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Abstrak

Kesenjangan antara produksi dan kebutuhan gula dalam negeri membutuhkan upaya untuk
mengatasinya. Usaha peningkatan produktivitas tebu dan perluasan area tanam terkendala pada
pemenuhan bibit unggul dalam skala besar. Kultur jaringan merupakan metode alternatif yang
dikembangkan untuk pemenuhan bibit unggul seperti varietas tebu PS 094 dalam jumlah banyak
dengan waktu singkat. Induksi kalus merupakan tahap awal dari teknik kultur in-vitro yang
bertujuan untuk menghasilkan kalus embrionik secara massal. Namun dalam pelaksanaanya
terdapat beberapa kendala yang dapat menghambat keberhasilan kultur jaringan. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk megetahui kendala induksi kalus varietas PS 094 pada media dasar
Murashige dan Skoog Secara In Vitro. Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan Pusat
Penelitian Perkebunan Gula Indonesia, Pasuruan dari bulan Februari sampai Mei 2022. Penelitian
terdiri dari 5 tahap yaitu Sterilisasi botol dan alat, pembuatan larutan stok, pembuatan media,
sterilisasi eksplan dan tanam eksplan. Bahan tanam (eksplan) yang digunakan adalah daun muda
yang masih menggulung dari pucukan tanaman tebu varietas PS 094 dan media yang digunakan
adalah media MS (Murashige dan Skoog). Hasil penelitian menunjukan induksi kalus varietas PS
094 pada media Murashige dan Skoog memiliki 3 kendala yaitu, kontaminasi, browning dan kalus
bersifat non-embrionik.

Kata kunci: Induksi Kalus, PS 094, Media MS

1. PENDAHULUAN

Tebu atau Saccharum officinarum merupakan salah satu tanaman penting yang memiliki
nilai ekonomi tinggi dan berpotensi dikembangkan di negara iklim tropis seperti Indonesia.
Tebu dimanfaatkan sebagai bahan baku produksi gula kristal putih [1]. Berdasarkan sumber
data dari badan pusat statistika pada tahun 2020 produksi gula kristal putih Indonesia
mengalami penurunan sebesar 4,52% dari produksi 2,20 juta ton pada tahun 2019 menjadi
2,13 juta ton pada tahun 2020. Penurunan produksi gula kristal putih pada tahun 2020
mengakibatkan jumlah kebutuhan konsumsi gula dalam negeri belum terpenuhi. Tercatat,
konsumsi gula nasional tahun 2020 sebesar 2,66 juta ton sehingga neraca gula kristal putih
Indonesia mengalami defisit sekitar 500 ribu ton. Langkah yang dapat diempuh untuk
memenuhi kebutuhan gula nasional dengan meningkatkan produktivitas tebu, perluasan area
tanam dan mendorong adanya investasi untuk pembangunan pabrik gula baru.

Tanaman tebu terus mengalami perkembangan baik cara perbanyakan maupun mutu
varietas yang dihasilkan [2]. Pengembangan varietas terus dilakukan untuk meningkatkan
mutu produktivitas tebu. Salah satu jenis varietas tebu harapan unggul P3GI adalah PS 094.
Keunggulan varietas tebu PS 094 antara lain memiliki kadar sabut tinggi 13,1 + 0,75%, masak
tengah lambat, pelepah mudah dikelentek, sangat tahan terhadap penyakit belendok,
mempunyai daya tahan kepras yang baik, toleran terhadap drainase jelek (genangan), dan
tahan terhadap perawatan minimal. Upaya pemenuhan kebutuhan gula dalam negeri melalui
peningkatan produktivitas tebu dan perluasan area tanam harus diimbangi dengan
penyediaan bibit ungul dalam skala besar, sekitar 1,5 sampai 2 miliar bibit per tahun [3].

Metode kultur jaringan saat ini diyakini sebagai metode alternatif dalam mengatasi
permasalahan produksi bibit tanaman [4]. Metode kultur jaringan dipercaya dapat
menghasilkan tanaman baru dalam bentuk bibit dengan waktu relatif singkat, jumlah yang
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besar, terbebas dari hama dan penyakit serta tidak bergantung dengan musim. Dasar dari
metode kultur jaringan adalah teori totipotensi, yaitu kemampuan sel suatu tanaman yang
dapat tumbuh menjadi tanaman sempurna apabila ditempatkan pada lingkungan yang tepat
[5].

Salah satu teknik kultur jaringan yang sudah dijadikan metode baku di laboratorium
kultur jaringan Pusat Penelitian Perkebunan Gula Indonesia (P3GI) dan pabrik gula di
Indonesia adalah kultur kalus [6]. Kalus ditumbuhkan dari penanaman jaringan daun muda
yang masih menggulung dari pucukan tanaman tebu umur 3 -7 bulan. Media dasar untuk
pertumbuhan kalus adalah media MS dengan penambahan air kelapa 10% dan hormon 2,4D
sebesar 3 ppm. Peneliti [6] mengatakan upaya pemenuhan bibit secara kultur kalus dapat
terjadi apabila kalus yang dihasilkan dari eksplan mempunyai kualitas yang baik (embrionik)
yaitu bertekstur kompak, berwarna putih kekuningan, dan friable, namun pada kenyataanya
tidak semua varietas tebu dapat menghasilkan kalus yang bersifat embrionik jika tetap
menggunkan metode baku.

Keberhasilan regenerasi tanaman tebu secara invitro tergantung pada genotipe tanaman,
sumber eksplan, dan formulasi media [7]. Oleh karena itu dibutuhkan pengetahuan dan
penguasaan sistem regenerasi setiap varietas tebu secara in vitro dan mengavaluasi kendala
yang terjadi. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui kendala yang terjadi dalam induksi
kalus varietas PS 094 pada media dasar Murashige dan Skoog.

2. METODE

2.1 Bahan Percobaan

Bahan yang digunakan dalam percobaan ini meliputi eksplan tebu varietas PS 094 umur 6
bulan berupa daun menggulung dari batang muda, larutan stok A-F (terdiri atas hara makro,

hara mikro, vitamin, dan hormon), alkohol 70%, spirtus, agarose, gula/sukrosa, air kelapa,
NaOH 1 N dan HCI 1 N, aquades, dan aluminium foil.

2.2 Alat Percobaan

Alat yang digunakan meliputi tabung kultur, laminar air flow (LAF), bunsen, autoklaf,
magnetic stirrer, ph meter, gelas ukur, spatula, pipet, tissue, kapas spidol, rak kultur, peralatan
direksi (pisau, scalpel), timbangan digital dan analitik.

2.3 Sterilisasi Alat

Alat-alat yang harus disterilkan adalah botol kultur, scalpel, dan pinset. Alat-alat tersebut
dicuci sampai bersih lalu dikeringkan dalam oven pada suhu 400C selama 2 jam dan di
sterilisasi pada suhu 160°C selama 3 jam.

2.4 Pembuatan Larutan Stok

Pembuatan larutan stok diawali dengan ditimbang bahan-bahan kimia sesuai komposisi
dan takaran media MS, kemudian dilarutkan dengan aquades. Larutan tersebut diaduk sampai
homogen menggunakan magnetic stirer, lalu dimasukkan dalam erlenmeyer dan disimpan
dalam lemari pendingin.

2.5 Pembuatan Media MS

Media MS dibuat dengan mencampur larutan stok A-F, gula, air kelapa, dan aquades ke
dalam labu takar. pH media ditepatkan 5,8 kemudian media dipadatkan dengan 8 gram
agarose. Sterilisasi media dilakukan menggunakan autoclave pada suhu 1210C dan tekanan 15
psi selama 30 menit lalu disimpan di dalam ruang steril.

2.6 Sterilisasi Eksplan

Proses sterilisasi eksplan kultur jaringan dilakukan di dalam laminar air flow. Bahan
tanam yang digunakan adalah daun menggulung yang berasal dari pucukan tebu varietas PS
094 umur 6 bulan. Pucukan tebu dicelupkan di dalam larutan alkohol 70% kemudian
dilewatkan diatas api bunsen dan dibiarkan alkoholnya habis terbakar. Pelepah dikupas
sampai terlihat daun muda yang masih menggulung, dengan diameter kurang lebih 1 cm.
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Setelah daun muda menggulung didapatkan, dilanjut dengan pemotongan eksplan secara
horizontal dengan tebal 3 mm sebanyak 10-12 potong dan diberi goresan luka pada eksplan.

2.7 Tanam Eksplan

Eksplan daun menggulung tebal 3 mm diambil menggunakan jarum ose yang telah steril
dan langsung ditanam pada media kultur. Satu tabung media tanam diisi satu potong eksplan,
kemudian tabung media tanam di tutup kembali menggunakan alumunium foil dan disimpan
di rak ruang gelap kultur jaringan selama 4 minggu pada suhu 200C-240C. Pada penelitian ini
dilakukan 4 kali pengulang proses tanam eksplan. Tanam eksplan ulanganl sebanyak 10
tabung, tanam eksplan ulangan 2 sebanyak 10 tabung, tanam eksplan ulangan 3 sebanyak 12
tabung dan ulangan 4 sebanyak 5 tabung.

2.8 Subkultur

Subkultur dilakukan setelah eksplan ditanam selama 4 minggu. Subkultur dilakukan
untuk memperbanyak jumlah ekspan. Teknik yang digunakan pada subkultur PS 094 adalah
cacah. Hasil pencacahan eksplan di tanam kembali pada media MS [ dengan jumlah 8 cacahan
eksplan dalam 1 tabung. Lalu disimpan di rak ruang gelap kultur jaringan selama 4 minggu
pada suhu 200C-249C. Kemudian tabung media tanam di tutup kembali menggunakan
alumunium foil. Pada penelitian ini dilakukan 5 kali pengulang subkultur. Subkultur ke-1
sebanyak 6 tabung, subkultur ke-2 sebanyak 5 tabung, subkultur ke-3 sebanyak 4 tabung,
subkultur ke-4 sebanyak 5 tabung dan subkultur ke 5 sebanyak 5 tabung.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Eksplan yang digunakan dalam penelitian ini adalah irisan daun muda yang masih
menggulung dari pucukan tanaman tebu varietas PS 094 yang berumur 6 bulan. Munculnya
kalus pada eksplan merupakan salah satu indikator adanya pertumbuhan dalam kultur in-
vitro [8]. Kalus merupakan proliferasi massa sel yang belum terdiferensiasi dan terdiri dari sel
yang tidak teratur. Induksi kalus merupakan tahap penting untuk membentuk massa sel yang
aktif membelah dalam jumlah yang tidak terbatas [9]. Induksi kalus diawali dengan
membukanya daerah pelukaan yang disertai dengan pembengkakan akibat respons dari
eksplan terhadap zat pengatur tumbuh yang terdapat dalam media [1]. Peneliti [11] bahwa
pembengkakan pada eksplan terjadi karena adanya pengaruh pemberian 2,4-D yang memacu
pembelahan dan perbanyakan sel akibat penyerapan air, nutrisi dan zat pengatur tumbuh dari
media.

Kalus umumnya muncul pada permukaan eksplan berbentuk bulat/globular. Berdasarkan
warna dan tekstur yang menggambarkan penampilan visual dan kuatitas kalus dibedakan
menjadi kalus embrionik dan kalus non-embrionik. Kalus embrionik dicirikan dengan tekstur
kering, remah, dan berwarna putih susu atau krem, sedangan non embrionik dicirikan dengan
struktur kalus kompak, basah (berair), dan berwarna bening kecoklatan [12] dalam [1]. Hasil
induksi kalus varietas PS 094 pada media MS memiliki ciri basah (berair) dan berwarna bening
kecoklatan atau bersifat non embrionik, seperti yang terlihat pada Gambar 3.1. Kalus seperti
ini tidak dapat beregenerasi menjadi tanaman lengkap meskipun ditumbuhkan pada media
differensiasi [6].
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Gambar 3.1 Eksplan PS 094 menghasilkan kalus yang bersifat non-embrionik. (A = Minggu
ke-0, B= Minggu ke-1, C= Minggu ke-3, dan D=Minggu ke-4)
Selain terkendala kalus yang dihasilkan bersifat non-embrionik, induksi kalus varietas PS
094 yang dilakukan dengan 4 kali pengulangan tanam eksplan dan 5 kali subkultur juga
mengalami kendala kontaminasi dan browning. Persentase tingkat kontaminasi dan browning
dari masing-masing pengulangan tanam ekspan dan subkultur pada minggu ke-4 setelah
tanam, seperti yang terlihat pada Gambar 2 dan 3.

Persentase Kendala Induksi Kalus
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Gambar 3.2 Persentase kontaminasi dan browning tanam eksplan PS 094 pada 4 minggu
setelah tanam. T1 = Tanam eksplan ke-1, T2 = Tanam eksplan ke-2, T3 = Tanam eksplan ke-
3, T4 = Tanam eksplan ke-4.
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Gambar 3.3 Persentase kontaminasi dan browning subkultur PS 094 pada 4 minggu setelah
subkultur. S1 = Subkultur ke-1, S2 = Subkultur ke-2, S3 = Subkultur ke-3, S4 = Subkultur ke-4,
dan S5 = Subkultur ke-5.

Dari Gambar 3.2 terlihat bahwa tingkat browning pada tanam eksplan ulangan ke-1 dan
ke-2 mencapai 80% dari total 10 tabung eksplan pada masing-masing tanam. Tingkat
browning mulai menurun pada ulangan ke-3 dan 4 yang menunjukan angka 33% dari total 12
tabung eksplan dan 20% ulangan ke- 4 dari total 5 tabung eksplan. Dari sajian Gambar 3.3
tingkat browning dari subkultur ulangan ke-1 sampai ke-4 mencapai 100%. Kondisi eksplan
yang mengalami browning seperti yang terlihat pada Gambar 3.4.

Gambar 3.4 Perkembangan eksplan yang disertai browning pada minggu ke-0 sampai minggu
ke-4. (A = Minggu ke-0, B= Minggu ke-1, C= Minggu ke-3, dan D=Minggu ke-4)

*

S 'S 094 . ; 5 ; .
ubkultur F Subkultur PS 094

Gambar 3.5 Subkultur PS 094 yang mengalami browning.

Browning merupakan berubahnya eksplan menjadi berwarna kecoklatan sesaat setelah
diisolasi [12]. Perubahan warna menjadi coklat (pencoklatan) dalam kultur jaringan terjadi
karena akumulasi polifenol oksidase yang dilepas atau disintesis jaringan dalam kondisi
teroksidasi ketika sel dilukai. Luka pada jaringan tumbuhan memacu stres dan menyebabkan
peningkatan aktivitas enzim fenilalanin amonia liase (PAL) yang merupakan enzim kunci
dalam pembentukan senyawa fenolik. Hal ini mengakibatkan terakumulasinya senyawa fenolik
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pada bagian terluka, yang kemudian akan teroksiasi oleh enzim polifenol oksidase dan
menghasilkan senyawa fenilpropanoid yang menyebabkan pencoklatan.

Proses pencoklatan atau browning dapat menghambat terjadinya pembentukan organ
tunas dan akar dari kalus [6]. Menurut Tang dan Newton pencoklatan jaringan sangat
menurunkan regenerasi secara in vitro dari kultur kalus pada beberapa tanaman berkayu,
khususnya regenerasi tanaman melalui jalur organogenesis. Berdasarkan Penelitian [12]
pencoklatan pada kultur jaringan dapat dihindari dengan beberapa cara, antara lain
menghilangkan produksi senyawa fenol, modifikasi potensial redoks, penghambatan aktivasi
enzim fenol oksidase, penurunan aktivitas fenolase, dan ke-tersediaan substrat.

Selain browning, kontaminasi juga menjadi kendala yang sering mengganggu proses
induksi varietas PS 094. Dari Gambar 2 tingkat kontaminasi tanam eksplan ke-1 mencapai
80% dari total 10 tabung eksplan. Pada ulangan ke-2 tingkat kontaminasi naik menjadi 100%
dari total 10 tabung eksplan. Naiknya tingkat kontaminasi dapat disebabkan oleh faktor suhu
yang tidak stabil pada masa inkubasi eksplan. Pada ulangan ke-3 tingkat kontaminasi sebesar
8,30% dari total 12 tabung, dan 20% untuk tanam eksplan ulangan ke- 4 dari total 5 tabung
eksplan.

Kendala kontamninasi juga kembali terjadi tahap subkultur. Dari total 6 tabung subkultur
ulangan ke-1 dan 4 tabung eksplan ulangan ke-3 memiliki tingkat kotaminasi sebesar 100%.
Tingkat kontaminasi mulai menurun pada subkultur ulangan ke-2 yang memiliki persentase
60% dari total 5 tabung subkultur dan 20% pada subkultur ulangan ke-5 dari total 5 tabung.
Tingkat kontamanasi terendah terdapat subkultur ulangan ke-4 dengan persentase sebesar
0% (tidak ada yang mengalami kontaminasi). Kontamniasi yang terjadi pada eksplan seperti
yang terlihat pada Gambar 3.6.

| Kontaminan bakteri Kontaminan bakteri

Kontaminan jamur Kontaminan jamur

Gambar 3.6 Eksplan yang mengalami kontaminasi akibat jamur dan bakteri.

Jenis kontaminan yang ditemukan adalah jamur dengan hifa yang berwarna putih, jamur
dengan hifa yang berwarna hitam, jamur yang berwarna hijau kehitaman, bakteri berwarna
putih susu, dan bakteri berwarna kuning susu. seperti yang terlihat pada Gambar 3.5.
Kontaminan yang paling banyak ditemukan pada induksi kalus tebu varietas PS 094 adalah
jamur hifa putih yang menempel pada tabung kultur. Dari keempat jenis kontaminan yang
didapatkan, jamur yang berwarna hijau kehitaman adalah kontaminan yang paling cepat
merusak kultur. Perkembangbiakan dan pertumbuhan jamur ini sangat cepat dengan
membentuk spora- spora berwarna hijau gelap yang mampu menutupi seluruh permukaan
media kultur. Akibatnya eksplan tidak mampu tumbuh dan bersaing, yang akhirnya akan mati.
Ada beberapa faktor yang menyebabkan kontaminasi antara lain (a) bahan eksplan yang
digunakan masih mengandung mikroorganisme patogen, (b) sterilisasi yang kurang sempurna
terhadap eksplan (c) waktu sterilisasi yang kurang optimal, dan (d) kurang cermat pada saat
penanaman eksplan [13]

Keberhasilan regenerasi tanaman secara kultur jaringan bersifat spesifik [1]. Formulasi
media tanaman tertentu belum tentu dapat digunakan untuk varietas lainya [14]. Setiap
genotipe memiliki respon yang berbeda di dalam kultur in vitro [15]. Setiap genotipe juga
membutuhkan konsentrasi dan rasio ZPT(zat pengatur tumbuh) yang tepat untuk
meningkatkan multifikasi. Hal ini juga dipertegas dalam penelitian [7[ yang menyatakan
bahwa keberhasilan regenerasi tanaman tebu secara in vitro tergantung dari genotipe
tanaman, sumber eksplan dan formulasi media.

Kendala yang terjadi perihal tidak munculnya kalus embrionik pada varietas PS 094
diduga sejalan dengan pernyataan peneliti [6], Penelitian yang dilakukan Purnamaningsih
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(2016) [14] dan Khan (2010) [16] bahwa terdapat beberapa varietas tebu komersial yang
tidak dapat menghasilkan kalus embrionik, hal ini dikarenakan sifat daya produksi dan
regenerasi kalus yang rendah atau disebut recalcitrant [17], sehingga diperlukan penelitian
lebih lanjut mengenai sumber eksplan, genotipe tanaman, formulasi media dan ZPT yang tepat
untuk induksi kalus tebu varietas PS 094.

4. SIMPULAN

Induksi kalus merupakan tahap awal dari teknik kultur in vitro yang bertujuan untuk
menghasilkan kalus embrionik secara massal. Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan
proses induksi kalus varietas PS 094 pada media Murashige dan Skoog memiliki 3 kendala
yaitu, kontaminasi, browning dan kalus bersifat non-embrionik. Sebagai upaya dalam
mengatasai kendala browning disarankan untuk menghilangkan produksi senyawa fenol dan
menghambat kerja enzim fenol oksidase. Hal ini dapat dilakukan melaui penambahan arang
aktif pada media tanam dan EDTA. Perihal kedala kalus PS 094 bersifat non-embrionik
disarankan untuk penelitian lebih lanjut mengenai genotipe, formulasi media dan zat pengatur
tumbuh yang tepat untuk induksi kalus tebu varietas PS 094.
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