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ABSTRAK

Pramono, Putro Aji. 2017. Induksi Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.)
dengan Menggunakan Kombinasi Zat Pengatur Tumbuh 2,4-D dan
Kinetin Melalui Teknik Kultur Jaringan. Skripsi. Jurusan Biologi Fakultas
Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing: Ruri Siti Resmisari, M.Si dan M. Mukhlis Fahruddin, M.S.1.

Kata Kunci: Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.), 2,4-D, Kinetin.

Jintan hitam (Nigella sativa L.) merupakan salah satu tanaman yang banyak
dunia medis thymoquinone digunakan antara lain sebagai; antimikroba, antiparasit,
antikanker, antiimflamasi, imunomodulator, antioksidan dan sebagainya. Thymoquinone
dapat diperoleh melalui kultur kalus dengan penambahan konsentrasi 2,4-D dan kinetin
sehingga produksi metabolit sekundernya meningkat dan dapat dijadikan sebagai protokol
konsentrasi ZPT yang paling optimal dalam peningkatan metabolit sekunder. Tujuan
penelitian ini untuk mengetahui pengaruh 2,4-D dan kinetin serta kombinasinya terhadap
induksi kalus jintan hitam (Nigella sativa L.).

Penelitian ini bersifat eksperimental, menggunakan rancangan acak lengkap (RAL)
dengan 35 perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan dalam penelitian ini ada dua faktor yaitu:
konsentrasi 2,4-D meliputi 0 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 1,5 mg/L, 2 mg/L, 2,5 mg/L dan 3
mg/L, konsentrasi kinetin meliputi 0 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 1,5 mg/L dan 2 mg/L. Data
dianalisis dengan Uji ANAVA twoways o = 5%. Apabila terdapat perbedaan signifikan
maka dilanjutkan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) dengan taraf signifikan 5%
serta uji regresi korelasi.

Hasil dari penelitian menunjukkan adanya pengaruh konsentrasi 2,4-D dan kinetin
terhadap induksi kalus jintan hitam. Konsentrasi 2,4-D yang paling efisien untuk semua
variabel adalah 1,5 mg/L menginduksi kalus selama 20 HST persentase kalus 63,67% dan
berat 0,1452¢gr. Sedangkan konsentrasi kinetin hanya berpengaruh terhadap berat kalus
pada konsentrasi 1 mg/L menginduksi kalus selama 22,29 HST persentase kalus sebesar
54,52% dan berat 0,1190 gr. Kombinasi antara 2,4-D dan kinetin terdapat pengaruh
terhadap persentase kalus dan berat kalus, yaitu pada konsentrasi yang efesien 2,4-D 2,5
mg/L + Kinetin 2 mg/L dapat menghasilkan 90% kalus tumbuh dengan berat kalus
0,2028 gr dan warna kalus yang dihasilkan adalah kekuningan dengan tekstur kompak.
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ABSTRACT

Pramono, Putro Aji. 2017. Induction of Black Cumin Callus (Nigella sativa L.) Using
Combination of 2.4-D Growth and Kinetin Growth Substances Through
Tissue Culture Technique. Essay. Department of Biology Faculty of Science
and Technology State Islamic University Maulana Malik Ibrahim Malang.
Counselor: Ruri Siti Resmisari, M.Si and M. Mukhlis Fahruddin, M.S.1.

Keywords: Black Cumin Callus (Nigella sativa L.), 2,4-D, Kinetin.

Black cumin (Nigella sativa L.) is one of the most widely used plants in the
treatment of Islam. The needs for black cumin seeds always increases, especially in the
medical world. Thymoquinone is used as; antimicrobial, antiparasitic, anticancer,
antiimflamation, immunomodulator, antioxidant, and etc. Thymoquinone can be obtained
through callus culture with the addition of 2.4-D concentration and kinetin, so the
production of secondary metabolite will increase and it can be used as the most optimal
ZPT concentration protocol in the increases of secondary metabolite. The purpose of this
study was to investigate the effect of 2,4-D and kinetin and its combination on black
cumin callus induction (Nigella sativa L.).

This study was experimental, using a complete randomized design (RAL) with 35
treatments and 3 replications. The treatments in this study consist of two factors, such as:
the variation of 2.4-D concentrations that consist of 0 mg /L, 0.5mg/L, 1 mg/L, 1.5
mg/L,2mg/L,25mg/L,and 3 mg/ L, the variation of kinetin concentrations that
consistof Omg/L,0.5mg/L,1mg/L,15mg/L,and?2 mg/L.Datawere analyzed by
ANAVA test twoways a = 5%. If there are significant differences, it will be continued by
Duncan Multiple Range Test (DMRT) with 5% significant level and correlation
regression test.

The results of this study showed of the effect of 2,4-D and kinetin on black cumin
callus inductions. The most efficient from the variation of 2,4-D concentration for all
variables was 1.5 mg / L induced callus for 20 Days After Planting (DAP) callus with the
percentage 63.67% and the weight was 0.1452gr. Kinetin concentration only influence on
callus weight at concentration 1 mg / L induce callus for 22 Days After Planting (DAP)
which the callus percentage equal to 54,52% and its weight 0,1190 gr. A combination of
2,4-D and kinetin has an effect on callus’ percentage and callus’ weight which was at an
efficient concentration, such as the combination of 2,4-D 2,5 mg / L + Kinetin2 mg /L. It
can produces 90% of calluses that grow for weight 0, 2028 grams. The result from this
study, that the callus color was yellowish with a compact texture.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Volume perdagangan tanaman herbal dalam bentuk jamu di Indonesia dan
ekspor terbatas keluar negeri mencapai angka 8 triliun rupiah pada tahun 2005,
meningkat menjadi 10-11 triliun rupiah pada akhir tahun 2010 (Manoi, 2015).
Nilai ekspor obat herbal dunia pada tahun 2013 mencapai US$ 1,94 miliyar,
meningkat sebesar 12,4% dari nilai ekspor pada tahun 2012. Ekspor obat herbal
dunia selama periode 2009-2013 mengalami petumbuhan sebesar 4,82% per tahun
(Derpartemene Kementerian Perdagangan Republik Indonesia, 2014).

Hal tersebut membuktikan bahwa Allah Subhanahu wa Ta’ala
menumbuhkan berbagai jenis tumbuhan di muka bumi untuk memenuhi
kebutuhan manusia diantaranya sebagai obat-obatan yang diperoleh dari tanaman
herbal, ini sesuai dengan Firman Allah Subhanahu wa Ta’ala dalam Al-Qur’an
Surat Asy-Syu’araa (26) ayat 7:

z
I e T

A z 1590 P S s
@) g3 o Gab Gl 25 oo NT ) 1552 355

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh tumbuhan yang baik?”(Qs.
Asy-Syu’araa:7).

Kata (a5 zsJ) bermakna “tumbuh-tumbuhan yang baik”. Menurut tafsir
Jalalain kata tumbuh-tumbuhan yang baik berupa tanaman, buah-buahan dan
hewan (Al-Mahally, 1990). Shihab (2001) menjelaskan dalam tafsir Al-Misbah,

bahwa ayat ini mengajak umat manusia untuk memandang aneka ragam keajaiban



dalam tumbuh-tumbuhan yang terhampar di muka bumi. Tumbuh-tumbuhan
memiliki banyak manfaat yang salah satunya sebagai bahan obat alami.
Hadits tentang manfaat tumbuhan sebagai obat salah satunya adalah jintan

hitam. Nabi Muhammad Sallallahu 'alaihi wasallam bersabda :
ALy ALY 613 IR G 2E G (B 613300 AT wdp Ko
&yl

Artinya: “Sesungguhnya habbatus sauda’ ini adalah obat dari segala macam
penyakit kecuali saam. Apakah saam itu? Saam adalah kematian."

Habbatus sauda’ atau jintan hitam merupakan biji-bijian yang mengandung
obat bagi segala macam penyakit. Jintan hitam ini juga dapat dipastikan memiliki
hubungan langsung dengan sistem kekebalan tubuh manusia, oleh sebab itu Nabi
Muhammad Shallallahu ‘alaihi wasallam mensunahkan umat islam agar
mengkonsumsi jintan hitam disaat terserang penyakit (An-Najjar, 2011).

Jintan hitam atau Nigella sativa L. yang merupakan salah satu tanaman
yang banyak digunakan dalam pengobatan Islam. Jintan hitam merupakan ramuan
tanaman dengan biji yang kecil diyakini masyarakat di wilayah Mediterania dan
telah dibudidayakan di bagian lain dunia termasuk India dan Pakistan (Chaudhry
et al., 2014). Jintan hitam menempati tempat utama dalam budaya Asia Timur
Selatan dan Asia selatan, karena dimanfaatkan untuk tujuan pengobatan dan
semakin banyak digunakan dalam dunia medis (Bourgou et al., 2008).
adalah dari golongan minyak atsiri dengan kandungan sebesar 0,5-1,6% terutama

terdiri dari monoterpen; p-cymene, y-terpinene, o-pinene, [-pinene, o-thujene,



carvacrol, thymol dan thymoquinone (Burits dan Bucar, 2000). Menurut Mahfur
(2012) Jintan hitam juga mengandung senyawa metabolit sekunder lain seperti
propanone, sabinene, 2-4-pinene, limonene, o-cimene, delta-3-caren, cis-
limonene oxide, terpinene-4-ol, beta-cyclocytral, a-longipinene dan junipene.
hitam yang bersifat non polar adalah thymoquinone. Thymoquinone adalah
senyawa bioaktif dari golongan terpenoid yaitu monoterpen yang merupakan
sekitar 7.8-13.7% (Lewinsohn et al. 2012).

Thymoquinone berfungsi sebagai antimikroba, antiparasit, antikanker,
antiimflamasi, imunomodulator, antioksidan dan hepatoprotektor (Gali-Muhtasib
et al., 2006). Selain itu, thymoquinone berguna untuk mencegah penyakit kanker
usus dan leukeumia (Maznah et al, 2011), anti mikroba (Chaieb et al, 2011) dan
mencegah kerusakan eritrosit (Harzallah et al, 2012). Beberapa hasil penelitian
efek farmakologis lainnya dari biji jintan hitam antara lain: antiiskemia
(Hosseinzadeh et al, 2006), anti-tumor (Mbarek et al, 2007), efek estrogenik
(Parhizkar et al, 2011), dan menurunkan kadar gula darah (Mohtashami et al,
2011).

Indonesia yang tinggi. Seperti yang telah dilaporkan oleh Departemen
Kementerian Perdagangan Republik Indoneisa (2012) di Indonesia, jintan hitam
yang beredar umumnya masih impor dalam bentuk biji dari India, Mesir, Siria dan

Afrika Selatan. Menurut Wahyuni (2009), Industri farmasi dan pengolahan biji



setahun sebanyak 510,003 kg dengan nilai US$ 364,394.

Berdasarkan banyaknya manfaat dan kebutuhan yang tinggi pada biji
tanaman jintan hitam. Teknik kultur jaringan dapat digunakan sebagai sarana
penghasil senyawa metabolit sekunder tumbuhan. Keunggulan penggunaan teknik
kultur jaringan adalah metabolit sekunder yang dihasilkan lebih banyak dan
mudah dimurnikan, karena sel-sel yang dihasilkan tidak banyak mengandung
pigmen (Vanisree et al., 2003). Kultur kalus menjadi suatu alternatif untuk
meningkatkan kadar metabolit sekunder. Teknik kultur jaringan tanaman
mempunyai keuntungan antara lain dapat memproduksi metabolit sekunder yang
dilakukan sepanjang tahun dan tanpa dipengaruhi oleh cuaca, serta dapat
dikembangkan untuk produksi biomassa metabolit secara besar-besaran, sehingga
kultur kalus merupakan cara yang dapat digunakan dalam meningkatkan sintesis
metabolit sekunder (Habibah, 2009).

Penggunaan kultur kalus untuk meningkatkan produksi metabolit sekunder
terutama senyawa obat, dianggap lebih menguntungkan dibandingkan produksi
tanaman utuh, karena dalam kultur kalus pasokan zat hara yang teratur dapat
dijamin serta dimungkinkan pula untuk pengaturan proses metobolisme sehingga
dapat diperoleh hasil yang maksimal (Kurz dan Constabel, 1991). Berdasarkan

hitam menunjukkan bahwa, kandungan thymoquinone kalus dari bagian daun



lebih tinngi 12 kali dibandingkan kandungan thymoquinone pada ekstrak biji
segar.

Menurut Indah dan Ermavitalini (2013) Kualitas kalus yang baik sebagai
penghasil senyawa metabolit sekunder yaitu mempunyai ciri-ciri warna dan
tekstur yang sesuai dengan metabolit sekunder yang diinginkan, dalam penelitian
ini metabolit sekunder yang diinginkan adalah golongan minyak atsiri. Tekstur
kalus merupakan salah satu penanda yang dipergunakan untuk menilai
pertumbuhan suatu kalus. Kalus yang baik untuk digunakan sebagai bahan
penghasil metabolit sekunder yaitu memiliki tekstur kompak (non friable).
Tekstur kalus yang kompak dianggap baik karena dapat mengakumulasi metabolit
sekunder lebih banyak (Indah dan Ermavitalini, 2013).

Pembentukan kalus ditentukan sumber aksplan, komposisi nutrisi pada
media dan zat pengatur tumbuh (ZPT) (Andaryani, 2010). Keberhasilan kultur in
vitro ditentukan oleh media dan macam tanaman. Media mempunyai 2 fungsi
utama, yaitu untuk menyuplai nutrisi dan untuk mengarahkan pertumbuhan
melalui zat pengatur tumbuh (Elimasni dan Zaidun, 2006). Menurut Evans et al
(2003) dalam Hayati (2010), induksi kalus dipengaruhi oleh rasio auksin dan
sitokinin yang seimbang, sehingga diperlukan kombinasi yang tepat agar dapat
menginduksi pembentukan kalus yang optimal. Selain itu pemberian ZPT yang
sesuai juga dapat mempengaruhi produksi senyawa metabolit sekunder tertentu
pada kultur sel maupun kultur kalus (Hendaryono dan Wijayanti, 1994).

Auksin sebagai salah satu zat pengatur tumbuh bagi tanaman mempunyai

pengaruh terhadap pengembangan sel, pembentukan kalus dan respirasi



(Suprapto, 2004). Auksin yang paling banyak digunakan dalam kultur jaringan
adalah indole-3-acetic acid (IAA), a-naphthalenacetic acid (NAA), dan 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (Zulkarnain, 2014). Golongan auksin yang
umumnya digunakan pada media kultur jaringan adalah 2,4-D dan IAA.
Dibandingkan dengan IAA, auksin jenis 2,4-D memiliki sifat stabil karena tidak
mudah terurai oleh enzim-enzim yang dikeluarkan oleh sel tanaman ataupun oleh
pemanasan pada proses sterilisasi (Hendaryono dan Wijayanti, 1994). Menurut
Mahadi et al, (2016) salah satu hormon yang sering digunakan dan sangat efektif
adalah 2,4-D, vyaitu auksin yang dapat merangsang pembentukan sel-sel.
Konsentrasi yang rendah <5mg/L 2,4-D pada tanaman dikotil dapat merangsang
induksi kalus.

Pemberian sitokinin dalam kultur kalus berperan penting dalam memicu
pembelahan dan pemanjangan sel sehingga dapat mempercepat perkembangan
Menurut Sitinjak dkk. (2015) menyatakan Penggunaan auksin (2,4-D) dan
sitokinin jenis BA (Benzil Adenin) atau kinetin akan meningkatkan proses induksi
kalus. Kinetin merupakan sitokinin sintetik yang mempunyai aktifitas yang lebih
tinggi dibandingkan dengan sitokinin alami (Santoso dan Nursandi, 2003).
Pembelahan sel dalam kultur jaringan yang disebabkan oleh kinetin telah banyak
dilakukan penelitian oleh para ahli. Konsentrasi Kinetin yang berimbang dengan
auksin dapat menyebabkan pertumbuhan kalus (Fitrianti, 2006). Pemberian ZPT
adalah senyawa organik bukan nutrisi yang dalam konsentrasi rendah (< 1 mM)
mendorong, menghambat atau secara kualitatif mengubah pertumbuhan dan

perkembangan tanaman (Widyastuti dan Tjokrokusumo, 2001).



Penelitian terdahulu diketahui bahwa dengan modifikasi media yang
menggunakan ZPT berupa 2,4-D dan kinetin mampu menginduksi kalus dengan
baik. dalam penelitian Nouroz and Chaudry (2016) menyatakan dengan perlakuan
berbagai macam jenis dan kombinasi ZPT yang telah dilakukan, pada eksplan
internodus tanaman jintan hitam pada perlakuan kombinasi 2 mg/L 2,4-D dan 1,5
mg/L kinetin dapat menghasilkan kalus terbaik dengan warna hijau dan tekstur
kalus yang kompak serta diperoleh waktu tumbuh kalus yang singkat hanya
delapan hari setelah tanam. Menurut Alemi, et al. (2013) menyatakan kalus jintan
hita berasal dari eksplan daun dengan konsentrasi 0,22 mg/L 2,4-D dan 2,15 mg/L
Kinetin selama 2 minggu dapat menghasilkan senyawa thymoquinone tertinggi
8,78 mg/ml.

Sedangkan dalam penelitian ini digunakan eksplan berupa kotiledon hingga
hipokotil pada kecambah jintan hitam, sesuai dengan hasil uji pendahuluan yang
dimana eksplan daun dan batang (internodus) tumbuhan jitan hitam dari lapang
sulit untuk disterilisasi karena tekstur daun dan batangnya yang sangat lunak, oleh
karena itu eksplan yang digunakan adalah kotiledon hingga hipokotil kecambah
jintan hitam, selain itu eksplan kotiledon hingga hipokotil saat diinisiasi kedalam
media induksi kalus mudah membentuk kalus dan tidak cepat browning.
Pemilihan kombinasi ZPT yang digunakan dalam penelitian ini, menggunakan
kombinasi dari penelitian Nouros dan Chaudry (2016) yang dikembangkan
konsentrasi masing-masing ZPT 2,4-D dan Kkinetin, sesuai penelitian uji
pendahuluan dengan membandingkan dua kombinasi dari penelitian terdahulu 2

mg/L 2,4-D dan 1,5 mg/L kinetin dengan 0,22 mg/L 2,4-D dan 2,15 mg/L Kinetin



pada eksplan hipokotil hingga kotiledon, kombinasi yang lebih cepat menginduksi
kalus pada 2 mg/L dan 1,5 mgL.

Pemilihan ZPT dan konsentrasi yang tepat merupakan salah satu faktor
yang sangat menentukan pertumbuhan kalus pada tanaman yang dikulturkan
(Indah dan Ermavitalini, 2013). Oleh karena itu penelitian mengenai penentuan
konsentrasi ZPT perlu dilakukan lebih lanjut untuk mendapatkan kalus jintan
hitam penghasil metabolit sekunder yang optimal dengan konsentrasi yang sesuai.
Berdasarkan latar belakang masalah diatas, maka penelitian yang berjudul Induksi
Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.) dengan Menggunakan Kombinasi Zat
Pengatur Tumbuh (ZPT) 2,4-D dan Kinetin melalui Teknik Kultur Jaringan ini

penting untuk dikaji.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:
1. Adakah pengaruh pemberian berbagai konsentrasi 2,4-D pada media dasar MS
terhadap pertumbuhan kalus jintan hitam (Nigella sativa L.)?
2. Adakah pengaruh pemberian berbagai konsentrasi kinetin pada media dasar
MS terhadap pertumbuhan kalus jintan hitam (Nigella sativa L.)?
3. Adakah pengaruh interaksi 2,4-D dan kinetin pada media dasar MS terhadap

pertumbuhan kalus jintan hitam (Nigella sativa L.)?



1.3 Tujuan
Tujuan dalam penelitian ini adalah:
1. Mengetahui pengaruh pemberian berbagai konsentrasi 2,4-D pada media dasar
MS terhadap pertumbuhan kalus jintan hitam (Nigella sativa L.)?
2. Mengetahui pengaruh pemberian berbagai konsentrasi kinetin pada media
dasar MS terhadap pertumbuhan kalus jintan hitam (Nigella sativa L.)?
3. Mengetahui pengaruh interaksi 2,4-D dan Kkinetin pada media dasar MS

terhadap pertumbuhan kalus jintan hitam (Nigella sativa L.)?

1.4 Manfaat
Manfaat yang didapat dari penelitian ini ialah:
(Nigella sativa L.) memalui kalus hasil teknik kultur jaringan

2. Untuk memberi informasi konsentrasi ZPT yang tepat dalam mendapatkan
kalus dan metabolit sekuder jintan hitam (Nigella sativa L.) dengan teknik

kultur jaringan.

1.5 Hipotesis
Hipotesis dalam penelitian ini dipaparkan sebagai berikut :
1. Ada pengaruh pemberian berbagai konsentrasi 2,4-D pada media dasar MS
terhadap pertumbuhan kalus jintan hitam (Nigella sativa L.)?
2. Ada pengaruh pemberian berbagai konsentrasi kinetin pada media dasar MS

terhadap pertumbuhan kalus jintan hitam (Nigella sativa L.)?
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3. Ada pengaruh interaksi 2,4-D dan kinetin pada media dasar MS terhadap

pertumbuhan kalus jintan hitam (Nigella sativa L.)?

1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini dipaparkan sebagai berikut :

1. Biji tanaman jintan hitam yang digunakan sebagai eksplan berasal dari UPT
Materia Medika Batu, Jawa Timur.

2. Eksplan yang digunakan adalah bagian kotiledon hingga hipokotil pada
kecambah jintan hitam berukuran 1 cm dari hasil kultur jaringan yang
berumur 21 HST.

3. Media dasar yang digunakan adalah media Murashige dan Skoog (MS).

4. Konsentrasi 2,4-D yang digunakan adalah; 0 mg/L, 5 mg/L, 1 mg/L, 1,5 mg/L
2 mg/L, 2,5 mg/L dan 3 mg/L.

5. Konsentrasi Kinetin yang digunakan adalah; 0 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 1,5
mg/L dan 2 mg/ L.

6. Parameter kualitas kalus Nigella sativa L. yang diamati meliputi; warna kalus
dan tekstur kalus.

7. Parameter kuantitas kalus Nigella sativa L. yang diamati yaitu; hari

munculnya kalus, berat kalus, dan persentase tumbuh kalus.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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KAJIAN PUSTAKA

2.1 Jintan Hitam dalam Perspektif Islam

Allah Subhanahu wa Ta’ala telah menciptakan berbagai macam tumbuhan
agar dapat dimanfaatkan oleh manusia. Hal tersebut merupakan rahmat yang
diberikan Allah Subhanahu wa Ta’ala terhadap manusia. Sebagaimana yang
terkandung dalam Al-Qur’an Surat Thahaa (20):53,

ARPSA SR Rl ’rﬁéiu; g =oNT vﬁ Ja= i

PR
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Artinya: “ Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah
menjadikan bagimu itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit air hujan. Maka
kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan yang
bermacam-macam”. (QS.Thahaa (20): 53)

Pengertian dari firman Allah ¢»\% (i adalah jenis yang bermacam-macam
bentuk, ukuran, manfaat, warna, bau dan rasanya. Kata ¢x\ berarti tumbuhan yang
bermacam-macam, sedangkan kata i merupakan bentuk jamak dari kata (A
yang artinya yang bermacam-macam (Syangithi, 2007). Kata (& adalah sifat dari
kata 1Js» yang mengandung arti bermacam-macam warnanya, rasanya dan
sebagainya. Dan kata o4 adalah bentuk jamak dari kata s, seperti kata pusa
dan <. Berasal dari ungkapan i 13 yang berarti bercerai-cerai (Muhammad,
2010).

Tafsir Maraghi (1993) menjelaskan bahwa “Allah SWT menurunkan air

hujan dari langit, lalu dengan air hujan itu Allah SWT mengeluarkan berbagai

jenis tumbuh-tumbuhan, seperti palawija dan buah-buahan, baik yang masam

11
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maupun yang manis. Allah SWT juga mengeluarkannya dengan berbagai manfaat,
warna, aroma dan bentuk; sebagiannya cocok untuk manusia dan sebagian lainnya
cocok untuk hewan. Disini terdapat penjelasan tentang nikmat-nikmat Allah SWT
yang dilimpahkan kepada makhluk-Nya melalui hujan yang melahirkan berbagai
manfaat”.

Surat Thahaa ayat 53 ini menjelaskan bahwa Allah SWT memiliki
kekuasaan dan kemampuan-Nya dalam menciptakan segala sesuatu. Allah SWT
menciptakan berbagai jenis tumbuhan yang bermacam-macam dan dari berbagai
jenis tumbuhan itu terdapat manfaat yang terkandung didalamnya. Tumbuhan
memiliki banyak manfaat bagi kehidupan manusia dalam bidang kesehatan, salah
satunya digunakan sebagai obat dari segala macam penyakit yaitu jintan hitam.

Jintan hitam sering dikaitkan sebagai resep pengobatan kuno islam yang
dapat mengobati segala macam penyakit. Air hujan yang disinggung dalam surat
ini dapat menumbuhkan tanaman contohnya jintan hitam. Untuk mendapatkan
manfaat jintan hitam yang dikembangkan dengan teknik kultur kalus, dalam
media kultur kalus semisolid juga dibutuhkan air yang cukup dalam pembuatan
media kultur jaringan. Allah Maha Kuasa atas segalanya tanaman yang di
tumbuhkan dalam laboratorium dengan media yang dimanipulasi tetap membawa
syarat utama pertumbuhan tanaman yaitu air yang dapat menumbuhkan tanaman
utuh/ kalus baik dalam in vitro maupun menumbuhkan tanaman di lapang atau

secara in vivo.
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Allah Subhanahu wa Ta’ala juga menjelaskan dalam Surat Al-An’am (6):

99 mengenai tumbuhan yang dikeluarkan dari air hujan sebagai berikut:
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Artinya: “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan Maka Kami
keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan
dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang korma
mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (kami
keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa.
perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah)
kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda
(kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman”.

Ayat tersebut tidak menyebutkan kata morfologi secara langsung, tetapi ayat
tersebut cukup menjelaskan karakteristik dari aspek morfologi suatu tumbuhan.
Hal tersebut dijelaskan dengan adanya kata “hijau” ( &<aJ)), “biji-bijian” yang
banyak ( &) dan “tangkai-tangkai” yang menjulang ( (@&s¥). Kata “hijau” (&),
pada ayat tersebut secara morfologi menunjukkan warna daun yang mayoritas
berwarna hijau (Al-Mabhally, 1990).

Salah satu tanaman dengan tangkai menjulang dan biji-bijian yang banyak
yaitu tanaman jintan hitam (Nigella sativa L.). Jintan hitam pada fase generatif
setelah fase vegetatifnya optimal, tanaman ini akan menghasilkan bunga di ujung

apikalnya dengan bakal biji dengan jumlah karpel (rongga biji) 4-5 buah, pada

saat biji masak setiap karpel yang menjuntai akan membuka dan menhasilkan
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terutaman sebagai rempah dan obat.

2.2 Deskripsi Tanaman Jintan Hitam (Nigella sativa L.)

Nama lainnya adalah Black Seed (Inggris) atau Habattusauda (Arab).
Nigella sativa L. merupakan tumbuhan berbunga yang berasal dari Asia Barat
Daya. Meskipun Nigella sativa L. merupakan tumbuhan asli daerah mediterania,
namun juga telah banyak tumbuh di belahan dunia lain, yang meliputi Arab Saudi,
Afrika Utara, dan sebagian Asia (Hosseinzadeh et al., 2007). Tumbuhan ini
tumbuh hingga mencapai tinggi 20-30 cm, dengan daun hijau lonjong, ujung dan
pangkal runcing, tepi beringgit,dan pertulangan menyirip. Bunganya majemuk,
bentuk karang, kepala sari berwarna kuning, mahkota berbentuk corong berwarna
antara biru sampai putih, dengan 5-10 kelopak bunga dalam satu batang pohon

(Hutapea, 1994).

Gambar 2.1. Biji Jintan Hitam (Nigella sativa L.) (Yusuf, 2014).

Buahnya berupa kapsul yang besar dan menggembung terdiri dari 3-7

folikel yang menjadi satu, dimana masing-masing folikel ini mengandung

berujung tajam saperti bentuk biji wijen, keras, dan lebih menggelembung.
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Memiliki bau khas seperti rempah-rempah dan agak pedas, yang akan semakin

tajam baunya setelah dikunyah (Katzer, 2004).

2.2.1 Sistematika Tanaman

Klasifikasi dari Nigella sativa L. menurut Cronquist (1981) sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisio : Magnoliophyta
Classis : Magnoliopsida
Ordo : Ranunculales
Familia : Ranunculaceae
Genus : Nigella

Species : Nigella sativa L.

2.2.2 Komposisi Kimia Tanaman

Dari penelitian yang telah dilakukan oleh Moretti et al. (2004), diketahui
bahwa komponen utama dari biji N. sativa adalah thymoquinone,
thymohydroquinone, thymol, carvacrol, nigellicine, nigellimine, nigellimine-N-
oxide, nigellidine, dan alpha hedrin (Al-Jabre dkk, 2003). Sedangkan komponen
utama pada minyak Nigella sativa adalah p-cymene (33,8%), thymol (26,8%), dan
thymoquinone (3,8%).
secara umum terdiri dari sekitar 40% minyak konstan (fatty oil content), 1,5%
minyak esensial (essential oil content), 15 asam amino (alanine, arganine,

isoleucine, lysine, tryptophane, thyrosine, threonin, asparagine, cystine, glycine,
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protein, ion kalsium, zat besi, ion natrium dan kalium (Hendrik, 2005 dalam
Isnaini, 2010).

dapat digunakan untuk membantu menurunkan kadar gula darah (Mohtashami et
al., 2011). Penelitian lain telah mengungkapkan berbagai macam manfaat dari
jintan hitam seperti anti-inflamasi, anti-analgesik, anti-stres, antikanker,
antioksidan, antibakteri, antijamur, antiparasit dan antiasthmatic (Roshan, 2010;
Burits dan Bucar, 2000). Selain itu menurut (Ahmat, 2014) Jintan hitam juga
dapat bertindak sebagai diuretik, stimulan, tonik memori dan antiseptik.

Efek anticestoda biji N. sativa telah dipelajari, dengan pemberian 40 mg/kg
berat badan biji N. sativa dan sejumlah ekstrak ethanol, efektif dalam mengurangi
jumlah telur pada feces (Akhtar dan Rifaat, 1991). Dalam penelitian yang lain
diketahui pula adanya aktivitas antitrematoda pada biji N. sativa, dengan

menggunakan ekstrak methanol dan serbuk bijinya (Korshom et al.,1998).

2.2.3 Senyawa Thymoquinone

Thymoquinone adalah senyawa bioaktif dari golongan terpenenoid yaitu
monoterpen yang merupakan salah satu senyawa paling banyak terdapat pada
Hasil penelitian Al-Saleh et al. (2006) dalam Suryadi (2014), melaporkan bahwa
kandungan thymoquinone dari tiap negara berbeda-beda, yaitu dari Ethiopia

3,098.5 mg/kg, India 2,362.68 mg/kg, Saudi Arabia 2,250.56 mg/kg, Syria
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1,371.9 mg/kg dan Sudan 1,274.6 mg/kg. Rumus bangun thymoquinone disajikan

pada Gambar 2.2.

O
Gambar 2.2. Rumus bangun thymoquinone (Khan dan Afzal. 2016)

Thymoquinone berfungsi sebagai anti-mikroba, anti-parasit, anti-kanker,
anti-imflamasi, imunomodulator, anti-oksidan dan hepatoprotektor (Gali-
Muhtasib 2006). Selain itu, thymoquinone berguna untuk mencegah penyakit
kanker usus dan leukeumia (Maznah et al. 2011), anti-mikroba (Chaieb et al.
2011).

Thymoquinone yang terdapat dalam biji N. sativa ini memiliki fungsi
proteksi melawan nefrotoksisitas dan hepatotoksisitas. Selain itu juga mempunyai
aktivitas antiinflamasi, analgesic, antipiretik, antimikroba, dan antineoplastik.
tekanan darah dan meningkatkan respirasi (Ali dan Blunden, 2003), serta dapat
mengurangi derajat parasitemia akibat Trypanosoma brucei (Ekanem dan Yusuf,

2008).
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2.3 Kultur Jaringan Tumbuhan
2.3.1 Definisi Kultur Jaringan Tumbuhan

Kultur jaringan tumbuhan telah dikenal sejak tahun 1940 dalam skala kecil
laboratorium dan penelitian. Pada tahun 1970 mulai dilakukan pada tanaman
pangan utama, tanaman hias populer dan skala produksi besar. Sebagian besar
tanaman telah banyak dikultur secara in vitro dan 50-75% diantaranya merupakan
bunga dan tanaman hias (Altman dan Loberant, 1998). Kultur jaringan adalah
suatu teknik untuk mengisolasi sel, protoplasma, jaringan, dan organ kemudian
menumbuhkan bagian tersebut pada nutrisi yang mengandung zat pengatur
tumbuh tanaman pada kondisi aseptik, sehingga bagian-bagian tersebut dapat
memperbanyak diri dan beregenerasi menjadi tanaman sempurna kembali
(Mardiana, 2009).

Kultur jaringan pada dasarnya merupakan suatu sistem pertumbuhan sel-sel
yang belum berdiferensiasi, sehingga berkemampuan menghasilkan tanaman-
tanaman baru. Proses ini umumnya dimulai dengan menghasilkan kalus. Kalus
dapat dihasilkan dari bagian-bagian tanaman, antara lain dari daun, batang, dan
akar. Agar dapat digunakan, kalus harus dalam kondisis “totipoten” artinya kalus
tadi mempunyai informasi genetik yang lengkap dan kemampuan untuk
meregenerasikan tanaman dengan organ-organ yang telah berdiferensiasi. Kalus
tadi biasanya dibiakkan pada media agar yang terbuat dari kombinasi yang tepat
antara hormon tumbuhan dan unsur-unsur Kimia tertentu, tergantung jenis

tanamannya (Welsh, 1991).
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Setelah jaringan kalus tumbuh, sel-selnya dapat dipisahkan dan dipindahkan
dalam media cair dan ditumbuhkan sebagai suspensi sel tunggal. Setiap jenis
tumbuhan membutuhkan faktor-faktor lingkungan tertentu, agar sel-selnya dapat
bereproduksi secara normal dalam media suspensi. Faktor-faktor lingkungan yang
sesuai bagi sel-sel jenis tumbuhan tertentu dapat diketahui melalui beberapa
perlakuan percobaan. Melalui reproduksi sel ini dapat dihasilkan individu-
individu tumbuhan dalam jumlah yang besar (Welsh, 1991).

Pemeliharaan kondisi lingkungan kultur yang optimum dalam kultur in vitro
merupakan kunci utama dari keseluruhan langkah kerja. Pada kultur in vitro
dibutuhkan cahaya, suhu, dan RH (relative humidity) yang konstan. Seperti halnya
pertumbuhan tanaman dalam kondisi in vivo, kuantitas dan kualitas cahaya, yaitu
intensitas, lama penyinaran dan panjang gelombang cahaya mempengaruhi
pertumbuhan eksplan dalam kultur in vitro (Altman dan Loberant, 1998).
Pertumbuhan organ atau jaringan tanaman dalam kultur in-vitro umumnya tidak
dihambat oleh cahaya, namun pertumbuhan kalus umumnya dihambat oleh
cahaya. Pada perbanyakan tanaman secara in vitro, kultur umumnya

diinkubasikan pada ruang penyimpanan dengan penyinaran (Fishel, 2006).

2.3.2 Media Kultur

Media kultur adalah media steril yang digunakan untuk menumbuhkan
sumber bahan tanaman menjadi bibit (Mariska dan Sukmadjaja, 2003).
Keberhasilan dalam metode kultur jaringan sangat bergantung pada media yang

digunakan. Media kultur jaringan tanaman tidak hanya menyediakan unsur-unsur
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hara makro dan mikro, tetapi juga karbohidrat yang pada umumnya berupa gula
untuk mengganti karbon yang biasanya didapat dari atmosfer melalui fotosintesis
(Gunawan, 1988). Komponen dasar media kultur ialah air, gula sebagai sumber
karbon, garam inorganik, hara mikro dan makro, vitamin, dan hormon
pertumbuhan. Saat ini sudah banyak dipakai media sintetik sebagai sumber nutrisi
bagi tanaman (Altman dan Loberant, 1998).

Komposisi media yang umum digunakan untuk perbanyakan tanaman
adalah media Murashige-Skoog (MS) dan Gamborg’s (B5). Untuk memudahkan
pembuatan media, biasanya komponen tersebut dibuat dalam larutan stok. Larutan
stok dari unsur-unsur makro dan mikro biasanya dibuat dalam konsentrasi 100
kali, vitamin, dan zat pengatur tumbuh dibuat dalam 1000 kali. Semua larutan
stok sebaiknya disimpan dalam lemari es dengan suhu 10°C (Mariska dan

Sukmadjaja, 2003).

2.3.3 Eksplan

Eksplan adalah bagian tanaman yang akan dikulturkan. Eksplan dapat
berasal dari meristem, tunas, batang, antera, daun, embrio, hipokotil, biji,
rhizome, akar atau bagian-bagian lain. Ukuran eksplan yang digunakan bervariasi
dari ukuran mikroskopik (£ 0,1 mm) sampai 5 cm (Mariska dan Sukmadjaja,
2003).

Eksplan yang berasal dari lapangan mengandung debu, kotoran- kotoran,
dan berbagai kontaminan hidup pada permukaannya. Sterilisasi bahan tanaman
mutlak dilakukan (Gunawan, 1988). Menurut Mariska dan Sukmadjaja (2003)

sterilisasi eksplan merupakan bagian yang paling sulit dalam proses produksi bibit
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melalui kultur jaringan. Sterilisasi biasanya dilakukan dalam beberapa tahap.
Menurut Gunawan (1988) sterilisasi dimulai dengan pencucian dan pembuangan
bagian-bagian yang kotor dan mati dengan air steril kemudian perendaman dalam

larutan aseptik.

2.3.4 Sterilisasi

Inisiasi kultur yang bebas dari kontaminan merupakan langkah yang sangat
penting. Bahan tanaman dari lapangan mengandung debu, kotoran-kotoran dan
berbagai kontaminan hidup pada permukaannya. Kontaminan hidup dapat berupa
cendawan, bakteri, serangga, dan telur inserta spora-spora. Umumnya cendawan
berasal dari internal tanaman tetapi untuk bakteri berasal dari internal maupun dari
neksternal tanaman. Bila kontaminan ini tidak dihilangkan, maka pada media
yang mengandung gula, vitamin, dan mineral, kontaminan terutaman cendawan
dan bakteri akan tumbuh secara cepat ( Gunawan, 1988).

Kontaminan akan memenuhi seluruh botol kultur dalam beberapa hari
sehingga eksplan akan tertutup dan mati. Kontaminan tersebut dapat
ditanggulangi dengan sterilisasi ruang kerja (dengan LAF), sterilisasi media dan

alat-alat, serta sterilisasi eksplan (Indrianto, 2002).

2.4 Kultur Kalus

Kalus adalah proliferasi massa jaringan yang belum terdiferensiasi. Massa
sel ini terbentuk di seluruh permukaan irisan eksplan, sehingga semakin luas
permukaan irisan eksplan semakin cepat dan banyak kalus yang terbentuk

(Hendaryono dan Wijayani, 1994). Terbentuknya kalus pada bagian eksplan yang
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terluka disebabkan oleh otolisis sel, dan dari sel yang rusak tersebut akan
dihasilkan senyawa-senyawa yang akan merangsang pembelahan sel pada lapisan
berikutnya (Gunawan, 1992).

Berdasarkan perubahan ukuran sel, metabolisme dan penampakan kalus ,
proses perubahan dari eksplan menjadi kalus dapat dibagi menjadi tiga tahap
yaitu induksi, pembelahan dan diferensiasi. Pada tahap induksi sel tiap untuk
membelah, metabolism menjadi aktif dan ukuran sel tetap konstan. Tahap
pembelahan, sel aktif membelah atau bersifat meristematik dan terjadi penurunan
ukuran sel. Akhir pertumbuaha kalus ditandai dengan peningkatan diferensiasi
dicirikan dengan pembesaran sel, sel menjadi bervakuola dan penurunan laju
pembelahan (Alitalia, 2008).

Metabolit sekunder pada umumnya meningkat pada fase stasioner. Hal ini
dimungkinkan karena danya peningkatan vakuola makanan sel atau akumulasi.
Pada fase stasioner pertumbuahan terhenti dan terjadi kematian sel, hal ini karena
sejumlah nutrisi telah berkurang atau menjadi akumulasi senyawa toksik yang
dikeluarkan kalus dalam medium. Pada fase ini harus dilakukan subkultur agar
kalus tetap hidup (Darwati, 2007).

Kombinasi zat pengatur tumbuh yang ditambahkan ke dalam medium
merupakan faktor utama penentu keberhasilan kultur in vitro kalus. Zat pengatur
tumbuh (ZPT) yang sering digunakan untuk menginduksi pembentukan kalus
adalah auksin. Diantara golongan auksin yang umum digunakan pada media
kultur jaringan adalah 2,4-D dan IAA. 2,4-D memiliki sifat lebih stabil karena

tidak mudah terurai oleh enzim-enzim yang dikeluarkan oleh sel tanaman ataupun
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oleh pemanasan pada proses sterilisasi. Selain pemberian auksin, pemberian
sitokinin dalam kultur kalus berperan penting dalam memicu pembelahan dan
pemanjangan sel sehingga dapat mempercepat perkembangan dan pertumbuhan

kalus (Indah dan Ermavitalini, 2013).

2.4.1 Tekstur Kalus

Tekstur kalus merupakan penanda yang digunakan untuk menilai kualitas
suatu kalus. Tekstur kalus dapat dibedakan menjadi tiga macam yaitu kompak
(non friable), intermediet dan remah (friable) (Andaryani, 2010). Kalus yang baik
untuk digunakan sebagai bahan penghasil metabolit sekunder yaitu memiliki
tekstur kompak (non friable). Tekstur kalus kompak dianggap baik karena dapat
mengakumulasikan metabolit sekunder lebih banyak (Indah dan Ermavitalini,
2013). Menurut Ariati (2012), kalus yang memiliki tekstur yang kompak
umumnya memilki ukuran sel kecil dengan sitoplasma padat, inti besar, dan
memiliki banyak pati gandum (karbohidrat). Kalus kompak memilki struktur
seperti nodul. Nodul merupakan massa proembrionik dan dapat digunakan sebgai
inokulum untuk induksi sebagai embrio somatik. Pembentukan kalus dapat
diinduksi dengan cara mengatur pemberian zat pengatur tumbuh dengan jenis dan
konsentrasi yang tepat.

Kalus remah merupakan kalus yang baik untuk perbanyakan jaringan.
Kalus remah ialah kalus yang tumbuh terpisah-pisah menjadi bagian-bagian yang
kecil, mudah lepas, dan mengandung banyak air (Sitorus, 2011). Kalus yang
remah dapat diperoleh dengan cara melakukan sub kultur berulang-ulang dengan

medium padat. Pembentukan kalus dipengaruhi oleh zat-zat tertentu dalam
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medium seperti zat pengatur tumbuh. Konsentrasi 2,4 D dan ekstrak khamir yang
tinggi akan menghasilkan kalus bertekstur remah (friable) (Rahayu dkk., 2003).
Penelitian yang telah dilakukan oleh Yelnititis (2012) menyatakan bahwa
induksi kalus daun Ramin (Gonystylus bancanus (Miq) Kurz.) dengan
menggunakan penambahan 2,4-D 5 mg/L diinkubasi selama delapan minggu
dapat menghasilkan kalus yang kompak, pada kombinasi 2,4-D 5 mg/L +
thidiazuron 1 mg/L diinkubasi selama delapan minggu dapat menghasilkan kalus
yang intermediet, sedangkan pada kombinasi 2,4-D 6 mg/L + thidiazuron 1 mg/L
diinkubasi selama delapan minggu dapat menghasilkan kalus dengan tekstur

remah. Gambar tektur kalus ramin dapat dilihat pada gambar 2.3

A ' (B) ©)

Gambar 2.3. Tekstur Kalus Daun Ramin (Gonystylus bancanus (Miq) Kurz.)
ditunjukan pada huruf; (A) kalus remah, (B) kalus kompak, (C) kalus intermediet
(Yelnititis, 2012).

2.4.2 Warna Kalus

Warna kalus juga merupakan indikator dalam pertumbuhan kalus. Kalus
yang baik adalah berwarna putih yang menandakan kalus dalam keadaan
membelah. Warna kalus mengidentifikasi keberadaan klorofil, semakin hijau

warna kalus semakin banyak pula kandungan klorofilnya dalam kalus (Dwi et al.,
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2012). Warna kalus yang hijau disebabkan oleh peningkatan konsentrasi sitokinin
yang tinggi. Sitokinin yang ditambahkan dalam media mampu menghambat
perombakan butir—butir Klorofil karena sitokinin mampu mengaktifkan proses
metabolisme dalam sintesis protein (Wardani, 2004). Penelitian terdahulu oleh
Lutviana (2012) menyatakan dengan penambahan ZPT dan NaCl dapat
mempengaruhi warna kalus pada kultur kalus bunga matahari dari bahan eksplan
berupa kotiledon, warna-warna kalus bunga matahari dapat ditunjukkan pada

gambar 2.4.

=

Gambar 2.4. Kategori skoring warna kalus pada eksplan kotiledon
Helianthus annus L.; (1) kalus berwarna hijau keputihan (2) kalus berwarna
hijau kekuningan (3) kalus berwarna hijau kecoklatan (4) kalus berwarna
coklat (5) kalus berwarna coklat tua (Lutviana, 2012).

Kondisi warna kalus yang bervariasi menurut Hendaryono dan Wijayani
(1994) bisa disebabkan oleh adanya pigmentasi, pengaruh cahaya dan bagian
tanaman yang dijadikan sebagai sumber eksplan. Tanda bahwa kalus yang
diregenerasikan dapat membentuk tunas antara lain terjadinya perubahan warna
dari kecoklatan atau dari kuning menjadi putih kekuningan selanjutnya menjadi
kehijauan, perubahan warna tersebut merupakan tanda adanya morfogenesis

(Lestari dan Mariska, 2003).
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2.5 Zat Pengatur Tumbuh

Zat pengatur tumbuh merupakan senyawa organik bukan nutrisi yang dalam
konsentrasi yang rendah dapat mendorong, menghambat atau secara kualitatif
mengubah pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Davies, 2004). Salah satu
zat pengatur tumbuh yang sering digunakan adalah giberelin yang banyak
berperan dalam mempengaruhi berbagai proses fisiologi tanaman. Zat pengatur
tumbuh terdiri dari golongan sitokinin dan auksin. Auksin mempunyai peran
ganda tergantung pada struktur kimia, konsentrasi, dan jaringan tanaman yang
diberi perlakuan. Pada umumnya auksin digunakan untuk menginduksi
pembentukan kalus, kultur suspensi, dan akar, yaitu dengan memacu pemanjangan
dan pembelahan sel di dalam jaringan kambium (Pierik, 1987).

Salisbury dan Ross (1995) zat pengatur tumbuh yang ditambahkan dapat
bersifat aktif, jika tiga bagian utama dalam sistem respon terpenuhi yaitu zat
pengatur tumbuh harus ada dalam jumlah yang cukup di sel yang tepat, zat
pengatur tumbuh harus dikenali dan diikat erat oleh protein penerima dalam
jaringan sasaran dan protein penerima tersebut harus menyebabkan perubahan
metabolik yang mengarah pada penguatan isyarat sehingga dapat menimbulkan
respon.

Zat pengatur tumbuh tanaman berperan penting dalam mengontrol proses
biologi dalam jaringan tanaman (Gaba, 2005). Perannya antara lain mengatur
kecepatan pertumbuhan dari masing-masing jaringan dan mengintegrasikan
bagian-bagian tersebut guna menghasilkan bentuk yang Kkita kenal sebagai

tanaman. Aktivitas zat pengatur tumbuh di dalam pertumbuhan tergantung dari
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jenis, struktur kimia, konsentrasi, genotipe tanaman serta fase fisiologi tanaman
(Dodds dan Roberts, 1982). Dalam proses pembentukan organ seperti tunas atau
akar ada interaksi antara zat pengatur tumbuh eksogen yang ditambahkan ke
dalam media dengan zat pengatur tumbuh endogen yang diproduksi oleh jaringan
tanaman (Winata, 1987).

Penambahan auksin atau sitokinin ke dalam media kultur dapat
meningkatkan konsentrasi zat pengatur tumbuh endogen di dalam sel, sehingga
menjadi “faktor pemicu” dalam proses tumbuh dan perkembangan jaringan.
Untuk memacu pembentukan tunas dapat dilakukan dengan memanipulasi dosis

auksin dan sitokinin eksogen (Poonsapaya et al., 1989).

2.5.1 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid) dan Pengaruhnya terhadap

Kultur Jaringan Kalus

Auksin mempengaruhi pemanjangan suatu sel dengan cara mengaktifkan
beberapa enzim yang dapat menurunkan pH pada dinding sel. Enzim tersebut
bekerja memutuskan ikatan polisakarida dinding sel da pertumbuhan yang cepat.
Respon auksin terutama pada bagian epidermis. Auksin mengaktifkan gen di
epidermis dengan cara mengembangkan dinding epidermis kemudian sel
epidermis memanjang lebih cepat, dan pemanjangan ini menyebabkan sel
subepidermis yang menempel padanya juga memanjang (Salisbury dan Ross,

1995).
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Gambar 2.5. Struktur molekul 2,4-D (Fitrianti, 2006)

2,4-D (2,4 Dichlorophenoxyacetic Acid) merupakan jenis dari auksin
sintetik yang banyak ditambahkan ke dalam medium kultur jaringan. 2,4-D
merupakan senyawa sintetis yang dapat digunakan sebagai alat pengatur tumbuh
mapun sebagai herbisida. Pemberian 2,4 D dalam jumlah kecil dapat memberikan
respon petumbuhan tapi jika diberikan dalam jumlah yang banyak dapat berfungsi
sebagai herbisida yang menyebabkan kematian pada jaringan (Hendaryono dan
Wijayani (1994).

Fajroti (2012) dalam penelitiannya menyatakan bahwa konsentrasi 2,4-D
memberikan pengaruh yang berbeda pada pertumbuhan kalus yang ditunjukkan
oleh hari munculnya kalus, warna dan tekstur kalus. Berat basah kalus tertinggi
pada daun yaitu konsentasi 2,4-D 4 mg/L dengan berat rata-rata 0,216 gram,
sedangkan berat basah kalus tertinggi pada petiol yaitu konsentrasi 2,4-D 6 mg/L
dengan berat rata-rata 0,143 gram. Hasil dari penelitian Hajjah (2012)
menunjukkan pengaruh pemberian ZPT 2,4-D (Dichlorophenoxyacetic Acid)
terhadap kandungan isoflavon kalus beberapa varietas kedelai (Wilis, Tidar,

Anjasmoro dan Detam). Kandungan senyawa isoflavon tertinggi dihasilkan oleh
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kultur kalus varietas Anjasmoro pada konsentrasi 1 mg/L yaitu sebanyak 6067.69

ppm.

2.5.2 Kinetin (6-Furfuryl Amino Purine) dan Pengaruhnya terhadap Kultur

Jaringan Kalus

Sitokinin yang biasa digunakan dalam Kkultur jaringan adalah Kkinetin.
Kinetin berfungsi mendorong pembelahan sel dan sintesis protein. Kinetin adalah
kelompok sitokinin yang berfungsi untuk pengaturan pembelahan sel dan
morfogenesis. Dalam pertumbuhan jaringan, sitokinin bersama-sama dengan
auksin memberikan pengaruh interaksi terhadap deferensiasi jaringan (Sriyanti
dan Wijayani, 1994). Dalam penelitian Wardani dkk. (2004) hormon kinetin yang
ditambahkan dalam media ternyata menunjukkan beda nyata pada taraf 5%, tetapi
hanya kinetin pada konsentrasi 1,5 mg/l saja yang efektif untuk meningkatkan laju
pertumbuhan kalus, jadi Kinetin dengan konsentrasi di bawah 1,5 mg/l belum

mampu mendorong peningkatan laju pertumbuhan kalus.

H2- I l
| :o:
NH
N“Z IN\
L
N NH
Kinetin (BM : 215.22 g / mol)

Gambar 2.6. Struktur molekul Kinetin (Fitrianti, 2006)
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Kinetin berfungsi mendorong pembelahan sel dan sintesis protein.
Pemberian Kinetin menyebabkan perubahan metabolisme sehingga terjadi
penimbunan asam amino, fosfat dan gula di tempat-tempat pemberian sitokinin,
hal ini menyebabkan pertumbuhan sel. Selain itu kinetin mempunyai struktur
mirip adenin yang terdapat pada DNA dan RNA yang berperan dalam sintesis
protein (Wardani dkk., 2004).

Penelitian sebelumnya menyatakan konsentrasi zat pengatur tumbuh yang
optimal untuk berat segar kalus sambung nyawa adalah 2,4-D 0,5 mg/L dan
kinetin 0,5 mg/L, menghasilkan rerata berat segar kalus sambung nyawa tertinggi
yaitu 0,4749 gram dan untuk berat kering kalus sambung nyawa pada pemberian
variasi ZPT 2,4-D 2,0 mg/L dan kinetin 1,0 mg/L menghasilkan rerata berat
kering kalus sambung nyawa tertinggi yaitu 0,0240 gram (Indriani dkk., 2016).

Pemberian kombinasi 2,4-D dan Kkinetin pada induksi kalus kotiledon
sambiloto dapat mempengaruhi pertumbuhan kalus dengan konsentrasi optimal
pada 2,4-D 1 mg/L dan kinetin 1 mg/L dapat menghasilkan kalus dengan berat
0,33 gr (Rukmi, 2013). Sedangkan untuk kombinasi ZPT yang paling sesuai untuk
pertumbuhan kalus dari eksplan daun Vitex trifolia adalah 2,4 D 1 mg/L + Kinetin
1mg/L (Puspitasari dan Soegihardjo, 2002).

2.5.3 Interaksi Auksin dan Sitokinin terhadap Pertumbuhan Kalus

Auksin yang dikombinasikan dengan sitokinin mendorong pertumbuhan
kalus, suspensi sel dan organ, juga mengatur morfogenesis. Pada tingkat seluler
auksin mengontrol proses dasar yaitu pembelahan sel dan pemanjangan sel.

Selama auksin dapat menginisasi pembelahan sel berarti terlibat dalam
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pembentukan meristem yang selanjutnya berkembang menjadi jaringan yang
belum terspesifikasi menjadi suatu organ (George, 2008).

Sitokinin merupakan senyawa yang dapat meningkatkan pembelahan sel
pada jaringan tanaman serta mengatur pertumbuhan dan perkembangan tanaman.
Peran auksin dan sitokinin nyata dalam pengaturan pembelahan sel, pemanjangan
sel, diferensiasi sel serta pembentukan organ. Pemberian sitokinin ke dalam
medium kultur jaringan penting untuk menginduksi perkembangan dan
pertumbuhan eksplan. Senyawa tersebut meningkatkan pembelahan sel, poliferasi
pucuk dan morfogenesis (Zulkarnain, 2014).

AUXIN CYTOKININ

ragh Effect of auxin + cytokinin

Low

Root formation on cuttings

— Callus initiation in mMonocots

First stage of embryogenesis

Adventitious root formation
from callus

Caillus initiation In dicots S r—

—— AV ENTHOUS SNOOT 1OMMANION S—

Axillary shoot proliteration -—
in shoot cultures

Low Hon

Gambar 2.7. Interaksi auksin dan sitokinin dalam kultur jaringan tumbuhan
(George, 2008).

Penelitian terdahulu oleh Argaloka (2013) menyatakan kombinasi terbaik
dalam menumbuhkan kalus Acacia mangium adalah 1mg/l BAP + 2mg/l 2,4-D.
Kombinasi tersebut mampu menumbuhkan kalus pada hari ke-29 dengan
persentase 83,3% untuk seluruh eksplan. Sedangkan pada induksi kalus nilam

diperlukan penambahan NAA dan Kinetin, konsentrasi optimum terhadap laju



32

pertumbuhan kalus nilam (Pogostemon cablin (Blanco) Bth.) diperoleh pada
konsentrasi 2 mg/l NAA dan 1,5 mg/l kinetin (Trimulyono dkk., 2004).

Dalam penelitian induksi kalus Aglaonema menyatakan Kombinasi zat
pengatur tumbuh 0,1 ppm 2,4-D and 1 ppm BAP adalah kombinasi yang sesuai
untuk induksi kalus untuk Aglaonema sp. cv. Dynamic Ruby (Wahyuni dkk.,
2014). Formulasi media terbaik untuk induksi kalus Artemisia annua L. adalah
MS dengan penambahan BAP 0.5 mg/1 dan NAA 0.5 mg/1 dengan bobot basah
kalus 844,4 mg, bobot kering kalus 216,6 mg, kandungan artemisinin 0,73%, dan

bobot total artemisinin 1,58 mg (Purnamaningsih dan Ashrina, 2011).



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Percobaan
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dua faktor. Faktor pertama adalah auksin jenis

2,4-D terdiri dari:

0 mg/ L (DO)

0,5 mg/ L (D1)

1 mg/ L. (D2)

1,5mg/ L (D3)

2 mg/ L. (D4)

2,5 mg/L (D5)

3 mg/L (D6)

Faktor kedua adalah sitokinin jenis Kinetin dengan terdiri dari:

0 mg/L (KO)

0,5 mg/ L (K1)

1 mg/ L (K2)

1,5mg/ L (K3)

2 mg/ L (K4)
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Kombinasi perlakuan akan disajikan pada tabel 3.1 sebagai berikut:
Tabel 3.1. Kombinasi Perlakuan 2,4-D dan Kinetin

Kinetin (mg/L

Perlakuan 0 05 1 15 >

0 KODO K1DO0 K2D0 K3DO0 K4DO0
~ 0,5 KOD1 K1D1 K2D1 K3D1 K4D1
> 1 KOD2 K1D2 K2D2 K3D2 K4D2
E 1,5 KOD3 K1D3 K2D3 K3D3 K4D3
0 2 KOD4 K1D4 K2D4 K3D4 K4D4
N, 2,5 KOD5 K1D5 K2D5 K3D5 K4D5

3 KOD6 K1D6 K2D6 K3D6 K4D6

3.2 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli — Oktober 2017 di

Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan

Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Alat dan Bahan

3.3.1 Alat

Alat yang digunakan antara lain oven, gelas ukur, pipet, beaker glass,

timbangan analitik, lemari es, pH meter, hot plate and magnetic stirer, botol

kultur, plastik tahan panas petromax, karet gelang, autoclaf, laminar air flow

(LAF), alat diseksi (pinset, blade, scapel), cawan petri, bunsen, korek api,

alluminium foil, rak kultur, kertas label dan tisu.

3.3.2 Bahan

Bahan utama yang digunakan adalah bagian hipokotil dari tanaman jinten

hitam (Nigella sativa L.) sebagai eksplan yang akan ditanam pada media. Bahan

untuk sterilisasi adalah aquades, alkohol 70%, alkohol 96%, desinfektan, aquades

steril dan antiseptik. Media dasar yang digunakan adalah media MS (Murashige &
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Skoog). ZPT yang digunakan yaitu Kinetin dan 2,4-D. Bahan bahan lain untuk

pembuatan media adalah gula dan agar agar.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Tahap Persiapan
3.4.1.1 Sterilisasi Alat

Langkah kerja dalam sterilisasi alat adlah alat-alat scalpel, pinset, gunting,
alat-alat gelas dan botol kultur dicuci dengan detergen cair dan dibilas dengan air
bersih kemudian dikeringkan dengan oven selama 3 jam dengan suhu 121°C.
Alat-alat scalpel, pinset, gunting dan cawan petri dibungkus dengan kertas dan
selanjutnya disterilkan dengan autoklaf suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama

30 menit.

3.4.1.2 Pembuatan Stok Hormon

Pembuatan larutan stok bertujuan untuk memudahkan dalam pembuatan
media. Langkah kerja dalam pembuatan larutan stok hormon dengan konsentrasi
100 mg/l dalam 100 ml aquades adalah dengan menimbang serbuk Kinetin dan
2,4-D sebanyak 0,1 gr kemudian ditambahkan aquades sebanyak 100 ml dalam
gelas ukur yang berbeda. Larutan dihomogenkan sampai larutan tercampur merata

dan dimasukkan dalam botol masing-masing diberi label.

3.4.1.3 Pembuatan Media
Pembuatan media, pertama dengan cara memasukkan 3,34 gr media MS
instan ke dalam erlenmeyer berukuran 1 liter, selanjutnya ditambahkan sukrosa 30

gr kemudian ditambahkan aquades steril hingga volume larutan menjadi 1 liter,
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kemudian diaduk dengan menggunakan hotplate stirer hingga larutan homogen.
Selanjutnya ditambahkan agar 8,5 gr, kemudian dipanaskan di atas hotplate stirer
hingga mendidih. Kemudian setelah mendidih diangkat gelas erlenmeyer dan
dituangkan kedalam setiap perlakuan hormon, lalu di ukur pH nya apabila pH
terlalu asam ditambahkan NaOH pabila pH terlalu dasa di beri larutan HCI hingga
mencapai pH 5,8 — 5,9. Setelah itu dimasukkan kedalam botol kultur, ditutup
dengan alumunium foil. Disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121° C selama 30

menit.

3.4.1.4 Sterilisasi Ruangan

Disiapkan alat untuk menanam eksplan seperti petridish, scarpel, pinset dan
busen. Dibersihkan meja LAF dan di semprot dengan alcohol 70% lalu di
semprotkan lagi dengan alkohol absolut (96%). Kemudian ditutup LAF dan

disterilkan dengan lampu UV selama 45-60 menit.

3.4.1.5 Sterilisasi Eksplan

yang sama besar dan biji yang kondisinya utuh. Diletakkan ke dalam beaker glass
dialiri air dengan air keran selama 1-2 jam kemudian dipindahkan ke dalam gelas
erlenmeyer ukuran 500 ml. Ditambahkan aquades 200 ml dan 3 ml detergen cair
selanjutnya dishaker selama 20 menit hingga bersih, lalu dibilas dengan aquades
steril sebanyak 3 kali dan dipindahkan eksplan biji ke dalam gelas erlenmeyer
ukuran 500 ml yang berbeda. Selanjutnya ditambahkan aquades sebanyak 200 ml

dan 2 ml Dithane (fungisida) kemudian dishaker selama 10 menit. Dibilas biji
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jintan hitam dengan aquades 3 kali sampai bersih dan dipindahkan dalam gelas
erlenmeyer ukuran 500 ml berbeda. Ditambahkan aquades 100 ml dan 2 ml agrept
aquades 3 kali sampai bersih dan dipindahkan dalam gelas erlenmeyer ukuran 500
ml. Direndam kedalam alkohol 70% selama 1 menit lalu dibilas dengan aquades
steril didalam LAF sebanyak 3 kali, dicuci dengan NaOCI dengan konsentrasi

hitam dengan aquades sebanyak 3 kali (Alemi et.l., 2012).

3.4.2 Penanaman Eksplan Biji

Diambil eksplan yang sudah disterilkan, diletakkan diatas cawan petri, lalu
ditanaman pada medium masing-masing perlakuan ke media %2 MS dengan tanpa
penambahan ZPT hal ini dilakukan di Laminar air flow dan setiap langkah yang
dilakukan didekat api bunsen. Setelah selesai penanaman eksplan ditutup botol

kultur dengan plastik dan karet gelang.

3.4.3 Induksi Kalus

berumur 21 HST, selanjutnya kecambah disubkultur kedalam media perlakuan
MS dengan penambahan berbagai kombinasi ZPT 2,4-D dan kinetin dengan total
35 perlakuan kombinasi. Penanaman eksplan dilakukan dengan cara diambil
kecambah pada botol kultur dipotong bagian kotiledon hingga hipokotil sepanjang
1 cm - 1,5 cm, lalu ditanamkan kedalam media perlakuan induksi kalus. Hal ini

dilakukan di Laminar Air Flow dan setiap langkah yang dilakukan didekat api
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bunsen. Setelah selesai penanaman eksplan ditutup botol kultur dengan plastik

dan karet gelang.

3.5 Teknik Pengambilan Data

Pengamatan dilakukan dengan 2 tahap :

1. Pengamatan dilakukan setiap hari untuk melihat respon eksplan dan hari

pertama munculnya kalus, serta ada tidaknya kontaminasi pada eksplan.

2. Pengamatan akhir yang dilakukan setelah (42 HST) 6 minggu penanaman

terdiri dari pengamatan warna kalus, tekstur kalus, berat kalus dan

persentase tumbuh kalus.

Parameter pengamatan :

a.

Pengamatan hari munculnya kalus, diamati perubahan eksplan
membentuk kalus setiap hari setelah inisiasi.
Persentase tumbuhnya kalus diamati pada hari terakhir dengan

menghitung luasan bagian eklplan yang berkalus, dengan rumus:

luas kalus yang terbentuk

X 100%

Persentase tumbuh kalus = :
luas eksplan yang ditanam

Berat kalus ditimbang berat basah kalus yang didapat setiap perlakuan

pada pengamatan terakhir

. Pengamatan warna kalus diamati perubahan warna yang terjadi pada

setiap kalusnya.
Tekstur kalus diamati secara visual pada penampakan kalus yaitu kalus

remah, kalus kompak, dan kalus intermediet.
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3.6 Analisa Data

Data pengamatan berupa data kualitatif dan kuantitatif. Data kuantitatif
berupa hari munculnya kalus, berat kalus, prosentase eksplan berkalus dan
prosentase tumbuh kalus. Data dianalisis dengan menggunakan analisis variansi
(ANOVA) untuk mengetahui adanya pengaruh pemberian kombinasi ZPT 2,4-D
dan kinetin pada media MS terhadap induksi kalus jintan hitam. Apabila terdapat
perbedaan yang nyata maka dilanjutkan dengan DMRT pada tahap 5%.

Data hasil pengamatan selain dianalisis dengan menggunakan analisis
variansi, juga dianalisis integrasi Sains dan Islam dengan menggunakan
pendekatan spiritual dan nilai-nilai Islam. Analisis ini dikaitkan dengan sumber
ayat-ayat Al-Qur’an dan Hadist sebagai pegangan umat muslim yang sesuai
dengan penelitian serta pemikiran dalam pandangan Islam. Analisis ini berguna
sebagai petunjuk arah fungsi sebenarnya penelitian ilmuwan islam dan sebagai

khalifah di muka bumi.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Pengaruh Pemberian Berbagai Konsentrasi 2,4-D pada Media Dasar MS
terhadap Pertumbuhan Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.)
Hasil analisis variansi (ANAVA) menunjukkan bahwa zat pengatur tumbuh
2,4-D memberikan pengaruh nyata terhadap induksi kalus jintan hitam (Nigella

sativa L.) (Lampiran 1). Ringkasan hasil analisis variansi disajikan pada tabel 4.1.

Tabel 4.1. Ringkasan Hasil Analisis Variansi (ANAVA) Pengaruh Pemberian
Berbagai Konsentrasi 2,4-D terhadap Pertumbuhan Kalus Jintan
Hitam (Nigella sativa L.)

Variabel pengamatan F hitung F Tabel 5%
Hari muncul Kalus 15,167* 2,23
Persentase Tumbuh Kalus 38,290* 2,23
Berat Kalus 36,671* 2,23

Keterangan: Tanda (*) menunjukkan pemberian 2,4-D berpengaruh nyata
terhadap variabel pengamatan. Nilai (F hitung > F tabel) maka terdapat pengaruh
nyata.

Berdasarkan hasil ANAVA, menunjukkan bahwa pemberian berbagai
konsentrasi 2,4-D berpengaruh nyata terhadap ketiga variabel pengamatan yaitu;
hari muncul kalus, persentase tumbuh kalus dan berat kalus. Hal ini dapat dilihat
dari nilai F hitung semua variabel pengamatan lebih besar dari nilai F tabel 5%.
Sehingga perlu dilakukan uji lanjut dengan uji Duncan Multiple Range Test

(DMRT) 5%. Berikut hasil uji lanjut DMRT 5% disajikan dalam tabel 4.2.

41
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Tabel 4.2 Hasil Uji DMRT 5% Pengaruh 2,4-D terhadap Pertumbuhan Kalus

Jintan Hitam (Nigella sativa L.)

Konsentrasi Hari muncul TuF:BSuer? tsztius Berat Kalus
2,4-D (mg/L) kalus (HST) o (gr)
(%0)
0 35,60c 3,00a 0,0072a
0,5 26,20b 31,67b 0,0482b
1 22,47ab 51,67c 0,1097c
1,5 20,00a 63,67¢C 0,1452d
2 18,27a 65,67¢C 0,1501d
2,5 19,07a 69,67c 0,1563d
3 20.80a 70,67¢c 0,1490d

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada
uji DMRT 0,05.

Berdasarkan hasil uji DMRT 5% ditunjukkan tabel 4.2, pada variabel hari
muncul kalus perlakuan konsentrasi yang optimal menginduksi kalus jintan hitam
pada 2 mg/L 2,4-D dengan 18,27 HST dapat menginduksi kalus jintan hitam,
namun dari hasil uji DMRT 5% perlakuan 2 mg/L tidak berbeda nyata dengan
perlakuan 1 mg/L dan 1,5 mg/L 2,4-D dengan hari muncul kalus selama 22,47
HST dan 20,00 HST. Munculnya kalus pada eksplan diawali dengan adanya
bagian eksplan yang tumbuh membesar atau membengkak lalu dibagian tersebut
terdapat jaringan-jaringan yang tumbuh secara aktif dan  tidak dapat
didiferensiasikan, proses tersebut yang mengawali terjadinya kalus.

Menurut Ajijah dkk., (2010) mengatakan bahwa pembengkakan pada
eksplan adalah tahap awal pembentukan kalus yang mengindikasikan adanya
aktifitas sel pada eksplan. Proses pembengkakan pada jaringan eksplan

dilanjutkan dengan mulai tumbuh kalus dengan ditandai terdapat jaringan yang

tidak terdiferensiasi. Menurut Gunawan, (1995) dalam Sulandjari, (2008), kalus
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merupakan kumpulan zat-zat amorf yang terjadi dari sel-sel jaringan yang
membelah diri terus-menerus.

Penelitian yang dilakukan oleh Fajroti (2013) menyatakan bahwa pemberian
2,4-D tunggal dengan konsentrasi 2 mg/L dapat menginduksi kalus dengan cepat
rata-rata 16,3 hari setelah tanam pada eksplan daun purwoceng (Pimpinella alpina
Molk.). Konsentrasi 2 mg/L 2,4-D juga dapat menginduksi kalus dengan waktu
yang singkat pada eksplan daun pegagan (Centella asiatica) dalam penelitian
Nazza (2013) menyatakan bahwa media yang disuplementasi dengan ZPT 2,4-D 2
mg/L dapat men/ginduksi kalus dengan rata-rata 1,25 hari. Menurut Indah dan
Ermavitalini (2013) apabila dibandingkan dengan auksin lainnya seperti I1AA, 2,4-
D menunjukkan aktifitas yang lebih kuat dan optimal ini disebabkan karena 2,4-D
mem/iliki gugus karboksil yang dipisahkan oleh karbon atau karbon dan oksigen.

Pemberian berbagai konsentrasi 2,4-D berpengaruh terhadap variabel
persentase tumbuh kalus, tabel 4.2 menunjukkan bahwa perlakuan 3 mg/L 2,4-D
menghasilkan rata-rata persentase tumbuh kalus tertinggi dengan 70,67% eksplan
tumbuh kalus, namun dari hasil uji DMRT 5% konsentrasi 3 mg/L 2,4-D tidak
berbeda nyata dengan lebih rendah 1 mg/L, 1,5 mg/L, 2 mg/L dan 2,5 mg/L 2,4-D
dengan hasil persentase kalus sebesar 51,67%, 63,67%, 65,67% dan 69,67%.
Hasil penelitian oleh Fajroti (2013) menunjukkan konsentrasi 4 mg/L 2,4-D dapat
menhasilkan kalus purwoceng dengan persentase 100%.

Menurut George et al. (2008) menyatakan bahwa zat pengatur tumbuh dari
golongan auksin dalam kultur jaringan salah satunya berperan dalam proses

pembentukan kalus, sedangkan pemilihan jenis dan konsentrasinya ditentukan
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oleh tipe pertumbuhan dan perkembangan eksplan. Pemberian berbagai
konsentrasi zat pengatur tumbuh 2,4-D juga berpengaruh pada variabel berat
kalus. Tabel 4.2 menunjukkan bahwa berat kalus tertinggi pada perlakuan 2,5
mg/L 2,4-D dengan rata-rata berat kalus 0,1563gr. Namun dari hasil uji DMRT
5% perlakuan 2,5 mg/L tidak berbeda nyata dengan perlakuan 1,5 mg/L dan g/L
2,4-D dengan berat kalus 0,1452 gr dan 0,1501 gr.

Penelitian terdahulu oleh Kasmiyati dkk, (2007) menyatakan kalus tanaman
Pseuderanthemum accuminatissium dengan penambahan ZPT 2,4-D pada
konsentrasi 1,5 mg/L menghasilkan berat kalus yang optimal dengan berat basah
0,349gr dan berat kering 0,050gr. Menurut Rahayu dkk,. (2003) perlakuan 3 mg/L
2,4-D memberikan nilai tertinggi diantara perlakuan yang lain yaitu 10160 mg,
sedangkan perlakuan 0 mg/L 2,4-D mempunyai nilai rata-rata terendah yaitu 2900
mg. Semakin tinggi konsentrasi 2,4-D yang digunakan, maka semakin meningkat
berat basah kalus Menurut Pierik (1987), ZPT jenis 2,4-D merupakan auksin yang
sering dipakai untuk menginduksi kalus tetapi pada konsentrasi yang tinggi (>10
mg/L) merupakan herbisida dan menyebabkan mutasi. Selain itu konsentrasi
tinggi juga mampu menghambat pertumbuhan kalus bahkan dapat menyebabkan
kematian sel.

Bhojwani dan Razdan (1983) dalam Kasmiyati dkk (2007), menyatakan
bahwa senyawa 2,4-D pada konsentrasi tinggi berfungsi sebagai herbisida yang
dapat mematikan sel tanaman, namun pada konsentrasi rendah berfungsi sebagai
auksin yang dapat mendorong pembelahan sel tanaman. Pengaruh auksin terhadap

pertumbuhan jaringan diduga menginduksi sekresi ion H* keluar melalui dinding
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sel. Pengasaman dinding sel menyebabkan K* diambil, pengambilan ini
mengurangi potensial air dalam sel; akibatnya air mudah masuk ke dalam sel dan
sel akan membesar (Harjoko, 1999).

Menurut Salisbury dan Ross (1995) menjelaskan tentang mekanisme auksin,
mekanisme ini dikenal sebagai hipotesis pertumbuhan-asam, menyatakan bahwa
auksin menyebabkan sel mengeluarkan H* ke dinding sel primer yang
mengelilinginya dan bahwa ion H* ini kemudian menurunkan pH sehingga terjadi
pengenduran dinding dan pertumbuhan yang cepat. pH rendah ini diduga bekerja
dengan cara mengaktifkan beberapa enzim perusak dinding sel tertentu, yang
tidak aktif pada pH yang lebih tinggi. Enzim tersebut diduga memutuskan
polisakarida dinding, sehingga memungkinkan dinding sel lebih mudah
merenggang. Berikut disajikan gambar analisis regresi hari muncul Kkalus,

persentase pertumbuhan kalus dan berat kalus.

F Pengaruh 2,4-D terhadap Hari Muncul Kalus

y-=3,8x? - 15,89x + 34,686
R*=0,983

Seriesl

—— Poly. (Series1)

10

0 1 2 3 4
Konsentrasi 2,4-D (mg/L)

Gambar 4.1 Hubungan antara Konsentrasi 2,4-D (mg/L) dengan Hari Muncul
Kalus (HST) dari Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.)
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Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.1 untuk variabel
pengamatan hari muncul kalus membentuk garis kuadratik dengan y = 3,8x* -
15,89x + 34,686 dan nilai determinasi R? = 0,983, terdapat hubungan antara
perlakuan konsentrasi 2,4-D terhadap hari muncul kalus yaitu sebesar 98,3%.
Pada hasil analisis deferensial dengan persamaan y = 3,8x* - 15,89x + 34,686
bahwa perlakuan konsentrasi 2,4-D terhadap hari muncul kalus mencapai titik
puncak optimum pada konsentrasi 2,4-D yang efektif untuk munculnya kalus

jintan hitam adalah 2,09 mg/L dengan hari muncul kalus 18,07 hari setelah tanam

(HST).
Pengaruh 2,4-D terhadap Persentase Tumbuh
Kalus
80
70 y =-11,587x% + 55,619x + 5,0873
2 _
0 R?=0,9898
R 50
§ 40 oy |
E 30 eries
20 ——Poly. (Series1)
10
0
0 1 2 3 4
Konsentrasi 2,4-D (mg/L)

Gambar 4.2 Hubungan antara Konsentrasi 2,4-D (mg/L) dengan Persentase
Tumbuh Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.)

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.2 untuk variabel
pengamatan persentase tumbuhnya kalus membentuk garis kuadratik dengan y = -
11,587x% + 55,619x + 5,0873 dan determinasi R? = 0,9898, artinya terdapat

hubungan yang erat antara perlakuan konsentrasi 2,4-D terhadap persentase
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tumbuhnya kalus yaitu sebesar 98,98%. Pada hasil analisis deferensial dengan
persamaan y = -11,587x* + 55,619x + 5,0873 bahwa perlakuan konsentrasi 2,4-D
terhadap persentase tumbuhnya kalus mencapai titik puncak optimum pada
konsentrasi 2,4-D yang efektif untuk pertumbuhan kalus jintan hitam adalah 2,4

mg/L dengan persentase tumbuh kalus pada eksplan sebesar 71,83%.

Pengaruh 2,4-D terhadap Berat Kalus

0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08 Seriesl
0,06
0,04
0,02

y =-0,0276x? + 0,1314x + 0,0018
R?=0,9861

Berat (gr)

—— Poly. (Series1)

0 1 2 3 4
Konsentrasi 2,4-D (mg/L)

Gambar 4.3 Hubungan antara Konsentrasi 2,4-D (mg/L) dengan Berat Jintan
Hitam (Nigella sativa L.)

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.3 untuk variabel
pengamatan berat kalus membentuk garis kuadratik dengan y = -0,0276x* +
0,1314x + 0,0018 dan determinasi R? = 0,9861, artinya terdapat hubungan yang
erat antara perlakuan konsentrasi 2,4-D terhadap berat kalus yaitu sebesar 98,61%.
Pada hasil analisis deferensial dengan persamaan y = -0,0276x* + 0,1314x +
0,0018 bahwa perlakuan konsentrasi 2,4-D terhadap berat kalus mencapai titik
puncak optimum pada konsentrasi 2,4-D yang efektif untuk pertumbuhan kalus

jintan hitam adalah 2,38 mg/L dengan berat kalus sebesar 0,1582gr.
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4.2 Pengaruh Pemberian Berbagai Konsentrasi Kinetin pada Media Dasar
MS terhadap Pertumbuhan Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.)

Hasil analisis variansi (ANAVA) pengaruh zat pengatur tumbuh Kinetin
terhadap induksi kalus dari kecambah jintan hitam (Nigella sativa L.) (Lampiran

2). Ringkasan hasil analisis variansi disajikan pada tabel 4.3.

Tabel 4.3. Ringkasan Hasil Analisis Variansi (ANAVA) Pengaruh Pemberian
Berbagai Konsentrasi Kinetin terhadap Pertumbuhan Kalus Jintan
Hitam (Nigella sativa L.)

Variabel pengamatan F hitung F Tabel 5%
Hari muncul Kalus 4,681* 2,50
Persentase Pertumbuhan Kalus | 7,453* 2,50
Berat Kalus 8,890* 2,50

Keterangan: Tanda (*) menunjukkan pemberian Kinetin berpengaruh nyata
terhadap variabel pengamatan. Apabila nilai (F hitung > F tabel) maka terdapat
pengaruh nyata.

Berdasarkan hasil ANAVA, seperti pada pemberian berbagai konsentrasi
2,4-D, pemberian berbagai konsentrasi kinetin juga berpengaruh nyata terhadap
ketiga variabel pengamatan. Hal ini dapat dilihat dari nilai F hitung variabel
pengamatan lebih besar dari nilai F tabel 5%. Sehingga perlu dilakukan uji lanjut
DMRT 5%. Berikut hasil uji lanjut DMRT 5% disajikan dalam tabel 4.4.

Tabel 4.4 Hasil Uji DMRT 5% Pengaruh Kinetin terhadap Pertumbuhan Kalus
Jintan Hitam (Nigella sativa L.)

Konsentrasi Hari Muncul | Persentase Tumbuh Berat Kalus
Kinetin (mg/L) | Kalus (HST) Kalus (%) (gr)
0 28,05b 37,62a 0,0754a
0,5 23,29a 47,38b 0,0951ab
1 22,29a 54,52bc 0,1190bc
1,5 21,10a 51,67b 0,1184bc
2 21,29a 63,09¢ 0,1391c

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada

uji DMRT 0,05.




49

Berdasarkan hasil uji DMRT 5% pada tabel 4.4, variabel hari muncul kalus
menunjukkan konsentrasi paling cepat menginduksi kalus pada perlakuan 1,5
mg/L kinetin memiliki rata-rata hari muncul kalus 21,10 HST, namun dari hasil
uji DMRT 5% perlakuan 1,5 mg/L tidak berbeda nyata dengan perlakuan 0,5
mg/L dan 1 mg/L kinetin dengan hari muncul kalus selama 23,29 HST dan 22,29
HST. Hasil penelitian dari Kresnawati (2006) menunjukkan bahwa pada eksplan
daun nilam dengan perlakuan 2 mg/l kinetin dan 1 mg/l NAA dapat memberi
pengaruh secara optimum dengan kecepatan pembentukan kalusnya pada hari ke-
9 dengan tekstur yang terbentuk yaitu kompak dan warna putih kecoklatan.

Selanjutnya pada variabel persentase tumbuh kalus, pengaruh pemberian
zat pengatur tumbuh kinetin paling optimal menunjukkan bahwa perlakuan 2
mg/L kinetin dengan rata-rata kalus yang terbentuk sebesar 63,09%, namun dari
hasil uji DMRT 5% perlakuan 2 mg/L tidak berbeda nyata dengan perlakuan 1
mg/L Kinetin dengan persentase kalus sebesar 54,52%. Hasil penelitian Lina dkk,.
(2013) menyatakan bahwa eksplan ujung apikal tanaman jati yang diinokulasikan
pada media MS secara in vitro dengan penambahan BAP 1 ppm dan Kinetin 1
ppm dapat terbentuk adanya pertumbuhan kalus dan tunas, persentase
pertumbuhan kalus diperoleh sebesar 18,69%. Menurut Trimulyono (2004)
menyatakan bahwa pemberian kinetin mampu memacu pembelahan sel yang
ditunjukkan dengan meningkatnya laju pertumbuhan kalus dan berat kalus. Sifat
paling penting dari sitokinin adalah perangsangannya terhadap pembelahan sel.

Menurut Liu (1981), menyatakan bahwa untuk pembentukan kalus pada

tanaman Cattleya sp. dengan eksplan berupa daun muda serta pada Nephrolepis
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exaltata dan pada Sacharum officinarum hanya diperlukan penambahan zat
eksogen berupa kinetin saja. Seperti pada hasil penelitian ini dengan penambahan
ZPT berupa kinetin saja tanpa ada penambahan 2,4-D sudah dapat menginduksi
kalus pada eksplan jintan hitam, dikarenakan kerja hormon endogen pada eksplan
yang dapat berinteraksi dengan ZPT eksogen sehingga menumbuhkan kalus
meskipun hanya dibagian ujung eksplan saja dan tidak tumbuh optimal.

Pemberian ZPT kinetin juga mempengaruhi pertumbuhkan kalus jintan
hitam pada variabel berat kalus, ditunjukkan konsentrasi kinetin paling optimal
dalam menghasilkan kalus jintan hitam pada konsentrasi 2 mg/L Kkinetin dengan
berat kalus 0,1391gr, namun dari hasil uji DMRT 5% perlakuan 2 mg/L tidak
berbeda nyata dengan perlakuan 1 mg/L dan 1,5 mg/L kinetin dengan berat kalus
0,1190 gr dan 0,1184 gr. Penelitian terdahulu oleh Fitrianti (2006) eksplan daun
sambiloto menghasilkan kalus yang optimal pada konsentrasi kinetin 0,1 mg/L
dan tanpa pemberiaan asam 2,4-D menghasilkan berat kalus sebesar 3,61 gram.
Kinetin dapat menginduksi pertumbuhan kalus pada jintan hitam melalui proses
pengangkutannya melalui pembuluh xilem dari bekas pelukaan di bagian pangkal
eksplan hipokotil, dalam Salisbury dan Ross (1995) menyatakan pengangkutan
berbagai jenis sitokinin pasti melalui pembuluh xilem, namun tabung tapis juga
mengandung sedikit sitokinin.

Fungsi utama sitokinin adalah untuk memacu pembelahan sel, jika empulur
batang tembakau, kedelai dan beberapa tumbuhan dikotil lain dipisahkan dan
dibiakkan secara aseptik pada medium agar yang mengandung auksin dan hara

yang tepat, akan terbentuk massa sel yang tak beraturan, tak terspesialisasi dan
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khususnya poliploid yang disebut kalus. Penambahan sitokinin menyebabkan
sitokinesis sangat terpacu (Salisbury dan Ross, 1995). Menurut Fosket dkk,
(1981) menyatakan sitokinin dapat mendorong pembelahan sel dalam biakan
kultur jaringan dengan cara meningkatkan peralihan dari G2 ke mitosis.

Berikut disajikan gambar analisis regresi hari muncul kalus, persentase

pertumbuhan kalus dan berat kalus.

Pengaruh Kinetin terhadap Hari
Muncul Kalus

30
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Gambar 4.4 Hubungan antara Konsentrasi Kinetin (mg/L) dengan Hari Muncul
Kalus (HST) dari Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.)

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.4 untuk variabel
pengamatan hari muncul kalus membentuk garis kuadratik dengan y = 2,7755x? -
8,6939x + 27,731 dan determinasi R? = 0,9691, artinya terdapat hubungan yang
erat antara perlakuan konsentrasi kinetin terhadap hari muncul kalus yaitu sebesar
96,91%. Pada hasil analisis deferensial dengan persamaan y = 2,7755x” - 8,6939x
+ 27,731 bahwa perlakuan konsentrasi kinetin terhadap hari muncul kalus
mencapai titik optimum pada konsentrasi Kinetin yang efektif untuk munculnya

kalus jintan hitam adalah 1,57 mg/L dengan hari muncul kalus 20,92 HST.



52

Pengaruh Kinetin terhadap Persentase
Tumbuh Kalus
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Gambar 4.5 Hubungan antara Konsentrasi Kinetin (mg/L) dengan Persentase
Tumbuh Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.)

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.5 untuk variabel
pengamatan persentase tumbuhnya kalus membentuk garis kuadratik dengan y = -
1,9048x* + 14,857x + 38,857 dan determinasi R? = 0,8778, artinya terdapat
hubungan yang erat antara perlakuan konsentrasi Kinetin terhadap persentase
tumbuhnya kalus yaitu sebesar 87,87%. Pada hasil analisis deferensial dengan
persamaan y = -1,9048x* + 14,857x + 38,857 bahwa perlakuan konsentrasi
Kinetin terhadap persentase tumbuhnya kalus mencapai titik optimum pada
konsentrasi kinetin yang efektif untuk pertumbuhan kalus jintan hitam adalah 3,89
mg/L dengan persentase tumbuh kalus pada eksplan sebesar 67,83%. Dari hasil
regresi dapat dinyatakan bahwa konsentrasi yang efektif untuk persentase tumbuh
kalus pada konsentrasi 3 — 4 mg/L atau dapat dikatakan lebih tinggi dari

konsentrasi yang telah dilakukan dalam penelitian ini.
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Pengaruh Kinetin terhadap Berat
Kalus

y =-0,0064x? + 0,043x + 0,076
R?=0,9555
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Gambar 4-.6-Hubunéaln-antara Konsentrasi Kiﬁe.tih-(mg/_L-) aengan‘Be‘rwat Kalus
Jintan Hitam (Nigella sativa L.)

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.6 untuk variabel
pengamatan berat kalus membentuk garis kuadratik dengan y = -0,0064x* +
0,043x + 0,076 dan determinasi R2 = 0,9555, artinya terdapat hubungan yang erat
antara perlakuan konsentrasi kinetin terhadap berat kalus yaitu sebesar 95,55%.
Pada hasil analisis deferensial dengan persamaan y = -0,0064x* + 0,043x + 0,076
bahwa perlakuan konsentrasi kinetin terhadap berat kalus mencapai titik puncak
optimum pada konsentrasi kinetin yang efektif untuk pertumbuhan kalus jintan
hitam adalah 3,36 mg/L dengan berat kalus sebesar 0,1482gr. Dari hasil regresi
dapat dinyatakan bahwa konsentrasi yang efektif untuk persentase tumbuh kalus
pada konsentrasi 3 — 3,5 mg/L Kinetin atau dapat dikatakan lebih tinggi dari
konsentrasi yang telah dilakukan dalam penelitian ini yaitu hanya sebesar 2 mg/L

kinetin.
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4.3 Pengaruh Pemberian Berbagai Perlakuan Kombinasi 2,4-D dan Kinetin
pada Media Dasar MS terhadap Pertumbuhan Kalus Jintan Hitam
(Nigella sativa L.)

4.3.1 Pengaruh Perlakuan Kombinasi 2,4-D dan Kinetin pada Media Dasar
MS terhadap Hari Muncul Kalus, Persentase dan Berat Kalus Jintan
Hitam (Nigella sativa L.)

Hasil analisis variansi (ANAVA) menunjukkan bahwa perlakuan kombinasi
2,4-D dan kinetin memberikan pengaruh nyata terhadap induksi kalus dari
kecambah jintan hitam (Nigella sativa L.) (Lampiran 3). Ringkasan hasil analisis

variansi disajikan pada tabel 4.5.

Tabel 4.5. Ringkasan Hasil Analisis Variansi (ANAVA) Pengaruh Pemberian
Berbagai Perlakuan Kombinasi 2,4-D dan Kinetin terhadap
Pertumbuhan Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.)

Variabel pengamatan F hitung F Tabel 5%
Hari muncul Kalus 0,662 1,67
Persentase Pertumbuhan Kalus 1.709* 1,67
Berat Kalus 2,593* 1,67

Keterangan: Tanda (*) menunjukkan pemberian Kinetin berpengaruh nyata
terhadap variabel pengamatan. Apabila nilai (F hitung > F tabel) maka terdapat
pengaruh nyata.

Berdasarkan hasil ANAVA, pemberian berbagai perlakuan kombinasi 2,4-D
dan kinetin juga berpengaruh nyata terhadap variabel pengamatan yaitu;
persentase tumbuh kalus dan berat kalus. Hal ini dapat dilihat dari nilai F hitung
semua variabel pengamatan lebih besar dari nilai F tabel 5%. Sehingga perlu
dilakukan uji lanjut DMRT 5%. Berikut hasil uji lanjut DMRT 5% disajikan

dalam tabel 4.6.
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Tabel 4.6 Hasil Uji DMRT 5% Pengaruh Pemberian Berbagai Perlakuan
Kombinasi 2,4-D dan Kinetin terhadap Pertumbuhan Kalus Jintan

Hitam (Nigella sativa L.)

Konsentrasi ZPT Persentase
No. (mg/L) Tumbuh | 7% ga'us
2.4-D | Kinetin Kalus (%) J

1. 0 0,00a 0,0000a

2 0 0,5 3,33abc 0,0083ab

3 1 1,67ab 0,0040ab

4 16 8,33abcd 0,0173abc

5 2 1,67ab 0,0064ab

6 0 31,67cdefg 0,0482abcde

7 0,5 30,00bcdef 0,0452abcd

8 0,5 1 30,00bcdef 0,0473abcde

9 1,5 33,33defgh 0,0512abcdef
10 2 33,33defgh 0,0491abcde
11 0 20,00abcde 0,0210abc
12 0,5 43,33efghij 0,0745bcdefgh
13 il 1 76,67klmnop 0,1641jklm
14 1,5 | 63,33hijklmnop | 0,1705jkIm
15 2 55,00fghijkim 0,1182efghij
16 0 50,00efghijk 0,1453hijklm
17 0,5 66,67ijklmnop 0,1440hijklm
18 15 1 63,33hijkImnop 0,1306hijKI
19 ’ 1,5 | 56,67fghijkimn | 0,1212fghij
20 2 81,67mnop 0,1848jkIm
21 0 56,67fghijklmn | 0,1141defghij
22 0,5 46,67efghijk 0,0853cdefghi
23 2 1 66,67ijkImnop 0,1665jkIm
24 1,5 71,67jkImnop 0,1846jkIm
25 2 86,67nop 0,2002KIm
26 0 66,67ijklmnop | 0,1413hijKIm
27 0,5 78,33Imnop 0,1789jkIm
28 2,5 1 61,67ghijklmno 0,1319hijKI
29 1,5 56,67fghijkimn 0,1266ghijk
30 2 90,000p 0,2028Im
31 0 38,33efghi 0,0580abcdefg
32 0,5 63,33hijkImnop 0,1294hijkI
33 3 1 81,67mnop 0,1882jkIm
34 1,5 71,67jklmnop 0,1577ijklm
35 2 93,33p 0,2119m

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada

uji DMRT 0,05.
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Berdasarkan hasil uji DMRT 5% pada tabel 4.6, pada variabel persentase
tumbuh kalus, pengaruh pemberian zat pengatur tumbuh kinetin menunjukkan
bahwa perlakuan kombinasi 3 mg/L 2,4-D + 2 mg/L kinetin menghasilkan rata-
rata persentase tumbuh kalus sebesar 93,33%, namun tidak berbeda nyata dengan
perlakuan 2,5 mg/L 2,4-D + 2 mg/L kinetin dengan kalus terbentuk sebesar
90,00%. Pemberian berbagai kombinasi zat pengatur tumbuh 2,4-D dan kinetin
juga berpengaruh pada variabel berat kalus. Tabel 4.6 menunjukkan bahwa berat
kalus tertinggi pada perlakuan kombinasi 3 mg/L 2,4-D + 2 mg/L kinetin dengan
rata-rata berat kalus 0,2119 gr, namun tidak berbeda nyata dengan perlakuan 2,5
mg/L 2,4-D + 2 mg/L kinetin dengan kalus seberat 0,2028 gr. Hasil penelitian
Rohmatin (2014) menyatakan pemberian kombinasi 2,4-D 1,5 mg/L dengan
kinetin 1,5 mg/L dapat menginduksi kalus daun gandarusa dengan hari 6-7 HST,
berat kalus yang dihasilkan sebesar 0,1147 gr dan persentase kalus yang terbentuk
sebesar 100%.

Menurut Skoog dan Miller (1979) yang menyatakan bahwa pertumbuhan
kalus lebih banyak dihasilkan pada konsentrasi zat pengatur tumbuh yang
seimbang karena didalam tumbuhan itu sendiri terdapat zat pengatur tumbuh
endogen. Menurut George dan Sherrington, (1984) dalam Fitrianti (2006)
menyatakan kinetin juga digunakan karena Kinetin penting dalam pengaturan
pertumbuhan dan morfogenesis pada kultur in vitro. Penambahan asam 2,4-D
dilakukan karena asam 2,4-D berperan untuk mendorong proses morfogenesis

kalus, induksi kalus dan dapat mepengaruhi kestabilan genetik sel tanaman
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(Santoso dan Nursandi, 2003). Berikut disajikan gambar analisis regresi hari

muncul kalus, persentase pertumbuhan kalus dan berat kalus.

‘ Pengaruh Pemberian Perlakuan Kombinasi terhadap
Persentase Tumbuh Kalus
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Gambar 4.7 Hubungan antara Perlakuan Kombinasi 2,4-D (mg/L) dan Kinetin
(mg/L) dengan Persentase Tumbuh Kalus Jintan Hitam (Nigella
sativa L.)

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.8 untuk variabel
pengamatan persentase tumbuhnya kalus membentuk garis kuadratik tertinggi
pada garis Kkinetin 2 mg/L dengan y = -13,175x* + 69,524x + 1,627
dan nilai determinasi R2 = 0,9928, artinya terdapat hubungan yang erat antara
perlakuan kombinasi terhadap persentase tumbuhnya kalus yaitu sebesar 99,28%.
Pada hasil analisis deferensial dengan persamaan y = -13,175x* + 69,524x + 1,627
bahwa perlakuan kombinasi 2,4-D dan Kinetin terhadap persentase tumbuhnya
kalus mencapai titik optimum pada koordinat (2,64 ; 93,34) artinya bahwa

perlakuan kombinasi yang efektif untuk pertumbuhan kalus jintan hitam adalah
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2,64 mg/L 2,4-D + 2 mg/L kinetin dengan persentase tumbuh kalus pada eksplan

sebesar 93,34%.

Pengaruh Pemberian Perlakuan Kombinasi terhadap

Berat Kalus
0,25
y =-0,0263
0,2 '
X m y = -0,0321x2 + 0,1383x + 0,0154
X < R2=0,7544
0,15
£ B y=-0,0175x +0,0982x + 0,0045
= R2=0,7713
e )
S BN & Kin 0mg/L
o

* B Kin 0.5 mg/L
y =-0,0332x2 + 0,1319x - 0,0146
R?=0,6426 Kin 1 mg/L
0 1 2 3 4 X Kin 1.5 mg/L
-0,05 .
Konsentrasi 2,4-D (mg/L) Kin 2 mg/L

Gambar 4.8 Hubungan antara Perlakuan Kombinasi 2,4-D (mg/L) dan Kinetin
(mg/L) dengan Berat Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.)

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.9 untuk variabel
pengamatan berat kalus membentuk garis kuadratik tertinggi pada garis kinetin 2
mg/L dengan y = -0,0287x* + 0,158x - 0,0046 dan determinasi R2 = 0,9792,
artinya terdapat hubungan yang erat antara perlakuan kombinasi 2,4-D dan kinetin
terhadap berat kalus yaitu sebesar 97,92%. Pada hasil analisis deferensial dengan
persamaan y = -0,0287x% + 0,158x - 0,0046 bahwa perlakuan kombinasi 2,4-D
dan Kinetin terhadap berat kalus mencapai titik puncak optimum pada koordinat
(2,75 ; 0,2129) artinya bahwa perlakuan kombinasi 2,4-D dan kinetin yang efektif
untuk pertumbuhan berat kalus jintan hitam adalah 2,75 mg/L 2,4-D + 2 mg/L

Kinetin dengan berat kalus sebesar 0,2129gr.
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4.3.2 Pengaruh Perlakuan Kombinasi 2,4-D dan Kinetin pada Media Dasar
MS terhadap Warna dan Tesktur Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa
L)

Warna dan tekstur kalus digunakan sebagai indikator kualitas kalus, hasil
pengamata perngaruh berbagai perlakuan kombinasi 2,4-D dan kinetin terhadap
warna dan tekstur kalus dapat menghasilkan warna kalus dan tekstur kalus yang
berbeda-beda disetiap perlakuan.

Menurut Kresnawati (2006) bahwa warna kalus yang bermacam-macam
diakibatkan oleh adanya pigmentasi cahaya dan asal eksplan. Pigmentasi bisa
merata keseluruh permukaan kalus atau hanya sebagian saja, bisa dilihat adanya
perbedaan warna dalam satu kalus yaitu putih, hijau, coklat, putih kecoklatan, dan
putih kehijauan. (Widyawati, 2010). Menurut Collin dan Edward (1998)
konsentrasi auksin dan sitokinin sampai 5 mg/L dapat menghasilkan pertumbuhan
kalus secara optimal. Hasil pengamatan pengaruh pemberian kombinasi 2,4-D dan

Kinetin terhadap warna dan tekstur kalus jintan hitam disajikan pada tabel 4.7

Tabel 4.7 Hasil Pengamatan Pengaruh Pemberian Kombinasi 2,4-D dan Kinetin
terhadap Warna dan Tekstur Kalus Jintan Hitam (Nigella sativa L.)

No. | Perlakuan | Gambar Pengamatan | Warna Kalus | Tekstur Kalus

0 mg/L
1. | 24-D+0
mg/L Kin

0 mg/L

2,4-D +

0,5 mg/L
Kin

Putih Kompak




0 mg/L .

2,4-D+1 kelfuur::E- an Kompak

mg/L Kin g

0 mg/L

2,4-D + \

1,5 mg/L Putih Kompak
Kin

0 mg/L .

g Do m;ﬁm}n KomRa'

mg/L Kin g

0,5 mg/L

C At PR Intermediet
mg/L kehijauan

Kinetin

0,5 mg/L

2,4-D + Putih- Remah

0,5 mg/L kehijauan
Kin

0,5 mg/L .

24-D+1 Putih- Intermediet

kehijauan

mg/L Kin
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0,5 mg/L
2,4-D + Putih-
o 1,5 mg/L kehijauan Kompak
Kin
0,5 mg/L >
10 | 24-D+2 kelfuur:;z- » Intermediat
mg/L Kin g
1 mg/L y
11 Joat Dl kléﬁ:];%%n n
mg/L Kin J
1 mg/L
2,4-D + Kuning-
L2 0,5 mg/L kehijauan B
Kin
1 mg/L \
13 | 24-D+1 keF;:iJ'tz:\?J:am Intermediet
mg/L Kin J
1 mg/L
2,4-D + Putih- .
14 1.5 mg/L kehijauan Intermediet

Kin
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1 mg/L Kuning-
15 | 24-D+2 mmaén Intermediet
mg/L Kin l
1,5 mg/L .
16 | #4D+0 m;ﬁﬁkn Intermediet
mg/L Kin 9
1,5 mg/L
2)4'D o HljaU-
L 0,5 mg/L kekuningan Her
Kin
1,5
mg/L2,4- Putih- :
18 D+1 kehijauan Intermediet
mg/L Kin
1,5 mg/L
2,4-D + Putih- :
19 1,5 mg/L kehijauan Intermediet
Kin
1.5 mg/L Kuning-
20 | 24-D+2 ning Intermediet
kehijauan

mg/L Kin
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2 mo/L ; - Putih-
21 | 24-D+0 kekuningan Remah
mg/L Kin g
2 mg/L
2,4-D + Putih- .
22 0,5 mg/L kehijauan Intermediet
Kin
Mg : putin- )
23 | 24-D+1 : ,_. - . Intermediet
mg/L Kin b 1 x kehijauan
e
2 mg/L
2,4-D + Putih- :
24 15 mg/L kehijauan Intermediet
Kin
2 mg/L i
25 | 24-D+2 kei?'tzlizém Kompak
mg/L Kin J
2,5 mg/L : : .
26 | 24-D+0 FN ning- Remah
mg/L Kin ' J
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2,5 mg/L
2,4-D+ Kuning- _
27 0,5 my/L kehijauan Intermediet
Kin
2,5 mg/L )
28 | 24-D+1 keF;mli]'t;TJ;m Intermediet
mg/L Kin J
2,5 mg/L
2,4-D+ Putih- :
29 15 mg/L kehijauan Intermediet
Kin
2,5 mg/L _
| 24022 iy | o
mg/L Kin J
3 mg/L _
s | Koo
mg/L Kin ]
3 mg/L
2,4-D+ Putih- ,
32 0,5 mg/L kehijauan Intermediet
Kin
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3 mg/L .
33| 24-D+1 keF;\Lij't:l]J;m Intermediet
mg/L Kin J
3 mg/L
2,4-D + Kuning-
34 1,5 mg/L kehijauan Kompak
Kin
3 mg/L ’
35 | 2,4-D+2 kﬁﬁ?;ﬁ%n Kompak
mg/L Kin J

Keterangan: tanda (-) = tidak terbentuk kalus pada eksplan

Tabel 4.7 menunjukkan hasil pengamatan kalus jintan hitam pada hari

terakhir 42 HST menghasilkan kalus pada setiap perlakuan kombinasi memiliki

warna yang beragam, kalus yang dihasilkan antara lain warna putih, putih-

kehijauan, kuning-kehijauan, putih-kekuningan dan hijau-kekuningan.

Warna kalus putih diduga sebagai jaringan parenkim yang mengandung

butiran pati yang merupakan simpanan polisakarida pada tumbuhan (Desriatin,

2010) Menurut Robbiani (2010) dalam Nazza (2013), kalus yang berwarna putih

tidak mengandung Kloroplas, tetapi mengandung plastid yang berisi butir pati

yang sedikit-demi sedikit tumbuh menjadi sistem membran yang jelas yang

akhirnya terbentuklah butir-butir klorofil dengan paparan cahaya, sehingga kalus

menjadi berwarna hijau.
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Menurut Wattimena (1988), Kalus yang berwarna hijau dikarenakan
peningkatan konsentrasi sitokinin yang tinggi. Dominasi warna hijau pada kalus
jintan hitam ini di karenakan adanya peran sitokinin yang ditambahkan pada
media MS berupa Kkinetin, kinetin dapat menyebabkan jaringan kalus
mempertahankan kondisi warna hijaunya agar tetap segar atau dapat dikatakan
memperlambat penuaan pada kalus.

Seperti yang dijelaskan oleh Thimann (1987) sitokinin mampu melakukan
proses penundaan penuaan dengan cara mempertahankan keutuhan membran
tonoplas. Bila tidak, protease dari vakuola akan merembes kesitoplasma dan
menghidrolisis protein-larut serta protein-protein pada membran kloroplas dan
mitokondria. Oleh sebab kloroplas yang dipertahankan keutuhannya maka kalus
dominan berwarna hijau. Diperkuat oleh Leshem (1988) dalam penelitiannya
menjelaskan bahwa sitokinin berperan dengan mencegahoksidasi asam lemak-tak
jenuh pada membran. Pencegahan ini barangkali trjadi karena sitokinin
menghambat pembentukan dan mempercepat penguraian radekal-bebas, seperti
superoksida (O;) dan radikal hidroksida (OH’); bila tidak dicegah
pembentukkannya, radikal tersebut akan mengoksidasi lipid pada membran.

Menurut Indah dan Ermavitalini (2013) menyatakan bahwa jaringan kalus
yang dihasilkan dari suatu eksplan biasanya memunculkan warna yang berbeda-
beda. Kualitas kalus yang baik sebagai penghasil senyawa metabolit sekunder
yaitu mempunyai ciri-ciri warna dan tekstur yang sesuai dengan metabolit
sekunder yang diinginkan pada eksplan. Sonwa (2000) menyelaskan bahwa

minyak atsiri yang kompleks dibentuk dalam sitoplasma dan secara normal
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berbentuk butiran kecil diantara sel dan bersifat volatil dan beraroma, tidak
berwarna atauagak kuning dan agak larut dalam air dan etanol.

Menurut penelitian Mahfur (2012) Hasil uji fisik organoleptis minyak atsiri
jintan hitam dari Habasyah mempunyai warna kuning kemerahan, dengan bau
yang khas dan aromatis, rasa pahit dan pedas. Minyak atsiri jintan hitam dari India
mempunyai warna berbeda yaitu kuning tua, tetapi bau dan rasa sama dengan
minyak dari Habasyah. Keduanya sama-sama memiliki warna dominan kuning.
Seperti pada hasil penelitian ini diperoleh kalus jintan hitam yang berwarna
kekuningan, yang berarti kalus tersebut mengakumulasi metabolit sekunder jintan
hitam yang berupa minyak atsiri dengan ditandai warna khas dari minyak atsiri
yang kekuningan.

Tekstur kalus pada penelitian ini diperoleh ada tiga jenis tekstur yakni;
remah, intermediet dan kompak. Dodd (1993), menyatakan kalus yang
mempunyai tekstur kompak umumnya memiliki ukuran sel kecil dengan
sitoplasma padat, inti besar dan banyak mengandung pati. Kalus yang baik untuk
digunakan sebagai bahan penghasil metabolit sekunder yaitu memiliki tekstur
kompak. Tekstur kalus kompak dianggap baik karena dapat mengakumulasi
metabolit sekunder lebih banyak (Indah dan Ermavitalini, 2013). Menurut
Ramawat (1999), menyatakan bahwa kalus akan menghasilkan senyawa metobolit
sekunder pada saat sel-sel mengalami penurunan aktifitas pembelahan.

Menurut Rahmawati (2007), tekstur kalus yang semakin remah (friable)
mengalami pembelahan sel yang lebih cepat dari pada tekstur kalus yang kompak.

Sel-sel kalus yang terbentuk bersifat remah (friable) memiliki ciri-ciri antara satu
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sel dengan sel lainnya mudah dipisahkan. Bila diambil menggunakan pinset, maka
sel-sel kalus akan mudah menempel pada pinset. Menurut Widiarso (2010) dalam
Arianto et al. (2013), kalus tipe intermediet merupakan massa kalus yang terdiri

dari kelompok sel-sel yang sebagian kompak dan sebagian lainnya remah.

4.4 Integrasi Hasil Penelitian Induksi Kalus Jintan Hitam dengan Pandangan
Islam

Penelitian induksi kalus jintan hitam ini dengan menggunakan kombinasi
ZPT 2,4-D dan kinetin, jintan hitam adalah salah satu tumbuhan yang sering
digunakan dalam kehidupan manusia dan diambil manfaatnya dalam pengobatan
khususnya dalam pengobatan dunia muslim, tumbuhan jintan hitam ini termasuk
golongan tumbuh-tumbuhan baik yang tumbuh dan dibudidayakan di belahan
bumi bagian timur tengah. Dalam surah Lugman ayat 10 menerangkan tentang
bagaimana kuasa Allah SWT dalam menumbuhkan tumbuh-tumbuhan khususnya

tumbuhan yang baik untuk manusia.

z % 3, /9;/2“5/5// _ 2 //“///
G2 3 50 oS OF (o) 20N G (W15 Qg 2 3 e DI Bl
- z o4 PN A R A o PR £ e
Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan
Dia meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala macam

jenis binatang. dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik.”

Menurut tafsir ibnu Katsir oleh Al-Sheikh (1994), Al-Hasan dan Qatadah
mengatakan bahwa langit tidak mempunyai tiang, baik yang tidak terlihat maupun
yang terlihat. Dia telah menyebarkan segala macam binatang di bumi dalam

jumlah vyang tidak diketahui bentuk dan warnanya kecuali hanya oleh
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Penciptanya, lalu Allah mengingatkan (manusia) bahwa Dialah yang memberi
rezeki, yang hal ini diungkapkan melalui firman-Nya, yakni segala macam
tetumbuhan yang baik dan indah pemandangannya.

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT telah menurunkan air hujan
ke bumi dan untuk menumbuhkan tumbuh-tumbuhan yang baik di muka bumi,
tumbuh-tumbuhan yang baik di bumi ada berbagai macam jenis manfaatnya
seperti tumbuhan sebagai bahan makanan, bahan bangunan, sebagai pakan ternak,
sebagai obat dan lain-lain. Sedangkan salah satunya dalam penelitian ini adalah
jintan hitam yang dikenal banyak mengandung metabolit sekunder yang umum
nya digunakan sebagai obat adalah dari golongan minyak atsiri, monoterpen
diterpen dan lain-lain. Metabolit sekunder yang dapat diambil manfaatnya oleh
manusia sebagai obat herba ini sering diekstrak dalam bentuk obat kapsul minyak
jintan hitam ini dapat diperoleh dengan cara kultur jaringan.

Kandungan yang terdapat dalam jintan hitam atau habbatus sauda' sangatlah
banyak dan bermanfaat bagi kesehatan, kandungan yang ada dalam jintan hitam
dapat menyembuhkan segala macam penyakit. Oleh karena itu jintan hitam sangat
berpotensi untuk diambil kandungan metabolit sekundernya dalam teknik kultur
jaringan kalus, sehingga manfaat dari kandungan metabolit sekunder tersebut
dapat mudah diperoleh dan diperbanyak produksinya secara masal sebagali,
penelitian untuk mendapatkan kalus yang dapat menghasilkan metabolit sekunder
tinggi perlu protokol konsentrasi ZPT yang tepat agar pertumbuhan kalus dapat

optimal.
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Pemberian berbagai konsentrasi ZPT pada kalus jintan hitam memberikan
hasil konsentrasi optimal yang berbeda-beda pada setiap variabel dan konsentrasi
ZPT yang diberikan. Karena setiap jenis ZPT atau hormon sintetis ini dapat
memberikan respon yang berbeda-beda pada setiap tumbuhan, pemberian
berbagai konsentrasi ZPT ini juga pada konsentrasi terlalu rendah kurang
memberikan respon pertumbuhan yang cepat sedangkan pada pemberian
konsentrasi yang terlalu tinggi juga dapat menyebabkan kematian pada tumbuhan,
oleh karena itu penelitian kadar ZPT sangatlah diperlukan untuk mengetahui
kadar disetiap perlakuan tanaman yang diteliti. Seperti yang telah ditetapkan
Allah SWT yang telah menciptakan segala sesuatu sesuai dengan kadar masing-

masing. Dalam surat Al-A’laa (87) ayat 3,

D) Lagd 58 iy

Artinya: “Dan yang menentukan kadar (masing-masing) dan memberi
petunjuk”

Surat Al-A’laa ini menjelaskan bahwa Allah SWT menciptakan segala
sesuatu sesuai dengan kadar masing-masing. Allah SWT mengisyaratkan bahwa
terdapat rahasia di balik kata ‘“kadar” yang harus dikaji dan dipelajari. Sehingga
dalam penelitian ini dilakukan beberapa percobaan yaitu dengan menambahkan
berbagai konsentrasi kombinasi ZPT 2,4-D dan kinetin pada media perlakuan,
tujuannya untuk mengetahui pada konsentrasi mana yang memiliki pengaruh yang
nyata dan optimal terhadap pertumbuhan kalus jintan hitam.

Penciptaan Allah SWT tentang dunia seisinya diperuntukkan agar umat
manusia berpikir dan menggali ilmu lebih banyak lagi dari alam yang telah Allah

ciptakan ini, telah dijelaskan dalam Surah Ali-Imron ayat 191;
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Artinya: “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau
duduk atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan

langit dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau menciptakan
ini dengan sia-sia, Maha suci Engkau, Maka peliharalah Kami dari siksa neraka.”

Menurut tafsir Ibnu Katsir bahwa orang-orang yang mengingat Allah sambil
berdiri atau duduk atau dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang
penciptaan langit dan bumi, Yang mana mereka berkata “Ya Rabb kami, tiadalah
engkau menciptakan ini dengan sia-sia.” Artinya, Engkau tidak menciptakan
semuanya ini dengan sia-sia, tetapi dengan penuh kebenaran, agar Engkau
memberikan balasan kepada orang-orang yang beramal buruk terhadap apa-apa
yang telah mereka kerjakan dan juga memberikan balasan orang-orang yang
beramal baik dengan balasan lebih baik (syurga). Kemudian mereka menyucikan
Allah dari perbuatan sia-sia dan penciptaan yang bathil seraya berkata “Maha suci
Engkau.” Yakni dari menciptakan sesuatu yang sia-sia. “Maka peliharalah kami
dari siksa neraka.” Maksudnya wahai Rabb yang menciptakan makhluk ini
dengan sungguh-sungguh dan adil. Wahai dzat yang jauh dari kekurangan, aib dan
kesia-siaan, peliharalah kami dari adzab Neraka dengan daya dan kekuatan Mu.
Dan berikanlah taufik kepada kami dalam menjalankan amal shalih yang dapat
mengantarkan kami ke Surga serta menyelamatkan kami dari adzab-Mu yang
sangat pedih (Al- Jazairi, 2007).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa “orang-orang yang mengingat Allah

sambil berdiri atau duduk atau dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan
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tentang penciptaan langit dan bumi” ini artinya orang-orang yang selalu
mengingat Allah dalam segala kondisi. Orang-orang tersebut memanfaatkan akal
fikiran yang diberikan Allah untuk berfikir dan mempelajari segala yang
diciptakan Allah SWT, sehingga mampu membaca masalah yang terjadi di
lingkungan sekitar serta mampu menjadi Khalifah dibumi ini dengan menjaga
kearifan bumi.

Penelitian kultur jaringan ini juga dapat digunakan sebagai sarana untuk
melestarikan bumi yang telah dititipkan Allah kepada kita manusia agar tetap
menjaganya hingga anak cucu kita kelak. Kultur jaringan selain digunakan untuk
memproduksi kalus yang bertujuan untuk diambil senyawa kimia atau metabolit
sekundernya seperti kalus jintan hitam dalam penelitian ini, teknik kultur juga
dapat digunakan untuk memperbanyak tanaman secara masal dalam jumlah
banyak dengan waktu yang singkat untuk tetap menjaga kehijauan bumi ini, agar

tetap bisa manfaatkan oleh generasi penerus Kita.



BAB V

PENUTUP

5.1 KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian tentang pengaruh zat pengatur tumbuh 2,4-D
dan kinetin terhadap induksi kalus jintan hitam (Nigella sativa L.) dapat
disimpulkan bahwa:

1. Pemberian berbagai konsentrasi 2,4-D terhadap induksi kalus jintan hitam
(Nigella sativa L.) berpengaruh nyata terhadap ketiga variabel pengamatan,
dengan konsentrasi yang lebih efisien digunakan pada 1,5 mg/L dengan hari
muncul kalus selama 20 HST persentase kalus 63,67% dan berat 0,1452gr.

2. Pemberian berbagai konsentrasi kinetin terhadap induksi kalus jintan hitam
(Nigella sativa L.) berpengaruh nyata terhadap ketiga variabel, dengan
konsentrasi yang lebih efisien digunakan pada 1 mg/L dengan hari muncul
kalus selama 22,29 HST persentase kalus sebesar 54,52% dan berat 0,1190 gr.

3. Interaksi kombinasi 2,4-D dan Kinetin terhadap induksi kalus jintan hitam
(Nigella sativa L.) memberikan pengaruh nyata terhadap parameter kuantitas
pada variabel persentase tumbuh kalus dan berat kalus, dan parameter kualitas
dengan perlakuan kombinasi efisien adalah pada penambahan 2,5 mg/L 2,4-D
+ 2 mg/L Kinetin yang dapat menghasilkan 90% kalus tumbuh dan berat 0,2028

gr dengan warna kalus kuning-kehijauan dan bertekstur kompak.
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5.2 SARAN
Saran yang dapat disampaikan terkait penelitian ini antara lain:
1. Penggunaan kombinasi zat pengatur tumbuh Kinetin lebih ditingkatkan lagi
agar mendapatkan konsentrasi yang lebih optimal.
2. Perlu dilakukan uji kadar metabolit sekunder thymoquinone dalam kalus
dengan bahan eksplan berupa kotiledon hingga hipokotil kecambah jintan

hitam.
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28

29

30

16

32

0,5

17

19

15

51

17

20

14

16

50

16,66667

1,5

18

15

19

52

17,33333

20

21

16

5V,

19

31

32

33

34

35

27

29

35

91

30,33333

0,5

15

20

26

61

20,33333

14

30

14

58

19,33333

1,5

14

16

23

53

17,66667

19

17

WINIRPIWINIPIWINIREPIWINIRPWINIPIWINIPIWINIPWINRERIWIN[FR[W|N

13

49

16,33333

2. Tabel Persentase Tumbuh Kalus

No.

Perlakuan

2,4-D | Kinetin

Ulangan

% tumbuh
Kalus

Jumlah

rata-rata

0,5

10

3,3333333

NRPWNRFPWIN P

1,6666667
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1,5

20

25

8,3333333

o

o

1,6666667

10

0,5

15

40

40

95

31,666667

0,5

40

30

20

90

30

30

50

10

90

30

1,9

50

20

30

100

83,333838

20

40

40

100

33,333333

11

12

13

14

15

25

20

15

60

20

0,5

30

30

70

130

43,333333

80

75

75

230

76,666667

1,5

20

90

80

190

63,333333

50

60

55

165

55

16

17

1,5

70

45

35

150

50

0,5

RPIWINIFPIWOINFPIWINIFPWINIFPWINIRFPWOINIRFP WNDNIEPWINIEFPOWOINPFPWONIEPWINIPWINPWINPFPW

70

200

66,666667
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18

19

20

70

60

40

60

90

190

63,333333

1,5

40

50

80

170

56,666667

70

85

90

245

81,666667

21

22

g

24

25

70

65

35

170

56,666667

0,5

50

40

50

140

46,666667

60

60

80

200

66,666667

155

90

=

70

215

71,666667

85

85

90

260

86,666667

26

27

28

29

30

2,5

80

70

50

200

66,666667

0,5

80

80

75

235

78,333333

80

25

80

185

61,666667

1,5

60

70

40

170

56,666667

90

90

WINIFPIWINIFPIWINIFPIWINIFPWNIFPIWINIFPWINFPIWINIEFPWINIPWINIPWINIFPWINIFPWIN[FPRP[WIN

90

270

90

89



31

32

88

34

35

40

30

45

115

38,333333

0,5

100

50

40

190

63,333333

80

80

85

245

81,666667

125

75

90

50

R15

71,666667

90

90

WINFPWINIFPIWINIFPWINPFPWN|PFP

100

280

93,333333

3. Tabel Berat Kalus

No.

Perlakuan

2,4-D | Kinetin

Ulangan

Jumlah

rata-rata

0,5

0,0249

0,0083

0,0121

0,00403333

1,5

0,0518

0,01726667

0,0192

0,0064

0,5

0,1445

0,04816667

0,5

WINIFPIWINIFPIWINIPIWINIFPWPNIFPWNIFPWIN -

0,1355

0,04516667

90



10

0,0319

0,0972

0,0127

0,1418

0,04726667

1,5

0,0907

0,0285

0,03442

0,15362

0,05120667

0,0247

0,0622

0,0604

0,1473

0,0491

11

12

13

14

15

0,0255

0,0221

0,0155

0,0631

0,02103333

05

0,0395

0,0313

0,1528

0,2236

0,07453333

0] ghsce

0,1671

0,1679

0,4923

0,1641

1145

0,0274

0,2044

0,1897

0,4215

0,1405

0,0954

0,1263

0,1329

0,3546

0,1182

16

17

18

19

20

1,5

0,1528

0,1402

0,1429

0,4359

0,1453

0,5

0,1593

0,1509

0,1217

0,4319

0,14396667

0,0601

0,1253

0,2064

0,3918

0,1306

1,5

0,0616

0,1205

0,1814

0,3635

0,12116667

0,1584

0,1943

0,2016

0,5543

0,18476667

21

0,1514

NIFRPIWINIFP WIPNIFRPIWINIEFPWINEFPWINIREFPIOWOINIEFPWINIEFPWOINIEFPWPNIEPWINIRFPOINEFPWNPWIN|E

0,1372

0,3422

0,11406667

91



22

23

24

25

0,0536

0,5

0,0922

0,0696

0,0941

0,2559

0,0853

0,1541

0,1491

0,1964

0,4996

0,16653333

148

0,2095

0,1021

0,1721

0,4837

0,16123333

0,1971

0,1955

0,2081

0,6007

0,20023333

26

27

28

29

30

285

0,1811

0,1511

0,0916

0,4238

0,14126667

.5

0,1803

0,1863

0,1701

0,5367

0,1789

0,1853

0,0248

0,1857

0,3958

0,13193333

1,5

0,1214

0,1585

0,0999

0,3798

0,1266

0,2043

0,1947

0,2095

0,6085

0,20283333

31

32

33

34

35

0,0609

0,0374

0,0757

0,174

0,058

0,5

0,2208

0,0992

0,0682

0,3882

0,1294

0,1891

0,1804

0,1952

0,5647

0,18823333

1,5

0,1654

0,2139

0,0938

0,4731

0,1577

RPIWINIFPIWOINFPIWINIEFPWINIFPWINIEFPOINIEFPWPNDNIEPWINIEFPOWOINPFPWONEPRPWINIPWINPWINPFPW

0,2027

0,6476

0,21586667
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0,1994

0,2455

Lampiran 2. Hasil Analisis Variansi (ANAVA) dan uji lanjut DMRT 5%
2.1.A. Hasil Analisis Variansi Pada Hari Muncul Kalus Jintan Hitam

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:HMK

Type 111 Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
fﬂ%rgifted 4570.133" 34| 134416 3695  .000
Intercept 56515.200 1| 56515.200( 1.553E3 .000
D 3310.800 6 551.800( 15.167 .000
Kinetin 681.181 4 170.295 4.681 .002
D * kinetin 559.676 24 23.320 .662 .870
Error 2546.667 70 36.381
Total 63632.000 105
Corrected Total 7116.800 104

a. R Squared = ,642 (Adjusted R Squared = ,468)

2.1.B. Pengaruh 2,4-D dan Kinetin terhadap HMK

HMK

Duncan
Subset

D N 1 2 3
2 15| 18.2667
2,5 15[ 19.0667
1,5 15[ 20.0000
3 15[ 20.8000
1 15 22.4667| 22.4667
0,5 15 26.2000
0 15 35.6000
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|sig. |

| .09

.095|

1.000]

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 36,381.

HMK
Duncan
Kineti Subset
n 1 2
1,5 21| 21.0952
2 21| 21.2857
1 21| 22.2857
0,5 21| 23.2857
0 21 28.0476]
Sig. 291 1.000

Means for groups in homogeneous
subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean
Square(Error) = 36,381.

2.2.A Hasil Analisis Variansi Pada Persentase Tumbuh Kalus Jintan Hitam

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:persentase

Type 1 Sum
Source of Squares Df Mean Square F Sig.
f/ﬁ)r(;ifted 74356.190° 34  2186.947] 8.840|  .000
Intercept 271577.143 1| 271577.143| 1.098E3 .000
D 56832.857 6 9472.143| 38.290 .000
Kinetin 7375.238 4 1843.810 7.453 .000
D * kinetin 10148.095 24 422.837 1.709 0431
Error 17316.667 70 247.381
Total 363250.000 105
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2.2.A Hasil Analisis Variansi Pada Persentase Tumbuh Kalus Jintan Hitam
Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:persentase

Type 111 Sum
Source of Squares Df |Mean Square F Sig.
fﬂzrgifted 74356.190° 34 2186.947 8840  .000
Intercept 271577.143 1| 271577.143| 1.098E3 .000
D 56832.857 6 0472.143| 38.290 .000
Kinetin 7375.238 4 1843.810 7.453 .000
D * Kkinetin 10148.095 24 422.837 1.709 043
Error 17316.667 70 247.381
Total 363250.000 105
Corrected Total 91672.857 104

a. R Squared = ,811 (Adjusted R Squared =,719)

2.2.B Pengaruh 2,4-D dan Kinetin terhadap Persentase Tumbuh Kalus

Persentase

Duncan
Subset

D N 1 2 3 4
0 15[ 3.0000
0,5 15 31.6667
1 15 51.6667
1,5 15 63.6667
2 15 65.6667
3 15 69.6667
2,5 15 70.6667
Sig. 1.000 1.000 1.000 274

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 247,381.

Persentase



Duncan

Kineti Subset

n N 1 2 3

0 21| 37.6190

0,5 21 47.3810

15 21 51.6667

1 21 54.5238| 54.5238
2 21 63.0952
Sig. 1.000 170 .082

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) =

247,381.

2.3.A Hasil Analisis Variansi Pada Berat Kalus Jintan Hitam

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:berat

Type 111 Sum
Source of Squares Df [Mean Square F Sig.
mz:ted 453 34 013 93471 000
Intercept 1.256 1 1.256| 881.648 .000
D 314 6 .052| 36.671 .000
Kinetin .051 .013 8.890 .000
D * kinetin .089 24 .004 2.593 .001
Error 100 70 .001
Total 1.809 105
Corrected Total .553 104

a. R Squared = ,820 (Adjusted R Squared =,732)

2.3.B. Pengaruh 2,4-D dan Kietin terhadap Berat Kalus



Berat

Duncan
Subset

D 1 2 3 4
0 15(,0072
0,5 15 ,0482
1 15 ,1097
1,5 15 ,1452
3 15 ,1490
2 15 ,1501
2,5 15 ,1563
Sig. 1.000 1.000 1.000 469

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) =,001.

Berat
Duncan
kineti Subset
n 1 2 3
0 21(,0754
0,5 21{,0951 ,0951
1,5 21 ,1184 ,1184
1 21 ,1190 ,1190
2 21 ,1391
Sig. .096 .056 094

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) =,001.
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2.4.A. Hasil Analisis Variansi dan Uji DMRT 5% Kombinasi Terhadap Persentase Tubuh Kalus

Duncan
Subset for alpha = 0.05
perlakuan [N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1Ll 12 13 14 15 16
0D+0K 3 .000
0D+1K 3 1.667| 1.667
0D+2K 3 1.667| 1.667
0D+0,5K |3 3.333 3.333] 3.333
0D+1,5K 3| 8.333| 8.333] 8.333] 8.333
1D+0K 3| 20.000[ 20.000] 20.000{ 20.000( 20.000
0,5D+0,5K |3 30.000| 30.000| 30.000( 30.000| 30.000
0,5D+1K |3 30.000| 30.000| 30.000( 30.000| 30.000
0,5D+0K |3 31.667| 31.667| 31.667| 31.667| 31.667
0,5D+1,5K |3 33.333| 33.333| 33.333| 33.333| 33.333
0,5D+2K |3 33.333| 33.333| 33.333| 33.333| 33.333
3D+0K 3 38.333| 38.333| 38.333| 38.333| 38.333
1D+0,5K |3 43.333| 43.333| 43.333| 43.333| 43.333| 43.333
2D+0,5K |3 46.667| 46.667| 46.667| 46.667| 46.667| 46.667( 46.667
1,5D+0K |3 50.000{ 50.000| 50.000( 50.000| 50.000( 50.000| 50.000( 50.000
1D+2K 3 55.000f 55.000] 55.000| 55.000| 55.000( 55.000| 55.000( 55.000
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1,5D+1,5K
2D+0K
2,5D+1,5K
2,5D+1K
1D+1,5K
1,5D+1K
3D+0,5K
1,5D+0,5K
2D+1K
2,5D+0K
2D+1,5K
3D+1,5K
1D+1K
2,5D+0,5K
1,5D+2K
3D+1K
2D+2K
2,5D+2K
3D+2K
Sig.

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

.180

.059

.056

.097

.052

56.667
56.667
56.667

.091

56.667
56.667
56.667
61.667

.055

56.667
56.667
56.667
61.667
63.333
63.333
63.333

.057

56.667
56.667
56.667
61.667
63.333
63.333
63.333
66.667
66.667
66.667

.074

56.667
56.667
56.667
61.667
63.333
63.333
63.333
66.667
66.667
66.667
71.667
71.667

.075

56.667
56.667
56.667
61.667
63.333
63.333
63.333
66.667
66.667
66.667
71.667
71.667
76.667

.059

56.667
56.667
56.667
61.667
63.333
63.333
63.333
66.667
66.667
66.667
71.667
71.667
76.667
78.333

.075

56.667
56.667
56.667
61.667
63.333
63.333
63.333
66.667
66.667
66.667
71.667
71.667
76.667
78.333
81.667
81.667

.095

56.667
56.667
56.667
61.667
63.333
63.333
63.333
66.667
66.667
66.667
71.667
71.667
76.667
78.333
81.667
81.667
86.667

.060

61.667
63.333
63.333
63.333
66.667
66.667
66.667
71.667
71.667
76.667
78.333
81.667
81.667
86.667
90.000

.093

63.333
63:333
63:333
66(667
66:667|
66:667|
71£667|
71.667|
76667
78.333]
81.667
817667
86.667
90.000

93:333
.058
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2.4.B. Hasil Analisis variansi dan uji DMRT 5% kombinasi terhadap berat kalus jintan hitam

Duncan
Subset for alpha = 0.05
perlakuan 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
0D+0K 3|,0000
0D+1K 3|,0040 |,0040
0D+2K 3|,0064 |,0064
0D+0,5K 3|,0083 |,0083
0D+1,5K 3|,0173 |,0173 |,0173
1D+0K 3|,0210 |[,0210 |,0210
0,5D+0,5K 3|,0452 |,0452 |,0452 |,0452
0,5D+1K 3|,0473 |[,0473 |,0473 |,0473 |,0473
0,5D+0K 3|,0482 [,0482 |,0482 |,0482 |,0482
0,5D+2K 3|,0491 [,0491 |,0491 |,0491 |,0491
0,5D+1,5K 3|,05612 |[,0512 |,0512 |[,0512 |,0512 |,0512
3D+0K 3|,0580 [,0580 |(,0580 [,0580 |,0580 [,0580 |,0580
1D+0,5K 3 ,0745 [,0745 |,0745 |,0745 |[,0745 |,0745 ,0745
2D+0,5K 3 ,0853 |,0853 [,0853 |,0853 (,0853 ,0853 ,0853
2D+0K 3 , 1141 [,1141 (,1141 |,1141 , 1141 , 1141 , 1141
1D+2K 3 ,1182  [,1182 |,1182 ,1182 ,1182 ,1182
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1,5D+1,5K
2,5D+1,5K
3D+0,5K
1,5D+1K
2,5D+1K
2,5D+0K
1,5D+0,5K
1,5D+0K
3D+1,5K
1D+1K
2D+1K
1D+1,5K
2,5D+0,5K
2D+1,5K
1,5D+2K
3D+1K
2D+2K
2,5D+2K
3D+2K
Sig.

W W W W W W W W W W W W W W W w W w w

124

.060

.067

.061

.053

, 1212

.052

,1212

,1266

.057

,1212
,1266
,1294
,1306
,1319
,1413
,1440
,1453

.059

, 1212
,1266
,1294
,1306
ALEIL)
,1413
,1440
,1453
, LOIL7

.053

,1212
,1266
,1294
,1306
,1319
,1413
,1440
,1453
,1577
,1641
,1665
,1705
,1789
,1846
,1848
,1882

.053

, 1266
,1294
,1306
,1319
,1413
,1440
,1453
,1577
,1641
,1665
,1705
,1789
,1846
,1848
,1882
,2002

.054

, 1294
,1306
,1319
,1413
,1440
,1453
, 1577
,1641
,1665
,1705
,1789
,1846
,1848
,1882
,2002
,2028

.054

,1413
,1440
,1453
,1577
,1641
,1665
,1705
,1789
,1846
,1848
,1882
,2002
,2028
,2119

.062
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Lampiran 3. Perhitungan dan Pengambilan Larutan Stok Hormon
Lampiran stok dibuat 100 ppm dalam 100 ml Aquades dengan perhitungan:
a. Larutan stok 2,4-D 100 ppm dalam 100 ml

100 mg _ 100mg _ 10 mg
1L 1000 ml 100 ml

Larutan stok 2,4-D 100 ppm =

b. Larutan stok Kinetin 100 ppm dalam 100 ml

100 mg _ 100mg _ 10 mg
1L 1000 ml 100 ml

Larutan stok Kinetin 100 ppm =

Pengambilan larutan stok hormon
1. Perlakuan Pemberian 2,4-D
a. Konsentrasi 0,5 ppm
M1xV1=M2xV2
100 ppm x V1 = 0,5 ppm x 50 ml

0,5 ppm x 50 ml
V1=l
100 ppm

V1=0,25ml
b. Konsentrasi 1 ppm
M1xV1=M2xV2
100 ppm x V1 =1 ppm x 50 ml

1_1ppmx50ml

100 ppm
V1=0,5ml
c. Konsentrasi 1,5 ppm
M1xV1=M2xV2
100 ppm x V1 = 1,5 ppm x 50 mi

1,5 ppm x 50 ml
Vi="——"-"
100 ppm

V1=0,75mi
d. Konsentrasi 2 ppm
M1xV1=M2xV2
100 ppm x V1 =2 ppm x 50 ml

_ 2ppmx 50ml

100 ppm

Vi=1ml
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e. Konsentrasi 2,5 ppm
M1xV1=M2xV2
100 ppm x V1 = 2,5 ppm x 50 ml

2,5 ppm x 50 ml
V1 =22 PP
100 ppm

V1=1,25ml
f. Konsentrasi 3 ppm
M1 xV1=M2xV2
100 ppm x V1 = 3 ppm x 50 ml

3 m x 50 ml
v1==BPRro T
100 ppm

V1i=15ml

2. Perlakuan Pemberian Kinetin
a. Konsentrasi 0,5 ppm
M1xV1=M2xV2
100 ppm x V1 = 0,5 ppm x 50 ml

0,5 ppm x 50 ml
VAR
100 ppm

V1=0,25ml
b. Konsentrasi 1 ppm
M1xV1=M2xV2
100 ppm x V1 =1 ppm x 50 ml

_ 1ppmx 50 ml

100 ppm
V1=0,5ml
c. Konsentrasi 1,5 ppm
M1xV1=M2xV2
100 ppm x V1 =1,5 ppm x 50 ml

1,5 ppm x 50 ml
V1= 2P
100 ppm

V1=0,5ml



d. Konsentrasi 2 ppm
M1 xV1=M2xV2

104

100 ppm x V1 =2 ppm x 50 ml

2 ppm x 50 ml
vl =P
100 ppm

Vi=1ml

Lampiran 4. Gambar Hasil Penelitian Ketiga Ulangan

Perlakuan Omg/L  Perlakuan Omg/L
2,4-D +0mg/L  2,4-D + 0,5mg/L
Kinetin Kinetin

Perlakuan Perlakuan ‘
0,5mg/L 2,4-D + 0,5mg/L 2,4-D +
Omg/L Kinetin ~ 0,5mg/L Kinetin

Perlakuan 1mg/L Perlaka 1mg/L
2,4-D+0mg/L  2,4-D +0,5mg/L
Kinetin Kinetin

Perlakuan Omg/L  Perlakuan Omg/L Perlakuan
2,4-D + 1mg/L 2,4-D +1,5mg/L Omg/L 2,4-D +
Kinetin Kinetin 2mg/L Kinetin

Perlakuan Perlakuan Perlakuan |
0,5mg/L 2,4-D + 0,5mg/L 2,4-D + 0,5mg/L 2,4-D +
Img/L Kinetin ~ 1,5mg/L Kinetin ~ 2mg/L Kinetin

Perlakuan 1mg/L  Perlakuan 1mg/L Perlékuan
2,4-D+1mg/lL 2,4-D+15mg/L 1mg/L 2,4-D +
Kinetin Kinetin 2mg/L Kinetin

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Perlakuan
1,5mg/L 2,4-D +
Omg/L Kinetin

Perlakuan 2mg/L
2,4-D + Omg/L
Kinetin

Perlakuan
2,5mg/L 2,4-D +
Omg/L Kinetin

Perlakuan 3mg/L
2,4-D + 0mg/L
Kinetin

Perlakuan
1,5mg/L 2,4-D +
0,5mg/L Kinetin

Perlakuan 2mg/L
2,4-D + 0,5mg/L
Kinetin

Perlakuan
2,5mg/L 2,4-D +
0,5mg/L Kinetin

Perlakuan 3mg/L
2,4-D + 0,5mg/L
Kinetin

Perfakuan
1,5mg/L 2,4-D +
1mg/L Kinetin

20, 1K
(43)

Perlakuan 2mg/L
2,4-D + 1Img/L
Kinetin

i

Perlakuan
2,5mg/L 2,4-D +
1mg/L Kinetin

Perlakuan 3mg/L
2,4-D + 1mg/L
Kinetin

105

Perlakuan Perlakuan
1,5mg/L 2,4-D + 1,5mg/L 2,4-D +
1,5mg/L Kinetin -~ 2mg/L Kinetin

Perlakuan 2mg/L Perlakuan

2,4-D +15mg/L  2mg/L 2,4-D +
Kinetin 2mg/L Kinetin

2,50, 1,5
(54)

Perlakuan Perlakuan
2,5mg/L 2,4-D + 2,5mg/L 2,4-D +
1,5mg/L Kinetin -~ 2mg/L Kinetin

Perlakuan 3mg/L Perlakuan
2,4-D +1,5mg/L  3mg/L 2,4-D +
Kinetin 2mg/L Kinetin
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Lampiran 5. Alat-alat Penelitian

Autoklaf A Oven

s

cawan petri, scalpel,
pinset, mata pisau

Lampiran 6. Bahan-Bahan Penelitian

- e

Kecambah ZPT 2,4-D dan
hitam jintan hitam in Kinetin
a vitro

Bakterisisda

106
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Fungisida Media MS
instan

3

Agar-agar dan Kertas label, HCI dan NaOH
gula pasir plastik, Karet
gelang

Lampiran 7. Foto Kegiatan Penelitian

GRS

Pengamatan hari muncul

Sterilisasi air Strilisasi Sterilisasi dengan kalus

mengalir dengan bakterisida
fungisida

»

Proses memasak M

penutupan media Proses penanaman di
media LAE

, AL 'f' :
Pengukuran Ph Proses
media
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Perihal determinasi tanaman jintan hitam

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)
Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)
Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga) . ... . - .
Kelas : Magnoliopsida (Berkeping dua/ dikotil) ., . ...,
Sub Kelas : Magnoliidae P
Ordo : Ranunculales
Famili : Ranunculaceae
Genus : Nigella
Spesies : Nigella sativa L. .
Kunci determinasi : 1b-2b-3b-4b-6b-7b-9a-41b-42b-43a-44a.
Morfologi : Jinten hitam tumbuh berupa semak. semusim. dengan tinggi + 30 cm.
Batangnya tegak. lunak, beralur. hijau kemerahan. Daunnya tunggal. lonjong. ujung dan pangkal
runcing, tepi beringgit. pertulangan menyirip. hijau. Bunganya berupa bunga majemuk, bentuk
karang. benang sari banyak, tangkai sari dan kepala sari kuning. mahkota bentuk corong, dan
berwarna putih kekuningan. Buahnya berupa polong, bulst panjang, coklat kchitaman, sedangkan
bijinya kecil, bulat, dan hitam. Akar jinten hitam merupakan akar tunggang dan berwarna coklat.
Nama Simplisia : Nigellae sativae semen, Melanthsi semen/ Bii jinten hitam
Kandungan : Minyak atsiri. melantin (saponin), mgein (2at pahit), nigelon, timokinon,
minyak lemak, dan zat samak. Biji dan daun Nigella sativa meagan.. ung saponin dan polifenol.
Penggunaan : Penelitian / Tugas Akhir
Daftar Pustaka

» Anonim. http://www.idionline.com/jintenhitam, diakses tanggal 17 Desember 2008.

® Anonim. http: /www warintek.ristek.go.id/jintanhitan. diakses tanggal 30 Oktober 2010.

® Syamsubidavat. Sri Sugati dan Hutapea, Johny Ria. 1991. Invemtaris Tanaman Obat Indonesia 1.
Departemen K <chatan Republik Indonesia: Badan Penelitian Dan Pengembangan Kesehatan.

& Van Steenis, (1) 2008. FLORA. Pradny. aramita. Jakarta.
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