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Abstract. Sugarcane (Saccharum officinarum L.) is generally propagated conventionally through stem
cuttings or seeds; however, both methods have limitations in producing large quantities of uniform
plantlets. In vitro culture is an alternative method for more efficient sugarcane propagation. This study
aimed to induce callus formation from sugarcane leaf explants on Murashige and Skoog (MS) medium
supplemented with vitamins and 3 ppm 2,4-D. The explants, consisting of young leaf sheaths, were
gradually sterilized using Dithane M-45, 10% Bayclin, and 96% alcohol, then cultured on MS medium and
observed for five weeks. The observations showed that during the first week, some explants experienced
tissue necrosis or did not show any response, while in the second week, some explants exhibited browning
and contamination by fungi and bacteria. Other explants showed positive responses, with callus
continuously developing until fully formed during the third to fifth weeks. The addition of vitamins and 2,4-
D to the MS medium played an important role in inducing callus formation in sugarcane leaf explants.

Keywords: 2,4-D, callus induction, in vitro culture, MS medium, sugarcane (Saccharum officinarum L.).

Abstrak. Tebu (Saccharum officinarum L.) umumnya diperbanyak secara konvensional melalui stek atau
biji, tetapi kedua cara tersebut memiliki keterbatasan dalam menghasilkan bibit dalam jumlah besar dan
seragam. Kultur in vitro merupakan alternatif perbanyakan tebu yang lebih efisien. Penelitian ini bertujuan
menginduksi pembentukan kalus dari eksplan daun tebu pada medium Murashige & Skoog (MS) yang
ditambah vitamin dan 2,4-D 3 ppm. Eksplan berupa pelepah daun muda disterilisasi bertahap
menggunakan dithane M-45, bayclin 10%, dan alkohol 96%, kemudian ditanam pada medium MS dan
diamati selama lima minggu. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa pada minggu pertama sebagian
eksplan mengalami kematian jaringan atau belum menunjukkan respons, sedangkan pada minggu kedua
sebagian eksplan mengalami browning dan kontaminasi oleh jamur maupun bakteri. Eksplan lain
menunjukkan respons positif berupa kalus yang terus berkembang hingga terbentuk sempurna pada
minggu ketiga sampai kelima. Penambahan vitamin dan 2,4-D pada medium MS berperan penting dalam
menginduksi pembentukan kalus pada eksplan daun tebu.

Kata kunci: 2,4-D; induksi kalus; kultur in vitro; medium MS; tebu (Saccharum officinarum L).

PENDAHULUAN

Tanaman tebu (Saccharum dalam jumlah besar akan menyebabkan

officinarum L.) merupakan salah satu jenis
tanaman tropis yang biasa diperbanyak
melalui stek atau biji. Perbanyakan tebu
melalui stek dan biji masih memiliki
kendala; teknik perbanyakan melalui stek
menghasilkan jumlah tanaman yang relatif
sedikit serta membutuhkan banyak pohon
induk, sedangkan perbanyakan dengan biji

ketersediaan biji menjadi berkurang. Oleh
karena itu, teknik propagasi secara in vitro
dapat dilakukan sebagai alternatif untuk
mengatasi permasalahan tersebut (Lal,
2021; Khanum, 2024).

Teknik propagasi secara in Vvitro
memiliki banyak manfaat, vyaitu dapat
menghasilkan tanaman dalam  waktu
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singkat, menggunakan bahan yang sedikit,
meningkatkan produksi, menghasilkan
tanaman bebas virus, serta mendapatkan
sifat unggul baru melalui persilangan.
Pendekatan bioteknologi seperti kultur in
vitro hingga kini masih menjadi salah satu
strategi utama dalam perbaikan dan
perbanyakan tanaman tebu secara cepat
dan seragam (Batool et al., 2025). Berbagai
teknik in vitro telah dikembangkan untuk
tebu, mulai dari pembentukan benih sintetik
dari kalus embriogenik (Dewanti et al.,
2021) hingga optimasi kultur cair untuk
mempercepat proliferasi sel embriogenik
(Aisyah et al.,, 2022). Bagian-bagian
tanaman tebu terdiri atas akar, batang,
daun, dan bunga, dengan daun sebagai
bagian yang paling sering digunakan dalam
propagasi secara in vitro.

Daun tebu (Saccharum officinarum
L.) termasuk daun tidak lengkap karena
tidak memiliki tangkai daun, tetapi tersusun
atas pelepah dan helaian daun yang tumbuh
pada buku batang dengan kedudukan
berseling. Pelepah daun paling dalam
(tengah) merupakan bagian termuda yang
memeluk batang dan menjadi bagian yang
paling baik digunakan sebagai eksplan
dalam kultur jaringan karena masih bersifat
meristematik serta memiliki kemampuan
regenerasi yang tinggi (Srilakshmi et al.,
2022). Jaringan muda pada pelepah daun
memiliki aktivitas pembelahan sel yang
lebih  tinggi sehingga lebih responsif
terhadap pemberian zat pengatur tumbuh
dan proses induksi kalus. Bagian pelepah
daun muda vyang dipotong kemudian
ditanam pada media kultur yang sesuai
untuk merangsang pembentukan kalus pada
tebu (Saccharum officinarum L.) (Maruprolu
et al., 2022; Saleem et al., 2022).

Kalus merupakan kumpulan sel yang
bersifat amorf dan terbentuk akibat proses
dediferensiasi sel atau jaringan tanaman
yang mengalami perubahan menjadi massa
sel yang tidak terorganisasi serta
mengalami pembelahan secara aktif sebagai
respons terhadap pemberian zat pengatur
tumbuh. Pembentukan kalus umumnya
dipengaruhi oleh keseimbangan hormon

endogen maupun eksogen, terutama
interaksi antara auksin dan sitokinin yang
berperan dalam mengatur proses
pembelahan dan diferensiasi sel (Inderiati et
al., 2021). Proses induksi kalus juga sering
diawali oleh adanya luka pada jaringan
eksplan yang memicu aktivitas metabolisme
dan pembentukan jaringan baru dalam
kondisi kultur in vitro. Kalus yang terbentuk
memiliki kemampuan untuk mengalami
diferensiasi lebih lanjut menjadi organ
tanaman seperti akar, tunas, maupun
embrio somatik yang selanjutnya dapat
berkembang menjadi planlet (Wu et al.,
2024). Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk menginduksi pembentukan
kalus pada eksplan daun tebu (Saccharum
officinarum L.) sebagai tahap awal dalam
perbanyakan tanaman melalui teknik kultur
jaringan.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan metode
eksperimen dengan teknik kultur jaringan
secara in vitro. Eksplan yang digunakan
berupa pelepah daun muda tebu
(Saccharum officinarum L.) yang memiliki
jaringan meristematik dengan kemampuan
regenerasi tinggi (Srilakshmi et al., 2022).
Eksplan  disterilisasi secara  bertahap
menggunakan fungisida Dithane M-45,
larutan Bayclin 10%, dan alkohol 96%
untuk mengurangi risiko kontaminasi
selama proses kultur. Eksplan steril
kemudian ditanam pada medium Murashige
and Skoog (MS) yang diperkaya dengan
vitamin dan zat pengatur tumbuh 2,4-D
pada konsentrasi 0 (kontrol) dan 3 ppm
untuk menginduksi pembentukan kalus.
Kultur dipelihara pada kondisi aseptik dan
diamati selama Ilima minggu terhadap
perubahan morfologi eksplan, meliputi
respon pertumbuhan, pencoklatan
(browning), kontaminasi, dan
perkembangan kalus. Penggunaan auksin
sintetik seperti 2,4-D pada media kultur
diketahui berperan penting dalam
merangsang dediferensiasi sel dan
pembentukan kalus pada tanaman tebu
(Maruprolu et al., 2022; Saleem et al.,
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2022).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil pengamatan
induksi  kalus pada tanaman tebu,
pengamatan hari ke-0 menunjukkan bahwa

eksplan daun tebu yang ditanam pada
media MS belum mengalami perubahan
morfologi, baik pada perlakuan kontrol
maupun pada media dengan penambahan
2,4-D sebesar 3 ppm (Gambar 1).

Gambar 1. Pengamatan hari ke-0 eksplan tebu 2,4-D (0 ppm) (a) dan
eksplan tebu 2,4-D (3 ppm) (b).

Memasuki minggu pertama (hari ke-
7) (Gambar 2), mulai terlihat adanya
perbedaan respons antarperlakuan. Eksplan
pada media tanpa penambahan 2,4-D (0
ppm) belum memperlihatkan indikasi
terbentuknya kalus. Sementara itu pada
sampelpenambahan 2,4-D mulai
menunjukkan gejala awal pembentukan
kalus yang berperan dalam menginisiasi
dediferensiasi sel dan pembentukan kalus
pada eksplan daun tebu. Eksplan yang
belum memberikan respons diduga masih
berada pada tahap adaptasi terhadap
lingkungan  kultur, atau dapat pula

a
Gambar 2. Pengamatan hari ke-7 eksplan tebu 2,4-D (0 ppm) belum menunjukkan respon (a)
dan eksplan tebu 2,4-D (3 ppm) mulai menunjukkan respon pembentukan kalus (b).

dipengaruhi oleh kondisi eksplan seperti
kualitas bahan tanaman dan proses
pemotongan. Perbedaan respons tersebut
menunjukkan bahwa keberhasilan induksi
kalus pada tebu sangat dipengaruhi oleh
kesesuaian antara konsentrasi zat pengatur
tumbuh dan kondisi kultur yang digunakan,
termasuk faktor lingkungan seperti
pencahayaan (Phamontree et al., 2022).
Variasi keberhasilan antar eksplan juga
telah dilaporkan pada kultur in vitro tebu,
yang dipengaruhi oleh kondisi fisiologis
jaringan serta ketepatan tahapan sterilisasi
selama proses kultur (Inderiati et al., 2021).

b
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Pada minggu kedua (hari ke-14)
pengamatan (Gambar 3), eksplan pada
perlakuan 0 ppm mulai mengalami
perubahan warna menjadi cokelat
(browning). Browning terjadi akibat adanya
aktivitas enzim yang menyebabkan oksidasi
senyawa fenolik pada jaringan eksplan.
Permasalahan browning dan kontaminasi
merupakan salah satu hambatan vyang
sering dijumpai pada teknik kultur jaringan,
sehingga diperlukan metode sterilisasi dan
pengelolaan eksplan yang lebih efektif untuk
meningkatkan keberhasilan kultur (Permadi
et al.,, 2023, 2024). Berbeda dengan
perlakuan kontrol, eksplan pada media
dengan tambahan 2,4-D 3 ppm tetap
menunjukkan perkembangan positif melalui
pembentukan kalus.

Browning memberikan pengaruh
yang signifikan terhadap keberhasilan
induksi kalus karena proses oksidasi

senyawa fenolik dapat menyebabkan
kerusakan sel, menurunkan viabilitas
jaringan, serta menghambat aktivitas
pembelahan sel yang diperlukan dalam
pembentukan kalus. Pada penelitian ini,
eksplan yang mengalami browning
menunjukkan respons pertumbuhan yang
lebih lambat atau tidak mampu membentuk
kalus secara optimal, sedangkan eksplan
dengan tingkat browning yang rendah pada
media MS yang mengandung 2,4-D 3 ppm
masih mampu mengalami dediferensiasi dan
membentuk kalus. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa tingkat browning
berkorelasi negatif dengan keberhasilan
induksi  kalus, sehingga pengendalian
oksidasi fenolik melalui sterilisasi yang
tepat, penanganan eksplan secara hati-hati,
dan optimasi kondisi kultur menjadi faktor
penting untuk meningkatkan persentase
keberhasilan pembentukan kalus.

Gambar 3. Pengamatan hari ke-14 eksplan tebu 2,4-D (0 ppm) mengalami browning (a)
dan eksplan tebu 2,4-D (3 ppm) mulai membentuk kalus (b).

Pada minggu ketiga hingga minggu
kelima (Gambar 4), eksplan yang diberi
perlakuan 2,4-D (3 ppm) telah mengalami
perkembangan kalus secara lebih lanjut
hingga sebagian besar permukaan eksplan
tertutupi oleh massa kalus. Kondisi tersebut
menunjukkan bahwa penambahan zat
pengatur tumbuh, terutama auksin sintetis
2,4-D, berperan dalam memicu proses
dediferensiasi sel  sehingga  jaringan
tanaman mampu membentuk kalus. Auksin
eksogen seperti 2,4-D diketahui dapat
meningkatkan aktivitas pembelahan sel dan

mempertahankan kondisi sel tetap
meristematik selama tahap induksi kalus
(Anggraeni et al.,, 2022). Selain zat
pengatur tumbuh, komponen nutrisi dalam
media kultur seperti vitamin juga berperan
dalam mendukung aktivitas metabolisme
dan pertumbuhan jaringan selama proses
kultur in  vitro (Wu et al., 2024).
Penggunaan kombinasi komponen media
yang sesuai dengan konsentrasi auksin yang
tepat telah dilaporkan mampu
meningkatkan keberhasilan pembentukan
kalus pada berbagai tanaman, termasuk
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tebu dan tanaman lainnya (Dewanti &
Alfian, 2023; Wulannanda et al., 2023).

SN

Gambar 4. Kalus yang telah terbentuk pada minggu ke-3, minggu ke-4, dan minggu ke-5
pada eksplan tebu eksplan tebu 2,4-D (3 ppm).

Karakteristik morfologi dan
perkembangan kalus menjadi indikator
penting dalam menentukan kualitas jaringan
hasil induksi serta kemampuan
regenerasinya. Oleh karena itu, pengamatan
visual terhadap perubahan eksplan menjadi
salah satu tahap penting dalam
mengevaluasi keberhasilan pembentukan
kalus pada tebu. Selain penggunaan 2,4-D,
pemanfaatan jenis auksin sintetis lain
seperti pikloram juga diketahui efektif
dalam menginduksi kalus embriogenik pada
tanaman lain, termasuk ubi kayu, dengan
menghasilkan karakteristik kalus tertentu
pada konsentrasi yang sesuai (Yelli et al.,
2023). Optimalisasi komposisi media kultur,
termasuk pengaturan sumber nitrogen dan
kombinasi zat pengatur tumbuh, juga
berperan dalam meningkatkan efisiensi
regenerasi tanaman tebu melalui teknik
kultur in vitro (Wu et al., 2024). Kalus yang
berhasil terbentuk selanjutnya memiliki
peluang untuk mengalami diferensiasi dan
berkembang menjadi tanaman baru yang
utuh.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil pengamatan
induksi kalus pada tanaman tebu, dapat
disimpulkan bahwa penambahan zat
pengatur tumbuh 2,4-D berpengaruh
terhadap keberhasilan pembentukan kalus.
Eksplan daun tebu pada media MS tanpa
penambahan 2,4-D (kontrol) tidak
menunjukkan perkembangan kalus yang
optimal dan mengalami browning serta
kontaminasi pada tahap pengamatan

Sedangkan eksplan kontrol tidak
menunjukkan perubahan apapun.

berikutnya. Sebaliknya, eksplan yang diberi
perlakuan 2,4-D dengan konsentrasi 3 ppm
mampu menunjukkan respons berupa
pembentukan kalus sejak minggu pertama
hingga berkembang secara menyeluruh
pada minggu ketiga sampai kelima.

Pemberian 2,4-D berperan dalam
merangsang proses dediferensiasi sel
sehingga jaringan eksplan mampu
membentuk massa kalus. Keberhasilan
induksi kalus juga dipengaruhi oleh kondisi
fisiologis eksplan, komposisi media kultur,
serta faktor pendukung seperti sterilisasi
dan kondisi lingkungan selama proses
kultur. Dengan demikian, penggunaan
media MS yang ditambahkan 2,4-D 3 ppm
menunjukkan potensi yang lebih baik untuk
induksi kalus tebu dibandingkan media
tanpa zat pengatur tumbuh. Kalus yang
terbentuk selanjutnya berpeluang
digunakan dalam tahap regenerasi untuk
menghasilkan tanaman tebu baru melalui
teknik kultur in vitro.
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