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Abstrak: Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh kombinasi pikloram dan kinetin terhadap induksi
kalus pada eksplan gulungan daun tebu varietas Bululawang. Penelitian dilakukan menggunakan rancangan acak
lengkap satu faktor dengan 16 kombinasi perlakuan konsentrasi pikloram (0, 2, 4, 6 ppm) dan kinetin (0, 0,5, 1, 1,5
ppm). Parameter yang diamati meliputi waktu muncul kalus, persentase eksplan berkalus, berat basah, berat
kering, serta morfologi kalus. Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan kombinasi pikloram dan kinetin
tidak berpengaruh signifikan terhadap waktu muncul kalus, tetapi secara signifikan meningkatkan persentase
eksplan berkalus (rata-rata 86,72%) dibanding kontrol (12,50%). Berat basah dan berat kering kalus tertinggi
tercatat pada perlakuan 4 ppm pikloram + 1 ppm kinetin dengan bobot berat basah 0,4412 g dan bobot berat kering
0,0650 g. Morfologi kalus didominasi tekstur kompak berwarna kuning hingga kuning kemerahan. Kombinasi
pikloram dan kinetin efektif dalam meningkatkan persentase induksi kalus, berat basah dan berat kering kalus pada
tebu, sehingga potensial untuk aplikasi kultur jaringan dan produksi metabolit sekunder.

Kata Kunci: In vitro; kalus; kinetin; pikloram; tebu

Abstract: This study aimed to analyze the effect of combined picloram and kinetin treatments on callus induction
from young leaf roll explants of sugarcane variety Bululawang. The experiment was conducted using a completely
randomized design with one factor consisting of 16 treatment combinations of picloram (0, 2, 4, and 6 ppm) and
kinetin (0, 0.5, 1, and 1.5 ppm). The observed parameters included the time of callus initiation, percentage of
explants forming callus, fresh weight, dry weight, and callus morphology. The results showed that the addition of
picloram and kinetin combinations did not significantly affect the time of callus initiation but significantly increased
the percentage of explants forming callus (averaging 86.72%) compared to the control (12.50%). The highest fresh
and dry weights of callus were recorded at the treatment of 4 ppm picloram + 1 ppm kinetin, with a fresh weight of
0.4412 g and a dry weight of 0.0650 g. Callus morphology was predominantly compact in texture with a yellow to
yellow-reddish color. The combination of picloram and kinetin effectively increased the percentage of callus
induction, fresh weight, and dry weight of callus in sugarcane, indicating its potential application in tissue culture
and secondary metabolite production.
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PENDAHULUAN

Tanaman tebu (Saccharum officinarum L.) merupakan komoditas agrikultur
bernilai ekonomi tinggi, terutama sebagai sumber utama sukrosa dalam industri
pangan. Selain perannya sebagai bahan baku gula, tebu juga mengandung beragam
metabolit sekunder didalamnya, termasuk flavonoid, fenilpropanoid, asam lemak,
steroid, terpenoid, serta antosianin yang berpotensi digunakan sebagai antioksidan,
antimikroba, dan agen antikanker (Singh et al., 2015; Wibawa et al., 2021; Yuan et al.,
2022). Produksi metabolit sekunder dapat dicapai melalui kultur kalus dari berbagai
spesies tanaman (Kadapi et al., 2024). Misalnya, keberhasilan kultur kalus dan
peningkatan produksi metabolit sekunder di Verbascum scamandri Murb. dengan
jumlah verbascoside, luteolin, dan aucubin yang lebih tinggi dibandingkan dengan
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tanaman in vivo (Cambaz & Cordik, 2023). Kultur kalus menawarkan sejumlah
kelebihan dalam produksi metabolit sekunder, seperti kemampuan meningkatkan
hasil, pengendalian kondisi lingkungan yang lebih baik, serta potensi manipulasi
genetik sebagai metode alternatif dalam menghasilkan senyawa bioaktif (Ranade et
al., 2023). Penggunaan kultur kalus juga memungkinkan produksi metabolit sekunder
dengan biaya rendah, menjadikannya metode hemat biaya untuk mendapatkan
senyawa berharga.

Zat pengatur tumbuh (ZPT) memainkan peran penting dalam perkembangan
kultur kalus tanaman (Setiawati et al., 2019). ZPT seperti sitokinin dan auksin
digunakan untuk mengontrol dan mengatur pertumbuhan serta morfogenesis in vitro.
Penggunaan auksin dapat memengaruhi pembelahan sel, pemanjangan sel,
pembesaran jaringan, pembentukan akar, dan pembentukan kalus pada konsentrasi
tinggi (Sarah et al., 2023). Selain itu, diperlukan alternatif sitokinin yang berfungsi
mendorong pertumbuhan sel dalam jaringan dan tunas daun (Widiastoety, 2014).
Efektivitas ZPT bergantung pada interaksi dari konsentrasi hormon eksogen yang
ditambahkan dengan hormon endogen (Indah & Ermavitalini, 2013; Wijawati et al.,
2019; Kadapi et al., 2024). Induksi kalus umumnya menggunakan hormon auksin
dengan aktivitas kuat dalam konsentrasi tinggi, seperti 2,4 Dichlorophenoxy acetic acid
(2,4-D). Namun, penggunaan 2,4-D juga dapat menyebabkan perubahan epigenetik
dan genetik dalam sel, seperti metilasi dan mutasi pada DNA serta menyebabkan
penurunan kompetensi kalus embriogenik dari waktu ke waktu pada kultur kalus tebu
(Fraga et al., 2012; Fehér, 2015; Passamani et al., 2020). Sehingga diperlukan
alternatif auksin dalam induksi kalus dengan menggunakan auksin lain seperti
pikloram (Ahmed Khan et al., 2008; Sardar et al., 2016). Sedangkan, kinetin sebagai
sitokinin sintetik aktif dapat mendorong pembelahan sel jika dikombinasikan dengan
auksin (Jacgmard et al., 2019).

Kombinasi pikloram dengan kinetin belum banyak dipelajari untuk kultur kalus
tanaman di beberapa penelitian. Salah satu penelitian mengevaluasi respons pengatur
pertumbuhan tanaman yang berbeda pada induksi kalus dan regenerasi pada
genotipe tebu, dan diamati bahwa respons kalus terbaik dicapai pada kombinasi 2,4-
D dengan kinetin (Saleem et al., 2022). Selain itu, sebuah studi tentang eksplan daun
Passiflora giberti menemukan bahwa induksi kalus sangat bergantung pada
kombinasi pikloram dan kinetin, dalam konsentrasi yang lebih tinggi dapat
menghasilkan peningkatan produksi senyawa sekunder dan vitamin (Azu et al., 2022).
Namun, hingga saat ini belum terdapat penelitian yang secara spesifik mengeksplorasi
efek kombinasi pikloram dan kinetin pada kultur kalus tebu. Oleh karena itu, penelitian
ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh berbagai kombinasi pikloram dan kinetin
terhadap pembentukan dan pertumbuhan kalus tebu. Hasil penelitian ini diharapkan
dapat memberikan kontribusi ilmiah dalam optimasi media kultur kalus pada tanaman
tebu.

METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Negeri Semarang yang
dimulai pada bulan November 2024 hingga April 2025. Penelitian ini menggunakan
rancangan acak lengkap (RAL) satu faktor dengan perlakuan jenis/konsentrasi ZPT
pada konsentrasi pikloram 0 ppm, 2 ppm, 4 ppm, dan 6 ppm serta kinetin dengan
konsentrasi 0 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, dan 1,5 ppm. Pada penelitian ini terdapat 16
kombinasi taraf perlakuan dengan 4 kali ulangan pada setiap perlakuan yang terdiri
dari: (a) POKO; (b) POKO,5; (c) POK1; (d) POK1,5; (e) P2KO; (f) P2KO0,5; (g) P2K1; (h)
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P2K1,5; (i) P4KO; (j) P4KO0,5; (k) P4K1; (I) P4K1,5; (m) P6KO; (n) P6KO,5; (0) P6K1;
dan (p) P6K1,5.

Penelitian ini dilakukan untuk menganalisis pengaruh konsentrasi pikloram dan
kinetin terhadap induksi kalus pada tebu dengan parameter waktu terbentuknya kalus
(HST), persentase tumbuh kalus (%), berat basah kalus (gram), berat kering kalus
(gram), dan morfologi kalus yang terdiri dari warna dan tekstur kalus. Pengamatan
warna kalus dilakukan dengan cara menentukan warna berdasarkan Munsell Color
Chart. Tekstur kalus yang terbentuk diamati secara visual, yaitu terbentuk kalus yang
remah (friable) atau kalus kompak (nonfriable). Waktu terbentuknya kalus dihitung
sejak hari pertama penanaman eksplan (HST). Kalus yang muncul dihitung minimal
berukuran 1 mm. Persentase eksplan yang berkalus, tekstur serta warna kalus diamati
setelah 28 hari penanaman.

Populasi pada penelitian ini adalah tebu var. Bululawang yang berasal dari lahan
budidaya tebu Dusun Karangturi, Kecamatan Gantiwarno, Kabupaten Klaten, Jawa
Tengah. Sampel penelitian menggunakan eksplan gulungan daun tanaman tebu
varietas Bululawang berusia 4-6 bulan. Alat yang digunakan meliputi botol kultur,
erlemeyer, gelas ukur, mikropipet, pengaduk, neraca analitik, autoklaf, LAF, bunsen,
petridish, alat diseksi seperti scalpel, pinset, mata pisau, oven, dan pH meter.
Sedangkan bahan yang digunakan terdiri dari gulungan daun tebu varietas
Bululawang dengan diameter 1,5 cm dan panjang 25 cm dari tunas apikal, media MS,
glukosa, agar, myoinositol, spiritus, detergen cair, bayclin, alkohol 70% dan 96%,
pikloram, kinetin, dan aquades steril.

Pembuatan media MS

Media kultur disiapkan dengan melarutkan 4,43 g/L media Murashige and Skoog,
30 g/L gula pasir dan 0,1 g/L myoinositol dengan 1lliter aquades. pH media disesuaikan
hingga 5,8 menggunakan larutan NaOH 1N atau HCI 1N. Setelah itu, ditambahkan 6,5
g/L agar plain dan larutan stok pikloram serta kinetin sesuai perlakuan. Campuran
media dipanaskan untuk melarutkan agar, kemudian dituangkan dalam botol kultur
yang steril dan disterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C dan tekanan
1,5 atm selama 20 menit.

Sterilisasi Eksplan

Eksplan berupa selubung daun tebu bagian dalam var. Bululawang dibilas
menggunakan air mengalir selama 30 menit, kemudian dibersihkan menggunakan
detergen cair selama 10 menit dan dibilas hingga bebas sabun. Selanjutnya eksplan
disterilkan permukaannya dalam LAF menggunakan larutan bakterisida dan fungisida
(0,3%) selama 30 menit sambil dikocok perlahan, kemudian dibilas dengan aquades
steril. Eksplan kemudian direndam selama 10 menit dalam larutan bayclin 75%, lalu
dibilas kembali menggunakan aquades steril. Kemudian, lapisan daun terluar
dikelupas hingga berdiameter 5-7 mm.

Induksi kalus tebu

Penanaman eksplan dilakukan di dalam LAF. Eksplan steril diletakkan di atas
petridish berisi media MS cair untuk menahan eksplan mengalami browning. Sepuluh
potongan pertama dari tunas apikal eksplan gulungan daun tebu dipotong dengan
ukuran diameter 5-7 mm dan tebal 4-6 mm kemudian dipindahkan serta ditanam ke
dalam botol steril berisi media MS yang mengandung ZPT sesuai perlakuan. Eksplan
diletakkan dalam kondisi gelap. Suhu di ruang inkubasi berkisar 25-26°C. Kalus yang
berumur 28 hari dipanen untuk mendapatkan data persentase hidup, berat basah,
berat kering, serta morfologi warna, dan tekstur kalus.
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Data-data kuantitatif berupa persentase eksplan berkalus, waktu terbentuk kalus,
berat basah kalus dan berat kering kalus dianalisis dengan menggunakan IBM SPSS
Statistics 26 dengan taraf perlakuan p = 5%. Data tersebut kemudian diuji normalitas
melalui uji Kolmogorov-Smirnov. Data yang terdistribusi normal dan homogen
berdasarkan uji Levene, selanjutnya dianalisis menggunakan uji One-way ANOVA dan
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ketika terdapat perbedaan signifikan.
Sedangkan data yang tidak normal dan tidak homogen, dianalisis menggunakan uji
non parametrik Kruskal-Wallis dan dilanjutkan uji Post-Hoc Dunn bila terdapat
perbedaan yang signifikan. Parameter morfologi berupa warna dan tekstur kalus
dianalisis secara deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Waktu Muncul Kalus

Pembentukan kalus dimulai dengan adanya pembengkakan yang diikuti
munculnya gumpalan kecil berwarna putih kekuningan seperti pada Gambar 1.
Menurut Anggraito et al. (2023), bagian eksplan yang langsung bersentuhan dengan
media berkemungkinan mengalami penyerapan nutrisi lebih cepat, sehingga
menyebabkan pembengkakan dan pembentukan massa sel baru. Data waktu muncul
kalus menunjukkan distribusi yang tidak normal dan homogen berdasarkan uiji
Kolmogorov-Smirnov dan uji Levene, masing-masing dengan nilai signifikansi 0,00
dan 0,07. Sehingga analisis dilanjutkan menggunakan uji non-parametrik Kruskal-
Wallis untuk menguiji perbedaan antar perlakuan.

Gambar 1. (a) Ekslan gulungandaun tebu setelah tanam (0 HST); (b) Kalus mulai
membentuk gumpalan kecil (7 HST).

Hasil uji Kruskal-Wallis pada parameter waktu muncul kalus menunjukkan tidak
terdapat pengaruh yang signifikan pada eksplan dengan penambahan kombinasi ZPT
pikloram-kinetin dengan nilai signifikansi 0,436 > 0,05. Berdasarkan hasil pengamatan
parameter waktu muncul kalus pada Tabel 1, perlakuan 6 ppm pikloram + 1 ppm
kinetin menunjukkan rata-rata waktu tercepat dalam pembentukan kalus, yaitu 4,25
HST, sedangkan waktu terlama terdapat pada perlakuan 2 ppm pikloram + 1 ppm
kinetin, yaitu 9,25 HST. Namun seluruh perlakuan tidak menunjukkan perbedaan yang
nyata, dengan rata-rata waktu pertumbuhan kalus 6,79 HST.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa penambahan ZPT pikloram dan kinetin
tidak memiliki pengaruh yang signifikan terhadap lama munculnya kalus tebu. Eksplan
yang dikultur pada media kontrol tanpa penambahan ZPT juga dapat merangsang
pembentukan kalus pada 7 HST. Kandungan auksin dan sitokinin endogen yang
terdapat dalam eksplan dapat memicu pembelahan sel secara mandiri (Rahman et al.,
2021). Pada media kontrol, hormon-homron tersebut tetap aktif dan mampu
menginduksi kalus meski tanpa penambahan ZPT eksternal. Kemampuan jaringan
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untuk menyerap nutrisi yang tersedia berpengaruh terhadap laju pertumbuhan setiap

perlakuan.

Tabel 1. Rata-rata muncul kalus (HST) dan persentase eksplan berkalus (%)

ZPT (ppm) Waktu Muncul Kalus Persentase Eksplan
Pik Kin (HST) Berkalus (%)
0 0 7,00 £ 0,00ms 12,50 + 25,00
0,5 7,50 + 3,31" 100,00 + 0,002
1 6,25+ 2,87 75,00 + 28,872
1,5 6,50 +1,73" 100,00 + 0,002
2 0 7,00 + 4,32 87,50 + 25,002
0,5 6,00 £ 1,15 75,00 + 28,872
1 9,25+ 221" 87,50 + 25,002
1,5 8,00 £ 2,16M 87,50 + 25,002
4 0 7,25 + 0,50 100,00 + 0,002
0,5 6,25 + 0,95"s 100,00 + 0,002
1 6,25 + 0,95" 100,00 + 0,002
1,5 6,75 £ 2,75 75,00 + 28,872
6 0 7,50 £ 2,88" 100,00 + 0,002
0,5 7,50 + 4,12 87,50 + 25,002
1 4,25 + 0,50 100,00 + 0,002
1,5 550+ 1,73" 100,00 + 0,002
Rata-rata 6,79 = 2,40 86,72 + 27,08

Ket: Huruf superskrip dengan notasi yang sama menunjukkan tidak adanya perbedaan yang signifikan
sedangkan huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan. Notasi not significant (ns)
menunjukkan tidak ada pengaruh.

Persentase Eksplan Berkalus

Pertumbuhan kalus dikatakan berhasil apabila memiliki persentase tumbuh kalus
yang tinggi. Pengukuran parameter persentase pertumbuhan kalus dilakukan pada 28
HST. Data persentase tumbuh kalus menunjukkan distribusi yang tidak normal dan
homogen berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov dan uji Levene, masing-masing
dengan nilai signifikansi 0,00. Sehingga analisis dilanjutkan menggunakan uji non-
parametrik Kruskal-Wallis untuk menguji perbedaan antar perlakuan. Berdasarkan
hasil uji Kruskal-Wallis diketahui bahwa perlakuan kombinasi pikloram-kinetin
terhadap parameter persentase eksplan berkalus menunjukkan hasil yang berbeda
signifikan (0,007 < 0,05). Hasil tersebut menunjukkan bahwa kombinasi pikloram dan
kinetin yang ditambahkan ke dalam media perlakuan mampu menginduksi kalus pada
eksplan gulungan daun tebu.

Analisis lebih lanjut menggunakan uji Dunn mengungkapkan bahwa perlakuan
pada media kontrol memiliki perbedaan yang signifikan dibandingkan dengan seluruh
perlakuan persentase tumbuh kalus. Persentase eksplan yang tumbuh pada media
kontrol hanya 12,50% dengan kalus yang dihasilkan tidak optimal. Pada Tabel 1 dapat
dilihat bahwa rata-rata persentase eksplan gulungan daun tebu membentuk kalus
sebesar 86,72%. Seluruh kombinasi menunjukkan hasil terbaik dalam membentuk
kalus selain perlakuan kontrol O ppm pikloram + O ppm kinetin. Pemberian ZPT pada
induksi kalus tebu penting dilakukan untuk mendapatkan hasil kalus yang lebih
optimal. Ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan pada tanaman binahong, dimana
media kontrol juga dapat menginduksi pembentukan kalus, tetapi dengan hasil yang
kurang optimal (Aulia & Habibah, 2024).
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Induksi kalus dimulai pada bagian eksplan yang mengalami luka atau
pemotongan. Adanya perlukaan pada eksplan dapat memicu jalur dediferensiasi
seluler yang ditandai dengan aktivasi gen-gen Wound Induced Dediferentiation
(WIND). WIND1, WIND2, WIND3, dan WIND4 merupakan regulator utama yang
merespon rangsangan luka dan meningkatkan respon jalur pensinyalan sitokinin untuk
memicu pembentukan kalus (Ma et al., 2024). WIND 1 akan diekspresikan di lokasi
perlukaan ketika proses inkubasi awal pada media pertumbuhan yang mengandung
auksin dan sitokinin kemudian akan memengaruhi regenerasi sel (lwase et al., 2021).

Pembentukan kalus dikendalikan melalui mekanisme pengaturan siklus sel yang
kompleks, melibatkan tahap induksi dan pembelahan sel yang dipengaruhi oleh zat
pengatur tumbuh seperti auksin dan sitokinin. Pikloram sebagai auksin sintetis dalam
proses pembentukan kalus akan mengaktifkan jalur transduksi sinyal melalui faktor
transkripsi Auxin Response Factor (ARF) dengan mengikat kompleks reseptor
TIR1/AFB, selanjutnya protein Aux/IAA dipotong dan diuraikan sehingga
memungkinkan pelepasan ARF7 dan ARF19. Setelah aktif, ARF7 dan ARF19
berasosiasi dengan elemen DNA pada promoter gen-gen target untuk mendorong
ekspresi serangkaian gen Lateral Organ Boundaries Domain (LBD), termasuk LBD16,
LBD17, LBD18, dan LBD29. Induksi LBD tidak hanya memicu ekspresi faktor
transkripsi sekunder, tetapi juga merekrut remodeler kromatin. Dalam hal ini, LBD
membentuk dimer dan mengenali motif E2F untuk mengaktifkan promotor E2Fa-DP,
sehingga meningkatkan transkripsi gen cyclin-D dan regulator G1-S seperti CDKA;1
dan RBR. Aktivasi E2Fa-DP mempercepat transisi fase G1-S (replikasi DNA) dan fase
M (mitosis) yang memacu dediferensiasi sel somatik menjadi kalus (Pereira et al.,
2012; Ikeuchi et al., 2013).

Efektivitas pikloram sering dipengaruhi oleh rasio dengan sitokinin dalam media
kultur. Kinetin sebagai sitokinin yang ditambahkan ke media diubah dalam sel menjadi
bentuk aktif (kinetin trifosfat) melalui reaksi fosforilasi oleh adenine-nucleotide kinase.
Kinetin trifosfat kemudian mengikat reseptor histidin-kinase (AHK), ikatan ini akan
memicu auto-fosforilasi transfer fosfat ke protein histidin fosfatase (AHP), sehingga
menyebabkan fosforilasi dan aktivasi faktor transkripsi ARR-B di nukleus. ARR-B yang
telah teraktivasi dapat meningkatkan ekspresi gen CYCDS3;1 dan mengatur faktor
AP2/ERF (termasuk ESR1 dan ESR2) di mana ESR2 akan memicu gen CYCD1;1
serta DOF-OBP1. OBP1 selanjutnya mengaktifkan CYCD3;3 dan pengatur siklus sel
lainnya untuk membentuk kompleks siklin-CDK yang mendorong transisi G1-S dan
G2-M. Proliferasi sel yang terstimulasi ini akhirnya menghasilkan massa kalus yang
tak berdiferensiasi (Ikeuchi et al., 2013; Wang & Ruan, 2013).

Secara fisiologi, pembentukan kalus juga dipengaruhi interaksi hormon auksin
dan sitokinin alami dalam eksplan dengan penambahan hormon eksogen pada media
kultur (Wahyuni et al., 2020). Adanya penambahan hormon auksin merangsang
aktivitas pompa proton ATPase yang mengakibatkan ruang dinding sel mengalami
pengasaman akibat perpindahan ion H+ dari sitoplasma. Penurunan pH ini
menyebabkan terputusnya ikatan silang antar polimer penyusun dinding sel, sehingga
struktur dinding sel menjadi lebih longgar. Selanjutnya air dan zat organik dapat masuk
ke dalam sel melalui proses osmosis dan transportasi membran, sehingga
memungkinkan sel berkembang dan tumbuh. Auksin dan sitokinin, pada konsentrasi
yang sesuai, akan mendorong pembesaran dan pembelahan sel (Merthaningsih et al.,
2018). Pelepasan ion H+ ke dinding sel oleh auksin meningkatkan plastisitas dinding
sel dan meningkatkan ukuran sel (Lin et al., 2021). Sedangkan, sitokinin berperan
penting untuk merangsang pembelahan jaringan tanaman (Taiz & Zeiger, 2010).
Selain itu, kondisi pencahayaan gelap selama inkubasi kalus tebu juga memengaruhi
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hasil kalus yang terbentuk. Induksi kalus paling efektif dilakukan dalam kondisi gelap,
dengan frekuensi pembentukan tertinggi mencapai 59,4% pada varietas CoS 99259
dan 55,3% pada CoS 96258 (Sengar et al., 2011).

Berat Basah Kalus

Berat basah kalus ditimbang dengan menggunakan neraca analitik yang memiliki
tingkat ketelitian hingga 0,0001 gram. Data berat basah kalus menunjukkan distribusi
yang normal dan tidak homogen berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov dan uji Levene,
masing-masing dengan nilai signifikansi 0,200 dan 0,020. Sehingga analisis
dilanjutkan menggunakan uji Kruskal-Wallis untuk menguji perbedaan antar
perlakuan. Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukkan bahwa penambahan kombinasi ZPT
pikloram-kinetin pada media memiliki pengaruh yang signifikan (nilai signifikansi 0,002
< 0,05). Hasil tersebut menunjukkan bahwa penambahan kombinasi ZPT pikloram-
kinetin dalam media mampu memengaruhi berat basah kalus pada eksplan gulungan
daun tebu. Hasil uji Dunn mengenai pengaruh penambahan hormon terhadap berat
basah kalus disajikan dalam Tabel 2.

Rata-rata berat basah kalus tertinggi terdapat pada eksplan dengan media 4 ppm
pikloram + 1 ppm kinetin, yaitu 0,4412 gram. Namun, hasil tersebut tidak berbeda
nyata dengan beberapa perlakuan lainnya. Pertambahan berat kalus bergantung pada
kecepatan sel dalam melakukan pembelahan. Ketersediaan hormon endogen dan
adanya penambahan hormon eksogen juga berpengaruh terhadap proses
pembelahan sel. Penambahan hormon auksin dan sitokinin dalam induksi kalus
penting dilakukan untuk mendapatkan berat basah kalus yang lebih optimal.

Tabel 2. Berat basah dan berat kering tebu

ZPT (ppm) Berat Basah Kalus Berat Kering Kalus
Pikloram Kinetin (gram) (gram)
0 0,0487 + 0,10d 0,0044 + 0.01¢
0 0,5 0,2328 £ 0,01¢ 0,0289 + 0.00P¢
1 0,2301 + 0,09¢ 0,0342 + 0,02
1,5 0,2545 + 0,03bc 0,0347 + 0,00°
0 0,2932 + 0,092bc 0,0363 + 0,002°
2 0,5 0,3916 + 0,162 0,0497 + 0,032b
1 0,2205 + 0,10¢ 0,0339 + 0,00
1,5 0,3685 + 0,0820C 0,0516 + 0,022b
0 0,4192 + 0,072 0,0526 + 0,022b
4 0,5 0,3683 + 0,132bc 0,0542 + 0,02ab
1 0,4412 + 0,112 0,0650 + 0,012
1,5 0,2585 + 0,06P¢ 0,0341 + 0,01°
0 0,3164 + 0,062 0,0447 + 0,012
6 0,5 0,3552 + 0,132bc 0,0442 + 0,032
1 0,3775 + 0,062 0,0450 + 0,02ab
1,5 0,3527 + 0,1023bc 0,0394 + 0,022b
Rata-rata 0,3080 + 0,13 0,0408 + 0,02

Ket: Huruf superskrip dengan notasi yang sama menunjukkan tidak adanya perbedaan yang signifikan
sedangkan huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan. Notasi not significant (ns)
menunjukkan tidak ada pengaruh.

Aplikasi ZPT yang tepat serta interaksi yang efektif dengan hormon endogen
dalam eksplan dapat mengoptimalkan pertumbuhan kalus. Penambahan hormon
auksin dan sitokinin memberikan pengaruh besar terhadap berat kalus yang
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dihasilkan. Pemberian pikloram dengan konsentrasi tinggi mampu memberikan respon
pembengkakan, sehingga perlu penambahan sitokinin agar mampu memicu
pembelahan sel lebih cepat. Bertambahnya berat kalus tergantung pada kecepatan
sel-sel dalam memperbanyak diri, membelah diri, serta membesarnya kalus (Indah &
Ermavitalini, 2013; Satria et al., 2019). Bobot segar kalus berhubungan dengan tekstur
kalus. Secara fisiologi, berat segar kalus terdiri dari dua komponen utama, yaitu
karbohidrat dan air (Ruswaningsih, 2007).

Berat Kering Kalus

Pertumbuhan kalus juga dapat diukur melalui berat kering. Berat kering diperoleh
dari penimbangan kalus yang telah dikeringkan menggunakan oven hingga beratnya
konstan. Data berat kering kalus menunjukkan distribusi yang tidak normal dan
homogen berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov dan uji Levene, masing-masing
dengan nilai signifikansi 0,004 dan 0.014. Sehingga analisis dilanjutkan menggunakan
uji non-parametrik Kruskal-Wallis untuk menguji perbedaan antar perlakuan. Hasil uji
Kruskal-Wallis parameter berat kering kalus menunjukkan terdapat pengaruh
signifikan pada berat kering eksplan dengan penambahan kombinasi ZPT pikloram-
kinetin dengan nilai signifikansi 0,045 < 0,05. Nilai tersebut menunjukkan kombinasi
pikloram dan kinetin yang ditambahkan ke dalam media perlakuan berpengaruh
terhadap hasil berat kering kalus tebu.

Hasil pengukuran berat kering pada Tabel 2, menunjukkan bahwa berat kering
tertinggi terdapat pada perlakuan 4 ppm pikloram + 1 ppm kinetin, yaitu 0,0650 gram.
Namun, hasil ini kurang menunjukkan perbedaan nyata dengan beberapa perlakuan
lainnya. Pengukuran berat kering menghasilkan nilai yang lebih rendah dibandingkan
berat basah, karena kalus dalam kondisi basah masih mengandung kadar air yang
tinggi. Berat segar kalus yang besar disebabkan kandungan air yang tinggi (Indah &
Ermavitalini, 2013).

Tabel 3. Morfologi tekstur dan warna kalus tebu

ZPT (ppm) Warna dan kode
Pik Kin Tekstur (Munsell Color Chart)
0 Kompak Kuning - 2.5Y 7/6
0 0,5 Remah Kuning kemerahan - 10YR 7/4
1 Kompak Kuning - 2.5Y 7/4
1,5 Kompak Kuning kemerahan - 10YR 7/4
0 Kompak Kuning - 2.5Y 8/4
5 0,5 Kompak Kuning - 2.5Y 8/2
1 Remah Kuning - 2.5Y 8/4
15 Kompak Kuning - 2.5Y 8/4
0 Kompak Kuning - 2.5Y 8/4
4 0,5 Kompak Kuning - 2.5Y 8/4
1 Kompak Kuning kemerahan - 10YR 7/6
1,5 Kompak Kuning - 2.5Y 7/4
0 Remah Kuning - 2.5Y 8/2
6 0,5 Kompak Kuning - 2.5Y 8/4
1 Kompak Kuning - 2.5Y 8/4
1,5 Kompak Kuning kemerahan - 10YR 8/2
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Morfologi Kalus

Hasil pengamatan kalus gulungan daun tebu yang dikultur pada media dengan
penambahan ZPT pikloram dan kinetin, disajikan pada Gambar 2. Berdasarkan hasil
pengamatan, hampir seluruh perlakuan kombinasi ZPT pikloram dan Kkinetin
menghasilkan kalus dengan tekstur kompak, hanya perlakuan 0 ppm pikloram + 0,5
ppm kinetin, 2 ppm pikloram + 1 ppm kinetin, dan 6 ppm pikloram + 0 ppm kinetin yang
menghasilkan kalus remah. Tekstur kalus dapat digunakan sebagai indikator dalam
menilai kualitasnya dan memastikan bahwa sel-sel tersebut masih dalam kondisi aktif
membelah.

Gambar 2. Morfologi kalus gulungan daun tebu varietas Bululawang (a) PoKo; (b)
PoKos; (€) PoKz; (d) PoKzis; (e) P2Ko; (f) P2Kos; (g) P2Kz1; (h) P2Kys; (i) P4Ko; (j) P4Kos;
(k) P4Kzy; (1) P4Kas; (m) PeKo; (n) PeKo,s; (0) PeKi; (p)PeKas.

Kalus dengan struktur yang kompak memiliki kemungkinan lebih besar untuk
dikembangkan dan ditumbuhkan menjadi tanaman utuh (planlet) secara langsung
(Nadeak et al., 2012; Girsang et al., 2023). Kalus kompak memiliki tekstur keras dan
padat dengan susunan sel-sel kecil yang rapat, sedangkan tekstur kalus remah
bersifat lunak karena sel-selnya longgar dan berjarak (Ulva et al., 2019). Menurut
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Mahadi et al. (2016), terbentuknya tekstur kalus kompak berkaitan dengan proses
lignifikasi, yaitu penebalan pada dinding kalus yang dipicu oleh aktivitas sitokinin
dalam distribusi zat hara. Hormon auksin berperan dalam pelonggaran serat dinding
sel, sehingga dinding sel menjadi lebih elastis (Ulva et al., 2019). Nutrisi yang terdapat
pada media akan berdifusi ke dalam sel dan bertahan hingga tekanan osmotik dan
potensial air seimbang hingga sel menjadi turgid. Ketika sel dalam kondisi turgid,
penambahan sitokinin akan merangsang pembelahan sel, sehingga mengakibatkan
pembentukan dinding sel berlangsung lebih cepat dan kalus menjadi kompak. Kalus
dengan tekstur kompak merupakan kalus yang baik digunakan sebagai penghasil
metabolit sekunder, karena mengandung lebih banyak metabolit sekunder 1,9-2,4 kali
dibandingkan dengan kalus remah (Daulay et al., 2025). Sedangkan kalus yang
mempunyai tekstur remah memiliki keunggulan, yaitu dapat digunakan untuk kultur
suspensi sel dalam proses peningkatan massa sel (Negoro et al., 2024).

Pengamatan warna kalus didasarkan pada aplikasi Munsell Color Chart, dimana
masing-masing perlakuan menghasilkan warna kalus yang berbeda. Warna kalus
yang dihasilkan pada penelitian ini terdiri dari kuning dan kuning kemerahan. Eksplan
yang telah membentuk kalus akan mengalami beberapa perubahan warna, kalus
berwarna putih terlihat setelah diinkubasi beberapa hari dan kemudian berubah
menjadi warna putih kekuningan. Warna putih pada kalus disebabkan karena adanya
kandungan plastid, tetapi tidak terdapat kandungan kloroplas (Rosyidah & Habibah,
2023).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa penambahan kombinasi
ZPT pikloram dan kinetin pada media kultur eksplan gulungan daun tebu tidak
berpengaruh signifikan terhadap waktu muncul kalus, tetapi memberikan pengaruh
nyata dalam meningkatkan persentase eksplan yang berhasil membentuk kalus
dibandingkan dengan perlakuan kontrol tanpa penambahan ZPT. Rata-rata
persentase kalus mencapai 86,72% dan waktu rata-rata pembentukan kalus 6,79 hari
setelah tanam. Data berat basah dan berat kering tertinggi kalus tebu diperoleh pada
kombinasi 4 ppm pikloram + 1 ppm kinetin dengan berat basah 0,4412 g dan berat
kering kalus yaitu 0,0650 g. Morfologi kalus yang dihasilkan didominasi tekstur kompak
berwarna kuning hingga kuning kemerahan.

REKOMENDASI

Penelitian selanjutnya diharapkan dapat mengevaluasi kandungan metabolit
sekunder yang dihasilkan dari kalus tebu dengan menggunakan analisis kuantitatif,
seperti uji kromatografi atau spektrofotometri. Selain itu, perlu dilakukan penelitian
guna memperluas jenis eksplan yang digunakan, seperti akar atau batang muda untuk
membandingkan respons terhadap kombinasi ZPT pikloram-kinetin.
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