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Received 01 Desember 2025 ABSTRACT

Revised 28 Desember 2025 Milo pace robusta coffee is a local coffee variety in Jember Regency that is threatened
Accepted 30 Desember 2025 with extinction. One way to overcome this problem is by propagating it through tissue
Published 30 Desember 2025  culture. The success of tissue culture is determined by the use of optimal culture media
doses. Research related to the development of Milo pace coffee is still very limited. This
study aims to obtain the best dose in woody plant medium media for the development of
robusta coffee leaf explants of the Milo pace variety. This study used a completely
randomized design (CRD) with a single factor, namely the WPM media dose (1 time, 3%
times, %2 times and MS 1 time as a control) which was repeated 3 times with 3 samples.
Data were analyzed descriptively and statistically using analysis of variance, and
continued with the DMRT test at a 95% confidence level. The results showed that the use
- of WPM media with 1 dose was the best dose with a percentage of imbibed explants of
CC BY-SA 4.0 77.77% with an average emergence at 2.53 + 0.68 DAl and green live explants.
Furthermore, the percentage of browning explants was still high at 88.89+19.24%, which
appeared at 9.96+1.73 DAI. Various doses of WPM media were unable to induce callus in
Milo Pace robusta coffee leaf explants.
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1 PENDAHULUAN

Kabupaten Jember merupakan salah satu sentra penghasil kopi robusta terbesar di Jawa Timur.
Terdapat 15 kecamatan di Kabupaten Jember yang memproduksi kopi, beberapa diantaranya
adalah Arjasa, Bangsalsari, Jelbuk, dan Silo (Purwandhini et al., 2023). Kecamatan Silo
merupakan daerah penyumbang kopi robusta terbesar di Jember. Desa Pace menjadi salah satu
penghasil kopi robusta varietas Milo Pace yang menjadi kopi lokal khas Jember (Rahmadianto,
2019). Milo Pace merupakan akronim dari ‘Milik Silo Pace’ kopi dengan varietas milo pace
telah terdaftar di Pusat Perlindungan Varietas Tanaman dan Perizinan Pertanian (Haezer,
2024).

Pada awal tahun 2024, sebanyak tiga hektar kopi robusta milo pace tebang habis yang
disebabkan oleh permasahan politik internal (Sugianto, 2024). Peristiwa tersebut membuat
petani kopi milo pace harus memulai budidaya dari awal lagi (Wirawan, 2024). Lebih dari itu,
peristiwa tersebut dapat menyebabkan kopi varietas milo pace akan terancam punah. Maka,
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perlu adanya adanya upaya penanganan dalam rangka menjaga kelestarian varietas kopi milo
pace dan dapat menghasilkan bibit dengan cepat.

Kultur jaringan adalah salah satu teknik untuk menumbuhkan bagian tanaman seperti sel,
jaringan, ataupun organ dalam kondisi aseptik secara in vitro pada lingkungan terkendali.
Keunggulan teknik ini dapat menghasilkan bibit lebih banyak dan bebas penyakit dengan
memanfaatkan bahan tanam sedikit (Etty Handayani et al., 2021; Lengkong, 2023).
Keberhasilan kultur jaringan dalam perbanyakan tanaman dipengaruhi oleh beberapa faktor,
salah satunya adalah penggunaan media kultur dengan dosisnya. Media Murashige and Skoog
(MS) merupakan media kultur jaringan yang umum digunakan pada semua tanaman (Sarah et
al., 2023). Selain itu, Woody plant medium (WPM) salah satu media yang digunakan untuk
kultur jaringan tanaman berkayu (Sundari et al., 2015). Dosis pada media kultur dapat berbeda
dalam berbagai jenis media. Dosis dalam setiap media dapat disesuaikan dengan kebutuhan
dan yang sering digunakan adalah dosis Y4, ', %, dan 1 kali dosis media. Menurut Setiawati et
al., (2018) kandungan garam yang terlalu tinggi pada sebuah media akan menyebabkan
ketidakseimbangan dalam proses pertumbuhan eksplan.

Hingga kini, telah banyak pengkajian mengenai induksi kalus dengan penggunaan media
kultur jaringan. Penelitian inisiasi kalus menggunakan berbagai dosis media MS telah
dilakukan pada eksplan daun kopi robusta dan arabika (Asmono et al., 2024) dan induksi tunas
dari eksplan pucuk kopi arabika (Gawad et al., 2012). Selain itu, penggunaan media WPM
telah dilaporkan pada kultur jaringan kopi arabika dan excelencia (Zuta-Puscan et al., 2025),
durian lahung (Durio dulcis) (Hardarani et al., 2023), manggis (Garcinia mangostana) (Hariono
et al., 2018), karet (Hevea brasilliensis Muell) (Dwi Hartanti et al., 2017; Rahmawati &
Lukmana, 2018) dan kakao (Theobroma cacao) (Ajijah, 2016). Akan tetapi, belum ada
penelitian yang mengkaji mengenai dosis media WPM terhadap pertumbuhan eksplan daun
kopi robusta varietas milo pace. Maka, penelitian ini bertujuan untuk memperoleh dosis terbaik
pada media WPM terhadap perkembangan eksplan daun kopi robusta varietas milo pace.

2 METODE

Penelitian ini telah dilaksanakan dari bulan Mei sampai Juli 2025 di Laboratorium Botani dan
Ekofisiologis, Fakultas Pertanian, Universitas Jember. Bahan yang digunakan yaitu eksplan
daun kopi, media Murashige and Skoog (MS), Woody Plant Medium (WPM), gula, bubuk
agar-agar, aquades steril, alkohol 70%, spirtus, fungisida, bakterisida, deterjen, natrium
hipoklorit, HCI, NaOH, kertas label, plastik wrapping, alumunium foil. Alat yang digunakan
yaitu botol kultur, gelas ukur, cawan petri, batang pengaduk, neraca analitik, autoclave,
Laminar Air Flow (LAF), dan pH meter.

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktor tunggal dengan
perlakuan berbagai dosis media WPM yang terdiri dari 3 taraf (1, % dan % kali dosis) ditambah
kontrol 1 kali dosis media MS. Setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali dan setiap ulangan
terdiri dari 3 sampel.

Sterilisasi eksplan daun dilakukan dengan menggunakan metode sterilisasi daun kopi
(Kusbianto et al., 2025) yang dimodifikasi dengan pencucian air mengalir selama 10 menit
pada pra sterilisasi eksplan. Eksplan daun kopi diinokulasi dalam media WPM sesuai perlakuan
dan MS sebagai kontrol. Setiap botol kultur terdiri dari 1 eskplan. Eksplan selanjutnya
diinkubasi selama 8 minggu dengan kondisi terang pada suhu 20+£3°C.
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Data kualitatif dianalisis secara deskriptif, sedangkan data kuantitatif seperti dianalisis
menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) dan apabila terdapat perbedaan yang nyata
diantara perlakuan maka dilakukan uji lanjut Duncan Multiple Range Test (DMRT) dengan
taraf kepercayaan 95%.

3 HASIL DAN PEMBAHASAN

Bagian hasil adalah bagian utama artikel ilmiah, dan oleh karena itu biasanya merupakan
bagian terpanjang. Bagian ini menyajikan hasil-hasil analisis data; yang dilaporkan adalah Aasi/
bersih. Proses analisis data (seperti perhitungan statistik) tidak perlu disajikan. Proses
pengujian hipotesis pun tidak perlu disajikan, termasuk pembandingan antara koefisien yang
ditemukan dalam analisis dengan koefisien dalam tabel statistik. Yang dilaporkan adalah hasil
analisis dan hasil pengujian hipotesis.

Perkembangan Eksplan Daun Kopi Robusta Milo Pace

Hasil analisis sidik ragam diperoleh bahwa dosis media WPM berpengaruh nyata terhadap
persentase eksplan terimbibisi (Gambar 1). Perlakuan media WPM dengan 1 kali dan % kali
dosis berbeda tidak nyata dengan MS 1 kali dosis dengan nilai (77,77; 66,66 dan 66,66%),
tetapi berbeda nyata dengan WPM " kali dosis dengan persentase eksplan terimbibisi 33,33%.
Ini menunjukkan bahwa media WPM 1 kali dosis cenderung memperoleh hasil lebih baik
walaupun tidak beda nyata dengan media MS. Sebelum terjadinya induksi kalus, eksplan
mengalami imbibisi ditandai dengan pembesaran dan penggulungan eksplan yang disebabkan
oleh penyerapan air kedalam eksplan pada bagian yang dilukai (Rahmadi et al., 2021).

Media ini umumnya mengandung campuran garam mineral, vitamin, asam amino dan zat-
zat yang mendukung pertumbuhan eksplan. Sel-sel yang terdapat pada eksplan memiliki
kemampuan untuk menyerap air dan nutrisi yang tersedia pada media dan kemudian disertai
dengan pembengkakan dan perubahan ukuran pada eksplan (Purba et al., 2017). Inisiasi kalus
terjadi karena sel-sel yang terdapat pada eksplan yang berinteraksi dengan media yang
terdorong menjadi meristematik dan selanjutnya aktif sel aktif membelah dan menutup jaringan
yang terluka (Dewi et al., 2016). Kandungan sulfat yang tinggi dalam media WPM dapat
mempengaruhi kinerja meristem sehingga lebih cepat membelah (Rebrov & Ventsenostseva,
2024).
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Gambar 1. Pengaruh Dosis Media Terhadap Persentase Imbibisi Eksplan Daun Kopi Robusta
Varietas Milo Pace Secara In Vitro
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Hasil analisis sidik ragam diperoleh bahwa dosis media WPM berpengaruh tidak nyata
terhadap waktu awal eksplan terimbibisi (Gambar 2). Perlakuan media MS 1 kali dosis
mengalami imbibisi eksplan rerata terjadi pada 2,53+0,68 HSI. Sementara imbibisi eksplan
pada media WPM dengan 1 kali dosis rerata terjadi pada 3,76+0,68 HSI, WPM 3% kali dosis
rerata pada 3,4+0,85 HSI, dan WPM ' kali dosis pada 4,67+1,15 HSI.
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Gambar 2. Pengaruh Dosis Media Terhadap Waktu Muncul Imbibisi Eksplan Daun Kopi Robusta
Milo Pace Secara In Vitro umur 8 minggu setelah inokulasi

Media WPM merupakan media yang cocok untuk digunakan pada tanaman berkayu,
kandungan sulfat dalam media WPM memiliki fungsi untuk mempercepat pertumbuhan dan
pembelahan sel sehingga sel mengalami diferensiasi (Hardarani et al., 2023). Pada penelitian
ini, inkubasi selama 8 minggu belum mampu menginduksi kalus eksplan daun kopi robusta
milo pace. Media dasar tanpa penambahan ZPT kurang efektif untuk menginisiasi kalus pada
kultur jaringan tanaman (Anggraeni et al., 2022). Adju et al., (2025) Menambahkan bahwa
penggunaan media dasar tanpa ZPT memerlukan waktu lebih lama untuk membentuk kalus
pada eksplan daun. Hasil penelitian Liu et al., (2021) melaporkan bahwa penggunaan media
dasar belum mampu menginduksi kalus eksplan daun jarak pagar (Jatropha curcas L.) secara
in vitro. Indah & Ermavitalini, (2013) melaporkan bahwa pada media WPM tanpa ZPT tidak
terjadi induksi kalus pada eksplan daun nyamplung (Calophyllum inophyllum Linn.) selama
inkubasi 45 HSI. Hal ini sejalan (Sarianti et al., 2022) bahwa media WPM tanpa ZPT tidak
dapat menginduksi kalus dan tunas pada eksplan daun duku (Lansium domesticum Corr.) dan
eksplan daun Eucalyptus sp. tidak terjadi imbibisi atau pelengkungan eksplan (Wijaya et al.,
2023)

Eksplan hidup umunya ditandai dengan eksplan berwarna hijau dan tidak mengalami
browning. Hal tersebut menunjukkan bahwa sel-sel dalam eksplan masih dapat membelah dan
berdiferensiasi. Eksplan yang ditanam pada media WPM dosis penuh terlihat masih berwarna
hijau yang menandakan bahwasannya eksplan hidup dimungkinkan akan mengalami
pelengkungan berdiferensiasi menjadi kalus. Eksplan yang ditanam pada media WPM dengan
dosis %4 terlihat berubah warna menjadi kekuningan, perubahan warna ini menandakan eksplan
telah mengalami penuaan jaringan dan akan diikuti oleh pencoklatan eksplan. Eksplan yang
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ditanam dengan media WPM dosis /2 mengalami perubahan warna menjadi coklat di seluruh
permukaan eksplan dan mengarah pada kematian eksplan. Eksplan yang ditanaman dengan
media MS menunjukkan ekpslan berwarna kuning kecoklatan. Rahmawati & Lukmana, (2018)

melaporkan bahwa eksplan daun karet yang masih hidup ditandai terjadinya penggulungan
eksplan dan berwarna hijau pada media WPM.

Eksplan Daun Browning

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan bahwa dosis media kultur WPM tidak berpengaruh
nyata terhadap persentase eksplan browning dan waktu muncul browning. Gambar 3
menunjukkan persentase pencoklatan terendah terjadi pada media MS dosis penuh (kontrol)
sebesar 66,66+0%, WPM dengan dosis penuh, dengan persentase pencoklatan sebesar
88,89+19,24%. Media WPM dengan % kali dosis sebesar 100% dan 2 kali dosis sebesar
88,89+19,24%. Sementara waktu muncul browning (Gambar 4) pada media MS cenderung
lebih cepat pada 11,76+1,56 hari setelah inokulasi, kemudian disusul pada media WPM 1 kali
dosis 9,96+1,73 HSI, WPM % kali dosis 10,76+0,68 HSI dan WPM % kali dosis pada 8,6+1,73
HSI.
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Gambar 3. Persentase Browning pada Eksplan Daun Kopi Robusta Varietas Milo Pace secara In
Vitro

Pada dosis %4 WPM menunjukkan keseluruhan eksplan telah mengalami browning. Hal ini
terjadi karena daun kopi memiliki kadar fenolik tinggi. Browning pada eksplan ditandai dengan
perubahan warna eksplan dari hijau menjadi kuning kemudian berubah menjadi coklat akibat
keluarnya enzim polifenol oksidase (PPO) melalui jaringan luka yang teroksidasi (Handayani
et al., 2022; Rismayanti & Nafi’ah, 2021). Han et al., (2010) menyebutkan bahwa konsentrasi
beberapa komponen garam basal yang terlalu tinggi pada media akan menjadi racun bagi bagi
tanaman dan menyebabkan pencoklatan pada eksplan.
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Gambar 4. Pengaruh Jenis Media Terhadap Waktu Pencoklatan pada Eksplan Daun Kopi Robusta
Varietas Milo Pace umur 8 minggu setelah inokulasi

Vrundha & Thomas, (2023) melaporkan bahwa penggunaan media WPM lebih efektif untuk
mengurangi pencoklatan dibandingkan dengan media MS, hal ini disebabkan karena
kandungan garam yang lebih rendah dan sebagian tanaman berkayu sensitif terhadap
konsentrasi garam yang tinggi pada media. Hasil penelitian Rahmawati & Lukmana, (2018)
diketahui bahwa penggunaan media WPM menyebabkan browning mencapai 50% pada
eksplan daun karet H. brasilliensis Muell.

4 KESIMPULAN DAN SARAN

4.1 Kesimpulan

Penggunaan media WPM mampu memberikan pengaruh terhadap persentase imbibisi eksplan
daun kopi robusta varietas milo pace. Penggunaan media WPM dosis penuh memperoleh
persentase eksplan imbibisi sebesar 77,77% dengan rerata kemunculannya pada 2,53+0,68 hari
setelah inokulasi dan eksplan hidup berwarna hijau. Selain itu, persentase eksplan browning
masih tinggi 88,89+19,24% yang muncul pada 9,96+1,73 HSI. Berbagai dosis media WPM
belum mengalami induksi kalus hingga minggu kedelapan pada eksplan daun kopi robusta milo
pace.

4.2 Saran
Perlu adanya penelitian lebih lanjut dengan menggunakan jenis media kultur lain dan
penambahan ZPT untuk induksi kalus daun kopi robusta varietas milo pace.
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