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ABSTRACT 

Lilium longiforum Thunb.is a potential ornamental plant that has been developed in several indusrtry, such as 
pharmaceutical industry and floriculture industry. Generative propagation of L. longiflorum is difficult and more 
effective when propagated asexually through tissue culture techniques. This research aimed to analyze callus 
induction from L. longiflorum bulb scale and its growth response to the addition of auxin and cytokinin in culture 
media. This research were tested in two treatments: MS + 3.0 mg L-1 2.4-D + 0.5 mg L-1 BAP, incubated in dark 
condition for 24 hours (treatment 1) and MS + 1.5 mg L-12.4-D + 1.0 mg L-1BAP, photoperiod 16/8 h (treatment 
2). Furthermore, calli were planted on regeneration media (MS + 3.4 mg L-1BAP + 0.09 mg L-1NAA). The result 
showed that explant in treatment 2 (MS + 1.5 mg L-12.4-D + 1.0 mg L-1BAP, photoperiod 16/8 hours dark/light) 
is more responsive than treatment 1 on callus induction and subculture treatment. This treatment also produced 
good quality of calli which were shown in a compact texture, yellowish green colour and 100 % survived. 
Regeneration media succeeded in regenerating calli into indirect shoots by 100 %, even though no direct shoots 
and roots were found in this experiment. This research suggest that treatment 2 can used as an effective protocol 
on developing L. longiflorum.  
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ABSTRAK 

Lilium longiforum Thunb. adalah florikultura potensial untuk dikembangkan di bidang industri farmasi dan 
florikultura. Perbanyakan L. longiflorum secara generatif sulit dilakukan dan perbanyakan vegetatif dengan 
kultur jaringan jauh lebih efektif. Oleh karena itu, diperlukan sebuah protokol perbanyakan L. longiflorum secara 
in vitro yang efisien. Tujuan penelitian ini adalah mengamati induksi kalus dari eksplan sisik umbi dari planlet 
L. longiflorum dan respons pertumbuhannya terhadap penambahan auksin dan sitokinin dalam media kultur. 
Respons sisik umbi pada induksi kalus diuji dengan dua perlakuan, yaitu MS + 3,0 mg L-1 2,4-D + 0,5 mg L-1 BAP 
dengan inkubasi dalam keadaan 24 jam gelap (perlakuan 1) dan MS + 1,5 mg L-1 2,4-D + 1,0 mg L-1 BAP dengan 
fotoperiode 16/8 jam (perlakuan 2), selama 28 minggu. Kemudian, respons regenerasi kalus menjadi tunas diuji 
dengan penanaman kalus pada media regenerasi (MS + 3,4 mg L-1 BAP + 0,09 mg L-1 NAA) selama 12 minggu. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa eksplan pada perlakuan 2 lebih responsif untuk menginduksi kalus dari 
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sisik umbi L. longiflorum dibandingkan eksplan pada perlakuan 1. Kalus yang dihasilkan bertekstur kompak dan 
berwarna hijau kekuningan dengan tingkat kesintasan 100 % dan daya proliferasi yang tinggi. Media regenerasi 
berhasil meregenerasikan kalus menjadi tunas sebesar 100 %, meskipun tidak terdapat pertumbuhan akar 
dalam penelitian ini. Perlakuan MS + 1,5 mg L-1 2,4-D + 1,0 mg L-1 BAP dengan fotoperiode 16/8 jam 
direkomendasikan sebagai sebuah protokol yang efektif dalam pengembangan L. longiflorum. 

Kata kunci: Mikropropagasi, Kultur Jaringan, Lilium longiflorum, Organogenesis 

1. Pendahuluan 

Lili (Lilium longiforum Thunb.) merupakan 
tanaman florikultura dari Famili Liliaceae yang 
potensial untuk dikembangkan. Tanaman tersebut 
memiliki nilai jual yang tinggi sebagai bunga potong 
(Haryati 2015). Lestari et al. (2020) melaporkan 
bahwa Lilium merupakan salah satu bunga potong 
yang penting dan terbaik dalam perdagangan 
florikultura dunia, serta telah digunakan sebagai 
tanaman hias selama berabad-abad karena 
memiliki ukuran bunga yang besar. Budidaya L. 
longiflorum saat ini juga semakin maju dengan 
pengembangan dan eksplorasi dalam industri 
farmasi. Pemanfaatan saponin dalam umbi L. 
longiflorum dapat dikembangkan sebagai obat 
kanker (Kim et al. 2015), antiinflamasi, antitusif dan 
sedatif. L. longiflorum menjadi sangat populer 
karena memiliki masa simpan yang lama sebagai 
bunga potong (long vase life), mampu beradaptasi 
dan memiliki nilai ornamental yang tinggi. 

Beberapa tantangan dalam perbanyakan L. 
longiflorum di antaranya adalah individu self-
incompatible (Anggraeni & Iriawati 2017), 
hermaprodit dan heterostyly (Deswiniyanti et al. 
2012). Perbanyakan Lilium secara generatif melalui 
biji menjadi kurang optimal karena ukuran biji yang 
relatif kecil, memiliki tingkat perkecambahan yang 
lambat dan menghasilkan variabilitas genetik yang 
tidak diinginkan (Ali et al. 2013), serta pengadaan 
biji tergantung musim (Bakhshaie et al. 2016). Sifat-
sifat tersebut secara langsung akan menghambat 
waktu dalam budidaya dan perbanyakan secara 
generatif. Oleh karena itu, perlu dilakukan 
perbanyakan vegetatif melalui kultur jaringan 
secara in vitro. 

Pendekatan melalui teknik kultur jaringan 
secara in vitro merupakan upaya perbanyakan 
tanaman yang potensial untuk mendukung 
pengadaan benih L. longiflorum. Teknik ini dapat 
memproduksi tanaman dengan kualitas yang baik 
(Kanchanapoom et al. 2011), menjanjikan bibit 
secara massal, cepat dan memiliki keseragaman 
genetik yang bebas dari kontaminan (Minarsih et al. 
2016), serta terbukti paling efisien untuk propagasi 
dan multiplikasi pada genus Lilium (Bhandari & 
Aswath 2018). 

Keberhasilan kultur jaringan juga didukung 
dengan pemilihan eksplan yang tepat. Pramanik 
dan Rachmawati (2010) menyatakan bahwa di 
dalam eksplan sisik umbi terdapat kandungan 
sitokinin endogen yang tinggi sehingga dapat 
menginduksi tunas dengan cepat. Paric et al. (2011) 
melaporkan bahwa eksplan sisik umbi memiliki 
kemampuan yang tinggi dalam regenerasi sebesar 
100 %. Aslam et al. (2013) menyatakan bahwa 
metode propagasi yang paling baik dan proliferatif 
pada Lilium adalah kultur sisik umbi, dan data 
terbaru menunjukkan bahwa eksplan sisik umbi L. 
longiflorum merupakan eksplan terbaik dalam 
membentuk tunas dan umbi mikro in vitro (Lestari 
& Deswiniyanti 2020). 

Keberhasilan tersebut akhirnya digunakan 
sebagai awal mula dalam pengembangan L. 
longiflorum. Secara kuantitatif, pembentukan kalus 
mampu menghasilkan jumlah planlet yang lebih 
banyak dibandingkan dengan perbanyakan secara 
konvensional (Kurniati et al. 2012), serta 
menghasilkan kandungan metabolit sekunder yang 
jauh lebih banyak daripada metabolit sekunder 
yang diambil langsung dari tanaman (Mahadi et al. 
2016). Induksi kalus dapat dilakukan pada bagian 
tanaman manapun (Rasud & Bustaman 2020) dan 
memiliki sifat perakaran yang sama dengan bibit 
yang berasal dari biji (Lestari 2011). 

Respons pertumbuhan pada induksi kalus sisik 
umbi L. longiflorum dengan zat pengatur tumbuh 
(ZPT) 2,4-D dan BAP secara spesifik belum pernah 
dilaporkan. Selain itu, tingkat sensitivitas setiap 
tumbuhan bahkan eksplan terhadap pemberian 
auksin dan sitokinin berbeda-beda sehingga 
respons pertumbuhan pun berbeda juga. Oleh 
karena, itu penelitian respons pertumbuhan 
terhadap induksi kalus ini sangat menarik dan 
penting dilakukan untuk memperoleh suatu 
protokol yang efisien dalam perbanyakan L. 
longiflorum. Penelitian ini bertujuan untuk 
menganalisis respons pertumbuhan kalus dari 
induksi eksplan sisik umbi L. longiflorum oleh 
kombinasi perlakuan 2,4-D dan BAP in vitro, dan 
menganalisis respons pertumbuhan dan regenerasi 
kalus akibat penambahan zat pengatur tumbuh BAP 
dan NAA. 
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2. Bahan dan Metode 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan 
Desember 2018 sampai Juni 2020. Proses induksi, 
subkultur dan regenerasi dilakukan di 
Laboratorium Kultur Jaringan, Jurusan 
Agroteknologi, Fakultas Pertanian Perikanan dan 
Biologi, Universitas Bangka Belitung. 

2.1. Eksplan 

Eksplan yang digunakan untuk induksi kalus, 
yaitu sisik umbi dari planlet L. longiflorum in vitro 
steril. Sebelum diinduksi, rumpun planlet in vitro 
disubkultur terlebih dahulu pada media MS 
(Murashige & Skoog 1962) tanpa zat pengatur 
tumbuh selama 2 minggu sebelum dipindahkan ke 
media induksi kalus (Delidha 2016). 

2.2. Induksi kalus  

Perlakuan untuk induksi kalus adalah kombinasi 
penambahan ZPT dalam media dan pencahayaan 
selama inkubasi kultur. Perlakuan 1: MS + 3,0 mg L-

1 2,4-D + 0,5 mg L-1 BAP, inkubasi dalam keadaan 
gelap 24 jam (Tang et al. 2010), dan perlakuan 2: MS 
+ 1,5 mg L-1 2,4-D + 1,0 mg L-1 BAP, inkubasi dengan 
fotoperiode 16/8 jam gelap/terang (Panwar et al. 
2017). Masing-masing perlakuan induksi kalus 
memiliki 3 ulangan dengan 5 eksplan setiap 
ulangan. Variabel pengamatan yang diamati berupa 
ukuran (panjang, lebar dan tinggi), kesintasan, dan 
persentase kalus yang mengalami pencoklatan 
(browning). Pengamatan tersebut dilakukan setiap 
4 minggu sekali. 

Kalus yang berhasil terinduksi kemudian 
disubkultur sebanyak 3 kali dengan periode 
subkultur 1 bulan (4 minggu) (Rachmawati et al. 
2014). Parameter yang diamati selama periode 
subkultur ini yakni ukuran, kesintasan, persentase 
kalus yang mengalami pencoklatan (browning) dan 
jumlah tunas. 

2.3. Regenerasi kalus menjadi tunas  

Kalus L. longiflorum dari subkultur ketiga (usia 
12 minggu) pada perlakuan 2 dipindah pada media 
regenerasi yang terdiri dari 3,4 mg L-1 BAP + 0,09 
mg L-1 NAA (Kanchanapoom et al. 2011). Kalus 
kemudian diinkubasi selama 4 minggu dalam ruang 
inkubasi pada suhu 20 0C dalam keadaan terang  

24 jam hingga membentuk tunas (Fauziah et al. 
2019). 

Variabel penelitian yang diamati, yaitu jumlah 
tunas, panjang daun, jumlah daun, jumlah akar, 
kesintasan kalus, dan persentase browning. 
Penghitungan jumlah tunas dilakukan pada kalus 
yang terdapat tonjolan berwarna hijau muda 
(Prayoga 2009). Perhitungan jumlah daun 
dilakukan pada tunas yang sudah memiliki daun 
sepanjang 1 cm. Panjang daun yang diukur dari 
pangkal hingga ujung daun menggunakan mistar. 

2.4. Analisis data 

Penelitian menggunakan Rancangan Acak 
Lengkap (RAL) dengan faktor tunggal, yaitu 
pemberian zat pengatur tumbuh (ZPT) yang 
dikombinasikan dengan foto periode saat proses 
inkubasi kultur. Data kuantitatif dianalisis dengan 
analisis ragam (analysis of variant) dengan taraf 5 % 
menggunakan program SPSS versi 17 untuk 
mengetahui pengaruh beda pada setiap perlakuan, 
sedangkan data kualitatif dianalisis secara 
deskriptif. 

3. Hasil  

3.1. Induksi kalus dari sisik umbi in vitro Lilium 
longiflorum 

Zat pengatur tumbuh (ZPT) pada perlakuan 1 
(3,0 mg L-1 2,4-D dan 0,5 mg L-1 BAP, 24 jam gelap) 
mampu menginduksi kalus dari eksplan sisik umbi 
in vitro L. longiflorum dalam waktu 8 minggu 
sebanyak 20 %, namun hanya 6,66 % saja yang 
berhasil hidup hingga 28 minggu (Tabel 1). Pada 
perlakuan 2 (1,5 mg L-1 2,4-D dan 1,0 mg L-1 BAP, 
fotoperiode 16/8 jam) ZPT mampu menginduksi 
kalus dalam 4 minggu dengan pembentukan kalus 
mencapai 100 % (Tabel 1). Hasil induksi kalus pada 
perlakuan 1 (Gambar 1A) menunjukkan secara jelas 
pada minggu ke-4 mulai terdapat titik-titik cokelat 
pada eksplan (brown dot). Kalus mulai terbentuk 
pada minggu ke-8, berwarna hijau kekuningan dan 
bertekstur kompak (Gambar 1B) dengan tingkat 
kesintasan yang rendah (6,66 %) hingga minggu ke-
28 (Tabel 1). Kalus mulai berproliferasi pada 
minggu ke-20 (Gambar 1E) dan mulai terbentuk 
tunas berwarna hijau pada minggu ke-24 (Gambar 
1F). 
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Gambar 1. Pertumbuhan kalus dari eksplan sisik umbi in vitro L. longiflorum selama 28 minggu pada 

perlakuan media induksi kalus. A-G: Eksplan ditanam pada perlakuan 1, media MS + 3,0 mg L-1 
2,4-D + 0,5 mg L-1 BAP dalam keadaan 24 jam gelap. H-N: Eksplan ditanam pada perlakuan 2, 
media MS + 1,5 mg L-1 2,4 + 1,0 mg L-1 BAP dengan fotoperiode 16/8 jam. Tanda panah merah 
menunjukkan: Brown dot (Bd); Browning explant (Be); Callus (C); Shoot (S). Skala: 10 mm. 

 

Tabel 1. Pengaruh perlakuan kombinasi ZPT (2,4-D dan BAP) dan pencahayaan pada persentase tingkat 
kesintasan dan browning pada kalus dari eksplan sisik umbi selama 28 minggu. 

Perlakuan Minggu ke- Kesintasan (%) Browning (%) 

Perlakuan 1 
MS + 3,0 mg L-1 2,4-D + 0,5 
mg L-1 BAP,  24 jam gelap 

4 0 0 

8 20 80 

12 6,66 93,33 

16 6,66 93,33 

20 6,66 93,33 

24 6,66 93,33 
28 6,66 93,33 

Perlakuan 2 
MS + 1,5 mg L-1 2,4-D + 1,0 

mg L-1 BAP, fotoperiode 16/8 
jam 

4 100 0 

8 100 0 

12 100 0 

16 100 0 
20 100 0 

24 100 0 

28 100 0 
    

Pada perlakuan 2, respons pembentukan kalus 
terjadi lebih cepat dibandingkan pada perlakuan 1. 
Eksplan sisik umbi L. longiflorum membengkak 
(swelling) dan mulai terbentuk kalus berwarna 
hijau kekuningan dan bertekstur kompak pada 
minggu ke-4 (Gambar 1H). Selama 28 minggu kalus 

terus berproliferasi (Gambar 1N) dengan tingkat 
kesintasan sebesar 100 % (Tabel 1) sehingga 
berpengaruh pada ukuran kalus yang lebih besar 
dibandingkan dengan ukuran kalus pada perlakuan 
1 dan secara statistik berbeda nyata (Tabel 2). 

 

Tabel 2. Pengaruh perlakuan kombinasi ZPT (2,4-D dan BAP) dan pencahayaan pada pertambahan ukuran 
kalus selama 28 minggu. 

Ukuran 
(mm) 

Perlakuan 
Waktu Induksi (minggu) 

4 8 12 16  20  24  28  

Panjang 
1 0,00±0,00 b 0,26±0,32 b 0,20±0,40 b 0,33±0,66 b 1,33±2,66 b 2,33±4,66 b 3,46±6,93 b 

2 2,13±0,65 a 3,33±0,76 a 5,40±0,16 a 7,33±2,14 a 8,93±2,31 a 10,50±2,62 a 12,53±2,72 a 

Lebar 
1 0,00±0,00 b 0,33±0,42 b  0,26±0,53 b  0,66±1,33 b 1,13±2,26  b 1,66±3,33 b 1,66±3,33 b 

2 1,66±0,21 a 2,60±0,48 a 3,60±0,67 a 4,86±0,93 a 6,20±1,10 a 7,53±0,97 a 9,33±1,05 a 

Tinggi 
1 0,00±0,00 b 0,26±0,32 b 0,20±0,40 b 0,73±1,46 b 1,06±2,13 b 1,26±2,53 b 2,00±4,00 b 

2 1,80±0,45 a 3,20±0,71 a 4,60±0,99 a 6,26±0,95 a 7,86±1,20 a 9,10±0,94 a 10,86±1,43 a 

Keterangan: rerata±standar deviasi. Angka-angka yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji ANOVA 
dengan α = 5 %. 

 



 Induksi Kalus Sisik Umbi Lilium longiflorum Thunb. oleh Auksin dan Sitokinin, serta Respons Pertumbuhannya Secara In Vitro 
 

 
32 

 

 
Gambar 2. Perkembangan kalus selama 4 minggu 

setelah subkultur. A) Eksplan ditanam 
pada perlakuan 1, media MS + 3,0 mg L-

1 2,4-D + 0,5 mg L-1 BAP dalam keadaan 
24 jam gelap. B) Eksplan ditanam pada 
perlakuan 2, media MS + 1,5 mg L-1 2,4 
+ 1,0 mg L-1 BAP dengan fotoperiode 
16/8 jam. Tanda panah merah 
menunjukkan: Brown callus (Bc); Callus 
(C); (S) Shoot. Skala: 10 mm. 

 
Setelah proses induksi, kalus disubkultur pada 

media dan kondisi pencahayaan yang sama selama 
12 minggu. Hasil yang diperoleh dari tahap 
subkultur minggu ke-4 pada perlakuan 1, yaitu 
seluruh kalus mengalami browning dan mati 
(Gambar 2A) sehingga tidak terdapat kalus yang 
berhasil dilanjutkan dalam tahap subkultur minggu 
ke-8 dan ke-12 (Tabel 3). Sementara itu, respons 
pertumbuhan tampak pada kalus hasil induksi 
perlakuan 2, ditandai dengan ukuran kalus yang 
semakin besar karena proliferasi sel (Gambar 2B). 
Namun demikian, kalus pada perlakuan 2 juga 
mulai mengalami browning pada minggu ke-4 
subkultur (6,6 %) dan terus meningkat hingga 
mencapai 40 % pada minggu ke-12 sehingga 
menyisakan 60 % kalus yang bertahan hidup  
(Tabel 3). 

3.2. Regenerasi kalus membentuk tunas 

Pembentukan tunas ditandai dengan adanya 
tonjolan berwarna hijau pada permukaan kalus. 
Hasil pada Gambar 1 dan 2 menunjukkan bahwa 
respons organogenesis pada kalus dipengaruhi oleh 
faktor cahaya. Pada perlakuan 1, eksplan ditanam 
pada keadaan gelap, regenerasi kalus menjadi tunas 

mulai tampak pada minggu ke-24 (Gambar 1F). 
Sementara itu, respons organogenesis terjadi lebih 
cepat pada eksplan yang ditanam pada perlakuan 2 
(pencahayaan fotoperiode 16/8 jam), dimana tunas 
mulai tumbuh pada kalus yang berusia 20 minggu 
dan pada minggu ke-24 sudah terbentuk daun 
(Gambar 2L-M). 

Setelah kalus dipindah pada media regenerasi 
dengan pencahayaan penuh (24 jam), kalus tampak 
lebih responsif dalam membentuk tunas (Gambar 3 
dan Tabel 4). Tabel 4 menunjukkan bahwa 
pembentukan tunas terus meningkat selama 4 
minggu, yaitu rata-rata tunas sebanyak 16,29 tunas 
per kalus dengan tingkat kesintasan 100 %. Rata-
rata pembentukan daun juga teramati semakin 
banyak, yaitu 5,43 daun per tunas dengan rata-rata 
panjang daun adalah 19,58 mm. Pada media 
regenerasi dengan pencahayaan penuh ini teramati 
tidak ada kalus yang membentuk akar. 

 

 

 

Gambar 3. Regenerasi kalus selama empat minggu 
pada media regenerasi MS + 0,09 mg L-1 
NAA + 3,4 mg L-1 BAP dengan 
pencahayaan penuh (24 jam). Kalus 
usia: A) 1 minggu; B) 2 minggu; C) 3 
minggu; D) 4 minggu. Tanda panah 
merah menunjukkan: Callus (Ca); Green 
spot (Gs); Shoot (S). Skala: 10 mm. 

 
 

Tabel 3. Pengaruh perlakuan kombinasi ZPT (2,4-D dan BAP) dan pencahayaan pada daya hidup (kesintasan) 
dan pertumbuhan kalus selama 12 minggu setelah subkultur pada media yang sama. 

Perlakuan 
Minggu 

ke- 
Kesintasan 

(%) 
Browning 

(%) 
Rerata ukuran kalus (mm) 

Panjang Lebar Tinggi 

Perlakuan 1 
MS + 3,0 mg L-1 2,4-D + 0,5 mg 

L-1 BAP,  24 jam gelap 

4 0 100 3,46±6,93 1,66±3,33 2,00±4,00 

8 0 100 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 
12 0 100 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 

Perlakuan 2 
MS + 1,5 mg L-1 2,4-D + 1,0 mg 
L-1 BAP, fotoperiode 16/8 jam  

4 93,4 6,6 13,90±2,83 10,90±0,98 13,06±1,25 

8 86,7 13,3 15,16±4,54 11,60±2,78 13,93±3,76 

12 60,0 40,0 26,08±5,25 17,79±3,78 18,37±4,16 
Keterangan: rerata±standar deviasi. 
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Tabel 4. Pengaruh kombinasi ZPT (BAP dan NAA) dan pencahayaan penuh pada daya hidup (kesintasan) dan 
regenerasi kalus selama 4 minggu setelah dipindah pada media regenerasi. 

Media 
Regenerasi 

Minggu 
ke- 

Kesintasan 
(%) 

Browning 
(%) 

Rerata 

Jumlah 
tunas 

Jumlah 
daun 

Panjang 
daun (mm) 

Jumlah akar 

MS + 3,4 mg 
L-1 BAP + 0,09 

mg L-1 NAA 

1 100 0 5,25 ± 1,49 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
2 100 0 7,83 ± 2,62 1,6 ± 1,24 10,20 ± 0,16 0,00 ± 0,00 

3 100 0 12,00 ± 2,83 2,4 ± 1,49 13,12 ± 0,12 0,00 ± 0,00 

4 100 0 16,29 ± 2,41 5,43±3,95 19,58 ± 0,32 0,00 ± 0,00 
Keterangan: rerata±standar deviasi. 

 
 

4. Pembahasan 

4.1. Induksi kalus dari sisik umbi in vitro Lilium 
longiflorum 

Eksplan in vitro sisik umbi L. longiflorum secara 
umum mampu membentuk kalus pada perlakuan 1 
(MS + 3,0 mg L-1 2,4-D + 0,5 mg L-1 BAP, diinduksi 
dalam 24 jam gelap) dan perlakuan 2 (MS + 1,5 mg 
L-1 2,4-D + 1,0 mg L-1 BAP, fotoperiode 16/8 jam) 
dengan respons pertumbuhan yang bervariasi. 
Respons awal pada tahap induksi kalus berbeda-
beda. Bagian eksplan yang dipotong mengalami 
pembengkakan (swelling) dan tumbuh kalus dari 
bagian bawah sisik umbi yang tertanam dalam 
media. Hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian 
Sitinjak et al. (2015) bahwa kalus yang terbentuk 
dimulai pada bagian yang kontak dengan media 
dengan ciri morfologi berupa pembengkakan 
eksplan yang menandakan adanya aktivitas 
proliferasi sel dalam eksplan. Munculnya kalus pada 
eksplan secara in vitro merupakan respons dari 
adanya penambahan jenis dan konsentrasi ZPT 
eksogen, cahaya, serta adanya pelukaan pada 
eksplan sehingga menstimulasi jaringan di dalam 
eksplan untuk memunculkan reaksi pembentukan 
kalus sebagai respons untuk penutupan luka (Indah 
& Ermavitalini 2013; Ikeuchi et al. 2013; Chen et al. 
2019).  

Dalam penelitian ini, dua perlakuan induksi 
menghasilkan respons pembentukan kalus yang 
berbeda. Konsentrasi 2,4-D yang tinggi dalam 
media kultur serta keadaan gelap (perlakuan 1) 
menginduksi pembentukan kalus lebih lambat (8 
minggu) dibandingkan dengan konsentrasi 2,4-D 
yang lebih rendah pada fotoperiode 16/8 jam 
(perlakuan 2) (4 minggu). Hal ini kemungkinan 
disebabkan konsentrasi auksin 2,4-D yang melebihi 
batas optimum pada pembentukan kalus dari 
eksplan. Hasil penelitian ini sejalan dengan 
penelitian Harahap et al. (2019) bahwa tingginya 
konsentrasi auksin 2,4-D dapat menyebabkan 
penundaan dan penghambatan dalam 

pembentukan kalus pada eksplan umbi nanas 
Sipahutar. Menurut Zuyasna et al. (2014), 
konsentrasi auksin eksogen yang lebih tinggi dari 
batas optimum akan mengakibatkan jaringan 
memproduksi senyawa etilen yang menghambat 
pertumbuhan sel.  

Perlakuan 1 juga menghasilkan respons 
kematian eksplan yang jauh lebih tinggi 
dibandingkan pada perlakuan 2. Kematian eksplan 
disebabkan oleh browning yakni jaringan 
mengalami pencokelatan sebagai respons pengaruh 
fisik, seperti pelukaan yang memicu oksidasi 
senyawa fenolik (Ahmad et al. 2013), konsentrasi 
ZPT eksogen yang tidak optimal (Chen et al. 2019), 
serta kalus memasuki fase stasioner (penuaan) 
(Purnamaningsih & Ashrina 2011). Senyawa 
fenolik, seperti flavonoid merupakan metabolit 
sekunder yang terdapat di seluruh organ terutama 
pada Famili Liliaceae, Leguminosae, Polygonaceae 
dan Scrophulariaceae (Lestari et al. 2018). Jin et al. 
(2012) melaporkan bahwa 6 spesies Lilium (L. 
regale, L. concolor, L. pumilum, L. leucanthum, L. 
davidii var. unicolor dan L. lancifolium) memiliki 
senyawa fenolik yang tinggi pada bagian sisik umbi. 
Konsentrasi 2,4-D yang ditambahkan pada media 
kultur juga dapat menjadi penyebab browning. 
Zuyasna et al. (2014) menyatakan konsentrasi 
auksin yang tinggi meningkatkan sintesis etilen 
yang menyebabkan browning dan penghambatan 
pertumbuhan sel. Walaupun senyawa 2,4-D lebih 
efektif bekerja dalam keadaan gelap (Kurniati et al. 
2012), namun berdampak buruk jika diberikan 
dalam konsentrasi yang tidak tepat. 

Hasil induksi kalus perlakuan 1 banyak eksplan 
gagal membentuk kalus. Hal tersebut kemungkinan 
akibat perbedaan kemampuan jaringan menyerap 
unsur hara dan zat pengatur tumbuh dalam media 
induksi (Ibrahim et al. 2010), jumlah sel kompeten 
dalam setiap eksplan tidak selalu sama (Budiarto et 
al. 2015), serta perbedaan kemampuan jaringan 
dalam menyerap air dan unsur hara seperti proses 
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difusi, osmosis dan tekanan turgor sel (Marthani et 
al. 2016). Selain itu, tingginya konsentrasi auksin 
2,4-D yang melebihi batas optimum diduga 
mengakibatkan sel dipaksa melakukan 
pemanjangan dan peregangan secara terus 
menerus dan cepat, sehingga sel tidak mendapatkan 
kesempatan untuk kembali ke proses yang normal 
(Harahap et al. 2019). 

Dari hasil penelitian didapatkan kalus cokelat 
pada perlakuan pertama dan berwarna hijau 
kekuningan pada kedua perlakuan. Widyawati 
(2010) menyatakan bahwa kalus berwarna hijau 
disebabkan akibat pengaruh pemberian sitokinin 
dalam pembentukan klorofil. Anggraeni dan 
Iriawati (2017) menegaskan bahwa pemberian 
sitokinin berperan penting dalam memperlambat 
senensi (penuaan) dengan cara menghambat 
perombakan butir klorofil dan protein dalam sel. 
Sedangkan, kalus yang berwarna kuning 
menandakan bahwa kalus masih tetap memiliki 
kemampuan proliferasi yang baik. Warna kuning 
merupakan hasil dari akumulasi pigmen flavonoid 
pada sel parenkim penyusun kalus (Wijayanto 
2016). 

Salah satu variabel pengamatan yang berguna 
untuk menggambarkan kondisi kalus adalah 
tekstur kalus. Tekstur kalus yang dihasilkan dalam 
penelitian ini adalah kompak. Kalus kompak 
menurut Fiah et al. (2014) merupakan kalus yang 
memiliki tonjolan-tonjolan nodular yang akan 
berkembang menjadi calon organ apabila 
dirangsang dengan ZPT, padat dan keras, tersusun 
dari sel-sel kecil yang rapat, dan tidak dapat 
dipisahkan menjadi 1 sel (Wijawati et al. 2019). 
Tekstur kalus kompak karena lignifikasi, kalus 
memiliki tekstur lebih keras oleh sitokinin yang 
berperan dalam transport zat hara (Mahadi et al. 
2016). 

Kalus kompak pada penelitian ini mengalami 
organogenesis tidak langsung dengan membentuk 
tunas. Diduga efek sitokinin endogen dan eksogen 
serta interaksinya dengan auksin berperan penting 
dalam pertumbuhan tunas, dan hanya sel yang 
kompeten saja yang mampu menghasilkan tunas 
(Sari et al. 2014). Balilashaki et al. (2015) 
menjelaskan bahwa pertumbuhan kalus dapat 
mengarah ke pembentukan tunas jika konsentrasi 
sitokinin dan auksin tepat dalam menginduksi 
pertumbuhan tunas. Sejalan dengan penelitian 
Muliati et al. (2017) bahwa konsentrasi BAP yang 
rendah mampu merangsang terbentuknya kalus 
dan tunas, tunas merangsang pertumbuhan daun 
sehingga jumlah daun menjadi bertambah. 
Nurchayati et al. (2018) menjelaskan bahwa BAP 
mampu mengaktifkan gen-gen untuk membentuk 
tunas dan berperan dalam menstimulasi 
diferensiasi sel.  

Proses subkultur kalus dalam penelitian ini 
sangat penting dalam meningkatkan pertumbuhan 
dan perkembangan kalus. Hasil subkultur setelah 
minggu ke-4 dari perlakuan 1 mengalami 
penurunan kesintasan kalus hingga 0 % akibat 
browning walaupun berasal dari sumber kalus yang 
berwarna hijau. Hal ini diduga karena sel masih 
beradaptasi pada media baru dengan konsentrasi 
auksin yang tinggi, sehingga memunculkan respons 
pencokelatan dan kematian kalus. Menurut Fauzy et 
al. (2016), sel-sel muda yang sehat dan berwarna 
kuning dapat berubah menjadi cokelat seiring 
dengan pertumbuhan kalus yang semakin tua dan 
diduga sebagai respons stres terhadap faktor 
eksternal sel. Selain itu, diduga karena ZPT dalam 
perlakuan 1 belum mencapai keseimbangan 
konsentrasi dalam membentuk kalus.   

Hasil subkultur perlakuan kedua juga 
mengalami penurunan kesintasan kalus menjadi  
60 %. Namun, daya proliferasi pada subkultur kalus 
L. longiflorum mengalami peningkatan pada minggu 
ke-4 hingga minggu ke-12 dilihat dari ukuran kalus 
yang semakin besar. Hal ini sejalan dengan hasil 
penelitian Wulansari et al. (2015) bahwa subkultur 
berulang pada kalus jeruk tidak mengurangi 
kemampuan proliferasi dan morfologinya. Hal ini 
kemungkinan karena perlakuan 1 meningkatkan 
respons pertumbuhan pada kalus sehingga sel-sel 
kalus masih memiliki kemampuan proliferasi yang 
baik dan mempertahankan sifat kompeten untuk 
beregenerasi ke tahap pembentuakan tunas. 
 
4.2. Regenerasi tunas dari kalus L. longiflorum 
in vitro 
 

Kalus yang kompeten adalah kalus yang 
memiliki kemampuan untuk beregenerasi menjadi 
tunas. Awal pembentukan tunas ditandai dengan 
perubahan warna kalus dari hijau kekuningan 
menjadi hijau (green spot). Menurut Hapsoro dan 
Yusnita (2016), warna hijau pada kalus merupakan 
akibat dari peningkatan sintesis klorofil karena 
pengaruh sitokinin. Green spot pada kalus 
selanjutnya membentuk tunas dan berdiferensiasi 
menjadi daun. Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa kalus yang berasal dari perlakuan 2 memiliki 
tingkat regenerasi yang tinggi dengan jumlah tunas 
yang semakin banyak selama 4 minggu pada media 
regenerasi, sementara keseluruhan kalus dari 
perlakuan 1 mengalami kematian bahkan sebelum 
dipindah ke media regenerasi.  

Faktor ZPT juga mempengaruhi pembentukan 
dan pertumbuhan tunas. Dalam penelitian ini, 
konsentrasi sitokinin pada perlakuan 2 lebih tinggi 
daripada perlakuan 1. Selain itu, konsentrasi 
sitokinin pada media regenerasi lebih tinggi 
daripada konsentrasi auksin. Menurut Nabila et al. 
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(2020) konsentrasi sitokinin yang lebih tinggi 
daripada auksin dapat memicu pembentukan tunas. 
Hal ini sesuai dengan penelitian Anisah et al. (2015) 
bahwa tunas Dendrobium sp. teramati tumbuh lebih 
banyak pada media yang mengandung sitokinin 
yang lebih tinggi. Selain itu, penelitian Deswiniyanti 
dan Lestari (2020) juga menggunakan konsentrasi 
1 mg L-1 BAP dan 0,5 mg L-1 NAA pada kalus L. 
longiflorum dari eksplan sisik umbi dalam 
membentuk tunas. 

Sebagai bentuk respons organogenesis, kalus 
tidak membentuk akar. Menurut Roostika et al. 
(2012), organogenesis hanya menghasilkan 1 kutub 
pertumbuhan (unipolar), yaitu tunas atau akar saja. 
Oleh karena itu, perlu dilakukan tahap subkultur ke 
media yang mengandung auksin lebih tinggi 
daripada sitokinin untuk menginduksi respons 
organogenesis dalam membentuk akar. Hasil 
penelitian ini serupa dengan hasil penelitian Sari et 
al. (2014) bahwa penambahan 4 mg L-1 BAP dan 0,2 
mg L-1 NAA hanya mampu menghasilkan tunas 
tanpa membentuk akar. 

5. Kesimpulan 

Media kultur MS + 1,5 mg L-1 2,4-D + 1,0 mg L-1 

BAP yang dikombinasikan dengan pencahayaan 
fotoperiode 16/8 jam (perlakuan 2) menginduksi 
pembentukan kalus dari eksplan sisik umbi L. 
longiflorum lebih baik, dengan seluruh kalus 
berhasil hidup dengan tingkat proliferasi yang 
tinggi setelah disubkultur pada media induksi 
maupun pada media regenerasi. Kalus bertekstur 
kompak dan berwarna hijau kekuningan serta 
memiliki kemampuan organogenesis yang tinggi 
dalam membentuk tunas. Penelitian ini 
merekomendasikan perlakuan 2 sebagai sebuah 
protokol efektif untuk pengembangan L. 
Longiflorum. 
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