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ABSTRAK

Kunci pepet (Kaempferia angustifolia Linn.) merupakan tanaman obat potensial yang
memerlukan dukungan teknologi kultur jaringan untuk penyediaan bahan tanam dan pengembangan
produksi biomassa sel secara berkelanjutan. Penelitian ini bertujuan memperoleh formulasi media dan
metode eksplan yang lebih efektif untuk induksi serta proliferasi kalus kunci pepet secara in vitro.
Penelitian dilakukan melalui optimasi media Murashige and Skoog (MS) dengan kombinasi 2,4-D,
kinetin, IBA, BAP, NAA, Plant Preservative Mixture (PPM), serta penambahan kasein hidrolisat,
glutamin, dan beberapa asam amino. Hasil awal menggunakan eksplan umbi menunjukkan tingkat
kontaminasi tinggi, yaitu 45-75%, dengan persentase pembentukan kalus rendah, yaitu 5,5-17,4%.
Penambahan PPM mampu menekan kontaminasi hingga sekitar 40-45%, tetapi belum menghasilkan
induksi kalus yang optimal. Penggunaan kultur meristem memberikan hasil lebih baik, dengan
kontaminasi 10-20% dan pembentukan kalus hingga 60% pada media MS yang ditambah 3 mg/L 2,4-D,
0,1 mg/L kinetin, dan 1 mL/L PPM. Pada tahap proliferasi, media MS dengan 1 mg/L 2,4-D dan 0,1
mg/L kinetin menghasilkan pertumbuhan kalus terbaik, yaitu mencapai 11 mm pada 35 hari setelah
tanam. Penambahan kasein hidrolisat 500 mg/L dan glutamin 100 mg/L dapat mendukung pembentukan
kalus hingga 55%, sedangkan asam amino lain tidak menunjukkan peningkatan yang konsisten. Hasil ini
menunjukkan bahwa kultur meristem dengan kombinasi 2,4-D dan kinetin merupakan pendekatan
potensial untuk pengembangan sistem kultur jaringan kunci pepet.

Kata kunci: 2,4-D, Embriogenesis somatic, Kinetin, Kultur meristem, Zingiberaceae



. PENDAHULUAN

Kunci pepet (Kaempferia angustifolia Linn.) merupakan salah satu tanaman obat dari
famili Zingiberaceae yang berpotensi dikembangkan sebagai sumber bahan bioaktif. Secara
fitokimia, rimpang K. angustifolia dilaporkan mengandung berbagai senyawa bernilai, antara
lain turunan diterpena, cyclohexane diepoxide, chalcone, zeylenol, beta-sitosterol, serta
glikosidanya, dan beberapa senyawa tersebut menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap lini sel
tertentu (Tang et al. 2014). Kajian lain juga menegaskan bahwa K. angustifolia merupakan
tanaman aromatik dan etnomedisin yang masih kurang dimanfaatkan, tetapi memiliki potensi
farmasi, antioksidan, dan antimikroba (Haque dan Ghosh 2018; Chakraborty et al. 2022;
Saensouk et al. 2023). Pemanfaatan tanaman obat secara berkelanjutan memerlukan dukungan
teknologi perbanyakan dan produksi biomassa yang stabil, terutama pada spesies dengan
ketersediaan bahan tanam terbatas dan bergantung pada musim. Kultur jaringan tanaman
menjadi salah satu pendekatan yang relevan karena memungkinkan perbanyakan bahan tanam
secara terkendali, produksi bahan tanaman yang lebih seragam, serta pengembangan biomassa

sel untuk analisis atau produksi metabolit sekunder secara in vitro.

Induksi kalus merupakan tahap awal penting dalam pengembangan kultur jaringan. Kalus
dapat digunakan sebagai bahan untuk regenerasi tanaman, perbanyakan in vitro, kultur suspensi
sel, maupun produksi metabolit sekunder. Keberhasilan induksi kalus sangat dipengaruhi oleh
jenis eksplan, kondisi fisiologis bahan tanam, metode sterilisasi, serta komposisi media,
terutama zat pengatur tumbuh. Kombinasi auksin dan sitokinin, seperti 2,4-D dan Kinetin,
banyak digunakan untuk merangsang pembelahan sel dan pembentukan kalus. Pada tanaman
Zingiberaceae, respons kultur jaringan sering bersifat spesifik terhadap spesies dan jenis
eksplan. Sebagai contoh, kultur meristem jahe dapat menghasilkan bahan tanam bebas patogen
dan mendukung mikropropagasi, sedangkan embriogenesis somatik dari meristem jahe
dilaporkan memerlukan kombinasi 2,4-D, BA, glutamin, serta pengaturan sukrosa tertentu
(Bhagyalakshmi dan Singh 1988; Rostiana dan Syahid 2008). Oleh karena itu, optimasi media
pada kunci pepet perlu dilakukan secara spesifik dan tidak dapat langsung mengadopsi satu

formulasi dari spesies lain.

Pada kunci pepet, kendala utama dalam kultur jaringan adalah tingginya kontaminasi
eksplan. Eksplan yang berasal dari umbi atau rimpang bawah tanah berpotensi membawa

mikroorganisme permukaan maupun endofit. Hal ini sejalan dengan laporan pada tanaman



Zingiberaceae lain, termasuk jahe, bahwa perbanyakan vegetatif melalui rimpang dapat
membawa risiko penyebaran patogen sehingga kultur meristem dan kultur in vitro menjadi
pendekatan penting untuk memperoleh bahan tanam yang lebih sehat (Bhagyalakshmi dan
Singh 1988; Rostiana dan Syahid 2008). Sterilisasi yang terlalu ringan menyebabkan
kontaminasi tinggi, sedangkan sterilisasi yang terlalu kuat dapat merusak jaringan dan
menurunkan viabilitas eksplan. Oleh karena itu, diperlukan pendekatan yang tidak hanya

memperbaiki sterilisasi, tetapi juga mempertimbangkan jenis eksplan yang digunakan.

Penelitian ini bertujuan mengevaluasi formulasi media MS dan metode eksplan untuk
meningkatkan induksi serta proliferasi kalus kunci pepet. Secara khusus, penelitian ini menguiji
kombinasi zat pengatur tumbuh, penggunaan PPM, teknik kultur meristem, serta penambahan
kasein hidrolisat, glutamin, dan beberapa asam amino terhadap pembentukan dan
perkembangan kalus.

11. BAHAN DAN METODE

1. Bahan tanaman dan kondisi kultur

Bahan tanaman yang digunakan adalah umbi kunci pepet (Kaempferia angustifolia Linn.).
Eksplan awal berupa potongan jaringan umbi berukuran sekitar 0,4-0,7 mm. Pada tahap
berikutnya, digunakan eksplan meristem pucuk sebagai alternatif untuk mengurangi
kontaminasi. Pemilihan meristem didasarkan pada pertimbangan bahwa jaringan meristem
berukuran kecil dan aktif membelah sering digunakan untuk menghasilkan kultur yang lebih
bersih serta lebih seragam pada tanaman rimpang Zingiberaceae (Bhagyalakshmi dan Singh
1988; Rostiana dan Syahid 2008). Kultur dilakukan pada media dasar Murashige and Skoog

(MS) dengan penambahan zat pengatur tumbuh sesuai perlakuan.

Eksplan disterilisasi menggunakan kombinasi fungisida, natrium hipoklorit, dan HgCl..
Durasi sterilisasi diuji hingga 30 menit, disertai pengocokan pada sebagian waktu perendaman
untuk meningkatkan kontak bahan sterilan dengan permukaan eksplan. Penggunaan bahan
sterilan kuat pada eksplan rimpang pernah dilaporkan dalam kultur jahe dan K. angustifolia,
tetapi penerapannya harus diseimbangkan dengan viabilitas jaringan karena kerusakan eksplan
dapat menurunkan respons kultur (Bhagyalakshmi dan Singh 1988; Haque dan Ghosh 2018).
Pada beberapa perlakuan, PPM ditambahkan ke dalam media dengan konsentrasi 1 mL/L untuk

membantu menekan kontaminasi selama fase awal kultur.



2. Optimasi media induksi kalus dari eksplan umbi

Tahap awal dilakukan dengan menanam eksplan umbi pada media MS yang mengandung
kombinasi 2,4-D, kinetin, IBA, dan BAP. Perlakuan meliputi 2,4-D pada konsentrasi 3-5 mg/L,
kinetin 0,5 mg/L, IBA 2-4 mg/L, dan BAP 0,5-1,0 mg/L. Pengamatan dilakukan terhadap

persentase pembentukan kalus dan tingkat kontaminasi pada 68 hari setelah tanam.

3. Kultur meristem dan induksi tunas

Kultur meristem dilakukan dengan mengisolasi meristem pucuk dan menanamnya pada
media MS yang ditambahkan PPM 1 mL/L. Perlakuan untuk induksi kalus menggunakan
kombinasi 2,4-D dan Kkinetin, sedangkan perlakuan untuk induksi tunas menggunakan
kombinasi NAA dan BAP. Parameter yang diamati adalah persentase kontaminasi,

pembentukan kalus, dan pembentukan tunas.

4. Proliferasi kalus

Kalus yang diperoleh dari kultur meristem diuji pada media MS dengan kombinasi 2,4-D
dan kinetin. Konsentrasi 2,4-D yang diuji adalah 1, 2, 3, 4, dan 5 mg/L, masing-masing
dikombinasikan dengan kinetin 0,1 atau 0,2 mg/L. Pertumbuhan kalus diamati pada 7, 14, 21,

28, dan 35 hari setelah tanam berdasarkan perkembangan ukuran kalus.

5. Penambahan kasein hidrolisat, glutamin, dan asam amino

Pengujian sumber nitrogen organik dilakukan dengan menambahkan kasein hidrolisat dan
glutamin pada media MS yang mengandung 2,4-D dan kinetin. Pada tahap lanjutan, media juga
ditambahkan glisin, arginin, asparagin, prolin, atau alanin masing-masing 100 mg/L. Kasein
hidrolisat digunakan pada konsentrasi 500 mg/L dan glutamin 100 mg/L. Parameter yang

diamati adalah persentase pembentukan kalus dan kontaminasi.

6. Analisis data

Data disajikan secara deskriptif berdasarkan persentase pembentukan kalus, persentase
kontaminasi, dan perkembangan ukuran kalus. Formulasi media terbaik ditentukan berdasarkan
kombinasi antara tingginya pembentukan kalus, rendahnya kontaminasi, dan kemampuan

mendukung proliferasi kalus.



I11. HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Induksi kalus dari eksplan umbi masih terkendala kontaminasi

Penggunaan eksplan umbi pada tahap awal menunjukkan tingkat kontaminasi yang tinggi.
Meskipun durasi sterilisasi telah ditingkatkan, kontaminasi tetap berada pada kisaran 45-75%.
Persentase pembentukan kalus juga masih rendah, yaitu 5,5-17,4%. Hasil terbaik pada tahap ini
diperoleh pada media MS dengan 2 mg/L IBA dan 0,5 mg/L BAP, yaitu pembentukan kalus
sebesar 17,4% dengan kontaminasi 45%.
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Gambar 1. Penampakan kalus kunci pepet (Kaempferia angistofolia Linn.). (Perbesaran 10 kali) (a)
penampakan kalus dengan kontaminasi; (b) penampakan kalus tanpa kontaminasi; (c)
kontaminasi jamur; (d) penampakan fungi pada umbi kunci pepet.

Rendahnya keberhasilan induksi kalus dari eksplan umbi kemungkinan disebabkan oleh
dua faktor utama. Pertama, eksplan umbi secara alami berasosiasi dengan mikroorganisme,
termasuk mikroorganisme endofit, sehingga kontaminasi sulit dihilangkan melalui sterilisasi
permukaan. Kedua, peningkatan durasi atau konsentrasi bahan sterilan dapat merusak jaringan
eksplan sehingga kemampuan pembentukan kalus menurun. Pola ini konsisten dengan karakter
tanaman rimpang Zingiberaceae yang umumnya diperbanyak secara vegetatif dan berisiko
membawa patogen dari bahan tanam bawah tanah (Bhagyalakshmi dan Singh 1988; Haque dan
Ghosh 2018). Kondisi ini menunjukkan bahwa eksplan umbi bukan sumber eksplan paling ideal
untuk kultur kunci pepet apabila tujuan utamanya adalah menghasilkan kalus secara efisien dan
bersih.



Tabel 1. Pembentukan kalus dan kontaminasi pada media MS dengan kombinasi zat pengatur
tumbuh dari eksplan umbi

Perlakuan Formulasi media Kalus (%) Kontaminasi (%)
| 3mg/L 2,4-D 7,8+0,01 55
| 3 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L kinetin 7,5%0,20 55
1l 5 mg/L 2,4-D 6,2+0,40 55
v 5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L kinetin 6,2 £ 0,30 55
\% 2 mg/L IBA 9,07 +£0,02 50

VI 3 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BAP 12,5+0,03 75
VII 3mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L BAP 11,4+0,12 55
VI 5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BAP 9,5+0,09 55
IX 5mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L BAP 8,0+0,15 60
X 2 mg/L IBA + 0,5 mg/L BAP 17,4 £ 0,06 45
XI 2 mg/L IBA + 1,0 mg/L BAP 5,5+0,03 75
Xl 3 mg/L IBA + 0,5 mg/L BAP 7,0+ 0,06 55
X1 3 mg/L IBA + 1,0 mg/L BAP 9,3+0,08 50
XV 4 mg/L IBA + 0,5 mg/L BAP 8,3+0,10 55
XV 4 mg/L IBA + 1,0 mg/L BAP 10,0 £ 0,20 55

2. Penambahan PPM menurunkan kontaminasi tetapi belum optimal

Penambahan PPM 1 mL/L ke dalam media mampu menekan kontaminasi hingga sekitar
40-45% pada beberapa perlakuan. Media MS dengan 2 mg/L IBA, 0,5 mg/L BAP, dan 1 mL/L
PPM menghasilkan pembentukan kalus 16,7% dengan kontaminasi 40%. Media MS dengan 3
mg/L 2,4-D, 0,1 mg/L Kinetin, dan 1 mL/L PPM menghasilkan pembentukan kalus 16,5%
dengan kontaminasi 45%. Meskipun terjadi perbaikan, tingkat kontaminasi tersebut masih

terlalu tinggi untuk mendukung produksi kalus secara efisien.

Tabel 2. Pengaruh penambahan PPM terhadap pembentukan kalus dan kontaminasi

Kontaminasi Kontaminasi
i I 0)

Formulasi media Kalus (%0) tanpa PPM (%) deng(e:;))PPM
3mg/L 2,4-D + 1 mL/L PPM 8,1+0,01 55 50
3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 1 mL/L PPM 16,5+ 0,20 - 45
3mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BAP + 1 mL/L PPM  13,2+0,40 55 45
3mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L BAP + 1 mL/LPPM  12,2+0,30 55 45
2 mg/L IBA + 0,5 mg/L BAP + 1 mL/L PPM 16,7 £ 0,02 50 40
4 mg/L IBA +2 mg/L BAP + 1 mL/L PPM 12,5+ 0,03 75 45

3. Kultur meristem meningkatkan pembentukan kalus dan menekan kontaminasi

Penggunaan kultur meristem memberikan hasil yang lebih baik dibandingkan eksplan
umbi. Tingkat kontaminasi turun menjadi 10-20%, sedangkan pembentukan kalus meningkat
hingga 60%. Media MS dengan 3 mg/L 2,4-D, 0,1 mg/L kinetin, dan 1 mL/L PPM menghasilkan



pembentukan kalus tertinggi, yaitu 60%, dengan kontaminasi 10%. Hasil ini mendukung
pemanfaatan meristem sebagai sumber eksplan yang lebih tepat untuk tanaman rimpang. Pada
jahe, kultur meristem juga dilaporkan efektif untuk mikropropagasi dan pengembangan bahan
tanam sehat, sedangkan embriogenesis somatik dari meristem dapat menghasilkan kalus
embriogenik dengan penggunaan 2,4-D dan sitokinin tertentu (Bhagyalakshmi dan Singh 1988;
Rostiana dan Syahid 2008).

r
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Gambar 2. Tahapan Kultur Meristem Kunci Pepet. (a) Isolasi meristem; (b) jaringan meristem pucuk
(hari ke-0); (c) pertumbuhan kalus kunci pepet (hari ke-14).

Pada perlakuan induksi tunas, media MS dengan 1 mg/L NAA, 0,2 mg/L BAP, dan 1
mL/L PPM menghasilkan pembentukan tunas tertinggi, yaitu 70%, dengan kontaminasi 10%.
Hasil ini penting karena tunas in vitro dapat menjadi sumber eksplan yang lebih bersih untuk
tahap induksi kalus berikutnya. Laporan mikropropagasi K. angustifolia menunjukkan bahwa
kombinasi sitokinin dan auksin pada media MS dapat mendukung pembentukan tunas dan
perakaran, misalnya kombinasi BAP, kinetin, dan NAA pada kultur tunas mikro (Haque dan
Ghosh 2018; Saensouk et al. 2023). Dengan demikian, kultur meristem dapat diposisikan
sebagai strategi awal untuk menghasilkan bahan eksplan internal yang lebih seragam dan rendah

kontaminasi.

Tabel 3. Pembentukan kalus dan tunas menggunakan teknik kultur meristem

Formulasi media Kontaminasi (%)  Kalus (%) Tunas (%)

3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 1 mL/L PPM 10 60 -
2 mg/L IBA + 0,5 mg/L BAP + 1 mL/L PPM 20 30 -
1 mg/L NAA + 1 mL/L PPM 20 - 20

2 mg/L NAA + 1 mL/L PPM 10 - 40

1 mg/L NAA + 0,1 mg/L BAP + 1 mL/L PPM 10 - 60
2 mg/L NAA + 0,1 mg/L BAP + 1 mL/L PPM 20 - 40
1 mg/L NAA + 0,2 mg/L BAP + 1 mL/L PPM 10 - 70

2 mg/L NAA + 0,2 mg/L BAP + 1 mL/L PPM 20 - 30




a 3x10 ¢ 3x10

* 378

i
W

b 3x10 d - 3x10

Gambar 2. Perkembangan kalus dan tunas kunci pepet (54 HST). meristem pucuk (a) 3 mg/L
2,4 D + 0,1 mg/L Kinetin, dan (b) 1 mg/L NAA + 0,2 mg/L BAP. Pembenukan kalus pada
media 3 mg/L 2,4 D + 0,1 mg/L Kinetin (c), pembentukan tunas pada media 1 mg/L
NAA + 0,2 mg/L BAP (d).

4. Media 1 mg/L 2,4-D dan 0,1 mg/L kinetin mendukung proliferasi kalus terbaik

Kalus hasil kultur meristem selanjutnya diuji pada media MS dengan kombinasi 2,4-D
dan Kkinetin. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa media MS dengan 1 mg/L 2,4-D dan 0,1
mg/L kinetin menghasilkan pertumbuhan kalus terbaik, yaitu mencapai sekitar 11 mm pada 35
hari setelah tanam. Media MS dengan 3 mg/L 2,4-D dan 0,1 mg/L kinetin menghasilkan ukuran
kalus sekitar 8 mm pada waktu yang sama. Temuan ini sejalan dengan prinsip umum kultur
jaringan bahwa kebutuhan zat pengatur tumbuh pada fase induksi dan fase proliferasi tidak
selalu sama, serta perlu dioptimasi berdasarkan fase perkembangan kultur (George et al. 2008).
Pada Zingiberaceae, penggunaan 2,4-D terbukti penting untuk induksi kalus atau
embriogenesis, tetapi konsentrasi dan kombinasinya perlu disesuaikan dengan spesies dan
tujuan kultur (Rostiana dan Syahid 2008).

Temuan ini menunjukkan bahwa konsentrasi 2,4-D yang lebih tinggi tidak selalu
meningkatkan proliferasi kalus kunci pepet. Pada tahap induksi, 3 mg/L 2,4-D dapat memicu
pembentukan kalus yang baik, tetapi pada tahap proliferasi, konsentrasi lebih rendah yaitu 1
mg/L tampak lebih sesuai untuk mendukung pertumbuhan kalus. Dengan demikian, tahapan

induksi dan proliferasi sebaiknya dibedakan dalam sistem kultur kunci pepet.

5. Kasein hidrolisat dan glutamin dapat mendukung pembentukan kalus

Pengujian penambahan kasein hidrolisat dan glutamin pada eksplan umbi belum
memberikan hasil optimal karena kontaminasi masih tinggi, yaitu 75-88%. Namun, ketika



perlakuan dilakukan menggunakan teknik kultur meristem, pembentukan kalus meningkat.
Media MS dengan 3 mg/L 2,4-D, 0,1 mg/L kinetin, 500 mg/L kasein hidrolisat, dan 100 mg/L
glutamin menghasilkan pembentukan kalus 55% dengan kontaminasi 20%. Media dengan 1
mg/L 2,4-D, 0,1 mg/L kinetin, 500 mg/L kasein hidrolisat, dan 100 mg/L glutamin
menghasilkan pembentukan kalus 45% dengan kontaminasi 10%. Peran glutamin sebagai
sumber nitrogen organik juga dilaporkan pada embriogenesis somatik jahe, ketika penambahan
100 mg/L glutamin bersama 2,4-D dan BA mendukung pembentukan kalus embriogenik
(Rostiana dan Syahid 2008). Dengan demikian, hasil pada kunci pepet menunjukkan
kecenderungan yang relevan, meskipun efektivitasnya tetap bergantung pada jenis eksplan dan

pengendalian kontaminasi.

Penambahan asam amino lain seperti glisin, arginin, asparagin, prolin, dan alanin tidak
meningkatkan pembentukan kalus secara konsisten. Beberapa eksplan pada media dengan asam
amino menunjukkan gejala menguning dan pertumbuhan lebih lambat. Hal ini menunjukkan
bahwa respons kunci pepet terhadap sumber nitrogen organik bersifat spesifik. Kasein hidrolisat
dan glutamin dapat dipertimbangkan sebagai komponen tambahan, tetapi penggunaannya perlu
diuji lebih lanjut terhadap peningkatan biomassa kalus dan kandungan metabolit sekunder.

Tabel 4. Pengaruh kasein hidrolisat dan glutamin pada eksplan umbi

Formulasi media Kalus (%) Kontaminasi (%)
3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 500 mg/L kasein 6,7 75
3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 1000 mg/L kasein 5,8 80
3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 500 mg/L kasein + 100 mg/L glutamin 12,4 81
3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 500 mg/L kasein + 200 mg/L glutamin 8,5 88
3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 200 mg/L glutamin 6,5 76
3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 100 mg/L glutamin 5,9 82

6. Implikasi untuk pengembangan kultur jaringan kunci pepet

Berdasarkan seluruh tahapan percobaan, sistem kultur jaringan kunci pepet perlu dimulai
dari pemilihan eksplan yang tepat. Eksplan umbi dapat digunakan, tetapi memiliki risiko
kontaminasi tinggi sehingga kurang efisien untuk produksi kalus. Kultur meristem lebih sesuai
sebagai tahap awal karena mampu menurunkan kontaminasi dan meningkatkan pembentukan
kalus. Selanjutnya, kalus yang berhasil terbentuk dapat diperbanyak pada media proliferasi
dengan konsentrasi 2,4-D lebih rendah. Hasil ini juga memperkuat pentingnya pengembangan

kultur in vitro K. angustifolia karena spesies ini memiliki nilai farmakologis dan fitokimia,



namun ketersediaan bahan tanam dari rimpang relatif lambat dan berisiko membawa patogen
(Tang et al. 2014; Haque dan Ghosh 2018; Chakraborty et al. 2022; Saensouk et al. 2023).

Tabel 5. Pembentukan kalus pada kultur meristem dengan penambahan kasein hidrolisat,

glutamin, dan asam amino

Formulasi media Kalus (%) Kontaminasi (%)

1 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 500 mg/L kasein + 100 mg/L glutamin 50 10
1 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 100 mg/L glisin 45 15

1 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 100 mg/L arginin 40 15

1 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L Kinetin + 100 mg/L asparagin 35 10

1 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 100 mg/L prolin 35 10

1 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 100 mg/L alanin 45 10

3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 500 mg/L kasein + 100 mg/L glutamin 55 20
3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 100 mg/L glisin 45 10

3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 100 mg/L arginin 45 15

3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 100 mg/L asparagin 40 15

3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 100 mg/L prolin 45 20

3 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin + 100 mg/L alanin 40 10

Secara praktis, media MS dengan 3 mg/L 2,4-D, 0,1 mg/L kinetin, dan 1 mL/L PPM dapat
digunakan untuk induksi awal kalus dari meristem. Setelah kalus terbentuk, media MS dengan
1 mg/L 2,4-D dan 0,1 mg/L Kinetin lebih direkomendasikan untuk proliferasi. Penambahan
kasein hidrolisat dan glutamin dapat diuji lebih lanjut sebagai komponen pendukung, terutama
apabila tujuan penelitian diarahkan pada peningkatan biomassa kalus dan produksi metabolit
sekunder. Arah tersebut relevan karena beberapa penelitian melaporkan bahwa tanaman hasil
kultur in vitro K. angustifolia tetap dapat dimanfaatkan untuk kajian fitokimia, antioksidan, dan
aktivitas antimikroba, sehingga sistem kalus yang stabil berpotensi menjadi dasar untuk
pengembangan kultur sel atau produksi biomassa bioaktif (Chakraborty et al. 2022; Saensouk
et al. 2023).



IV. KESIMPULAN
4.1 Kesimpulan

Teknik kultur meristem lebih efektif dibandingkan penggunaan eksplan umbi secara
langsung untuk induksi kalus kunci pepet karena mampu menurunkan kontaminasi dan
meningkatkan persentase pembentukan kalus. Media MS dengan 3 mg/L 2,4-D, 0,1 mg/L
kinetin, dan 1 mL/L PPM menghasilkan pembentukan kalus hingga 60% pada tahap induksi.
Untuk tahap proliferasi, media MS dengan 1 mg/L 2,4-D dan 0,1 mg/L kinetin menghasilkan
pertumbuhan Kkalus terbaik, yaitu mencapai sekitar 11 mm pada 35 hari setelah tanam.
Penambahan kasein hidrolisat 500 mg/L dan glutamin 100 mg/L dapat mendukung
pembentukan kalus, sedangkan penambahan asam amino lain tidak memberikan peningkatan
yang konsisten. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kombinasi kultur meristem, PPM, 2,4-
D, dan kinetin merupakan pendekatan potensial untuk pengembangan sistem kultur jaringan
kunci pepet.

4.2 Saran

Penelitian lanjutan perlu diarahkan pada peningkatan biomassa kalus, evaluasi stabilitas
kalus pada beberapa siklus subkultur, serta analisis kandungan metabolit sekunder pada setiap
formulasi media. Selain itu, penggunaan tunas in vitro sebagai sumber eksplan perlu diuji lebih

lanjut untuk menghasilkan sistem kultur yang lebih bersih, seragam, dan berkelanjutan.
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