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The red calliandra is a fuel wood crops that gave benefit for people. Recently, it Accepted 1 April 2024

is getting wide attention due to its important use as biofuel in industrial scale.
The massive propagation is needed to meet industrial needs. Beside the use of
conventional seedling production technique, the use of tissue culture for mass
propagation is one of the alternatives to address this problem. This research was
conducted to develop standard protocol for micropropagation of red calliandra
through tissue culture. Here, the first step for that purpose was reported. The MS
medium was used for basal media treatment. The seed source was stored for
eight months under 5°C. This research was carried out in two stages i.e. 1) seed
germination test and 2) shoot initiation and multiplication treatment. Each stage
was arranged in experimental method. The result showed that seed were pre-
treated with warm water (40°C) gave 62.5% germination under red light when
compared to control (37.5%, pre-treated with water at 25°C under white light)
three days after planting. Conversely, there is no striking differences of
germinated seed percentages between light treatment at 25°C. Furthermore, it
was found that addition of 2 mg/L BAP gave better result in shoot initiation and
number of shoots formed from nodal explants after four weeks in treatment
media. These results indicated that mass propagation of red calliandra can be
done through tissue culture where multiplication stage is one of the important
steps to produce multiple shoots only from single nodal explant.
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Pendahuluan

Kaliandra merah (Calliandra calothyrsus Meisn.) adalah tanaman perdu (semak
berbunga) yang termasuk kedalam keluarga kacang-kacangan (Leguminosae, Fabaceae).
Tumbuhan ini memiliki tinggi batang mencapai 4-6 m dan jika kondisi lingkungan mendukung
bisa tumbuh mencapai 12 m. Berdasarkan informasi dari literatur, tumbuhan ini berasal dari
Amerika Tengah, Meksiko, dan pertama kali diperkenalkan ke wilayah Indonesia pada masa
kolonial Belanda tahun 1930an. Kaliandra merah pertama kali ditanam di Indonesia dengan
tujuan untuk digunakan sebagai tanaman pelindung pada perkebunan kopi. Selain itu, kaliandra
merah dimanfaatkan juga sebagai sumber kayu bakar, reklamasi lahan, pupuk hijau, hijauan
ternak, pakan lebah dan untuk bubur kayu (Suliasih, 1985; Stewart et al., 2001). Saat ini,
kaliandra merah menjadi tren sebagai sumber biofuel terutama untuk industry, sehingga
penggiatan penanaman kaliandra merah oleh Masyarakat menjadi tinggi untuk memenubhi
kebutuhan industri. Kayu tumbuhan ini banyak digunakan sebagai sumber bahan baku energi
baru terbarukan (EBT) untuk pembangkit listrik dan kebutuhan industri lainnya. Kaliandra
merah digadangkan sebagai EBT biomassa yang ramah lingkungan (Ismail & Purwanto, 2014;
Lumakto, 2018).

Penyediaan bibit kaliandra untuk tujuan diatas sangat penting dilakukan agar
perwujudan kaliandra merah sebagai sumber EBT bisa tercapai. Anakan kaliandra merah
umumnya diproduksi melalui pembibitan dengan sumber bahan utama berupa biji yang bisa
ditemui sepanjang tahun terutama pada bulan Januari - April, puncak masa berbunga kaliandra
merah di Indonesia (Chamberlain, 2000; Stewart et al., 2001). Namun, akibat adanya perubahan
iklim yang drastis dan efek berkelanjutan dari pemanasan global, menyebabkan terjadinya
pergeseran dalam puncak pembungaan pada kaliandra merah sehingga untuk mendapatkan
benih pun terjadi kendala (Tun et al., 2021; Ismail et al., 2022). Salah satu upaya mengatasi
ketergantungan akan penyediaan benih melalui biji untuk pembibitan adalah melalui kultur
jaringan yang dikenal sebagai teknik propagasi in vitro (mikropropagasi). Teknik ini
merupakan cara yang lebih efektif dan efisien dalam memproduksi bibit untuk kepentingan
komersial secara lebih cepat dan seragam. Melalui teknik ini, eksplan, bagian tumbuhan yang
dimanfaatkan sebagai sumber perbanyakan, dapat dimanfaatkan dari biji yang berkecambah.
Bagian kecambah berupa hipokotil, kotiledon, nodus, pucuk dan daun dapat dmanfaatkan
dalam propagasi massal bibit yang seragam (Park, 2021).

Pada teknik kultur jaringan, media kultur berperan penting dalam penyediaan nutrisi
yang dibutuhkan oleh eksplan pada masa pertumbuhannya. Media umum yang dipakai untuk
perbanyakan tumbuhan secara in vitro adalah media dasar Murashige & Skoog (MS) yang kaya
akan nutrisi pendukung pertumbuhan eksplan (George & De Klerk, 2008). Selain itu, untuk
tujuan tertentu, misalnya untuk inisiasi dan multiplikasi tunas, perakaran tunas, atau
penginduksian kalus, penambahan zat pengatur tumbuh (ZPT) berperan penting dalam
penentuan arah pertumbuhan dan perkembangan eksplan yang dikultur (Kieber & Schaller,
2014). Pada tahap inisiasi dan multiplikasi tunas, keterlibatan ZPT golongan sitokinin sangat
penting dalam memacu inisiasi dan perbanyakan tunas pada eksplan yang ditanamkan secara in
vitro. Sitokinin yang umum dipakai dalam kultur jaringan adalah 6-benzilaminopurine (BAP).
Penambahan konsentrasi BAP pada media tanam disesuaikan dengan jenis tumbuhan dan tipe
organ yang dipakai, umumnya berkisar dibawah 10 mg/L (Neumann, Kumar & Imani, 2009;
Goldbio, 2019). Pada tumbuhan tembakau, BAP digunakan dengan konsentrasi 0,5 mg/L untuk
inisiasi dan multiplikasi tunas sedangkan pada tumbuhan stevia konsentrasi BAP 0,5-4 mg/L
digunakan untuk inisiasi dan multiplikasi tunas dimana 2 mg/L merupakan konsentrasi terbaik
(Hussain et al., 2012). Penelitian yang dilakukan oleh Tyub et al. (2021), mendapatkan bahwa
penggunaan 4-5 puM BAP (1 mg/L setara dengan 4.4 pM) mampu menginisiasi dan
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memultiplikasi tunas lebih baik pada Echinacea angustifolia. Pada insiasi tunas alpukat,
digunakan BAP pada rentang 0,5-2 mg/L (Hiti-Bandaralage, Hayward & Mitter, 2017). Putri
et al. (2022), menambahkan 4 UM BAP dalam inisiasi tunas Aquilaria malaccensis. BAP
Tunggal terbukti lebih efektif dalam menginisiasi dan memultiplikasi tunas secara in vitro.

Pada penelitian ini, biji kaliandra merah yang dikoleksi terlebih dahulu disimpan pada
kondisi dingin (pada suhu 5°C) untuk tujuan evaluasi apakah biji yang disimpan lama dalam
kondisi dingin masih memiliki tingkat perkecambahan yang tinggi. Kecambah kemudian
digunakan untuk sumber eksplan dalam propagasi in vitro kaliandra merah untuk
pengembangan protokol baku dalam produksi massal bibit kaliandra merah yang seragam. Pada
artikel ini dilaporkan dua tahapan awal dari mikropropagasi kaliandra merah yaitu (1) uji
perkecambahan biji secara in vitro dalam penyediaan sumber eksplan, dan (2) inisiasi dan
multiplikasi tunas kaliandra merah secara in vitro dengan melibatkan penggunaan ZPT berupa
BAP. Media dasar yang dipakai adalah media dasar MS.

Metode

Material tanaman
Pada penelitian ini, biji kaliandra merah didapatkan dari daerah Yogyakarta. Biji
disimpan pada kondisi suhu rendah (5°C) selama delapan bulan sebelum dimanfaatkan sebagai

dalam waktu yang cukup panjang pada kondisi dingin.

Alat dan bahan

Alat yang diperlukan untuk kultur jaringan seperti set alat menanam (pinset, scalpel dan
mata pisau), lampu spiritus, laminar airflow cabinet (LAFC) yang dilengkapi dengan lampu
UV, set peralatan pembuatan media tanam (gelas ukur, gelas piala, magnetic stirrer dan hot
plate), autoclave, dan peralatan pendukung lainnya. Bahan yang diperlukan meliputi media
dasar MS (Murashige & Skoog basal medium with vitamins, Phyto Technology Laboratories,
USA), alcohol 70%, alkohol 96%, sodium hipoklorit komersial (5,25% NaClO, Bayclin, PT.
Johnson Home Hygiene, Product, Indonesia), stok BAP 100 mg/L, dan aquadest.

Sterilisasi sampel biji

Setelah diberi pra-perlakuan menggunaan perbedaan suhu imbibisi (25 dan 40°C), biji
kaliandra merah disterilisasi di LAFC dengan urutan sebagai berikut; 2 menit pada alkohol
70%, 8 menit pada sodium hipoklorit komersial yang diencerkan menjadi 30%. Biji kemudian
dicuci menggunakan aquadest steril sebanyak 3-5 kali. Biji yang telah disteril kemudian
dikeringkan dan disimpan pada petridisk.

Desain eksperimen
Pada penelitian ini, dua tahapan eksperimen dilakukan yaitu uji perkecambahan dan
inisiasi serta multiplikasi tunas. Uraian tahapan eksperimen dijelaskan sebagai berikut:

1) Uji perkecambahan biji yang disimpan lama. Pada tahap ini, biji yang disimpan selama
delapan bulan pada suhu 5°C diimbibisi menggunakan dua pra-perlakuan suhu yaitu 25
dan 40°C selama 60 menit. Biji kemudian disterilisasi seperti yang dijelaskan diatas dan
ditanam pada media MS. Botol berisi biji kemudian ditempatkan pada tiga perlakuan
Cahaya yaitu cahaya putih, cahaya merah dan dalam kondisi gelap sampai dilakukan
pengamatan pada hari ke-3 setelah penanaman.
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2) Perlakuan inisiasi dan multiplikasi tunas. Pada tahap ini, eksplan berupa hipokotil dan
nodus ditanam pada media MS yang diperkaya dengan BAP pada rentang 0-4 mg/L
untuk menginisiasi sekaligus memultiplikasi tunas. Eksplan diperoleh dari
perkecambahan yang dilakukan pada tahap 1, dimana dalam satu kecambah didapatkan
4 potongan hipokotil dan 3 potongan nodus dengan ukuran yang proporsional. Umur
kecambah yang digunakan adalah sekitar 2 minggu setelah perkecambahan seperti
ditampilkan pada Gambar 1. Satu botol media perlakuan berisi 4 potongan hipokotil
atau 3 potongan nodus. Botol berisi eksplan kemudian dipelihara pada ruang kultur
dengan suhu 25 + 1°C, fotoperiodisme 12 jam terang/12 jam gelap dengan intensitas
pencahayaan sekitar 2000 lux. Pemeliharaan dilakukan pada minggu ke-1 setelah
penanaman untuk melihat respon eksplan terhadap media perlakuan dan pada minggu
ke-4 untuk melihat tingkat keberhasilan multiplikasi tunas.

Tunas apikal *

\

Arca nodus dan internodus

/|

Hipokotil

~d_

7
_—

Gambar 1. Kecambah kaliandra merah berumur dua minggu pada media MS yang dijadikan
sebagai sumber eksplan untuk inisiasi tunas.

Pengamatan dan analisis data

Parameter yang diamati pada penelitian ini untuk setiap tahap meliputi; 1) persentase
biji berkecambah dan morfologi kecambah pada uji perkecambahan, 2) morfologi eksplan,
respon pembentukan tunas setelah satu minggu perlakuan, jumlah tunas dan morfologi tunas
setelah empat minggu perlakuan pada inisiasi dan multiplikasi tunas. Data yang diperoleh
dianalisis secara deskriptif dan statistika berupa rata-rata dan SE diterapkan untuk melihat
perbedaan respon antar perlakuan.

Hasil

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan, memperlihatkan bahwa
perkecambahan dan pertumbuhan kaliandra merah yang berasal dari biji yang telah disimpan
selama lebih dari delapan bulan pada kondisi dingin mengalami penurunan tingkat
perkecambahan. Kemudian penggunaan eksplan dari kecambah memiliki potensi yang besar
dalam produksi massal bibit kaliandra merah kedepannya melalui teknik kultur jaringan. Uraian
dari hasil penelitian dijelaskan sebagai berikut.
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Uji perkecambahan biji kaliandra yang disimpan pada suhu rendah

Berdasarkan pengujian perkecambahan yang dilakukan dengan melibatkan pra
perlakuan suhu perendaman serta perkecambahan pada beberapa sumber cahaya, didapatkan
hasil seperti ditampilkan pada Gambar 2 berikut. Pada gambar terlihat bahwa tingkat
perkecambahan biji yang disimpan lama dengan pra perlakuan suhu 40°C memiliki jumlah biji
berkecambah lebih tinggi dibandingkan dengan pra perlakuan suhu 25°C. Selain itu, dengan
perlakuan cahaya terlihat bahwa biji yang dikecambahkan pada kondisi cahaya merah memiliki
tingkat keberhasilan perkecambahan lebih tinggi bila dibandingkan dengan cahaya putih atau
dikecambahkan dalam kondisi gelap.

10000 ¢ -
| » BT

| BN
2000

6000

Aila

Merah Putil Gelap

Persentase bipt berkecambah (%)

Sumber cahaya untuk perkecambahan

Gambar 2. Perkecambahan biji kaliandra setelah pra-perlakuan suhu 25 dan 40°C yang
dikecambahkan pada tiga kondisi cahaya. Total biji yang dikecambahkan per
perlakuan adalah 24 biji. Data merupakan rata-rata + SE.

Secara umum, biji kaliandra berkecambah dengan normal pada ketiga perlakuan cahaya
baik yang diberi pra-perlakuan suhu 25 maupun 40°C. Namun, jumlah biji yang berkecambah
terlihat lebih tinggi pada suhu 45°C bila dibandingkan dengan suhu 25°C seperti diuraikan
diatas. Gambar 3 memperlihatkan morfologi kecambah dari biji yang berkecambah pada media
MS setelah biji diismpan selama lebih dari delapan bulan.

Gambar 3. Biji kaliandra yang dikecambahkan pada media MS dimana pra perlakuan
perendaman dilakukan pada suhu (a) 40°C dan (b) 25°C. Masing-masing botol

36



Propagasi In Vitro Kaliandra Merah (Calliandra calothyrsus Meisn.) I: Perkecambaban Biji Dan Inisiasi Tunas Dari Eksplan
Hipokotil Dan Nodus
Mubammad Idris', Auzia Asman’, Deni Sorel’, Edi Joniarti*, Ulfa Mobtar’, Harmailis’, Jobn Nefri’, dan Salivia®

mewakili perlakuan cahaya merah (R), putih (W) dan gelap (D) secara berurutan dari
Kiri ke kanan.

Inisiasi dan multiplikasi tunas dari potongan hipokotil dan nodus

Tabel 1 memperlihatkan hasil pengamatan terhadap respon eksplan nodus dan hipokotil
terhadap penambahan BAP (0-4 mg/L) pada media MS setelah satu minggu perlakuan. Pada
Tabel 1, dengan memanfaatkan jaringan eksplan muda dari kecambah berumur dua minggu,
respon awal yang diberikan oleh eksplan hipokotil adalah pemuluran dan pembengkakan.
Pembengkakan terutama terjadi pada pemberian BAP, sedangkan tanpa BAP tidak terlihat
respon yang jelas. Pembengkakan mengindikasin adanya pembentukan kalus. Sebaliknya, pada
penggunaan nodus sebagai sumber eksplan, terlihat bahwa satu minggu setelah perlakuan, area
nodus telah memperlihatkan pertumbuhan tunas baru dengan ukuran yang masih kecil terutama
dengan pemberian BAP. BAP menginisiasi pembentukan tunas-tunas baru diarea meristematik
terutama diketiak daun (area nodus). Hasil ini mengindikasikan bahwa potongan jaringan yang
digunakan sebagai eksplan merespon BAP yang terkandung pada media dengan mulai
terbentuk massa sel berupa kalus (hipokotil) dan tunas baru yang muncul (nodus).

Tabel 1. Respon potongan eksplan hipokotil dan nodus kaliandra merah pada media inisiasi
tunas satu minggu sesudah perlakuan.

Perlakuan Jenis eksplan
Hipokotil Nodus
Bentuk respon Persentase  Bentuk respon Persentase
respon (%) pembentukan
tunas (%)
MS tidak memperlihatkan respon 0 ada terlihat tunas baru 33.33
muncul
MS + 1 mg/L pembengkakan (kalus) 83.33 terlihat tunas baru muncul 83.33
BAP
MS + 2 mg/L pemuluran dan pembengkakan 66.67 terlihat tunas baru muncul 100
BAP (kalus)
MS + 3 mg/L pemuluran dan pembengkakan 83.33 terlihat tunas baru muncul 100
BAP (kalus)

Pengamatan morfologi yang dilakukan terhadap respon eksplan hipokotil dan nodus
pada media perlakuan BAP ditampilkan pada Gambar 4 berikut. Pada gambar terlihat bahwa
peluang dihasilkannya tunas-tunas baru lebih besar dengan penambahan BAP pada media, dan
terlihat BAP konsentrasi 3 mg/L sepertinya sudah maksimal dalam penginisiasian tunas dari
eksplan nodus, sedangkan eksplan hipokotil masih dalam tahapan awal, hanya berupa kalus.
Diharapkan dengan pemberian BAP tunggal mampu mempercepat peningkatan jumlah tunas
yang dihasilkan per eksplan sehingga mampu mencapai tujuan dalam produksi massal bibit
yang seragam.
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Gambar 4. Penampakan morfologi dari eksplan kaliandra merah pada media MS dengan
penambahan BAP dalam inisiasi tunas satu minggu setelah disubkultur pada media
perlakuan: (a) eksplan hipokotil pada media perlakuan dan (b) eksplan nodus pada
media perlakuan. Masing-masing gambar dari kiri ke kanan mewakili MS, MS + 1
mg/L BAP, MS + 2 mg/L BAP dan MS + 3 mg/L BAP.

Pengamatan yang dilakukan setelah 4 minggu perlakuan pada media MS dengan
penambahan BAP memperlihatkan peningkatan respon dalam inisiasi dan multiplikasi tunas
pada eksplan nodus. Hasil perhitungan terhadap jumlah tunas yang dihasilkan pada perlakuan
media MS dengan penambahan BAP disajikan pada Gambar 5 berikut. Pada gambar terlihat
bahwa peningkatan konsentrasi BAP pada media meningkatkan jumlah tunas yang dihasilkan
per nodus. Pada media MS tanpa BAP, jumlah tunas yang dihasilkan per nodus lebih rendah
namun setara dengan perlakuan penambahan 1 mg/L BAP. Pada peningkatan konsentrasi BAP
menjadi 2 dan 3 mg/L, terlihat bahwa jumlah tunas yang dihasilkan lebih banyak (150-200%)
bila dibandingkan dengan perlakuan MS tanpa dan dengan 1 mg/L BAP. Peningkatan jumlah
tunas yang dihasilkan antara perlakuan 2 mg/L BAP hampir setara dengan perlakuan 3 mg/L
BAP yang mengindikasikan bahwa konsentrasi 3 mg/L BAP telah menjadi konsentrasi
maksimal yang cocok dipakai dalam inisiasi dan multiplikasi tunas kaliandra merah dari
eksplan nodus.

- .
LI

GHAF | BAP ! RaP FHAN
MS + sstokinin (mg'L)

Jumdah tunas

Gambar 5. Rata-rata jumlah tunas per eksplan nodus kaliandra merah pada media perlakuan
perlakuan MS dengan penambahan BAP untuk inisiasi dan multiplikasi tunas
setelah 4 minggu penanaman. Total eksplan yang dikultur per perlakuan adalah 18
nodus. Data merupakan rata-rata + SE.

38



Propagasi In Vitro Kaliandra Merah (Calliandra calothyrsus Meisn.) I: Perkecambaban Biji Dan Inisiasi Tunas Dari Eksplan
Hipokotil Dan Nodus
Mubammad Idris', Auzia Asman?, Deni Sorel’, Edi Joniarti*, Ulfa Mobtar’, Harmailis, Jobn Nefri’, dan Salivia®

Gambar 6. Penampakan morfologi (a) kalus dan (b) tunas yang dihasilkan pada perlakuan media
MS dengan penambahan BAP setelah 4 minggu pada perlakuan. Masing-masing
gambar dari kiri ke kanan mewakili MS, MS + 1 mg/L BAP, MS + 2 mg/L BAP dan
MS + 3 mg/L BAP.

Pengamatan morfologis yang dilakukan terhadap eksplan hipokotil dan nodus kaliandra
merah 4 minggu setelah perlakuan disajikan pada Gambar 6. Pada gambar terlihat bahwa untuk
eksplan hipokotil, respon pemuluran, pembengkakan dan pembentukan kalus terlihat jelas
namun belum ada tanda-tanda terbentuknya tunas baru, perubahan warna kalus menjadi
kehijauan tidak teramati. Kalus terlihat mengalami perubahan warna dari kekuningan (Gambar
4a) menjadi kecoklatan (Gambar 6a) setelah 4 minggu. Pada eksplan nodus, terlihat
peningkatan jumlah dan ukuran tunas (perlakuan 2 dan 3 mg/L BAP) yang diikuti dengan
pembentukan kalus pada dasar potongan eksplan nodus sebagai respon terhadap BAP pada 4
minggu setelah perlakuan (Gambar 6b). Pada gambar juga terlihat tunas yang terbentuk dalam
gerombolan yang mengindikasikan peran BAP dalam menginisiasi dan memultiplikasi tunas
pada nodus dapat diamati dengan jelas.

Efek media dasar MS pada pertumbuhan tunas

Pada eksperimen yang telah dilakukan juga teramati adanya proses pengguguran daun
oleh tunas yang ditumbuhkan pada media MS secara in vitro. Pada Gambar 7 ditampilkan
fotografi beberapa tunas yang telah tumbuh dengan baik pada media MS setelah 4 dan 8 minggu
subkutlur. Planlet (tunas berakar) telah berhasil diproduksi 4 minggu setelah subkultur pada
media MS (Gambar 7a). Pada Gambar 7b teramati adanya proses pengguguran daun pada
planlet setelah ditumbuhkan 8 minggu pada media MS. Planlet terlihat mulai memperlihatkan
daun yang mengalami penguningan sebelum gugur yang mengindikasikan adanya kekurangan
nutrisi pada media tanam.
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Gambar 7. Pertumbuhan tunas kaliandra pada media MS selama 4-8 minggu setelah perlakuan.
Tunas yang digunakan berasal dari tunas apikal kecambah kaliandra yang kemudian
disubkultur pada media MS untuk uji pertumbuhan: (a) tunas yang ditumbuhkan
berumur 4 minggu setelah sub-kultur dan (b) tunas berumur 8 minggu setelah
subkultur yang memperlihatkan adanya proses pengguguran daun.

Diskusi
Efek cahaya dalam perkecambahan

Biji kaliandra disimpan selama 8 bulan pada suhu rendah dengan tujuan untuk
mengevaluasi viabilitas biji dalam berkecambah akibat penyimpanan lama pada suhu rendah.
Suhu rendah dipakai sebagai metode penyimpanan karena dapat menurunkan aktifitas
enzimatik tanpa mengurangi kemampuan berkecambah seperti halnya dilakukan pada biji padi
dilaboratorium penyimpanan biji internasional (International Rice Research Institut, 2013)
ataupun di beberapa laboratorium diluar negeri seperti Jepang yang menggunakan biji sebagai
sumber utama untuk perlakuan penelitian. Suhu penyimpanan yang dipakai adalah sekitar 5°C
(Katta et al., 2019). Tujuan dilakukan pengujian perekcambahan setelah penyimpanan ini
adalah agar stok biji yang dikoleksi bisa disimpan lebih lama sehingga bisa dipakai sewaktu
dibutuhkan tanpa melakukan pengkoleksian lagi dilapangan. Selain itu, biji yang disimpan juga
dapat digunakan sebagai sumber eksplan dalam produksi massal bibit melalui teknik in vitro
sewaktu-waktu.

Berdasarkan uji perkecambahan yang telah dilakukan (Gambar 2), hasil yang
didapatkan mengindikasikan bahwa adanya Kketerlibatan cahaya dalam proses inisiasi
perkecambahan pada biji kaliandra merah. Bila dibandingkan dengan kondisi gelap, biji
kaliandra lebih banyak berkecambah pada kondisi paparan cahaya terutama cahaya merah.
Secara umum, cahaya merah terlibat dalam perkecambahan biji dan mampu mempercepat
perkecambahan akibat aktifitas fotoreseptor cahaya merah yaitu fitokrom. Pada protokol
perkecambahan biji padi untuk mengamati respon kecambah padi terhadap cahaya gelombang
pendek (280-500 nm), Idris et al. (2021), mengecambahkan biji padi pada cahaya merah untuk
mempercepat perkecambahan sekaligus mengurangi efek cahaya putih yang mengandung
cahaya biru yang mampu mempengaruhi pertumbuhan kecambah. Selain itu, berdasarkan
pengamatan terhadap kecambah kaliandra merah, terlihat bahwa biji kaliandra merah dapat
digolongkan sebagai biji fotoblastik positif berdasarkan jumlah biji yang berkecambah dibawah
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cahaya lebih banyak dibandingkan pada gelap. Namun, keberadaan biji yang berkecambah
dalam kondisi gelap mengindikasikan bahwa biji kaliandra merah juga tergolong fotoblastik
negatif. Menurut E Silveira, Fernandes & Fernandes (2005), biji Calliandra fasciculata mampu
berkecambah baik dalam kondisi gelap maupun terang namun lebih dipengaruhi oleh perbedaan
suhu pada awal perlakuan dimana suhu diatas 25°C mampu memacu perkecambahan biji lebih
baik dibandingkan suhu 15°C. Umumnya biji fabaceae berkecambah baik dalam kondisi
fotoperiodisme gelap/terang, selain itu kondisi gelap juga mendukung perkecambahan jenis
fabaceae hasil koleksi di India bagian utara (Jayasuriya & Phartyal, 2023)

Berdasarkan pengamatan yang dilakukan, secara umum persentase biji yang
berkecambah lebih rendah bila dibandingkan dengan percobaan yang dilakukan oleh tim dari
Politeknik Negeri Pertanian Payakumbuh dimana biji yang diberi perlakuan perendaman
dengan air hangat memiliki tingkat perkecambahan lebih dari 90%, sedangkan pada penelitian
ini sebagai akibat penyimpanan selama 8 bulan terjadi penurunan kemampuan berkecambah
biji menjadi sekitar 60%. Hal ini mengindikasikan penyimpanan menyebabkan penurunan
viabilitas biji. Liu et al. (2011), menguji perkecambahan 489 spesies tumbuhan di dataran tinggi
Tibet dimana penyimpanan (suhu tinggi maupun rendah) menurunkan persentase biji yang
berkecambah setelah penyimpanan. Penelitian yang dilakukan oleh Wawrzyniak, Michalak &
Chmielarz (2020) mendapatkan bahwa proses penyimpanan biji (dalam suhu rendah maupun
desikasi) memberikan efek yang signifikan terhadap jumlah biji yang berkecambah terutama
menurunkan perkecambahan namun tidak mempengaruhi pertumbuhan kecambah terhadap
beberapa tumbuhan buah-buahan Eropa. Xing et al. (2020), melakukan uji perkecambahan
terhadap biji buah naga yang disimpan pada suhu dingin dimana persentase perkecambahan
juga menurun setelah penyimpanan. Metode penyimpanan yang lebih tepat diperlukan untuk
mempertahankan stok biji kaliandra merah yang akan digunakan sebagai sumber untuk
penyediaan bibit baik secara konvensional maupun melalui teknik kultur jaringan.

Sitokinin dan multiplikasi tunas dalam kultur jaringan

Secara umum, eksplan hipokotil dan nodus banyak digunakan dalam multiplikasi tunas
untuk tujuan propagasi massal secara in vitro. Selain dua eksplan diatas, kotiledon juga dapat
digunakan sebagai sumber eksplan. Berdasarkan pengamatan yang dilakukan, hipokotil lebih
mengarah kepada pembentukan tunas secara tidak langsung dimana pada awal respon terhadap
media mengandung BAP adalah pembentukan kalus yang nantinya kalus akan berkembanga
membentuk tunas-tunas baru. Berlawanan dengan eksplan nodus, pada eksplan ini tunas dapat
dihasilkan secara langsung dari area ketiak daun yang memiliki jaringan meristematik yang
aktif membelah. Adanya BAP pada media memberikan pengaruh besar dalam proses
multiplikasi tunas. Berdasarkan pengamatan yang dilakukan, pemberian 2 mg/L BAP
memberikan efek yang tidak jauh berbeda dalam jumlah tunas yang dihasilkan (Gambar 5)
namun morfologi tunas yang dihasilkan terlihat lebih besar pada perlakuan 2 mg/L BAP bila
dibandingkan dengan 3 mg/L BAP (Gambar 8). Penambahan BAP pada media mempercepat
proses pembelahan dan pembentukan tunas baru pada nodus, yang terlihat dari semakin
banyaknya tunas terbentuk dengan peningkatan konsnetrasi BAP (adanya gerombolan tunas
pada nodus pada perlakuan 3 mg/L BAP (Gambar 8b). Joseph, Siril & Nair (2011)
menggunakan eksplan nodus dalam tahapan perbanyakan tunas dari tumbuhan Bixa orellana
dimana satu nodus mampu menghasilkan 10,66 tunas baru pada pemberian konsentrasi 5 uM
BAP. Shekhawat et al. (2015), menyatakan bahwa penambahan 2 mg/L BAP mampu
memultiplikasi tunas sebanyak 6,33 dari potongan nodus tumbuhan Passiflora foetida. Shaheen
et al. (2020), menggunakan nodus sebagai eksplan dalam multiplikasi tunas dimana 5,7 tunas
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dihasilkan pada media yang mengandung 2 mg/L BAP. BAP sebagai hormon sintetik sitokinin
memberikan hasil yang menjanjikan dalam multiplikasi tunas pada nodus kaliandra merah.

Gambar 8. Efek penggunaan BAP pada konsentrasi (a) 2 mg/L dan (b) 3 mg/L terhadap
morfologi tunas hasil multiplikasi pada eksplan nodus kaliandra merah setelah 4
minggu setelah perlakuan. Panah merah mengindikasikan tunas yang berukuran
besar dan panah putih mengindikasn tunas yang dihasilkan dalam bentuk
gerombolan.

Media kultur dalam pertumbuhan tunas

Pada penelitian ini, media dasar MS digunakan sebagai media utama dalam mendukung
perkecambahan dan pertumbuhan kecambah kaliandra merah. Berdasarkan pengamatan yang
dilakukan pada perkecambahan, inisiasi dan multiplikasi tunas, media MS mampu mendukung
kebutuhan nutrisi yang diperlukan oleh eksplan untuk tumbuh dan menginisiasi pembentukan
tunas baru dengan dukungan BAP yang ditambahkan pada media. Ketika tunas kaliandra merah
dipelihara pada media MS selama lebih dari 4 minggu pada tahap pertumbuha tunas, terlihat
bahwa terjadi pengguguran daun dimana beberapa daun majemuk terlihat menguning dan jatuh
ke permukaan media. Hal ini mengindikasikan bahwa kandungan nutrisi pada media terutama
nitrogen menjadi sangat rendah karena telah diserap oleh tunas yang ditumbuhkan pada media.
Dengan pengurangan nitrogen yang signifikan pada media, menyebabkan mobilisasi nitrogen
pada daun tua ke daun muda, sehingga daun tua menguning dan akhirnya gugur. Media MS
merupakan media dengan kandungan nutrisi yang tinggi terutama nitrogen dan telah umum
digunakan dalam kultur jaringan tanaman kacang-kacangan selain media Gamborg atau B5
(Greenway et al., 2012; Mitrofanova et al., 2020; Gantait & Mukherjee, 2021). Pemilihan
media MS sudah tepat namun dibutuhkan masa subkultur dari satu media ke media berikutnya
dalam rentang waktu yang cukup pendek. Selain itu penggunaan media dasar B5 dapat
dijadikan sebagai media alternatif yang dapat dicobakan dalam kultur in vitro kaliandra merah.
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Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan diperoleh kesimpulan bahwa; (a) pra
perlakuan dengan perendaman biji pada suhu 40°C memberikan hasil perkecambahan yang
lebih baik dibawah cahaya merah yaitu 62,5%, (b) penambahan 2 mg/L BAP pada media MS
memberikan hasil yang lebih baik terhadap performa tunas dan jumlah tunas yang dihasilkan
setara dengan pemberian 3 mg/L BAP pada eksplan nodus, dan (c) hipokotil tidak disarankan
sebagai sumber eksplan dalam produksi massal bibit kaliandra merah untuk multiplikasi tunas.
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