% J. Pen. Kelapa Sawit, 2022, 30(3): 153-160

Peran Sumber Ortet, Nomor Daun dan Waktu Inkubasi Terhadap Hasil
Kalus Kelapa Sawit (Elaeis guineensis Jacq.)

The Role of Ortet Sources, Fronds and Incubation to Callus Production of

Oil Palm (Elaeis guineensis Jacq.)

Erwin Nazri*, Retno Diah Setiowati, Ernayunita, Hernawan Yuli Rahmadi, dan Yurna Yenni

Abstrak Hasil kalus merupakan tahapan penting
dalam memperbanyak bahan tanam kelapa sawit
melalui kultur jaringan karena merupakan salah satu
faktor yang sangat menentukan jumlah klon yang
akan dihasilkan. Selain media tanam, hasil kalus
juga dipengaruhi oleh organ dan latar belakang
genetik  ortet yang digunakan sebagai sumber
eksplan, serta lamanya inkubasi di ruang
pembudidayaan. Daun dari empat individu yang
berasal dari dua persilangan tetua (DS029D x
LMOO02T dan BJ126D x LM002T) digunakan sebagai
sumber eksplan untuk mengetahui pengaruh genetik
sumber ortet, urutan daun, dan lamanya inkubasi
eksplan terhadap jumlah kalus yang dihasilkan.
Daun yang digunakan dalam penelitian ini adalah
daun pada lapisan pelepah ke-4,-5, dst. Adapun
peubah yang diamati adalah hasil kalus masing-
masing sumber ortet setiap bulannya. Hasil
penelitian menunjukkan sumber ortet persilangan
BJ126D x LM002T memberikan hasil kalus yang lebih
tinggi dan berbeda nyata dibandingkan dengan
persilangan DS029D x LMO002T. Jumlah kalus paling
tinggi dihasilkan dari persilangan BJ126D x LM0OO2T
(MK 3) pada daun -4 dan waktu inkubasi 0-6 bulan.

Kata kunci: kalus, nomor daun, sumber ortet,
inkubasi

Abstract Callus production is an important key stage
to reproduce oil palm through tissue culture in
determining the number of produced clones. Callus
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production rate were affected by culture medium,
organ, ortet genotypes and incubation time in the
culture room. Leaf of four different individuals from
two genotype: DS29D x LM2T dan BJ126D x LM2T
were used as ortet and only leaf number -4, -5, -6, -7
and -8 were used as an explant. Callus production of
each ortet source was observed monthly and used as
a parameter to determine the performance of each
ortet. The result showed that BJ126D x LM2T as an
ortet source had significantly higher callus production
compared to DS29D x LM2T. Meanwhile the callus
production from different leaf number were not
significantly different. The first 6 months of explant
incubation was the best time to produce callus

Keywords: callus, leaf number, ortet genotype,
incubation

PENDAHULUAN

Teori sel Schleiden & Schwan menyebutkan
bahwa sel atau jaringan mempunyai sifat untuk
dapat beregenerasi menjadi tanaman lengkap dan
normal melalui manipulasi terhadap kondisi
lingkungan dan nutrisinya. Teori ini telah
dikembangkan pada teknik kultur jaringan kelapa
sawit, dengan pemilihan bagian tanaman (sel atau
jaringan) sebagai sumber eksplan merupakan
tahapan sangat penting untuk diperbanyak secara
kultur jaringan, karena sel atau jaringan pada bagian
tanaman memiliki kemampuan yang berbeda-beda
dalam hal pertumbuhan dan perkembangan jaringan
untuk menjadi embrio dan organ (Shahzad et al.,
2017).

Pada kelapa sawit, produksi klon melalui kultur
jaringan untuk menghasilkan bahan tanaman yang
bermutu sangat ditentukan oleh keberhasilan induksi
kalus. Beberapa faktor yang berpengaruh terhadap
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pembentukan kalus pada eksplan yang diinkubasi
pada media tanam, diantaranya bahan tanaman dan
bagian tanaman yang dijadikan sumber eksplan
serta waktu inkubasinya. Secara histologi, kalus
terjadi dari hasil perbanyakan sel perivaskuler yang
menghasilkan 4 sampai 5 sel baru yang mudah
membelah dan bersifat meristematik. Pembelahan
sel berlangsung secara terus menerus sehingga
menghasilkan kalus primer. Subkultur secara
berulang-ulang dapat mengubah kalus primer
menjadi kalus sekunder (Weckx et al., 2019).

Tanggapan tanaman yang diperbanyak secara
kultur jaringan dipengaruhi oleh jenis maupun
varietas yang digunakan. Perbedaan persilangan
dan genotipe kelapa sawit mengakibatkan
perbedaan tanggapan yang terjadi pada eksplan
yang dibudidayakan. Tanggapan yang terjadi
menghasilkan perbedaan hasil, jenis kalus,
pembentukan kalus embriogenik (Sanputawong &
Te-Chato, 2012). Eksplan daun tombak kelapa sawit
Elaeis guineensis Jacq. tenera dan pisifera potensial
menghasilkan kalus antara 3%-13% (Thuzar et al.,
2012; Ernayunita et al., 2020), bahkan mencapai
30,56% (Constantin et al., 2015), sedangkan pada
kelapa sawit OxG hybrid menghasilkan rerata
pembentukan kalus sebesar 4,54% (Sumaryono et
al., 2018). Ortet Deli x La Me diketahui memiliki
potensi kalus yang lebih tinggi dibanding Deli x
Yangambi atau Deli x NIFOR (Corley & Tinker,
2015).

Pada kelapa sawit, bagian tanaman yang dapat
digunakan sebagai sumber eksplan adalah
jaringan muda yang terdapat pada daun muda,
jaringan bunga, embrio zigotik, akar, maupun
planlet muda (Balzon et al., 2013; Gomes et al.,
2017; Weckx et al., 2019; Yarra et al., 2019).
Corley & Tinker (2015) menyatakan bahwa inisiasi
kalus dan embriogenesis kelapa sawit lebih cepat
menggunakan eksplan daun daripada eksplan
bunga. Selain itu, waktu inkubasi eksplan di ruang
gelap juga penting dalam pembentukan kalus. Hal ini
bertujuan untuk optimalisasi, efisiensi waktu dan
tempat dalam menghasilkan planlet.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh sumber ortet, nomor daun dan masa
inkubasi yang paling efektif untuk menghasilkan
kalus dalam jumlah besar dan diharapkan pada
akhirnya akan memberikan dampak positif
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terhadap efisiensi menghasilkan biakan melalui
pengurangan biaya operasional kultur jaringan
kelapa sawit yang tinggi.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kultur
Jaringan Pusat Penelitian Kelapa Sawit, Marihat,
Pematangsiantar. Bahan yang digunakan adalah 4
(empat) bahan tanaman yang dijadikan sebagai
sumber ortet (MK) yang terdiri dari dua individu pohon
ortet persilangan DS029D x LMO02T sebagai MK1 dan
MK2, serta dua individu pohon ortet persilangan
BJ126D x LM0027 sebagai MK3 dan MK4 (Tabel 1).
Eksplan yang berbentuk potongan daun ortet yang
diambil dari daun ke -4, -5, -6, -7 dan -8 (daun minus
empat hingga minus delapan) dengan ukuran 1x2
cm. Daun minus 4 hingga minus 8 masing-masing
diambil sebanyak 100 potong eksplan, sehingga
setiap sumber ortet dihasilkan 500 eksplan. Setelah
itu, eksplan disterilkan dengan larutan sodium
hipoklorit 2% selama 20 menit lalu dibilas
menggunakan larutan gula steril. Setelah aseptis,
eksplan dikulturkan dalam media MS (Murashige
and Skoog) yang telah dimodifikasi dengan
penambahan auksin 2,4-D (Harahap, 2010). Eksplan
disimpan di ruang inkubasi tanpa cahaya pada suhu
26°C — 27°C dengan kelembaban nisbi udara 60% -
80% selama 24 bulan.

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Lengkap dengan 3 faktor yaitu sumber ortet yang
terdiri dari 4 aras, nomor daun yang terdiri dari 5 aras (-
4, -5, -6, -7, dan -8) dan masa inkubasi yang terdiri dari
4 aras (0-6 bulan, 7-12 bulan, 13-18 bulan dan 19-24
bulan). Pengamatan dilakukan dengan menghitung
jumlah eksplan yang menghasilkan kalus setiap
bulannya. Parameter yang digunakan adalah
banyaknya jumlah eksplan yang menghasilkan kalus
dan jumlah kalus yang dihasilkan (dalam satuan
kultur). Pengamatan jumlah kalus dilakukan setiap 6
(enam) bulan selama 24 bulan untuk setiap unit
percobaan. Data hasil pengamatan dianalisis
menggunakan analisis varian, dan uji lanjut beda
rerata menggunakan uji Duncan Multiple Range Test
dengan taraf 5%. Sebelumnya, apabila data tidak
berdistribusi normal, dilakukan tansformasi data
sesuai kebutuhan, diantaranya menggunakan
transformasi (x +0,5) dan transformasi arc sin.



Peran Sumber Ortet, Nomor Daun dan Waktu Inkubasi Terhadap Hasil Kalus Kelapa Sawit (Elaeis guineensis Jacq.) ﬁ

Tabel 1. Daftar persilangan masing-masing sumber ortet (MK) dan tetuanya

Table 1. Crossing list of each ortet source and parental

Parents Grand Parents
MK
Female Male Female GP Male GP
1 DS029D LM002T 533 533 BRT10 (Open polination)
2 DS029D LMO002T 533 533 BRT10 (Open polination)
3 BJ126D LM002T 63 136 DS27D BRT10 (Open polination)
4 BJ126D LMO002T 63136 DS27D BRT10 (Open polination)

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengaruh sumber ortet terhadap hasil kalus

Hasil kalus masing-masing MK beragam. MK1
dan MK2 memiliki produktivitas yang lebih sedikit

dibandingkan dengan MK3 dan MK4 (Tabel 2). MK 3
memberikan hasil hasil kalus terbaik yaitu 46,6%
(Tabel 2). Semakin besar jumlah kalus yang
dihasilkan maka persentase hasil kalus juga
semakin besar.

Tabel 2. Hasil kalus berdasarkan sumber ortet setelah 24 bulan inkubasi
Table 2. Productivity of callus based on ortet source after 24 months incubation

MK Jumlah eksplan berkalus Jumlah awal eksplan Persentase hasil kalus (%)
1 4 500 0,8b
2 25 500 5,0b
3 233 500 46,6 a
4 208 500 416 a
Keterangan:

Huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji DMRT. Sebelum dianalisis, data persentase

ditransformasi menggunakan transformasi arc sin.

Note: The same letters in the same column are significantly different at P<5% with ANOVA Duncan's multiple range
test. Before analyzed, the percentages data was transformed using arc sin transformation

Pengaruh sumber ortet, nomor daun, dan masa
inkubasi terhadap jumlah kalus yang dihasilkan

Dari hasil analisis ragam pada jumlah kalus
menunjukkan bahwa terdapat interaksi antara faktor
sumber ortet, nomor daun dan waktu inlkubasi. Hal ini
menunjukkan bahwa antara ketiga faktor saling
berpengaruh satu dengan lainnya. Selain itu, hasil
lanjut uji Duncan juga menunjukkan bahwa terdapat

perbedaan yang nyata antara kombinasi perlakuan
(Tabel 3).

Jumlah kalus tertinggi dihasilkan pada perlakuan
MK 3 dengan daun -4 dan -5 dengan waktu inkubasi 0-
6 bulan yaitu 62 dan 53 kalus. Jumlah kalus MK3 pada
waktu inkubasi 0-6 bulan, untuk daun -4 dan -5 secara
statistik tidak berbeda nyata, namun hal ini tidak
berlaku untuk daun -6, -7 dan -8 meskipun berasal dari
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sumber ortet dan waktu inkubasi yang sama.
Sementara itu perlakuan MK 4 dengan daun -8 dan -7
pada waktu inkubasi 0-6 bulan menghasilkan jumlah
kalus yang tinggi dan tidak berbeda nyata. Namun,
jumlah kalus tersebut berbeda nyata dengan -7 dan -8
pada MK dan waktu inkubasi yang sama. Perlakuan
MK 1 dan MK 2 menghasilkan jumlah kalus yang
sangat sedikit bahkan nol (Tabel 2). Pengaruh sumber
ortet dalam menghasilkan kalus pada daun -4 s.d. -5
dengan waktu inkubasi 0-6 bulan menunjukkan
perbedaan yang nyata antara kedua persilangan tetapi
tidak menunjukkan perbedaan yang nyata pada
persilangan yang sama (Tabel 3). Pada MK 1, hasil
kalus hanya terjadi pada enam bulan pertama
inkubasi. Pada MK 2, hasil kalus dimulai pada periode
enam bulan pertama dan terus meningkat sampai
pada periode enam bulan ketiga. Tetapi pada periode
enam bulan keempat, kalus tidak terbentuk lagi,
sedangkan pada MK 3 dan MK 4, periode enam bulan
pertama dan kedua merupakan masa jumlah kalus
terbaik dan menurun nyata pada periode enam bulan
ketiga dan keempat (Tabel 3).

Hasil kalus tertinggi sangat erat kaitannya dengan
latar belakang genetic eksplan. Persentase hasil kalus

cukup tinggi jika dibandingkan dengan hasil penelitian
terdahulu seperti Rival et al. (1999) yang melaporkan
bahwa kalus yang diinisasi dari daun kelapa sawit
sebanyak 7-60%. Selain itu, kalus Dura Deli x Lamé
menghasilkan kalus yang lebih tinggi dibandingkan
Dura Deli x Yangambi atau Dura Deli x NIFOR,
meskipun hasil kalus tertinggi dihasilkan oleh
Yangambi x Avros (Corley & Tinker, 2015). Di antara
persilangan antar tetua menghasilkan kalogenesis
yang beragam antara 20%-175% (Rival et al., 1999).
Semua perlakuan menggunakan Dura Deli x Lamé
yang seharusnya menghasilkan kalus lebih dari 20%,
namun hasil yang tinggi hanya teramati pada MK 3
yaitu 46,6% dan MK 4 yaitu 41,6%, sedangkan MK 1
dan MK 2 hasil kalusnya sangat rendah hanya 0,8%
dan 5,0% (Tabel 2 dan Tabel 3).

Berdasarkan hasil sidik ragam, perlakuan terbaik
yang mampu menghasilkan jumlah kalus tertinggi yaitu
pada perlakuan MK 3 dengan daun -4 dan waktu
inkubasi 0-6 bulan dan berbeda nyata dengan
perlakuan lainnya (Tabel 3). MK 3 menghasilkan
jumlah kalus tertinggi yaitu 233 kalus dengan
persentase produktivitas kalus 46,6% (Tabel 2),
karena daun -4 dan -5 MK 3 paling tanggap terhadap

Tabel 3. Pengaruh nomor daun, sumber ortet dan masa inkubasi terhadap jumlah kalus
Table 3. Effect of frond number, ortet source and incubation time to number callus

Masa Inkubasi

Jumlah Kalus

Nomor Daun Rerata
(bulan) MK MK2 MK3 MK4

0-6 1k 0k 62a 24ced 21,75

7-12 0k 5ghik 14 efghi 19 def 9,50

Daun -4 13-18 0k 0k 0k 0k 0,00

19-24 0k 0k 1jk 0k 0,25

Rerata 0,25 1,25 19,25 10,75 7,88

0-6 0k 0k 53a  15efghi 17,00

7-12 0k 2jk 5ghijk 16 defgh 5,75

Daun -5 13-18 0k 7 fghijk 0k 0k 1,75

19-24 0k 0k 1k 0k 0,25

Rerata 0 2,25 14,75 7,75 6,19
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Masa Inkubasi

Jumlah Kalus

Nomor Daun Rerata
(bulan) MK MK2 MK3 MK4
0-6 3ijk 2jk 30 bc 15 efghi 12,50
7-12 0k 0k 12 efghijk 17 defgh 7,25
Daun -6 13-18 0k 1jk 0k 0k 0,25
19-24 0k 0k 4 hijk 0Ok 1,00
Rerata 0,75 0,75 11,5 8 5,25
0-6 0k 1jk 37b 30 bc 17,00
7-12 0k 0k 5 ghijk 14 efghij 4,75
Daun -7 13-18 0k 5 ghijk 3 ijk 0k 2,00
19-24 0k 0k 1 jk 0k 0,25
Rerata 0 1,5 11,5 11 6,00
0-6 0k 0k 0k 36 b 9,00
7-12 0k 0k 3 ijk 22 cde 6,25
Daun -8 13-18 0k 2jk 0k 0k 0,50
19-24 0k 0k 2 jk 0k 0,50
Rerata 0 0,5 1,25 14,5 4,06
Rerata 0,20 1,25 11,65 10,40 5,88
Keterangan:

Huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji DMRT. Sebelum dianalisis, data

ditransformasi +/ (x + 0,5)

Note: The same letters in the same column are significantly different at P<56% with ANOVA Duncan's multiple range
test. Before analyzed, the data was transformed using transformation formula / (x + 0,5)

media pada kisaran waktu inkubasi 0-6 bulan.

Persilangan dalam tetua menentukan keberhasilan
pembentukan kalus (Rival et al., 1999) maka MK 3
merupakan persilangan yang mampu menghasilkan
jumlah kalus tertinggi terutama pada daun -4 dan
dalam waktu kurang dari 6 bulan. Rohani (2001)
melalui penelitiannya yang menggunakan daun
tombak -5 dan -6 dari ortet dura dan pisifera lalu
membagi daun menjadi 5 zona berdasarkan jaraknya
dari pangkal daun untuk melihat perbedaan pengaruh
posisi daun hasil kalus menunjukkan bahwa pada
kedua genotipe, zona terjauh dari pangkal
menghasilkan kalus lebih banyak. Hasil kalus daun -5

dan -6 tidak berbeda nyata, namun stabilitas embrioid
kalus dura jauh lebih baik daripada pisifera. Hal ini
didukung oleh hasil penelitian Sanputawong & Te-
chato (2012) yang melaporkan bahwa pertumbuhan
kalus embriogenik tergantung pada genotipe dan
komposisi media yang digunakan.

Adanya interaksi hormon endogen dan eksogen
juga dapat berpengaruh terhadap jumlah dan hasil
kalus. Mostafa et al. (2020) menyatakan bahwa zat
pengatur tumbuh alami yang terkandung di dalam
eksplan atau hormon endogen, akan berinteraksi
dengan hormon eksogen atau ZPT yang ditambahkan
ke dalam media dan berpengaruh terhadap
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pembentukan kalus embriogenik pada budidaya
jaringan bawang. Selian itu, kandungan hormon
endogen yang tinggi juga mampu meningkatkan
proliferasi kalus.

Nomor daun juga memberikan pengaruh terhadap
pengkalusan. Nomor daun yang berbeda
menunjukkan umur daun yang berbeda dan semakin
besar nomor daun menunjukkan umur daun yang
semakin tua. Secara umum, daun -4 adalah daun yang
memiliki potensi tertinggi dalam menghasilkan kalus
sedangkan daun -8 memiliki potensi yang terendah
walaupun potensi tiap daun dalam menghasilkan kalus
tidak berbeda nyata. Jika dibandingkan dengan
penelitian yang dilakukan Constantin et al. (2015),
menunjukkan hasil yang sama, dengan daun yang
lebih muda menghasilkan kalus lebih banyak
dibandingkan dengan daun pada lapisan luar atau
daun yang lebih tua. Jaringan daun yang lebih muda
memiliki sel-sel meristematik yang lebih banyak
dibandingkan dengan jaringan yang lebih tua,
sehingga lebih tanggap terhadap media sehingga lebih
mudah menghasilkan kalus.

Masa inkubasi sangat berpengaruh terhadap
tanggapan munculnya kalus pada eksplan. Seperti
nomor daun, tanggapan yang ditimbulkan eksplan
terhadap waktu inkubasinya di ruang gelap yang
terkondisi juga beragam. Berdasarkan hasil
pengamatan, secara umum masa inkubasi enam
bulan merupakan masa inkubasi yang sangat baik dan
memiliki tanggapan yang tinggi untuk menghasilkan
kalus (Tabel 3). Pada MK 1, hasil kalus hanya terjadi
pada enam bulan pertama inkubasi. Pada MK 2, hasil
kalus dimulai pada periode enam bulan pertama dan
terus meningkat sampai pada periode enam bulan
ketiga. Tetapi pada periode enam bulan keempat,
kalus tidak terbentuk lagi. Pada MK 3 dan MK 4,
periode enam bulan pertama dan kedua merupakan
masa hasil kalus terbaik dan menurun nyata pada
periode enam bulan ketiga dan keempat. Hal ini
menjelaskan bahwa secara umum, hasil kalus yang
cukup tinggi ini dilaporkan pada enam bulan pertama
masa inkubasi. Meskipun pembentukan masih terus
berlanjut di enam bulan kedua (7-12 bulan), namun
setelah dua belas bulan diinkubasi, kalus yang
terbentuk semakin sedikit dan bahkan pada beberapa
MK tidak terbentuk lagi. Hasil penelitian induksi kalus
dari sumber eksplan daun muda kelapa sawit juga
menunjukkan pembentukan kalus primer pertama
dengan rentang waktu yang hampir sama dengan hasil
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penelitian Ernayunita et al. (2020) yang menghasilkan
kalus pada masa inkubasi 5 bulan, sedangkan hasil
penelitian Constatin et al. (2015) melaporkan kalus
terbentuk pada 9-10 bulan setelah tanam.

Penurunan hasil kalus pada penelitian ini yaitu
setelah 12 bulan inkubasi disebabkan penurunan
jumlah nutrisi di dalam media tanam selama masa
inkubasi karena tidak ada subkultur selama inkubasi 0-
24 bulan.

KESIMPULAN

Sumber ortet, nomor daun, dan masa inkubasi
eksplan secara bersama-sama berpengaruh nyata
terhadap persentase jumlah kalus yang dihasilkan.
Jumlah kalus tertinggi dihasilkan pada perlakuan MK 3
dengan nomor daun -4 dan -5 dan waktu inkubasi 0-6
bulan yaitu 62 dan 53 kalus.
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