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ABSTRACT

Sugarcane is one of commercial crops in Indonesia. Tissue culture method has been used widely for sugarcane
propagation. Thin Cell Layer (TCL) was one of the tissue culture techniques for sugarcane that used 1-2 mm
explants taken from pieces of plant organs. The aim of this study was to obtain the best combination media
to propagate sugarcane from in vitro explant by using TCL technique. This research was conducted at the
CDAST, University of Jember using a Completely Randomized Design (CRD) with two factors, namely the
concentration of BAP (0 ppm and 0,5 ppm) and the concentration of 2,4-D (3 ppm and 3,5 ppm). There were
4 treatment combinations with 3 replications, there were 12 experimental units. The data obtained will
then be analyzed using the Analysis of Variance (ANOVA) and continued with the Duncan Multiple Range
Test (DMRT) at a 95% confidence level. The best results in sugarcane micro propagation through TCL
method were in the AIB2 treatment (0 ppm BAP and 3,5 ppm 2,4-D) with an average callus formation time
of 3 days and an average callus formation percentage of 93%.

Key words: 2,4-D, BAP, sugarcane, Thin Cell Layer

ABSTRAK

Tanaman tebu merupakan salah satu tanaman perkebunan komersial di Indonesia. Kultur jaringan telah banyak
dilakukan untuk perbanyakan tanaman tebu.. Thin Cell Layer (TCL) merupakan salah satu teknik dari kultur
jaringan untuk tanaman tebu yang menggunakan eksplan berukuran 1-2 mm yang diambil dari potongan organ
tanaman.tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan kombinasi media untuk perbanyakan tebu dari
eksplan in vitro menggunakan teknik TCL. Penelitian ini dilakukan di Labroratorium Kultur Jaringan CDAST
Universitas Jember dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan dua faktor yaitu konsentrasi
BAP (0 ppm dan 0,5 ppm) dan konsentrasi 2,4-D (3 ppm dan 3,5 ppm). Terdapat 4 kombinasi perlakuan dengan
3 kali ulangan sehingga terdapat 12 satuan percobaan. Data yang diperoleh selanjutnya akan di analisis
dengan menggunakan Analiyis Of Variance (ANOVA) dan dilanjutkan dengan Duncan Multiple Range Test
(DMRT) pada tingkat kepercayaan 95%. Hasil yang terbaik dalam mikropropagasi tebu melalui metode Thin
Cell Layer yakni pada perlakuan A1B2 (0 ppm BAP dan 3,5 ppm 2,4-D) dengan rerata waktu pembentukan
kalus selama 3 hari dan rerata persentase pembentukan kalus 93%.

Kata kunci: 2,4-D, BAP, tebu, Thin Cell Layer



1.PENDAHULUAN

Tanaman Tebu (Saccharum officinarum L.)
merupakan salah satu tanaman perkebunan yang
banyak di budidayakan di Indonesia. Perbanyakan
tebu dapat dilakukan dengan sistem konvensional
menggunakan bagal. Bagal merupakan bibit tebu
yang berasal dari batang tebu dengan 2-3 mata
tunas yang belum tumbuh (Thomas, 1992), namun
menurut Azizi et al. (2017) perbanyakan tebu
dengan menggunakan bagal memliki kekurangan
yakni memerlukan lahan yang luas, memerlukan
tanaman induk dan tenaga kerja yang banyak,
waktu tanam dipengerahi musim, dan mudah
terserang penyakit, selain dapat dilakukan dengan
menggunakan bagal perbanyakan tebu dapat
dilakukan melalui kultur jaringan. Salah satu teknik
kultur jaringan yang saat ini banyak di gunakan yaitu
melalui somatik embriogenesis. Teknik somatik
embriogenesis merupakan suatu proses sel tubuh
tanaman yang dapat berkembang menjadi individu
baru melalui tahap perkembangan embrio tanpa
melaui penyatuan gamet. Menurut Purnamaningsih
(2002) keuntungan dari somatik embriogenesis yakni
mampu menghasilkan jumlah propagula yang tidak
terbatas dalam waktu yang singkat.

Menurut Saadat & Hennerty (2002) faktor
yang mempengaruhi tingkat muktiplikasi tunas in
vitro yakni komposisi media, jenis hormon, jenis
eksplan dan ukuran eksplan yang digunakan.
Metode Thin Cell Layer (TCL) merupakan metode
perbanyakan tanaman secara mikro dengan
menggunakan eksplan <1-2 mm yang dihasilkan
dari potongan organ. Organ yang digunakan seperti
pada bagian batang (epikotil/hipokotil), akar, daun,
organ bunga (stigma dan ovary), kotiledon dan
embrio (da Silva, 2008). Penggunaan metode TCL
dapat diterapkan pada somatik embriogenesis untuk
tujuan mendapatkan embrio somatik yang tinggi dan
memiliki tingkat regenerasi yang tinggi.

Kelebihan dari metode TCL yakni mampu
menghasilkan planlet yang lebih banyak, selain itu
juga efesien dalam penggunaan eksplan, dengan
metode TCL hanya memerlukan eksplan yang
sedikit yang diambil dari tanaman in vitro,
dibandingkan dengan metode kultur jaringan
biasanya yang membutuhkan eksplan dari lapang.
Pemanfaatan TCL lainnya juga dapat
memungkinkan isolasi sel dari sel spesifik atau ada
lapisan spesifik yang diinginkan, karena melalui
potongan yang sangat tipis sehingga diharapkan
terdapat sifat-sifat tertentu dari adanya potongan
tipis tersebut. Hasil dari metode TCL dapat

digunakan sebagai bahan transformasi gen.
Efesiensi transformasi dapat ditingkatkan dari
penggunan TCL dikarenakan dengan penggunaan
eksplan yang sangat tipis akan lebih kecil terjadi
adanya kimera. Secara jauh lagi penggunaan TCL
dapat digunakan sebagai proses pembungaan
secara in-vitro Metode TCL banyak digunakan pada
tanaman monokotil dan dikotil yang memiliki nilai
jual yang tinggi. Metode TCL sering digunakan pada
tanaman anggrek, tanaman obat dan tembakau,
namun baru-baru ini metode TCL juga digunakan
tanaman sayur-sayuran dan pangan (Dobranszki
& da Silva, 2015).

Penggunaan zat pengatur tumbuh dalam kultur
jaringan merupakan faktor yang berpengaruh
terhadap pembentukan embrio somatik dan planlet
pada tanaman tebu (Sholeha et al., 2015).
Penambahan zat pengatur tumbuh kombinasi auksin
dan sitokinin yakni 2,4-D dan BAP mampu
mempengaruhi proses pembentukan embrio
somatik paling baik (Naz et al., 2008) Menurut
Jalaja et al (2008) penggunaan 2,4-D dengan
konsentrasi 3-4 mgL™! paling efektif untuk
menginduksi pembentukan kalus tanaman tebu. Hal
tersebut diperkuat oleh penelitian Widuri (2010)
Penggunaan 2,4-D pada waktu induksi kalus
dengan konsentrasi 3 mgL"! mampu mempercepat
waktu induksi kalus dengan waktu 15 hari. Menurut
Rao (2015) Penggunaan kombinasi 2,4-D dan BAP
dengan konsentrasi 2,4-D 3,5 mgL"' + 0,5 mgL"'
BAP merupakan konsentrasi terbaik dalam
menginduksi kalus tebu. Oleh karena itu, dapat
dilakukan uji konsentrasi yang sesuai pada
penggunaan zat pengatur tumbuh BAP dan 2,4-D
melalui metode Thin Cell Layer, untuk
perbanyakan tebu menjadi lebih efisien dan dapat
menjadi sebuah inovasi baru dalam perbanyakan
tanaman tebu melalui kultur jaringan

2. BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi
Molekuler dan Bioteknologi, CDAST (Center for
Defelopment of Advanced Scinces and
Technology) Universitas Jember mulai Bulan
Februari 2020 sampai April 2021.

Alat yang digunakan standart kultur jaringan
dan Laminar Air Flow (LAF). Bahan tanam yang
digunakan yakni tunas bassal invitro tebu varietas
bulu lawang, media dasar MS (Murashige &
Skoog), agar kultur jaringan, casein hidrolisat, L-
prolin, L-Glutamine, Arginin, Sukrosa, PVP, Alhohol
70%, Alkhohol 96% , 2,4-D dan BAP.



Penelitian ini menggunakan metode Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan 2 faktor yaitu faktor
pertama konsentrasi BAP (0 ppm dan 0,5 ppm)
dan faktor kedua yakni konsentrasi 2,4-D (3 ppm
dan 3,5 ppm).

Terdapat 4 kombinasi perlakuan yang masing-
masing kombinasi perlakuan diulang 3 kali, sehingga
terdapat 12 satuan percobaan dengan tiap ulangan
terdapat 10 eksplan. Kombinasi yang didapatkan yakni
AI1B1 (BAP 0 ppm dan 2,4-D 3 ppm), A1B2 (BAP O
ppm dan 2,4-D 3,5 ppm), A2B1 (BAP 0,5 ppm dan
2,4-D 3 ppm),A2B2 (BAP0,5 ppmdan 2,4-D 3,5 ppm).

Bahan tanam yang digunakan yakni tunas basal
in-vitro tebu varietas bulu lawang, tunas basal
diambil dari plantlet yang berumur satu bulan.
Planlet tebu kemudian dilakukan subkultur dengan
media MS 0 untuk mendapatkan tunas baru.
Tanaman yang memenuhi kriteria diambil dari botol
kultur kemudian dibersihkan dari sisa media didalam
LAF, setelah itu dilakukan pemotongan pada bagian
basalnya dengan ukuran 0,5 cm dari pangkal dengan
menggunakan pisau scalpel. Pemotongan eksplan
sekitar 1-2 mm. Satu batang tebu hanya bisa diambil
dengan 3 irisan saja. Gambar 1 merupakan bahan
tanam yang digunakan dalam penelitian.

Induksi kalus dilakukan pada media dengan
komposisi media MS + Vitamin Pyridoxine +
Thiamine + Casein Hidrolisate + Agar + Sukrosa.
Eksplan untuk tahapan induksi kalus diambil pada
bagian basal tanaman tebu, yaitu merupakan bagian
bawah batang yang berbatasan langsung dengan
akar. Bagian ini dipilih karena memiliki banyak sel
meristematik yang memiliki kemampuan tumbuh
lebih baik dibandingkan bagian atas batang. Induksi
kalus dilakukan selama 17 hari pada kondisi ruang
gelap dengan suhu 23°C-25°C. Indikator
keberhasilan eksplan yakni dengan dicirikan warna
putih kekuningan dan mengkilat atau glossy dengan
tekstur remah, selanjutnya kalus akan dipindah
pada media proliferasi.

Variabel pengamatan yang diamati yaitu waktu
pembengkakan eksplan, persentase pembentukan
kalus, dan morfologi kalus hasil induksi kalus.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil Anova diketahui bahwa
faktor tunggal BAP, faktor tunggal 2,4-D dan
inetraksi antara BAP dan 2,4-D berpengaruh sangat
nyata terhadap waktu pembengkakan eksplan dan
persentase pembentukan kalus tebu. Gambar 2
merupakan grafik dari waktu pembengkakan
eksplan.

3.1 Waktu Pembengkakan Eksplan (Hari)

Hasil analisis menunjukan bahwa penambahan
konsentrasi BAP 0 ppm dan 2,4-D 3,5 ppm pada
perlakuan A1B2 dan konsentrasi BAP 0 ppm dan
2,4-D 3 ppm pada perlakuan A1B1 memberikan
pengaruh dengan rerata tercepat dalam waktu
pembengkakan eksplan yakni dengan rerata waktu
3 hari, sedangkan penambahan BAP 0,5 ppm
memberikan pengaruh waktu pembengkakan lebih
lambat yakni selama 5-6 hari.

3.2 Persentase Pembentukan Kalus

Hasil analisis (Gambar 3) menunjukan bahwa
penambahan konsentrasi BAP 0 ppm dan 2,4-D
3,5 ppm pada perlakuan A1B2 memberikan
persentase terbaik dalam pembentukan kalus
dengan rerata persentase 93%, sedangkan dengan
adanya penambahan BAP 0,5 ppm memberikan
respon terbaik dalam persentase pembentukan kalus
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Gambar 1. Bahan Tanam dan Hasil Induksi. (A)
Bagian basal yang digunakan induksi
dibagian tanda hitam, (B) Contoh hasil

induksi pada hari 0.
7
= 6c
g0 5b
g5
5
4
o 3a 3a
23
2
& 2
£
= 1
=
0 - T T T
AIB1 AlB2 A2Bl1 A2B2

Gambar 2. Waktu Pembengkakan Eksplan

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama
menunjukkan hasil yang berbeda tidak
nyata pada Uji Jarak Berganda Duncan

(UJD) dengan taraf nyata 5%.
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tebu yakni sebesar 70% yang ditujukan pada
perlakuan A2B2 dengan konsentrasi penambahan
BAP 0,5 ppm dan 2,4-D 3,5 ppm.

3.3 Morfologi Kalus

Hasil penelitian pada pengamatan morfologi
kalus tebu terdapat 2 jenis morfologi kalus yaitu,
kalus yang bersifat embriogenik dan kalus yang
bersifat non embriogenik. Kalus yang bersifat
embriogenik dicirikan karakteristik kalus remah
(friable), glossy (mengkilat) dan berwarna putih
kekuningan dapat dilihat pada Gambar 4A,
sedangkan kalus yag bersifat non embriogenik
memiliki ciri kalus kompak, kalus tampak basah dan
berwarna coklat hingga kehitaman yang
menandakan bahwasannya kalus mengalami
browning sehingga tidak dapat berdiferensiasi ke
tahap selanjutnya dapat dilihat pada Gambar 4B.
Pengamatan morfologi kalus berlangsung selama
17 hari yakni selama waktu induksi kalus.
Sedangkan untuk Gambar 5A merupakan morfologi
dari penanaman eksplan yang dilakukan secara
melintang yakni memiliki karakteristik volume kalus
lebih kecil dibanding dengan penanaman eksplan
yang dilakukan secara membujur dapat dilihat pada
Gambar 5B, namun penanaman eksplan secara
melintang lebih cepat merespon dalam
pembentukan somatic embriogenesis dibandingkan
dengan penanaman yang dilakukan secara
membujur dikarenakan penanaman yang dilakukan
secara melintang bagian eksplan yang terlukai
terkena langsung oleh media sehinga memudahkan
proses penyerapan proses penyerapan nutrisi pada
media, sedangkan penanaman yang dilakukan
secara membujur eksplan yang terkena media
hanya bagian sisi samping kiri dan kanan saja
sehingga memperlambat proses penyerapan nutrisi
pada media.

Tahap awal sebelum pembentukan kalus
diawali terlebih dahulu dengan adanya
pembengkakan (pembengkakan) atau munculnya
jaringan putih bening seperti titk-titik air atau lendir
pada bekas sayatan pada permukaan eksplan yang
akan berkembang membentuk bulatan kecil dan
bergaregat jelas (Waryastuti ef al., 2017). Respon
pembengkakan pada eksplan berbeda-beda sesuai
dengan penambahan zat pengatur tumbuh yang
digunakan pada media tanam. Penambahan zat
pengatur tumbuh pada media merupakan faktor
yang paling penting dalam pembelahan sel,
morfogenesis eksplan dan dapat menentukan
keberhasilan dalam proses diferensiasi sel pada

jaringan tanaman yang dikulturkan (Quiroz-Figueroa
et al., 20006). Berdasarkan hasil penelitian yang
dilakukan pemberian zat pengatur tumbuh 2,4-D
tunggal memiliki respon pembengkakan lebih cepat
dibandingkan dengan pemberian zat pengatur
tumbuh kombinasi BAP dan 2,4-D. Penggunaan
2,4-D tunggal mampu merespon eksplan untuk
membengkak selama 3 hari saja, sedangkan untuk
penambahan zat pengatur tumbuh kombinasi BAP
dan 2,4-D mampu merespon eksplan basal untuk
membengkak selama 5-6 hari.

Berdasarkan hasil penelitian dari 4 media yang
digunakan, media yang paling baik untuk induksi

100 T g0 931

80 -

67b

60 -

Presentase Pembentukan
Kalus (%)

AlBl Al1B2 A2Bl1 AIB2

Gambar 3. Persentase Pembentukan Kalus

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama
menunjukkan hasil yang berbeda tidak
nyata pada Uji Jarak Berganda Duncan

(UJD) dengan taraf nyata 5%.

4A. 4B

Gambar 4. Morfologi Kalus Embriogenik (A) dan
Non Embriogenik(B)

5A)
Gambar 5. Morfologi Kalus Melintang (A) dan
Membujur (B)
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kalus tebu yakni pada media A1B2 dengan
konsentrasi 2,4-D 3,5 mg/l dengan rata-rata waktu
pembengkakan 3 hari dengan persentase
pembentukan kalus 93%. Kalus muncul dari bagian
eksplan yang telah dilukai karena bagian tersebut
menyerap lebih banyak nutrisi. Penambahan 2,4-
D yang tinggi akan semakin mempercepat proses
induksi kalus, penambahan 2,4-D yang tinggi akan
mempermudah proses difusi ke dalam jaringan
tanaman pada area yang telah dilukai sehingga 2,4-
D yang telah ditambahkan akan membantu auksin
endogen menstimulasi dan merangsang
pembelahan sel terutama pada area yang telah
dilukai (Yelnititis, 2021). Auksin dalam hal ini 2,4-
D mampu meningkatkan pembentukan embrio
somatik setelah induksi kalus embriogenik (Almeida
et al., 2018). Penambahan 2,4-D juga dapat
meningkatkan jumlah sel embriogenik yang tinggi
dibandingkan dengan perlakuan kontrol tanpa 2,4-
D pada saat proliferasi dengan menggunakan media
cair (Alfian et al., 2019)

Penggunaan zat pengatur tumbuh golongan
auksin terutama pada 2,4-D banyak digunakan dalam
menginduksi kalus dikarenakan dapat mengaktifkan
ekspresi gen Somatic Embriogenesis Receptor
Kinase yang dapat mendukung terjadinya somatik
embriogenesis (Gill et al., 2004). 2,4-D dapat
digunakan sebagai ZPT dan herbesida yang mampu
mengaktifkan hormon ABA dan etilen.
Pengingkatan hormon ABA mampu menginduksi
ekspresi protein LEA (Leaf embriogenesis
Abundant). LEA merupakan protein yang
bertanggung jawab terhadap perkembangan
somatic embriogenesis (Grossmann, 2000). Selain
itu, 2,4-D bersifat stabil dan tidak mudah rusak oleh
cahaya saat sterilisasi serta dapat merangang
pemceahan dan pembesaran sel sehingga baik
digunakan untuk induksi (Maulana et al., 2019).

Menurut Chitra et al. (2005), tinggi rendahnya
persentase pembentukan kalus embriogenik dapat
dipengaruhi oleh konsentrasi hormon auksin sintetik
yang berfungsi untuk menginduksi kalus
embriogenik. Penggunaan 2,4-D dengan
konsentrasi lebih dari 4 ppm mampu menyebabkan
persentase kalus EC (Embriogenik) yang rendah
dan dapat menurunkan kemampuan induksi kalus
pada proses embriogenesis tebu. (Maulidya et al.,
2020). Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa
semakin tinggi konsentrasi 2,4-D maka persentase
kalus yang dihasilkan semakin tinggi pula, dapat
dilihat pada perlakuan A1B2 (BAP 0 ppm dan 2,4-
D 3,5 ppm) pembentukan kalus 93%. Sedangkan
untuk perlakuan kombinasi 2,4-D dan BAP hasil

yang paling baik yakni pada perlakuan A2B2
dengan konsentrasi BAP 0,5 mg/l dan 2,4-D 3,5
mg/l dengan rata-rata waktu pembengkakan
eksplan 5 hari dengan rata-rata pembentukan kalus
sebesar 70%.

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan
bahwa perlakuan dengan pemberian BAP yang
tinggi maka pembentukan kalus semakin lama. Hal
ini dikarenakan ketidakseimbangan hormon endogen
dan eksogen terutama BAP yang diberikan.
Menurut Abidin (1985) zat pengatur tumbuh dalam
kondisi tertentu dengan tinggi rendahnya
konsentrasi ZPT maupun sifat ZPT itu sendiri
mampu menghambat kerja hormon endogen dan
menganggu pertumbuhan dan perkembangan sel
karena sitokinin endogen dalam tanaman sudah
cukup tinggi. Menurut George (1993) pembentukan
kalus pada beberapa tanaman khususnya pada
tanaman monokotil, hanya membutuhkan sitokinin
eksogen dalam konsentrasi yang sangat rendah (0-
0,1 mg/l). Ariati et al. (2012) menyebutkan
konsentrasi ZPT yang diperlukan tergantung dari
jenis eksplan, genotipe, kondisi kultur serta jenis
ZPT yang digunakan.

Pengamatan morfologi menjadi salah satu
faktor penting dalam penelitian ini. Morfologi kalus
dapat dibedakan menjadi 2 jenis yaitu kalus
embriogenik dan non embriogenik Karakteristik
morfologi kalus embriogenik memiliki ciri kalus
remah (friable), mengkilat, dan berwarna putih
kekuningan. Sebaliknya non embriogenik yakni
kalus kompak, basah dan berwarna coklat hingga
kehitaman yang menandakan kalus tidak
berkembang ke tahap somatik embriogenesis.
Adanya peristiwa browning menghambat
penyerapan nurisi oleh eksplan, hal tersebut
menyebabkan penurunan proses pengkalusan.
Selama proses pemotongan batang basal zat fenolik
yang sebagian besar berada di vakuola akan
tercampur dengan isi dari plastida dan organel-
organel lainnya, oleh karena itu warna gelap akan
muncul. Peristiwa tersebut akan menghambat
aktivitas enzim dan dapat menyebabkan kematian
pada eksplan (Gill et al., 2004).

4. KESIMPULAN

Perlakuan A1B2 (BAP 0 ppm dan 2,4-D 3,5
ppm) memberikan respon terbaik dalam
mikropropagasi tebu melalui metode Thin Cell
Layer dengan rerata waktu pembengkakan eksplan
tercepat selama 3 hari dan rerata persentase
pembentukan kalus tertinggi 93%.
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