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ABSTRAK

Muzdalifah. 2017. Induksi Kalus Daun Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) dengan
Penambahan Zat Pengatur Tumbuh Picloram dan Kinetin secara In Vitro.
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.I.

Kata Kunci: Kalus Daun Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.), Picloram, Kinetin.

Tanaman nilam aceh (Pogostemon cablin Benth.) merupakan tanaman penghasil
minyak atsiri berupa patchouli oil yang memiliki patchouli alcohol untuk memfiksasi
parfum agar wanginya lebih tahan lama. Kebutuhan patchouli oil terus meningkat sejalan
dengan kenaikan konsumsi terhadap produk parfum, kosmetika, sabun dan sebagainya.
Patchouli oil dapat diperoleh melalui kultur kalus dengan penambahan konsentrasi
picloram dan kinetin sehingga produksinya meningkat dan dapat dijadikan acuan
konsentrasi ZPT yang paling optimal dalam peningkatan metabolit sekunder. Tujuan
penelitian ini untuk mengetahui pengaruh picloram dan Kinetin serta kombinasinya
terhadap induksi kalus daun nilam Aceh secara in vitro.

Penelitian ini bersifat eksperimental, menggunakan rancangan acak lengkap
(RAL) dengan 16 perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan dalam penelitian ini ada dua faktor
yaitu: konsentrasi picloram meliputi 0 mg/L, 2 mg/L, 4 mg/L, dan 6 mg/L dan konsentrasi
kinetin meliputi 0 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L dan 3 mg/L. Data dianalisis dengan Uji ANAVA
Two Way a = 5%. Apabila terdapat perbedaan signifikan maka dilanjutkan uji Duncan
Multiple Range Test (DMRT) dengan taraf signifikan 5%.

Hasil dari penelitian menunjukkan adanya pengaruh konsentrasi picloram dan
konsentrasi kinetin terhadap induksi kalus daun nilam aceh. Konsentrasi picloram 2 mg/L
berpengaruh nyata terhadap induksi kalus yaitu 12 HST, persentase kalus 93,42% dan berat
kalus 0,56 gr. Konsentrasi kinetin 1 mg/L hanya berpengaruh nyata terhadap berat kalus
sebesar 0,38 gr. Kombinasi picloram 2 mg/L + kinetin 1 mg/L hanya berpengaruh nyata
terhadap berat kalus sebesar 0,71 gr dengan tekstur kompak dan warna kalus kuning.
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ABSTRACT

Muzdalifah. 2017. Induction of Patchouli (Pogostemon cablin Benth.) Leaf Callus With
Addition of Plant Growth Regulator Picloram and Kinetin In Vitro. Thesis.
Department of Biology Faculty of Science and Technology State Islamic
University Maulana Malik Ibrahim Malang. Supervisor: Ruri Siti Resmisari,
M.Si and M. Mukhlis Fahruddin, M.S.1.

Keywords: Callus of Patchouli (Pogostemon cablin Benth.), Picloram, Kinetin.

Patchouli (Pogostemon cablin Benth.) plants are the essential plants that
producing oil namely patchouli oil that has patchouli alcohol for fixing perfume so the
fragrance is more durable. Patchouli oil needs will increase during consumption of perfume
products, cosmetics, soaps and so on. Patchouli oil can be obtained with callus culture with
the addition of picloram and kinetin concentration, so can increase callus production and
can be used as reference of the most optimal concentration of PGR in increasing of
secondary metabolite later. The purpose of this study was to investigate the effect of
picloram and kinetin and its combination on induction of Aceh patchouli leaf calli in vitro.

This study was experimental and using a completely randomized design (CRD)
with 16 treatment combinations and 3 replications. The treatments in this study were two
factors: First factor is picloram concentration including 0 mg/L, 2 mg/L, 4 mg/L, and 6
mg/L. Second factor is kinetin concentration included 0 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L and 3 mg/L.
The data were analyzed by ANOVA Two Way Test (o = 5%). If there are significant
differences then continued test Duncan Multiple Range Test (DMRT) with 5% significant
level.

The result of this research shows there is influence of picloram concentration
and kinetin concentration on callus induction of patchouli aceh. Concentration of picloram
2 mg/L influence is 12 the day after plant, the percentage of callus growth is 93,42% and
weight callus is 0,56 gr. Concentration of kinetin 1 mg/L only influence on weight callus
is 0,38 gr. Combination of picloram 2 mg/L + kinetin 1 mg/L only influence on weight
callus is 0,71 gr with compact texture and color callus is yellow.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tumbuhan memiliki beranekaragam jenis yang tersebar luas di seluruh
bagian bumi ini. Keanekaragaman jenis tumbuhan juga diikuti dengan
keanekaragaman manfaatnya bagi kehidupan manusia, seperti tumbuhan sebagai
bahan pokok makanan, bahan bangunan, bahan minyak, bahan obat dan potensi
yang masih perlu digali lagi (Permatasari, 2013). Tumbuhan yang beranekaragam
yang diciptakan oleh Allah SWT salah satunya tumbuhan yang mempunyai aroma
harum/wangi.

Allah SWT telah berfirman dalam QS. Ar-Rahman (55):12;

(D 0Bl 52T,

Artinya: “Dan biji-bijian yang berkulit dan bunga-bunga yang harum
baunya”.

Menurut tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa Ali bin Abi Thalib

meriwayatkan dari Ibnu Abbas mengenai “ciasliss iy’  “Dan biji-bijian yang

berkulit,” 1a mengatakan: “Yakni, kulit yang menutupinya.” Al-‘Aufi menceritakan

dari ibnu Abbas: “caes\” berarti daun tumbuhan berwarna hijau yang telah dipotong

bagian atasnya, dan ia disebut al- ‘ashfu jika telah mengering. Demikian pula yang
dikemukakan oleh Qatadah, adh-Dhahhak, dan Abu Malik. Ibnu Abbas, Mujahid

dan lain-lain mengatakan: “ow "’ berarti daun. Dan al-Hasan berkata: “Ia adalah

wewangian kalian ini.”



Berdasarkan ayat tersebut, salah satu jenis tumbuhan yang memiliki aroma
harum/wangi adalah tanaman nilam (Pogostemon cablin Benth.). Tanaman nilam
merupakan salah satu tanaman penghasil minyak atsiri yang dikenal dengan
patchouli oil (Setiawan dan Rosman, 2013). Patchouli oil merupakan salah satu
minyak yang terus menerus digunakan untuk industri farmasi, parfum dan industri
makanan (Bakkali et al., 2008). Nilam di Indonesia mempunyai tiga jenis yaitu
nilam aceh, nilam jawa dan nilam sabun. Tetapi yang mempunyai kadar patchouli
oil yang tinggi yaitu nilam aceh (Puteh, 2004).

Daun nilam memiliki kandungan minyak atsiri, flavonoida, saponin, tanin,
glikosida, terpenoid dan steroid (Bunrathep dkk., 2006). Menurut Swamy dan Uma
(2015) Kandungan kimia dari patchouli oil adalah; a-pinene, d-patchoulene, p-
pinene, aciphyllene, limonene, J-guaiene, o-elemene, 7-epi-a-selinene, a-copaene,
norpatchoulenol, a-patchoulene, 1,10-epoxy-11-bulnesene, S-elemene,
caryophyllene oxide, cycloseychellene, nortetrapatchoulol, [-caryophyllene,
patchouli alcohol, a-guaiene, patchoulenone, seychellene, 9-oxopatchoulol, a-
humulene, pogostol, a patchoulene, isopatchoulenone, y-gurjunene, dan
germacrene D. Dari komponen-komponen tersebut, patchouli alcohol merupakan
komponen yang paling utama (Rubiyanto, 2011).

Patchouli oil termasuk salah satu jenis minyak atsiri yang mempunyai sifat-
sifat yaitu sukar tercuci, sukar menguap dibandingkan dengan minyak atsiri
lainnya, dapat larut dalam alkohol dan dapat dicampur dengan minyak atsiri
lainnya. Karena sifat-sifat inilah patchouli oil dipakai sebagai fiksatif (unsur

pengikat) untuk industri wewangian (Santoso, 1991). Lutony (1994) menyatakan



bahwa peranan patchouli oil sebagai fiksatif wangi-wangian tersebut ternyata
belum dapat digantikan oleh minyak atsiri yang lain sehingga sangat penting dalam
industri parfum. Patchouli oil adalah satu-satunya minyak atsiri yang memiliki
patchouli alcohol berguna untuk memfiksasi parfum agar wanginya lebih tahan
lama (Rubiyanto, 2011). Patchouli alcohol yaitu senyawa kelompok seskuiterpen
dengan rumus molekul CisH26O yang merupakan senyawa terpenting yang
memberikan aroma dan sering digunakan sebagai indikator terhadap mutu minyak
nilam (Bhatia et al dalam Setiawan dan Rosman, 2013).

Kebutuhan patchouli oil akan terus meningkat sejalan dengan kenaikan
konsumsi terhadap produk parfum, kosmetika, sabun dan sebagainya. Dengan
adanya kebutuhan tersebut, menyebabkan prospek ekspor patchouli oil di masa
datang masih cukup besar sejalan dengan semakin tingginya permintaan terhadap
parfum dan kosmetika, trend mode dan belum berkembangnya materi subtitusi
patchouli oil di dalam industri parfum maupun kosmetika (Nugroho, 2008).
Menurut Rubiyanto, dkk (2011) menyatakan bahwa volume dan nilai ekspor
patchouli oil Indonesia dari tahun 2007-2011 selalu meningkat. Kebutuhan
patchouli oil rata-rata mencapai 1.400 ton setiap tahun dengan harga 60,82 juta
US$. Indonesia sebagai produsen utama patchouli oil senantiasa memenuhi
kebutuhan patchouli oil dunia sebesar 80-90%, sehingga volume ekspor tahun
sebelumnya menjadi patokan bagi Indonesia untuk mengekspor patchouli oil
periode selanjutnya.

Patchouli oil dapat diperoleh secara konvensional yaitu dengan ekstraksi

langsung dari organ tumbuhan. Namun cara tersebut membutuhkan budidaya



tanaman dalam skala besar sehingga mengalami kesulitan dalam penyediaan
tanaman khususnya lahan yang digunakan untuk mengembangkan tanaman tersebut
(Nurlelasari, 2007). Paul et al., (2010) melaporkan perbedaan kadar patchouli
alcohol dan kadar minyak dari nilam asal Indonesia. Kadar patchouli alcohol
(56,30%) asal tanaman in vitro lebih tinggi daripada tanaman asal in vivo (44,35%).
Standar patchouli alcohol minimal 31% dalam tanaman nilam, namun semakin
tinggi maka akan semakin baik pula kualitas patchouli oil (Setiawan dan Rosman,
2013). Sehingga upaya untuk meningkatkan kandungan patchouli alcohol dalam
patchouli oil terus diupayakan melalui beberapa penelitian.

Salah satu solusi yang dapat mengatasi masalah tersebut yaitu dengan teknik
kultur jaringan tumbuhan. Teknik kultur jaringan tumbuhan merupakan suatu
metode untuk mengisolasi bagian dari tanaman seperti protoplasma sel,
sekelompok sel jaringan dan organ serta menumbuhkannya dalam kondisi aseptik
(Gunawan, 1998). Menurut Kyte dan Kleyn (1996) teknik kultur jaringan biasanya
sering dimanfaatkan untuk meningkatkan kandungan metabolit sekunder selain
untuk perbanyakan tanaman, karena hasil metabolit sekunder yang dihasilkan dari
teknik kultur jaringan lebih tinggi dibanding metabolit sekunder dari tanaman
lapang. Teknik kultur jaringan yang sering digunakan untuk memacu produksi
metabolit sekunder adalah kultur kalus dan kultur suspensi sel (Scragg, 1997).

Kultur kalus merupakan langkah awal dalam menentukan produksi bahan
metabolit sekunder (Mahadi, 2008). Pada pendekatan ini, budidaya kalus tidak
sekedar diarahkan untuk proliferasi kalus tetapi diarahkan bagaimana kalus dapat

terdorong memproduksi metabolit lebih tinggi. Kalus merupakan massa sel yang



belum berdiferensiasi atau belum terorganisir, biasanya terbentuk diantara luka atau
akibat kerja hormon auksin dan sitokinin (Pierik, 1987). Penambahan auksin dalam
jumlah yang lebih besar dan stabil cenderung menyebabkan terjadinya
pertumbuhan kalus dari eksplan dan menghambat tegenerasi pucuk tanaman
(Wetherell, 1982). Sedangkan sitokinin aktivitas utamanya adalah mendorong
pembelahan sel jika dikombinasikan dengan auksin (Karjadi dan Buchory, 2008).
Hasil penelitian yang dilakukan oleh Trimulyono, et al. (2004) diketahui
bahwa pemberian NAA dan kinetin tidak berpengaruh nyata terhadap sintesis
patchouli oil dalam kalus daun nilam aceh, pemberian 2 mg/L NAA + 2 mg/L
kinetin menghasilkan patchouli oil sebesar 0,4173%. Penelitian yang dilakukan
oleh Palupi, et al. (2004) menghasilkan bahwa kandungan patchouli oil dalam kalus
daun nilam aceh yaitu sebesar 29,54% pada pemberian konsentrasi 1 mg/L 2,4-D +
1 mg/L BA. Berdasarkan penelitian tersebut dapat diketahui bahwa pemberian
kombinasi zat pengatur tumbuh NAA dan Kkinetin dan pemberian kombinasi zat
pengatur tumbuh 2,4-D dan BA belum memberikan hasil yang maksimal dalam
mensintesis patchouli oil. Oleh karena itu, dalam penelitian ini digunakan zat
pengatur tumbuh picloram dan kinetin dalam menginduksi kalus daun nilam aceh.
Picloram merupakan salah satu auksin sintetik yang banyak digunakan
untuk induksi kalus (Aprisa, 2012). Picloram lebih efektif dalam meningkatkan
induksi kalus jika dibandingkan dengan zat pengatur tumbuh 2,4 D (Chernova,
et.al, 1975). Tu et.al (2001) menambahkan bahwa picloram dalam konsentrasi
rendah dapat menstimulasi sintesis RNA dan replikasi DNA dalam mengontrol

pembelahan dan pertumbuhan sel. Sedangkan kinetin merupakan sitokinin sintetik



yang mempunyai aktivitas yang lebih tinggi daripada sitokinin alami (Santoso dan
Nursandi, 2003). Kinetin yang berimbang dengan auksin dapat menyebabkan
pertumbuhan kalus (Abidin, 1985). Penggunaan kombinasi antara auksin
(picloram) dengan sitokinin (kinetin) akan meningkatkan proses induksi kalus (Litz
dan Gray, 1995). Efektifitas zat pengatur tumbuh auksin maupun sitokinin eksogen
bergantung pada konsentrasi hormon endogen dalam jaringan tanaman (Bhaskaran
dan Smith, 1990).

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Lim, et.al. (2009) menyatakan bahwa
kombinasi antara hormon picloram 3 mg/L dengan beberapa konsentrasi kinetin
pada tanaman Ocimum sanctum memberikan hasil yaitu 100 % berkalus dengan
tekstur kalus kompak dan berwarna putih kehijauan. Andre, et.al. (2015) juga
menambahkan bahwa pada kultur kalus daun Lippia multiflora Moldenke
(verbenanceae) dengan berbagai konsentrasi picloram dan Kinetin dapat
menginduksi kalus sebesar 96 % dengan berat basah kalus sebanyak 79,23-207,86
mg.

Berdasarkan pemaparan tersebut maka penting dilakukan penelitian
penggunaan berbagai konsentrasi picloram dan kinetin untuk pembentukan kalus
yang terbaik dan dapat memberikan informasi tentang penggunaan komposisi
picloram dengan Kkinetin yang paling sesuai untuk pembentukan kalus eksplan daun

Pogostemon cablin Benth.



1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:
1. Bagaimana pengaruh pemberian berbagai konsentrasi picloram terhadap
induksi kalus nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) secara in vitro?
2. Bagaimana pengaruh pemberian berbagai konsentrasi kinetin terhadap
induksi kalus nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) secara in vitro?
3. Bagaimana pengaruh kombinasi picloram dan Kinetin terhadap induksi

kalus nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) secara in vitro?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:
1. Mengetahui pengaruh pemberian konsentrasi picloram terhadap induksi
kalus nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) secara in vitro.
2. Mengetahui pengaruh pemberian konsentrasi kinetin terhadap induksi kalus
nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) secara in vitro.
3. Mengetahui pengaruh kombinasi picloram dan kinetin terhadap induksi

kalus nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) secara in vitro.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat dalam penelitian ini adalah:
1. Memberi informasi tentang optimasi hormon picloram dan kinetin untuk

induksi kalus nilam.



2.

Hasil penelitian dapat digunakan sebagai langkah awal upaya memproduksi
metabolit sekunder (patchouli alcohol) melalui kalus yang persentase
kandungannya lebih tinggi sehingga bermanfaat untuk industri farmasi,

parfum dan industri lainnya.

1.5 Batasan Masalah

1.

10.

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:
Tanaman nilam (Pogostemon cablin Benth.) yang digunakan berasal dari

koleksi greenhouse jurusan Biologi UIN Malang.

. Jenis nilam yang digunakan yaitu varietas Sidikalang.

Bagian nilam yang digunakan sebagai eksplan adalah daun muda nomer 2,

umur 12 hari.

. Eksplan dipotong dengan ukuran 1 cm x 1 cm.

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

Zat pengatur tumbuh yang digunakan adalah picloram dan kinetin.

. Konsentrasi zat pengatur tumbuh picloram adalah 0 mg/L, 2 mg/L, 4 mg/L,

6 mg/L.

. Konsentrasi zat pengatur tumbuh kinetin adalah 0 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L, 3

mg/L.

Hasil inisiasi diinkubasi pada ruangan dengan suhu 21°C.

Parameter yang diamati adalah kuantitas dan kualitas kalus. Kuantitas kalus
meliputi hari muncul kalus, persentase pertumbuhan kalus, dan berat kalus.

Kualitas kalus meliputi warna kalus dan tekstur kalus.



11. Kalus yang diinginkan adalah kalus non-embriogenik dengan ciri tekstur

kompak dan warna kuning-kuning kecoklatan.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Nilam (Pogostemon cablin Benth.)
2.1.1 Nilam dalam Perspektif Islam

Tumbuhan merupakan salah satu makhluk yang diciptakan oleh Allah SWT
untuk diambil manfaatnya. Misalnya digunakan untuk dikonsumsi, digunakan
sebagai obat, dimanfaatkan sebagai bahan bangunan, sebagai bahan minyak
maupun digunakan untuk menunjang kehidupan sehari-hari lainnya. Allah SWT
menumbuhkan tumbuhan yang bermacam-macam, seperti yang tertera dalam QS.

Asy-Syu’ara’ (26):7;

0o -

@ - ’fw’“ /./e/fia/ .7/’1/ ’//’
TS 5 F o b BEBIE 23N LT 3|

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi,berapakah
banyaknya Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam
tumbuh-tumbuhan yang baik?”.

Dijelaskan dalam tafsir Al-Misbah (Shihab, 2001), bahwa ayat ini
mengundang manusia untuk mengarahkan pandangan hingga batas kemampuannya
memandang sampai mencakup seantro bumi, dengan aneka keajaiban yang
terhampar pada tumbuh-tumbuhannya. Tumbuhan memiliki banyak manfaat yang

tidak terhitung jumlahnya. Hal ini juga dijelaskan dalam QS. Thahaa (20):53;

4
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Artinya: “Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan
yang telah menjadikan bagimu di bumi itu jalan-ja]an, dan
menurunkan dari langit air hujan. Maka Kami tumbuhkan
dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan yang
bermacam-macam”.

Pengertian dari firman Allah SWT s < adalah jenis yang bermacam-

macam bentuk, ukuran, manfaat, warna, bau dan rasanya. Kata < berarti

tumbuhan yang bermacam-macam, sedangkan kata s merupakan bentuk jamak

dari kata <.=: yang artinya yang bermacam-macam (Syangithi, 2007). Kata &

adalah sifat dari kata 53 yang mengandung arti bermacam-macam warnanya,

rasanya dan sebagainya. Dan kata s adalah bentuk jamak dari kata <.z , seperti

kata =, dan s_z,. Berasal dari ungkapan »¥' <. 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 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. Tumbuhan bermacam-macam yang diciptakan Allah SWT salah satunya

tumbuhan yang mempunyai aroma harum/wangi.
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Firman Allah SWT dalam QS. Ar-Rahman (55):12;

2 1125 Y| 24T

Artinya: “Dan biji-bijian yang berkulit dan bunga-bunga yang harum
baunya”.

Menurut tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa Ali bin Abi Thalib

meriwayatkan dari Ibnu Abbas mengenai “ciadisd 2diy”  “Dan biji-bijian yang

berkulit,” ia mengatakan: “Yakni, kulit yang menutupinya.” Al-‘Aufi menceritakan

dari ibnu Abbas: “caast” berarti daun tumbuhan berwarna hijau yang telah dipotong

bagian atasnya, dan ia disebut al- ‘ashfu jika telah mengering. Demikian pula yang

dikemukakan oleh Qatadah, adh-Dhahhak, dan Abu Malik. Ibnu Abbas, Mujahid

dan lain-lain mengatakan: “o ) berarti daun. Dan al-Hasan berkata: “la adalah

wewangian kalian ini.”

Al-Jazairi (2009) menambahkan bahwa “Warraihaanu” merupakan sebuah
tumbuhan yang dikenal orang Arab dan yang dimaksud disini adalah tumbuhan
yang memiliki bau wangi dan harum. Sedangkan menurut Jalalludin (2010) yakni
daunnya atau bisa dicium keharumannya. Salah satu tumbuhan yang memiliki daun
yang berbau wangi ialah nilam.

Berdasarkan ayat tersebut terdapat makna yang tersirat bahwasannya Allah
SWT telah menumbuhkan beberapa tanaman yang mempunyai aroma wangi baik
dari daunnya, bunganya, dan bagian tumbuhan lainnya. Tanaman yang mempunyai
aroma wangi biasanya tanaman tersebut mengandung minyak atsiri. Menurut
Gunawan dan Mulyani (2004) menyatakan bahwa minyak atsiri terkandung dalam

berbagai organ, seperti di dalam rambut kelenjar (pada famili Labiatae/Lamiaceae),
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di dalam sel-sel parenkim (misalnya famili Piperaceae), di dalam saluran minyak
seperti vittae (famili Umbelliferae), di dalam rongga-rongga skizogen dan lisigen
(pada famili Pinaceae dan Rutaceae), terkadang dalam semua jaringan (pada famili
Conaferae).

Dari 70 jenis minyak atsiri yang diperdagangkan di pasaran internasional,
sekitar 9-12 macam atau jenis minyak atsiri di suplai dari Indonesia. Beberapa
tanaman yang menghasilkan minyak atsiri yaitu tanaman nilam (patchouli), minyak
sereh wangi (citronella), akar wangi (vetyver), kenanga (cananga), kayu putih
(cajeput), serta melati (yasmin) (Mangun, 2008). Dari berbagai jenis minyak
tersebut 70% pangsa pasar dunia dikuasai oleh minyak nilam. Tanaman nilam Aceh
(Pogostemon cablin Benth.) dengan hasil patchouli oil merupakan penghasil devisa
terbesar dari ekspor minyak atsiri (Kardinan, 2005).

2.1.2 Klasifikasi

Tanaman nilam termasuk suku Labiate yang memiliki sekitar 200 genus.
Menurut Rukmana (2003) berdasarkan taksonominya, kedudukan tanaman nilam

diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Plantae (tumbuh-tumbuhan)
Divisi . Sprematophyta (tumbuhan berbiji)
Subdivisi . Angiospermae (berbiji tertutup)
Kelas : Dicotyledonae (biji berkeping dua)
Ordo . Labiatales

Famili : Labiatae

Genus : Pogostemon
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Spesies : Pogostemon cablin Benth.
Varietas : Sidikalang

Nilam Aceh memiliki beberapa varietas. Balittro Bogor tahun 2005 telah
melepas tiga varietas unggul nilam Aceh yaitu; varietas Lhokseumawe, Sidikalang
dan Tapak Tuan. Varietas Tapak Tuan, warna pangkal batangnya hijau dengan
sedikit ungu, varietas Lhokseumawe lebih ungu dan varietas Sidikalang paling ungu
(Nuryani, 2006). Namun bila tanaman ini dibudidayakan pada tempat yang berbeda
fenotipe ketiga varietas tanaman nilam aceh relatif susah dibedakan.
2.1.3 Deskripsi Tanaman

Nilam termasuk tanaman yang mudah tumbuh seperti herba lainnya.
Tanaman ini memerlukan suhu yang panas dan lembab. Tanaman nilam tumbuh
dan berproduksi dengan baik pada ketinggian sampai 700 m dpl (Nuryani, 2006).
Sedangkan Mauludi dan Asman (2005) menyebutkan tanaman nilam dapat tumbuh
pada ketinggian 10 — 1200 m dpl. Lebih lanjut disebutkan nilam dapat tumbuh pada
segala jenis tanah, akan tetapi tumbuh lebih baik pada tanah yang gembur dan
banyak mengandung humus, bertekstur lempung sampai liat berpasir, pH 5-5,7.
Selain itu nilam juga memerlukan curah hujan yang merata dalam jumlah cukup.
Saat berumur lebih dari 6 bulan, ketinggian tanaman nilam dapat mencapai 60-90
cm dengan radius cabang sekitar 60 cm.

Tanaman nilam berasal dari daerah tropis Asia Tenggara terutama
Indonesia, Filipina, dan India (Grieve, 2002). Di Indonesia terdapat tiga jenis nilam
yaitu Pogostemon cablin Benth. (nilam Aceh), Pogostemon hortensis Backer.

(nilam Jawa), dan Pogostemon heyneanus Benth. (nilam Kembang). Nilam Aceh
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berasal dari Philipina, mula-mula ditanam di Jawa pada tahun 1895 dan mulai
ditanam di Aceh pada tahun 1909 (Guenther, 1952 ).

Berdasarkan sifat tumbuhnya, tanaman nilam adalah tanaman tahunan
(perennial). Tanaman nilam berupa semak tropis perdu yang tumbuh tegak,
memiliki banyak percabangan, dan bertingkat-tingkat. Secara alami tanaman nilam
dapat mencapai ketinggian antara 0,5 - 1,0 m. Daun tanaman nilam berbentuk bulat
telur sampai bulat panjang (lonjong). Daun nilam memiliki panjang antara 5 - 11
cm, berwarna hijau, tipis, tidak kaku, dan berbulu pada permukan bagian atas.
Kedudukan daun saling berhadapan, permukaan daun kasar dengan tepi bergerigi,
ujung daun tumpul, daun urat daun menonjol keluar. Tanaman nilam jarang
berbunga. Bunga tumbuh di ujung tangkai, bergerombol, dan memiliki karateristik
warna ungu kemerahan. Tangkai bunga memiliki panjang antara 2 - 8 cm dengan
diameter antara 1 - 1,5 cm. Mahkota bunga berukuran 8 mm (Rukmana, 2003).

Tanaman nilam mempunyai batang berkayu dengan diameter 10 — 20 mm
relatif hampir berbentuk segi empat. Sebagian besar daun yang melekat pada
ranting hampir selalu berpasangan satu sama lain. Jumlah cabang yang banyak dan
bertingkat mengelilingi batang sekitar 3 — 5 cabang per tingkat. Tanaman ini
memiliki umur tumbuh yang cukup panjang, yaitu sekitar tiga tahun, panen perdana
dapat dilakukan pada bulan ke 6 — 7 dan seterusnya setiap 2-3 bulan tergantung
pemeliharaan dan pola tanam, kemudian dapat diremajakan kembali dari hasil
tanaman melalui pesemaian atau pembibitan berupa setek (Mangun, 2002).

Gambar tanaman nilam disajikan pada gambar 2.1.
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S . D
Gambar 2.1 Tanaman Nilam (Sharma, 2015)

2.1.4 Kandungan dan Manfaat Nilam

Daun nilam memiliki kandungan minyak atsiri, flavonoida, saponin, tanin,
glikosida, terpenoid dan steroid (Bunrathep dkk., 2006). Daun kering tanaman ini
disuling untuk mendapatkan minyak nilam (Patchouli oil) yang banyak digunakan
di berbagai kegiatan industri. Fungsi utama minyak nilam sebagai bahan baku
pengikat (fiksatif) dari komponen kandungan utamanya, yaitu patchouli alcohol
(C15H260) dan sebagai bahan eteris untuk parfum agar aroma keharumannya
bertahan lebih lama. Selain itu minyak nilam digunakan sebagai bahan campuran
produk kosmetika (diantaranya untuk pembuatan sabun, pasta gigi, sampo, lotion
dan deodorant), kebutuhan industri makanan diantaranya pembuatan obat anti
radang, anti fungi, anti serangga, afrodisiak, anti — inflamasi, anti depresi, anti
flogistik serta dekongestan), kebutuhan aromaterapi serta berbagai kebutuhan
industri lainnya. Aroma minyak nilam sangat kaya, terkesan rasa manis, hangat dan
menyengat. Aroma tetap terasa manis sampai seluruh minyak menguap (Dhalimi,
1998).

Minyak nilam merupakan komoditi ekspor, karenanya memiliki prospek

yang cukup cerah dan selalu dibutuhkan secara berkesinambungan dalam industri-
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industri parfum, wewangian, kosmetik, sabun, farmasi, flavouring agent dan lain-
lain. Minyak nilam dalam industri digunakan sebagai fiksasi yang belum dapat
digantikan oleh minyak lain sampai dengan saat ini. Minyak nilam terdiri dari
komponen-komponen yang bertitik didih tinggi sehingga sangat baik dipakai
sebagai zat pengikat dalam industri parfum dan dapat membentuk aroma yang
harmonis. Zat pengikat adalah suatu persenyawaan yang mempunyai daya menguap
lebih rendah atau titik uapnya lebih tinggi daripada zat pewangi sehingga kecepatan
penguapan zat pewangi dapat dikurangi atau dihambat. Penambahan zat pengikat
di dalam parfum dimaksudkan untuk mengikat aroma wangi dan mencegah
penguapan zat pewangi yang terlalu cepat sehingga aroma wangi tidak cepat hilang
atau lebih tahan lama (Ketaren,1985).

Menurut Swamy dan Uma (2015) Patchouli oil dianalisis dengan
comprehensive two-dimensional gas chromatography time-of-flight mass
spectrometry mengandung komponen monoterpenes and sesquiterpenes.
Kandungan kimia dari patchouli oil tersebut adalah sebagai berikut; a-pinene, J-
patchoulene, p-pinene, aciphyllene, limonene, OJ-guaiene, o-elemene, 7-epi-o-
selinene, a-copaene, norpatchoulenol, a-patchoulene, 1,10-epoxy-11-bulnesene, B-
elemene, caryophyllene oxide, cycloseychellene, nortetrapatchoulol, p-
caryophyllene, patchouli alcohol, a-guaiene, patchoulenone, seychellene, 9-
oxopatchoulol, o-humulene, pogostol, o-patchoulene, isopatchoulenone, y-
gurjunene, dan germacrene D (Swamy dan Uma, 2015). Komponen yang paling
menentukan mutu minyak nilam adalah patchouli alcohol karena merupakan

penciri utama (Santoso, 1990).
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Lima komponen yang mempunyai persentase terbesar adalah patchouli
alcohol (32,60 %), o-guaiena (23,07 %), a-guaiena (15,91 %), seychellena (6,95
%) dan a-patchoulena (5,47 %) (Aisyah, dkk., 2010). Donelian et al., (2009)
menambahkan bahwa sesquiterpene patchoulol (patchouli alcohol) merupakan
kompenen terbesar dan utama yang bisa menentukan tipe aroma patchouli.
Patchoulol dan a-patchoulena merupakan komponen yang penting dari patchouli
oil karena menentukan kualitas dari minyaknya. Walupun a-patchoulena biasanya
ditemukan hampir sedikit, tapi merupakan komponen utama patchouli oil karena

ketika bersama dengan patchoulol dapat menentukan aroma minyak juga.

2.2 Kultur Jaringan Tumbuhan
2.2.1 Pengertian Kultur Jaringan
Kultur jaringan adalah istilah yang ditunjukkan pada budidaya secara in
vitro terhadap berbagai bagian tanaman yang meliputi batang, daun, akar, bunga,
kalus, sel, protoplas, dan embrio. Bagian-bagian tersebut seperti eksplan, diisolasi
dari kondisi in vivo dan dikultur pada media buatan yang steril sehingga dapat
bergenerasi dan berdifferensiasi menjadi tanaman lengkap (Zulkarnain, 2009).
Teknik kultur jaringan merupakan suatu metode untuk mengisolasi bagian
dari tanaman seperti protoplasma sel, sekelompok sel jaringan dan organ serta
menumbuhkannya dalam kondisi aseptis, sehingga bagian-bagian tersebut dapat
memperbanyak diri dan bergenarai menjadi tanaman lengkap (Gunawan, 1998).
Berbeda dengan teknik perbanyakan vegetatif secara konvensional, teknik

kultur jaringan melibatkan pemisahan sejumlah komponen biologis dan tingkat



19

pengendalian yang tinggi untuk memacu proses regenerasi dan perkembangan
eksplan. Setiap tahapan dari proses-proses tersebut dapat dimanipulasi melalui
seleksi bahan eksplan, medium kultur, dan faktor-faktor lingkungan termasuk
melalui eliminasi mikroorganisme, seperti cendawan dan bakteri. Semua faktor-
faktor tersebut dimanipulasi untuk memaksimalkan hasil yang dicapai dalam
bentuk jumlah dan mutu propagaul yang didapatkan (Zulkarnain, 2009).

Teknik kultur jaringan mempunyai keuntungan antara lain produksi
metabolit sekunder dapat dilakukan sepanjang tahun tanpa dipengaruhi oleh cuaca,
serta dapat dikembangkan untuk produksi biomassa metabolit secara besar-besaran.
Sehingga kultur merupakan cara yang dapat digunakan dalam meningkatkan sintesa
metabolit sekunder (Nobert, 2007; Habibah, 2009).

Kultur jaringan termasuk teknik perbanyakan tanaman secara vegetatif
buatan berdasar sifat totipotensi tumbuhan. Totipotensi adalah kemampuan sel
tanaman untuk tumbuh menjadi organ baru meskipun sudah tua. Teknik kultur
jaringan dapat berhasil dengan baik apabila syarat-syarat yang diperlukan
terpenuhi, meliputi pemilihan eksplan sebagai bahan dasar untuk pembentukan
kalus, penggunaan medium yang cocok, keadaan yang aseptik dan pengaturan
udara yang baik terutama untuk kultur cair. Meskipun pada prinsipnya semua jenis
sel dapat ditumbuhkan, tetapi sebaiknya dipilih bagian tanaman yang masih muda
dan mudah tumbuh yaitu bagian meristem, misalnya daun muda, ujung batang,
keping biji, dan sebagainya (Hendaryono dan Wijayani, 1994).

Dalam bidang farmasi, kultur jaringan tanaman mempunyai manfaat yang

besar yaitu selain menghasilkan tanaman sumber simplisia yang seragam juga



20

mampu menghasilkan metabolit sekunder sebagai bahan obat. Tanaman tersebut
menghasilkan metabolit sekunder dengan struktur molekul dan aktivitas biologi
yang beraneka ragam sehingga memiliki potensi yang sangat baik untuk
dikembangkan menjadi obat berbagai penyakit (Hendaryono dan Wijayani,1994).
2.2.2 Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Kultur Jaringan Tumbuhan
Menurut Santoso dan Nursandi (2004), ada beberapa faktor yang dapat
mempengaruhi keberhasilan kultur jaringan yaitu genotif, eksplan, media, oksigen,
cahaya, temperatur, pH dan lingkungan yang aseptik:
a. Genotif
Pada beberapa jenis tumbuhan embrio mudah tumbuh akan tetapi pada
beberapa jenis tumbuhan lain sukar untuk tumbuh. Hal ini disebabkan oleh
perbedaan kultivar dari jaringan yang sama (Santoso dan Nursandi, 2004).
b. Eksplan
Eksplan merupakan bagian tanaman yang akan dikulturkan. Eksplan dapat
berasal dari meristem, tunas, batang, anter, daun, embrio, hipokotil, biji,
rhizome, dan juga akar. Ukuran eksplan yang digunakan bervariasi dari
ukuran +0,1 mm sampai 5 cm. Jenis eksplan akan mempengaruhi
morfogenesis suatu kultur in vitro (Wattimena et.al., 1992).
Eksplan diusahakan agar dalam keadaan aseptik melalui prosedur sterilisasi
dengan berbagai bahan kimia. Melalui eksplan yang aseptic kemudian
diperoleh kultur yang axenic yaitu kultur dengan hanya satu macam

organisme yang diinginkan (Gunawan, 1987).
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c. Komposisi Media
Umumnya media kultur jaringan tersusun atas komposisi hara makro, hara
mikro, vitamin, gula, asam amino, dan N-organik, persenyawaan kompleks
alamiah (air kelapa, ekstrak ragi, jus tomat, dan sebagainya), buffer, arang
aktif, zat pengatur tumbuh (terutama auksin dan sitokinin), dan bahan
pemadat (Alitalia, 2008). Faktor penting lainnya yang tidak boleh diabaikan
adalah ion ammonium dan potassium (Santoso dan Nursandi, 2004).

d. Oksigen
Suplai oksigen yang cukup sangat menentukan laju multiplikasi tunas dalam
usaha perbanyakan secara in vitro (Santoso dan Nursandi, 2004).

e. Cahaya
Cahaya dalam kultur jaringan berguna untuk mengatur proses-proses
morfogenik tertentu seperti pembentukan pucuk dan akar, dan tidak untuk
fotosintesis karena sumber energy bagi eksplan telah disediakan oleh
sukrosa. Cahaya juga penting dalam pengendalian perkembangan eksplan
dan unsur-unsur cahaya yang perlu diperhatikan adalah kualitas cahaya,

panjang penyinaran dan intensitas cahaya (Alitalia, 2008).
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f. Temperatur
Temperatur ruang kultur juga menentukan respon fisiologi kultur dan
kecepatan pertumbuhannya (Alitalia, 2008). Temperatur optimum yang
dibutuhkan umunya tergantung dari jenis tumbuhan yang digunakan. Secara
normal temperatur yang digunakan adalah antara 22°C-28°C (Santoso dan
Nursandi, 2004).

9. pH
Faktor lain yang tidak kalah penting dalam klultur jaringan adalah
pengaturan pH media. Tingkat keasaman media harus diatur supaya tidak
mengganggu fungsi membran sel dan pH sitoplasma (Alitalia, 2008). Sel-
sel tanaman yang dikembangkan dengan teknik kultur jaringan mempunyai
toleransi pH yang relatif sempit, yaitu 5,0 - 6,0. Bila eksplan mulai tumbuh,
pH dalam kultur umumnya akan naik apabila nutrien habis terpakai
(Santoso dan Nursandi, 2004).

h. Lingkungan yang aseptik
Kondisi lingkungan sangat menentukan terhadap keberhasilan pembiakan

tanaman dengan kultur jaringan (Santoso dan Nursandi, 2004).

2.3 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). Kalus tersusun atas sel-sel parenkim (George dan
Sherington,1984; Pierik, 1987 dalam Darwati, 2007).

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,
metabolisme menjadi aktif dan ukuran sel tetap konstan. Tahap pembelahan, sel
aktif membelah atau bersifat meristematik dan terjadi penurunan ukuran sel. Akhir
pertumbuhan kalus ditandai dengan peningkatan diferensiasi dicirikan dengan
pembesaran sel, sel menjadi bervakuola dan penurunan laju pembelahan (Alitalia,
2008).

Pertumbuhan kalus dapat digambarkan dengan kurva sigmoid biasanya
terdiri dari lima fase yaitu (1) fase lag (2) periode pertumbuhan eksponensial (3)
Periode pertumbuhan linear (4) periode penurunan kecepatan tumbuh (5) stasioner
(Smith, 2000). Metabolit sekunder pada umumnya meningkat pada fase stasioner.
Hal ini dimungkinkan karena adanya peningkatan vakuola makanan sel atau
akumulasi. Pada fase stasioner pertumbuhan 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).

Kualitas pertumbuhan kalus dapat dilihat dari tekstur kalus, warna kalus dan

berat kalus. Kebanyakan penelitian tentang kultur kalus menggunakan parameter
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pengamatan yang meliputi tekstur kalus, warna kalus dan berat kalus untuk menilai
pertumbuhan suatu kalus pada tumbuhan (Arianti, 2015). Berikut penjelasan tekstur
kalus, warna kalus dan berat kalus:

2.3.1 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) (Andrayani, 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 Dini, 2013).
Menurut Dodd (1993) dalam Ariati (2012), kalus yang memiliki tekstur yang
kompak umumnya memilki ukuran sel kecil dengan sitoplasma padat, inti besar,
dan memiliki banyak pati gandum (karbohidrat). Andri (2012) menyatakan bahwa
kalus kompak memilki struktur seperti nodul. Nodul merupakan massa
proembrionik dan dapat digunakan sebagai inokulum untuk induksi sebagai embrio
somatik.

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 medium seperti zat
pengatur tumbuh. Konsentrasi 2,4 D dan ekstrak khamir yang tinggi akan

menghasilkan kalus bertekstur remah (friable) (Rahayu dkk., 2003).
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Gambar 2.2 Tekstur Kalus Stevia (A) kalus kompak, (B) kalus
intermediet (B1= kalus kompak, B2= kalus remah)
(C) kalus remah (Putri, 2015)

Gambar 2.2 menunjukkan bahwa tekstur kalus stevia (Stevia rebaudiana)
menghasilkan tiga macam kalus yaitu kompak (non friable), intermediet dan remah
(friable). Kalus kompak yaitu dicirikan dengan teksturnya padat, tidak bisa
dipisahkan. Sedangkan kalus remah dicirikan dengan nampak bergranul sehingga
mudah untuk dipisahkan. Sementara kalus intermediet merupakan kalus campuran
antara kalus kompak dan remah. Pada gambar 2.2 bagian B1 menunjukkan

teksturnya padat dan pada bagian B2 tampak terdapat granul (mudah terpisah).

2.3.2 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 jaringan, semakin
hijau warna kalus semakin banyak pula kandungan klorofilnya dalam kalus (Dwi,
2012). Warna kalus yang hijau disebabkan oleh peningkatan konsentrasi sitokinin

yang tinggi. Sitokinin yang ditambahkan dalam media mampu menghambat
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perombakan butir-butir klorofil karena sitokinin mampu mengaktifkan proses
metabolisme dalam sintesis protein (Wardani, 2004).

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).

-

Gambar 2.3 Warna Kalus Kopi Liberika Tungkal Jambi (Coffea liberica Var. Liberica Cv.
Tungkal Jambi) yang berumur 12 Minggu Setelah Kultur. a) kalus warna putih (2
ppm 2,4-D + 1,5 ppm kinetin), b) kalus warna putih kekuningan (3 ppm 2,4- D +
0,5 ppm kinetin), c) kalus warna putih kecoklatan (3 ppm 2,4-D + 1 ppm kinetin),
d) kalus warna kuning kecoklatan (4 ppm 2,4-D + 1,5 ppm kinetin), €) kalus warna
kuning kehitaman (2 ppm 2,4-D + 1 ppm Kinetin), f) kalus warna kuning (4 ppm
2,4-D + 0,5 ppm kinetin), g) kalus warna coklat (2 ppm 2,4-D + 1 ppm kinetin), h)
kalus warna coklat kehitaman (4 ppm 2,4-D + 1,5 ppm kinetin), i) kalus warna hitam
(2 ppm 2,4-D + 0,5 ppm kinetin), j) kalus warna putih kehitaman (3 ppm 2,4-D +
0,5 ppm Kinetin) (Azizah, 2017).
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Warna kalus dalam penelitian yang dilakukan oleh Azizah (2017) pada
kalus daun kopi liberika tungkal jambi (Coffea liberica Var. Liberica Cv. Tungkal
Jambi) memberikan warna yang berbeda-beda. Warna yang terbentuk yaitu putih,
putih kekuningan, putih kecoklatan, kuning kecoklatan, kuning kehitaman, kuning,
coklat, coklat kehitaman, hitam dan putih kehitaman. Kalus yang berwarna
kecoklatan atau kehitaman merupakan kalus non-embriogenik dimana kalus ini
tidak memiliki kemampuan untuk beregenerasi.

2.3.3 Berat Kalus

Pertumbuhan kalus pada media kultur biasanya ditentukan dengan
mengukur berat kalus (Yokota et al., 1999). Ruswaningsih (2007), berat segar
secara fisiologis terdiri dari dua kandungan yaitu air dan karbohidrat. Berat segar
kalus yang besar disebabkan karena kandungan airnya yang tinggi. Berat basah
yang dihasilkan sangat tergantung pada kecepatan sel-sel tersebut membelah diri,
memperbanyak diri dan dilanjutkan dengan membesarnya kalus. Berat kering
merupakan parameter pertumbuhan yang dapat digunakan sebagai ukuran global
pertumbuhan tanaman dengan segala peristiwa yang dialaminya. Untuk
mendapatkan berat kering dilakukan pengeringan untuk menghilangkan kadar air
dan menghentikan aktivitas metabolisme dalam bahan hingga diperoleh berat yang

konstan (Muryanti et al., 2005).

2.4 Zat Pengatur Tumbuh
Zat pengatur tumbuh (ZPT) didefinisikan sebagai senyawa organik bukan

nutrisi yang aktif dalam jumlah kecil (10 -10° mM) yang disintesis pada bagian
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tertentu tanaman dan pada umumnya diangkut ke bagian lain tanaman di mana zat
tersebut menimbulkan tanggapan secara biokimia, fisiologis dan morfologis
(Wattimena, 1988). Dua golongan zat pengatur tumbuh yang penting dalam kultur
jaringan yaitu auksin dan sitokinin. Zat pengatur tumbuh ini mempengaruhi
pertumbuhan dan morfogenesis dalam kultur sel dan organ. Interaksi dan
perimbangan antara zat pengatur tumbuh yang diberikan dalam media dan yang
diproduksi oleh sel secara endogen menentukan arah perkembangan suatu kultur
(Guanawan, 1998).

ZPT bertindak secara sinergis dalam tindakannya sebagai penyebab respon,
seperti yang dinyatakan Gardner et. al (1991). Dalam kultur jaringan, ada dua
golongan ZPT yang sangat penting, yaitu auksin dan sitokinin. ZPT tersebut
mempengaruhi pertumbuhan dan morfogenesis dalam kultur sel, kultur jaringan
dan kultur organ (Karjadi, 1996). Kombinasi zat pengatur tumbuh yang
ditambahkan ke dalam medium merupakan faktor utama penentu keberhasilan
kultur in vitro kalus. Auksin dan sitokinin merupakan zat pengatur tumbuh yang
sering dipakai dalam kultur jaringan untuk inisiasi kalus, organogenesis atau untuk
meningkatkan produksi metabolit sekunder (Palupi dkk, 2004). Suryowinoto
(1996) dalam Arianti (2015) juga menambahkan bahwa untuk mendapatkan kalus,
perlu adanya keseimbangan antara sitokinin dan auksin.

2.4.1 Picloram

Auksin merupakan salah satu zat pengatur tumbuh tanaman yang

aktivasinya dapat merangsang atau mendorong pengembangan sel (Indah, 2013).

Auksin merupakan istilah umum untuk substansi pertumbuhan yang khususnya
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merangsang perpanjangan sel, tetapi auksin juga menyebabkan suatu kisaran respon
pertumbuhan yang agak berbeda-beda (Gardner, 1995). Auksin banyak digunakan
secara luas pada kultur jaringan dalam merangsang pertumbuhan kalus, suspensi
sel dan organ (Gunawan, 1987). Contoh auksin alami adalah Indole-3-Acetic Acid
(IAA), Indole-3-Butyric Acid (IBA), auksin sintetik meliputi 1-Naphthalene acetic
Acid (NAA), 2,4-Dichlorophenoxy Acetic Acid (2,4-D), 2,4,5-Trichlorophenoxy
Acetic Acid (2,4,5-T), Dicamba, Tordon 4-CPA, dan picloram. Berikut struktur

kimia dari picloram disajikan dalam gambar 2.3.

Q
C-OH
i o
cl NH,
cl

Picloram acid

Gambar 2.4 Struktur Kimia Picloram (Tu et.al, 2001)

Picloram merupakan salah satu auksin sintetik seperti 2,4-D yang banyak
digunakan untuk induksi kalus. Picloram aktif pada konsentrasi rendah pada banyak
genotipe (Aprisa, 2012). Picloram dalam konsentrasi rendah dapat menstimulasi
sintesis RNA, DNA dan protein dalam mengontrol pembelahan dan pertumbuhan
sel. Sedangkan picloram dalam konsentrasi tinggi dapat menghambat pembelahan
dan pertumbuhan sel (Tu et.al, 2001). Picloram memiliki sifat yang hampir sama
dengan 2,4-D, tetapi picloram lebih efektif dalam meningkatkan induksi kalus jika

dibandingkan dengan zat pengatur tumbuh 2,4 D (Chernova, et.al, 1975).
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2.4.2 Kinetin

Golongan sitokinin adalah turunan dari adenine. Golongan ini sangat
penting dalam pengaturan pembelahan sel dan morfogenesis (Gunawan, 1992).
Sitokinin digunakan untuk merangsang terbentuknya tunas, berpengaruh terhadap
metabolisme sel,serta aktivitas utamanya adalah mendorong pembelahan sel jika
dikombinasikan dengan auksin (Karjadi dan Buchory, 2008). Zulkarnain (2009)
menambahkan mekanisme sitokinin dalam mengatur pembelahan sel yaitu dengan
meningkatkan ekspresi D-type cyclin gene CycD3 yaitu gen yang mengatur proses
transisi G1 menuju fase M dalam siklus sel. Salah satu sitokinin sintetik yang
mempunyai aktivitas tinggi dalam memacu pembelahan sel adalah kinetin. Adapun

rumus bangun kinetin adalah sebagai berikut:

Q;o
y ! H
I
Gambar 2.5 Struktur Kimia Kinetin (Azizah, 2017)

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). Kinetin mampu meningkatkan proliferasi kalus dan

regenerasi melalui mitosis sitokinesis, sintesis total protein, biosintesis lignin,
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diferensiasi pembuluh vaskuler dan diferensiasi kloroplas dari protoplas (Wan dan
Liang, 1988).

2.4.3 Kerja Auksin dan Sitokinin

Auksin  adalah sekelompok senyawa yang fungsinya merangsang
pemanjangan sel-sel pucuk yang spektrum aktivitasnya menyerupai IAA (indole-3-
acetic acid). Sitokinin adalah senyawa yang dapat meningkatkan pembelahan sel
pada jaringan tanaman serta mengatur pertumbuhan dan perkembangan tanaman
sama halnya dengan kinetin. Peranan auksin dan sitokinin sangat nyata dalam
pengaturan pembelahan sel, pemanjangan sel, diferensiasi sel dan pembentukan
organ (Zulkarnain, 2009). Perlu adanya rasio tertentu antara auksin dan juga
sitokinin. Konsentrasi penggunaan auksin dan sitokinin tergantung dari tujuan

pengkulturan (Azizah, 2017).

auksin sitokinin

/— Pembentukan akar pada stek in vifro —

o= Embryogenesis o

LI Pembentukan tunas adventif dar1 kalus g

Inssiast kalus tanaman dikotil

Pembentukan funas adventif

Proliferas: tunas aksilar -

Gambar 2.6 Keseimbangan Auksin dan Sitokinin (George dan Sherrington, 1984)

Berdasarkan gambar 2.6 dapat diketahui bahwa keseimbangan auksin dan
sitokinin sangat penting dalam mengarahkan tujuan pengkulturan. Apabila
konsentrasi auksin yang ditambahkan dalam media lebih tinggi dibanding

konsentrasi sitokinin maka akan menginduksi terbentuknya akar. Apabila
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konsentrasi sitokinin yang diberikan dalam media lebih tinggi dibanding
konsentrasi auksin maka akan menginduksi terbentuknya tunas. Sedangkan apabila
konsentrasi auksin yang ditambahkan dalam media sama dengan konsentrasi
sitokinin maka akan menginduksi terbentuknya kalus.

Kombinasi yang tepat dan seimbang antara auksin dan sitokinin pada
eksplan dapat menyebabkan terjadinya induksi 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 pembentukan meristem yang selanjutnya berkembang

menjadi jaringan yang belum terspesifikasi menjadi suatu organ (George, 2008).



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilakukan di laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan Jurusan
Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik

Ibrahim Malang pada bulan Juli - September 2017.

3.2 Rancangan Penelitian
Penelitian ini termasuk dalam penelitian eksperimental yang menggunakan
metode RAL (Rancangan Acak Lengkap) dengan dua faktor. Faktor pertama adalah
Picloram terdiri dari:
- 0 mg/L (PO)
-2mg/L (P1)
-4 mg/L (P2)
-6 mg/L (P3)
Faktor kedua adalah Kinetin dengan terdiri dari:
- 0 mg/L (KO)
- 1 mg/L (K1)
-2 mg/L (K2)
-3 mg/L (K3)

Kombinasi perlakuan akan disajikan pada tabel 3.1 sebagai berikut:
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Tabel 3.1. Kombinasi Perlakuan Picloram dan Kinetin
Kinetin (mg/L)

0 1 2 3
POKO |POK1 |POK2 |POK3
P1KO P1K1 P1K?2 P1K3
P2KO | P2K1 |P2K2 |P2K3
P3KO0 P3K1 P3K2 P3K3

Perlakuan

Picloram (mg/L)

o |~ IN(O

3.3 Variabel Penelitian

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari 3 variabel yang
meliputi: 1) variabel bebas, 2) variabel terikat, dan 3) variabel terkendali. Variabel
bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi zat pengatur tumbuh picloram dan
Kinetin. Variabel terikat adalah kualitas kalus (tekstur dan warna kalus) dan
kuantitas kalus (hari muncul kalus, persentase pertumbuhan kalus dan berat kalus).

Variabel tekendali adalah cahaya dan suhu.

3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gelas ukur,
Erlenmeyer, cawan petri, beaker glass, batang pengaduk, botol kultur, alat-alat
diseksi (scalpel, pinset, gunting, spatula), LAF (Laminar Air Flow), timbangan
analitik, pipet, pipet volum, autoklaf, lampu bunsen, penyemprot alkohol, pH meter,
lemari pendingin, rak kultur, AC (Air conditioner), lampu fluorescence, oven,
kertas label, plastik, karet, hot plate and magnetic stirrer, tisu, kompor gas, panci,

korek api, alumunium foil dan kamera.
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3.4.2 Bahan

Bahan utama yang digunakan adalah bagian daun muda nomer 2 dari
tanaman nilam (Pogostemon cablin Benth.) sebagai eksplan yang ditanam pada
media. Bahan untuk sterilisasi adalah detergen, aquades, fungisida, bakterisida,
Clorox 10 %, alkohol 70 % dan aquades steril. Bahan media yang digunakan adalah
media MS (Murashige & Skoog) instan dengan kode CAT#30630067-2
Lot#L.14072301, agar-agar swallow warna putih, Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) dan
gula. Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) yang digunakan yaitu picloram dan Kinetin.

Bahan lainnya meliputi spiritus, alkohol 70% dan alkohol 96%.

3.5 Langkah Kerja
3.5.1 Sterilisasi Alat

Steilisasi alat dilakukan dengan mencuci alat-alat diseksi (scalpel, gunting,
pinset) dan alat-alat gelas (botol kultur, cawan petri, gelas ukur, dan lain-lain)
menggunakan detergen cair dan dibilas hingga bersih. Alat-alat yang selesai dicuci,
disterilisasi kering dengan menggunakan oven selama 3 jam dengan suhu 121°C.
Alat-alat diseksi dibungkus dengan alumunium foil, cawan petri dibungkus dengan
kertas bekas kemudian dimasukkan dalam plastik tahan panas, sedangkan botol
kultur di tutup dengan plastik. Selanjutnya disterilkan menggunakan autoklaf

dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit.
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3.5.2 Pembuatan Media
3.5.2.1 Media Stok Hormon

Membuat larutan stok hormon yang bertujuan untuk mempermudah dalam
pembuatan media. Langkah kerja dalam pembuatan larutan stok hormon dengan
konsentrasi 100 mg dalam 1000 ml aquades sebagai berikut.

100 mg = 100 mg = 10 mg

1000 ml =100 ml

Ditimbang serbuk picloram atau kinetin sebanyak 10 mg dan diitambahkan
aquades sebanyak 100 ml. kemudian dihomogenkan sampai larut dan tercampur
merata. Untuk mengambil larutan stok (sesuai konsentrasi yang diinginkan)
digunakan rumus M1. V1 = M2. V2. Misalkan dalam pembuatan 50 ml media
dengan konsentrasi picloram 1 mg/L, picloram yang diambil dari larutan stok
adalah sebanyak:

M1.V1=M2. V2

1. 50 = 100. V2

50 =100. V2

0,5ml =V2
3.5.2.2 Media Induksi Kalus

Langkah pembuatan media untuk induksi kalus adalah pertama menimbang
media MS instan sebanyak 4,43 gr, gula sebanyak 30 gr dan agar-agar 8 gr. Media
MS instan dan gula dimasukkan kedalam beaker glass 1000 mL. Ditambahkan
aquades sampai volume 1000 mL, kemudian diaduk menggunakan magnetic

stirrer. Setelah tercampur semua, dibagi kedalam botol sebanyak perlakuan yaitu
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20 botol, masing-masing botol 50 mL. Selanjutnya ditambahkan hormon kinetin
dan picloram pada masing-masing botol sesuai konsentrasinya. Selanjutnya, diukur
pH larutan media dalam beaker glass (pH 5,6-5,8). pH diatur dengan HCI 1 N atau
NaOH 1 N. Kemudian dipindahkan media ke panci. Ditambahkan agar-agar 8 gr.
Setelah itu, dipanaskan dan diaduk hingga mendidih kemudian di angkat. Media
diisikan kedalam botol kultur masing-masing sebanyak +10 mL. Kemudian botol
kultur yang berisi media ditutup dengan plastik dan diikat karet. Selanjutnya proses
pelabelan botol. Langkah terakhir adalah sterilisasi media. Media dalam botol
kultur disterilkan dengan cara dimasukkan kedalam autoklaf pada suhu 121°C
dengan tekanan 1 atm selama 15 menit.
3.5.3 Sterilisasi Ruang Tanam

Sterilisasi ruang tanam dilakukan dengan cara mengepel lantai ruang inisiasi
hingga bersih. Selanjutnya meja LAF (Laminar Air Flow) dibersihkan dengan
alkohol 70% dan dinyalakan sinar UV selama 1 jam. Sebelum di UV, alat untuk
menanam eksplan seperti cawan petri, scalpel, pinset dan bunsen serta alat lainnya
dimasukkan dalam LAF. Setelah di UV selama 1 jam, dibuka pintu LAF dan
selanjutnya dinyalakan blower.
3.5.4 Sterilisasi Eksplan

Daun muda nilam (Pogostemon cablin Benth.) diambil dan dicuci dengan
detergen dan dikocok kemudian dibilas dengan air mengalir sampai bersih, dibilas
lagi dengan aquades. Daun muda yang telah bersih direndam dalam fungisida 300
mg/L selama 10 menit. Selanjutnya direndam dalam bakterisida 300 mg/L selama

10 menit. Sterilisasi selanjutnya dilakuan di LAF (Laminar Air Flow) dengan cara:
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eksplan direndam dengan clorox 15% selama 15 menit, kemudian dibilas dengan

aquades steril sebanyak 3 kali masing-masing selama 5 menit. Kemudian

dicelupkan pada alkohol 70% selama 30 detik, selanjutnya dibilas dengan aquades

steril sebanyak 3 kali masing-masing selama 5 menit.

3.5.5 Induksi Kalus

Eksplan yang telah disterilisasi dipotong + 1 cm x 1 cm kemudian ditanam

pada media MS yang ditambahkan ZPT picloram dan kinetin dengan posisi daun

terlungkup. Selanjutnya disimpan di ruang inbukasi dengan suhu 21°C selama 4

minggu. Penanaman dilakukan secara aseptik dalam LAF (Laminar Air Flow).

3.5.6 Parameter

Parameter pengamatan meliputi :

1.

2.

Hari munculnya kalus

Diamati setiap hari saat pertama muncul kalus. Pembentukan kalus
merupakan salah satu indikator adanya pertumbuhan dalam kultur in vitro.
Warna kalus

Pengamatan warna kalus dilakukan di akhir pengamatan dengan cara
mengamati perubahan warna pada setiap kalusnya.

Berat kalus

Dilakukan dengan cara menimbang berat kalus akhir.

Tekstur kalus

Pengamatan tekstur kalus yang dilakukan di akhir pengamatan, diamati
secara visual terhadap penampakan kalus yaitu dengan melihat kalus yang

remah atau friable, kalus kompak dan kalus intermediet.
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5. Persentase pembentukan kalus
Dilakukan pada minggu ke empat atau akhir pengamatan, untuk mengetahui

persentase pertumbuhan pada setiap percobaan.

3.6 Analisis Data

Data pengamatan berupa data kualitatif dan kuantitatif. Data kualitatif
berupa pengamatan secara visual meliputi morfologi kalus, sedangkan data
kuantitatif berupa berat kalus. Data kualitatif dianalisis menggunakan analisis
secara deskriptif. Sedangkan data kuantitatif dianalisis menggunakan uji statistik
ANAVA (Analisis Varian) dua jalur. Bila terdapat perbedaan nyata maka
dilanjutkan uji DMRT (Duncan Multiple Range Test) pada taraf 5%.

Data hasil pengamatan juga dianalisis menggunakan analisis nalar dan
spiritual islam. Analisis ini menggunakan sumber dari beberapa ayat al-qur’an dan
tafsir yang sesuai dengan penelitian serta pemikiran-pemikiran islam. Hal ini
dilakukan untuk menunjukkan sebagai khalifah di bumi dan sebagai tanggung

jawab sebagai ilmuwan islam.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Pemberian Berbagai Konsentrasi Picloram terhadap Induksi
Kalus Daun Nilam Aceh (Pogostemon Cablin Benth.) secara In Vitro

Hasil analisis variansi (ANAVA) menunjukkan bahwa zat pengatur tumbuh
picloram memberikan pengaruh nyata terhadap induksi kalus daun nilam aceh
(Lampiran 2). Ringkasan hasil analisis variansi disajikan pada tabel 4.1.

Tabel 4.1 Ringkasan Hasil Analisis VVariansi (ANAVA) Pengaruh Pemberian

Berbagai Konsentrasi Picloram terhadap Induksi Kalus Daun
Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) secara In Vitro

Variabel Pengamatan F Hitung F Tabel 5%
Hari muncul Kalus 100,011" 2,90112
Persentase Pertumbuhan Kalus 846,400 2,90112
Berat Kalus 86,274 2,90112
Keterangan: *Kadar picloram berpengaruh nyata terhadap variabel
pengamatan.

Berdasarkan hasil ANAVA, menunjukkan bahwa pemberian berbagai
konsentrasi picloram berpengaruh nyata terhadap semua variabel yaitu hari muncul
kalus, persentase pertumbuhan kalus dan berat kalus. Hal ini dapat diketahui dari
nilai F hitung hari muncul kalus, persentase pertumbuhan kalus dan berat kalus
lebih besar dari F tabel 5%. Sehingga perlu dilakukan uji lanjut dengan uji DMRT

5%. Berikut hasil uji lanjut DMRT 5% disajikan dalam tabel 4.2.
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Tabel 4.2 Hasil Uji DMRT 5% Pengaruh Pemberian Picloram terhadap
Induksi Kalus Daun Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.)

Konsentrasi . Persentase
) Hari muncul Berat Kalus
picloram kalus (HST) Pertumbuhan (an)
(mg/L) Kalus (%) g
0 Oa Oa Oa
2 12,33b 03,42c 0,56d
4 13,25b 84.,33b 0,42c
6 12,42b 83,75b 0,32b
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Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda
nyata pada uji DMRT 0,05.

Hasil uji lanjut DMRT 5% hari muncul kalus menunjukkan bahwa
perlakuan pemberian picloram 0 mg/L sangat berbeda nyata terhadap semua
perlakuan pemberian picloram. Namun ketiga perlakuan pemberian picloram yaitu
2 mg/L, 4 mg/L dan 6 mg/L tidak mempunyai perbedaan nyata. Munculnya kalus
pada daun nilam aceh ini pada perlakuan dengan pemberian picloram rata-rata 12-
13 HST. Hal ini dapat diketahui bahwasannya dengan penambahan auksin saja
(dalam hal ini picloram) dapat menginduksi kalus daun nilam Aceh. Menurut
Chernova et.al (1975) Picloram memiliki sifat yang hampir sama dengan 2,4-D,
tetapi picloram lebih efektif dalam meningkatkan induksi kalus jika dibandingkan
dengan zat pengatur tumbuh 2,4 D. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa
konsentrasi picloram yang optimum pada hari muncul muncul kalus adalah 2 mg/L.

Munculnya kalus pada eksplan daun nilam aceh ini ditandai dengan
menggembungnya eksplan ditempat perlukaan atau tulang daun. Menurut Sitorus
et.al. (2011) pembentukan kalus terjadi karena adanya pelukaan yang diberikan
pada eksplan, sehingga sel-sel pada eksplan akan memperbaiki sel-sel yang rusak

tersebut. Sedangkan kalus muncul pada tulang daun karena tulang daun
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mengandung jaringan pengangkut. Hal ini sesuai dengan pernyataan Nurwahyuni
dalam Intias (2012) yaitu pertumbuhan kalus pada eksplan semakin meningkat
apabila tulang-tulang daun yang mengandung berkas/jaringan pengangkut, hal ini
disebabkan karena pada jaringan pengangkut tersebut terdapat nutrien yang lebih
banyak bila dibanding dengan jaringan daun yang tidak mempunyai jaringan
pengangkut. Disamping itu, munculnya kalus juga dipengaruhi oleh kerja auksin
maupun sitokinin.

Pemberian berbagai konsentrasi picloram juga berpengaruh nyata terhadap
persentase pertumbuhan kalus. Dari hasil pengamatan diperoleh persentase
pertumbuhan kalus tertinggi yaitu pada perlakuan pemberian picloram 2 mg/L
sebesar 93,42%. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Yascob et.al
(2012) pada kultur kalus Agapanthus praecox sep.minimus dengan penambahan zat
pengatur tumbuh picloram sebanyak 2 mg/L menghasilkan persentase kalus sebesar
100%. Menurut Aprisa (2012) picloram merupakan salah satu auksin yang
digunakan induksi kalus yang aktif pada konsentrasi rendah pada banyak genotipe.
Sedangkan pada konsentrasi tinggi, picloram memiliki sifat seperti zat pengatur
tumbuh 2,4 D vyaitu bersifat herbisida. Tu et.al (2001) menambahkan bahwa
picloram dalam konsentrasi rendah dapat menstimulasi sintesis RNA dan replikasi
DNA dalam mengontrol pembelahan dan pertumbuhan sel. Sedangkan picloram
dalam konsentrasi tinggi dapat menghambat pembelahan dan pertumbuhan sel.

Dari hasil tersebut dapat diketahui bahwa faktor lain yang mendukung
keberhasilan persentase pertumbuhan kalus pada penelitian ini adalah karena

penggunaan media MS yang mengandung komposisi lengkap untuk pertumbuhan
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kalus. Pemberian hormon dengan beberapa konsentrasi pada media MS
memberikan persentase tumbuh eksplan yang baik, karena pada media mengandung
vitamin, unsur hara makro dan mikro, serta besi dan sukrosa sehingga cukup untuk
memacu pertumbuhan eksplan dalam pembentukan kalus (Ardiana, 2009).

Pemberian zat pengatur tumbuh picloram juga memberikan pengaruh
terhadap berat kalus daun nilam aceh. Perlakuan yang mempunyai berat paling
tertinggi yaitu pada perlakuan pemberian picloram 2 mg/L dengan berat 0,56 gr.
Hal ini dapat diketahui bahwa pada konsentrasi tersebut merupakan konsentrasi
picloram yang tepat untuk meningkatkan nilai berat kalus. Penelitian yang
dilakukan oleh Rahayu et.al (2016) pada konsentrasi 2 mg/L picloram dalam kultur
kalus daun pegagan (Centella asiatica) juga menghasilkan berat kalus yang
tertinggi dibanding dengan perlakuan yang lainnya yaitu sebesar 0,29 gr.

Menurut Sitorus (2011) menyatakan bahwa pembelahan sel yang optimal
akan menyebabkan pertumbuhan kalus yang optimal dan akan meningkatkan berat
basah kalus. Rahayu et al (2003), menyatakan bahwa berat segar kalus yang besar
disebabkan karena kandungan airnya tinggi, selain itu berat basah yang dihasilkan
juga tergantung pada morfologi kalus, kecepatan sel-sel membelah diri,
memperbanyak diri dan dilanjutkan dengan membesarnya kalus. Berikut disajikan

kurva hari muncul kalus, persentase pertumbuhan kalus dan berat kalus.
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Gambar 4.1 Kurva Hari Muncul Kalus (HST) Daun Nilam Aceh (pogostemon
cablin Benth.) pada Konsentrasi Picloram (mg/L).

Berdasarkan gambar 4.1 dapat diketahui bahwa kurva hari muncul kalus
dengan pemberian berbagai konsentrasi picloram (mg/L) menghasilkan persamaan
y = 0,0208x + 12,639 dengan nilai determinasi R = 0,0048, artinya terdapat
pengaruh antara perlakuan berbagai konsentrasi picloram terhadap hari muncul
kalus dengan nilai kepercayaan sebesar 0,48%. Berdasarkan kurva tersebut dapat
diketahui bahwa semakin tinggi konsentrasi picloram yang diberikan maka semakin
lama pula dalam menginduksi munculnya kalus daun nilam aceh. Hal ini sesuai
dengan pendapat Tu, et.al. (2001) yaitu picloram dalam konsentrasi tinggi dapat
menghambat pembelahan dan pertumbuhan sel. Dari kurva tersebut belum bisa
diketahui nilai optimasi picloram untuk menginduksi munculnya Kkalus,
dimungkinkan nilai optimasi berada diantara konsentrasi 0-2 mg/L picloram. Tetapi
tidak pada konsentrasi 0 mg/L, karena pada konsentrasi tersebut tidak terjadi

pembentukan kalus.
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Gambar 4.2 Kurva Persentase Pertumbuhan Kalus daun Nilam Aceh
(Pogostemon cablin Benth.) pada konsentrasi picloram (mg/L).

Berdasarkan gambar 4.2 dapat diketahui bahwa kurva persentase
pertumbuhan kalus dengan pemberian berbagai konsentrasi picloram (mg/L)
menghasilkan persamaan y = -2,5208x + 97,111 dengan nilai determinasi R =
0,8236, artinya terdapat pengaruh antara perlakuan berbagai konsentrasi picloram
terhadap persentase pertumbuhan kalus yaitu sebesar 82,36%. Berdasarkan kurva
tersebut dapat diketahui bahwa semakin tinggi konsentrasi picloram yang diberikan
maka semakin menurun persentase pertumbuhan kalus. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Hendaryono dan Wijayani (1994) yaitu pada kadar yang tinggi, auksin
lebih bersifat menghambat daripada merangsang pertumbuhan. Dari Kurva tersebut
belum bisa diketahui nilai optimasi picloram, dimungkinkan nilai optimasi berada

diantara konsentrasi 0-2 mg/L picloram.
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Gambar 4.3 Kurva Berat Kalus Daun Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.)
pada Konsentrasi Picloram (mg/L).

Kurva untuk variabel pengamatan berat kalus pada pemberian berbagai
konsentrasi picloram (mg/L) membentuk garis liniear dengan persamaan y = -
0,0597x + 0,6706 dengan determinasi R? = 0,9848, artinya terdapat pengaruh antara
perlakuan berbagai konsentrasi picloram terhadap berat kalus yaitu sebesar 98,48%.
Berdasarkan kurva tersebut dapat diketahui bahwa semakin tinggi konsentrasi
picloram yang diberikan maka semakin menurun berat kalus. Dari kurva tersebut
belum bisa diketahui nilai optimasi picloram dalam meningkatkan berat kalus daun
nilam aceh, dimungkinkan nilai optimasi berada diantara konsentrasi 0-2 mg/L
picloram. Tetapi tidak pada konsentrasi 0 mg/L picloram, karena pada konsentrasi

tersebut tidak terjadi pembentukan kalus.
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4.2 Pengaruh Pemberian Berbagai Konsentrasi Kinetin terhadap Induksi
Kalus Daun Nilam Aceh (Pogostemon Cablin Benth.) secara In Vitro

Hasil analisis variansi (ANAVA) menunjukkan bahwa zat pengatur tumbuh
kinetin memberikan pengaruh nyata terhadap induksi kalus daun nilam aceh
(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 Induksi
Kalus Daun Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) secara In

Variab\e/lltlgc(;ngamatan F Hitung F Tabel 5%
Hari muncul Kalus 0,632 2,90112
Persentase Pertumbuhan Kalus 2,504 2,90112
Berat Kalus 3,245 2,90112

Keterangan: *Kadar Kkinetin berpengaruh nyata terhadap variabel
pengamatan.

Hasil analisis variansi (ANAVA) menunjukkan bahwa pemberian kinetin
hanya berpengaruh nyata terhadap berat kalus. Hal ini terbukti dari nilai F hitung
berat kalus lebih besar dari F tabel 5%, sedangkan untuk F hitung hari muncul kalus
dan persentase pertumbuhan kalus serta berat kalus lebih kecil dari F tabel 5%.
sehingga berat kalus perlu diuji lanjut dengan menggunakan uji DMRT 5%. Berikut
hasil uji DMRT 5% disajikan tabel 4.4.

Tabel 4.4 Hasil uji DMRT 5% pengaruh kinetin terhadap induksi
kalus daun nilam aceh (Pogostemon cablin Benth.)

Konsentrasi Kinetin (mg/L) Berat kalus (gr)
0 0,29
1 0,38b
2 0,34ab
3 0,29

Keterangan angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak
berbeda nyata pada uji DMRT 0,05
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Hasil uji lanjut DMRT 5% diatas menunjukkan bahwa konsentrasi kinetin
0 mg/L sangat berbeda nyata dengan konsentrasi kinetin 1 mg/L. Hal ini dapat
diketahui bahwa konsentrasi kinetin yang efektif untuk meningkatkan berat kalus
daun nilam aceh yaitu pada konsentrasi 1 mg/L yang menghasilkan berat kalus
tertinggi sebesar 0,38 gr. Dari hasil tersebut dapat diketahui bahwa sitokinin juga
berperan dalam menginduksi kalus. Penelitian yang dilakukan oleh Trimulyono
et.al (2004) perlakuan dengan pemberian berbagai konsentrasi kinetin yaitu 0; 0,5
; 1 dan 2 mg/L pada kultur kalus daun nilam aceh menghasilkan berat kalus antara
75-130 mg. Berdasarkan hasil tersebut diketahui bahwa sitokinin diperlukan dalam
pembentukan kalus tetapi dengan kadar yang rendah.

Menurut Wilkins dalam Trimulyono (2014) 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. Berikut disajikan kurva berat kalus
daun nilam aceh dengan pemberian berbagai konsentrasi Kinetin.

Berat Kalus

0,45
0,4
— 0,35

0.3 y =-0,0481x + 0,4321

0,25 R?=0,9931

0,2 ® Seriesl
0,15

01
0,05

Berat Kalus (gr

-------- Linear (Series1)

0 1 2 3 4
Kinetin (mg/L)

Gambar 4.4 Kurva Berat Kalus Daun Nilam Aceh (pogostemon cablin Benth.)
pada Konsentrasi Kinetin (mg/L).
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Berdasarkan gambar 4.4 dapat diketahui bahwa kurva berat kalus daun
nilam aceh dengan pemberian berbagai konsentrasi kinetin (mg/L) menghasilkan
persamaan y = -0,0481x + 0,4321 dengan nilai determinasi R = 0,9931, artinya
terdapat pengaruh antara perlakuan berbagai konsentrasi kinetin terhadap
persentase pertumbuhan kalus yaitu sebesar 99,31%. Berdasarkan kurva tersebut
dapat diketahui bahwa semakin tinggi konsentrasi kinetin yang diberikan maka
semakin menurun pula berat kalus yang dihasilkan. Dari kurva tersebut belum bisa
diketahui nilai optimasi picloram, dimungkinkan nilai optimasi berada diantara
konsentrasi 0-1 mg/L kinetin. Namun nilai optimasi tidak pada konsentrasi 0 mg/L
Kinetin, karena pada konsentrasi tersebut tidak terjadi pembentukan kalus.

4.3 Pengaruh Kombinasi Picloram dan Kinetin terhadap Induksi Kalus Daun
Nilam Aceh (Pogostemon Cablin Benth.) secara In Vitro

Hasil analisis variansi (ANAVA) menunjukkan bahwa kombinasi zat
pengatur tumbuh picloram dan kinetin memberikan pengaruh nyata terhadap
induksi kalus daun nilam aceh (Lampiran 2). Ringkasan hasil analisis variansi
disajikan pada tabel 4.5.

Tabel 4.5 Ringkasan Hasil Analisis Variansi (ANAVA) Pengaruh Kombinasi

Konsentrasi Picloram dan Kinetin terhadap Induksi Kalus Daun
Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) secara In Vitro

Variabel Pengamatan F Hitung F Tabel 5 %
Hari muncul Kalus 0,184 2,18877
Persentase Pertumbuhan Kalus 2,029 2,18877
Berat Kalus 3,594 2,18877

Keterangan: *Kadar kombinasi picloram dan berpengaruh nyata terhadap
variabel pengamatan.
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Berdasarkan hasil analisis variansi diketahui bahwa nilai F hitung hari
muncul kalus yaitu 0,184. Sedangkan nilai F hitung persentase pertumbuhan kalus
yaitu 2,029 dan nilai F hitung berat kalus yaitu 3,594. Dari hasil tersebut dapat
diketahui bahwa apabila nilai F hitung lebih besar dari nilai F tabel 5% maka
terdapat pengaruh nyata, sehingga dapat diketahui bahwa kombinasi konsentrasi

picloram dan Kinetin hanya berpengaruh nyata terhadap berat kalus daun nilam

aceh, oleh karena itu perlu di uji lanjut dengan uji DMRT 5%.

Tabel 4.6 Hasil uji DMRT 5% Pengaruh Kombinasi Konsentrasi
Picloram dan Kinetin terhadap Induksi Kalus Daun
Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.)

Konsentrasi Picloram dan Kinetin Berat kalus
0 mg/L PIC + 0 mg/L Kn (POKO) Oa
0 mg/L PIC + 1 mg/L Kn (POK1) Oa
0 mg/L PIC + 2 mg/L Kn (POK2) Oa
0 mg/L PIC + 3 mg/L Kn (POK3) Oa
2 mg/L PIC + 0 mg/L Kn (P1KO0) 0,54ef
2 mg/L PIC + 1 mg/L Kn (P1K1) 0,7133g
2 mg/L PIC + 2 mg/L Kn (P1K2) 0,50def
2 mg/L PIC + 3 mg/L Kn (P1K3) 0,4867def
4 mg/L PIC + 0 mg/L Kn (P2KO0) 0,3767bcde
4 mg/L PIC + 1 mg/L Kn (P2K1) 0,58fg
4 mg/L PIC + 2 mg/L Kn (P2K2) 0,3933bcd
4 mg/L PIC + 3 mg/L Kn (P2K3) 0,3167bc
6 mg/L PIC + 0 mg/L Kn (P3K0) 0,2367b
6 mg/L PIC + 1 mg/L Kn (P3K1) 0,2333b
6 mg/L PIC + 2 mg/L Kn (P3K2) 0,4733cdef
6 mg/L PIC + 3 mg/L Kn (P3K3) 0,34bcd

Keterangan angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda

nyata pada uji DMRT 0,05




52

Berdasarkan tabel 4.6 dapat diketahui bahwa kombinasi zat pengatur
tumbuh picloram dan kombinasi memberikan pengaruh yang berbeda-beda
terhadap berat kalus daun nilam aceh. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa pada
konsentrasi 2 mg/L PIC + 1 mg/L Kn (P1K1) menghasilkan berat kalus yang
tertinggi dibanding konsentrasi yang lain yaitu sebesar 0,7133 gr. Hal ini dapat
diketahui bahwa penambahan sitokinin dan auksin sampai taraf tertentu dapat
menghasilkan kalus dengan dengan pertumbuhan lebih besar. Hasil tersebut sesuai
dengan 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. Berikut

disajikan kurva kombinasi konsentrasi picloram dan kinetin untuk variabel berat

kalus.
Berat Kalus
0,8 y =-0,239x + 0,9869
07 R2=0,9392
K1
= 0,6 Y =-0,013x + 0,48 K2
2 05 RZ=0,0554
E K3
8 0,4
2 y =-0,0736x +0,5278 K4
T 0,3 R*=0,6161
5 Linear (K1)
0,2 y =-0,1523x + 0,6876 Li (K2)
\ P inear
Linear (K3)
0 .
. 05 ) 15 5 25 3 35 Linear (K4)

Picloram (mg/L)

Gambar 4.5 Kurva Berat Kalus Daun Nilam Aceh (pogostemon cablin Benth.)
pada Kombinasi Konsentrasi Picloram dan Kinetin.
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Kurva kombinasi konsentrasi picloram dan kinetin pada variabel pengamtan
berat kalus membentuk garis linier dengan persamaan y = -0,239x + 0,9869 dengan
determinasi R? = 0,9392, artinya terdapat pengaruh antara perlakuan kombinasi
picloram dan kinetin terhadap berat kalus yaitu sebesar 93,92%. Berdasarkan kurva
tersebut belum diketahui nilai optimasi kombinasi konsentrasi picloram dan Kinetin
yang tepat. Tetapi berdasarkan garis linier yang terbentuk dari kombinasi kedua zat
pengatur tumbuh (picloram dan Kinetin) tersebut, konsentrasi kinetin 1 mg/L
merupakan konsentrasi yang menghasilkan garis linier yang paling tinggi dibanding

dengan yang lain.

4.4 Tekstur Kalus Daun Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.)

Tekstur kalus merupakan suatu penanda yang digunakan untuk menentukan
kualitas kalus yang dihasilkan. Turhan (2004) menyatakan bahwa secara visual
kalus dapat dibedakan menjadi tiga tipe kalus, yaitu kompak, intermediet dan
remah. Kalus remah memiliki ciri yaitu kalus yang mudah memisahkan diri menjadi
sel tunggal. Kalus remah merupakan kalus yang tersusun atas sel sel tubular dimana
struktur sel selnya renggang, tidak teratur dan mudah rapuh (Manuhara, 2001).
Menurut Alitalia (2008) menyatakan bahwa kalus remah sangat cocok digunakan
untuk pertumbuhan sebagai kalus suspensi. Sementara itu, kalus kompak
merupakan kalus yang tersusun atas sel sel berbentuk nodular, dengan struktur yang
padat dan mengandung banyak air (Manuhara, 2001). Sedangkan intermediet
campuran antara remah dan kompak. Hasil pengamatan tentang tekstur kalus pada

penelitian ini dapat dilihat pada tabel 4.7.
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Tabel 4.7 Hasil Pengamatan Pengaruh Kombinasi Konsentrasi
Picloram dan Kinetin terhadap Tekstur Kalus Daun
Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.)

Konsentrasi Picloram dan Kinetin Tekstur kalus

0 mg/L PIC + 0 mg/L Kn (POKO) -

0 mg/L PIC + 1 mg/L Kn (POK1) -

0 mg/L PIC + 2 mg/L Kn (POK2) -

0 mg/L PIC + 3 mg/L Kn (POK3) -

2 mg/L PIC + 0 mg/L Kn (P1KO0) Kompak
2 mg/L PIC + 1 mg/L Kn (P1K1) Kompak
2 mg/L PIC + 2 mg/L Kn (P1K2) Kompak
2 mg/L PIC + 3 mg/L Kn (P1K3) Remah
4 mg/L PIC + 0 mg/L Kn (P2KO0) Remah
4 mg/L PIC + 1 mg/L Kn (P2K1) Remah
4 mg/L PIC + 2 mg/L Kn (P2K2) Remah
4 mg/L PIC + 3 mg/L Kn (P2K3) Kompak
6 mg/L PIC + 0 mg/L Kn (P3KO0) Remah
6 mg/L PIC + 1 mg/L Kn (P3K1) Remah
6 mg/L PIC + 2 mg/L Kn (P3K2) Remah
6 mg/L PIC + 3 mg/L Kn (P3K3) Kompak

Keterangan: - : tidak terbentuk kalus
Berdasarkan hasil pengamatan diketahui bahwa tekstur kalus daun nilam
aceh ini mempunyai tekstur yang kompak dan tekstur remah. Hal ini disebabkan
oleh jenis zat pengatur tumbuh yang digunakan dan konsentrasinya. Karena
menurut Pierik (1987) menyatakan bahwa tekstur pada kalus yaitu kompak hingga
meremah, tergantung pada jenis tanaman yang digunakan, komposisi nutrien
media, zat pengatur tumbuh dan kondisi lingkungan kultur. Kalus yang diperoleh

pada penelitian ini dapat diidentifikasi teksturnya seperti yang terlihat pada gambar
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4.6. Namun dari hasil pengamatan hampir setiap perlakuan menghasilkan kalus
dengan tekstur remah. Berbeda dengan penelitian yang dilakukan oleh Lim et.al
(2009) yaitu perlakuan kombinasi antara zat pengatur tumbuh 3 mg/L picloram dan
berbagai konsentrasi kinetin pada kultur kalus daun Ocimum sanctum menghasilkan
kalus dengan tekstur kompak. Hal ini dapat terjadi diduga karena pemberian
konsentrasi picloram yang tinggi dapat menghasilkan kalus remah. Karena menurut
Chernova et.al (1975) Picloram memiliki sifat yang hampir sama dengan 2,4-D.
Rahayu (2003) menyatakan bahwa konsentrasi 2,4-D yang tinggi akan
menghasilkan kalus bertekstur remah (friable).

Kalus yang baik untuk digunakan sebagai bahan penghasil metabolit
sekunder (dalam hal ini patchouli oil) yaitu memiliki tekstur kompak. Tekstur kalus
kompak dianggap baik karena dapat mengakumulasi metabolit sekunder lebih
banyak ( Indah dan Dini, 2013). Ramawat (1999), menyatakan bahwa kalus akan
menghasilkan senyawa metobolit sekunder pada saat sel-sel mengalami penurunan
aktifitas pembelahan. Dodd (1993), menyatakan kalus yang mempunyai tekstur
kompak umumnya memiliki ukuran sel kecil dengan sitoplasma padat, inti besar

dan banyak mengandung pati.

“JT! *"1»?:. : \MF ' mjl;yl*-l‘ il
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Gambar 4.6 Tekstur kalus daun Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.) (a) eksplan tidak
berkalus pada perlakuan 0 mg/L PIC + 0 mg/L Kn (POKO) (b) kalus kompak
pada perlakuan 2 mg/L PIC + 0 mg/L Kn (P1KO) (c) kalus remah, pada
perlakuan 4 mg/L PIC + 2 mg/L Kn (P2K2).
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4.5 Warna Kalus Daun Nilam Aceh (Pogostemon cablin Benth.)

Warna kalus merupakan gambaran visual yang dijadikan sebagai indikator
perkembangan eksplan pada budidaya in vitro sehingga dapat diketahui bahwa
kultur kalus yang terbentuk sel-selnya masih aktif membelah atau mati (Putri,
2015). Hasil penelitian menunjukan bahwa terdapat perbedaan warna kalus pada
media induksi kalus dengan penambahan zat pengatur tumbuh picloram dan kinetin.
Perbedaaan warna kalus disebabkan adanya perbedaan perkembangan pada tiap
kalus. Jaringan yang di hasilkan dari setiap eksplan biasanya memunculkan warna
yang berbeda beda (Lutviana, 2012). Perbedaan warna kalus dapat disebabkan
beberapa hal diantaranya yaitu pigmentasi, intensitas cahaya, dan sumber eksplan
dari bagian tanaman yang berbeda (Hendaryono dan Wijayani, 1994). Hasil
pengamatan parameter warna kalus dapat dilihat pada tabel 4.8:

Tabel 4.8 Hasil Pengamatan Pengaruh Kombinasi Konsentrasi Picloram dan
Kinetin terhadap Warna Kalus Daun Nilam Aceh (Pogostemon cablin

Benth.)
Perlakuan picloram dan

£y Warna kalus Gambar Pengamatan
kinetin

0 mg/L PIC + 0 mg/L Kn
(POKO)

0 mg/L PIC + 1 mg/L Kn
(POKY)
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0 mg/L PIC + 2 mg/L Kn
(POK?2)
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0 mg/L PIC + 3 mg/L Kn
(POK3)

2 mg/L PIC + 0 mg/L Kn
(P1KO)

Kuning kecoklatan

2 mg/L PIC + 1 mg/L Kn
(P1K1)

Kuning

2 mg/L PIC + 2 mg/L Kn
(P1K?2)

Kuning

2 mg/L PIC + 3 mg/L Kn
(P1K3)

Kuning kecoklatan

4 mg/L PIC + 0 mg/L Kn
(P2KO0)

Kuning kecoklatan
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4 mg/L PIC + 1 mg/L Kn
(P2K1)

Kuning kecoklatan

4 mg/L PIC + 2 mg/L Kn
(P2K2)

Kuning

4 mg/L PIC + 3 mg/L Kn
(P2K3)

Kuning kecoklatan

6 mg/L PIC + 0 mg/L Kn
(P3KO0)

Kuning kecoklatan

6 mg/L PIC + 1 mg/L Kn
(P3K1)

Kuning kecoklatan

6 mg/L PIC + 2 mg/L Kn
(P3K2)

Kuning kecoklatan

6 mg/L PIC + 3 mg/L Kn
(P3K3)

Kuning kecoklatan

58

Keterangan: -: tidak terbentuk kalus.
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Berdasarkan data diatas dapat diketahui bahwa kalus yang diperoleh pada
tahap induksi kalus secara keseluruhan berwarna kuning kecoklatan dan kuning.
Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Dzuraibak (2014) bahwa
dengan penambahan zat pengatur tumbuh picloram pada kultur kalus antera kedelai
(Glycine max L. Merrill) menghasilkan warna kekuningan. Penelitian lain yang
dilakukan oleh Rahayu et.al (2016) pada kultur kalus daun pegagan (Centella
asiatica) bahwa pada perlakuan dengan menggunakan berbagai konsentrasi
picloram yaitu 2 mg/L, 4 mg/L, dan 6 mg/L menghasilkan warna putih kekuningan.
Sehingga dapat diketahui bahwa perlakuan yang ditambahkan dengan picloram
menghasilkan warna kekuningan. Perubahan warna menjadi kecoklatan
diakibatkan adanya aktifitas biosintesis metabolit sekunder.

Menurut Azizah (2017), kalus yang berwarna kecoklatan atau kehitaman
merupakan kalus non-embriogenik dimana kalus ini tidak memiliki kemampuan
untuk beregenerasi (tidak mengalami proses perkembangan fase embryogenesis).
Vickrey (2003), menyatakan bahwa sintesis senyawa fenolik di picu oleh gangguan
pada sel tanaman misalnya cekaman, intensitas cahaya dan juga eksplan yang
berbeda. Gejala pencoklatan merupakan tanda terjadinya kemunduran fisiologis
eksplan, selain itu jJuga menandakan terjadinya sintesis senyawa fenol. Hendaryono
dan Wijayani (1994) menyebutkan bahwa senyawa fenol akan teroksidasi
membentuk quinon yang memiliki sifat racun terhadap sel-sel tanaman dan dapat
menyebabkan kematian sel. Oksidasi fenol menyebabkan pencoklatan medium dan
kematian eksplan, pencoklatan juga dapat disebabkan karena terdapat luka akibat

pemotongan pada jaringan dimana luka tersebut menyebabkan stress.
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4.6 Hasil Penelitian tentang Kalus dalam Pandangan Islam

Allah SWT mampu menumbuhkan berbagai macam tumbuhan dimuka
bumi ini dengan kekuasaan-Nya baik berasal dari suatu yang hidup ataupun yang
mati, akan tetapi dari setiap ciptaan yang Allah SWT ciptakan dibutuhkan sebuah
proses dalam pembentukannya, seperti halnya tumbuhan membutuhkan media
berupa tanah dan unsur hara untuk mendukung pertumbuhan sehingga tumbuhan
bisa tumbuh dengan normal dan maksimal.

Tanah merupakan bagian yang tidak terpisahkan dari kehidupan tumbuhan
karena tanah dapat merupakan media bagi tumbuhan yang hidup di atasnya, sumber
nutrisi dan tempat melekatkan diri dengan akarnya (Sasmitamihardja dan Siregar,
1985). Kemampuan tanah sebagai habitat tanaman dan menghasilkan bahan yang
dapat dipanen sangat ditentukan oleh tingkat kesuburan. Allah SWT berfirman

dalam surat Al- A’raf ayat 58 sebagai berikut:

3 . B e P se 4 g g %
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Artinya: “Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan seizin
Allah; dan tanah yang tidak subur, tanaman-tanamannya hanya tumbuh
merana. Demikianlah Kami mengulangi tanda-tanda kebesaran (Kami)
bagi orang-orang yang bersyukur” (QS. Al-A’raf:58).

Menurut Al Harits (2008) pada tanah yang baik, hujan dapat membuat tanah
itu bermanfaat sehingga menumbuhkan tanaman. Sedang tanah yang tidak baik,
hujan tidak dapat membuatnya bermanfaat sehingga hanya menumbuhkan sesuatu
yang tidak bermanfaat.

Menurut Al Jazairi (2007) ”Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya

tumbuh subur dengan seizin Allah...” yaitu setelah Allah menurunkan air padannya.
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Sedangkan “Dan tanah yang tidak subur...” yaitu tanah yang buruk dan berkerikil.
Ketika hujan turun tanaman-tanamannya hanya tumbuh tidak terawat, merana, tidak
subur, susah, dan tidak bagus. Berdasarkan kedua tafsir tersebut dapat diketahui
bahwa tanah yang subur maka tanamannya akan tumbuh dengan baik. Tanah yang
subur biasanya mengandung unsur hara makro dan mikro yang cukup. Tanaman
biasanya juga bisa tumbuh pada media selain tanah, misalnya dengan teknik kultur
jaringan.

Kultur jaringan tumbuhan adalah suatu teknik isolasi bagian-bagian
tanaman, seperti jaringan, organ ataupun embrio, lalu dikulturkan pada media
buatan steril sehingga bagian-bagian tanaman tersebut mampu beregenerasi dan
berdiferensiasi menjadi tanaman lengkap (Winata, 1987 dalam Zulkarnain, 2009).
Media kultur sangat besar pengaruhnya terhadap pertumbuhan dan perkembangan
eksplan. Dalam kultur jaringan, media agar diibaratkan sebagai tanah sehingga
dalam media tersebut harus mengandung unsur hara makro maupun mikro. Zat
tambahan yang biasanya digunakan adalah zat pengatur tumbuh. Penambahan zat
pengatur tumbuh ini tergantung dari tujuan Kita, misalnya menginduksi
pertumbuhan kalus diperlukan auksin dan sitokinin (Hendaryono dan Wijayani,
1994).

Penelitian ini menggunakan kombinasi zat pengatur tumbuh antara auksin
dan sitokinin untuk menginduksi kalus daun nilam aceh. Auksin yang digunakan
adalah picloram sedangkan sitokininnya adalah kinetin. Suryowinoto (1996) dalam

Arianti (2015) menyatakan bahwa untuk mendapatkan kalus, perlu adanya
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keseimbangan antara sitokinin dan auksin. Allah SWT berfirman dalam QS. Al-
Qamar ayat 49 yang berbunyi:

).1.;» O ;st 5 \.»
Artinya: “Sesungguhnya Kami menciptakan segala s guatu menurut ukuran”

Allah SWT menciptakan segala sesuatu dan menentukan ukurannya sesuai
ketetapan, ilmu pengetahuan dan suratan takdir-Nya. Jadi, semua yang terjadi di
alam semesta pasti berdasarkan takdir Allah SWT (Muyasar, 2007). Seperti halnya
dalam penelitian ini. Penelitian ini menggunakan 4 konsentrasi picloram dan 4
konsentrasi Kkinetin serta dikombinasikan antara keduanya. Hasil pengamatan
menunjukkan bahwa hari muncul kalus optimum pada pemberian picloram dengan
konsentrasi 2 mg/L, persentase pertumbuhan kalus juga optimum pada 2 mg/L PIC,
dan berat kalus optimum pada perlakuan kombinasi 2 mg/L PIC + 1 mg/L Kn.
Sehingga dapat diketahui bahwa setiap variabel pengamatan, konsentrasi zat
pengatur tumbuh yang dibutuhkan tanaman nilam dalam menginduksi kalus
berbeda-beda konsentrasi auksin dan sitokininnya.

Pertumbuhan merupakan peristiwa pembelahan dan pembesaran sel.
Pertumbuhan menunjukkan proses perubahan secara kuantitatif berupa
penambahan jumlah sel, ukuran sel, lebar serta berat dari organisme yang sedang
mengalami pertumbuhan. Parameter pertumbuhan sangat bervariasi dan bersifat

kuantitatif. Allah SWT berfirman dalam QS. Al-Insyigaaq ayat 19 yang berbunyi:

PN e U ﬁ/:}iso“

Artinya: “Sesungguhnya kamu melalui tingkat demi tingkat (dalam kehidupan)”
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Menurut tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa Imam al-Bikhari
meriwayatkan dari Mujahid, dia berkata bahwa Ibnu Abbas mengatakan
“Sesungguhnya kamu melalui tingkat demi tingkat (dalam kehidupan)”, yaitu satu
keadaan ke keadaan yang lain. Dalam konteks tumbuhan kalimat tersebut dapat
dikatakan merupakan pertumbuhan. Kalus terbentuk karena eksplan yang bersifat
meristematik yang mengalami luka, karena adanya zat pengatur tumbuh dalam
media yang menyebabkan sel mengalami pemanjangan sel sehingga membentuk
kalus.

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,
metabolisme menjadi aktif dan ukuran sel tetap konstan. Tahap pembelahan, sel
aktif membelah atau bersifat meristematik dan terjadi penurunan ukuran sel. Akhir
pertumbuhan kalus ditandai dengan peningkatan diferensiasi dicirikan dengan
pembesaran sel, sel menjadi bervakuola dan penurunan laju pembelahan (Alitalia,
2008). Pertumbuhan kalus dapat digambarkan dengan kurva sigmoid biasanya
terdiri dari lima fase yaitu (1) fase lag (2) periode pertumbuhan eksponensial (3)
Periode pertumbuhan linear (4) periode penurunan kecepatan tumbuh (5) stasioner
(Smith, 2000).

Hasil penelitian ini merupakan bukti kekuasaan Allah SWT, dimana
manusia dapat melihat bagaimana Allah SWT menunjukan tahapan-tahapan
kehidupan sebuah tanaman. Seperti yang ditunjukkan oleh eksplan daun nilam aceh

yang dapat tumbuh hingga membentuk kalus. Maha Suci Allah atas segala
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kekuasaan dan kebesaran-Nya, semoga dapat menjadi pelajaran bagi kita sebagai
khalifah untuk semakin mendekatkan diri kepada Allah SWT.

Manusia diciptakan oleh Allah SWT sebagai khalifah di muka bumi.
Khalifah ialah bahwa manusia itu diciptakan untuk menjadi penguasa yang
mengatur apa-apa yang ada di bumi, seperti tumbuhan, hewan, hutan, air, sungai,
gunung, laut dan lain sebagainya yang seyogyanya manusia harus mampu
memanfaatkan segala apa yang ada di bumi ini untuk kemaslahatannya.

Allah SWT menciptakan segala sesuatu dengan sempurna. Sehingga apabila
dipelajari lebih lanjut dapat diketahui bahwa teknik kultur jaringan khususnya
teknik kultur kalus terdapat kelebihan dan kekurangan. Karena teknik kultur kalus
daun nilam aceh ini merupakan hasil pemikiran manusia sehingga pasti terdapat
kekurangan. Namun demikian, hasil pemikiran ini juga mempunyai manfaat
tersendiri yaitu sebagai salah satu alternatif untuk meningkatkan kandungan
metabolit sekunder (patchouli oil) pada kalus daun nilam aceh. Ini merupakan
bentuk anugerah akal yang diberikan oleh Allah SWT kepada manusia untuk

memikirkan ciptaan-Nya seperti yang dijelaskan dalam QS. Ali-Imron ayat 191.

EROSAIRTER P oy ot 065 5,585 s T 5,83 il
& &l u\.u:\...a./e M Yos 1ios e dls B 55 230

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 “orang-orang yang mengingat Allah sambil

berdiri atau duduk atau dalam keadan berbaring ” maksudnya mereka tidak putus-
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putus berdzikir dalam semua keadaan, baik dengan hati maupun dengan lisan
mereka. “dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi” maksudnya
mereka memahami apa yang terdapat pada keduanya (langit dan bumi) dari
kandungan hikmah yang menunjukkan keagungan Allah, kekuasaan-Nya, keluasan
ilmu-Nya, hikmah-Nya, pilihan-Nya, juga rahmat-Nya. Sungguh Allah mencela
orang yang tidak mengambil pelajaran tentang makhluk-makhluk-Nya yang
menunjukkan kepada dzat-Nya, sifat-Nya, syari’at-Nya, kekuasaan-Nya dan tanda-
tanda (kekuasaan)-Nya. “Ya Tuhan 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 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-sia, peliharalah kami dari adzab Neraka dengan daya
dan kekuatan-Mu.dan berikanlah taufik kepada kami dalm menjalankan amal shalih
yang dapat mengantarkan kami ke Surga serta menyelamatkan kami dari adzab-Mu
ynag sangat pedih (Al-Jazairi, 2007).

Ayat di atas menjelaskan bahwa orang-orang yang mengingat Allah sambil
berdiri atau duduk atau dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang

penciptaan langit dan bumi artinya mereka selalu mengingat Allah SWT dalam
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keadaan apapun dan dimanapun. Mereka selalu menggunakan akal dan pikirannya
dalam mempelajari segala sesuatu yang diciptakan Allah SWT di bumi maupun di
langit. Dengan mempelajari semua ciptaan Allah SWT ini mereka dapat membaca
masalah yang terjadi di lingkungan sekitar sehingga dapat menemukan solusi yang
sesuai.

Seperti halnya dalam penelitian ini, permasalahan yang terjadi yaitu
permintaan konsumen terhadap patchouli oil sangat tinggi sedangkan lahan yang
digunakan untuk menanam tanaman nilam yang menghasilkan patchouli oil sangat
sempit. Oleh karena itu manusia sebagai khalifah harus memiliki suatu tindakan
untuk mengatasinya sebagai wujud syukur kepada Allah SWT dan sebagai wadah
untuk mengembangkan ilmu pengetahuannya. Berdasarkan hal tersebut maka
diharapkan melalui penelitian ini dapat dijadikan upaya untuk meningkatkan
metabolit sekunder (patchouli oil) dengan memanfaatkan teknik kultur jaringan
khususnya induksi kalus daun nilam aceh sebagai awal dari produksi patchouli oil.
Dengan hasil penelitian ini semoga dapat menambah keimanan dan ketagwaan

kepada Allah SWT.



BAB V

PENUTUP

5.1 KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian tentang pengaruh zat pengatur tumbuh
picloram dan kinetin terhadap induksi kalus daun nilam Aceh (Pogostemon cablin
Benth.) dapat disimpulkan bahwa:
1. Konsentrasi picloram 2 mg/L berpengaruh nyata terhadap induksi kalus
yaitu 12 HST dan persentase pertumbuhan kalus 93,42% dengan berat kalus
0,56 gr.
2. Konsentrasi Kinetin 1 mg/L hanya berpengaruh nyata terhadap berat kalus
yaitu sebesar 0,38 gr.
3. Konsentrasi picloram 2 mg/L + kinetin 1 mg/L hanya berpengaruh nyata
terhadap berat kalus sebesar 0,71 gr dengan tekstur kompak dan warna kalus

kuning.

5.2 SARAN
Saran yang dapat disampaikan terkait penelitian ini antara lain:
1. Penggunaan konsentrasi zat pengatur tumbuh picloram tidak terlalu tinggi
maksimal 4 mg/L.
2. Konsentrasi kinetin sebaiknya menggunakan konsentrasi yang rendah
maksimal 1,5 mg/L.

3. Perlu uji kadar metabolit sekunder patchouli oil dalam kalus nilam aceh.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Tabel Data Hasil Pengamatan

1. Data Pengamatan Hari Muncul Kalus

No Prgrlakuzz 1 Ulanggn 3 jumlah rata-rata
1 0 31 31 31 31 31
2 2 0 13 13 13 39 13
3 4 18 11 11 40 13,3333
4 6 44, 14 14 39 13
5 0 31 31 31 a3 31
6 2 1 2 8 19 39 13
7 4 14 14 11 39 13
8 6 14 12 12 38 12,6667
9 0 31 31 31 31 31
10 2 5 12 13 14 37 12,3333
1 4 11 1% 19 45 15
12 6 14 11 12 37 12,3333
13 0 31 31 31 93 31
14 2 3 13 8 12 33 11
15 4 12 12 13 37 12,3333
16 6 12 12 11 35 11,6667
Total Ulangan 280 | 267 | 283 706 276,667
3. Data Pengamatan Persentase Pertumbuhan Kalus
No PPI((a:rIakuz: 1 Ulanga2n 3 jumlah rata-rata
1 0 0 0 0 0 0
2 2 0 95 95 95 285 95
3 4 95 75 s 245 81,6667
4 6 90 95 80 265 88,3333
5 0 0 0 0 0 0
6 2 1 90 92 95 277 92,3333
7 4 70 92 95 257 85,6667
8 6 75 75 75 225 75
9 0 0 0 0 0 0
10 2| 2 92 95 95 282 94
11 4 80 80 80 240 80
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12 6 80 80 80 240 80
13 0 0 0 0 0 0
14 2 3 95 90 92 277 92,3333
15 4 95 80 95 270 90
16 6 90 90 90 270 90
Total Ulangan 1047 1039 1047 3133 1044,33
. Data Pengamatan Berat Kalus

Perlakuan Ulangan : rata-
No- pic Kn 1 : 2 i

1 0 0 0 0 0 0

2 2 0 0,5766 | 0,5008 | 0,5432 | 1,6206 | 0,5402

3 4 0,3376 | 0,455 | 0,3275| 1,1201 | 0,37337

4 6 0,3| 0,3305| 0,0766 | 0,7071 | 0,2357

5 0 0 0 0 0 0

6 2 1 0,7449 | 0,8658 | 0,5277 | 2,1384 | 0,7128

7 4 0,6765 | 0,4306 | 0,6302 | 1,7373| 0,5791

8 6 0,213 | 0,906 | 0,301 | 0,7046 | 0,23487

9 0 0 0 0 0 0

10 2 5 0,4067 | 0,5872 0,5| 1,4939 |0,49797

11 4 0,3387 | 0,368 | 0,4693 1,176 0,392

12 6 0,4186 | 0,5722 | 0,4251 | 1,4159 | 0,47197

13 0 0 0 0 0 0

14 2 3 0,4189 | 0,3723| 0,672 | 1,4632 | 0,48773

15 4 0,2771 | 0,277 | 0,3863 | 0,9404 | 0,31347

16 6 0,3281 0,34 | 0,3534 | 1,0215| 0,3405

Total Ulangan 5,0367 529 | 52123 | 15,539 | 5,17968




79

Lampiran 2. Hasil Analisis Variansi (ANAVA) dan uji lanjut DMRT 5%

1. a. Hasil analisis variansi pada hari muncul kalus daun nilam aceh

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable:HMK

Type 111

Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1467.333% 15 97.822] 20.239 .000
Intercept 4332.000 1 4332.000] 896.276 .000
picloram 1450.167 3 483.389| 100.011 .000
Kinetin 9.167 3 3.056 .632 .600
picloram * Kkinetin 8.000 9 .889 184 994
Error 154.667 32 4.833
Total 5954.000 48
Corrected Total 1622.000 47

a. R Squared = ,905 (Adjusted R Squared =,860)

b. Uji Lanjut DMRT 5% hari muncul kalus

HMK
Duncan
Piclor Subset
am N 1 2
0 12 .0000
12 12.3333
12 12.4167
12 13.2500
Sig. 1.000 344

Means for groups in homogeneous
subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean
Square(Error) = 4,833.



2. a. Analisis ANAVA dan DMRT 5% persentase pertumbuhan kalus

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:persentase

Type 11 Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model] 69788.583? 15 4652.572| 170.998 .000
Intercept 205146.750 1| 205146.750| 7.540E3 .000
picloram 69087.417 3| 23029.139| 846.400 .000
Kinetin 204.417 3 68.139 2.504 077
ﬁ:‘;gim g 496.750 9 55194 2.029|  .068
Error 870.667 32 27.208
Total 275806.000 48
Corrected Total 70659.250 47

a. R Squared = ,988 (Adjusted R Squared =,982)

b. Hasil Uji Lanjut DMRT 5% terhadap persentase pertumbuhan kalus

persentase

Duncan
Piclor Subset
am N 1 2 3

12 .0000

12 83.7500

12 84.3333
1 12 93.4167
Sig. 1.000 .786 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 27,208.



3. a. Analisis ANAVA dan DMRT 5% berat kalus
Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:berat

Type 11 Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2.3612 15 157| 20.060 .000
Intercept 5.051 1 5.051 643.549 .000
picloram 2.031 3 677 86.274 .000
Kinetin 076 .025 3.245 035
E:Egim 4 254 9 028 3594 003
Error 251 32 .008
Total 7.663 48
Corrected Total 2.613 47
a. R Squared = ,904 (Adjusted R Squared = ,859)
b. Hasil Uji Lanjut DMRT 5% berat kalus
berat
Duncan
Piclor Subset
am N 1 2 3 4
0 12(,0000
12 ,3208
12 4167
1 12 ,5600
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) =,008.




berat
Duncan
Kineti Subset
c N 1 2
3 12(,2858
0 12(,2883
2 12(,3417 ,3417
1 12 ,3817
Sig. 154 277

Means for groups in homogeneous

subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean
Square(Error) =,008.
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berat
Duncan
perla Subset for alpha = 0.05
kuan N 1 2 3 4 5 6 7
POKO 3(,0000
POK1 3(,0000
POK2 3(,0000
POK3 3(,0000
P3K1 3 , 2883
P3KO0 3 ,2367
P2K3 3 ,3167 [,3167
P3K3 3 ,3400 |,3400 |,3400
P2K0 3 BTG WIS 1oy PP\3 TG a el
P2K2 a ;3933 [,3933 ;3933 (,3933
P3K2 3 4733 |,4733 |[,4733 |,4733
P1K3 3 ,4867 |[,4867 |,4867
P1K2 3 ,5000 [,5000 |,5000
P1KO 3 ,5400 |,5400
P2K1 3 ,5800 [,5800
P1K1 3 ,7133
Sig. 1.000 .059 .060 .059 .054 .198 .075

Lampiran 3. Gambar hasil penelitian

POKO (4)
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P1K3 (3)

¥|P1Ko (2) ! 1K1 (2)

R &

P2K2 (3) P2K3 (1)

P3KO (1) FP3K1(3) P3K3 (1)

P3K2 (2)

Lampiran 4. Perhitungan Larutan Stok
Lampiran stok dibuat 100 mg dalam 1000 ml Aquades dengan perhitungan:

a. Larutan stok picloram 100 mg dalam 1000 ml

100 mg _ 100mg _ 10mg
s 1000 ml 100 ml

b. Larutan stok Kinetin 100 mg dalam 1000 ml

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

Larutan stok PIC 100 mg =

Larutan stok Kn 100 mg =

Lampiran 5. Perhitungan Pengambilan Larutan Stok

1. Perlakuan Pemberian Picloram
a. Konsentrasi 2 mg/L
M1xV1=M2x\V2
100 mg x V1 =2mg x 50 ml

_ 2mgx50ml
100 mg

V1

Vi=1ml
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b. Konsentrasi 4 mg/L
M1xV1=M2xV2

100 mg x V1 =4 mg x 50 ml

4mg x 50 ml
V1 = 2mgx>ome
100 mg

V1i=2ml
c. Konsentrasi 6 mg/L
M1 xV1=M2xV2
100 mg x V1 =6 mg x 50 ml

V1= 6mg x 50 ml
100 mg
V1=3ml

2. Perlakuan Pemberian Kinetin
a. Konsentrasi 1 mg/L
M1 xV1=M2xV2
100 mg x V1 =1 mg x 50 ml

1mg x 50ml
o=t ~ e
100 mg

V1=0,5ml
b. Konsentrasi 2 mg/L
M1xV1=M2xV2
100 mg x V1 =2 mg x 50 ml

V1= 2mgx 50ml
100 mg
V1i=1ml

c. Konsentrasi 3 mg/L
M1xV1=M2xV2

100 mg x V1 =3 mg x 50 ml

3mg x 50ml
1 = 2gx>om
100 mg

V1i=15ml
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Lampiran 6. Alat-alat Penelitian

Autoklaf

Sgan, botol kultur, Mikropipt dan tip f ‘
cawan petri, scalpel, pH meter
pinset, mata pisau

Lampiran 7. Bahan-Bahan Penelitian

L
' AGBEPTznw

anaman Nilam Bayclin Bakterisisda

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Agar-agar dan Kertas label,
alumunium foil plastik, Karet
gelang

Lampiran 8. Foto Kegiatan

Proses Sterilisasi Eksplan

Gula pasir

HCI dan NaOH
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