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ABSTRAK

Tanaman kumis kucing (Orthosiphon stamineus) mempunyai beragam kandungan metabolit
sekunder. Metabolit sekunder dapat diproduksi melalui teknik kultur kalus dengan penambahan zat
pengatur tumbuh (ZPT). Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menganalisis pengaruh kombinasi
pikloram dan BAP terhadap induksi kalus pada eksplan batang tanaman kumis kucing. Rancangan
penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah rancangan acak lengkap (RAL) satu faktor
yaitu berupa jenis dan konsentrasi ZPT. Data kuantitatif meliputi waktu muncul kalus, persentase
eksplan berkalus, dan pertumbuhan kalus (berat basah dan berat kering) dianalisis menggunakan uji
Kruskall-wallis dan dilanjut uji Dunn. Data kualitatif meliputi morfologi kalus (tekstur dan warna)
dianalisis secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi pikloram dan BAP
berpengaruh terhadap waktu muncul kalus, persentase berkalus, dan pertumbuhan kalus. Rerata
waktu muncul kalus tercepat yaitu 6,25 HST pada P1BO0 (1 ppm pikloram + 0 ppm BAP). Perlakuan
dengan kombinasi pikloram + 2 ppm BAP merupakan yang paling optimal dalam menginduksi kalus
batang kumis kucing dengan persentase 100 %. Rerata berat basah kalus tertinggi yaitu 0,195 g pada
P3B2 (3 ppm pikloram + 2 ppm BAP), sedangkan rerata berat kering kalus tertinggi yaitu 0,051 g
pada P3B3 (3 ppm pikloram + 3 ppm BAP). Sebagian besar kalus yang dihasilkan berwarna hijau
kekuningan dengan tekstur remah.

Kata kunci: kalus; kumis kucing; pikloram; BAP

ABSTRACT

The cat whisker plant (Orthosiphon stamineus) contains a variety of secondary metabolites. These
metabolites can be produced through callus culture techniques with the addition of growth
regulators (ZPT). This study analyzed the effect of combining picloram and BAP on callus induction
in cat whisker plant stem explants. This study used a one-factor completely randomized design
(CRD) with the type and concentration of ZPT as the factor. Quantitative data, including callus
emergence time, percentage of callus explants, and callus growth (fresh and dry weight), were
analyzed using a Kruskal-Wallis test followed by a Dunn test. Qualitative data, including callus
morphology (texture and color), were analyzed descriptively. The results showed that the picloram
and BAP combination affected callus appearance time, percentage, and callus growth. The fastest
average time to callus emergence was 6.25 HST at P1B0 (1 ppm picloram and 0 ppm BAP).
Treatment with a combination of picloram and 2 ppm BAP was most effective in inducing callus cat
whisker stem, with a 100% success rate. The highest average fresh weight of callus was 0.195 g,
observed in treatment P3B2 (3 ppm picloram + 2 ppm BAP), while the highest average dry weight
of callus was 0.051 g, found in treatment P3B3 (3 ppm picloram + 3 ppm BAP). Most of the calli
produced were yellowish-green in color with a friable texture.

Keywords: callus; cat whisker; picloram; BAP

PENDAHULUAN

Pemanfaatan tanaman sebagai bahan pengobatan alami sudah sejak lama
dilakukan oleh masyarakat Indonesia. Tanaman obat lebih disukai oleh masyarakat
karena harganya yang murah, mudah dijangkau, serta minim efek samping (Laia,
2022). Kumis kucing (Orthosiphon stamineus) merupakan salah satu jenis tanaman
yang telah banyak dimanfaatkan sebagai obat tradisional di Indonesia. Tanaman
kumis kucing memiliki beberapa komponen metabolit sekunder seperti asam fenil
propenoat, asam benzoat, flavonoid, diterpenoid, dan triterpenoid (Li et al., 2021).
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Senyawa fenolik, alkaloid, triterpenoid, steroid, saponin, dan tanin yang terkandung
dalam tanaman kumis kucing memiliki efek antibakteri dan dapat menghambat
pertumbuhan bakteri penyebab infeksi saluran kemih (ISK) (Nisak & Rini, 2021).

Produksi senyawa metabolit sekunder pada tanaman kumis kucing dapat
diinisiasi melalui teknik kultur kalus. Kultur kalus dinilai sangat efektif karena
dapat diinduksi dari bagian tanaman apapun (Rasud & Bustaman, 2020). Menurut
Stafford & Warren, (1991) dengan menggunakan teknik kultur kalus, penampakan
morfologinya lebih mudah diamati, hemat tenaga dan waktu, serta metabolit
sekunder yang ada pada suatu tanaman dapat dinaikkan melalui manipulasi media
yang digunakan. Selain itu, metabolit sekunder yang mampu dihasilkan kalus lebih
tinggi karena kalus cenderung tidak berdiferensiasi menjadi organ lain sehingga
hanya fokus pembentukan metabolit sekunder (Razavi et al., 2017).

Keberhasilan dalam teknik kultur kalus dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor,
diantaranya yaitu jenis zat pengatur tumbuh (ZPT) dan konsentrasi ZPT yang
digunakan. Zat pengatur tumbuh yang paling sering ditambahkan dalam media
kultur adalah auksin dan sitokinin. Oleh karena itu, dalam penelitian ini digunakan
pikloram dari kelompok auksin dan BAP (6-Benzyl Amino Purine) dari kelompok
sitokinin. Pikloram dilaporkan efektif dalam menginduksi kalus pada Pogostemon
cablin (Mazlan & Karim, 2018), Gerbera jamesonii (Gantait & Mahanta, 2021),
dan Verbena bipinnatifida (Genady, 2017). BAP sebelumnya telah digunakan
dalam induksi kalus kumis kucing dengan persentase kalus yang terbentuk sebesar
70% (Dorothy et al., 2016). Pemberian BAP yang dikombinasikan dengan pikloram
terbukti efektif dalam menginduksi kalus pada daun dan tangkai daun Papaver
rhoeas (Aghaali et al., 2019), dan pada daun Pogostemon cablin (Latif et al., 2019).

Studi yang secara khusus membahas mengenai induksi kalus pada batang kumis
kucing masih sangat terbatas. Selain itu, hingga saat ini belum ditemukan studi
mengenai penggunaan kombinasi zat pengatur tumbuh (ZPT) pikloram dan BAP
dalam induksi kalus tanaman kumis kucing. Kombinasi tersebut berpotensi
memberikan hasil yang lebih optimal. Penelitian ini menawarkan kebaruan dengan
mengeksplorasi pengaruh interaksi kedua ZPT tersebut secara spesifik terhadap
eksplan batang tanaman kumis kucing, yang berpotensi menghasilkan respons
morfogenesis yang berbeda dibandingkan penggunaan ZPT tunggal. Oleh karena
itu, penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh penambahan pikloram
dan BAP terhadap induksi kalus eksplan batang kumis kucing.

METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan, Jurusan
Biologi, FMIPA, Universitas Negeri Semarang. Sumber eksplan yang digunakan
yaitu batang kumis kucing yang terletak pada pucuk tanaman yaitu di antara daun
ketiga hingga kelima. Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini
adalah rancangan acak lengkap (RAL) satu faktor yaitu berupa jenis dan konsentrasi
ZPT. Perlakuan yang digunakan adalah kombinasi konsentrasi zat pengatur tumbuh
(ZPT), yaitu pikloram (0; 1; 2; dan 3 ppm) dan BAP (0; 1; 2; dan 3 ppm) (Tabel 1),
sehingga diperoleh 16 kombinasi taraf perlakuan dengan 4 kali ulangan pada setiap
perlakuan. Parameter pengamatan dalam penelitian ini meliputi waktu munculnya
kalus (HST), persentase eksplan berkalus, pertumbuhan kalus (berat basah dan
berat kering), dan morfologi kalus (warna dan tekstur).
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Tabel 1. Kombinasi perlakuan pikloram dan BAP

Konsentrasi Konsentrasi BAP (B)

pikloram (P) 0 ppm (B0O) 1 ppm (B1) 2 ppm (B2) 3 ppm (B3)
0 ppm (P0O) POBO POBI POB2 POB3

1 ppm (P1) P1BO0 P1BI P1B2 P1B3

2 ppm (P2) P2B0 P2BI P2B2 P3B3

3 ppm (P3) P3B0 P3Bl1 P3B2 P3B3

Pembuatan dan Sterilisasi Media

Komposisi media kultur yang digunakan terdiri dari media Murashige and Skoog
(MS), gula, myo-inositol, dan zat pemadat (agar). Media lalu dimasukkan ke dalam
botol kultur sebanyak 25 ml lalu ZPT pikloram dan BAP ditambahkan sesuai
dengan perlakuan yang telah ditentukan. Media disterilisasi dalam autoklaf pada
suhu 121°C selama 20 menit.

Sterilisasi Eksplan

Eksplan batang kumis kucing dicuci di bawah air mengalir selama 10 menit.
Eksplan lalu dicuci kembali dengan detergen selama 10 menit dan dibilas akuades
steril 3 kali. Eksplan lalu direndam dengan bakterisida 0,3 g/L dan fungisida 0,3
g/L selama 30 menit dan dibilas akuades steril 3 kali. Proses sterilisasi dilanjutkan
di dalam Laminar Air Flow (LAF) meliputi perendaman dalam larutan sodium
hipoklorit 20% selama 15 menit dan dibilas akuades steril 3 kali dilanjut dengan
alkohol 70% selama 1 menit.

Inisiasi dan Induksi Kalus

Eksplan yang telah steril dipotong menjadi bagian-bagian kecil berukuran 1 cm.
Bagian tersebut ditanam pada media MS sesuai dengan perlakuan. Masing-masing
botol kultur diisi dengan dua eksplan. Botol kultur disimpan dalam ruang inkubasi
dengan suhu +20-25°C, kelembapan 52-58%, dan diatur pula penyinaran lampu
LED dengan intensitas cahaya 2000 lux. Eksplan tersebut diinkubasi selama 40
hari.

Analisis Data

Data kuantitatif seperti waktu muncul kalus, persentase eksplan berkalus, dan
pertumbuhan kalus (berat basah dan berat kering) diuji normalitas melalui uji
Kolmogorov-Smirnov. Jika data berdistribusi normal, maka dapat diuji homogenitas
menggunakan uji Levene’s Test. Apabila data berdistribusi normal dan homogen,
maka dilanjutkan dengan uji One-way ANOVA. Jika hasil uji One-way ANOVA
pada setiap perlakuan didapatkan pengaruh yang nyata, maka dilanjutkan dengan
uji Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT). Namun jika data yang tidak
berdistribusi normal dan tidak homogen, maka data dianalisis menggunakan uji non
parametrik Kruskal-Wallis dan dilanjutkan dengan uji lanjut Dunn jika terdapat
perbedaan. Sedangkan data kualitatif seperti morfologi kalus (tekstur dan warna)
dianalisis secara deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Waktu Muncul Kalus
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Hasil uji statistik menunjukkan bahwa kombinasi pikloram dan BAP tidak
berdistribusi normal dan tidak homogen, sehingga dianalisis dengan uji Kruskall-
wallis. Hasil uji Kruskall-wallis menunjukkan bahwa kombinasi pikloram dan BAP
berpengaruh secara signifikan (0,036 < 0,05) terhadap parameter waktu muncul
kalus. Hasil uji lanjut Dunn menunjukkan bahwa rata-rata waktu muncul kalus
tercepat terjadi pada perlakuan P1BO (1 ppm pikloram + 0 ppm BAP), yaitu 6,25
hari setelah tanam (HST) (Tabel 2). Pada perlakuan kontrol POBO (0 ppm pikloram
+ 0 ppm BAP) memiliki rerata waktu muncul kalus terlama, yaitu 12,50 HST. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa penambahan ZPT pikloram dan BAP memiliki
pengaruh yang signifikan terhadap waktu muncul kalus kumis kucing.

Pada perlakuan kontrol (POB0) menunjukkan waktu muncul kalus terlama. Hal
ini dikarenakan tanpa adanya ZPT eksogen, hormon endogen saja kurang optimum
untuk menginduksi kalus karena jumlahnya yang terbatas dan tidak seimbang
sehingga induksi kalus tidak maksimal. Menurut Fauzy & Husni (2016),
pertumbuhan dan morfogenesis tanaman secara in vitro dipengaruhi oleh
keseimbangan serta interaksi antara ZPT endogen dan ZPT eksogen yang diserap
eksplan dari media kultur.

Tabel 2. Rata-rata waktu muncul kalus (HST), persentase berkalus (%), tekstur
kalus, dan warna kalus kalus
ZPT (ppm) Waktu muncul kalus (HST) Persentase eksplan berkalus (%)

POBO 12,50 £ 2,12°¢ 25,00 + 28,87°
POB1 11,67 + 1,15% 75,00 + 50,00
POB2 12,00 + 12,45 100,00 + 0,00¢
POB3 10,00 + 0,822b¢ 100,00 + 0,00¢
P1B0 6,25+ 0,962 75,00 + 28,87
P1B1 9,50 + 2,652 100,00 + 0,00¢
P1B2 9,25+ 1,26%¢ 100,00 + 0,00¢
P1B3 7,00 + 0,82° 100,00 + 0,00¢
P2B0 8,75 £ 2,50%¢ 62,50 + 25,00°
P2BI 9,75 + 2,632 100,00 + 0,00¢
P2B2 8,25 +2,06% 100,00 =+ 0,00¢
P2B3 9,75 + 2,758 87,50 + 25,00
P3B0 7,25+ 1,262 62,50 + 25,00°
P3BI 8,50 + 3,70% 100,00 =+ 0,00¢
P3B2 8,50 + 0,582 100,00 + 0,00¢
P3B3 10,00 + 3,272¢ 100,00 + 0,00¢

*Notasi huruf yang sama dalam satu kolom menunjukkan perbedaan antar perlakuan tidak signifikan

Laju pertumbuhan kalus pada eksplan batang kumis kucing berbeda-beda pada
masing-masing perlakuan. Zat pengatur tumbuh sebagai hormon eksogen
diperlukan dalam komponen media bagi pertumbuhan dan diferensiasi kalus.
Auksin (pikloram) berpengaruh terhadap pertumbuhan dan perkembangan sel
dengan cara peningkatan plastisitas dan pengembangan dinding sel. Hal tersebut
dapat mendorong pengeluaran H+ yang dapat menyebabkan pH dinding sel
menurun dan air dapat masuk ke dalam sel melalui proses osmosis sehingga terjadi
pertumbuhan (Mahadi et al., 2016). Sedangkan penambahan BAP sebagai hormon
sitokinin akan merangsang terjadinya sintesis protein sehingga dapat memacu
pembesaran dan pembelahan sel (Yulia et al., 2020).
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Gambar 1. Kalus yang mulai terbéntuk setelah 7 HST

Kalus dapat muncul pada bagian eksplan yang terluka karena pemotongan ruas
atau karena sayatan. Kalus yang muncul tersebut ditandai dengan adanya gumpalan
sel-sel berwarna putih berukuran 1 mm pada permukaan eksplan bekas irisan atau
sayatan dan menyebar hingga permukaan luar eksplan (Gambar 1). Kalus yang
terbentuk selanjutnya akan mendorong terbentuknya jaringan baru (organogenesis).
Salah satu gen yang berperan dalam proses ini adalah WIND (Wound-Induced
Dedifferentiation), yang bertindak sebagai pengatur transkripsi untuk mendukung
dediferensiasi dan perkembangan kalus pada jaringan yang mengalami cedera
(Iwase et al., 2021).

Persentase Eksplan Berkalus

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa kombinasi pikloram dan BAP tidak
berdistribusi normal dan tidak homogen, sehingga dianalisis dengan uji Kruskall-
wallis. Hasil uji Kruskall-wallis menunjukkan bahwa kombinasi pikloram dan BAP
berpengaruh secara signifikan (0,000 < 0,05) terhadap parameter persentase
eksplan berkalus. Hasil penelitian menunjukkan kombinasi antara pikloram dan
BAP mampu menginduksi kalus pada eksplan batang kumis kucing dengan
persentase terendah yaitu 25 % pada perlakuan POBO (0 ppm pikloram + 0 ppm
BAP) (Tabel 2). Pembentukan kalus sangat dipengaruhi oleh konsentrasi hormon
yang terdapat dalam media perlakuan. Pada media yang tidak mengandung ZPT
atau kadar yang diberikan tidak seimbang, maka hormon tersebut tidak dapat
berinteraksi dengan hormon endogen tanaman, sehingga pertumbuhan kalus tidak
terjadi (Ramadhan & Habibah, 2023).

Gambar 2. Eksplan yang membentuk akar pada kombinasi 1 ppm pikloram + 0
ppm BAP
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Pada perlakuan pikloram tanpa penambahan BAP tidak menunjukkan respon
yang baik dalam tumbuh kalus, namun terlihat menghasilkan pertumbuhan akar
yang baik (Gambar 2). Menurut Ikeuchi ef al. (2013), auksin dengan rasio yang
lebih tinggi dari sitokinin akan merangsang terbentuknya akar, rasio sitokinin yang
lebih tinggi dari auksin akan membentuk tunas, sedangkan rasio yang seimbang
antara auksin dan sitokinin lebih cenderung menginduksi kalus.

Penggunaan eksplan yang masih berada dalam fase pertumbuhan aktif dapat
meningkatkan potensi keberhasilan pembentukan kalus. Penggunaan eksplan pada
penelitian ini adalah batang kumis kucing yang masih muda. Salah satu hal yang
memengaruhi organ tanaman dalam membentuk kalus adalah umur fisiologi juvenil
yang bersifat meristematik, sehingga diharapkan dapat menumbuhkan kalus lebih
mudah dibandingkan dengan umur fisiologi yang mendekati dewasa (mature)
(Santoso & Nursandi (2003) dalam Sari & Isda (2021)).

Pertumbuhan Kalus

Pada penelitian ini data pertumbuhan kalus diukur berdasarkan berat basah dan
berat kering kalus. Hasil uji statistik menunjukkan bahwa kombinasi pikloram dan
BAP tidak berdistribusi normal dan tidak homogen, sehingga dianalisis dengan uji
Kruskall-wallis. Hasil uji Kruskall-wallis menunjukkan bahwa kombinasi pikloram
dan BAP berpengaruh secara signifikan (0,027 < 0,05) terhadap parameter berat
basah kalus. Hasil uji lanjut Dunn menunjukkan bahwa rata-rata berat basah kalus
tertinggi terjadi pada P3B2 (3 ppm pikloram + 2 ppm BAP), yaitu 0,195 g (Tabel
3). Sedangkan rata-rata berat basah kalus terendah terjadi pada POBO (0 ppm
pikloram + 0 ppm BAP), yaitu 0,067 g.

Tabel 3. Rata-rata berat basah dan berat kering kalus (g)

ZPT (ppm) Berat Basah (g) Berat Kering (g)
POBO 0,067 = 0,104° 0,023 +0,0012
POBI 0,076 £ 0,003 0,024 £ 0,004
POB2 0,098 =+ 0,002 0,027 + 0,004%
POB3 0,176 + 0,031 0,044 + 0,003
P1B0 0,125 £0,0422b¢ 0,041 £ 0,010%¢
P1B1 0,160 + 0,083 0,040 £ 0,015%¢
P1B2 0,104 + 0,030%° 0,038 £ 0,0073¢
P1B3 0,173 + 0,043 0,044 £ 0,007
P2B0 0,186 + 0,096 0,048 +0,017¢
P2BI 0,159 + 0,126%° 0,0420 £ 0,0172¢
P2B2 0,152 + 0,049 0,042 + 0,006
P2B3 0,145 + 0,026 0,042 + 0,011
P3B0 0,141 + 0,025%¢ 0,044 £ 0,012%
P3B1 0,186 + 0,050 0,042 £ 0,0072¢
P3B2 0,195+ 0,106° 0,049 £ 0,013¢
P3B3 0,187 + 0,084 0,051 £ 0,023¢

*Notasi huruf yang sama dalam satu kolom menunjukkan perbedaan antar perlakuan tidak signifikan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa berat basah kalus dipengaruhi oleh
kesesuaian konsentrasi antara pikloram dan BAP. Auksin mengatur aktivitas enzim
yang mengatur proses sintesis protein dan penyusunan ulang komponen dinding sel,
sehingga mendorong proses elongasi dan pembesaran sel yang berdampak pada
peningkatan berat basah sel (Junairiah et al., 2018). BAP yang dikombinasikan
dengan auksin akan memacu pembelahan sel serta sintesis protein sehingga sel
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berpoliferasi, akibatnya volume sel dan berat kalus bertambah (Latunra et al.,
2016). Perbedaan berat basah kalus yang dihasilkan disebabkan oleh kemampuan
setiap sel dalam mengabsorbsi air yang berbeda. Kalus dengan berat basah yang
lebih tinggi memiliki sel yang mengandung lebih banyak air.

Selain berat basah, berat kering kalus juga memengaruhi pertumbuhan kalus.
Hasil uji statistik menunjukkan bahwa kombinasi pikloram dan BAP tidak
berdistribusi normal dan tidak homogen, sehingga dianalisis dengan uji Kruskall-
Wallis. Hasil vji Kruskall-Wallis menunjukkan bahwa kombinasi pikloram dan
BAP berpengaruh secara signifikan (0,034 < 0,05) terhadap parameter berat kering
kalus. Hasil uji lanjut Dunn menunjukkan bahwa rata-rata berat kering kalus
tertinggi terjadi pada P3B3 (3 ppm pikloram + 3 ppm BAP), yaitu 0,051 g (Tabel
3). Sedangkan rata-rata berat basah terendah terjadi pada POBO (0 ppm pikloram +
0 ppm BAP), yaitu 0,023 g. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi
pikloram dan BAP berpengaruh signifikan terhadap berat kering kalus kumis
kucing. Berat kering kalus jauh lebih kecil dibandingkan dengan berat basah kalus
karena proses pengeringan yang dilakukan menyebabkan kandungan air yang
terkandung di dalam kalus menguap dan hanya menyisakan massa kering saja.

Morfologi Kalus

Morfologi kalus merupakan salah satu parameter yang digunakan untuk menilai
kualitas kalus secara visual. Parameter morfologi ini meliputi tekstur dan warna
kalus. Perubahan morfologi ini sering kali menjadi petunjuk awal terhadap kondisi
fisiologis kalus dan responsnya terhadap lingkungan in vitro. Hasil pengamatan
terhadap tekstur kalus menunjukkan bahwa semua perlakuan menghasilkan kalus
dengan tekstur remah (friable). Kalus bertekstur remah tersusun dari kumpulan sel
yang mudah terlepas. Kalus yang remah dihasilkan dari pertumbuhan sel-sel
berukuran kecil dengan ikatan antarsel yang longgar. Kalus remah ini disebabkan
oleh auksin yang dapat merangsang pemanjangan sel melalui peningkatan
plastisitas dinding sel, sehingga dinding sel menjadi lebih longgar. Akibatnya, air
lebih mudah masuk ke dalam sel melalui proses osmosis. Oleh karena itu, kalus
bertekstur remah cenderung memiliki kandungan air yang tinggi karena dinding
selnya belum mengalami proses lignifikasi, sehingga sel-sel di dalamnya mudah
terlepas satu sama lain.

Proses pembelahan sel yang terjadi pada kalus bertesktur remah lebih cepat jika
dibandingkan dengan kalus bertekstur kompak (Mahadi et al., 2022). Menurut
Merthaningsih et al. (2018), tekstur kalus remah dianggap lebih baik karena bersifat
embriogenik, sehingga mempunyai kemampuan lebih tinggi untuk membentuk
organ. Namun, dari segi kandungan metabolit sekundernya, kalus bertekstur
kompak diyakini mampu mengakumulasikan metabolit sekunder lebih banyak
(Arieswari et al., 2018).

Hasil pengamatan terhadap warna kalus menunjukkan hasil yang bervariasi yaitu
putih, hijau kekuningan, putih kekuningan, hingga coklat kemerahanan (Gambar
3 dan Tabel 4). Warna kalus mencerminkan kondisi visual kalus yang dapat
digunakan untuk mengetahui apakah sel-sel di dalamnya masih aktif membelah
atau sudah mengalami kematian (Toharah et al., 2015). Kalus berwarna putih
menunjukkan sel-sel yang masih muda dan aktif membelah. Warna putih
menandakan plastida belum terdiferensiasi dan mencirikan kondisi meristematik
(Prashariska & Pitoyo, 2021).
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Gambar 3. Morfologi kalus kumis kucing dengan penambahan pikloram dan
BAP setelah 40 HST (a) 0 ppm pikloram + 0 ppm BAP; (b) 0 ppm
pikloram + 1 ppm BAP); (c) 0 ppm pikloram + 2 ppm BAP; (d) 0 ppm
pikloram + 3 ppm BAP; (e) 1 ppm pikloram + 0 ppm BAP; (f) 1 ppm
pikloram + 1 ppm BAP; (g) 1 ppm pikloram + 2 ppm BAP; (h) 1 ppm
pikloram + 3 ppm BAP; (i) 2 ppm pikloram + 0 ppm BAP; (j) 2 ppm
pikloram + 1 ppm BAP; (k) 2 ppm pikloram + 2 ppm BAP; (1) 2 ppm
pikloram + 3 ppm BAP; (m) 3 ppm pikloram + 0 ppm BAP; (n) 3 ppm
pikloram + 1 ppm BAP; (0) 3 ppm pikloram + 2 ppm BAP; (p) 3 ppm
pikloram + 3 ppm BAP
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Tabel 4. Morfologi kalus (tekstur dan warna kalus)
ZPT (ppm) Tekstur Kalus Warna Kalus (Munsell Color Chart)

POBO Remah Hijau kekuningan 2.5GY 6/1
POB1 Remah Hijau kekuningan 2.5GY 5/1
POB2 Remah Putih kekuningan 2.5 Y 7/4
POB3 Remah Putih N7

P1B0 Remah Hijau kekuningan 2.5 GY 8/2
P1BI Remah Hijau kekuningan 5GY 7/1
P1B2 Remah Hijau kekuningan 7.5GY 6/2
P1B3 Remah Putih N7

P2B0 Remah Hijau kekuningan 5GY 8/1
P2Bl1 Remah Coklat Kemerahan 10 YR 6/4
P2B2 Remah Putih N7

P2B3 Remah Putih kekuningan 2.5Y 9/2
P3B0 Remah Hijau kekuningan 5GY 7/1
P3B1 Remah Hijau kekuningan 5GY 8/4
P3B2 Remah Putih kekuningan 5Y 9/4
P3B3 Remah Putih kekuningan 2.5Y 8/4

Menurut Marthani ef al. (2016) keberadaan sitokinin (BAP) dalam media kultur
dapat memicu terbentuknya kalus berwarna hijau. Hal ini disebabkan oleh
kemampuan sitokinin dalam mengaktifkan proses metabolisme dan sintesis protein
yang berperan dalam menghambat degradasi klorofil. Kalus berwarna kekuningan
menunjukkan bahwa sel-sel telah dewasa menuju fase pembelahan aktif (Anggraeni
et al.,2022). Warna kuning merupakan hasil dari akumulasi pigmen flavonoid pada
sel parenkim penyusun kalus (Ekawati et al., 2022). Kalus berwarna coklat
mengindikasikan bahwa kalus telah mengalami gejala browning. Browning
menandakan pertumbuhan kalus telah memasuki fase penuaan (stasioner) yang
dapat menyebabkan terhentinya pertumbuhan serta perkembangan sehingga
produksi metabolit sekundur menurun. Penyebab browning pada kalus yaitu adanya
senyawa fenolik yang terakumulasi akibat stress mekanik atau pelukaan pada
eksplan, yang biasanya disebabkan oleh aktivasi dari enzim polyphenol oxidase dan
tyrosinase (Admojo & Indrianto, 2016).

KESIMPULAN

Kombinasi antara pikloram dengan BAP menunjukkan pengaruh yang
signifikan terhadap waktu muncul kalus, persentase berkalus, serta pertumbuhan
kalus. Rata-rata waktu muncul kalus tercepat yaitu 6,25 HST yaitu pada P1BO (1
ppm pikloram + 0 ppm BAP). Perlakuan dengan kombinasi pikloram + 2 ppm BAP
merupakan yang paling optimal dalam menginduksi kalus batang kumis kucing
dengan persentase kalus 100 %. Rata-rata berat basah kalus tertinggi dihasilkan
oleh kombinasi P3B2 (3 ppm pikloram + 2 ppm BAP) yaitu sebesar 0,195 g,
sedangkan rata-rata berat kering kalus tertinggi dihasilkan oleh kombinasi P3B3 (3
ppm pikloram + 3 ppm BAP) yaitu sebesar 0,051 g. Sebagian besar kalus yang
dihasilkan berwarna hijau kekuningan dengan tekstur remah.
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