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ABSTRAK

Umrotin, Emilia. 2018. Pengaruh Penambahan Zat Pengatur Tumbuh Naa Dan
Ba Terhadap Induksi Kalus Metabolit Delima Hitam (Punica granatum
L. var.) 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.1.

Kata Kunci : Kalus, Kotiledon Delima Hitam (Punica granatum L. var), NAA, BAP.

Delima hitam (Punica granatum L. var.) merupakan jenis tanaman yang
banyak ditemukan pada daerah tropis ataupun subtropis dan diyakini sebagai buah
asli Iran. Delima hitam telah lama dikenal dapat bermanfaat sebagai olahan obat-
obatan maupun kosmetik karena kandungan metabolit sekunder yang tinggi terutama
senyawa antioksidan. Metabolit sekunder dapat diperoleh melalui teknik kultur kalus
dengan cara penambahan konsentrasi NAA dan BAP sehingga produksi metabolit
sekunder meningkat dan dapat dijadikan titik acuan penggunaan konsentrasi ZPT
yang optimal dalam meningkatkan kalus metabolit. Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengetahui pengarun NAA dan BAP beserta kombinasinya dalam
menginduksi kalus dari kotiledon delima hitam secara in vitro.

Penelitian ini bersifat eksperimental, menggunakan rancangan acak lengkap
(RAL) dengan 25 perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan pada penelitian ini terdapat dua
faktor utama vyaitu : konsentrasi NAA meliputi 0 mg/L, 0,25 mg/L, 0,5 mg/L, 0,75
mg/L, dan 1 mg/L dan konsentrasi BAP 0 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 1,5 mg/L, dan 2
mg/L. Data dianalisis menggunakan uji ANAVA Two Way a = 5%. Apabila terdapat
perbedaan signifikan maka dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple Range Test
(DMRT) dengan taraf signifikan 5%.

Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa adanya pengaruh pemberian
NAA dan BAP terhadap induksi kalus kompak pada eksplan kotiledon delima hitam.
Konsentrasi NAA 0,25 mg/L berpengaruh nyata terhadap induksi sel kalus dengan
persentase 57,666% dan berat kalus sebesar 0,3307 gr. Konsentrasi 0,5 mg/L BAP
berpengaruh nyata terhadap induksi kalus selama 16,93 HST, persentase tumbuh
kalus sebesar 59,83 %, dan berat kalus sebesar 0,416 gr. Kombinasi optimal 0,25
mg/L NAA + 1 mg/L BAP mampu menginduksi kalus selama 16 HST, dengan
persentase kalus 83,33 % dan berat kalus sebesar 0,0203 gr. Warna dan tekstur kalus
yang dihasilkan yaitu berwarna hijau, putih kemerahan dengan tekstur kompak.
Anatomi yang dihasilkan kalus metabolit delima hitam yaitu selnya rapat, vakuola
banyak, mengandung pati, dan sitoplasma padat.
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ABSTRACT

Umrotin, Emilia. 2018. The Effect Of Adding Growth Regulation Hormone Of
NAA (Naphtalcine Acetic Acid) And BAP (6-Benzyl Amino Purin) On The
Induction Callus Metabolite Of Black Pomegranate (Punica granatum L.
var.) In Vitro. Essay. 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, Black Pomegranate Kotiledon (Punica granatum L. var), NAA,
BAP.

The black pomegranate (Punica granatum L. var.) Is a plant species found
mostly in tropical or subtropical regions and is believed to be a native fruit of Iran.
Black pomegranate has long been known to be useful as a medicinal or cosmetic
preparation because of high secondary metabolite content, especially antioxidant
compounds. Secondary metabolites can be obtained through callus culture techniques
by adding NAA and BAP concentrations so that secondary metabolite production
increases and can be used as reference point for optimal ZPT concentration in
increasing metabolite callus. The purpose of this study was to determine the effect of
NAA and BAP along with its combination in inducing callus from black pomegranate
cotyledons in vitro.

This study was experimental, using a complete randomized design (RAL)
with 25 treatments and 3 replications. Treatment in this study were two main factors:
NAA concentration included0mg/L,0.25mg/L,05mg/L,0.75mg/L, and 1 mg
/ L and BAP concentrationOmg/L,05mg/L,1mg/L,15mg/L,and2mg/L.
Data were analyzed using ANAVA Two Way test a = 5%. If there are significant
differences then continued with Duncan Multiple Range Test (DMRT) test with 5%
significant level.

The results of this study indicate that the effect of NAA and BAP on the
induction of compact callus on black pomegranate cotyledon eksplan. NAA
concentration 0.25 mg / L has significant effect on callus cell induction with
percentage of 57,666% and callus weight 0,3307 gr. Concentration of 0.5 mg/ L BAP
had significant effect on callus induction for 16,93 HST, callus growth percentage
was 59,83%, and callus weight 0,416 gr. The optimal combination of 0.25 mg / L
NAA + 1 mg / L BAP was able to induce callus during 16 HST, with callus
percentage of 83.33% and callus weight of 0.0203 gr. The color and texture of the
resulting callus are green, reddish white with a compact texture. The resulting
anatomy of black pomegranate metabolite callus is densely packed, vacuoles, starchy,
and cytoplasmic.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan bangsa yang dikenal sebagai negara yang kaya akan
warisan budaya. Warisan budaya Indonesia telah lama dikenal secara turun menurun
oleh masyarakat melalui sejarah pengobatan nenek moyang terdahulu. Produk pasar
herbal di Indonesia semakin tinggi dengan adanya isu global back to nature (Kintoko,
2006). Perkembangan peradaban manusia menyebabkan salah satu faktor penyebab
meningkatnya penggunaan tanaman obat (Manoi, 2015). Lestari (2003), menjelaskan
bahwa hampir 60% masyarakat menggantungkan dirinya pada pengobatan herbal
melalui tumbuhan obat secara alami untuk menjaga kesehatannya. Manoi (2015),
menyampaikan bahwa volume perdagangan tanaman herbal dalam bentuk jamu di
Indonesia dan ekspor terbatas keluar negeri telah mencapai angka 8 triliun rupiah
pada tahun 2005, hingga pada akhir tahun 2010 perdagangan meningkat hingga 10-11
triliun rupiah. Ekspor obat herbal dunia mengalami pertumbuhan sebesar 4,82% per
tahun selama periode 2009-2013 (Departemen Kementerian Perdagangan Republik

Indonesia, 2014).

Hal ini membuktikan bahwa di bumi ini Allah telah menyediakan tumbuhan-
tumbuhan yang baik untuk kepentingan makhlukNya, sehingga dapat berguna untuk

memenuhi kebutuhan manusia sebagai obat-obatan. Sehingga melalui berbagai



macam tumbuhan baik tersebut Allah SWT menurunkkan berbagai manfaat dan
kegunaan yang dapat di manfaatkan oleh hamba-Nya. Firman Allah SWT pada Surah
Asy-Syu’araa ayat 7, yang berbunyi :

(Ve onall) e 33 06 com Lo L 28 ) ) 13
Artinya: Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik? (Asy-
Syu’araa: 7).

Berdasarkan ayat di atas, maka dapat ditarik kesimpulan (Zaujin kariim) yang
artinya tumbuh-tumbuhan yang baik”, berdasarkan isi potongan ayat tersebut
terkandung makna bahwa, berbagai macam tanaman yang baik di muka bumi ini
merupakan tanaman yang sangat bermanfaat bagi kehidupan. Pada kalimat (Zaujin
kariim) di jelaskan pada kitab tafsir as-Showi, bahwa, Allah SWT telah menciptakan
tumbuhan di bumi dengan berbagai macam jenis kemudian dari tumbuhan tersebut
Allah berikan manfaat yang dapat mendatangkan suatu kebaikan bagi makhlukNya

(Syihab, 2001). Salah satu jenis tanaman baik yang diduga memiliki potensi

kandungan manfaat tinggi salah satunya yaitu tanaman delima.

Delima merupakan jenis tanaman yang banyak ditemukan pada daerah tropis
ataupun subtropis. Delima telah lama dikenal dapat bermanfaat sebagai olahan obat-
obatan maupun kosmetik (Deepika, 2010). Delima ini dianggap sebagai buah asli
Iran, Pakistan dan Afganistan (Deepika, 2010). Sampai saat ini delima banyak
dibudidayakan di seluruh India, Asia Tengara, Malaysia, Afrika, Amerika Serikat
(Chauhan, 2012) dan telah banyak dibudidayakan hingga di Indonesia. Hingga saat

ini, berdasarkan pengelompokan warnanya, maka delima dibagi menjadi tiga varietas



yang berbeda, yakni delima merah, delima putih dan delima hitam (Khasanah, 2011).
Delima merah pada umumnya banyak dimanfaatkan sebagai olahan makanan maupun
minuman. Sedangkan delima putih dan hitam lebih banyak dimanfaatkan sebagai obat
(Mumpuni, 2014). Khasanah (2014), menambahkan bahwa delima hitam memiliki
khasiat yang lebih besar dibandingkan dengan delima putih. Selain itu Andriani
(2015), menyatakan bahwa tanaman delima yang banyak digunakan sebagai tanaman
yang berpotensi obat adalah jenis delima hitam yang memiliki kandungan antioksidan

lebih kuat daripada delima merah maupun delima putih.

Delima hitam merupakan keanekaragaman hayati yang dimiliki di Indonesia,
tumbuhan ini juga termasuk tanaman hias yang memiliki manfaat dalam dunia
kesehatan. Diriwayatkan oleh Rasulullah saw. Beliau bersabda bahwa :

Lal) Gla fa Ao g3 ) Al (e a

Artinya: “Tidak ada satu delima pun kecuali di dalamnya terdapat satu biji dari
delima surga”. (Al Jami’ Al kabir 1/719).

Ibn Abbas r.a meriwayatkan bahwa beliau sering mengonsumsi buah delima.
Suatu ketika terdapat seorang yang bertanya kepada beliau, “yaa Ibn abbas, mengapa
engkau sering sekali memakan buah delima?”. “aku mendengar bahwa tidaklah pada
satu buah delima, kecuali terdapat satu biji dari delima surga.” Jawab Ibn abbas r.a

(41 Jami’ Al kabir 1:719, Ath-Thib Nabawi hal.219) (Sayyid, 2008).

Makna yang dapat diambil dari riwayat diatas yakni, bahwa Allah telah
menurunkan keberkahan dapat buah delima. Sehingga jelas bahwa delima merupakan
buah yang baik untuk dikonsumsi. Berbagai penelitian telah banyak dilakukan untuk

mengetahui komposisi dan kandungan yang terdapat pada tanaman delima. Al-Qur’an



banyak menjelaskan di dalamnya tentang buah-buahan yang selain baik untuk
dikonsumsi, namun juga sangat bermanfaat bagi kesehatan, sehingga mampu
digunakan sebagai pengobatan terhadap suatu penyakit. Menurut Andriani (2015),
keunggulan yang dimiliki oleh delima hitam yaitu kandungan senyawa bioaktif yang
dihasilkan lebih tinggi dan aktivitas antioksidan relatif sedang dibandingkan dengan
delima merah dan delima putih. Selain itu delima hitam memiliki rasa manis yang

lebih tinggi dibandingkan dengan keduanya.

Kandungan senyawa aktif yang terdapat di dalam buah delima hitam
menyebabkan tumbuhan ini banyak bermanfaat bagi alternatif pengobatan. Hal yang
sama disampaikan oleh Suhasini (2017), bahwa kandungan bahan aktif yang terdapat
dalam tanaman delima tersebut memiliki potensi untuk obat-obatan. Boggia (2016),
menjelaskan hal ini karena dikaitkan oleh kandungan fenolik yang tinggi dalam buah
delima. Selain itu terdapat kandungan antioksidan yang tinggi, hidrolisis anthosianin
dan tannin, terutama ellagitannin (seperti punicalagin, punicalin, pudunculagin, dan
asam ellagic aglycone) juga terkandung dalam konsentrasi yang tinggi pada buah
delima (Faria, 2011). Purwantini (2017) menambahkan bahwa bahan aktif yang
terkandung sangat beragam yang meliputi golongan fenol, flavonoid, tanin,
antosianin, vitamin C dan antioksidan. Berbagai macam turunan golongan-golongan
bahan aktif tersebut tersebar pada bagian akar, pohon, daun dan buah. Faria (2011),
menjelaskan bahwa, senyawa utama yang paling penting pada delima adalah asam
punigasin dan asam ellagic. Dimana dua komponen tersebut merupakan bagian dari

senyawa ellagitanin.



Produksi obat-obatan yang berasal dari bahan alam pada umumnya adalah
dengan mengekstrak dari tanamannya secara langsung, hal ini menyebabkan
kandungan metabolit sekunder yang dihasilkan relatif sedikit. Hal ini dapat
menyebabkan ketidak efisienan hasil dari metabolit sekunder, sehingga menimbulkan
kerugian bagi pengusaha dalam skala industri. Boggia (2016), menjelaskan bahwa
dalam 10 tahun terakhir, jumlah publikasi ilmiah tentang buah delima telah
memberikan hasil yang menjanjikan terkait manfaat buah delima. Bahwa buah delima
memiliki manfaat dalam pengobatan. Hal tersebut menimbulkan adanya keinginan
yang tinggi untuk dikembangkannya tanaman ini di Indonesia dengan jumlah yang
besar. Tanaman di Indonesia dari tahun-ketahun saat ini mengalami kondisi yang
semakin menurun, sehingga di khawatirkan akan menyebabkan musnahnya
sumberdaya hayati karena pengambilan bahan obat dari alam yang begitu besar
termasuk tanaman delima hitam tersebut. Sehingga dilakukannya teknik in vitro
sebagai produksi metabolit sekunder melalui kultur kalus. George (1984),
menambahkan bahwa sebagian besar tanaman yang digunakan sebagai obat
merupakan hasil produksi dari komponen kimia yang berasal dari kandungan
metabolit sekunder. Melalui teknik ini, metabolit sekunder yang dihasilkan dapat

berupa sel-sel yang dikembangbiakkan alam media buatan secara aseptik.

Kultur kalus merupakan hasil pertumbuhan dari salah satu teknik kultur
jaringan. Kalus merupakan proliferasi masa jaringan yang belum terdeferensiasi
(Wardani, 2004). Pertumbuhan dan pembentukan kalus dapat disebabkan oleh

beberapa faktor, yaitu komposisi media tumbuh dan hormon yang diberikan. Gati



(1992), menyatakan bahwa komposisi media yang digunakan dapat mempengaruhi
pertumbuhan dan perkembangan eksplan. Pada umumnya media yang digunakan
dalam teknik kultur jaringan adalah jenis media dasar Murashige and Skoog (MS).
Husni (1997), menyampaikan bahwa pada media MS tersebut banyak mengandung
unsur garam organik daripada media kultur yang lainnya. Modifikasi media kultur
dengan cara menambahkan ZPT tertentu dan dengan konsentrasi tertentu, maka dapat
meningkatkan jumlah kandungan senyawa kimia pada hasil kalus yang akan di
tumbuhkan (Rahayu, 2003; dan Gati, 1992). Sehingga dengan pemberian konsentrasi
tertentu pada suatu eksplan akan mempengaruhi komposisi bahan penyusun enzim
yang digunakan sebagai sintesis protein, maka dalam proses tersebut akan

menghasilkan metabolit sekunder (Wardani, 2004).

Kultur jaringan merupakan salah satu teknik in vitro yang dapat digunakan
sebagai alternatif meningkatkan senyawa metabolit sekunder dalam jumlah besar
dengan efektif, daripada melalui teknik konvensional. Melalui teknik kultur jaringan
inilah faktor lingkungan dapat dikendalikan dengan mudah. Sehingga tidak
dipengaruhi oleh hama penyakit, iklim, musim dan faktor yang lain (Ernawati, 1992).
Teknik in vitro biasa digunakan sebagai teknik perbanyakan secara aseptik dengan
komposisi nutrisi pada media yang tercukupi layaknya seperti pada habitatnya di
tanah (Yusnita, 2003). Kondisi eksplan yang baik dan media yang tepat akan
mempengaruhi keberhasilan dalam perbanyakan hasil teknik kultur jaringan (Naik,

1999).



Modifikasi media dapat dilakukan melalui pengkombinasian zat pengatur
tumbuh (ZPT) yang akan digunakan sebagai bahan media tanam kultur jaringan
tanaman. Kombinasi ZPT bertujuan agar dapat mempercepat pertumbuhan pada
eksplan tanaman tertentu yang telah disesuaikan. ZPT merupakan senyawa organik
yang disintesis oleh bagian tanaman tertentu dalam takaran kecil (107¢-107> mM)
dapat menimbulkan respon yang secara biokimiawi, fisiologis, dan morfologis pada

tanaman (Mattimena, 1988).

Penentu arah perkembangan pada teknik kultur in vitro dapat dilakukan
melalui pertimbangan konsentrasi ZPT dan kombinasi yang diberikan kedalam media
tanam. Perbedaan konsentrasi ZPT yang diberikan akan menimbulkan perbedaan
pertumbuhan pada setiap tanaman tertentu. Oleh karena itu, teknik yang digunakan
dalam mempercepat pertumbuhan kalus delima memerlukan hormon tambahan selain
adanya hormon endogen yang telah tersuplai pada tanaman tersebut. Kombinasi

antara auksin dan sitokinin dapat memacu pertumbuhan kalus (Gunawan, 1998).

Auksin merupakan suatu jenis ZPT yang sangat berperan aktif terhadap proses
pertumbuhan dan perkembangan pada suatu tanaman. Selain itu, auksin sangat
berperan terhadap percepatan dalam pembelahan dan pertumbuhan sel apikal. Jenis
hormon ini juga sangat berperan terhadap terjadinya pertumbuhan kalus. NAA
merupakan golongan auksin sintetik yang tidak mudah mengalami reaksi oksidasi
enzimatik dan tidak mudah rusak terhadap proses pemanasan selama sterilisasi. Pada
media in vitro, NAA dapat diberikan dengan konsentrasi yang rendah (Harahap,

2011). Matsuoka (1979), menyatakan bahwa pembetukan kalus bergantung pada



konsentrasi yang diberikan. Konsentrasi auksin yang lebih rendah dapat
menghasilkan kalus vyaitu pada konsentrasi 0,8 mg/L dapat menghasilkan

pertumbuhan kultur kalus pada daun tanaman terong (Solanum melongena L..).

Sementara itu, sitokinin merupakan jenis senyawa turunan dari golongan
adenin. Sitokinin memiliki aktivitas utama dalam pembelahan sel, sehingga aktivitas
inilah sebagai kriteria utama dalam pengolongan jenis sitokinin itu sendiri. Pengaruh
yang terjadi pada pemberian jenis sitokinin ini dikarenakan adanya tingkat sintesis
protein, karena adanya kesamaan pada struktur sitokinin dengan adenine yang
termasuk komponen dari DNA dan RNA. Salah satu jenis hormon sitokinin yang
dapat memicu munculnya kalus adalah jenis BAP (6 — Benzil Amino Purin). BAP
merupakan jenis sitokinin yang mempunyai struktur menyerupai kinetin. Oleh karena
itu, hormon BAP memiliki kemampuan dalam mendorong pembentukan kalus
(Harahap, 2011). Yasuda (1985), menyatakan bahwa pemberian BAP dapat memicu
pertumbuhan kalus pada kultur in vitro kotiledon tumbuhan kopi (Coffea arabica)

pada konsentrasi 5 UM.

Pemberian BAP dan NAA secara bersamaan dapat menstimulasi pertumbuhan
dan perkembangan kalus pada jenis tanaman tertentu (Deepika, 2012). Penelitian lain
pada jenis delima merah dengan menggunakan metode kultur jaringan yaitu induksi
kalus melalui eksplan kotiledon dan daun dengan media MS dengan menggunakan
kombinasi ZPT NAA dan BA. Konsentrasi yang digunakan adalah 1,0 mg/L BA dan
0,5 mg/L NAA (Murkute, 2002). Selain itu, menurut Bonyanpour (2013), dalam

penelitiannya mendapatkan media terbaik untuk induksi kalus delima merah dengan



menggunakan eksplan kotiledon, yaitu menghasilkan kalus kompak dengan
penambahan 0,2 mg/L NAA dan 1 mg/L BA. Kanwar (2010), mendapat media
induksi kalus delima dengan menggunakan eksplan daun pada media MS pada

kombinasi NAA dan BA masing-masing sebesar 0,4 mg/L dan 1,0 mg/L.

Berdasarkan beberapa konsentrasi yang ada dalam penelitian yang telah
dilakukan, hal ini seperti pada firman Allah tentang penciptaan sesuatu sesuai dengan
kadarnya masing-masing yakni pada surat Al-A’laa ayat 1-4 :

oA AT iy (sagh 5B iy b B G B o) Al i
Artinya : Sucikanlah nama tuhanmu yang Maha Tinggi. Yang menciptakan, dan

menyempurnakan (penciptaan-Nya). Dan yang menentukan kada (masing-masing)
dan memberi petunjuk. Dna yang menumbuhkan rumput-rumputan.

Ayat di atas terdapat kata “qaddara” yang artinya memiliki kadar. Menurut
Shihab (1996), Allah swt. telah memberikan kadar atau batasan masing-masing pada
setiap diri makhlukNya. Sehingga dalam kata “kadar” tersebut Allah swt. menyimpan
rahasia dibalik kata tersebut, sehingga perlunya dikaji dan dipelajari agar Kkita
mendapatkan petunjuk atau pengetahuan terhadap kajian tersebut. Sebagaimana
dalam penelitian ini, yaitu pemberian konsentrasi tertentu untuk mengetahui
konsentrasi optimal dalam mendapatkan hasil kalus metabolit dengan struktur

kompak melalui tumbuhan delima hitam.

Kalus metabolit memiliki karakteristik diantaranya yaitu susunan selnya
kompak, rapat dan padat. Adapun warna kalus memiliki variasi menurut Hendaryono
(1994) yaitu karena adanya pengaruh bagian eksplan tanaman yang akan digunakan,

pengaruh pigmentasi, dan adanya kandngan fenol. Kalus yang memiliki warna
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dominan pekat biasanya disebabkan oleh adanya kandungan fenol yang tinggi. Oleh
karena itu, terjadi proses oksidasi dengan adanya pengaruh cahaya dan berubah
menjadi kuinon fenolik. Hal ini pada hasil penelitian Duangporn (2009), pada
kombinasi 2 mg/L NAA dengan 0,5 mg/L BA dapat menghasilkan kalus metabolit

dengan memproduksi senyawa Phyllanthusol pada tanaman Phyllanthus acidus.

Berdasarakan uraian diatas dapat diketahui bahwa pentingnya pengembangan
kalus metabolit sebagai peluang bidang pengobatan melalui teknik in vitro. Maka,
dalam penelitian ini akan digunakan kombinasi NAA dan BAP untuk menginduksi
kalus metabolit tanaman delima hitam (Punica granatum L.Var) melalui teknik in

vitro yang akan dikombinasikan dari berbagai konsentrasi perlakuan.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini diantaranya yaitu :

1. Bagaimana pengaruh pemberian berbagai konsentrasi hormon NAA pada media
dasar MS terhadap induksi kalus kompak delima hitam (Punica granatum L.
var.)?

2. Bagaimana pengaruh pemberian berbagai konsentrasi hormon BAP pada media
dasar MS terhadap induksi kalus kompak delima hitam (Punica granatum L.
var.)?

3. Bagaimana pengaruh interaksi hormon NAA dan BAP pada media dasar terhadap
induksi kalus kompak delima hitam (Punica granatum L. var.) berdasarkan

morfologi dan anatominya?
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1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini diantaranya yaitu :

1. Mengetahui pengaruh pemberian berbagai konsentrasi hormon NAA pada media
dasar MS terhadap induksi kalus kompak delima hitam (Punica granatum L.
Var.).

2. Mengetahui pengaruh pemberian berbagai konsentrasi hormon BAP pada media
dasar MS terhadap induksi kalus kompak delima hitam (Punica granatum L.
Var.).

3. Mengetahui pengaruh interaksi hormon NAA dan BAP pada media dasar MS
terhadap induksi kalus kompak delima hitam (Punica granatum L. Var.)
berdasarkan morfologi dan anatomi.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini diantaranya yaitu :

1. Memberikan informasi penting tentang penggunaan hormon yang efektif untuk
induksi kalus metabolit sekunder delima hitam (Punica granatum L. Var.) secara
in vitro.

2. Memberikan informasi bagaimana respon konsentrasi hormon beserta
kombinasinya terhadap induksi kalus metabolit delima hitam (Punica granatum
L. Var.) secara in vitro.

3. Dapat membedakan morfologi dan anatomi kalus metabolit melalui penelitian
induksi kalus delima hitam (Punica granatum L. Var.), sehingga dapat digunakan

sebagai produksi obat-obatan.
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Dapat menerapkan manfaat tumbuh-tumbuhan baik yang berpotensi sebagai
kesehatan dan keperluan masyarakat berdasarkan nilai-nilai islam.
Membangun kesadaran akan pentingnya penciptaan Allah terhadap tumbuh-

tumbuhan di bumi ini sebagai salah satu penunjang kehidupan makhluk hidup.

1.5 Hipotesis

1.

g

8

Hipotesis yang terdapat dari penelitian ini sebagai berikut :

Ada pengaruh pemberian berbagai konsentrasi hormon NAA pada media dasar
MS terhadap induksi kalus delima hitam (Punica granatum L. Var.).

Ada pengaruh pemberian berbagai konsentrasi hormon BAP pada media dasar
MS terhadap induksi kalus delima hitam (Punica granatum L. Var.).

Ada pengaruh interaksi hormon NAA dan BA pada media dasar terhadap induksi
kalus delima hitam (Punica granatum L. Var.) berdasarkan morfologi dan

anatomi.

1.6 Batasan Masalah

Batasan masalah yang terdapat pada penelitian ini diantaranya yaitu :

Eksplan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bagian kotiledon pada
kecambah delima hitam berukuran 0,5 cm dari hasil kultur biji yang berumur
+14 HST. (Kotiledon merupakan daun lembaga yang terbentuk dari embrio).
Media dasar yang diperlukan untuk perkecambahan yaitu media Murashige dan
Skoog (MS) yang ditambahkan dengan sukrosa 60 gr/L (Deepika, 2012).

Media dasar untuk pertumbuhan kalus yaitu media Murashige dan Skoog (MS)

dengan pemberian ZPT sesuai perlakuan konsentrasi.
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Konsentrasi NAA yang digunakan yaitu 0 mg/L, 0,25 mg/L, 0,5 mg/L, 0,75
mg/L, dan 1 mg/L.

Konsentrasi BAP yang digunakan yaitu 0 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 1,5 mg/L,
dan 2 mo/L.

Parameter kuantitas kalus Punica granatum L. var. yang diamati yaitu; hari
munculnya kalus, pesentase tumbuh kalus dan berat kalus.

Parameter kualitas kalus Punica granatum L. var. yang diamati yaitu; warna
kalus dan tekstur kalus.

Parameter anatomi kalus Punica granatum L. var. diamati secara mikroskopis

berdasarkan bentuk sel dan susunannya.



BAB Il

KAJIAN PUSTAKA

2.1 Delima Hitam (Punica granatum L. var.)
2.1.1 Delima Hitam dalam Perspektif Islam
Bumi dan seisinya memiliki berbagai macam ciptaan Allah SWT., yang

salah satunya adalah berbagai tanaman di muka bumi ini dan manfaat yang
dimilikinya. Tanaman memiliki kandungan senyawa yang beragam sehingga
dapat mendatangkan manfaat dan kebaikan di dalamnya, contohnya vitamin,
minyak, karbohidrat dan sebagainya. Tanaman memiliki berbagai macam spesies
dan jenis yang tersebar di penjuru dunia dengan bentuk dan fungsi yang
bermacam-macam. Hal berikut merupakan bentuk kasih Allah SWT terhadap
hamba-hambaNya, seperti hewan dan manusia. Hal ini seperti pada Firman Allah
Qur’an Surat Asy-Syuara 26 ayat 7:

(V) g8 £33 08 0 Vo 031 38 3T ) 305 1 o

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

Shihab (2001), menyatakan bahwa, kata (") pada firmanNya di awal
kalimat mengartikan bahwa apakah mereka tidak melihat kebumi, merupakan
kata yang bermakna sebagai batas akhir. Hal ini bertujuan untuk memperluas
wawasan manusia tentang tanah dan tanaman, serta berbagai keajaiban-keajaiban
yang ada pada tumbuh-tumbuhan. Kemudian pada kata (zsJ) berarti sebuah

pasangan, dalam hal ini pasangan yang dimaksud pada tumbuh-tumbuhan adalah

14
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adanya alat kelamin jantan pada benang sari dan betina pada putik. Apabila
benang sari jatuh tepat di atas kepada putik maka akan menyebabkan sebuah
penyerbukan dan diikuti dengan pembuahan, hingga akhirnya nanti akan
membentuk bakal buah berkembang menjadi buah dan menghasilkan biji. Kata
(=5) biasa digunakan sebagai penggambaran segala sesuatu yang baik pada
setiap objek yan disifatinya.

Berdasarkan arti ayat diatas “Kami tumbuhkan di bumi berbagai macam
tumh-tumbuhan baik” yaitu bahwa Allah SWT memperingatkan keagungan dan
kekuasaanNya. Hal ini apabila mereka melihat dengan hati yang suci maka
niscaya mereka pasti mengetahui bahwa yang berhak disembah adalah Allah
SWT., karena dengan KuasaNya maka terciptalah kebaikan tersebut (Al Qurthubi,
2009). Selain itu, atas kehendak Allah pula maka tanaman dapat ditumbuh dan
biakkan menggunakan teknik kultur in vitro dan melalui hal ini kita sebagai
manusia hanya bisa mengupayakan dengan melakukan penambahan vitamin,
unsur hara makro, mikro dan zat pengatur tumbuh agar tanaman tersebut dapat
tetap bertahan hidup.

Surat Asy-Syuara (26) ayat 7 ini menerangkan bahwasannya Allah memiliki
Kuasa dalam menciptakan segala apapun yang ada di bumi dan seisinya. Salah
satunya adalah diciptakannya berbagai jenis tumbuh- tumbuhan yang bermacam-
macam manfaat yang terkandung didalamnya. Tumbuhan memiliki beragam
manfaat bagi kehidupan manusia, salah satunya tumbuhan yang dapat
dimanfaatkan sebagai obat dari segala penyakit adalah delima hitam. Delima

disebutkan dalam Al-Qur’an Surat Al-An’aam (6) ayat 99 :
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Artinya : “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan, maka Kami
keluarkan dari tumbuhan-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami
keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang
kurma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan
Kami keluarkan pula zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa.
Perhatikanlah buah nya di waktu pohonnya berbuah, dan (perhatikan pula)

kematangannya. Sesungguhnya, pada yang demikian itu ada tanda-tanda
(kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman.” (al-An’aam [6] : 99).

Menurut Al-Hikmah (2015), dalam tafsir ibnu katsir menafsirkan pada ayat
99 kalimat ( &% ¢l (e O3 LEJM 33) yang artinya “Dan Dialah yang menurunkan
air hujan dari langit.”, maksudnya dengan kadarnya tertentu yang menjadi berkah
dan rizki bagi makhluk, serta sebagai rahmat Allah bagi seluruh makhluk-Nya.
Kemudian dari kalimat (153 4 Ga A6 o0& (K &G 4 G Al yang artinya “Lalu
Kami tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan, maka Kami
keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau.”) Yaitu, tanaman-
tanaman dan pepohonan yang hijau, dan setelah itu kami menciptakan di
dalamnya biji-bijian dan buah-buahan. Pada Firman selanjutnya ( &35 e
aliis e Gada (55 ), yang artinya “Dan (Kami keluarkan Pula) zaitun dan
delima yang serupa dan yang tidak serupa”. Qatadah dan ulama lainnya
mengatakan: “Yaitu kesamaan dalam daun dan bentuk, di mana masing-masing
saling berdekatan, tetapi mempunyai perbedaan pada buahnya, baik bentuk, rasa,

maupun sifatnya”. Hal tersebut jelas bahwa buah-buahan yang terdapat dalam Al-
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Qur’an selain baik untuk dikonsumsi, juga memiliki manfaat yang besar bagi

kesehatan tubuh hingga sebagai pengobatan terhadap suatu penyakit salah satunya
adalah delima.

Allah SWT berfirman dalam surat Ibrahim ayat 52 yang berbunyi :

583307 daly Ad) b Ladf ) salaads 4y ) 933005 Calil £33 134

ulal‘z’\ 33 \9%

Artinya: “(Al Quran) ini adalah penjelasan yang sempurna bagi manusia, dan

supaya mereka diberi peringatan dengan-Nya, dan supaya mereka mengetahui

bahwasanya Dia adalah Tuhan Yang Maha Esa dan agar orang-orang yang
berakal mengambil pelajaran.”

Ayat di atas mengandung makna bahwa Allah SWT memiliki kekuasaan
atas segala sesuatu yang ada di dunia. Setelah menurunkan kepadamu Al-kitab
yang bermanfaat kepada manusia, yang membimbing mereka kepada sesuatu
yang memuat kebaikan dan kebahagiaan dalam persoalan agama maupun dunia,
yang memuat berbagai macam kemaslahatan agar dipikirkan oleh orang-orang
yang mempunyai akal, yang telah diterangi oleh Allah sanubari mereka, sehingga
menempuh petunjuk dan mengikuti bimbingan-Nya dalam perbuatan-perbuatan
mereka, disamping mengingat nasihat-nasihat dan larangan-larangan-Nya serta
dapat mengambil pelajaran dari umat terdahulu. Sehingga, mereka tidak lagi
menyalahinya dan tidak ditimpa oleh apa yang pernah menimpa umat-umat
terdahulu, dan tidak dibinasakan seperti halnya mereka yang telah melakukan
kedurjanaan kerusakan dimuka bumi. Al Maraghi (1993) dalam tafsirnya
menjelaskan bahwa manusia adalah makhluk yang diberi Allah SWT daya

berfikir dan kebebasan berkehendak yang oleh karenanya, seperti diindikasi oleh
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para malaikat, manusia cenderung berbuat kerusakan di muka bumi. Maka Allah
SWT memberikan anugerah kepada manusia yaitu ilmu pengetahuan, dengan itu
manusia dapat mengemban amanat Allah SWT sebagai khalifah-Nya di muka
bumi.

Manusia sebagai makhluk Allah SWT yang telah dikaruniai akal fikiran
harus mampu mengemban amanat dengan sebaik-baiknya, melakukan hal-hal
yang tidak bertentangan dengan peran manusia sebagai khalifah dan hubungan
dengan Tuhannya. Sehingga dengan berkembangnya ilmu pengetahuan dan
teknologi, maka diperkenankannya manusia untuk melakukan sebuah penelitian
perkembangan. Dimana penelitian yang akan dilakukan tidak menyalahi dari
koridor nilai keislaman dan menyebabkan kerusakan alam. Manusia tidak bisa
membuat apa yang dibuat oleh Allah SWT dan hanya bisa mengembangkan atau
melestarikan saja seperti misalnya melakukan budidaya dan perbanyakan melalui
teknik kultur.

Seperti pada penelitian ini, permintaan pasar terhadap tanaman delima
hitam cukup besar untuk dijadikan sebagai bahan obat dan bahan makanan. Hal
ini sesuai dengan kandungan ayat Ali-Imran ayat 99, yang artinya yaitu Allah
meniptakan segala di muka bumi ini tidak ada yang sia-sia”. Sehingga segala
macam tanaman yang ada di muka bumi ini tak lain pasti memiliki banyak
manfaat yang baik bagi makhluk hidup, termasuk manusia yang biasa
menggunakan tanaman sebagai obat tradisional. Berbekal dari akal dan fikiran,
manusia mampu menemukan senyawa metabolit sekunder melalui penemuan dan

uji kandungan suatu tanaman. Sehingga dapat mendatangkan manfaat bagi
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kesehatan masyarakat. Hal ini merupakan perwujudan dari hubungan antara
manusia sebagai khalifah di bumi dengan penciptanya yaitu Allah SWT.

Manusia selain sebagai kholifah di bumi, manusia juga berperan sebagai
ilmuwan islam yang mana dalam melakukan suatu tindakan itu harus berdasarkan
pada etika di alam dan nilai-nilai keislaman. Perlakuan etis terhadap tanaman
misalnya melakukan perbanyakan, menanam dan memperlakukan tanaman
dengan baik. Kemudian cara-cara menggunakan tanaman untuk penelitian, zat
pengatur tumbuh (hormon) dan air untuk menyiram juga harus sesuai dengan
etika dan aturan islam, karena setiap makhluk di bumi ini mempunyai hak
terhadap sumberdaya lingkungan. Nilai-nilai keislaman yang diperoleh
berdasarkan penelitian ini, dalam perbanyakan tanaman harus memperlakukan
dan memperhatikan tanaman dengan baik yaitu memberikan nutrisi dengan cukup
agar tanaman mampu tubuh dengan baik. Karena tanaman merupakan ciptaan
Allah yang tak lain ditumbuhkan dari setetes air yang turun dari langit, maka
sudah sepatutnya manusia melestarikan dan menjaganya, sebab dari tanaman itu
manusia mendapatkan sumber makanan.

2.2 Deskripsi Tanaman Delima Hitam (Punica granatum L.)

Delima merupakan tanaman asli yang berasal dari Persia. Tanaman ini
tersebar ke seluruh dunia mulai dari daerah subtropik hingga daerah tropik. Tanaman
delima in sering ditanam pada perkebunan sebagai tanaman hias, tanaman obat, atau
sebagai tanaman yang dikonsumsi sebagai buah-buahan. Tanaman ini memiliki
karakteristik sebagai tanaman perdu atau pohon kecil dengan tinggi 2 — 5 meter.

Daunnya berbentuk lonjong, pangkal lancip, ujung tumpul, tulang menyirip, tepi rata,
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permukaan mengkilap, dengan panjang 1-9 cm, dan lebar 0,5-2,5 c¢cm. Buahnya
berbentuk buah buni, dengan bulat berdiameter 5-12 cm, warna kulit beragam sesuai
dengan varietasnya, mulai dari warna kulit merah, putih dan hitam (Krismawati,
2007).

Klasifikasi tanaman Delima Hitam (Punica granatum L.) sebagaimana dikutip

dari NCBI (2017):

Kingdom : Plantae

Divisi . Spermatophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Magnolipsida

Ordo : Myrtales

Family . Lythraceae

Genus : Punica

Spesies : Punica granatum L. var.

Tanaman delima termasuk jenis perdu dengan tinggi mencapai 25 meter.
Batang berkayu dengan ranting bersegi, bercabang banyak, dan memiliki duri pada
ketiak daun. Bunga delima berjumlah 1-5 kuntum, muncul pada setiap percabangan
dan ketiak daun teratas. Warna bunga pada umumnya merah atau putih kekuningan,
namun ada juga yang berwarna ungu kehitaman. Buahnya berbentuk seperti granat
dengan diameter 5-12 cm. Buah ini memiliki biji yang banyak didalamnya, berbentuk
bulat panjang kecil-kecil, bertekstur keras dan tersusun tidak beraturan. Pada biji
memiliki bantalan arilus atau daging buah yang berwarna merah, merah jambu, atau

putih dengan rasa asam manis. Buah delima berbuah sepanjang tahun. Delima biasa
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digunakan sebagai tanaman obat tradisional Indonesia yang merupakan sumber
antioksidan tinggi (Pratiwi, 2011).

Delima hitam pada umumnya dapat berkembang biak dengan baik pada iklim
tropis. Meskipun buah delima termasuk buah yang jarang ditemui namun masih
tersedia buah impor dipasaran. Delima hitam pada beberapa negara dikenal sebagai
buah yang memiliki kandungan khasiat yang tinggi. Selain baik untuk kesehatan,
buah ini dijadikan makanan sehat setiap hari. Buah ini terkenal dengan kandungan
vitamin dan antioksidan tinggi, sehingga diyakini baik digunakan sebagai perawatan

kulit dan kesehatan secara alami (Khasanah, 2011).

Gambar 2.1. Tanaman Delima (Punica Granatum L. var.) :
Pohon, dan Buah. (Andriani, 2017).

Delima hitam merupakan tanaman semak hingga pohon kecil. Buahnya
berbentuk seperti granat dengan calix yang masih menempel pada buah dan memiliki
warna yang pekat (Faria, 2011). Delima memiliki nilai ekonomi yang tinggi di daerah
tropis maupun subtropis (Julie, 2008). Buah ini selain sebagai tanaman hias, namun

seiring dengan berkembangnya penelitian menunjukkan tanaman delima tersebut
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memiliki banyak khasiat dan kegunaan, terutama di bidang farmasi sebagai tanaman

obat-obatan (Julie, 2008; dan Purwantini, 2017).

Delima biasa berbunga sepanjang tahun. Bunganya berbentuk tunggal dengan
tangkai pendek dan muncul pada ranting paling ujung atau pada ujung-ujung ketiak
daun. Bunga biasanya berjumlah satu sampai lima bunga dengan warna putih, merah
sampai ungu. Warna bunga inilah yang nantinya akan menentukan warna buah
delima. Delima hitam, saat buah masih muda berwarna hitam seperti busuk, namun
setelah besar dan tua akan berubah menjadi warna hitam kemerahan (Rukmana,

2003).

Gambar 2.2. Bunga Tanaman Delima (Punica Granatum L. var.)
(Gambar Pribadi, 2018).

Biji buah deliam terlindungi oleh kulit luar yang tebal dan keras. Kulit terluar
ini akan bisa pecah ketika buah telah matang atau tua. Bagian dalam buah delima
apabila di belah secara membujur akan terlihat adanya delapan sekat, yang berisi biji-
biji dengan berbentuk oval dan juga ada yang berbentuk pipih. Bagian buah yang
sering dikonsumsi masyarakat adalah bagian yang melapisi biji atau yang disebut

arilus (daging buah). Lapisan ini biasanya berwarna kemerahan, bening dan tidak
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memiliki endosperma. Lapisan ini memiliki kandungan rasa manis dan sedikit masam

dengan tekstur yang segar banyak terdapat kandungn air (Al-Najjar, 2013).

Gambar 2.3. Buah Delima (Punica Granatum L. var.) (Gambar
Pribadi, 2018).

2.2.1 Komposisi Kimia dan Manfaat Delima Hitam

Delima (Rumman) disebutkan di beberapa tempat dalam Al-Qur’an, salah
satunya yaitu pada Surat Al-An’am ayat 99 dan 141, dan surat Ar-Rahma ayat 68.
Pada bagian kulit luar delima memiliki kandungan asam tanat (Tannic Acid) yaitu
sebagai zat desinfektan. Sedangkan apabila dikonsumsi dengan cara memerasnya
maka selain juga memiliki kandungan tannic Acid akan tetapi juga terkandung
unsur gula mentol dan unsur besi dalam jumlah besar. Menurut ilmu kedokteran,
delima mempunyai manfaat antara lain; mengobati diare, ambeien, pelega nafas,
cacingan, radang gusi, radang lambung dan obat mata. Kandungan delima berupa
gula inversi 20% (5-10% diantaranya berupa glukosa), asam sitrat (0,5-3,5%),
asam borat, dan asam malat. Sehingga dari kombinasi senyawa tersebut yang
menyebabkan delima berasa manis asam segar. Asam malat bermanfaat juga

sebagai pelancar metabolism karbohidrat (Khasanah, 2011).
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Masyarakat pada umumnya mengenal delima karena buahnya yang
berbentuk menarik, sehingga sering untuk dijadikan hidangan buah segar di meja,
tanpa mengenal khasiatnya. Buah delima yang telah matang akan mengandung
vitamin dan mineral yang sangat bermanfaat bagi kesehatan tubuh. Buah
mengandung sejumlah bahan aktif yang terdiri dari senyawa annonaine,
nornuciferin dan asimilobine yang berfungsi denagai anti-depresi, epomusenin
dan epomirinin, murisin yang berfungsi untuk melawan toksisitas sel kanker, dan
juga sejulah asam potensial. Pada daun, batang dan akar mengandung sejumlah
turunan acetogenin, alkaloid, flavonoid, megasticmane, fenol dan cyclopeptida
(Moghadamtousi, 2015).

Delima mengandung sejumlah bahan aktif yang berpotensi dalam
pengobatan. Bahan aktif yang terkandung sangat beragam yang meliputi golongan
fenol, flavonoid, tanin, antosianin, dan vitamin C dan antioksidan. Berbagai
macam turunan golongan-golongan bahan aktif tersebut tersebar pada bagian
akar, pohon, daun dan buah (Purwantini, 2017).

Soemiati (2002), menambahkan bahwa pengolahan buah delima secara
tradisional seperti ditumbuk dan disaring, maka seduhannya bias digunakan
sebagai obat diare. Selain itu, kulit akar dan kulit batangnya berkhasiat sebagai
obat sakit gigi, dan air sebusan kulit buah delima dapat digunakan sebagai obat
kumur dan pengobatan gejala keputihan. Akan tetapi Andriani (2015)
menjelaskan bahwa delima memiliki kandungan antioksidan tinggi. Sehingga
Siahaan (2017) menyebutkan bahwa antioksidan tinggi baik untuk memelihara

kesehatan kulit.
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2.2.2 Senyawa Ellagitanin

Selain terdapat kandungan antioksidan yang tinggi, hidrolisis anthosianin
dan tannin, terutama ellagitannin (seperti punicalagin, punicalin, pudunculagin,
dan asam ellagic aglycone) juga terkandung dalam konsentrasi yang tinggi pada
buah delima (Faria, 2011). Purwantini (2017) menambahkan bahwa bahan aktif
yang terkandung sangat beragam yang meliputi golongan fenol, flavonoid, tanin,
antosianin, vitamin C dan antioksidan. Berbagai macam turunan golongan-
golongan bahan aktif tersebut tersebar pada bagian akar, pohon, daun dan buah.
Faria (2011), menjelaskan bahwa, senyawa utama yang paling penting pada
delima adalah asam punigasin dan asam ellagic. Dimana dua komponen tersebut
merupakan bagian dari senyawa ellagitanin.

Ellagitanin merupakan bagian kecil dari tannin yang memiliki
kemampuan untuk dihidrolisis menjadi asam ellagic sehingga terjadi pelepasan
asam tersebut kedalam darah. Sedangkan punigasin merupakan jenis polifenol
dengan memiliki berat molekul lebih dari 1000 (Faria, 2011). Rumus bangun

punigasin disajikan pada Gambar 2.2

Gambar 2.4. Rumus bangun punigasin (Chengaiah, 2010)
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Tannin dan polifenol berfungsi sebagai antimikroba, antivirus, anti
aterosklerotik, anticarsinegenic (Chengaiah, 2010). Selain itu, kandungan tannin
dan ellagitanin memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi (Guo, 2003). Faria
(2011), menjelaskan bahwa kapasitas antioksidan yang tinggi memiliki
kemampuan sebagai antiretroviral atau mampu mencegah adanya oksigen reaktif
dan penghambatan oksidasi LDL. Beberapa hasil penelitian efek farmakologis
lainnya dari punica antara lain adalah : sebagai agen antiparasit (Naqgvi, 1991),
anti-jamur (Setyowati dkk., 1998), antiinflamasi dan antikanker (Faria, 2011),
antiaging, anti-arterosklerois, dan antioksidan (Rajan, 2011), antiantherogenik,
antiploriferasi, demam, penyakit jantung, diare, maag (Anjaikumar, 2005),
hypertensi, kanker prostat, kulit, paru-paru (Khan, 2009) dan antidiabet (Bektas,
2007).

2.3 Kultur Jaringan Tumbuhan (In Vitro)
2.3.1 Pengertian Kultur In Vitro

Kultur jaringan tumbuhan (In Vitro) merupakan teknik mengembang
biakkan bagian tanaman, baik berupa jaringan, sel maupun organ yang dilakukan
secara aseptik. Penggunaan ZPT (zat pengatur tumbuh) pada media kultur dengan
kandungan nutrisi yang lengkap, serta kondisi lingkungan seperti suhu dan
pencahayaan yang dapat dikontrol secara manual (Yusnita, 2003). Selain itu,
kegunaan utama dalam teknik kultur in vitro ini terdiri dari dua keutamaan.
Pertama, dapat diperbanyak dalam waktu yang singkat namun jumlah yang
dihasilkan dapat melimpah dan seragam dengan sifat indukannya. Kedua, dapat

menghasilkan bibit-bibit baru dengan kualitas yang unggul sebagai perbaikan
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tanaman. Selain itu, sebagai teknik ini dapat dijadikan sebagai penciptaan tanaman
baru secara efisien, dan bebas dari gangguan virus maupun cendawan (Mattjik,

2005).

Totipotensi sel merupakan dasar dari teknik kultur in vitro, yaitu pada
setiap sel organ tanaman dapat tumbuh sebagai tanaman yang sempurna apabila
lingkungannya sesuai (Yuliarti, 2010). Melalui potongan jaringan yang digunakan
mampu mengadakan perbesaran, perpanjangan, dan pembelahan sel secara berkala
yang nantinya akan digunakan sebagai pembentukan akar (rootlet), tunas (shootlet)

dan tanaman yang lengkap (plantlet) (Azriati, 2010).

Keberhasilan metode kultur dikarenakan pengetahuan yang baik tentang
kebutuhan unsur hara pada sel dan jaringan yang akan dikulturkan. Unsur hara
terdiri dari dua komponen utama. Pertama, meliputi komponen garam mineral,
sumber karbon (gula, vitamin dan pengatur tumbuh. Kedua, meliputi komponen
senyawa nitrogen organic, asam organik, unsur metabolit, dan ekstrak tumbuhan
tidak mutlak namun dapat menguntungkan bagi ketahanan sel dan perbanyakannya

(Wetter dan Constabel, 1991).

Keuntungan dari teknik kultur jaringan terkait produksi senyawa metabolit
sekunder dibandingkann dengan teknik konvensional diantaranya ialah : (1) dalam
waktu singkat dapat menghasilkan senawa metabolit sekunder secara konsisten, (2)
factor lingkungan yang dapat dikendalikan secara manual, sehingga tidak

terpengaruh oleh iklim, suhu, hama, dan penyakit. (3) metabolit sekunder yang
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dihasilkan memiliki mutu yang lebih baik dan sistem produksinya dapat diatur
kapanpun (Ernawati, 1992).
2.3.2 Prinsip Kultur In Vitro

Prinsip-prinsip kultur in vitro terdiri dari teknik perbanyakan tanaman,
kondisi aseptik, dan totipotensi. Penjelasan mengenai prinsip-prinsip tersebut
dapat diperhatikan sebagai berikut (Nikmah, 2017): 1) Teknik perbanyakan
tanaman: Teknik kultur jaringan melakukan prinsip perbanyakan tanaman secara
vegetative. (2) kondisi lingkungan yang aseptik yaitu dilakukan didalam botol
steril dengan media tanam dan kondisi yang telah ditentukan, berbeda dengan
teknik konvensional, (3) totipotensi yaitu pada setiap bagian tanaman dapat
dikembang biakkan, sebab pada setiap bagian tanaman memiliki jaringan-jaringan
hidup dan terus aktif membela. Dengan demikian, sifat tanaman yang
dikembangkan melalui teknik kultur akan memiliki sifat yang sama dengan
induknya.

2.3.3 Faktor Yang Mempengaruhi Kultur In Vitro
1. Eksplan
Eksplan yang akan digunakan sebagai kultur pada umumnya berasal

dari bagian meristem, batang, tunas, antera, daun, epikotil, hipokatil,
kotiledon, embrio, biji, akar, atau pada bagian yang lain. Pada umumnya
ukuran eksplan yang digunakan pada teknik ini sangat bervariasi sesuai
dengan kebutuhan, mulai dari yang berukuran mikroskopik (£0,1 mm)

hingga makroskopik (+ 1-5 cm) (Mariska, 2003).
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Eksplan termasuk faktor utama dalam keberhasilan suatu teknik kultur
jaringan. Diantaranya dalam memilih eksplan yang baik harus
memperhatikan umur fisologis tanaman, umur onogenetik, ukuran eksplan
yang digunakan, dan bagian yang diambil merupakan hal yang harus
diperhatikan dalam memilih eksplan yang baik. Pada umumnya, bagian yang
digunakan sebagai kultur yaitu bagian yang masih muda atau masih aktif
membelah. Jaringan yang masih muda biasanya memiliki daya regresi yang
tinggi, sel-selnya masih aktif membelah, dan mengandung sedikit

kontaminan (Yusnita, 2003).

Eksplan yang berasal dari lapangan pada umumnya banyak
terkontaminasi dengan debu, kotoran-kotoran, dan berbagai organisme mikro
yang hidup pada permukaan eksplan. Sterilisasi bahan tanaman yang akan
dikulturkan mutlak harus dilakukan (Gunawan, 1988). Sterilisasi eksplan
termasuk langkah terumit dalam proses produksi bibit baru secara kultur
jaringan. Hal tersebut dikarenakan adanya berbagai macam tahap sterilisasi
yang harus dilalui (Mariska, 2003).

1. Sterilisasi

Langkah penting yang harus dilalui dalam inisiasi kultur yang bebas
dari kontaminan adalah proses sterilisasi. Bahan tanam yang berasal dari
lapangan pada umumnya banyak terkontaminasi dengan debu, kotoran-
kotoran, dan berbagai organisme mikro yang hidup pada permukaannya.

Kontaminan hidup biasanya berupa cendawan, bakteri, serangga, dan telur-
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telur insekta. Apabila kontaminan tersebut tidak dihilangkan, maka dapat
menyebabkan pertumbuhan organisme tersebut tumbuh secara pesat, hal ini
dikarenakan pada media kultur mengandung gula, vitamin, dan mineral
(Gunawan, 1998).

Kontaminasi yang berangsur lama dan tidak segera ditangani, maka
akan memenuhi seluruh botol dalam beberapa hari. Hal tersebut dapat
menyebabkan eksplan tertutupi dan akhirnya mati. Kontaminasi tersebut
dapat diatasi dengan cara sterilisasi ruang kerja (LAF), sterilisasi media dan
alat-alat, serta sterilisasi eksplan (Indrianto, 2002).

2. Media Kultur

Media kultur merupakan syarat utama keberhasilan dari teknik kultur
jaringan. Komposisi utama dari media kultur diantaranya ialah tediri dari
unsur hara (mikro dan makro) dan juga karbohidrat (gula) sebagai pengganti
karbon yang digunakan untuk energi dalam proses fotosintesis (Gunawan,
2004). Senyawa organik dan anorganik, diantaranya seperti nutrien makro
dan mikro dengan kadar tertentu, gula, vitamin, asam amino dan juga ZPT
merupakan komposisi yang digunakan dalam media dasar kultur jaringan

(Santoso, 2004).

Gunawan (1988), media kultur yang baik ialah media yang
mengandung segala unsur-unsur yang dibutuhkan untuk pertumbuhan

tanaman kultur. Unsur-unsur tersebut diantaranya adalah hara makro dan
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mikro, glukosa (gula), vitamin, asam amino, N organik, buffer, senyawa

kompleks, arang aktif, ZPT, dan agar-agar (pemadat).

Media dasar kultur jaringan yang umum digunakan adalah Murashige
and Skoog (MS). Media ini mengandung senyawa garam amonium dan nitrat
dengan jumlah besar, kedua senyawa tersebut dibutuhkan dalam proses
regenerasi. Selain unsur diatas, media MS juga mengandung banyak unsur
kalium (Santoso, 2002). Untuk memudahkan dalam pembuatan media
biasanya dilakukan pembuatan larutan stok. Pembuatan larutan stok dari
unsur hara makro mikro pada umumnya dibuat dalam konsentrasi 100 Kali,
sedangkan vitamin dan ZPT biasanya dibuat 1000 kali. Kemudian seluruh
larutan tersebut disimpan pada ruangan bersuhu dingin hingga 10°C
(Mariska, 2003).

3. Faktor Lingkungan

Faktor lingkungan yang sangat berpengaruh terhadap perkembangan
kultur jaringan yaitu pH, suhu, kelembaban, dan cahaya. Faktor tersebut
sangat berperan dalam proses pertanaman dan proses berdiferensiasinya sel.
Penggunaan pH dalam medium kultur ini sangat toleran yaitu berkisar antara
5,0-6,0. Apabila pH terlalu asam atau basa maka dapat berpengaruh terhadap
berkembangnya sel-sel pada eksplan tanaman yang akan di tumbuhkan.
Apabila eksplan mulai tumbuh, maka pH dalam media kultur akan naik
dengan sendirinya. Keberadaan senyawa phospat dalam media sangat

berperang dalam menstabilkan pH. Pengukuran pH yang digunakan dapat
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dilakukan dengan menggunakan kertas lakmus atau menggunakan pH meter

(Gunawan, 1995).

Kegiatan dalam teknik kultur jaringan ini tak jarang yang mengalami
kegagalan. Faktor yang biasa terjadi akibat gagalnya kultur jaringan yaitu
adanya kontaminasi, browning, vitrifikasi dan juga nekrosis. Kontaminasi
merupakan suatu gangguan yang muncul akibat adanya jenis jamur, bakteri
atau virus yang menyerang media ataupun eksplan pada kultur jaringan.
Browning atau pencoklatan merupakan faktor yang dapat menghambat
pertumbuhan dan perkembangan eksplan, bahkan dapat menyebabkan
kematian pada eksplan. Hal ini terjadi biasanya disebabkan oleh adanya
pengaruh fisik maupun biokimia (memar, luka, atau senyawa fenolik)
(Mariska, 2003). Vitrifikasi ialah tingkat konsentrasi pada hormon sitokinin
yang tinggi, potensial matriks yang rendah, dan konsentrasi etilen dalam
media meningkat. Kandungan lilin yang rendah pada media kultur
disebabkan oleh tingginya kelembaban dalam wadah kultur yang tertutup
rapat. Nekrosis merupakan matinya jaringan pada pucuk dan tepi daun.
Terjadinya nekrosis ini diduga karena adanya defisiensi unsur hara terutama
boron dan kalium (Zulkarnain, 2014).

2.3.4 Kultur Kalus
Kalus merupakan agregat besar yang berfungsi untuk menutup luka secara
cepat. Kalus memiliki tekstur keras, rapuh, dan kompak. Kultur sel kalus dapat

dilakukan secara in vitro menggunakan media agar buatan yang ditambahkan
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beberapa nutrien, seperti auksin, sitokinin, vitamin, karbohidrat dan asam amino.
Hampir semua tanaman baik sudah terdiferensiasi atau belum dapat tumbuh
menjadi kalus, namun jaringan muda seperti kecambah (bagian hipokotil) lebih
disukai karena jaringan meristem masih dalam jumlah yang banyak. Kalus yang
diperoleh dapat diproses lebih lanjut menjadi kultur suspensi. Namun, jika
metabolit sekunder tanaman yang diinginkan maka bentuk kalus lebih stabil
daripada bentuk suspensi (Petersen dan Alfermann, 1993).

Kultur kalus merupakan salah satu tujuan dari teknik kultur jaringan untuk
mengembangbiakkan massa sel yang tidak terdiferensiasi atau tidak beraturan.
Tumbuhnya sel tersebut diakibatkan oleh adanya perlukaan pada sel sehingga
akan mengakibatkan pembelahan yang terus menerus dan akan membesar. Kalus
dapat muncul dengan cara perlukaan pada jaringan tanaman dan ditumbuhkan
pada media tanam yang sesuai. Sehingga sel akan aktif membelah karena adanya
rangsangan terhadap hormon endogen maupun dengan adanya ZPT yang
ditambahkan pada media tanam kultur jaringan. Diferensiasi sel pada kalus dapat
tumbuh menjadi jaringan atau organ tumbuhan baru melalui sel-sel yang terus

membelah dan bersifat meristematic dan tidak terspesialisasi (George, 2008).

Kalus dapat diinisiasikan melalui berbagai bagian tumbuhan, akan tetapi
organ tanaman yang berbeda akan memberikan kecepatan pembelahan sel yang
berbeda pula. Eksplan yang baik akan menunjukkan pembelahan sel yang aktif
dengan relativ lebih cepat. Bagian tanaman yang masih memiliki bagian aktif dan

mudah untuk mengalami pembelahan sel dengan cepat ialah bagian yang masih
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muda seperti pada embrio muda, hipokotil, kotiledon, dan pucuk batang

(Hartman, 1990).

Proses terjadinya pertumbuhan kalus mulai dari eksplan tanaman hingga
berubah mnjadi kalus terdapat tiga tahapan yaitu, induksi, pembelahan, dan
deferensiasi. Pata tahap induksi sel maka kandungan metabolisme akan aktif dan
sel akan berukuran konstan atau tetap. Tahap pembelahan merupakan sel yang
memiliki sifat meristematik sehingga akan mengalami pembelahan sel dengan
aktif, sehingga ukuran sel akan menurun. Berakhirnya pertumbuhan kalus dapat
dilihat dari meningkatnya diferensiasi pembesaran sel, sehingga tumbuhnya
vakuola pada sel, dan laju pertumbuhan menurun (Alitalia, 2008). Pada fase
stasioner inilah biasanya kandungan metabolit sekunder meningkat. Hal ini terjadi
memungkinkan karna adanya akumulasi vakuola makanan yang meningkat.
Sehingga tak jarang apabila pada fase stasioner ini sering terjadinya kematian sel
akibat supli nutrisi pada media yang mulai habis dan mengakibatkan kalus
mengeluarkan akumulasi senyawa toksik dalam medium sebagai pertahanan. Pada
tahap inilah diharuskan untuk dilakukannya subkultur kalus pada media yang baru

(Darwati, 2007).

Pemberian kombinasi zat pengatur tumbuh dalam pembuatan media
perlakuan, merupakan faktor utama keberhasilan dari suatu teknik kultur kalus.
Auksin merupakan salah satu jenis ZPT yang berperan dalam pembentukan kalus.
Diantara jenis auksin yang sering digunakan sebagai media kultur jaringan yaitu

NAA, IAA, 2,4-D, dan IBA. NAA dan 2,4-D merupakan jenis auksin yang lebih



35

stabil dibandingkan dengan IAA, yaitu tidak mengalami penguraian terhadap
jenis enzim-enzim yang dikeluarkan oleh sel atau disebabkan oleh suatu
pemanasan saat proses sterilisasi. NAA termasuk jenis auksin sintetik yang tidak
mengalami oksidasi enzimatik. Pada media kultur NAA dapat diberikan dalam
konsentrasi rendah (Harahap, 2011). Selain pemberian auksin, pemberian
sitokinin juga dapat berperan aktif dalam memicu perkembangan dan
pertumbuhan kalus (Indah, 2013).
a. Tekstur Kalus
Penilaian kualitas pada suatu pertumbuhan kalus dapat dinilai melalui
tekstur kalus. Tekstur kalus dapat dibedakan menjadi tiga jenis kalus,
diantaranya yaitu kompak, intermedied, dan remah (Andaryani, 2010). Kalus
remah dapat dibuktikan melalui mudahnya kalus yang hancur atau terpisah
ketika diambil menggunakan pinset (Arianto, 2013). Kalus kompak memiliki
ciri yang sulit dipisahkan ketika diambil dengan menggunakan pinset dan
kalus ini mempunyai tekstur yang lebih padat atau keras. Kemudian pada
kalus intermedied mempunyai tekstur kalus yang kelompok selnya sebagian
ada yang bertekstur kompak dan yang lainnya remah (Lestari, 2003). Gambar

beberapa contoh tekstur kalus disajikan pada gambar 2.5.
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Gambar 2.5. Beberapa tekstur kalus tanaman jarak pagar (Jatropha
curcas L.) dan tanaman pegagan (Centella asiantica). A. kalus kompak
B. kalus remah (Widyawati, 2010) C. kalus intermedied (Nazza, 2013).

Kalus yang menghasilkan metabolit sekunder pada umumnya
bertekstur kompak atau indermediet. Sedangkan pada kalus yang bertekstur
remah dominan lebih sedikit kandungan metabolit sekundernya. Proses ini
terjadi pada saat pertumbuhan kalus mencapai pada batas optimal atau pada
fase stasioner (Lestari, 2003). Selain itu, pada kalus yang bertekstur kompak
pada umumnya memiliki ukuran selnya kecil dengan sitoplasma yang padat,
dan memiliki kandungan pati yang tinggi (karbohidrat) (Ariati, 2012).
Sedangkan pada kalus remah akan memiliki massa proliferasi kalus lebih
panjang sehingga untuk hasil dari metabolit sekunder dominan lebih sedikit
dibandingkan dengan kalus yang bertekstur kompak (Lestari, 2003).

b. Warna kalus

Perbedaan warna kalus merupakan indikator dalam pertumbuhan
kalus. Kalus dengan warna putih termasuk jenis kalus yang baik yaitu yang
menandakan bahwa kalus dalam keadaan membelah. Kebeadaan warna kalus
menandakan adanya kehadiran klorofil, semakin hijau warna kalus maka

semakin banyak kandungan klorofil dalam kalus (Dwi, 2012). Peningkatan
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konsentrasi sitokinin dengan jumlah yang tinggi menyebabkan warna kalus
semakin hijau. Hal ini disebabkan karena sitokinin dalam media mampu
mengaktifkan proses metabolism dalam sintesis protein (Wardani, 2004).
Riyadi (2004), menambahkan bahwa hadirnya warna hijau pada kalus akibat
dari konsentrasi sitokinin yang tinggi sehingga dapat mempengaruhi proses
pembentukan klorofil.

Kalus dapat memiliki berbagai macam warna, mulai dari warna
kekuningan, putih, hijau, hingga merah atau coklat akibat terpigmentasi oleh
kehadiran antosianin. Warna dan tekstur kalus dapat dijadikan sebagai
gambaran kalus yang masih aktif mengalami pembelahan sel atau sudah
mengalami kematian. Setiap eksplan yang berbeda maka akan memiliki
visualisasi warna yang berbeda pula pada kalus yang tumbuh (Indah, 2013).

Gambar beberapa contoh tekstur kalus disajikan pada gambar 2.6.

Gambar 2.6 Berbagai warna kalus pada eksplan jarak pagar (A) kalus
berwarna putih (B) kalus berwarna putihkehijauan (C) kalus berwarna hijau
kekuningan (D) kalusberwarna hijau (E) kalus berwarna hijau kecoklatan
(Andaryani, 2010)
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Hendaryono dan Wijayani (1994), menyatakan bahwa warna kalus
yang bervariasi disebabkan karena adanya pengaruh cahaya, pigmentasi dan
juga bagian tanaman yang dijadikan sebagai eksplan. Kalus yang
berregenerasi menjadi tunas akan mengalami perubahan warna pada
kalusnya yaitu mulai dari warna kecoklatan atau kuning kemudian berubah
menjadi putih kekuningan hingga berakhir berwarna kehijauan, perubahan
tersebut dikarenakan adanya proses morfogeneis (Lestari, 2003).

Browning atau warna kecokltan pada kalus biasanya disebabkan oleh
adanya metabolisme senyawa fenol yang berlebih, yang biasanya terangsang
akibat proses sterilisasi eksplan (Andryani, 2010). Terjadinya peristiwa
browning tersebut sesunguhnya suatu proses yang alami terjadi karena
adanya perubahan adaptif pada bagian tanaman karena adanya pengaruh fisik
berupa pemotongan atau pengpasan. Gejalan browning tersebut termasuk
tanda-tanda mundurnya fisiologis pada eksplan (Rohmah, 2007).

c. Berat kalus

Berat kalus merupakan salah satu faktor yang dilakukan untuk
menentukan terjadinya pertumbuhan pada kalus (Yokota, 1999). Pertumbuhan
kalus sangatlah penting digunakan sebagai acuan adanya hubungan antara
pertumbuhan dan akumulasi produk sekunder pada kalus. Fisiologi berat pada
kalus dapat dilihat dari kandungan air dan karbohidrat yang tersuplai
didalamnya. Berat basah kalus yang tinggi, disebabkan oleh adanya

konsentrasi air yang tinggi. Pembelahan dan membesarnya sel yang sangat
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cepat juga merupakan faktor penentu berat basah pada kalus (Rusmaningsih,

2007).

Berat kering merupakan salah satu parameter yang biasa digunakan
sebagai ukuran global pertumbuhan pada kalus dengan segala peristiwa yang
dialaminya. Penentuan ini didapatkan melalui dilakukannya pengeringan kalus
guna menghilangkan kadar air dan menghentikan aktivitas metabolism yang
terjadi pada kalus, sehingga dapat diperoleh hasil berat yang konstan (Muryanti,
2005).

2.4 Metabolit sekunder

Kandungan metabolit sekunder pada setiap tanaman merupakan hasil dari
proses metabolisme pada suatu tanaman yang bukan merupakan hasil metabolisme
utama. Metabolisme tanaman tingkat tinggi memiliki hasil yang berbeda-beda.
Kandungan metabolit sekuder pada setiap tanaman dapat dipengaruhi oleh faktor
lingkungan. Herbet (1995), setiap makhluk hidup memiliki metabolit sekunder yang
merupakan hasil dari proses metabolisme yang dibentuk melalui jalur primer seperti
karbohidrat, asam amino, dan lemak. Metabolit sekunder merupakan suatu bentuk

pertahanan diri pada setiap mkhluk hidup.

Hasil metabolisme pada setiap makhluk hidup dibadi menjadi dua golongan,
yaitu metabolisme primer dan metabolisme sekunder yang menghasilkan metabolit
sekunder. Metabolisme primer pada tanaman merupakan bentuk dari fotosintesis dan
respirasi bagi kehidupan tanaman. Metabolisme primer merupakan proses esensial

bagi kehidupan tanaman, sedangkan metabolisme sekunder tidak merupakan proses
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yang esensial bagi kehidupan tanaman. Ketidakhadiran atau hilangnya metabolisme
sekunder tidak menyebabkan kematian secara langsung pada suatu tanaman, akan
tetapi dapat menyebabkan berkurangnya pertahanan diri pada suatu tanaman itu
sendiri (misalnya serangan hama atau serangga herbivor), ketahanan terhadap virus
dan penyakit, estetika, atau bahkan tidak memberikan efek sama sekali bagi suatu
tanaman (Anggarwulan, 2001). Pada awal pertanaman biasanya kandungan
metabolisme ekunder belum nampakatau hanya sedikit diproduksi. Namun, pada saat
menginjak fase stasioner, suatu tanaman akan mulai memproduksi metabolisme

sekunder sebagai pertahanan diri (Najib, 2006).

Berdasarkan senyawa kimiawinya metabolit sekunder terususun dari turunan
fenol. Senyawa fenol yang dihasilkan melalui metabolit sekunder dari suatu tanaman
merupakan suatu kelompok hidroksi yang fungsinya sebagai cincin aromatik.
Senyawa fenol dapat membantu suatu tanaman dalam melindungi diri dari serangan
patogen. Selain itu, senyawa fenol dapat menarik serangga penyerbuk dan menyerap
sinar radiasi UV yang berbahaya (Taiz, 2002). Mekanisme terjadinya pertahanan
tanaman diantaranya yaitu ; (1) deteksi sinyal patogen, (2) aktifasi ion H* -ATP, (3)
meningkatnya aliran kalsium kedalam sel, (4) aktivasi CDPK (Calcium strep
Dependent Protein Kinase), (5) aktifasi NADPH oksidase yang akan mengaktifkan
MAP Kinase, sehingga terjadinya peningkatan ekspresi gen biosintesis metabolit

sekunder (Bulgakov, 2003).
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2.5 Zat Pengatur Tumbuh (ZPT)

Zat pengatur tumbuh (ZPT) merupakan senyawa aktif yang dalam jumlah
kecil dapat mempengaruhi fisiologi dan morfologi suatu tanaman (Wattimena, 1992).
ZPT merupakan senyawa organik yang dapat pula menghambat pertumbuhan dan
perkembangan tanaman secara kualitatif pada konsentrasi tertentu (Davies, 2004).
Dalam teknik kultur tumbuhan, terdapat dua golongan ZPT yang sangat berperan
penting dalam suatu perkembangan yaitu auksin dan sitokinin. ZPT tersebut dapat
mempengaruhi tumbuhan dan morofogenesis sel dan organ. Interaksi antara ZPT
dengan kandungan hormon endogen sangat berpengaruh terhadap arah perkembangan

suatu keberhasilan teknik kultur jaringan tanaman (Gunawan, 1998).

Zat pengatur tumbuh dapat bersifat aktif apabila penambahan ZPT tersebut
tepat ukurannya pada sel terget. Agar suatu ZPT dapat dikenali dan diikat oleh
protein penerima dalam jaringan sasaran, maka protein penerima harus merubah
bentuk metabolik tersebut sehingga mengarah pada penguatan isyarat dan mampu
menimbulkan respon yang dimaksud (Salisbury, 1995). Adanya penambahan ZPT
kedalam media tanam dapat menyebabkan peningkatan konsentrasi ZPT endogen dari
dalam tanaman. Hal tersebut menjadi faktor pemicu utama dalam proses pertumbuhan
dan perkembangan suatu jaringan tumbuhan (Poonsapaya, 1989).

2.5.1 NAA (Naphtalene Asetic Acid)
Hormon auksin merupakan salah satu jenis ZPT yang aktivitasnya dapat
mempengaruhi perkembangan sel. Golongan jenis auksin yang biasa digunakan

adalah jenis auksin (2,4-D, 1IAA, NAA, dan IBA). NAA (Naphtalene Asetic
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Acid) dan IAA (Indole Asetic Acid) merupakan jenis auksin sintetik. Pada
umumnya auksin banyak digunakan pada teknik kultur jaringan sebagai
perangsang pertumbuhan kalus, suspense sel dan organ tumbuhan. Jenis auksin
yang biasanya digunakan pada media kultur diantaranya yaitu 2,4-D (2,4-
Dichlorophenoxy Asetic Acid), IAA (Indole Asetic Acid), NAA (Naphtalene

Asetic Acid), dan IBA (Indolebutryc Acid) (Gunawan, 1998).

Proses auksin terhadap perkembangan sel yakni terjadi akibat adanya
peningkatan tekanan osmotik, sehingga sintesis protein naik, dan permeabilitas
sel akan menjadi meningkat, sehingga dinding sel yang menjadi gerbang
masuknya air kedalam sel menjadi lunak (Hendaryono, 1994). Auksin memiliki
dua macam jenis, yakni auksin sebagai hormon endogen dan auksin sebagai
hormon eksogen (sintetik). Auksin banyak digunakan sebagai mikropropagasi
dan di tambahkan kedalam media tanam sebagai pendukung dalam pertumbuhan
kalus, suspensi sel aau organ (seperti tunas, ujung akar, dan meristem) dan
digunakan sebagai pengatur morfogenesis apabila dikombinasikan dengan
sitokinin (George, 2008).

2.5.2 BAP atau BA (6-benzil amino purin / benzil adenin)

Hormon sitokinin adalah jenis ZPT yang sangat penting untuk mengatur
pembelahan sel dan proses morfogenesis. Terdapat dua jenis golongann sitokinin
sebagai regulator pertumbuhan yaitu jenis sitokinin alami (kinetin dan zeatin)
dan sitokinin sintetik. Sitokinin alami didapatkan melalui jaringan yang masih

aktif membelah, seperti ujung akar, embrio, dan buah. Sitokinin yang dihasilkan
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olen akar akan diangkut melalui xylem menuju sel-sel target pada batang

(Gunawan, 1998).

Sitokinin pada umumnya sangat berperan terhadap pertumbuhan tunas
lateral, meningkatkan klorofil daun, dan memperlambat proses penuaan
(senescence) pada daun, buah dan organ-organ yang lain. Sitokinin sintetik yang
biasa digunakan yaitu BAP (Benzil Amino Purin) dan BA (Benzil Adenin)
(Wattimena, 1992). Fungsi sitokinin tidak jauh berbeda dengan auksin, yakni
dapat mempercepat pembelahan dan pertumbuhan sel tanaman. Akan tetapi
peran sitokinin dapat mempengaruhi proses fisiologi pada suatu tanaman

(Harahap, 2011).

Salah satu jenis ZPT dari golongan sitokinin yang umum digunakan pada
teknik kultur jaringan yaitu BAP (Benzil Amino Purin). BAP merupakan salah
satu sitokinin sintetik yang aktif dan daya rangsangnya lebih lama karena tidak
mudah dirombak oleh enzim dalam tanaman (George, 1984). Selain itu BAP
memiliki struktur yang mirip dengan kinetin, sehingga mampu aktif dalam
proses pertumbuhan dan proliferasi kalus (Fritz, 1983).

2.5.3 Interaksi Auksin dan Sitokinin

Interaksi antara auksin dan sitokinin yang dikombinasikan akan
menimbulkan munculnya pertumbuhan kalus, suspensi sel dan organ, serta
mengatur proses morfogenesis. Auksin pada tingkat seluler bertugas mengontrol
proses dasar seperti pada pembelahan dan pemanjangan sel. Apabila auksin

masih bisa menginisiasi pembelahan sel, maka tandanya bahwa auksin masih
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terlibat dalam pembentukan meristem yang nantinya akan berkembang menjadi
jaringan yang belum terspesifikasi membentuk suatu jaringan organ (George,
2008).

AUXIN CYTOKININ

Effect of auxin + cytokinin e

—  ROOt formation on cuttings

—ee- Callus Initiation In monocots

First stage of embryogenests e

— AGventitious root formation -—
from callus

———  Callus initlation In dicots —_—

——— AV ENTIHOUS SHOOt fOrMAation e ————

Axillary shoot proliteration S —
in shoot cultures

Gambar 2.7. Skema interaksi penggunaan auksin dan sitokinin dalam Teknik
kultur jaringan tumbuhan (George, 2008).

Zat pengatur tumbuh yang bersifat sebagai pemicu peningkatan dalam
pembelahan dan pertumbuhan sel pada suatu jaringan tanaman berasal dari
golongan senyawa sitokinin. Peranan auksin dan sitokinin merupakan senyawa
yang memiliki kinerja yang hampir sama, yaitu sebagai pengatur dalam
pembelahan dan pemanjangan sel, diferensiasi sel, serta sebagai pembentukan
organ tumbuhan. Penambahan sitokinin terhadap suatu media kultur sangatlah
penting dalam proses induksi pertumbuhan dan perkembngan eksplan. Kedua
senyawa tersebut yakni auksin dan sitokinin bekerjasama dalam meningkatkan

pembelahan sel, proliferasi pucuk dn morfogenesis (Zulkarnain, 2014).



BAB IlI

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Percobaan

Penelitian yang akan dilakukan merupakan penelitian dengan menggunakan
Rancangan Acak Lengkap dengan dua faktorial, yaitu faktor auksin, sitokinin dengan
konsentrasinya. Masing-masing perlakuan dengan 3 kali ulangan. Konsentrasi auksin

(NAA) yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

0 mg/L (NO)

0.25 mg/L (N1)

0.5 mg/L (N2)

0.75 mg/L (N3)
- 1 mg/L (N4)

Konsentrasi kedua yang digunakan adalah sitokinin jenis BAP yang terdiri dari :

0 mg/L (BO)
- 0.5mg/L (B1)
- 1mg/L (B2)
- 1.5mg/L (B3)

- 2mg/L (B4)

45
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Kombinasi perlakuan akan disajikan pada tabel 3.1 sebagai berikut :
Perlakuan BAP (mg/L)
0 0,5 1 1,5 2
0 BONO | BINO | B2NO | B3NO | B4NO
0,25 | BON1 | BIN1 | B2N1 | B3N1 | B4N1
0,5 BON2 | BIN2 | B2N2 | B3N2 | B4N2
0,75 | BON3 | BIN3 | B2N3 | B3N3 | B4N3
1 BON4 | BIN4 | B2N4 | B3N4 | B4N4

NAA (mg/L)

Tabel 3.1. Kombinasi Perlakuan NAA dan BAP

3.2 Variabel Penelitian
Variabel penelitian yang digunakan dalam penelitian ini yaitu :
1) Variabel bebas : merupakan variabel yang terdapat pada penambahan
konsentrasi NAA dan BAP yang berbeda.
2) Variabel terikat : merupakan variabel yang terdapat pada warna kalus, tekstur
kalus, dan berat kalus pada tanaman delima hitam.
3) Variabel terkendali : merupakan variabel yang terdapat pada suhu, cahaya,
media MS, pH, dan kelembapan.
3.3 Waktu dan Tempat
Penelitian kultur jaringan tumbuhan ini mulai dilaksanakan pada bulan 19
Februari — 8 Juni 2018. Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kultur
Jaringan Tumbuhan (KJT), Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi,

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
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3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat
Alat-alat yang diperlukan selama penelitian ini berlangsung diantaranya

yaitu gelas ukur, erlemeyer, batang pengaduk, petri disk, botol kultur, scalpel,
gunting, pinset, mata pisau, LAF (Laminar Air Flow), hot plate dan stirer,
timbangan analitik, pipet tetes, mikropipet, autoklaf, bunsen, kulkas, baskom,
penyemprot alkohol, kertas pH, rak kultur, AC (Air Conditioner), lampu, oven,
plastik petromaks (tahan panas), karet, alumunium foil, plastik wrap, kertas label,
tissue, spidol, pensil, penghapus, korek api, dan penggaris.
3.4.2 Bahan

Bahan-bahan yang diperlukan dalam penelitian ini yaitu biji delima hitam
(Punica granatum L.var) dan kotiledon delima hitam. Bahan sterilisasi yaitu
detergen, fungisida, bakterisida, aquades steril, alkohol 70% dan 96%, aquades,
dan klorox. Bahan media tanam diantaranya adalah media MS (Murashige and
Skoog), auksin (NAA), sitokinin (BAP), gula, dan agar-agar.

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Langkah Persiapan
3.5.1.1 Sterilisasi Alat
Scalpel, pinset, gunting, batang pengaduk, petri disk, botol kultur mula-

mula dicuci menggunakan detergen dengan bersih. Kemudian dibilas dengan
menggunakan air mengalir hingga busa hilang, kemudian dikeringkan pada
wadah baskom. Alat-alat logam (scalpel dan pinset) ditutup dengan menggunakan
alumunium foil, kemudian petri disk di tutup dengan menggunakan kertas bekas

setelah semuanya melewati proses oven selama 3 jam dengan suhu 121°C.
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kemudian dilanjutkan dengan proses autoklaf selama 15 menit dengan suhu
121°C. Selanjutnya alat-alat logam yang akan digunakan di dalam LAF mula-
mula disemprot terlebih dahulu menggunakan alkohol 96% dan dibakar dengan
mengunakan api bunsen.
3.5.1.2 Pembuatan Stok Hormon

Pembuatan hormon stok ini bertujuan agar dapat memudahkan proses
pembuatan media. Konsentrasi yang digunakan adalah 100 mg/L dalam 100 ml
aquades. Langkah utama yaitu dengan menimbang NAA dan BAP sebanyak 100
mg/L kemudian ditambahkan aquades hingga mencapai 100 ml dalam gelas ukur
yang berbeda. Selanjutnya larutan dihomogenkan hingga tercampur rata dan
dimasukkan kedalam botol masing-masing dan diberi label.
3.5.1.3 Pembuatan Media

Media yang akan digunakan dalam penelitian ini diantaranya terdapat dua
macam media, yaitu media perkecambahan dan media perlakuan untuk induksi
kalus delima. Media perkecambahan yaitu dengan cara memasukkan 4,43 gr
media MS instan dan 60 gr sukrosa ke dalam Erlenmeyer berukuran 1 liter,
kemudian ditambahkan aquades hingga volume larutan menjadi 1 liter, kemudian
diaduk dengan menggunakan hoteplate stirrer hingga larutan homogen dan
diukur pH nya apabila pH asam maka di tambahkan NaOH dan apabila pH basa
maka di tambahkan HCL hingga mencapai pH 5,8-6,0. Selanjutnya di tambahkan
agar 10 gr dan di tuangkan ke dalam panci, selanjutnya di panaskan diatas

kompor hingga mendidih. Kemudian setelah mendidih diangkat dan di tuangkap
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pada masing-masing botol kultur untuk perkecambahan sebanyak 20 ml, lalu di
tutup dengan menggunakan plastik dan di beri karet hingga rapat.

Sedangkan pada media untuk induksi kalus vyaitu dengan cara
memasukkan 4,43 gr media MS instan dan 30 gr sukrosa ke dalam Erlenmeyer
berukuran 1 liter, kemudian ditambahkan aquades hingga volume larutan menjadi
1 liter, kemudian diaduk dengan menggunakan hoteplate stirrer hingga larutan
homogen. Selanjutnya media masing-masing di tuangkan pada botol perlakuan
untuk diberikan perlakuan hormon sesuai dengan konsentrasi yang telah
ditentukan, kemudian diukur pH nya apabila pH asam maka di tambahkan NaOH
dan apabila pH basa maka di tambahkan HCL hingga mencapai pH 5,8-6,0.
Selanjutnya di tambahkan agar 10 gr pada masing-masing media dan di tuangkan
ke dalam panci, selanjutnya di panaskan diatas kompor hingga mendidih.
Kemudian setelah mendidih diangkat dan di tuangkan pada masing-masing botol
kultur untuk media perlakuan (kalus) sebanyak 10 ml, lalu di tutup dengan
menggunakan plastik dan di beri karet hingga rapat. Disterilkan dengan autoklave
pada suhu 121 °C selama 15-30 menit.
3.5.1.4 Sterilisai Ruangan

Disiapkan alat-alat dissecting set (scalpel, pinset, gunting) petridish dan
Bunsen. Dibersihkan meja LAF dengan di semprot menggunakan alkohol 70%
hingga bersih. Kemudian ditutup LAF dan di sterilkan dengan lampu UV selama

45-60 menit.
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3.5.1.5 Sterilisai Eksplan

Bahan tanaman induk yang digunakan adalah buah Delima Hitam (Punica
granatum L. Var.) yang sehat. Biji yang digunakan adalah biji yang telah
dibersihkan dari daging buah yang menempel. Selanjutnya diletakkan ke dalam
beaker glass dengan di aliri air keran selama 1-2 jam, kemudian di berikan
detergen cair 3 ml dan di hotplate stirrer selama 30 menit, lalu dibilas
menggunakan air bersih hingga 3x. Selanjutnya di tambahkan 2 gr fungisida,
kemudian di hotplate stirrrer selama 30 menit, lalu dibilas menggunakan air
bersih hingga 3x. Selanjutnya di tambahkan 2 gr bakterisida, lalu di hotplate
stirrer selama 30 menit, kemudian dibilas menggunakan air bersih hingga 3x.
Selanjutnya biji di masukkan dalam LAF. Proses sterilisasi di dalam LAF yaitu
dengan cara merendam biji kedalam larutan klorox 20% selama 10 menit sambil
botol di goyang-goyangkan. Selanjutnya biji dibilas menggunakan air steril
selama 5 menit. Kemudian biji kembali di rendam dengan menggunakan korox
10% selama 5 menit sambil botol di goyang-goyangkan. Selanjutnya biji dibilas
menggunakan air steril selama 5 menit. Selanjutnya biji kembali di rendam
dengan menggunakan alkohol 70% selama 2 menit sambil botol di goyang-
goyangkan. Selanjutnya biji dibilas menggunakan air steril selama 5 menit.

Biji Delima yang sudah steril kemudian ditanam pada media
perkecambahan yang sudah disiapkan terlebih dahulu. Metode yang digunakan
dalam perkecambahan ini adalah dengan cara memisahkan kulit biji dari embrio
dengan cara membelahnya menggunakan mata pisau scalpel. Hal ini dilakukan

guna untuk mempercepat proses perkecambahan pada biji. Induksi
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perkecambahan biji Delima Hitam membutuhkan waktu sekitar +14 HST.
Kemudian pada eksplan induksi kalus menggunakan bagian kotiledon dari hasil
perkecambahan, maka tidak perlu menggunakan proses sterilisasi pada proses
subkultur.

3.5.2 Induksi Kalus Delima Hitam

Biji delima yang telah berkecambah pada media MS tanpa ZPT berumur +14

HST, kemudian diambil bagian eksplan kotiledon sepanjang 0,5 cm dan disubkultur

kedalam media perlakuan MS untuk induksi kalus dengan penambahan berbagai

kombinasi ZPT NAA dan BAP dengan total 20 perlakuan kombinasi. Masing-masing
perlakuan diulang sebanyak 3 kali ulangan. Hal ini dilakukan di dalam Laminar Air

Flow dan setiap langkah yang dilakukan selama kultur harus didekatkan dengan api

Bunsen. Setelah selesai penanaman eksplan kemudian botol ditutup dengan plastic

dan karet gelang dengan rapat. Kemudian eksplan di inkubasi selama 42 hari.

3.5.3 Teknik Pengambilan Data

Pengamatan yang dilakukan dalam penelitian ini terdapat 2 tahapan yaitu :

1. Pengamatan pertama yaitu dilakukan setiap hari untuk melihat respon
pertumbuhan kalus pada setiap harinya, dan ada tidaknya kontaminasi pada
eksplan.

2. Pengamatan kedua yaitu dilakukan pada akhir penelitian yaitu setelah melewati 6
minggu setelah penanaman (42 HST) yang terdiri dari :

a. Pengamatan kuantitas kalus

Parameter yang diamati untuk menunjukkan kuantitas kalus meliputi :
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- Hari munculnya kalus yaitu dengan diamati perubahan eksplan membentuk
kalus setiap 1 hari sekali setelah inisiasi.

- Berat kalus ditimbang dari eksplan yang berkalus (destruktif) yang didapat
setiap perlakuan pada pengamatan terakhir.

- Persentase pembentukan kalus diamati pada hari terakhir dengan menghitung
luasan eksplan yang berkalus. Yaitu di dapatkan melalui rumus :

Luasan eksplan berkalus
% Eksplan Berkalus = X 100%
Luas eksplan

b. Pengamatan kualitas kalus
Parameter yang diamati untuk menunjukkan kualitas kalus meliputi :
- Warna kalus diamati melalui perubahan warna yang terjadi pada setiap
kalusnya.
- Tekstur kalus diamati secara visua pada penampakan kalus yaitu kalus remah,
kalus kompak, dan kalus intermediet.
3.5.4 Analisi Data
Data pengamatan yang akan dilakukan terdiri dari data kuantitatif dan data
kualitatif. Data kuantitatif berupa hari munculnya kalus, berat kalus, dan persentase
pembentukan kalus. Data kualitatif berupa pengamatan yang dilakukan secara visual
meliputi : tekstur kalus, warna kalus dan anatomi sel kalus. Selanjutnya pada data
kuantitatif akan dilakukan uji lanjut menggunakan analisis variasi (ANOVA) untuk
mengetahui pengaruh terhadap pemberian NAA dan BAP terhadap induksi kalus
kompak delima hitam. Apabila terdapat hasil yang berbeda nyata, maka uji akan

dilanjutkan menggunakan uji DMRT pada taraf 5%. Sedangkan pada data kualitatif
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akan dideskripsikan melalui analisis hasil pengamatan secara visual. Pada
pengamatan anatomi sel kalus menggunakan bantuan mikroskop, kemudian kalus
dibuat preparat kalus dengan cara squash.

Data hasil pengamatan selain dianalisis dengan menggunakan analisis variansi,
juga dianalisis menggunakan pendekatan integrasi Sains dan Islam berbabis religius.
Analisis ini dikaitkan dengan sumber ayat-ayat Al-Qur’an dan Hadist sebagai
pegangan umat muslim yang sesuai dengan penelitian serta pemikiran dalam
pandangan Islam. Analisis ini berguna sebagai petunjuk arah fungsi kebenaran
penciptaan Allah yang ada di bumi ini melalui penelitian ilmuan Islam dan sebagai

khalifah di muka bumi yang berakal.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Pemberian Berbagai Konsentrasi NAA Pada Media Dasar MS
Terhadap Pertumbuhan Kalus Metabolit Delima Hitam (Punica granatum

L. Var)
Hasil analisis variansi (ANAVA) menunjukkan bahwa dengan pemberian zat

pengatur tumbuh NAA dapat berpengaruh nyata terhadap induksi kalus delima hitam
(Punica granatum L.Var) (Lampiran 1). Hasil perhitungan ANAVA disajikan dalam
ringkasan tabel 4.1.

Tabel 4.1 Ringkasan Hasil Analisis Variasi (ANAVA) Pengaruh Pemberian Berbagai

Konsentrasi NAA Terhadap Pertumbuhan Kalus Metabolit Delima Hitam
(Punica granatum L. Var.)

Variabel Pengamatan F Hitung F Tabel 5%
Hari Muncul Kalus (HMK) 3,190 3.478
Persentase Tumbuh Kalus 4.058* 3.478
Berat Kalus 4,407* 3.478

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

Hasil perhitungan ANAVA, menunjukkan bahwa pemberian zat pengatur
tumbuh NAA dengan berbagai konsentrasi menunjukkan hasil yang tidak signifikan
terhadap HMK, sehingga pemberian NAA tidak berpengaruh nyata terhadap hari
munculnya kalus dan tidak dilanjutkan ke uji selanjutnya. Sedangkan pada hasil yang
didapat berpengaruh nyata terhadap kedua parameter pengamatan yaitu ; persentase
tumbuh kalus, dan berat kalus. Hal tersebut dapat dilihat melalui nilai F hitung kedua

parameter pengamatan tersebut lebih besar dibandingkan dengan nilai F tabel 5%.

54
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Sehingga hal ini dapat dilakukan uji lanjut dengan menggunakan uji Duncan Multiple
Range Test (DMRT) 5%. Hasil uji lanjut DMRT 5% diajikan dalam tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil Uji DMRT 5% Pengaruh Pemberian Berbagai Konsentrasi NAA
Terhadap Pertumbuhan Kalus Metabolit Delima Hitam (Punica granatum

L. Var.)
Konsentrasi NAA Persentase Tumbuh Berat Kalus
(Mg/L) Kalus
0 46.4286a 0.01192a
0,25 57.6667b 0.03307b
0,5 60.0667b 0.04571b
0,75 49.5000ab 0.03969b
1 59.3333b 0.03076b
Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji
DMRT 0,05.

Hasil uji DMRT 5% pada tabel 4.2 menunjukkan bahwa, pemberian berbagai
konsentrasi NAA dapat berpengaruh nyata terhadap parameter persentase tumbuh
kalus. Pada tabel tersebut dapat dilihat bahwa pada pemberian konsentrasi NAA
sebesar 0,5 mg/L NAA mampu menghasilkan kalus dengan rata-rata persentase
tumbuh kalus tertinggi yaitu sebesar 60,06%. Namun konsentrasi lebih efisien pada
0,25 mg/L NAA dengan hasil yang tidak berbeda nyata dengan konsentrasi 0,5 mg/L
NAA. Hasil penelitian Matsuoka (1979) menunjukkan pada konsentrasi 0,8 mg/L
NAA dapat menginduksi kalus dengan persentase 70%. Hasil penelitian berikutnya
yaitu Bonyanpour (2013), menyatakan bahwa pemberian konsentrasi 0,4 mg/L pada
eksplan delima merah dapat mengahsilkan persentase kalus hingga 100%. (Zhang,
(1991), mengatakan bahwa NAA dengan konsentrasi tinggi akan memberikan efek
induksi kalus. Namun pada hasil DMRT 5% menunjukkan dengan pemberian 0,5

mg/L telah mampu menginduksi kaus, hal ini diduga kandungan auksin endogen telah
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banyak terkandung di dalam eksplan delima hitam. George (2008), menambahkan
bahwa

Salah satu indikator adanya ZPT dari golongan auksin berperan aktif dalam
proses pembentukan kalus, sedangkan jenis auksin yang digunakan dan konsentrasi
yang ditentukan akan mempengaruhi tipe pertumbuhan dan perkembangan dari suatu
eksplan. Pertumbuhan dalam teknik kultur in vitro adalah munculnya kalus pada
eksplan. Kemunculan kalus ini biasanya terjadi karena terdapat sayatan atau luka
pada bagian eksplan dan respon terhadap hormon (ZPT), sehingga eksplan akan
mengalami pembengkakan lalu pada bagian tersebut terjadilah pembelahan sel pada
jaringan yang tidak dapat terdeferensiasikan. Munculnya kalus pada bagian yang
terluka diduga karena adanya rangsangan dari jaringan pada eksplan untuk menutupi
luka. George (1984), mengemukakan bahwa terbentuknya kalus dikarenakan adanya
pembelahan sel pada jaringan yang dipacu oleh respon luka pada sayatan ekspan dan

suplai hormon endogen atau eksogen pada eksplan.

Leon, (2001) mengemukakan bahwa jaringan atau sel tumbuhan yang
mengalami luka akan mengaktifkan suatu mekanisme pertahanan diri, baik pada
jaringan yang terlukai maupun yang tidak terlukai. Sehingga kemudian akan
mengalami perubahan arah jalur metabolism dan menginduksi ekspresi gen-gen
tertentu. Hanya pada bagian tertentu yang terlukai akan terbentuk struktur sel yang
tidak beraturan, selanjutnya mengalami diferensiasi, dan mengeluarkan senyawa
metabolit sekunder. Struktur sel yang tidak beraturan tersebut yang nantinya bermula

dari munculnya kalus. Gunawan (1995), dalam Sulandjari (2008), menyampaikan



57

bahwa kalus merupakan kumpulan sel-sel amorphous yang bermula dari sel jaringan

dan membelah diri secara terus menerus.

Hasil pengamatan berikutnya yaitu pengaruh pemberian berbagai konsentrasi
NAA terhadap berat kalus juga berpengaruh nyata. Hal ini di tunjukkan pada tabel 4.2
yang menunjukkan bahwa berat kalus tertinggi yaitu pada perlakuan 0,5 mg/L NAA
dengan rata-rata nilai berat kalus sebesar 0,04571 gr. Gustian (2009), menambahkan
bahwa, pada umumnya pemberian auksin dalam konsentrasi rendah akan memicu

pembentukan dari kalus.

Menurut Kyte (1996), menyatakan bahwa pemberian auksin secara tunggal
ataupun secara kombinasi dengan sitokinin dapat digunakan sebagai penginduksi
kalus. Suryowinoto (1996), menambahkan bahwa penggunaan NAA sebagai induksi
kalus pada suatu eksplan memberikan efek yang terbaik dibandingkan dengan jenis
auksin sintetik lainnya. Hal ini dikarenakan NAA tidak akan mengalami mutasi
genetik. Hrazdina (1992), mengemukakan bahwa NAA yang digunakan dalam suatu
media kultur akan merangsang pembelahan sel dan mensintesis protein sehingga
dapat memacu pertumbuhan kalus. Menurut Hendaryono (1994), bahwa penggunaan
auksin terhadap suatu jaringan tanaman akan menimbulkan pengaruh yang berbeda-
beda. Pada umumnya pembeian auksin dengan konsentrasi tinggi dapat menyebabkan

terhambatnya pertumbuhan sel.

Menurut Salisbury (1995), menyatakan bahwa mekanisme auksin biasa
dikenal sebagai hipotesis pertumbuhan-asam, hal ini menyebabkan sel akan

mengeluarkan H* ke dinding sel primer yang mengelilinginnya. Kemudian ion H*
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akan menurunkan pH sehingga dinding sel mengendur dan pertumbuhan menjadi
cepat. Penurunan pH tersebut diduga karena aktifnya beberapa enzim perusak dinding
sel tertentu, yang tidak aktif pada pH yang lebih tinggi. Enzim tersebut diduga
memutus tali polisakarida dinding, sehingga memungkinkan dinding sel lebih mudah

merenggang. Berikut ini terdapat gambar analisis persentase tumbuh kalus, dan berat

kalus.
Pengaruh NAA Terhadap Persentase Tumbuh Kalus
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Gambar 4.1 Hubungan antara Konsentrasi NAA (mg/L) terhadap Persentase Tumbuh
Kalus Delima Hitam (Punica granatum L.var).

Hasil analisis regresi pada gambar 4.1 digunakan sebagai parameter
pengamatan persentase tumbuh kalus, dengan membentuk garis kuadratik persamaan
y = -25.105x* + 34.638x + 46.075 dan nilai determinasi R? = 0.4291, terdapat
hubungan antara perlakuan konsentrasi NAA terhadap persentase tumbuh kalus yaitu
sebesar 42,91 %. Pada hasil analisis deferensiasi menggunakan persamaan y = -
25.105x* + 34.638x + 46.075 mengartikan bahwa perlakuan konsentrasi NAA
terhadap persentase tumbuh kalus mencapai titik puncak optimum pada koordinat

(0,689 ; 58,017) artinya bahwa konsentrasi NAA yang paling efektif terhadap
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persentase tumbuh kalus delima hitam yaitu menggunakan konsentrasi 0,689 mg/L

telah mampu menumbuhkan kalus dengan persentase 58,017%.

Pengaruh NAA Terhadap Berat Kalus (g)
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Gambar 4.2 Hubungan antara Konsentrasi NAA (mg/L) terhadap Berat Kalus
Delima Hitam (Punica granatum L.var).

Hasil analisis regresi pada gambar 4.2 digunakan sebagai parameter
pengamatan berat kalus, dengan membentuk garis kuadratik persamaan y = -0.0791x?
+ 0.1019x + 0.0085 dan nilai determinasi R2 = 0.8748, terdapat hubungan antara
perlakuan konsentrasi NAA terhadap berat kalus yaitu sebesar 42,91 %. Pada hasil
analisis deferensiasi menggunakan persamaan y = -0.0791x*> + 0.1019x + 0.0085
mengartikan bahwa perlakuan konsentrasi NAA terhadap berat kalus mencapai titik
puncak optimum pada koordinat (0,644 ; 0,0413) artinya bahwa konsentrasi NAA

yang paling efektif terhadap berat kalus delima hitam yaitu menggunakan konsentrasi

0,644 mg/L telah mampu menumbuhkan kalus dengan persentase 0,0413 gr.



60

4.2 Pengaruh Pemberian Berbagai Konsentrasi BAP Pada Media Dasar MS
Terhadap Pertumbuhan Kalus Metabolit Delima Hitam (Punica granatum
L. var)

Tabel 4.3 Ringkasan Hasil Analisis Variasi (ANAVA) Pengaruh Pemberian Berbagai
Konsentrasi BAP Terhadap Pertumbuhan Kalus Metabolit Delima Hitam
(Punica granatum L. var.)

Variabel Pengamatan F Hitung F Tabel 5%
Hari Muncul Kalus (HMK) 15.978* 3.478
Persentase Tumbuh Kalus 54.542* 3.478
Berat Kalus 6.127* 3.478

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

Hasil perhitungan ANAVA, menunjukkan bahwa pemberian zat pengatur
tumbuh BAP dengan berbagai konsentrasi dapat berpengaruh nyata terhadap ketiga
parameter pengamatan yaitu ; hari muncul kalus, persentase tumbuh kalus, dan berat
kalus. Hal tersebut dapat dilihat melalui nilai F hitung semua paameter pengamatan
lebih besar dibandingkan dengan nilai F tabel 5%. Sehingga hal ini dapat dilakukan
uji lanjut dengan menggunakan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5%. Hasil
uji lanjut DMRT 5% diajikan dalam tabel 4.4.

Tabel 4.4 Hasil Uji DMRT 5% Pengaruh Pemberian Berbagai Konsentrasi BAP
Terhadap Pertumbuhan Kalus Metabolit Delima Hitam (Punica granatum

L. var.)
Konsentrasi Hari Muncul Persentase Berat Kalus (g)
BAP (mg/L) Kalus (HMK) | Tumbuh Kalus (%)
0 31.2143b 8.2143a 0.00537a
0,5 16.9333a 59.8333b 0.04163b
1 16.2667a 78.3333c 0.04032b
1,5 18.0000a 66.6667b 0.04073b
2 19.5333a 57.4000b 0.03266b

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji
DMRT 0,05.
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Hasil uji DMRT 5% pada tabel 4.4, menunjukkan bahwa pada parameter
pengamatan hari muncul kalus yang paling cepat untuk menginduksi kalus delima
hitam yaitu berada pada konsentrasi 1 mg/L BAP dengan rata-rata 16.2667 HST.
Namun pada hasil uji DMRT 5% perlakuan 1 mg/L tidak berbeda nyata dengan
perlakuan 0,5 mg/L BAP, sehingga dapat dikatakan bahwa konsentrasi yang lebih
efisien adalah 0,5 mg/L BAP. Berdasarkan hasil penelitian Ramdan (2014),
menyatakan bahwa dengan pemberian konsentrasi BAP sebanyak 0,5 mg/L telah
mampu menginduksi kalus Citrus rootstock dalam waktu singkat, yaitu selama 8
HST. Hal ini menunjukkan bahwa dengan pemberian BAP mampu menginduksi
kalus. Kimbal (1983), menambahkan bahwa sitokinin dalam bentuk BAP merupakan

hormon pengatur tumbuh yang mampu mempengaruhi pembelahan sel.

Hasil uji selanjutnya pada parameter pengamatan persentase tumbuh kalus,
yaitu dapat dilihat bahwa pemberian hormon BAP dapat mempengaruhi induksi kalus
dengan jumlah rata-rata 78.33% pada perlakuan konsentrasi 1 mg/L BAP. Hasil
penelitian dari Argaloka (2013), menyatakan bahwa dengan pemberian 1 mg/L BAP
mampu menginduksi kalus dengan rata-rata persentase 83,3%. Penelitian lain dari
Bonyanpour (2013), menyatakan bahwa pada penambahan 1 mg/L BAP mampu
menumbuhkan kalus delima merah dengan besar persentase 78,89%. Salah satu jenis
sitokinin yang umum digunakan dalam teknik kultur jaringan yaitu BAP (6-benzyl
amino purine). George (1984), menyatakan bahwa BAP merupakan salah satu jenis
sitokinin sintetik yang daya rangsangnya lebih lama sehingga tidak mudah dirombak

oleh adanya enzim dalam tanaman. Menurut Noggle (1983), bahwa BAP memiliki
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struktur yang mirip dengan kinetin dan aktif dalam pertumbuhan maupun proliferasi

kalus, sehingga BAP merupakan jenis sitokinin yang paling aktif.

Pemberian berbagai perlakuan hormon BAP juga sangat berpengaruh nyata
terhadap berat kalus. Hal ini dapat dilihat pada tabel 4.4, menunjukkan bahwa
konsentrasi BAP yang paling optimal dalam menghasilkan kalus delima hitam yaitu
0,5 mg/L BAP dengan berat rata-rata sebesar 0.041 gr. Sedangkan dalam tabel
tersebut dapat dilihat bahwa pemberian BAP dengan konsentrasi yang semakin naik
akan menghambat induksi kalus delima hitam, sehingga berat kalus semakin rendah
dengan konsentrasi yang semakin tinggi. Hal ini persis seperti Sari (2013),
menyatakan bahwa hormon BAP merupakan zat pengatur tumbuh yang aktif terhadap
pertumbuhan dan proliferasi kalus. Akan tetapi, pertumbuhan akan dapat terhambat
apabila konsentrasi BAP vyang diberikan semakin tinggi. Berikutnya untuk
mengetahui konsentrasi BAP yang optimal dalam menginduksi kalus delima hitam

dapat dilihat menggunakan analisis regresi

Pengaruh BAP Terhadap Hari Muncul Kalus

w
o

N
(6]

|y =8,5333x%-20,693x + 27,867

[ERN
(6]

Hari Muncul Kalus (HST)
N
o

y . R2=0,8704
® Seriesl
5
......... Poly. (Series1)
0
0 0,5 1 1,5 2 25

Konsentrasi BAP (mg/L)

Gambar 4.3 Hubungan antara Konsentrasi BAP (mg/L) terhadap Hari Muncul
Kalus Delima Hitam (Punica granatum L.var).
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Hasil analisis regresi pada gambar 4.3 digunakan sebagai parameter
pengamatan hari muncul kalus, dengan membentuk garis kuadratik persamaan y =
8.5333x* - 20.693x + 27.867 dan nilai determinasi R2 = 0.8704, artinya terdapat
hubungan antara perlakuan konsentrasi BAP terhadap hari muncul kalus yaitu sebesar
87,04%. Pada hasil analisis deferensiasi menggunakan persamaan y = 8.5333x? -
20.693x + 27.867 mengartikan bahwa perlakuan konsentrasi BAP terhadap hari
muncul kalus mencapai titik puncak optimum pada koordinat (1,212 ; 15,322) artinya
bahwa konsentrasi BAP yang paling efektif terhadap hari muncul kalus delima hitam
yaitu dengan menggunakan konsentrasi 1,212 mg/L telah mampu menumbuhkan

kalus tercepat dengan rentan waktu selama 15,32 HST.

Pengaruh BAP Terhadap Persentase Tumbuh Kalus
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Gambar 4.4 Hubungan antara Konsentrasi BAP (mg/L) terhadap Persentase
Tumbuh Kalus Delima Hitam (Punica granatum L.var).

Hasil analisis regresi pada gambar 4.4 digunakan sebagai parameter
pengamatan persentase tumbuh kalus, dengan membentuk garis kuadratik persamaan

y = -43.724x% + 108.71x + 10.858 dan nilai determinasi R2 = 0.9517, artinya terdapat
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hubungan antara perlakuan konsentrasi BAP terhadap persentase tumbuh kalus yaitu
sebesar 95,17%. Pada hasil analisis deferensiasi menggunakan persamaan y = -
43.724x*> + 108.71x + 10.858 mengartikan bahwa perlakuan konsentrasi BAP
terhadap persentase tumbuh kalus mencapai titik puncak optimum pada koordinat
(1,243 ; 78,42) artinya bahwa konsentrasi BAP yang paling efektif terhadap
persentase tumbuh kalus delima hitam yaitu dengan menggunakan konsentrasi 1,243

mg/L telah mampu menumbuhkan kalus dengan rata-rata persentase sebesar 78,42%.
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Gambar 4.5 Hubungan antara Konsentrasi BAP (mg/L) terhadap Berat Kalus
Delima Hitam (Punica granatum L.var).

Hasil analisis regresi pada gambar 4.5 digunakan sebagai parameter
pengamatan berat kalus, dengan membentuk garis kuadratik persamaan = -
0.0218x> + 0.0568x + 0.0058 dan nilai determinasi Rz = 0.9938, artinya terdapat
hubungan antara perlakuan konsentrasi BAP terhadap berat kalus yaitu sebesar
99,38%. Pada hasil analisis deferensiasi menggunakan persamaan y = -0.0218x> +

0.0568x + 0.0058 mengartikan bahwa perlakuan konsentrasi BAP terhadap berat
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kalus mencapai titik puncak optimum pada koordinat (1,302 ; 0,0428) artinya bahwa
konsentrasi BAP yang paling efektif terhadap berat kalus delima hitam yaitu dengan
menggunakan konsentrasi 1,302 mg/L telah mampu menginduksi kalus dengan berat
rata-rata kalus sebesar 0,0428 gr.

4.3 Pengaruh Pemberian Berbagai Perlakuan Kombinasi BAP dan NAA Pada
Media Dasar MS Terhadap Pertumbuhan Kalus Metabolit Delima Hitam
(Punica granatum L. var)

4.3.1 Pengaruh Perlakuan Kombinasi BAP dan NAA Pada Media Dasar MS
Terhadap Hari Muncul Kalus, Persentase dan Berat Kalus Delima
Hitam (Punica granatum L. var)

Hasil analisis variansi (ANAVA) terlihat bahwa perlakuan kombinasi zat
pengatur tumbuh NAA dan BAP dapat memberikan pengaruh nyata terhadap
induksi kalus melalui kotiledon delima hitam (Punica granatum L.var) (Lampiran
3). Ringkasan hasil perhitungan analisis variansi dapat dilihat pada tabel 4.5.
Tabel 4.5 Ringkasan Hasil Analisis Variasi (ANAVA) Pengaruh Pemberian

Berbagai Perlakuan Kombinasi NAA dan BAP Terhadap Pertumbuhan
Kalus Metabolit Delima Hitam (Punica granatum L. var.)

Variabel Pengamatan F Hitung F Tabel 5%
Hari Muncul Kalus (HMK) 60.171* 1.747
Persentase Tumbuh Kalus 13.468* 1.747
Berat Kalus 2.536* 1.747

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

Hasil perhitungan ANAVA, menunjukkan bahwa pemberian kombinasi
zat pengatur tumbuh NAA dan BAP dengan berbagai konsentrasi dapat
berpengaruh nyata terhadap ketiga parameter pengamatan yaitu ; hari muncul

kalus, persentase tumbuh kalus, dan berat kalus. Hal tersebut dapat dilihat melalui
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nilai F hitung semua paameter pengamatan lebih besar dibandingkan dengan nilai
F tabel 5%. Sehingga hal ini dapat dilakukan uji lanjut dengan menggunakan uji
Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5%. Hasil uji lanjut DMRT 5% disajikan
dalam tabel 4.6.

Tabel 4.6 Hasil Uji DMRT 5% Pengaruh Pemberian Berbagai Kombinasi NAA

dan BAP Terhadap Pertumbuhan Kalus Metabolit Delima Hitam
(Punica granatum L. var.)

Perlakuan Hari Muncul Persentase

No NAA BAP Kalus (HMK) Tumb(lé/r(l))Kalus Berat Kalus

1 0 - 0,00000a 0.00000a

2 ®:5 17,3333bcde 40,0000b 0.00920ab

3 0 1 15,6667bc 81,6667de 0.01855abcd

4 1.5 17,3333bcde 55,0000bc 0.01495abc

5 2 18,6667cdef 40,0000b 0.01292abc

6 0 37,6667¢ 13,3333a 0.00885ab

7 0.5 16,0000bcd 63,3333bcde 0.07282f

8| 0.25 1 15,0000b 83,3333e 0.02030abcd

9 1.5 | 17,6667bcdef 73,3333cde 0.04115abcdef
10 2 20,0000ef 40,0000bc 0.03933 abcde
11 0 36,0000g 8,33330a 0.00583ab
12 0.5 17,3333bcde 65,0000cde 0.04823bcdef
i3 0.5 1 15,0000b 86,6667¢ 0.06378def
14 145 19,0000cdef 63,3333bcde 0.05055 bedef
15 2 19,3333def 77,0000cde 0.06033cdef
16 0 35,3333g 10,0000a 0.00742ab
17 0.5| 18,0000bcdef 57,5000bcd 0.04103abcdef
18| 0.75 1 17,3333bcde 65,0000cde 0.04200abcdef
19 15| 18,3333bcdef 75,0000cde 0.06868ef
20 2 18,6667cdef 55,0000b 0.02223abcdef
21 0 21,0000f 6,66670a 0.00314ab
22 0.5 16,0000bcd 73,3333cde 0.03687abcdef
23 1 1| 18,3333bcdef 75,0000cde 0.05698cdef
24 15| 17,6667bcdef 66,6667cde 0.02830abcdef
25 2 21,0000f 75,0000cde 0.02848abcdef

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada
uji DMRT 0,05.
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Pengaruh pemberian kombinasi NAA dan BAP juga dapat berpengaruh
terhadap parameter perhitungan persentase tumbuh kalus. Perlakuan kontrol dan

perlakuan penambahan zat pengatur tumbuh telah memberikan hasil yang sangat
berpengaruh nyata. Perlakuan pengkombinasian NAA 0,5 . BAP 1 mg/L mampu

menghasilkan pertumbuhan kalus dengan rata-rata persentase tertinggi Yyaitu
sebesar 86,666 %. Pemberian berbagai konsentrasi pada kombinasi zat pengatur
tumbuh NAA dan BAP juga sangat berpengaruh terhadap parameter berat kalus.
Pada tabel 4.6 tercatat bahwa berat kalus tertinggi yaitu dengan pemberian
pemberian kombinasi zat pengatur tumbuh 0,25 NAA mg/L + 0,5 mg/L BAP
dengan rata-rata berat terbesar yaitu 0,0728 gr. Berdasarkan hasil penelitian
Bonyanpour (2013), terkait berat kalus melalui induksi kalus delima merah
terdapat hasil terbesar yaitu 0,61 gr dengan kombinasi zat pengatur tumbuh 1
mg/L NAA + 1 mg/L BAP. Hal ini disebabkan oleh adanya dua kandungan yang
dapat mempengaruhi berat basah kalus, yaitu karena adanya kandungan air dan
karbohidrat. Berat segar kalus disebabkan oleh kandungan air yang tinggi. Berat
basah yang dihasilkan sangat tergantung pada kecepatan sel-sel yang membelah,

memperbanyak diri, dan dilanjutkan oleh membesarnya ukuran kalus.

Harahap (2011), menjelaskan bahwa pemberian senyawa zat pengatur
tumbuh (ZPT) yang dalam konsentrasi rendah pada suatu medium dapat
merangsang dan mempengaruhi pola pertumbuhan dan perkembangan suatu
tanaman. ZPT merupakan senyawa organik bukan hara, sehingga sangat

diperlukan sebagai komponen medium bagi pertumbuhan dan diferensiasi sel.
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Pemberian ZPT dengan konsentrasi rendah dapat menyebabkan pertumbuhan
eksplan akan lambat, dan sebaliknya apabila konsentrasi ZPT tinggi dapat
meyebabkan pertumbuhan eksplan akan terhambat, bahkan tidak tumbuh sama
sekali. Oleh karena itu pentingnya pemberian konsentrasi yang optimal untuk

dapat merangsang pembelahan dan pertumbuhan eksplan dengan baik.

Abidin (1990), pemberian ZPT untuk menginduksi kalus pada umumnya
mengandung konsentrasi auksin dan sitokinin dalam keadaan yang setimbang.
Akan tetapi perimbangan konsentrasi tersebut dapat berubah berdasarkan jenis
eksplan dan letak eksplan yang digunakan. Karena dalam setiap eksplan memiliki
kandungan hormon endogen yang berbeda yang dapat mempengaruhi kecepatan
dalam pertumbuhan dan perkembangan hasil kultur. Murashige (1990), secara
umum regenerasi tanaman secara in vitro dipengaruhi oleh jenis eksplan dan letak
eksplan. Wijayani (1994), bahwa macam dan kombinasi ZPT pada media kultur
sangat tergantung oleh jenis tanamannya. George (1984), interaksi antara ZPT
endogen dan eksogen pada suatu media dapat mempengaruhi keberhasilan teknik
kultur. Sehingga apabila sitokinin berinteraksi dengan auksin maka akan kuat
merangsang pembelahan sel dalam jaringan meristematik, dan sintesis RNA nyata
terjadi apabila sel-sel tumbuhan terisolasi dengan penambahan perlakuan

sitokinin (Kimbal, 1983).

Berikut terdapat gambar analisis regresi terhadap masing-masing
parameter pengamatan yaitu regresi hari muncul kalus, persentase tumbuh kalus,

dan berat kalus. Sehingga dapat diketahui respon konsentrasi optimal pada
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pemberian perilaku kombinasi NAA dan BAP yang dapat meningkatkan

pertumbuhan kalus dengan cepat.

PENGARUH KOMBINASI NAA DAN BAP
TERHADAP HARI MUNCUL KALUS
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Gambar 4.6 Hubungan antara Perlakuan Kombinasi NAA (mg/L) dan BAP
(mg/L) terhadap Hari Muncul Kalus Delima Hitam (Punica granatum
L.var).

Hasil analisis regresi pada gambar 4.6 digunakan sebagai parameter
pengamatan hari muncul kalus, dengan membentuk garis kuadratik persamaan vy
= 11.714x? - 29.762x + 34.124 dan nilai determinasi R2 = 0.8772, artinya terdapat
hubungan antara perlakuan kombinasi NAA dan BAP terhadap hari muncul kalus
yaitu sebesar 87,72%. Pada hasil analisis deferensiasi menggunakan persamaan y
= 11.714x% - 29.762x + 34.124 mengartikan bahwa perlakuan interaksi antara
NAA dan BAP terhadap hari muncul kalus mencapai titik puncak optimum pada
koordinat (1,27 ; 15,219) artinya bahwa konsentrasi optimal dalam menginduksi

kalus delima hitam yaitu dengan menggunakan konsentrasi 0,25 mg/L NAA +
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1,27 BAP mg/L telah mampu menginduksi kalus dengan rata-rata hari muncul

kalus selama 15,219 HST.

PENGARUH KOMBINASI NAA DAN BAP
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Gambar 4.7 Hubungan antara Perlakuan Kombinasi NAA (mg/L) dan BAP
(mg/L) terhadap Persentase Tumbuh Kalus Delima Hitam (Punica
granatum L.var).

Hasil analisis regresi pada gambar 4.7 digunakan sebagai parameter
pengamatan persentase tumbuh kalus, dengan membentuk garis kuadratik
persamaan y = -47.619x? + 113.9x + 15.19 dan nilai determinasi R2 = 0.9816,
artinya terdapat hubungan antara perlakuan kombinasi NAA dan BAP terhadap
persentase tumbuh kalus yaitu sebesar 98,16%. Pada hasil analisis deferensiasi
menggunakan persamaan y = -47.619x* + 113.9x + 15.19 mengartikan bahwa
perlakuan interaksi antara NAA dan BAP terhadap persentase tumbuh kalus
mencapai titik puncak optimum pada koordinat (1,195 ; 83,29) artinya bahwa

konsentrasi optimal dalam menginduksi kalus delima hitam yaitu dengan
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menggunakan konsentrasi 0,25 mg/L NAA + 1,195 mg/L BAP telah mampu

menginduksi kalus dengan rata-rata persentase tumbuh kalus sebesar 83,29%.
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y =-0,027x2 + 0,0763x + 0,0099

: R? = 0,866
0,06 %

y =-0,0104x? + 0,031x + 0,0064
R?=0,6246

0,04
y =-0,0101x2 + 0,0266x - 0,0003

R? = 0,9447

y = -0,0286x2 + 0,0756x + 0,0071
R?=0,8226

y = -0,0331x% + 0,0746x + 0,0058
R? = 0,7582

0 0,5 1 1,5 2 2,5

0,02

BERAT (HST)

-0,02
Konsentrasi BAP (mg/L)

Gambar 4.8 Hubungan antara Perlakuan Kombinasi NAA (mg/L) dan BAP
(mg/L) terhadap Berat Kalus Delima Hitam (Punica granatum L.var).

Hasil analisis regresi pada gambar 4.8 digunakan sebagai parameter
pengamatan berat kalus, dengan membentuk garis kuadratik persamaan y = -
0.0101x> + 0.0266x - 0.0003 dan nilai determinasi R2 = 0.9447, artinya terdapat
hubungan antara perlakuan kombinasi NAA dan BAP terhadap berat kalus yaitu
sebesar 94,47%. Pada hasil analisis deferensiasi menggunakan persamaan y = -
0.0101x? + 0.0266x - 0.0003 mengartikan bahwa perlakuan interaksi antara NAA
dan BAP berat kalus mencapai titik puncak optimum pada koordinat (1,316 ;
0,0173) artinya bahwa konsentrasi optimal dalam menginduksi kalus delima
hitam yaitu dengan menggunakan konsentrasi 0,5 mg/L NAA + 1,316 BAP mg/L

telah mampu menginduksi kalus dengan rata-rata berat kalus sebesar 0,0173 gr.
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4.3.2 Pengaruh Perlakuan Kombinasi BAP dan NAA Pada Media Dasar Ms
Terhadap Warna dan Tekstur Kalus Delima Hitam (Punica granatum L.
Var)

Warna dan tekstur kalus delima hitam dalam penelitian ini merupakan
indikator dalam menentukan kualitas kalus. Selain itu, menurut Indah (2013)
menambahkan bahwa melalui pengamatan warna dan tekstur ini menggambarkan
penampilan visual kalus sehingga dapat diketahui kalus yang masih memiliki sel
yang aktif membelah atau telah mati. Berdasarkan hasil penelitian ini terdapat
hasil warna kalus yang beragam namun memiliki tekstur kalus yang sama dalam

setiap perlakuan.

Kalus penghasil metabolit sekunder yang baik dapat dilihat melalui
kualitas kalus yang tumbuh. Pengamatan kualitas kalus ini dapat dilakukan
dengan mencirikan warna dan tekstur kalus yang sesuai dengan karakteristik
kalus metabolit. Pada umumnya kalus metabolit memiliki warna terang dengan
tekstur kalus kompak. Hal ini sesuai dengan Indah (2013), bahwa kalus
penghasil metabolit yang baik akan memiliki tekstur kompak (non friable).
Tekstur kompak dianggap lebih baik karena dapat mengakumulasi senyawa
metabolit lebih tinggi. Warna kalus yang beragam, menurut Hendaryono (1994)
dapat dikarenakan oleh adanya pengaruh cahaya, pigmentasi, dan bagian
tanaman yang digunakan sebagai eksplan. Hasil pengamatan pengaruh
pemberian kombinari NAA dan BAP terhadap warna dan tekstur kalus delima

hitam dapat dilihat pada tabel 4.7.
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Tabel 4.7 Hasil Pengamatan Pengaruh Pengaruh Pemberian Kombinasi NAA
Dan BAP Terhadap Warna dan Tekstur Kalus Delima Hitam (Punica

granatum L.Var) pada hari ke 42 HST.

No. Perlakuan
1 | 0 mg/L NAA +
0 mg/L BAP
2 0,25mg/L
NAA + 0 mg/L
BAP
3 | 0,5mg/L NAA
+ 0 mg/L BAP
4 0,75 mg/L
NAA + 0 mg/L
BAP

Gambar Pengamatan

Warna Kalus | Tekstur
Kalus
Hijau Kompak
Kemerahan
Hijau Kompak
Hijau Kompak




1 mg/L NAA +

0 mg/L BAP
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0 mg/L NAA +

0,5 mg/L BAP

0,25mg/L
NAA +0,5

mg/L BAP

0,5 mg/L NAA
+ 0,5 mg/L

BAP

0,75 mg/L
NAA + 0,5

mg/L BAP

Hijau Kompak
Keputihan

Hijau Kompak
Keputihan

Hijau Kompak
Keputihan

Hijau Kompak
Keputihan

Hijau Kompak
Keputihan




10

1 mg/L NAA +

0,5mg/L BAP

75

11

0 mg/L NAA +

1 mg/L BAP

12

0,25mg/L
NAA + 1 mg/L

BAP

13

0,5 mg/L NAA

+ 1 mg/L BAP

14

0,75 mg/L
NAA + 1 mg/L

BAP

Hijau Kompak
Kemerahan
Hijau Kompak
Kemerahan
Hijau, putih | Kompak
Kemerahan
Hijau Kompak
Kemerahan
Hijau Kompak
Keputihan




15

1 mg/L NAA +

1 mg/L BAP

76

16

0 mg/L NAA +

1,5 mg/L BAP

17

0,25mg/L
NAA +1,5

mg/L BAP

18

0,5 mg/L NAA
+ 1,5 mg/L

BAP

19

0,75 mg/L
NAA +1,5

mg/L BAP

Hijau Kompak
Kemerahan
Hijau Kompak
Keputihan
Hijau Kompak
Kemerahan
Hijau, Putih | Kompak
Kemerahan
Hijau Kompak
Kemerahan




20

1 mg/L NAA +

1,5 mg/L BAP

77

21

0 mg/L NAA +

2 mg/L BAP

22

0,25mg/L
NAA + 2 mg/L

BAP

23

0,5 mg/L NAA

+2 mg/L BAP

24

0,75 mg/L
NAA + 2 mg/L

BAP

Merah Kompak
Hijau Kompak
Keputihan
Hijau Kompak
Keputihan
Hijau, Merah | Kompak
Kemerahan
Hijau Kompak
Kemerahan
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25

1 mg/L NAA + Hijau Kompak

2 mg/L BAP Kemerahan

Keterangan : tanda (-) merupakan tanda tidak terbentuknya kalus pada eksplan

Tabel 4.7 menunjukkan hasil pengamatan kalus delima hitam pada
hari terakhir ke 42 HST (6 minggu) telah menghasilkan warna dan tekstur kalus
pada setiap perlakuan kombinasi NAA dan BAP secara beragam. Warna yang
dihasilkan diantaranya yaitu berwarna putih, hijau keputihan, hijau kemerahan,

hijau, dan merah.

Perbedaan warna kalus menunjukkan tingkat perkembangan dari
kalus. Pada umumnya kalus pertama kali muncul akan berwarna cerah atau
kuning kehijauan dan selanjutnya semakin bertambahnya umur kalus maka
warna kalus akan berubah sesuai kandungan yang dikandungnya. Kandungan
senyawa metabolit pada setiap eksplan akan berbeda-beda. Biasanya kandungan
senyawa dalam eksplan mempengaruhi warna pada kalus. Seperti pada senyawa
turunan dari fenol. Abdullah (1998), mengemukakan bahwa sel kalus yang baik
akan menunjukkan warna kuning bening dan semakin tua sel pada kalus maka
warna akan berubah menjadi warna kecoklatan. Vickery (1980), dalam Fitriyani
(2003), menyatakan bahwa akumulasi fenol dapat dipacu oleh adanya cekaman

atau gangguan pada sel tanaman karena adanya perlukaan pada jaringan dan
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juga karena adanya cekaman media tanam. Oleh sebab itu, harus dilakukannya
pemanenan atau subkultur sebelum terjadinya kematian dan penumpukan
senyawa fenol yang dapat mengakibatkan penghambatan pertumbuhan kalus

hingga berakibat kematian.

Peningkatan konsentrasi sitokinin dengan jumlah yang tinggi
menyebabkan warna kalus semakin hijau. Hal ini disebabkan karena sitokinin
dalam media mampu mengaktifkan proses metabolisme dalam sintesis protein
(Wardani, 2004). Riyadi (2004), menambahkan bahwa warna hijau pada kalus
merupakan efek dari konsentrasi sitokinin yang tinggi, sehingga dapat
mempengaruhi terbentuknya klorofil. Warna kalus bisa beragam sesuai dengan
eksplan dan ZPT yang diberikan, mulai dari warna kekuningan, hijau, putih,
atau terpigmentasi oleh adanya senyawa antosianin. Indikator keberhasilan
dalam inisiasi eksplan dapat diamati melalui visual warna dan tekstur kalus,
sehingga dapat dibedakan penampilan kalus yang masih memiliki sel-sel aktif

membelah atau telah mati (Indah, 2013).

Hasil warna kalus yang berbeda-beda pada penelitian ini membuktikan
bahwa terdapat respon eksplan terhadap pemberian zat pengatur tumbuh dalam
menumbuhkan kalus. Kalus yang terdapat warna keputihan itu menandakan
bahwa terdapat aktivitas pembelahan sel yang aktif dan belum terbentuknya
kandungan klorofil. Hal ini seperti yang disampaikan oleh Fatmawati (2008),

bahwa kalus yang berwarna putih atau terang menandakan bahwa pertumbuhan
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kalus dalam keadaan cukup baik. Perubahan warna akan terjadi karena adanya
pigmentasi warna yang mengalami degradasi.

Tekstur kalus yang terbentuk pada penelitian ini dapat diduga
merupakan golongan kalus metabolit. Karena kalus yang terbentuk pada setiap
perlakuan memiliki tekstur yang kompak. Indah (2013), menyatakan bahwa
tekstur kalus kompak dianggapp baik karena dapat mengakumulasi metabolit
sekunder lebih banyak. Kalus yang menghasilkan senyawa metabolit sekunder
tinggi akan mengalami penurunan dalam aktifitas pembelahan selnya
(Rahmawati,1999).

4.3.3 Pengaruh Pemberian Konsentrasi NAA dan BAP Terhadap Anatomi
Kalus Kompak Delima Hitam (Punica granatum L.var.)

Kalus metabolit merupakan kalus yang tujuan awalnya akan
digunakan sebagai penghasil senyawa metabolit. Sehingga nantinya mampu
dikelola sebagai penghasil kebutuhan pengobatan atau kebutuhan dalam bidang
farmasi. Jika diamati secara morfologi kalus metabolit mempunyai ciri-ciri
tekstur kalus yang kompak, susah untuk dipisahkan, dan warna kalus dominan
berwarna terang sesuai dengan senyawa yang dimilikinya. Sedangkan kalus
embriogenik akan bertekstur remah, mudah untuk dipisahkan dengan pinset,

dan warna kalus cenderung putih hingga kuning (Peterson, 1991).

Berdasarkan hasil pengamatan anatomi kalus metabolit menggunakan
mikroskop dengan perbesaran 400x, dapat dicirikan bahwa kalus tersebut
memiliki bentuk sel-selnya berukuran kecil, memiliki sitoplasma yang padat,

inti tak terlihat (kecil), vakuola besar, dan banyak mengandung pati. Hal ini
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sesuai dengan penyampaian Dodd, (1993) bahwa kalus metabolit atau kalus
kompak biasanya memiliki bentuk anatomi ukuran sel kecil dengan sitoplasma
padat, inti kecil, dan banyak mengandung pati. Begitu juga dengan Street
(1993), menyatakan bahwa susunan sel pada kalus kompak memiliki sel yang
tersusun rapat, padat sehingga sulit untuk dipisahkan. Kemudian ukuran
vakuolanya relatif lebih besar, mempunyai dinding polisakarida yang lebih
besar dalam sel-selnya. Ukuran vakuola yang besar ini memungkinkan untuk
kalus dapat menyimpan air di dalam sel, sehingga kandungan air pada kalus

relatif tinggi dan berat basah pada kalus akan naik.

Fahn (2011), pada umumnya vakuola dapat ditemukan di dalam
protoplas sel tanaman. Dalam banyak sel tanaman, vakuola biasa memiliki
ukuran yang besar sehingga sitoplasma membentuk lapisan yang sangat tipis
yang melapisi dinding sel. Vakuola merupakan salah satu bahan penyimpanan
yang dapat dimanfaatkan oleh protoplas apabila diperlukan dan termasuk
produk lain dari metabolit. Dasar unit penyusun suatu organisme terbentuk dari
susunan sel. Protoplasma yang ditemukan dalam suatu sel terdapat dua
kelompok. Yaitu substansi protoplasma dan non protoplasma. Sitoplasma
merupakan salah satu substansi dari protoplasma, yang mana di dalam
sitoplasma memiliki kandungan cairan yang mengisi interior sel. Pada
protoplasma biasanya terdapat nucleus dan plastid. Dimana plastid biasanya

mengndung pigmen dan menyimpang granula pati.
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David (1984), menambahkan bahwa sebagian besar sel-sel kalus yang
khas, yaitu terdapat vakuola parenkim dengan dinding selulosa, dan amiloplas
besar. Kalus juga mengandung idioblas dengan deposit globular polifenol. Sel-
sel korteks yang berdekatan adalah parenkim khas dengan sitoplasma perifer,
tetapi mengandung plastid kecil dengan sedikit akumulasi pati.

Tabel 4.8 Hasil Pengamatan Pengaruh Pengaruh Pemberian Kombinasi NAA

Dan BAP Terhadap Anatomi Kalus Delima Hitam (Punica granatum
L.var) pada hari ke 42 HST.

No. Perlakuan Gambar
0 mg/L NAA + 0 mg/L
1
BAP

0,25mg/L NAA + 0 mg/L

BAP

Sitoplasma

Dinding sel

0,5 mg/L NAA + 0 mg/L

BAP

Sitoplasma

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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0,75 mg/L NAA + 0 mg/L

BAP

1 mg/L NAA + 0 mg/L

BAP

~ Vakuola

} Dinding sel

0 mg/L NAA + 0,5 mg/L

BAP

0,25mg/L NAA + 0,5

mg/L BAP

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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0,5 mg/L NAA + 0,5 mg/L
8
BAP
5
7 L NAA +
o | SRR
mg/L BAP
S_itgplaﬁma
1 mg/L NAA + 0,5mg/L
10
BAP
0 mg/L NAA + 1 mg/L
11
BAP

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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0,25mg/L NAA + 1 mg/L

12
BAP
0,5 mg/L NAA + 1 mg/L
3| %M :
BAP
Vakuola
0,75 mg/L NAA + 1 mg/L
14 ; 1
BAP
- Kloroplas
1 mg/L NAA + 1 mg/L
15
BAP

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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0 mg/L NAA + 1,5 mg/L
16
BAP
. 3 : 1
Dinding sgl_ 2 . N
0,25mg/L NAA + 1,5
17 Dinding sel
mg/L BAP
Kloroplas
0,5 mg/L NAA + 1,5 mg/L
| g
BAP ,
0,75 mg/L NAA + 1,5 y A
mg/L BAP S  dned

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



87

1 mg/L NAA + 1,5 mg/L
20
BAP
Sitoplasma
0 mg/L NAA + 2 mg/L
| g
BAP ) ,
Kloroplas
0,25mg/L NAA + 2 mg/L
2| g
BAP ]
4 SEopIasma
0,5 mg/L NAA + 2 mg/L
23

BAP

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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0,75 mg/L NAA + 2 mg/L

2
BAP ;
\ Kloroplas
Sitolasma
1 mg/L NAA + 2 mg/L , N .
25 #°% Dindingsel ~ p

BAP

Keterangan : tanda (-) merupakan tanda tidak terbentuknya kalus pada eksplan

Berdasarkan hasil penelitian diduga pada semua perlakuan zat
pengatur tumbuh rata-rata mencirikan kalus metabolit, baik pada perlakuan
tunggal maupun perlakuan kombinasi. Hal ini dikarenakan eksplan kotiledon
yang digunakan memiliki sifat totipotensi yang baik, selain itu pada eksplan
delima hitam ini diduga memiliki senyawa kandungan metabolit yang tinggi
sehingga mampu membentuk kalus metabolit. Menurut Nabi, (2002) dalam
Satyavani, (2011) menyatakan bahwa dalam induksi kalus Momordica,
memberikan hasil bahwa dari keempat tipe eksplan diantaranya adalah pucuk,
cabang lateral, daun, dan kotiledon. Namun hasil kalus yang terbaik yaitu
dihasilkan oleh eksplan kotiledon. Deepika (2013), menambahkan bahwa

ukuran eksplan kotiledon yang baik untuk digunakan adalah berkisar antara 0,5-
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0,8 cm. kotiledon sangat aktif dalam fisiologinya dan paling mudah untuk dapat
dipengaruhi oleh daktor lingkungan seperti pemberian zat pengatur tumbuh
(Murkute, 2002).

4.4 Integrasi Hasil Penelitian Induksi Kalus Kompak Delima Hitam dengan
Pandangan atau Perspektif Isam

Penelitian induksi kalus kompak delima hitam ini dengan menggunakan
kombinasi zat pengatur tumbuh (ZPT) NAA dan BAP. Delima hitam merupkan salah
satu tanaman yang sering digunakan masyarakat sebagai pengobatan herbal, karena
diakui delima hitam ini memiliki khasiat yang cukup bersar terhadap kesehatan
tubuh. Delimapun juga diyakini sebagai tanaman surga yang memiliki banyak
manfaat, sehingga tak sedikit pengobatan islam yang melibatkan buah ini sebagai
bahan pengobatan. Allah berfirman dalam surah Lugman ayat 10, yang menyatakan
bahwa Allah telah menciptakan berbagai tumbuh-tumbuhan yang baik dengan sifat
KeagunganNya. Tujuan penciptaan tumbuh-tumbuhan baik inilah tak lain adalah agar

dapat bermanfaat bagi manusia.

& gM\JJ UAJY\ @ AMJ L.G..\JJA Aas J.aa.a u\JLAMM EAES

1./@.{3 L35 .11 3 ela 91..4-&.&.“ Gy L.al \3 4.1\.: dS (i l..g..aﬁ S’ ?S" JA.AA
o S CJJ 08 b

Artinya : Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala macam jenis

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

Berdasarkan tafsir Al Qurtubi menjelaskan bahwa tumbuhan yang baik adalah

tumbuhan yang dapat memberikan manfaat bagi manusia. Hal ini dijelaskan pada
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kata (za-wa-ja) adalah warna, sedangkan kata (kariim) yang berarti menumbuhkan.
Kata kariim ini digunakan sebagai penggambaran pada sesuatu yang baik bagi objek
yang telah disifatinya (Ali, 1989). Selain itu pada tafsir Ibnu Katsir oleh Al-Sheikh
(1994), bahwa Al-Hasan dan Qatadah mengatakan langit tak memiliki tiang. Allah
telah menyebarkan berbagai macam binatang maupun tumbuhan dibumi dengan
jumlah, bentuk dan warna yang tak dapat semua kita ketahui kecuali hanya
penciptanya. Melalui hal ini Allah memberikan pesan bahwa Dia telah menitipkan
rizki pada hambanya dengan begitu luas dan melimpah. Salah satunya telah Allah
sampaikan pada firmanNya yaitu segala macam tumbuhan yang baik dan indah

pemandangannya.

Manusia sebagai khalifah di bumi harus bisa berperan dalam mengolah apa
yang ada di dalam bumi ini dengan baik tanpa merusak di sekitarnya. Dengan Allah
menciptakan berbagai tumbuhan baik di bumi ini, maka manusia dapat
menggunakannya sebagai sarana pertahanan hidup, diantaranya yaitu tumbuhan
sebagai bahan makanan,bahan obat-obatan, dan bahan bangunan. Sedangkan dalam
penelitian ini delima hitam dikenal sebagai tumbuhan obat yang memiliki kandungan
metabolit sekunder yang tinggi. Kandungan metabolit sekunder ini merupakan dari
golongan fenol, tannin, flavanoid dan lain-lain. Metabolit sekunder inilah yang
banyak digunakan manusia sebagai pengobatan herbal melalui proses pengekstrakan

dalam bentuk obat-obatan yang dapat diperoleh melalui teknik kultur jaringan.

Delima hitam merupakan salah satu tumbuhan yang memiliki kandungan

manfaat yang sangat besar, sehingga melalui kandungannya inilah dapat bermanfaat



91

besar terhadap kesehatan manusia. Oleh karena itu delima hitam sangat berpotensi
untuk diambil kandungan metabolitnya melalui kultur teknik kultur jaringan,
sehingga manfaat dari metabolit sekunder inilah yang nantinya dapat diperbanyak
produksinya secara masal. Dalam penelitian induksi kalus metabolit dapat dihasilkan
melalui protokol konsentrasi ZPT yang tepat, sehingga diharapkan pertumbuhannya
dapat optimal dan melimpah sesuai pada target. Dalam hal ini maka Allah telah
menyinggung pada firmanNya surah Al-A’laa ayat 3 menerangkan tentang
penciptaan Allah terhadap makhluknya yang telah sesuai kadarnya sehingga dapat

berkembang secara optimal.

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

Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah telah menetapkan segala sesuatunya
dengan sesuai pada kadarnya msing-masing. Sehingga dalam penelitian ini pemberian
berbagai konsentrasi ZPT pada kalus delima hitam tentunya akan memberikan respon
atau hasil yang berbeda-beda. Karena setiap ZPT akan memberikan hasil yang
berbeda pada tumbuhan yang berbeda pula, sehingga untuk mendapatkan hasil yang
baik maka membutuhkan kadar yang optimal dalam penentuan konsentrasi ZPT
tersebut. Pemberian ZPT yang terlalu rendah juga akan memberikan pertumbuhan
yang kurang cepat, sedangkan pemberian ZPT pada konsentrasi tinggi juga dapat
menghambat pertumbuhan dari tumbuhan tersebut bahkan bisa juga mengalami
kematian. Sehingga penelitian ini dengan tema induksi kalus kompak delima hitam

yaitu dengan cara menambahkan berbagai konsentrasi ZPT NAA dan BAP terhadap
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media perlakuan, dapat menghasilkan kalus yang terbaik dari konsentrasi yang

optimal.

Penelitian kultur jaringan ini dapat dijadikan suatu sarana atau upaya dalam
menjaga bumi yang telah Allah titipkan kepada manusia. Sehingga persediaan yang
ada pada bumi ini dapat lestari hingga anak cucu kita berikutnya. Selain itu, dalam
penelitian kultur jaringan tersebut dapat dijadikan sebagai salah satu tindakan bahwa
manusia diwajibkan untuk selalu memikirkan tentang penciptaan Tuhan, baik sambil
berdiri, duduk maupun berbaring, seperti ayat yang tercantum pada Surah Ali-Imron

ayat 191, yaitu :

@b G9588337 pgusid 185 139ab Lalyd D ()85 il
G ol R T o 3 = o N P 5 A - _ s %%
QIas 1338 dilagi Mhly 134 GalA La o) (a)Y )y <l glasd) §lA

S\
Artinya : “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk atau
dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan

bumi (seraya berkata): “Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau yang menciptakan ini
dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, Maka periharalah Kami dari siksa neraka.”

Ayat diatas memiliki pesan bahwa sebagai manusia yang berakal harus selalu
mengingat Allah dalam berbagai kondisi apapun. Allah telah menetapkan manusia
sebagai khalifah bumi yang berakal, artinya yaitu bahwa manusia harus biasa
memanfaatkan akal fikirannya dalam mempelajari ciptaan Tuhan yang ada di bumi
ini. Sehingga manusia mampu mengetahui permasalahan yang terjadi pada
lingkungan sekitarnya. Dengan begitu bumi akan tetap terjaga kelestarian alam
maupun seisinya. Hal ini merupakan salah satu implementasi dari ayat diatas terhadap

penelitian kultur jaringan tumbuhan. Kultur jaringan selain digunakan sebagai
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penghasil kalus metabolit yang nantinya akan diambil senyawa metabolit
sekundernya seperti kalus kompak delima hitam pada penelitian ini, kultur jaringan
juga dapat digunakan sebagai sarana perbanyakan tumbuhan secara masal dalam
waktu singkat namun dapat menghasilkan jumlah tanaman yang banyak. Sehingga
bumi ini akan tetap terjaga kesuburannya yang nantinya akan dapat dimanfaatkan

dengan baik bagi generasi penerus berikutnya.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil dari penelitian yang telah dilakukan terhadap pengaruh
pemberian zat pengatur tumbuh NAA dan BAP terhadap induksi kalus kompak

delima hitam (Punica granatum L.var.), dapat disimpulkan bahwa :

1. Pemberian berbagai konsentrasi hormon NAA terhadap induksi kalus kompak
delima hitam (Punica granatum L.var) berpengaruh nyata terhadap kedua
variabel pengamatan, dengan konsentrasi optimal dalam menghasilkan persentase
dan berat kalus yang baik adalah 0,25 mg/L NAA dengan hasil persentase

57,666% dan berat kalus sebesar 0,3307 gr.

2. Pemberian berbagai konsentrasi hormon BAP terhadap induksi kalus kompak
delima hitam (Punica granatum L.var) berpengaruh nyata terhadap ketiga
variabel pengamatan, dengan konsentrasi 0,5 mg/L BAP yang menghasilkan hari
muncul kalus selama 16,93 HST, persentase tumbuh kalus sebesar 59,83 %, dan

berat kalus sebesar 0,416 gr.

3. Interaksi kombinasi pemberian konsentrasi hormon NAA dan BAP terhadap

induksi kalus kompak delima hitam (Punica granatum L.var) berpengaruh nyata
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terhadap ketiga variabel pengamatan, hari muncul kalus, persentase dan berat
kalus dengan perlakuan kombinasi optimal 0,25 mg/L NAA + 1 mg/L BAP
mampu menginduksi kalus selama 16 HST, dengan persentase kalus 83,33 % dan
berat kalus sebesar 0,0203 gr. Warna dan tekstur kalus yang dihasilkan yaitu
berwarna hijau, putih kemerahan dengan tekstur kompak. Adanya warna
kemerahan menandakan terdapat kandungan senyawa metabolit yang tinggi.
Anatomi kalus delima hitam yang dihasilkan dapat mengindikasikan bahwa
memenuhi karakteristik kalus metabolit yaitu memiliki sel yang rapat, sitoplasma

yang padat, memiliki vakuola yang banyak, dan mengandung pati didalamnya.

5.2 Saran
1. Perlu dilakukannya penelitian lanjutan terkait kandungan senyawa metabolit yang

terkandung pada kalus delima hitam.

2. Perlu dilakukannya penelitian lanjutan mengenai penelitian anatomi kalus

metabolit.
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Lampiran 1. Tabel Hasil Analisis Variansi (ANAVA) dan Uji Lanjut DMRT

5%

1.1 A. Hasil Analisis Variansi pada Hari Muncul Kalus Delima Hitam

LAMPIRAN

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:HMK

Type 11l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2580.882° 8 322.610 10.011 .000
Intercept 30509.115 1 30509.115 946.701 .000
NAA 411.218 4 102.804 3.190 .019
BAP 2059.618 4 514.904 15.978 .000
Error 2094.739 65 32.227
Total 35000.000 74
Corrected Total 4675.622 73
a. R Squared = .552 (Adjusted R Squared = .497)
Kombinasi NAA dan BAP

ANOVA

HMK

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 4909.947 24 204.581 60.171 .000
Within Groups 170.000 50 3.400
Total 5079.947 74

1.2.B. Pengaruh NAA dan BAP Tehadap Hari Muncul Kalus

HMK

Duncan
Subset

NAA N 1 2
NAA O 14 14.7857
NAA 0.25 15 21.0000
NAA 0.5 15 21.4667|
NAA 1 15 21.6667|
NAA 0.75 15 21.9333]
Sig. 1.000 .689

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 32.227.
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HMK

Duncan
Subset

BAP N 2
BAP 1 15 16.2667
BAP 0.5 15 16.9333
BAP 1.5 15 18.0000
BAP 2 di5 19.5333
BAP 0 14 31.2143
Sig. 159 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 32.227.

1.3.A. Hasil Analisis Variansi pada Persentase Tumbuh Kalus Delima Hitam

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:PERSENTASE

Type 11l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 44421.448° 8 5552.681 28.726 .000
Intercept 214916.284 i 214916.284 1.112E3 .000
NAA 3137.902 4 784.475 4.058 .005
BAP 42171.973 4 10542.993 54.542 .000
Error 12564.555 65 193.301
Total 278477.250 74
Corrected Total 56986.003 73

a. R Squared =.780 (Adjusted R Squared = .752)
Kombinasi NAA dan BAP
ANOVA

PERSENTASE

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 51909.387 24 2162.891 13.468 .000
Within Groups 8029.833 50 160.597
Total 59939.220 74
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1.4.B. Pengaruh NAA dan BAP Terhadap Persentase Tumbuh Kalus Delima Hitam

PERSENTASE
Duncan
Subset
NAA N s 2
NAA 0 14 46.4286
NAA 0.75 15 49.5000 49.5000
NAA 0.25 15 57.6667
NAA 1 15 59.3333
NAA 0.5 13 60.0667
Sig. .550 .062
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 193.301.
PERSENTASE
Duncan
Subset
BAP N 1 2 3
BAP 0 14 8.2143
BAP 2 15 57.4000
BAP 0.5 15 59.8333
BAP 1.5 15 66.6667
BAP 1 15 78.3333
Sig. 1.000 .091 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 193.301.

1.5.A. Hasil Analisis Variansi pada Berat Kalus Delima Hitam

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:BERAT

Type I11 Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model .024° 8 .003 5.022 .000
Intercept 075 1 .075 125.113 .000
NAA 011 4 .003 4.407 .003
BAP .015 4 .004 6.127 .000
Error .039 65 .001
Total 141 74
Corrected Total .063 73

a. R Squared = .382 (Adjusted R Squared = .306)



Kombinasi NAA dan BAP

ANOVA
BERAT
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .035 24 .001 2.536 .003]
Within Groups .029 50 .001
Total .064 74

1.6.B. Pengaruh NAA dan BAP Terhadap Berat Kalus Delima Hitam

BERAT

Duncan
Subset

NAA 1 2
NAA 0 14 .01192
NAA 1 15 .03076
NAA 0.25 15 .03307
NAA 0.75 15 .03969
NAA 0.5 15 .04571
Sig. 1.000 M85

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

BERAT

Duncan
Subset

BAP 1 2
BAP 0 14 .00537
BAP 2 5 .03266
BAP 1 5 .04032
BAP 1.5 15 .04073
BAP 0.5 15 .04163
Sig. 1.000 371

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = .001.
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1.7.A. Hasil Analisis Variansi dan Uji DMRT 5% Kombinasi Terhadap Persentase

Tumbuh Kalus Delima Hitam

PERSENTASE

Duncan

Subset for alpha = 0.05
NAA & BAP 3
NOBO 3 .0000
N1BO0 3 6.6667
NO0.5B0 3 8.3333
NO0.75B0 3 10.0000
NO0.25B0 3 i1i3%8333
NOBO0.5 3 40.0000
NOB2 3 40.0000
NO0.75B2 3 40.0000
NOB1.5 3 55.0000 55.0000
NO0.75B2 3 55.0000 55.0000
NO0.75B0.5 3 57.5000 57.5000 57.5000
NO0.25B0.5 3 63.3333 63.3333 63.3333 63.3333
NO0.5B1.5 3 63.3333 63.3333 63.3333 63.3333
NO0.5B0.5 3 65.0000 65.0000 65.0000
NO0.75B1 3 65.0000 65.0000 65.0000
N1B1.5 3 66.6667 66.6667 66.6667
NO0.25B1.5 3 73.3333 73.3333 73.3333
N1B0.5 3 73.3333 73.3333 73.3333
NO0.75B1.5 3 75.0000 75.0000 75.0000
N1B1 3 75.0000 75.0000 75.0000
N1B2 3 75.0000 75.0000 75.0000
N0.5B2 3 77.0000 77.0000 77.0000
NOB1 3 81.6667 81.6667
NO0.25B1 3 83.3333
NO0.5B1 3 86.6667
Sig. .259 .057 .084 .057 .067
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BERAT

Duncan
Subset for alpha = 0.05

NAA & BAP 3 4
NOBO 3 .00000
N1BO 3 .00314 .00314
NO0.5B0 3 .00563 .00563
NO0.75B0 3 .00742 .00742
NO0.25B0 2) .00885 .00885
NOBO0.5 3 .00920 .00920
NOB2 8 .01292 .01292 .01292
NOB1.5 3 .01495 .01495 .01495
NOB1 3 .01855 .01855 .01855 .01855
NO0.25B1 3 .02030 .02030 .02030 .02030
NO0.75B2 3 .02223 .02223 .02223 .02223 .02223
N1B1.5 3 .02830 .02830 .02830 .02830 .02830 .02830
N1B2 3 .02848 .02848 .02848 .02848 .02848 .02848
N1B0.5 3 .03687 .03687 .03687 .03687 .03687 .03687
NO0.75B2 3 .03933 .03933 .03933 .03933 .03933 .03933
NO0.75B0.5 3 .04103 .04103 .04103 .04103 .04103 .04103
NO0.25B1.5 3 .04115 .04115 .04115 .04115 .04115 .04115
NO0.75B1 8 .04200 .04200 .04200 .04200 .04200 .04200
NO0.5B0.5 8 .04823 .04823 .04823 .04823 .04823
NO0.5B1.5 8 .05055 .05055 .05055 .05055 .05055
N1B1 3 .05698 .05698 .05698 .05698
N0.5B2 3 .06033 .06033 .06033 .06033
N0.5B1 3 .06378 .06378 .06378
NO0.75B1.5 8 .06868 .06868
N0.25B0.5 8 .07282
Sig. .085 .053 .051 .062 .054 .065
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