Excel 2019.

Tabel 1. Komposisi media perlakuan induksi dan proliferasi kalus embriogenik eksplan akar

bawang putih lokal Indonesia

Kode media Komposisi media

P4 Pikloram 4 mg L!

P6 Pikloram 6 mg L

PAG Pikloram 4 mg L' + glutamin 100 mg L

P6G Pikloram 6 mg L™ + glutamin 100 mg L*

PAGCH Pikloram 4 mg L™ + glutamin 100 mg L™ + kasein hidrolisat 3 g L'

P6GCH Pikloram 6 mg L™ + glutamin 100 mg L™ + kasein hidrolisat 3 g L'




HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil sidik ragam dan respon genotipe
bawang putih lokal pada peubah
pengamatan kalus

Perlakuan enam komposisi media serta
interaksi media dan genotipe tidak
berinteraksi nyata terhadap presentase
eksplan membentuk kalus, bobot segar
kalus, dan waktu inisiasi kalus, namun
seluruh genotipe atau varietas bawang
putih lokal berinteraksi nyata terhadap
peubah yang diamati berdasarkan hasil
analisis ragam dengan uji Tukey (Tabel 2).
Seluruh eksplan akar in vitro setelah
ditanam pada media vyang diujikan
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menunjukkan kemampuan pembentukan
kalus yang berbeda-beda. Tidak seluruh
eksplan membentuk kalus, namun kalus
dapat ditemukan pada setiap media dan
genotipe perlakuan.

Interaksi yang nyata pada genotipe serta
interaksi tidak nyata pada media dan
interaksi media dan genotipe terhadap
seluruh peubah, hal ini dapat terjadi karena
perbedaan potensi pembentukan kalus dari
eksplan, komposisi fitokimia eksplan, serta
konsentrasi atau kombinasi ZPT endogen
yang dimiliki setiap varietas berinteraksi
dengan media, sehingga respon yang
muncul beragam dari genotipe vyang
berbeda-beda (Ahmad et al., 2021).

Tabel 2. Ringkasan hasil uji F dan nilai signifikansi pada analisis ragam

Variabel
Faktor db eksprlzs;wegziilus Bobot segar Waktu inisiasi
P kalus (g) kalus (MSK)
(%)
Media 5 0,289 0,126%" 0,180%"
Genotipe 3 0,000™ 0,000™ 0,001
Media*Genotipe 15 0,830 0,282 0,405

keterangan: ** = sangat nyata pada tingkat a 1%; tn = tidak nyata pada tingkat a 5%; MSK = minggu

setelah kultur

Beberapa gen terlibat dalam
pembentukan kalus yang dipicu oleh
suplementasi auksin. Jalur pertama,
ekspresi dari beberapa gen ARF (auxin
response factor) akan memicu ekspresi
beberapa gen LBD (/ateral organ boundary
domain). Jalur kedua, dengan merepresi
inhibitor CDK (cyclin dependent kinase).
Melalui kedua jalur tersebut dengan
mekanismenya masing-masing akan
memicu pembentukan kalus (Bhatia, 2015).

Pembentukan kalus terlihat setelah 7
hari aplikasi perlakuan media.
Pembentukan kalus tersebut terjadi pada

eksplan ujung akar yang dapat diamati

berupa kemunculan massa sel lunak, tidak
memiliki struktur yang jelas, dan berwarna
putih hingga kuning transparan. Setiap
minggu terdapat eksplan baru vyang
membentuk kalus dan kalus yang sudah
terbentuk menunjukkan perbesaran dan
perbanyakan kalus.

Perlakuan empat genotipe bawang putih
lokal seluruhnya berpengaruh terhadap
presentase eksplan membentuk kalus,
bobot segar kalus, dan waktu inisiasi kalus
dengan kemampuan yang berbeda-beda
yang ditunjukkan pada Tabel 3. Presentase
pembentukan  kalus = menggambarkan
respon organ akar bawang putih yang



mampu  berdediferensiasi membentuk
kalus yang bermanfaat untuk perbanyakan
tanaman secara in vitro. Satu botol kultur
berisi 5 eksplan akar, pada genotipe Geol
terdapat satu botol yang mampu
menghasilkan kalus pada kelima akar yang
dikulturkan, sedangkan pada genotipe
Lumbu Hijau dan Lumbu Kuning kalogenesis
paling tinggi terbentuk pada 2 dari 5 akar.
Dua genotipe yang diujikan pada media
induksi dan  proliferasi menunjukkan
presentase kalogenesis yang lebih tinggi

pada genotipe Lumbu Putih dan Geol
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sebesar + 40-60% dibandingkan genotipe
Lumbu Hijau dan Lumbu Kuning yang
memiliki persentase kalogenesis 20-30%
(Tabel 3). Bobot segar kalus setelah 8 MSK
berkisar antara 0,01-1,97 g, genotipe Geol
dan Lumbu Putih menunjukkan rataan
bobot segar kalus yang lebih berat (0,61-
0,92 g) dibandingkan genotipe Lumbu
Kuning dan Lumbu Hijau (0,18-0,40 g). Kalus
dari empat genotipe bawang putih lokal
dapat di induksi kurang dari 2 MSK hingga <
5 MSK.

Tabel 3. Hasil uji F dan rataan varietas pada variabel pengamatan kalus

Variabel
Varietas Persentase pembentukan Bobot segar kalus Waktu inisiasi kalus
kalus (%) pada 8 MSK (g) (MSK)
Lumbu Putih 38,89 ° 0,612° 1,89°
Geol 58,89 ° 0,92° 3,94°
Lumbu Hijau 20,00 ¢ 0,40 "¢ 4,72°
Lumbu Kuning 30,00 b¢ 0,18°¢ 3,61°

Keterangan: angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata berdasarkan
uji HSD taraf 5%; g = gram; MSK = minggu setelah kultur

Varietas Lumbu Hijau dan Lumbu Kuning
keduanya memiliki bau dan aroma yang
lebih  kuat dibanding Lumbu Putih
(Abiyyuddin, 2024), bawang putih dengan
bau dan aroma yang kuat diduga memiliki
kandungan metabolit sekunder yang lebih
tinggi, sehingga dapat menghalangi
pembentukan kalus, beberapa media kultur
tanaman dengan metabolit sekunder yang
tinggi menambahkan arang aktif yang
mampu mengurangi efek toksisitas dari
metabolit sekunder (Thomas, 2008). Kalus
Lumbu Putih juga berhasil diinduksi hingga
menghasilkan tunas adventif pada media
dengan suplementasi 2,4-D, kinetin, serta
penambahan arginin, dan air kelapa (Wiendi
et al.,, 1996). Pada varietas lokal lainnya,
yaitu Tawangmangu Baru, kalus berhasil

diinduksi hingga mencapai tahap
embriogenesis somatik pada media dengan
suplementasi pikloram 1,25 ppm dan kasein
hidrolisat 100 mg (Handini, 2023).

Pengaruh interaksi media (MS +
pikloram) dengan genotipe Geol dan Lumbu
Putih  menunjukkan perbedaan yang
signifikan, menurut Farhadi et al. (2017)
pengaruh signifikan antara media dan
genotipe pada pembentukan kalus dan
regenerasi A. sativum sering terjadi pada
penggunaan Genotype-

dependent pada A. ascalonicum juga terjadi

eksplan  akar.

pada penelitian induksi kalus, regenerasi,
dan perbanyakan tunas dengan eksplan
ujung akar. Perbedaan yang signifikan pada
kalogenesis, bobot kalus, dan waktu inisiasi
pada berbagai genotipe bawang putih lokal



menunjukkan bahwa pemilihan genotipe

dan eksplan  berpengaruh  terhadap

kesuksesan kultur in vitro.

Respon media kultur pada peubah
pengamatan kalus bawang putih lokal

Hasil analisis dari penelitian ini
menunjukkan tidak ada perbedaan yang
nyata pada jenis formulasi media terhadap
peubah pengamatan kalus seperti yang
disajikan pada Tabel 4. Terlihat bahwa
peningkatan konsentrasi pikloram maupun
pengayaan glutamin serta kasein hidrolisat
tidak berpengaruh terhadap presentase
pembentukan kalus, bobot segar kalus, dan
waktu inisiasi kalus (Tabel 4). Walaupun
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berdasarkan media  tidak  terdapat
perbedaan yang nyata, media P6 (pikloram 6
mg L) menunjukkan nilai tertinggi pada
presentase pembentukan kalus (43%),
sedangkan media P4G (pikloram 4 mg L' +
glutamin 100 mg L) menunjukkan bobot
segar paling tinggi (0,74) dan waktu inisiasi
kalus paling singkat (kurang dari 3 MSK).
Terdapat perbedaan hasil pada data yang
dianalisis dengan uji Tukey dan Duncan,
waktu inisiasi kalus pada media P4G
(pikloram 4 mg L + glutamin 100 mg L%)
memiliki notasi berbeda yang menunjukkan
waktu inisiasi paling singkat dibandingkan
jenis media lainnya.

Tabel 4. Hasil uji F dan rataan genotipe pada variabel pengamatan kalus

Peubah
Jenis Media Persentase Bobot segar Waktu inisiasi Waktu inisiasi
pembentukan kalus (g) kalus (MSK) kalus (MSK)*
kalus (%)
P4 36,67 0,37 3,83 3,83¢
P6 43,33 0,58 4,17 4,17%
PAG 38,33 0,74 2,58 2,582
P6G 41,67 0,73 3,58 3,582
P4GCH 35,00 0,42 3,75 3,75%
P6GCH 26,67 0,33 3,33 3,33%

Keterangan: angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata
berdasarkan uji HSD taraf 5%; *angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama tidak
berbeda nyata berdasarkan uji DMRT taraf 5%; MSK = Minggu Setelah Kultur; P4 = Pikloram 4 mg L%,
P6 = Pikloram 6 mg L'; P4G = Pikloram 4 mg L + glutamin 100 mg L'; P6G = Pikloram 6 mg L' + glutamin
100 mg L'}; PAGCH = Pikloram 4 mg L' + glutamin 100 mg L™ + kasein hidrolisat 3 g L'Y; P6GCH = Pikloram
6 mg L + glutamin 100 mg L™ + kasein hidrolisat 3 g L™

Satu pekan setelah ekspan dikultur kalus
mulai terlihat pada genotipe Lumbu Putih,
Lumbu Kuning, dan Geol, sedangkan kalus
Lumbu Hijau mulai terlihat setelah 2 MSK.
Bentuk kalus pertama kali muncul serta
bentuk kalus dari masing-masing varietas
dapat dilihat pada Gambar 1 dan Gambar 2.
Masing-masing  genotipe = membentuk
Inisiasi dan proliferasi (perbanyakan) kalus

dipengaruhi oleh beberapa hal, di

antaranya: a) sumber jaringan, b) jenis
tanaman, c) usia tanaman, dan d) kondisi
pertumbuhan termasuk kondisi media dan
lingkungan inkubasinya (Bhatia, 2015). Jika
ditilik dari poin-poin pada paragraf
sebelumnya, maka beberapa hal berikut
dapat dijabarkan:
e Sumber jaringan yang digunakan pada
penelitian ini adalah bagian ujung akar
yang dipotong menjadi beberapa bagian.



Ujung akar merupakan organ

meristematik yang memiliki kemampuan

untuk membentuk sel-sel baru vyang

mendukung pertumbuhan dan
pembentukan jaringan (Stahl & Simon,
2010).

e Jenis tanaman, kalus lebih mudah
diinduksi pada tanaman dikotil

dibandingkan tanaman monokotil, dan

pada tanaman berkayu umumnya
pertumbuhan kalus lebih lambat (Bhatia,
2015). Bawang putih tergolong tanaman
dikotil, namun begitu, kalus tetap dapat
tumbuh dengan kondisi media yang
mendukung.

e Usia tanaman, eksplan yang digunakan
adalah akar primer in vitro dari siung yang
sudah dipanen dari lapang yang umur
simpannya bisa saja berbeda-beda.
Selama jaringan tanaman yang diambil
merupakan bagian meristematik, maka
induksi kalus dapat dilakukan (Stahl &
Simon, 2010).

e Kondisi media dan lingkungan, induksi dan
proliferasi  kalus membutuhkan: a)
lingkungan aseptis, b) penyesuaian media
dasar, c) ZPT, dan d) tambahan zat lain
yang disesuaikan dengan kondisi dan
bahan kultur yang digunakan (Bhatia,
2015).

Berdasarkan poin-poin di atas, maka
yang  paling
dievaluasi adalah poin keempat, vyaitu

memungkinkan  untuk

kondisi media dan lingkungan. Pertama
lingkungan aseptis, penggunaan ujung akar
sebagai eksplan yang ditumbuhkan secara
in vitro memiliki kelebihan selain dari sisi
aseptis juga efisien untuk mendapatkan
jumlah eksplan yang lebih banyak dalam
waktu yang relatif bersamaan (Robledo-Paz
& Tovar-Soto, 2012). Kedua media dasar,
terdapat beberapa media dasar yang umum
digunakan, yaitu media MS, White's, B5,
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dan Nitsch’s dan beberapa media lainnya
(Bhatia, 2015).

Beberapa penelitian pada tanaman
genus Allium menggunakan media dasar
White’s untuk induksi embriogenesis
somatik pada Allium sativum (Sata et al.,,
2000), media B5 untuk induksi kalus dan
regenerasi tanaman pada Allium chinense
(Bah et al., 2012; Yan et al., 2009), dan
media BDS (Basal Dunstan Short) pada A.
sativum untuk induksi variasi somaklonal
(EI-Aref, 2002) serta induksi embriogenesis
somatik (Handini, 2023). Hal ketiga yang
perlu diperhatikan penggunaan ZPT.
Pikloram adalah ZPT dari golongan auksin
yang secara umum memiliki peran penting
dalam pertumbuhan dan perkembangan
dari tingkat sel hingga individu tanaman
(Morris et al. 2010). Penggunaan pikloram
dilaporkan mampu menginduksi kalus dan
banyak digunakan pada penelitian
perbanyakan in vitro tanaman bulbous
lainnya dalam famili Amaryllidaceae
(Chahal et al. 2023). Penggunaan pikloram
secara tunggal (1,25 ppm) mampu
menghasilkan 96% eksplan berkalus dan
93% diantaranya  merupakan  kalus
embriogenik (Handini, 2023). Penelitian
yang dilakukan oleh Takamori et al. (2015),
mengungkapkan bahwa penggunaan
pikloram pada konsentrasi rendah (2 mg L)
mampu menghasilkan kalus embriogenik
pada Urochloa sp., dan memiliki respon
lebih baik

dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) pada

daripada penggunaan

konsentrasi yang sama. Sedangkan
penggunaan pikloram konsentrasi tinggi (8
mg L?) kalus cenderung berubah menjadi
kecoklatan. Selain itu, penelitian Roostika et
al. (2012) menerangkan bahwa pikloram
mampu menginduksi embriogenesis
somatik pada tanaman nenas yang diawali

dengan polarisasi sel, pembelahan asimetris,



pembentukan proembrio sebagai jaringan
embriogenik dan jaringan embriogenik
remah, serta perkembangan embrio.

Performa kalus representatif pada enam
komposisi media dan empat genotipe
bawang putih lokal

Pada penelitian ini tidak terjadi
browning hingga akhir pekan ke-8 MSK
pada kalus, eksplan, dan media. Hal
tersebut diduga karena adanya asam amino
dalam media, dalam hal ini adalah glisin
yang terkandung dalam media dasar MS, L-
hidrolisat
(mengandung 18 asam amino) yang

glutamin, dan kasein

ditambahkan dalam media. Asam amino
tersebut mampu mencegah aktivitas enzim
polifenol oksidase sehingga tidak terjadi
reaksi oksidasi penyebab pencoklatan pada
kultur in vitro (Alagarsamy et al., 2018).
Tidak hanya dalam mencegah reaksi
browning, namun penambahan L-glutamin
dan kasein hidrolisat mampu
menghantarkan kalus hingga mencapai
tahap embriogenesis somatik. Pada
penelitian Khajuria et al. (2021) perlakuan

PR i
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kasein hidrolisat dan L-glutamin mampu
menghasilkan 30 embrio somatik per clump
kalus dan mampu mencapai kematangan
embrio hingga 55% pada media MS dengan
penambahan 20 g L kasein hidrolisat dan
50 mg L?! glutamin. Pada bawang putih
varietas Tawangmangu Baru, embrio
somatik  dapat dihasilkan dengan
penambahan kasein hidrolisat 100 mg
sebanyak 12% pada media BDS (Handini,
2023).

Kalus dengan rentang waktu yang
berbeda-beda, berikut berdasarkan urutan
dari waktu induksi kalus tersingkat hingga
terpanjang, Lumbu Putih (1-3 MSK), Lumbu
Kuning dan Geol (1-8 MSK), serta Lumbu
Hijau (2-8 MSK). Penelitian Farhadi et al.
(2017) menunjukkan persamaan pada hasil
penelitian ini, dimana penggunaan ZPT
auksin secara tunggal mampu menginisiasi
pembentukan kalus. Jika penelitian ini
menggunakan ZPT pikloram secara tunggal
pada A. sativum, maka penelitian Farhadi et
al. menggunakan ZPT 2,4-D pada A.
hirtifolium.

Gambar 1 Respon inisiasi kalus dari eksplan akar bawang putih: a) Lumbu Putih, b) Lumbu
Kuning, dan c) Lumbu Hijau

Tabel 5 menampilkan ukuran diameter
dan tinggi kalus representatif pada setiap
genotipe dan media vyang diujikan.
Diameter dan tinggi kalus menunjukkan
ukuran clump kalus yang berasal dari satu

eksplan potongan akar. Diameter dan tinggi
kalus berdasarkan faktor genotipe, nilai
diameter terbesar (14 mm) diperoleh dari
genotipe Geol dan yang terkecil (1 mm)
diperoleh dari genotipe Lumbu Kuning. Nilai
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tinggi kalus vyang terbesar (11 mm)
diperoleh dari genotipe Geol dan yang
terkecil (1 mm) diperoleh dari Lumbu
Kuning. Diameter dan tinggi kalus
berdasarkan faktor media, nilai diameter
terbesar (14 mm) diperoleh pada media P4,
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PAG, P6G dan P6GCH, sedangkan nilai
terkecil (1 mm) diperoleh pada media P6,
P6G, dan P4GCH. Nilai tinggi kalus yang
terbesar (11 mm) diperoleh dari media P4G
dan yang terkecil (1 mm) ditemukan pada
seluruh media kecuali P6GCH.

Tabel 5 Ukuran diameter dan tinggi pada kalus representatif

Rentang angka pengukuran kalus

Faktor Taraf
Diameter (mm) Tinggi (mm)
Genotipe G 13-14 7-11
LP 55-12,5 5-10
LH 9-11 6-8
LK 1-8,5 1-7
Media P4 1,5-14 1-8
P6 1-13,5 1-9
P4G 1,5-14 1-11
P6G 1-14 1-10
PAGCH 1-13 1-9
P6GCH 8,5-14 5-8

Keterangan: G = Geol; LP = Lumbu Putih; LH = Lumbu Hijau; LK = Lumbu Kuning; P4 = Pikloram 4 mg L-1; P6 =
Pikloram 6 mg L-1; P4G = Pikloram 4 mg L-1 + glutamin 100 mg L-1; P6G = Pikloram 6 mg L-1 + glutamin 100
mg L-1; PAGCH = Pikloram 4 mg L-1 + glutamin 100 mg L-1 + kasein hidrolisat 3 g L-1; P6GCH = Pikloram 6 mg
L-1 + glutamin 100 mg L-1 + kasein hidrolisat 3 g L-1

Pada penelitian Handini (2023), perbedaan yang nyata, namun ukuran kalus

penggunaan pikloram secara tunggal (1,25
ppm) berpengaruh nyata terhadap panjang
dan lebar kalus dibandingkan perlakuan
kinetin secara tunggal baik pada perlakuan
ruang gelap. Pada perlakuan ruang gelap
selama 4 MST kemudian terang 25 MST,
berbagai konsentrasi pikloram (0,25; 0,5;
0,75; 1; 1,25 ppm) tidak menunjukkan

tertinggi didapatkan pada pikloram 1 ppm.
Perlakuan gelap dan terang dapat
mempengaruhi kerja auksin yang bergerak
melawan arah datangnya cahaya dan dapat
terdegradasi dengan hadirnya cahaya
(fototropisme) dan melawan arah gravitasi
(gravitropisme) (Morris et al. 2010).
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mendefinisikan tekstur,
warna clump kalus pada setiap media dan
kalus.
dikelompokkan menjadi tiga tipe secara
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Gambar 2 Bentuk kalus yang dihasilkan pada genotipe a) Geol, b) Lumbu Putih, ¢) Lumbu
Hijau, dan d) Lumbu Kuning

Tabel 6 menunjukkan tipe kalus yang
permukaan, dan

Kalus vyang dihasilkan dapat

umum, 1) kalus remah, mengkilap, putih
bening; 2) kalus remah, mengkilap, bening
kekuningan; 3) kalus padat, mengkilap,
kekuningan hingga putih susu (Gambar 3).

Gambar 3 Tipe kalus yang terinisiasi dari eksplan akar bawang putih lokal: (a) kalus remah,
mengkilap, putih bening; (b) kalus remah, mengkilap, bening kekuningan; (c) kalus padat,
mengkilap, kekuningan hingga putih susu

Kalus yang diharapkan adalah kalus
embriogenik, yaitu yang memiliki tekstur
yang remah, tampak mengkilap, dan
berwarna putih bening hingga bening

kekuningan (Shimizu et al., 1997; Nie et
al., 2021). Kalus embriogenik berpotensi
menghasilkan embrio somatik yang
mampu beregenerasi menjadi tanaman

12



utuh, dan hal sebaliknya terjadi pada
kalus non embriogenik (Takamori et al.

2015).
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Tabel 6 Tipe kalus yang dihasilkan pada masing-masing genotipe dan media berdasarkan

Gambar 3
Genotipe Media
Keterangan
G LP LH LK P4 P6 PAG P6G PAGCH P6GCH
Tipe kalus a,b a,b b,c b a,b ab B a,b a,b a,b,c

1.

SIMPULAN

Hasil penelitian ini menunjukkan respon

induksi dan proliferasi kalus

embriogenik pada varietas

bawang putih lokal bersifat genotype

empat

dependent.

Varietas Lumbu Putih menunjukkan
respon induksi kalus yang paling singkat
(kurang dari 2 MSK), sedangkan varietas
Geol memiliki persentase pembentukan
bobot
dibandingkan genotipe lainnya.

kalus dan kalus tertinggi
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