BAB I.

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah
Durian (Durio zibentius, Murr) merupakan buah tropis khas Asia Tenggara yang sangat popular sehingga dijuluki rajanya buah (King of Fruits). Durian merupakan salah satu buah yang sangat digemari masyarakat Indonesia sehingga mempunyai nilai ekonomis yang cukup tinggi. Durian sebagai salah satu komoditas hortikultura menjadi salah satu sasaran peningkatan produksi dan kualitas karena peran komoditas hortikultura dalam perekonomian nasional. 

Sumbangan komoditas hortikultura terhadap perekonomian nasional dapat dilihat dari nilai Produk Domestik Bruto (PDB), jumlah rumah tangga yang mengandalkan sumber pendapatan dari sektor ini, penyerapan tenaga kerja dan peningkatan pendapatan masyarakat. Pembangunan hortikultura juga meningkatkan nilai dan volume perdagangan internasional atas produk hortikultura nasional dan ketersediaan sumber pangan masyarakat. Salah satu strategi yang sedang dikembangkan oleh pemerintah Indonesia adalah pelestarian dan pengembangan identitas nasioanal dimana anggrek dan jamu termasuk di dalam langkah ini. Akan tetapi,  durian juga termasuk salah satu komoditas dengan target peningkatan produksi untuk memenuhi kebutuhan dalam negeri dan ekspor (Direktorat Jenderal Hortikultura, 2012).

Negara-negara seperti Taiwan, Singapura, Malaysia dan Hongkong merupakan pelanggan tetap durian dari Indonesia. Negara-negara lain seperti Australia, Belanda dan Jepang juga mulai mengimpor buah durian asal Indonesia. Permintaaan yang meningkat baik di dalam maupun luar negeri saat ini belum dapat dipenuhi oleh para petani atau pengusaha durian di Indonesia (Lakamisi, 2008). Pasar dunia saat ini masih didominasi oleh Thailand. Indonesia sebenarnya mempunyai potensi besar untuk mengisi permintaan pasar karena iklim dan ketersediaan lahan yang mendukung. Potensi tersebut tentu harus diikuti dengan persiapan teknis budidaya dan financial yang matang.

Salah satu kekurangan dalam budidaya tanaman durian adalah penyediaan bibit yang unggul. Saat in masih dilakukan penyediaan bibit dari pohon induk secara konvensional. Cara tersebut mengeksploitasi pohon induk untuk mendapat bibit secara vegetatif sehingga mempunyai sifat yang sama dengan pohon induk yang diinginkan. Sebagai akibatnya pohon induk tidak mungkin diperbanyak secara konvensional.  Teknik in vitro atau kultur jaringan merupakan salah satu teknik yang dapat digunakan dalam perbanyakan tanaman durian. Kelebihan kultur jaringan antara lain siklus perbanyakan tanaman menjadi lebih cepat, memungkinkan perbanyakan vegetatif bagi tanaman yang sulit atau tidak mungkin diperbanyak secara vegetatif, dan bibit yang dihasilkan termasuk bibit yang sehat (George, 1993). Saat ini, perbanyakan secara in vitro untuk tanaman berkayu (seperti durian), masih sangat terbatas. Penelitian mengenai kultur jaringan tanaman berkayu atau pohon telah dilakukan untuk beragam spesies tapi penelitian mengenai kultur jaringan durian masih sangat terbatas. Hal ini dapat disebabkan oleh manfaat yang belum dilihat oleh para peneliti dunia atau metode perbanyakan in vitro durian yang sulit dilakukan. 

Menurut Giri et al., (2004), perbanyakan in vitro untuk tanaman pohon lebih sulit dilakukan. Hanya beberapa spesies tanaman pohon yang berhasil dipropagasi melalui kultur jaringan dengan eksplan yang berasal dari tanaman dewasa atau pohon induk. Komposisi media yang digunakan untuk kultur jaringan sangat penting untuk diketahui. Kesulitan yang sering muncul pada kultur jaringan tanaman pohon adalah pengeluaran senyawa fenol yang banyak, kecenderungan untuk membentuk kalus, vitrifikasi dan kematian pucuk. Kemampuan untuk membentuk akar juga masih menjadi masalah dalam kultur jaringan pohon. Secara umum terdapat tiga metode perbanyakan in-vitro untuk tanaman pohon yaitu : organogenesis, embriogenesis dan proliferasi dari tunas aksiler. 

Permasalahan yang menjadi akar bagi penelitian ini adalah potensi durian sebagai salah satu komoditas hortikultura yang masih perlu dikembangkan dengan adanya permintaan dalam negeri maupun ekspor cukup tinggi tetapi tidak diimbangi dengan persediaan yang tinggi. Durian unggul selama ini hanya diperbanyak dengan menggunakan biji dan penyambungan. Apabila perbanyakan hanya dilakukan dengan bji maka secara genetik dapat mengalami kemunduran karena durian termasuk tanaman menyerbuk bersilang. Perbanyakan yang dilakukan secara vegetatif memunculkan berbagai persoalan seperti persediaan bibit yang tidak cukup dan kerusakan yang dapat terjadi pada pohon induk. Perbanyakan dengan penyambungan juga memerlukan batang atas yang cukup banyak. Salah satu solusi dalam penyediaan bibit hasil perbanyakan vegetatif adalah dengan kultur jaringan. Akan tetapi penelitian kultur jaringan tanaman pohon masih terbatas dan mengalami banyak masalah. Salah satu masalah yang muncul adalah tingkat keberhasilan dalam induksi tunas sehingga pencarian media yang tepat merupakan langkah awal dalam membantu meningkatkan potensi komoditas hortikultura di Indonesia.

Perbanyakan tanaman durian dapat dilakukan secara generatif dan vegetatif. Mengingat tanaman durian yang bersifat menyerbuk silang maka perbanyakan secara vegetatif akan lebih menguntungkan karena hasil akan diperoleh dalam waktu yang lebih singkat dan kualitas buah diharapkan sama dengan induknya. Media yang tepat diperlukan untuk induksi tunas durian secara in vitro. Dengan berbagai kesulitan yang dapat terjadi pada kultur jaringan tanaman pohon, telah terbuka peluang untuk melakukan inisiasi dengan pencarian metode sterilisasi dan media yang tepat untuk pertumbuhan tanaman pohon secara in vitro. Bahan tanam (eksplan) juga akan menentukan keberhasilan metode ini sehingga jika sulit dilakukan dari tunas yang berasal dari pohon induk maka sumber eksplan dapat menjadi faktor kedua yang perlu diteliti setelah pencarian media yang tepat. Metode sterilisasi eksplan dan media pertumbuhan in vitro durian berhasil ditemukan pada tahun 2012 (Sugiyarto dan Kuswandi). Media Murashige dan Skoog (MS) yang biasa digunakan untuk banyak tanaman mampu menumbuhkan tunas maupun kalus dari eksplan tanaman durian. Bagian tanaman yang digunakan adalah nodia dan daun muda dari bibit durian. Tunas baru mampu tumbuh dari nodus  dan kalus diinduksi dari daun muda. 

Embriogenesis somatik  adalah embrio yang diperoleh dari jaringan somatik. Induksi embrio somatik telah banyak dilakukan untuk tanaman berkayu yang mempunyai nilai ekonomis seperti kakao, kopi, dan kelapa sawit. Tujuannya adalah untuk mendapat bibit yang seragam (klonal) dengan sifat sama seperti pohon induk yang diinginkan, dan dalam jumlah yang banyak (mass cloning). Penelitian tahap awal sudah dilakukan untuk mencari media dan metode sterilisasi yang tepat. Langkah selanjutnya adalah untuk induksi embrio somatik sebagai salah satu cara mendapatkan bibit klonal secara tidak langsung dari induksi kalus terlebih dahulu.
B. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk memperoleh media yang tepat untuk menginduksi embriogenesis somatik dari eksplan durian. Embrio somatik diharapkan mempunyai sifat sama dengan tanaman induk sehingga karakter yang disukai oleh masyarakat, baik rasa atau tampilan buah, akan dihasilkan pula oleh bibit-bibit hasil perbanyakan in vitro. 
C. Manfaat Penelitian

1. Bagi Masyarakat

a. Menghasilkan media yang tepat untuk induksi embrio dari jaringan vegetative durian

b. Menghasilkan bibit klonal hasil perbanyakan durian secara in vitro

2. Bagi Pendidikan

a. Sebagai sumber informasi metode perbanyakan klonal pada tanaman berkayu/tanaman pohon

b. Sebagai sumber informasi pemanfaatan bioteknologi tanaman dalam perbanyakan tanaman pohon

BAB II

KAJIAN  PUSTAKA

A. Tanaman Durian

Sebagai bagian dari kawasan Indo-Malaya, Indonesia merupakan salah stau dari delapan pusat keanekaragaman genetika tanaman di dunia khususnya untuk buah-buahan tropis seperti durian, mangga dan rambutan. Di Indonesia terdapat 20 macam jenis tanaman dari genus Durio dan Kalimantan merupakan pusat dari jenis-jenis Durio (Durio sp.). Tercatat ada Sembilan jenis Durio yang dapat dimakan, masing-masing adalah Durio dulcis (lahong), D.exelcus (apun), D.grandiflorus (sukang), D. graviolens (tuwala), D.ketejensis (lai), D.lowianus (teruntung), D.oxleyanus (kerantungan), D.testudinarum (durian sekura), dan D.zibethinus (durian). Lima jenis diantaranya telah dibudidayakan yaitu D.dulcis, D. grandiflorus, D.kutejensis, D.oxleyanus, dan D.zibethinus. Di Indonesia juga dapat ditemukan puluhan bahkan sampai ratusan kultivar durian lokal. Masing-masing kultivar berbeda dalam rasa, bau, tekstur, warna daging buah, bentuk buah, ukuran buah, duri pada kulit dan biji (Uji, 2007).

Tanaman durian termasuk dalam famili Bombaceae. Tanaman ini berbentuk pohon dengan tinggi mencapai 20-40 meter dengan batang pokok berbentuk bulat memanjang dengan diameter 50-120 cm. Pohon durian termasuk tumbuhan dengan bunga yang bermunculan di cabang atau ranting (ramiflorous). Setiap kelompok bunga terdiri dari 40-50 kuntum. Buah durian yang berbentuk bulat atau bulat panjang biasanya muncul 100-150 hari setelah bunga mekar (Untung, 1996).

Di Indonesia, tanaman durian terdapat di seluruh pelosok Jawa dan Sumatera. Sedangkan di Kalimantan dan Irian Jaya umumnya terdapat di hutan, di sepanjang aliran sungai. Di dunia tanaman durian tersebar di seluruh Asia tenggara dari Sri Lanka, India Selatan hingga New Guinea. Sedangkan Thailand sudah melakukan usaha perkebunan durian secara intensif. Tanaman durian memerlukan curah hujan yang merata sepanjang tahun dengan kemarau 1-2 bulan sebelum berbunga. Suhu yang dibutuhkan adalah 20-300C. Tanah yang dikehendaki juga tanah yang subur, umunya tanah grumusol dan ondosol yang mempunyai kemampuan mengikat air tinggi. Selain sebagai buah segar, tanaman durian juga bermanfaat untuk mencegah erosi di lahan miring, batangnya sebagai bahan bangunan dan alat rumah tangga, biji yang dapat dimakan sebagai pengganti makanan berkarbohidrat, dan kulit durian sebagai bahan abu gosok (BPP Teknologi, 2012).

Komoditas durian yang mendominasi pasar saat ini adalah jenis Monthong asal Thailand. Durian Monthong memberikan keuntungan bagi sebagian petani dan pengusaha durian yang mengembangkan jenis durian ini tetapi belum pada petani durianlokalo maupun memberi keuntungan bagi pelestarian varietas durian lokal yang banyak terdapat di Indonesia. Menurut Durian Research Centre, Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya (2012), durian unggul lokal Nusantara (d’kaltara) yang sudah dirilis oleh pemerintah, yaitu oleh Departemen Pertanian sampai dengan tahun 2008 adalah sebanyak 67 varietas. Pengembangan d’kaltara harus dimulai dari perbanyakan pohon induk yang asli (true to type). 

Pada tahun 2009, jenis durian unggul yang sudah dirilis pemerintah bertambah sehingga mencapai 71 varietas (Ashari dan Wahyuni, 2010). Hal ini tentu menggambarkan kekayaan plasma nutfah durian di Indonesia. Akan tetapi dengan permintaan yang meningkat, produksi buah durian belum dapat mencukupi baik permintaan dalam negeri maupun untuk ekspor. Meskipun varietas lokal yang ada sangat beragam impor durian masih terjadi dengan angka yang cukup tinggi yaitu 21.827 ton pada tahun 2007. Kelemahan produksi buah durian harus dimulai dengan usaha dengan penelitian dari tingkat dasar seperti metode perbanyakan bibit yang efektif dan memiliki kualitas yang diinginkan oleh pasar.

Perbanyakan tanaman durian biasanya dilakukan secara generatif maupun vegetatif. Secara generatif biji dipilih untuk bibit dengan syarat asli dari induknya, segar dan sudah cukup umur, tidak kisut, tidak terserang hama dan penyakit. Sedangkan secara vegetatif dapat dilakukan dengan okulasi, penyusuan (model tusuk atau sayatan), dan cangkok (BPP Teknologi, 2012). Akan tetapi perlu diingat bahwa tanaman durian bersifat menyerbuk silang sehingga akan menghasilkan keturunan dengan sifat yang tidak sama persis dengan induknya. Menurut Hartman et al. (1997), pada tanaman pohon atau berkayu jarang terjadi penyerbukan sendiri (self-pollination). Jika terjadi, biasanya terbentuk biji yang tidak bagus atau tidak berkembang. Oleh karena itu pada tanaman pohon biasanya terjadi penyerbukan silang (cross pollination) untuk kesuksesan regenerasi dan menjaga keragaman pada generasi berikutnya. Hal ini juga dikemukakan oleh peneliti Balai Penelitian Tanaman Buah (2011), yaitu bahwa tanaman durian menyerbuk silang sehingga keragaman tanaman di alam cukup besar.Sedangkan menurut Watson (1983), mayoritas tanaman durian di Indonesia, Malaysia, dan Filipina bersifat self-incompatible sehingga penyerbukan silang diperlukan untuk menghasilkan buah. Penyerbukan secara parsial atau tidak lengkap akan mempengaruhi perkembangan bij idan menghasilkan buah dengan bentuk yang tidak teratur.
B. Perbanyakan In Vitro

Metode perbanyakan yang dapat digunakan untuk tanaman durian adalah perbanyakan vegetatif secara in vitro atau mikropropagasi. Metode ini merupakan teknik yang lebih cepat dalam menghasilkan stok tanaman klonal dan konservasi plasma nutfah secara lebih cepat selain sebagai alat untuk seleksi dan pengembangan kultivar baru (Iriondo et al., 1995). Teknik ini memanfaatkan kemampuan totipotensi tumbuhan, yaitu untuk membentuk tumbuhan baru yang sama dengan induknya dari bagian tumbuhan baik organ atau jaringan (Hartman et al., 1997).

Teknik mikropropagasi atau in vitro sering digunakan untuk menghasilkan tumbuhan yang true-to-type atau disebut klon (clone) atau sama dengan tumbuhan asalnya. Istilah klon (clone) pertama kali digunakan oleh Webber pada tahun 1903 untuk tumbuhan yang diperbanyak secara vegetatif. Tumbuhan hasil perbanyakan secara vegetatif dianggap bukan suatu individu baru tapi hanya bagian dari tumbuhan asal dan bersifat sama. Kemampuan tumbuhan untuk menghasilkan klon tersebut akan menjadi keuntungan dalam konservasi tumbuhan tertentu atau perbanyakan untuk menghasilkan bibit dengan sifat yang diinginkan seperti induknya (Mantell et al., 1985).

Metode mikropropagasi biasa disebut dengan teknik in vitro atau kultur jaringan. Dalam metode ini, ada prinsip-prinsip dasar yang perlu dilakukan. Yang pertama adalah mengisolasi atau mengambil bagian tumbuhan dari tumbuhan induk baik berupa organ, jaringan atau sel. Kedua, memberikan lingkungan yang tepat untuk pertumbuhan bagian tumbuhan tersebut. Yaitu dengan menanam pada media dan kondisi yang tepat. Terakhir adalah perbanyakan dilakukan di kondisi yang steril atau aseptik. Tempat melakukan kultur jaringan harus bebas dari bakteri, fungi, alga atau kontaminan lain (Biondi dan Thorpe, 1981).

Kultur jaringan durian masih jarang dilakukan. Dari publikasi yang ada, hanya sedikit yang melakukan mikropropagasi menggunakan bagian vegetatif seperti tunas untuk perbanyakan durian dengan kultur jaringan. Hal tersebut dapat disebabkan oleh sulitnya melakukan miropropagasi tanaman berkayu sesuai dengan pernyataan Giri et al. (2004) yang menjelaskan bahwa tanaman pohon sulit untuk dikembangkan secara in vitro. Bahan tanam yang diambil dari jaringan tua akan lebih sulit untuk berkembang dibandingkan dengan bahan tanam dari jaringan muda misalnya dari tunas. Hal-hal yang mempersulit perbanyakan tanaman pohon secara in vitro adalah pertambahan tunas yang lambat, keluarnya senyawa fenol yang menghambat pertumbuhan, pertumbuhan kalus yang tidak diinginkan, vitrifikasi, dan nekrosis pada pucuk tunas. 

Pada penelitian yang dilakukan oleh Karsinah dkk. (1995), eksplan kotiledon durian yang ditanam pada media dengan 0,1-0,5 ppm 2,4-D dan 0,5-2,0 ppm BAP menghasilkan pertumbuhan kalus 81-97 %, dengan struktur kalus yang padat dan berwarna hijau-kuning. Sedangkan menurut Namhomchan (1999), konsentrasi BAP 1mg/liter membuat tunas lateral durian berkembang secara in vitro tetapi tidak sampai pada tahap planlet. Kalus juga dapat dihasilkan dari daun muda durian yang ditanam pada media WPM (Woody Plant Medium) dengan 0,5 mg/liter 2,4-D dan 0,1 mg/liter BAP. Literatur yang terbatas mengenai penelitian durian secara in vitro tidak membatasi eksplorasi penelitian ini dalam mencari teknik yang tepat untuk perbanyakan durian secara in vitro. Hasil dari beberapa penelitian tanaman pohon/ berkayu dapat menjadi referensi macam media, sterilisasi dan zat pengatur tumbuh yang digunakan untuk menginduksi tunas secara langsung. Hal tersebut dilakukan untuk mengurangi keragaman yang dapat muncul akibat induksi melalui kalus.

Macam media yang digunakan untuk kultur jaringan tanaman berkayu sangat bervariasi, mulai dari MS (Bhalla et al., 2009; Iriondo et al., 1995; Girijashankar, 2011; Hedayat et al., 2009), WPM (Karsinah, dkk., 1995; Namhomchan, 1999), sampai media yang spesifik untuk tanaman tertentu seperti zaitun dengan Olive Medium ( Ali et al., 2009), dan bermacam-macam kombinasi zat pengatur tumbuh yang digunakan baik pada media MS atau WPM ( Giri et al., 2004). 

C. Embriogenesis Somatik

  Pembentukan embrio tanaman tanpa melakukan persilangan, atau disebut dengan embrio somatik, dapat diperoleh dari induksi jaringan vegetatif, misalnya daun. Proses pembentukan embrio somatik disebut embriogenesis somatik (Haris dan Mathius, 1995). Sifat genetis individu yang berkembang dari embrio somatik akan identik dengan sifat genetis tanaman yang digunakan sebagai sumber potongan jaringan yang digunakan untuk kultur in vitro. Keunggulan embriogenesis somatik adalah jaringan meristem akar dan pucuk akan terbentuk saat embrio somatik masak. Bentuk anatomi dan sifatnya serupa dengan embrio zigotik biasa. Bibit yang diinginkan dengan mudah dapat dihasilkan hanya dengan mengecambahkan embrio yang telah masak. Embrio somatik dapat dihasilkan dari induksi kalus secara in vitro dan jika berhasil maka kalus embriogenik dapat dihasilkan setiap waktu untuk menghasilkan embrio masak tanpa tergantung musim (Jain, 1998 dan Merckle, 1995 cit Taryono, 2000).

 Penelitian mengenai embriogenesis somatik telah dilakukan pada berbagai tanaman, mulai dari tanaman pangan seperti padi (Mariani et al., 2002) dan sorghum (Girijashankar et al., 2007), tanaman perkebunan seperti kakao (Santos et al., 2004) dan tanaman hias seperti crocus (Karamian, 2007).  Induksi kalus embriogenik dengan eksplan ovule durian juga telah dicoba oleh Chartisathian et al. (2001), dengan menggunakan media MS dengan 1 mg/l NAA. Durian yang digunakan adalah varietas Monthong dan lokal Thailand, negara asal peneliti (Chartisathian et al., 2001). Keseragaman bibit yang dihasilkan diharapkan sama dengan pohon induknya dan seperti yang telah diteliti pada tanaman conifer, Larix deciduas, dari segi morfologi bibit yang dihasilkan dari induksi embriogenesis somatik terlihat beragam tetapi dilihat dari tingkat kromosom tidak berbeda nyata (Taryono, 2000).


BAB III
METODE PENELITIAN

A. Rancangan Penelitian

1. Perlakuan

Penanaman akan dilakukan dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan dua faktor yaitu macam eksplan (daun menutup dan daun membuka hasil perkecambahan biji durian) dan macam media. Untuk kedua macam eksplan akan ditanam pada 3 macam media yang mengandung tiga macam auksin dan 6 media dengan kombinasi auksin dan sitokinin. Perlakuan media yang akan digunakan adalah berdasar penelitian Chartisathian et al. (2001) yang melakukan induksi somatic embrio durian Monthong Thailand dengan eksplan kotiledon, dan penelitian lain seperti Santos et al. (2004) dengan somatic embrio kakao dan Girijashankar et al. (2007) dengan sorghum.

Tabel 1.  Media yang Digunakan 

	No.
	Kode
	Perlakuan
	Jumlah eksplan

	1
	Po
	MS 
	15

	2
	P1
	MS + 1,4-D 1 ppm
	15

	3
	P2
	MS + 1,4-D 1,5 ppm
	15

	4
	P3
	MS + 1,4-D 2 ppm
	15

	5
	P4
	MS + 1,4-D 3 ppm
	15

	6
	P5
	MS + 1,4-D 4 ppm
	15

	7
	P6
	MS + 1,4-D 5 ppm
	15

	8
	P7
	MS + NAA 1 ppm
	15

	9
	P8
	MS + NAA 1,5 ppm
	15

	10
	P9
	MS + IBA 1 ppm
	15

	11
	P10
	MS + IBA 1,5 ppm
	15

	12
	P11
	MS + BAP 0,5 ppm + 2,4-D 1 ppm
	15

	13
	P12
	MS + BAP 0,5 ppm + 2,4-D 4 ppm
	15

	14
	P13
	MS + BAP 0,5 ppm + NAA 1 ppm
	15

	15
	P14
	MS + BAP 0,5 ppm + IBA 1 ppm
	15

	
	
	TOTAL
	225


2. Variabel 





Data diambil seminggu sekali selama 3 bulan (12 minggu) untuk variabel-variabel berikut ini :

a. Jumlah eksplan hidup
b. Jumlah eksplan berkalus
c. Tipe kalus (remah / kompak) dan warna kalus
d. Waktu muncul embrio somatic

B. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Kebun Percobaan Biologi dan Laboratorium Kultur Jaringan, Fakultas MIPA, Universitas Negeri Yogyakarta. Waktu penelitian adalah bulan Juli-Oktober 2013.

C. Alat dan Bahan

1. Alat

Dalam perlakuan in vitro, dibutuhkan alat-alat berupa botol-botol media dan tutup tahan panas atau aluminium foil.  Selain itu juga akan digunakan pinset, lampu Bunsen, scalpel, petridish, beaker, magnetic stirrer, autoklaf, timbangan digital, label, dan almari Laminair air flow (LAF). Kamera digital digunakan untuk mengambil gambar hasil kultur dan mikroskop stereo 3 dimensi digunakan untuk mengambil foto eksplan dan kalus. 

2. Bahan

Bahan yang digunakan adalah biji durian varietas lokal. Persiapan yang telah dilakukan adalah mengecambahkan biji durian untuk dijadikan bibit yang dapat diambil daunnya. Dari penelitian tahun 2012, eksplan diambil dari bibit umur 3 minggu. Tahun ini ditanam lagi biji durian dari bulan Juli untuk menghasilkan bibit yang siap diambil daunnya untuk penanaman in vitro. Penggunaan daun yang tua dari pohon induk dewasa menyulitkan saat sterilisasi dan saat perlakuan induksi tunas karena kesulitan saat melakukan sterilisasi. 

Media kultur yang digunakan adalah media MS (Murashige and Skoog) padat (Tabel 1.). Bahan-bahan yang digunakan dapat dibuat dalam larutan stock terlebih dahulu terutama untuk unsur-unsur makro, mikro, besi, dan vitamin. Sebagai bahan tambahan pada media perlakuan digunakan 2,4-D. Sedangkan untuk sterilisasi digunakan bahan-bahan berupa detergen, bakterisida, fungisida, aquades, alkohol 70%, larutan Clorox (bayclin) 10%, dan tissue. Aluminium foil dan kertas payung juga digunakan dalam sterilisasi alat-alat. 

D. Prosedur Penelitian 
1. Sterilisasi 


Sterilisasi alat-alat dilakukan dengan membungkus terlebih dahulu alat-alat seperti pinset, scalpel, dan petridish dengan kertas payung sebelum dimasukkan ke dalam autoklaf. Autoklaf diatur pada suhu 121 0C dan tekanan 1,5kg/cm. Untuk alat, suhu dan tekanan tersebut dibiarkan selama 30 menit sedangkan untuk media hanya selama 15 menit. Tekanan dibiarkan turun dahulu sebelum membuka autoklaf. Sterilisasi ruangan dan almari laminair air flow (LAF) dilakukan dengan menyalakan lampu UV selama 1 jam sebelum pemakaian ruang. Sebelum memasuki ruangan, UV dimatikan. Sterilisasi LAF dilanjutkan dengan penyemprotan alkohol 70% kemudian dikeringkan dengan tissue bersih.
Sterilisasi bahan tanam (eksplan) dilakukan dengan mencuci daun durian dengan detergen selama 1 menit dan membilas dengan air bersih. Daun sebelumnya dipotong menjadi tiga terlebih dahulu untuk memudahkan penanaman. Eksplan daun dibilas dengan air mengalir kemudian digojok menggunakan shaker dalam larutan air steril dengan fungisida dan bakterisida masing-masing sebanyak 2 gram. Penggojokan dilakukan selama 1 jam. Setelah dibilas, sterilisasi dilanjutkan dengan sterilisasi di dalam almari laminair air flow (LAF) menggunakan larutan NaOCl dengan konsentrasi 5% selama 15 menit, 20% selama 10 menit, dan alkohol 70% selama 5 menit. Diantara larutan sterilisasi dibilas dengan air steril sebanyak 3 kali.
2. Pembuatan Larutan Stock dan Media


Bahan yang digunakan adalah biji durian varietas lokal Media kultur yang digunakan adalah media MS (Murashige and Skoog). Bahan-bahan  yang digunakan dapat dibuat dalam larutan stock terlebih dahulu terutama untuk unsur-unsur makro, mikro, besi, dan vitamin. Sebagai bahan tambahan pada media perlakuan digunakan BAP dan 2,4-D, BAP, IBA dan NAA dalam berbagai konsentrasi. Konsentrasi berbagai ZPT adalah sesuai dengan perlakuan yang tertera pada tabel 1. Media MS dibuat dengan menggunakan bahan dan konsentrasi seperti tertera pada tabel 2.
Tabel 2. Medium Murashige & Skoog 

	NOMOR
	UNSUR
	UNTUK 1 L MEDIUM (mg / l)

	1.
	MAKRO

NH4NO3

KNO3

CaCl2.2H2O

MgSO4.7H2O

KH2PO4
	1650

1900

440

370

170

	2.
	UNSUR BESI

Na2.EDTA

FeSO4.H2O
	37,300

27,800



	3.
	UNSUR MIKRO

MnSO4.H2O

ZnSO4.4H2O

H3BO3

KI

NaMoO4.H2O

CuSO4.5H2O

CoCl2.6H2O
	37,30

8,600

6,200

0,830

0,250

0,025

0,025



	4.
	VITAMIN

Glycine

Nicotinic acid

Pyridoxine-HCl

Thiamine-HCl
	2,0

0,5

0,5

0,1



	
	MYOINOSITOL

SUKROSE

AGAR

pH
	100 mg

30 g

8 g

5,7 – 5,8


3. Penanaman




Potongan daun ditanam pada media yang sudah disterilisasi. Dalam satu botol ditanam 3 potongan daun. Tanaman kultur diinkubasi pada suhu 21 0C selama 16 jam pencahayaan lampu fluorescent selama 90 hari. Setelah kalus tumbuh dapat diamati variable-variabel yang diinginkan. Pemindahan ke media baru (sub kultur) dilakukan tiap 4 minggu untuk menghindari browning, seperti yang telah dilakukan oleh Chartisathian et al. (2001). 

BAB IV

HASIL DAN PEMBASAHAN
A. Sterilisasi Eksplan
Penanaman eksplan daun durian dilakukan dengan metode sterilisasi yang telah ditemukan pada penelitian tahun 2012. Hasil yang diperoleh ternyata menunjukkan bahwa metode sterilisasi tersebut tidak tepat lagi untuk digunakan pada penelitian tahun ini. Sumber eksplan atau bibit asal eksplan daun adalah bibit berumur 6-12 bulan sehingga berbeda dengan bibit yang digunakan pada tahun 2012 yang berumur 3-4 bulan. Kondisi lingkungan yang dapat menjadi sumber kontaminan seperti spora jamur dan bakteri menyebabkan metode sterilisasi yang digunakan harus diganti menyesuaikan dengan eksplan yang digunakan. Setelah beberapa kali percobaan, metode sterilisasi yang digunakan pada penelitian tahun ini adalah modifikasi dari sterilisasi daun durian yang digunakan dalam penelitian Lizawati dkk. (2012) pada eksplan daun durian kultivar Selat Jambi. 
Selain bibit dengan umur yang lebih tua, hambatan pada menemukan metode sterilisasi yang tepat adalah adanya lapisan trikoma pada daun  durian. Trikoma pada daun biasanya berfungsi untuk (1) mengurangi penguapan, (2) meneruskan rangsangan, (3) mengurangi gangguan hewan, (4) membantu penyebaran biji, (5) membantu penyerbukan bunga, dan (6) menyerap air serta gram-garam mineral dari dalam tanah.Struktur trikoma bervariasi, dan pada durian trikoma berupa rambut sisik yang memipih dan bersel banyak (Hartanto Nugroho dkk., 2012). 

Saat ditanam secara in vitro, daun durian cenderung menggulung sebagai reaksi awal ditanam pada media kultur. Selain itu, kalus yang terbentuk juga berbeda dengan tipe kalus yang umum ditemukan dalam penanaman daun secara in vitro, bahkan hanya tampak sebagai permukaan daun yang menggulung kemudian menonjol atau menggelembung. Lapisan trikoma dapat diduga menghambat penyerapan hara dan zat pengatur tumbuh (ZPT) sehingga induksi kalus tidak maksimal. Sebagai solusinya, pertama perlu dilihat bentuk / tipe trikoma pada durian. Menggunakan mikroskop stereo 3 dimensi, terlihat bahwa trikoma durian mempunyai struktur berbentuk bintang dan menempel rapat pada epidermis (gambar 1).

	[image: image1.jpg]



	[image: image2.jpg]




	Gambar 1. Foto trikoma durian lensa menggunakan mikroskop stereo 3 dimensi dengan ukuran lensa 0,75x (kiri) dan 3x (kanan)


Untuk mengatasi penyerapan hara yang terganggu, maka sebelum dilakukan sterilisasi trikoma pada daun durian dihilangkan / dikurangi terlebih dahulu dengan menyikat bagian bawah daun menggunakan sikat gigi yang halus. Keberadaan trikoma pada daun durian memungkinkan durian untuk hidup di lingkungan yang kurang menguntungkan. Akan tetapi struktur ini menghambat perbanyakan durian secara in vitro. Respon daun durian terhadap perlakuan in vitro yang seringkali hanya menggulung tanpa diikuti pertumbuhan kalus merupakan hambatan bagi perbanyakan durian dengan teknik kultur jaringan. Dengan ditemukannya metode sterilisasi ini diharapkan ada banyak kemajuan dalam induksi kalus maupun tunas dari organ daun secara in vitro.

B. Persentase eksplan Hidup

Sterilisasi eksplan yang sudah ditemukan (metode Lizawati dkk. yang dimodifikasi) digunakan untuk penanaman eksplan daun durian yang masih muda dan dibedakan daun yang masih menutup dan sudah membuka. Terdapat banyak faktor yang dapat mempengaruhi pertumbuhan eksplan seperti kontaminan dari daun itu sendiri maupun akibat proses penanaman yang kurang steril. Eksplan menunjukkan penurunan jumlah yang hidup sampai hanya mencapai sekitar 30% pada minggu ke-2 (grafik 1.) pada perlakuan P2 dan P8. Persentase eksplan yang hidup cenderung mengalami penurunan sampai minggu ke-8 dan mencapai 6% yang hidup pada perlakuan P2 dan bahkan 0 % pada beberapa perlakuan yang lain. Akan tetapi pada perlakuan P13, terdapat 60% eksplan masih hidup pada eksplan daun yang membuka (grafik 2). Pada eksplan daun menutup persentase eksplan hidup pada minggu ke-8 mencapai 0% pada beberapa perlakuan .dan terbanyak dengan 40% pada perlakuan P13.
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	Gambar 2. Grafik Persentase Eksplan Hidup (%) pada Eksplan Daun Menutup pada Tiap Perlakuan Media

Keterangan : 

P0
= Kontrol (media MS kosong tanpa ZPT) 

P1
= Media MS + 2,4-D 1 ppm 

P2
= Media MS + 2,4-D 1,5 ppm

P3
= Media MS + 2,4-D 2 ppm

P4
= Media MS + 2,4-D 3 ppm

P5
= Media MS + 2,4-D 4 ppm

P6
= Media MS + 2,4-D 5 ppm

P7
= Media MS + NAA 1 ppm

P8
= Media MS + NAA 1,5 ppm

P9
= Media MS + IBA 1 ppm

P10
= Media MS + IBA 1,5 ppm

P11
= Media MS + BAP 0,5 ppm + 2,4-D 1 ppm

P12
= Media MS + BAP 0,5 ppm + 2,4-D 4 ppm

P13
= Media MS + BAP 0,5 ppm + NAA 1 ppm

P14
= Media MS + BAP 0,5 ppm + IBA 1 ppm



Persentase eksplan hidup yang lebih rendah setelah delapan minggu di kondisi in vitro, menunjukkan bahwa eksplan mengalami hambatan dalam pertumbuhan. Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi pertumbuhannya mencakup sumber nutrisi, suhu dan cahaya. Suhu dan cahaya untuk semua eksplan mendapat perlakuan yang sama, sedangkan sumber nutrisi berbeda dengan 14 macam perlakuan media tanam. Dari hasil yang diperoleh, tidak ada perbedaan yang signifikan antar perlakuan terhadap persentase eksplan hidup setelah berada dalam kondisi in vitro selama 8 minggu (tabel 3 dan 4).
Tabel 3. Hasil Analisis Varian Pengaruh Media Perlakuan Terhadap Jumlah Eksplan Daun Muda Menutup yang Hidup

	ANOVA

	Jumlah_eksplan
	
	
	
	
	

	
	Sum of Squares
	df
	Mean Square
	F
	Sig.

	Antar Perlakuan
	13.947
	14
	.996
	1.003
	.462

	Dalam Perlakuan
	59.600
	60
	.993
	
	

	Total
	73.547
	74
	
	
	


   Keterangan : tingkat signifikan > 5% menunjukkan tidak beda nyata


Pada eksplan daun membuka, persentase eksplan hidup cenderung lebih tinggi daripada eksplan daun menutup (grafik 2). Hal ini disebabkan oleh jaringan yang lebih kuat untuk diperlakukan dengan teknik sterilisasi. Penyebab lain adalah dari keberadaan trikoma pada daun durian dimana pada satu sisi trikoma menghalangi penyerapan nutrisi tetapi pada daun yang lebih tua (daun membuka), keberadaannya tidak menghalangi kemampuan eksplan untuk hidup karena daun yang membuka juga memiliki trikoma, bahkan daun lebih tebal karena lapisan lilin yang terbentuk pada permukaan daun sudah lebih tebal. 
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	Gambar 3. Grafik Persentase Eksplan Hidup (%) pada Eksplan Daun Membuka pada Tiap Perlakuan Media 
(keterangan : perlakuan seperti tertera pada gambar 2.)





Hasil analisis varian untuk eksplan daun muda membuka juga menunjukkan bahwa perlakuan media tidak memberikan pengaruh nyata terhadap jumlah eksplan yang  hidup (Tabel 4). 

Tabel 4 . Hasil Analisis Varian Pengaruh Media Perlakuan Terhadap Jumlah Eksplan Daun Muda Membuka yang Hidup
	ANOVA

	Jumlah_eksplan
	
	
	
	
	

	
	Sum of Squares
	df
	Mean Square
	F
	Sig.

	Antar Perlakuan
	12.587
	14
	.899
	.970
	.494

	Dalam PErlakuan
	55.600
	60
	.927
	
	

	Total
	68.187
	74
	
	
	


Keterangan : tingkat signifikan > 5% menunjukkan tidak beda nyata

C. Persentase Eksplan Berkalus
Persentase eksplan daun yang hidup menunjukkan kemampuan eksplan untuk dapat bertahan hidup di kondisi in vitro. Pembentukan kalus merupakan salah satu indikator adanya pertumbuhan dalam kultur in vitro. Lama atau tidaknya eksplan membentuk kalus tergantung dari bagian tanaman yang dipakai sebagai eksplan serta komposisi media induksi yang digunakan. Menurut Hartman et al. (1990), kalus yang dihasilkan melalui propagasi secara in vitro terbentuk karena adanya luka (bagian yang dipotong) pada jaringan dan respon terhadap zat pengatur tumbuh.

Dari hasil analisis varian (ANOVA), terlihat bahwa tidak terlihat adanya perbedaan yang signifikan antar perlakuan media terhadap jumlah eksplan yang berkalus baik pada daun menutup maupun membuka.Variasi media yang digunakan bertujuan untuk menginduksi kalus embriogenik dari daun durian. Dari hasil yang diperoleh terlihat bahwa kalus lebih cepat terbentuk pada daun muda yang sudah membuka dimana kalus muncul pada minggu kedua setelah tanam. Pada eksplan daun muda yang masih menutup, kalus muncul pada 3-4 minggu setelah tanam. Hal ini dapat disebabkan oleh bentuk daun membuka yang menjadi  permukaan daun lebih luas untuk menyerap nutrisi dari media kultur. Bentuk daun muda yang masih menutup mempunyai permukaan yang lebih sempit sehingga luas permukaan untuk menyerap nutrisi lebih sedikit. 

	[image: image5.jpg]



(a)
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(b)
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(c)

	Gambar 4. Eksplan daun durian yang (a) menutup dan (b)(c) membuka


Dari grafik terlihat bahwa perlakuan yang menghasilkan persentase eksplan berkalus paling banyak adalah perlakuan P11 yaitu media MS  + 0,5 ppm BAP + 1 ppm 2,4-D baik pada eksplan daun muda menutup maupun membuka. Persentase eksplan daun yang menghasilkan kalus mencapai 26.67 % meskipun pada daun menutup kalus muncul lebih cepat pada minggu keempat dibanding dengan eksplan daun membuka yang mulai muncul kalus pada minggu keenam. Pada daun yang menutup persentase eksplan yang muncul kalus jumlahnya juga cenderung tetap dari minggu ke-4 sampai minggu ke-8., sedangkan pada daun membuka lebih banyak yang menurun pad aminggu ke-6 sampai dengan minggu ke-8.

Perlakuan lain yang menghasilkan persentase eksplan berkalus tertinggi kedua adalah perlakuan P4 yaitu media Media MS + 2,4-D 3 ppm. Hal ini menunjukkan bahwa kombinasi zat pengatur tumbuh BAP dan 2,4-D dan 2,4-D saja dapat menginduksi kalus pada daun durian. Persentase eksplan berkalus yang tidak mencapai 50% dari semua eksplan yang ditanam menunjukkan bahwa media yang digunakan belum mampu menginduksi kalus secara optimal. Selain kemungkinan jenis dan kombinasi ZPT yang belum tepat, faktor lain yang diduga dapat mempengaruhi persentase eksplan berkalus adalah volume media di tiap botol kultur. Jumlah media yang kurang banyak dapat berpengaruh terhadap jumlah kemampuan daun untuk berkalus dalam jangka waktu tertentu. Pada penelitian ini dilakukan sub-kultur (pemindahan eksplan ke media baru) setelah 4 minggu berada pada media. Hal ini dilakukan karena nutrisi di dalam media akan terserap semua sehingga pertumbuhan menjadi tidak optimal. 

Dilihat dari gambar 5 dan 6, persentase eksplan berkalus cenderung mengalami penurunan atau stagnansi pad minggu ke-4 dan 6 setelah tanam. Jumlah yang menurun disebabkan oleh beberapa eksplan yang terkontaminasi setelah dilakukan sub-kultur. Selain kontaminasi eksplan juga mati karena terjadi browning akibat fenol yang terekspos pada udara di luar botol kultur saat memindah eksplan dari media lama ke media yang baru. Terhambatnya pertumbuhan kalus tersebut juga dikarenakan massa kultur yang ditumbuhkan terlalu lama dalam media yang tetap menyebabkan terjadinya kehabisan hara dan air. Kehabisan hara dan air dapat terjadi karena selain terhisap untuk pertumbuhan juga karena media menguapkan air dari masa ke masa. Selain kehabisan unsur hara, kalus juga mengeluarkan senyawa hasil metabolisme yang akhirnya akan menghambat pertumbuhan kalus itu sendiri (Anonim, 2010).
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	Gambar 5. Grafik Persentase Eksplan Berkalus (%) pada Eksplan Daun Menutup pada Tiap Perlakuan Media




Dari semua perlakuan media, hanya 6 perlakuan yang mampu menginduksi kalus pada daun menutup dan 8 perlakuan untuk daun membuka. Pada eksplan daun menutup, enam perlakuan yang mampu menginduksi kalus adalah perlakuan :

· P3
= Media MS + 2,4-D 2 ppm

· P4
= Media MS + 2,4-D 3 ppm

· P11
= Media MS + BAP 0,5 ppm + 2,4-D 1 ppm

· P12
= Media MS + BAP 0,5 ppm + 2,4-D 4 ppm

· P14
= Media MS + BAP 0,5 ppm + IBA 1 ppm

Dari kelima perlakuan tersebut, empat diantaranya mengandung auksin 2,4-D yang memang sering digunakan untuk menginduksi kalus dengan teknik in vitro. Auksin 2,4-D adalah auksin sintetik dan mampu menyebabkan elongasi sel, pembelahan sel (pembentukan kalus), pembentukan akar adventif dan embriogenesis. Peran zat pengatur tumbuh seperti auksin membantu sel-sel yang sudah terdiferensiasi untuk de-diferensiasi menjadi kalus. Menurut Pierik (1987), selain auksin, penambahan sitokinin juga dapat digunakan untuk induksi kalus embriogenik. Pada perlakuan P11 dan P12, kombinasi BAP dan 2,4-D juga mampu menginduksi kalus pad adaun muda menutup. Dari grafik 6 terilihat bahwa dua perlakuan yang menghasilkan persentase eksplan yang membentuk kalus adalah perlakuan P4 dan P11. 

Kombinasi auksin dan sitokinin juga dapat dipakai dalam induksi embriogenesis. Kombinasi kedua zat pengatur tumbuh tersebut dapat memacu pertumbuhan kalus maupun organ. Pada penelitian yang dilakukan Girijashankar (2007), penggunaan sitokinin BAP dan auksin 2,4-D juga dapat menginduksi kalus embriogenik pada tanaman sorghum.  Kombinasi ZPT tersebut dapat menginduksi embrio untuk tumbuh dari kalus pada sorghum. 

Pada daun yang membuka, terdapat delapan perlakuan media yang mampu menginduksi kalus yaitu perlakuan :

· P2
= Media MS + 2,4-D 1,5 ppm

· P4
= Media MS + 2,4-D 3 ppm

· P5
= Media MS + 2,4-D 4 ppm

· P7
= Media MS + NAA 1 ppm

· P9
= Media MS + IBA 1 ppm

· P10
= Media MS + IBA 1,5 ppm
· P11
= Media MS + BAP 0,5 ppm + 2,4-D 1 ppm

· P12
= Media MS + BAP 0,5 ppm + 2,4-D 4 ppm

Terdapat lebih banyak perlakuan yang dapat menginduksi kalus pada daun membuka dibandingkan dengan pengaruhnya pada daun yang masih menutup. Hal ini dapat disebabkan oleh penyerapan hara yang lebih baik pada eksplan daun membuka.  Meskipun ukuran / potongan daun sama, ternyata kemampuan untuk menghasilkan kalus sedikit berbeda dengan hasil pada daun menutup. Meskipun terdapat beberapa perlakuan yang dapat menginduksi kalus baik pada penanaman daun menutup maupun membuka, waktu muncul kalus terlihat berbeda antar kedua eksplan.  
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	Gambar 6. Grafik Persentase Eksplan Berkalus (%) pada Eksplan Daun Menutup pada Tiap Perlakuan Media




Dari hasil Anova terlihat bahwa tidak terdapat beda nyata antar perlakuan media terhadap jumlah eksplan yang berkalus pada umur 8 minggu setelah penanaman (tabel 5 dan 6). Hal ini menunjukkan bahwa meskipun terlihat perbedaan dalam waktu inisiasi kalus dan jumlah perlakuan yang dapat menginduksi kalus, tidak dapat perbedaan yang signifikan antar perlakuan kombinasi ZPT pada media MS. 

Tabel 5. Hasil Analisis Varian Pengaruh Media Perlakuan Terhadap Jumlah Eksplan Daun Muda Menutup yang Berkalus

	ANOVA

	Jumlah_eksplan
	
	
	
	
	

	
	Sum of Squares
	df
	Mean Square
	F
	Sig.

	Antar Perlakuan
	4.267
	14
	.305
	1.270
	.253

	Dalam Perlakuan
	14.400
	60
	.240
	
	

	Total
	18.667
	74
	
	
	


   Keterangan : tingkat signifikan > 5% menunjukkan tidak beda nyata

Hasil Anova menunjukkan tidak adanya beda nyata signifikan antar perlakuan media yang kemungkinan disebabkan oleh kombinasi ZPT yang belum mampu untuk menginduksi kalus pada semua eksplan dengan baik. Kemampuan membentuk kalus selain dipengaruhi oleh ZPT juga dipengaruhi oleh kondisi eksplan (Mantell et al., 1985). Selain itu, kemampuan eksplan untuk bertahan di kondisi in vitro juga berpengaruh terhadap kalus yang terbentuk. Adanya luka yang terjadi pada daun durian saat dipotong, secara alami seharusnya dapat menginduksi tumbuhnya kalus. Sulitnya induksi kalus pada penelitian ini, menunjukkan bahwa daun durian kemungkinan mempunyai potensi untuk mempertahankan kondisi sel-sel dan jaringannya terhadap pelukaan atau kerusakan pada organ daunnya.

Tabel 6. Hasil Analisis Varian Pengaruh Media Perlakuan Terhadap Jumlah Eksplan Daun Muda Membuka yang Berkalus

	ANOVA

	Jumlah_eksplan
	
	
	
	
	

	
	Sum of Squares
	df
	Mean Square
	F
	Sig.

	Antar Perlakuan
	1.787
	14
	.128
	.798
	.668

	Dalam Perlakuan
	9.600
	60
	.160
	
	

	Total
	11.387
	74
	
	
	


    Keterangan : tingkat signifikan > 5% menunjukkan tidak beda nyata
D. Tipe dan Warna Kalus
Hasil penelitian ini menunjukkan tiga tipe kalus yang tampak mendominasi pada beberapa perlakuan. Penggolongan tipe kalus dari beberapa referensi menunjukkan perbedaan pengertian antara kalus kompak dan remah. Mohajer et al. (2012) menggolongkan kalus yang muncul dari tanaman sainfoin menjadi tiga kelompok yait (1) kalus kompak, (2) kalus bergelembung, dan (3) kalus remah. Pada penelitian kultur jaringan beberapa tanaman lain seperti padi, bawang putih dan tebu, kalus hanya digolongkan menjadi tipe kompak dan remah. Pada penelitian induksi kalus daun durian ini, terlihat dua macam kalus yaitu kompak dan remah. 

Tipe kompak adalah kalus dengan  struktur sel yang tampak lebih menyatu membentuk gumpalan padat dan terlihat seperti bulatan-bulatan kecil (nodular), sedangkan tipe remah terlihat seprti permukaan dengan butiran-butiran pasir yang mengelompok. Tipe remah akan mudah untuk terpisah-pisah menjadi butiran-butiran halus saat dipindah tanam. (gambar 7). Tipe remah berwarna coklat keemasan seperti warna trikoma pada permukaan bawah daun durian. Kalus yang terbentuk diamati dengan mikroskopstereo 3 dimensi untuk mengamati bentuk kalus yang terbentuk secara lebih dekat (gambar 8).
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(c)

	Gambar 7. Foto kalus yang tumbuh pada eksplan daun dengan perlakuan (a) MS + 1,5 ppm 2,4-D, (b)MS + 3 ppm 2,4-D, dan (c) MS + 0,5ppm BAP + 1ppm IBA 
(Keterangan : panah hitam menunjukkan kalus).




Dengan menggunakan mikroskop tiga dimensi, tampak bahwa kedua macam kalus, yaitu kompak dan remah, tidak ditemukan hanya pada satu macam perlakuan. Pada perlakuan tertentu terdapat kedua macam kalus pada potongan daun yang sama. Pada gambar 7 dan 8, terlihat pada perlakuan MS + 1,5 ppm 2,4-D muncul kalus kompak dengan sedikit kalus remah terlihat pada bagian permukaannya. Tingkat diferensiasi sel yang berbeda, menurut Mantell et al (1985) juga berpengaruh ke bentuk atau tipe kalus yang muncul. dalam suatu kalus bisa terdapat lebih dari satu tingkat de-diferensiasi sel. 

Warna kalus yang terlihat pada beberapa perlakuan adalah warna putih, kuning dan kuning keemasan. Warna putih dan kuning terlihat pada kalus kompak dan warna keemasan pada tipe remah. Perbedaan tipe dan warna kalus tampak dari posisi dimana kalus tumbuh. Kalus yang muncul pada perlakuan dengan 2,4-D saja seperti pada  gambar 7 (a) dan (b), tumbuh dari permukaan atas daun yang berwarna hijau, sedangkan pada perlakuan dengan BAP dan IBA pada gambar7 (c) kalus tumbuh dari permukaan bawah daun. 
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(c)

	Gambar 8. Foto kalus dengan mikroskop stereo perbesaran 3 pada perlakuan (a) MS + 1,5 ppm 2,4-D, (b)MS + 3 ppm 2,4-D, dan (c) MS + 0,5ppm BAP + 1ppm IBA


E. Induksi Embrio Somatik

Dari tiga perlakuan media yang yang mempunyai respon menghasilkankalus dengan tipe kompak dan remah seperti dijelaskan di atas (perlakuan MS + 1,5 ppm 2,4-D, MS + 3 ppm 2,4-D, dan  MS + 0,5ppm BAP + 1ppm IBA), terlihat adanya potensi kalus dari perlakuan MS+ 3 ppm 2,4-D sebagai kalus embriogenik. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menghasilkan embrio somatic dari daun durian. Daun adalah bagian vegetative tanaman sehingga induksi embrio dari daun termasuk dalam metode tidak langsung atau indirect callus induction (Pierik, 1985).  Proses pembentukan embrio dari jaringan vegetative dimulai dengan de-diferensiasi sel untuk membentuk kalus terlebih dahulu. Kalus yang terbentuk diusahakan untuk bersifat embriogenik. Kalus yang dihasilkan dengan media MS+3 ppm 2,4-D adalah kalus dengan sel-sel yang dapat diinduksi menjadi embrio dan dikenal dengan IEDC (induced embryogenic determined cells). 
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	Gambar 9. Kalus pada perlakuan MS + 3 ppm 2,4-D pada 4 minggu setelah tanam dengan kamera digitial (kiri) dan mikroskop stereo 3 dimensi 
(keterangan: panah hitam menunjukkan kalus)



Kalus embriogenik akan dapat diinduksi membentuk embrio jika dipindahkan ke media induksi embrio atau SEIM (somatic embryo induction medium). Media tersebut biasanya bisa mengandung ZPT yang sama tetapi dengan konsentrasi yang sama, lebih rendah atau tanpa ZPT (MS kosong) seperti yang dilakukan oleh Girijashankar (2007) pada eksplan sorghum dan Mariani (2002) dengan eksplan padi. Dalam penelitian ini telah dilakukan pemindahan eksplan berkalus dari MS + 3 ppm 2,4-D ke media yang mengandung jumlah dan konsentrasi ZPT sama dan sedikit lebih rendah (2 ppm 2,4-D). 


Hasil menunjukkan bahwa kalus yang semula terbentuk menjadi coklat (browning) dan terlihat mati, tetapi muncul kalus lain dengan tipe yang berbeda (gambar 9). Kalus yang muncul cenderung remah dan berwarna putih. Media induksi embrio ternyata belum bisa menghasilkan embrio dari kalus embriogenik yang telah dihasilkan. Komposisi ZPT yang belum tepat bisa mengakibatkan diferensiasi sel-sel tidak membentuk struktur seperti yang diharapkan
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	Gambar 10. Kalus yang terbentuk pada media induksi embrio MS + 1 ppm 2,4-D (kiri) dan MS + 3 ppm 2,4-D (kanan)



Terjadinya browning disbabkan oleh pemaparan kalus dengan udara luar saat pemindahan. Browning sangat mudah terjadi pada eksplan tanaman berkayu karena mengandung banyak fenol. Hal ini menjadai salah satu hambatan dalam induksi kalus pada durian karena juga terjadi pada daun yang baru ditanam, sebelum sel-sel dapat membentuk kalus. Faktor lain yang menghambat munculnya embrio adalah komposisi ZPT yang belum tepat sehingga somatic embrio belum bisa tumbuh dari kalus. 

BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN
Penelitian menunjukkan bahwa terdapat tiga macam kalus dari kombinasi ZPT yang digunakan dalam media MS. Tiga macam kalus yang terbentuk adalah remah kuning, kompak putih, dan kompak kuning. Kalus kompak yang terbentuk pada media MS + 3 ppm 2,4-D berpotensi untuk menjadi kalus embriogenik tetapi belum ditemukan media induksi embrio yang tepat. Perlu dilakukan penelitian lanjut untuk menginduksi dari kalus yang berhasil diinduksi dari daun durian muda membuka dengan perlakuan media awal MS + 3 ppm 2,4-D. 
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				P0		P1		P2		P3		P4		P5		P6		P7		P8		P9		P10		P11		P12		P13		P14

		0		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100

		2		53.33		66.67		40		33.33		40		46.67		53.33		60		46.67		33.33		40		53.33		46.67		66.67		53.33

		4		40		33.33		26.67		20		20		33.33		26.67		46.67		33.33		20		26.67		40		33.33		66.67		33.33
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		8		40		26.67		13.33		13.33		6.67		33.33		20		13.33		33.33		13.33		20		13.33		33.33		60		33.33
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