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ABSTRACT

In order to obtain a good growth rate and to fasten the harvest time, farmer usually use mango seedlings of shoot grafting.
Therefore, a lots of mango rootstock was needed. Mango var. Madu is one of very populars rootstock due to its strong rooting
system and has a good compatibility with other manggo varieties. In vitro culture through somatic embriogenesis is one
alternative technique which is possible for seedlings production in uniform size, fast, and in a large quantity. The main
objective of this research was to obtain the best method for embriogenic callus production. The research consist of two
experiments are decreasing of phenol oxidation shoot of Madu mango explants and nduction of embriogenic callus from
nucellar. The experiments one were arranged in Complete Randomized Design with six replications. The results showed that
between of four treatment, explants submertion at 0.125% Potasium nitrat in 3 second, then planted in MS medium
suplemented with active charcoal of 0.3% is the best treatment of decreasing phenol oxidation. The best formula for callus
induction of mango nucellar explants was 2 MS media with 3.0 mg of TDZ with callus percentage of 50%, which was occur at
3 weeks and 6 weeks after planting. To optimalize callus proliferation, 300 mg/l charcoal active was added in a half strong
basal media, which is completted with 2 mg/l BA, 1 mg/l 2,4-D, and 3 mg/l AgNO,. This formula producing callus with white
color, crumb, with globular and torpedo form, indicated as embryogenic callus.

Keywords: Mango var. Madu (Mangifera indica L.), callus induction, phenol oxidation, somatic embriogenesis, nucellar
explants.

ABSTRAK

Perbanyakan bibit mangga umumnya dilakukan melalui teknik sambung pucuk agar laju pertumbuhan dan panen lebih
cepat. Mangga Madu sering digunakan sebagai batang bawah karena memiliki sifat perakaran yang kuat dan daya gabung
yang baik dengan varietas mangga lain. Kendala yang dihadapi adalah rendahnya ketersediaan batang bawah karena pohon
induk yang ada selain sudah tua, jumlahnya sangat terbatas. Mikropropagasi tanaman melalui embriogenesis somatik
diharapkan dapat membantu perbanyakan batang bawah secara cepat, seragam, dan dalam jumlah tak terbatas. Penelitian
bertujuan mendapatkan metode untuk mengatasi masalah oksidasi fenol (pencokelatan yang berlebih) pada eksplan dan
metode pembentukan kalus embriogenik dan regenerasi embrio somatik mangga varietas Madu. Percobaan disusun
berdasarkan Rancangan Acak Lengkap dengan enam ulangan. Hasil penelitian menunjukkan, dari empat perlakuan yang
diuji, perendaman dengan Potasium nitrat 0,125% selama 1 menit, lalu ditanam pada media MS yang diberi arang aktif 0,3%
merupakan perlakuan terbaik untuk membantu mengurangi oksidasi fenol. Induksi kalus dengan menggunakan eksplan
nuselar (nucellar explants) menunjukkan persentase eksplan menjadi kalus mencapai 50% pada media "2 MS yang diberi TDZ
0,4 mg/l. Induksi kalus mulai terjadi pada 3 mst dan 6 mst. Formulasi terbaik untuk pertumbuhan kalus adalah media 2 MS
dengan kombinasi BAP 2 mg/l, 2,4-D 1 mg/l, dan AgNO; 3 mg/l, serta diberi arang aktif 0,3%. Struktur kalus lebih banyak
bersifat remah dan berwarna putih. Dari perkembangan kalus, terbentuk struktur embrio somatik globular, hati, torpedo
sampai kecambah.

Kata kunci: Mangga Madu (Mangifera indica L.), induksi kalus, oksidasi fenol, embriogenesis somatik, eksplan nuselar.
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PENDAHULUAN

Mangga (Mangifera indica L.) merupakan salah
satu komoditas hortikultura yang cukup penting.
Produksi nasionalnya berada pada urutan ketiga
tertinggi setelah pisang dan nanas. Produksi mangga
pada tahun 2010 sekitar 1,3 juta ton dan meningkat
hingga mencapai 2,4 juta ton pada tahun 2014
(Pusdatin, 2015). Akan tetapi, nilai ekspornya pada
tahun tersebut tidak lebih dari 1% produksi nasional,
masih jauh di bawah India dan Cina. Rendahnya nilai
ekspor tersebut antara lain disebabkan oleh kualitas-
nya yang belum memenuhi keinginan konsumen di
luar negeri. Bahkan saat ini impor mangga berkualitas
tinggi cenderung meningkat, terutama saat bukan
musimnya. Kecenderungan ini sangat memprihatin-
kan karena Indonesia merupakan salah satu center of
origin mangga dunia dengan keragaman genetik yang
sangat tinggi, terutama di Sumatera dan Kalimantan
(Iyer dan Schnell, 2009). Di sisi lain, pemuliaan
mangga di Indonesia masih tertinggal dibanding
dengan India. Australia dan Amerika banyak melaku-
kan pemuliaan melalui introduksi dan seleksi mangga
yang adaptif di daerah subtropis (Suwarno, 2008).

Peningkatan produksi mangga di Indonesia di-
lakukan melalui perluasan areal tanam dan perema-
jaan tanaman mangga yang sudah tua. Untuk itu,
benih mangga yang berkualitas diperlukan dalam
jumlah banyak dan tentunya diperlukan suatu teknik
yang efisien sehingga benih dapat tersedia dalam
waktu cepat. Menurut Hartman et al. (1990), teknik
sambung pucuk merupakan salah satu teknik yang di-
minati penangkar benih karena dapat mempercepat
pertumbuhan dan produksi buah serta memper-
pendek ukuran tanaman. Di antara varietas yang ada,
mangga Madu dikenal luas oleh para penangkar
benih untuk digunakan sebagai batang bawah karena
memiliki sistermn perakaran yang baik dan kuat se-
hingga mampu menopang pertumbuhan batang atas.
Selain itu, batang bawahnya memiliki tingkat kom-
patibilitas/daya gabung yang tinggi dengan berbagai
jenis batang atas lainnya (Sukarmin et al., 2010).

Saat ini, dalam penyediaan benih mangga Madu
sebagai batang bawah masih digunakan teknik kon-
vensional sehingga jumlah benih sangat terbatas dan
diperlukan waktu yang lama. Sebagai alternatif, per-
banyakan benih batang bawah secara cepat dan se-
ragam dapat dilakukan dengan teknologi kultur in
vitro. Kelebihan teknologi ini adalah benih dapat di-
perbanyak dalam jumlah banyak dengan sifat yang
sama dengan pohon induknya dan seragam. Namun
demikian, penguasaan sistem regenerasi merupakan
salah satu faktor penting sebelum memproduksi be-
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nih dalam jumlah banyak. Sistemn regenerasi mangga
menghadapi beberapa kendala, antara lain konta-
minasi mikroba yang bersifat sistemik, sifat rekalsitran
terutama pada tanaman berkayu, dan oksidasi fenol
yang tinggi yang menghambat regenerasi eksplan
(Chavan et al, 2000; Raghuvanshi dan Srivasyava,
1995; Sharma dan Singh, 2002). Tingkat oksidasi fenol
dapat dikurangi, baik melalui pra perlakuan bahan
induk maupun pada eksplan sebelum dikulturkan
pada media tumbuh (Khrisna et al., 2007).

Regenerasi melalui jalur embriogenesis somatik,
baik langsung maupun tidak langsung, telah banyak
dilaporkan, terutama pada mangga monoembrionik,
meskipun Kkeberhasilannya masih belum optimal
(Khrisna dan Singh, 2007; Litz dan Yurgalevith, 1997;
Thomas dan Ravindra, 1997; Xiao et al., 2004). Di
Indonesia, perbanyakan batang bawah mangga
dengan teknik kultur in vitro belum banyak dilapor-
kan sehingga perlu dilakukan penelitian sistem rege-
nerasi yang dapat mengawali produksi benih batang
bawah. Langkah awal sistem penguasaan regenerasi
secara embriogenesis somatik adalah menghasilkan
kalus embriogenik yang selanjutnya diharapkan dapat
membentuk embrio somatik dan selanjutnya kecam-
bah dalam jumlah banyak karena dapat berasal dari
satu sel somatik (Chavan et al., 2000; Khrisna et al.,
2008; Raghuvanshi dan Srivastava, 1995; Sharma dan
Singh, 2002; Thomas dan Ravindra, 1997).

Penggunaan eksplan ovul atau jaringan nuselar
(nucellar explants) dapat meminimalkan kendala
pencokelatan pada regenerasi in vifro tanaman
mangga karena eksplan tersebut merupakan jaringan
muda sehingga lignin belum banyak terbentuk (Litz ef
al., 1984). Pada tanaman mangga, umumnya eksplan
berhasil membentuk kalus embriogenik dengan
menggunakan nuselar yang diisolasi dari buah ber-
umur 40-60 hari setelah antesis (Khrisna dan Singh,
2007) dan formulasi media yang digunakan umumnya
menggunakan media dasar Murashige dan Skoog
(1962) (Ara et al., 1999; Laxmi et al., 1999; Litz et al.,
1982, 1984; Xiao et al., 2004), walaupun beberapa
penelitian terdahulu menggunakan modifikasi media
dasar Gamborg (B5) (Thomas, 1999). Zat pengatur
tumbuh (ZPT) yang digunakan dalam regenerasi
melalui jalur embriogenesis somatik juga beragam
dan sangat bergantung pada genotipe tanaman dan
jenis eksplan. Pada umumnya, untuk induksi kalus
embriogenik digunakan 2,4-D dan BAP (Ara et al.,
2004; Dewald ef al., 1989; Lad et al., 1997). Tujuan
penelitian ini adalah mendapatkan metode untuk
mengatasi masalah oksidasi fenol (pencokelatan
yang berlebih) pada eksplan dan metode pemben-
tukan kalus embriogenik dan regenerasi embrio
somatik mangga varietas Madu.
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BAHAN DAN METODE
Bahan Penelitian

Bahan tanaman yang digunakan untuk peneliti-
an adalah buah muda mangga varietas Madu yang
berumur 40 hari setelah antesis, berasal dari tanaman
induk terpilih di KP Cukurgondang dan KP Kraton,
Malang, Jawa Timur. Disinfektan yang digunakan
adalah detergen dan fungisida, sedangkan bahan
pensteril adalah alkohol 96%. Untuk mengatasi
masalah pencokelatan (browning) akibat oksidasi
fenol, berdasarkan pengujian sebelumnya, digunakan
Kalium nitrat dan berbagai antioksidan, seperti asam
askorbat, polyvinylpirrolidone (PVP), dan arang aktif.
Formulasi media terdiri atas media dasar MS
(Murashige dan Skoog, 1962) yang ditambahkan ba-
han organik dan ZPT sesuai dengan perlakuan yang
diuji.

Metode

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur
Jaringan, Balai Besar Penelitian dan Pengembangan
Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian (BB
Biogen) dari bulan Januari sampai dengan Desember
2015. Penelitian terdiri atas dua kegiatan, yaitu (1)
Penghambatan masalah oksidasi fenol pada eksplan
dan (2) Induksi pembentukan kalus embriogenik dari
jaringan nuselar dan regenerasinya membentuk
struktur embrio somatik.

Penghambatan masalah oksidasi fenol pada
eksplan

Eksplan yang digunakan pada kegiatan ini
adalah jaringan nuselar dari biji buah muda yang
berukuran 2-3 cm, berumur 40 hari setelah antesis.
Reduksi oksidasi fenol dilakukan melalui beberapa
perlakuan, yaitu (a) merendam eksplan selama 60
detik dalam larutan PVP 500 mg/l, (b) mencuci
eksplan dengan larutan kalium nitrat 125 mg/l, (c)
merendam eksplan dalam kultur cair media MS yang
ditambah dengan PVP 100 mg/l, kemudian digoyang

dengan shaker dengan kecepatan 75 rpm dan di-
inkubasi selama 24 jam, dan (d) sama dengan per-
lakuan c tetapi ditambah dengan asam askorbat 12,5
mg/l. Eksplan yang telah diperlakukan kemudian di-
tanam pada media MS ditambah dengan arang aktif
300 mg/l atau media MS ditambah dengan PVP 100
mg/l. Eksplan jaringan nuselar disterilisasi melalui
pembakaran buah muda pada bunsen, kemudian di-
belah sehingga diperoleh jaringan nuselar untuk di-
letakkan pada media perlakuan (Gambar 1A dan 1B).
Peubah yang diamati adalah saat terjadi pencokelat-
an, intensitas warna pencokelatan secara visual, dan
persentase eksplan mati.

Induksi pembentukan kalus embriogenik dari
jaringan nuselar

Bahan eksplan yang digunakan adalah jaringan
nuselar yang diperoleh dari buah muda dengan
diameter 2-3 cm, berumur 5 minggu setelah antesis.
Buah muda terpilih disterilisasi, kemudian dipotong
secara longitudinal untuk mendapatkan ovul/kantung
embrio. Tahap selanjutnya, ovul dibelah secara
simetris. Jaringan nuselar diisolasi dari ovul muda,
kemudian ditanam pada media perlakuan, yaitu
(a) % MS + thidiazuron (TDZ) (0, 0,2, 0,4, 0,8, 1,6, dan
3,2 mg/1) tanpa 2,4-D dan (b) 2 MS + TDZ (0, 0,2, 0,4,
0,8, 1,6, dan 3,2 mg/l) + 2,4-D 1 mg/l. Peubah yang
diamati adalah saat induksi kalus, persentase eksplan
membentuk kalus, dan visual kalus (embriogenik dan
non embriogenik).

Perlakuan yang dicoba adalah 2 MS + BAP (1, 2,
3, 4, dan 5 mg/l) + 2,4-D 1 mg/l + AgNO; 3 mg/l +
arang aktif 300 mg/l. Peubah yang diamati adalah
bobot kalus dan jumlah embrio somatik. Setiap per-
cobaan disusun berdasarkan Rancangan Acak
Lengkap dengan enam ulangan. Selama percobaan
berlangsung, seluruh biakan disimpan pada ruang
kultur dengan suhu 25+2°C, intensitas cahaya lampu
TL 1.000 lux, dan lama penyinaran 16 jam per hari.

Gambar 1. Tahap kegiatan induksi kalus mangga Madu. A = buah muda berumur 5 minggu setelah antesis yang digunakan sebagai
eksplan, B = buah yang dibelah untuk mendapatkan jaringan nuselar, C = nuselar yang diletakkan pada media perlakuan,

D = eksplan nuselar mulai membentuk kalus.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Penghambatan Masalah Oksidasi Fenol pada
Eksplan

Tabel 1 menunjukkan bahwa dari empat per-
lakuan yang diuji, ternyata perendaman dalam kalium
nitrat 125 mg/l selama 1 menit (B), kemudian di-
tanam pada media MS yang diberi arang aktif 300
mg/l merupakan perlakuan yang terbaik untuk meng-
hambat masalah oksidasi fenol. Tingkat kematian cu-
kup rendah, yaitu hanya 20%. Demikian pula, peren-
daman dengan PVP 500 mg/1 lalu ditanam pada me-
dia MS yang mengandung PVP 100 mg/l cukup baik
dalam menekan oksidasi fenol. Bahkan pada per-
lakuan ini, kalus dapat cepat terbentuk (Gambar 1D).

Induksi Pembentukan Kalus Embriogenik dari
Jaringan Nuselar

Dari Tabel 2 dapat dilihat bahwa pemberian ber-
bagai taraf konsentrasi TDZ 0-3,2 mg/l tanpa 2,4-D
tidak dapat menghasilkan kalus yang bersifat embrio-
genik, walaupun pada konsentrasi TDZ 0,4 dan 1,6
mg/l diperoleh Kkalus, tetapi morfologinya kompak,
tidak remah. Induksi kalus baru terjadi setelah 3 mst
dan 6 mst (Gambar 2A) dengan pertumbuhan yang
kurang optimal. Kalus yang dihasilkan warnanya
berubah menjadi kecokelatan dalam waktu cepat,
yaitu kurang dari 2 minggu dengan persentase
eksplan membentuk kalus hanya mencapai 20%.

Berbeda dengan Tabel 3, terlihat bahwa pem-
berian TDZ yang ditambah dengan 2,4-D 1 mg/l mem-
berikan respons positif terhadap induksi kalus. Pem-
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bentukan Kkalus tertinggi (80%) dicapai pada kom-
binasi TDZ 1,6 mg/l ditambah dengan 2,4-D 1 mg/I,
namun kalus yang dihasilkan bersifat kompak, tidak
remah, sedangkan pada perlakuan TDZ 0,4 mg/1 di-
tambah 2,4-D 1 mg/l dapat dihasilkan 50% kalus yang
sangat remah dan berwarna putih kehijauan. Kalus
remah merupakan salah satu ciri kalus embriogenik
(Krisna dan Singh, 2007).

Dalam percobaan sebelumnya, diketahui bahwa
pemberian arang aktif 300 mg/l berperan dalam peng-
hambatan oksidasi fenol, maka pada pengujian se-
lanjutnya, yaitu pada optimalisasi pembentukan kalus
yang bersifat embriogenik digunakan arang aktif 300
mg/l. Formulasi yang dicoba adalah media 2 MS yang
ditambah dengan kombinasi antara BAP dan 2,4-D,
diberi AgNO; 3 mg/l dan ditambah arang aktif 300
mg/l. Dengan formulasi tersebut, terjadi pembentuk-
an dan pertumbuhan kalus yang lebih cepat, serta
struktur kalus lebih baik, yaitu bersifat remah dan ber-
warna putih. Pada umumnya, keragaan kalus yang
demikian mempunyai kemampuan regenerasi me-
lalui jalur embriogenesis somatik (George ef al.,
2008). Penambahan AgNO,; ke dalam media dapat
mengurangi aktivitas etilen yang terakumulasi dalam
botol kultur. Etilen merupakan ZPT berupa gas yang
dapat menyebabkan senescence pada biakan dan
menghambat regenerasi, baik melalui jalur organo-
genesis maupun embriogenesis somatik. Dengan
demikian, adanya AgNO; menyebabkan kalus
embriogenik dan struktur embrio somatik tidak men-
cokelat atau tidak berpengaruh terhadap organ
kotiledon dan struktur kecambah embrio somatik.

Tabel 1. Pengaruh perendaman terhadap oksidasi fenol eksplan mangga Madu pada media dasar MS yang
ditambah arang aktif 300 mg/I atau PVP 100 mgl/I.

Inisiasi pencokelatan (HST)

Intensitas pencokelatan

Tingkat eksplan mati (%)

Perlakuan

Arang aktif PVP Arang aktif PVP Arang aktif PVP
A 5 Tidak terjadi  Hitam keruh  Jernih 60 b 20a
B Tidak terjadi 5 Jernih Hitam 20a 40 a
C 5 5 Hitam pekat  Hitam keruh 80 bc 60 b
D 10 10 Hitam pekat  Hitam pekat 60 b 80 bc

Angka pada satu lajur yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda pada taraf nyata 5% menurut uji
DMRT. A = direndam dalam larutan PVP 500 mg/I selama 1 menit, B = direndam dalam larutan kalium nitrat
125 mg/l selama 1 menit, C = direndam dalam larutan media MS cair yang diberi PVP 100 mg/l, digoyang
selama 24 jam, D = direndam dalam media MS cair yang diberi asam askorbat, digoyang selama 24 jam.

Tabel 2. Pengaruh taraf konsentrasi TDZ pada media MS terhadap induksi kalus mangga Madu.

Perlakuan TDZ (mg/l) Waktu inisiasi kalus (mst)

Eksplan berkalus (%) Visual kalus

0,0 Oa
0,2 Oa
0,4 6b
0,8 Oa
1,6 3ab
3.2 Oa

Oa Tidak terbentuk kalus
Oa Tidak terbentuk kalus

20 ab Kompak, putih kecokelatan
Oa Tidak terbentuk kalus

20 ab kompak, putih kekuningan
Oa Tidak terbentuk kalus

Angka pada satu lajur yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda pada taraf nyata 5% menurut uji

DMRT. TDZ = thidiazuron, mst = minggu setelah tanam.
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Gambar 3 menunjukkan tahapan regenerasi kalus
embriogenik mangga Madu hingga terbentuknya
kecambah embrio somatik.

Selain penambahan hormon 2,4-D, telah dicoba
kombinasi ZPT lainnya, yaitu BAP pada berbagai taraf
konsentrasi (1-5 mg/). Kombinasi 2,4-D 1 mg/l
dengan BAP 2 mg/l merupakan perlakuan yang ter-
baik untuk proliferasi kalus, yaitu dapat menghasilkan
bobot kalus 4,35 g per botol. Peningkatan konsentrasi
BAP sampai dengan 5 mg/l akan menurunkan bobot
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kalus yang terbentuk (Tabel 4). Jumlah embrio soma-
tik struktur kecambah yang terbentuk antar formulasi
perlakuan cukup banyak, yaitu antara 63 sampai
dengan 85, paling banyak berasal dari perlakuan
media MS ditambah dengan BAP 2 mg/l dan 2,4-D 1
mg/l serta arang aktif 0,3%. Arang aktif banyak di-
laporkan dapat mengatasi masalah oksidasi fenol
yang dapat menghambat regenerasi dalam kultur
jaringan. Selain itu, penggunaannya dapat membantu
regenerasi tanaman melalui jalur embriogenesis
somatik tidak langsung. Hal ini terbukti dari hasil

Gambar 2. Kalus yang terbentuk dari nuselar. A = tanpa 2,4-D, B = dengan perlakuan kombinasi TDZ dengan 2,4-D 1 mgl/l.

Gambar 3. Tahapan perkembangan embriogenesis somatik mangga mulai dari induksi kalus sampai tahap akhir pembentukan kecambah.
A = kalus embriogenik, B = pre embriogenic mass, C = struktur hati, D = struktur hati yang memanjang, E = tahap kotiledon,

F = struktur bipolar, G = kecambah embrio somatik.

Tabel 3. Pengaruh taraf konsentrasi TDZ pada media 2 MS terhadap induksi kalus mangga Madu.

Perlakuan TDZ (mg/l)

Saat induksi kalus (mst)

0,1 Oa
0,2 6b
0,4 7b
0,8 4a
1,6 3a
3,2 5ab

Eksplan berkalus (%) Tipe kalus
Oa -
20a Remah, putih kehijauan
50 b Remah, putih kehijauan
70b Kompak, putih
80 bc Kompak, putih pucat
60 b Kompak, putih

Angka pada satu lajur yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda pada taraf nyata 5% menurut uji
DMRT - = kalus tidak dapat diamati karena tidak terbentuk.

Tabel 4. Rerata bobot kalus embriogenik dan jumlah embrio somatik struktur kecambah
pada media Y2 MS yang diberi perlakuan BAP, 2,4-D 1 mg/l, dan arang aktif 0,3%.

Perlakuan (mg/l)

Bobot kalus per botol (g)

Jumlah embrio somatik
struktur kecambah

Y2 MS + BAP 1 + 2,4
% MS + BAP 2 + 2,4-
% MS + BAP 3 + 2,4-
% MS + BAP 4 + 2,4-D
%»MS +BAP5+24-D1

D1
D1
D1
1

0,22 a
4,35¢c
3,32 ab
3,05b
1,22 a

72 a
85¢c
76 ab
78 bc
63 a

Angka pada satu lajur yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda pada taraf nyata 5%

menurut uji DMRT.
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penelitian ini, yaitu jumlah kecambah yang terbentuk
cukup banyak.

KESIMPULAN

Perendaman eksplan dalam kaliun nitrat 0,125%
selama 1 menit, kemudian ditanam pada media MS
yang diberi arang aktif 0,3% merupakan perlakuan
terbaik untuk menurunkan tingkat pencokelatan yang
dapat menghambat regenerasi. Induksi kalus dengan
menggunakan eksplan nuselar menunjukkan persen-
tase eksplan menjadi kalus cukup tinggi mencapai
50% pada media MS yang diberi TDZ 0,4 mg/l. Induksi
kalus mulai terjadi pada 3 mst dan 6 mst. Formulasi
yang terbaik untuk perkembangan kalus adalah
media 2 MS yang ditambah kombinasi BAP 2 mg/l
dan 2,4-D 1 mg/l dan diberi AgNO; 3 mg/l serta arang
aktif 0,3%. Struktur kalus lebih banyak bersifat remah,
berwarna putih. Dari perkembangan kalus, terbentuk
struktur embrio somatik globular, hati, torpedo
sampai kecambah.
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