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Induksi Kalus Bidara Upas (Merremia Mammosa (Lour.) Hallier f.) dengan
Penambahan Kombinasi 2,4-D Dan BA Pada Media MS Secara In Vitro

Yayang Nia Purnawati, Dr. Evika Sandi Savitri,M.P, Mujahidin Ahmad, M. Sc
ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh zat pengatur tumbuh 2,4-D
dan BA terhadap induksi kalus Bidara Upas (Merremia Mammosa). Bahan yang
digunakan yaitu media MS, zat pengatur tumbuh, organ daun sebagai eksplan
kalus, kalus tersebut digunakan untuk memperbanyak metabolit sekunder yang
digunakan sebagai antikanker, antidiabetes, antiinflamasi, peningkatan kandungan
metabolit sekunder ini diperoleh melalui kultur kalus kompak dengan
penambahan 2,4-D dan BA sehingga produksi meningkat. Penelitian ini bersifat
eksperimental menggunakan rancangan acak lengkap(RAL) dengan 20 perlakuan
dan 3 ulangan. Perlakuan dalam penelitian ini ada dua factor yaitu konsentrasi
2,4-D meliputi 0 mg/l, 0.5 mg/l, 1 mg/l, 1.5 mg/l, 2 mg/l dan konsentrasi BA 0
mg/l, 0.5 mg/l, 1 mg/l, 1,5 mg/l. Data dianalisis dengan uji ANAVA Two Way o=
5%. Apabila terdapat perbedaan signifikan maka dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple
Range Test (DMRT) dengan taraf signifikan 5 % derta uji regresi korelasi. Hasil dari
penelitian kalus menunjukkan adanya pengaruh konsentrasi 2,4-D dan BA terhadap
induksi kalus Bidara Upas (Merremia Mammosa ) yang optimal pada kombinasi 1
mg/l 2,4-D dan 1 mg/l BA hari muncul kalus hari ke-12 HST dengan persentase
tumbuh kalus pada eksplan sebesar 92,66 % dan berat kalus sebanyak 0,387 gr.

Kata kunci: Kalus, Bidara Upas (Merremia Mammosa), 2,4-D, BA
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The Callus Induction of Bidara Upas (Merremia Mammosa (Lour.) Hallier
f.) by adding the Combination of 2,4-D and BA in MS Media through In
Vitro

Yayang Nia Purnawati, Dr. Evika Sandi Savitri, M.P, Mujahidin Ahmad, M. Sc
ABSTRACT

The research aims at determining the influence of growth regulator
substance of 2,4-D and BA against callus induction of Bidara Upas (Merremia
Mammosa). The material is MS media, growth regulator substance, leaf organs as
callus explants, the callus is used to multiply secondary metabolites that are used
as anticancer, anti-diabetic, anti-inflammatory, increased content of secondary
metabolites are obtained through unified callus culture with the addition of 2,4-D
and BA , it make the production increases. The research was experimental by
using a completely randomized design (CRD) with 20 treatments and 3
replications. The treatments of the research were two factors, 2,4-D concentration
included 0 mg/l, 0.5 mg /I, 1 mg/l, 1.5 mg/l, 2 mg/l and the concentration of BA
included 0 mg/l, 0.5 mg/l, 1 mg/l, 1.5 mg/l. Data were analyzed by Two Way
ANAVA test a = 5%. If there is a significant difference, it will be followed by the
Duncan Multiple Range Test (DMRT) with a significant level of 5% and a
correlation regression test. The results of the callus research showed the influence
of 2,4-D and BA concentrations on the callus induction of optimal Bidara Upas
(Merremia Mammosa) in a combination of 1 mg/l 2,4-D and 1 mg/l BA on the
12" (HST) day of callus day with the percentage of callus growth in explants was
92.66% and callus weight was 0.387 gr.

Keywords: Callus, Bidara Upas (Merremia Mammosa), 2,4-D, BA
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang
Allah SWT telah menciptakan bumi ini dengan segala isinya, mempunyai
tujuan dan manfaat masing-masing, karena tidak ada ciptaan Allah SWT yang sia-
sia. Salah satu ciptaan-Nya adalah tumbuh-tumbuhan yang baik dan mempunyai
banyak manfaat di dalamnya. Hal ini disebutkan dalam Al-qur’an Surah asy-

Syu’ara (26): 7 yang berbunyi :
- - ¥4 . /_’/fi,/ ,gu -~ ,_’//’//E
DIpp T S o G Lol 5 N s 5

Artinya : “Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan
yang baik?” (Q.S asy-Syu’ara (26): 7)

Ayat di atas Allah SWT menjelaskan bahwa Dia-lah yang menurunkan
hujan dari langit dan menumbuhkan bermacam-macam tumbuhan yang baik dan
bermanfaaat untuk kehidupan manusia dan mahkluk lainnya di muka bumi.
Tumbuh-tumbuhan merupakan rezeki anugerah dari Allah SWT SWT untuk
manusia, hewan, dan mahkluk lainnya (Darwis, 2004). Menurut Tafsir Al-
Qurtubhi (2000) “Karim” artinya baik dan mulia. Asal kata “al-Karim” dalam
bahasa arab adalah al-Fadl (keutamaan). Kata ini mengacu pada kata “Anbatsna”
yang berarti menumbuhkan tanaman. Sehingga sebagaimana ayat Al-Quran dan
tafsir tersebut, Allah SWT Subhana Wa Ta’ala telah menciptakan bumi ini dengan
menumbuhkan berbagai jenis tumbuhan yang baik yaitu tumbuhan yang subur dan
bermanfaat. Salah satunya adalah tanaman daun bidara upas yang memiliki

berbagai manfaat. Dalam hal ini tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang dapat



dimanfaatkan seperti contohnya tumbuhan yang digunakan untuk obat-obatan
(obat herbal).

Obat herbal merupakan sediaan atau bahan baku berasal dari tumbuhan
yang mempunyai efek terapi atau efek lain yang bermanfaat bagi manusia
(Hidayat, 2006). Berbagai jenis tumbuhan dengan berbagai tujuan pengobatan
telah dijadikan alternatif pengobatan bagi masyarakat yang kemudian didukung
oleh penelitian dari berbagai instansi (Adha, 2009).

WHO merekomendasikan penggunaan obat tradisional termasuk herbal
dalam pemeliharaan kesehatan masyarakat, pencegahan dan pengobatan penyakit
terutama untuk penyakit kronis, degenerative dan kanker. Data statistik WHO
menyebutkan di negara-negara di Afrika, Asia dan Amerika Latin menggunakan
obat herbal. Bahkan di Afrika, sebanyak 80% dari populasi menggunakan obat
tradisional untuk pengobatan primer (WHO, 2003). Selain itu, didukung juga
dengan maraknya kampanye “back to nature” atau kembali ke alam, merupakan
upaya mencari, meneliti dan menggunakan bahan alami nabati untuk mengatasi
berbagai penyakit yang banyak muncul dilingkungan masyarakat akhir-akhir ini,
sehingga penggunaan obat herbal semakin luas (Suhartati & Virgianti, 2015).

Bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) adalah salah satu
tumbuhan herbal. Depkes.RI (1979) Tumbuhan ini berasal dari Asia Tenggara dan
tersebar di daerah tropika terutama pada tanah kering yang tidak di genangi air.
Mansyur (2001) Bidara upas tersebar di India,Pulau Andaman dan Indo-China.
Tumbuhan ini dapat tumbuh di dataran rendah. Lasmadiwati (2003) Bidara upas

dapat tumbuh di daerah dataran rendah hingga ketinggian 250 mdpl dengan suhu



berkisar 16-30 C dan curah hujan antara 2500-4000 mm/tahun. Bidara upas
berasal dari Filipina dan dinaturalisasi di daerah Indonesia seperti Jawa Tengah
(Tepatnya di Solo, Yogyakarta dan sekitarnya)

Perbanyakan tumbuhan bidara upas secara konvensional menggunakan
umbi. Menurut Arlianti (2015) perbanyakan dengan umbi mempunyai masa
dormansi yang tergolong agak lama sekitar 4-5 bulan baru keluar tunas. Selain itu
apabila umbi mengalami luka kemungkinan untuk tumbuh tunas sangat kecil. Bila
menggunakan stek batang keberhasilannya sekitar 50% banyak yang
mempengaruhi stek diantaranya tidak boleh ada goncangan sehingga bergesernya
tanaman pada media pasir yang akhirnya menurunkan pertumbuhan. Karena
rendahnya kemampuan tumbuh stek maka jarang untuk perbanyakan tumbuhan.
Apabila menggunakan teknik mikrocutting terdapat kendala pada keterbatasan
bibit serta kesulitan untuk mendapatkannya dikarenakan termasuk dalam jenis
tumbuhan obat yang langka. Menurut Badan Perencanaan Pembangunan Nasional
(2003) bidara upas termasuk ke dalam kriteria langka berdasar Indonesia
Biodiversity Strategy and Action Plan. Permintaan terhadap simplisianya tinggi
sebagai herbal yang dijual sebagai jamu gendong dan industry obat tradisional di
tengah sulitnya mendapatkan tanaman ini di masyarakat dan alam.

Bidara upas termasuk dalam suku Convolvulaceae. Tanaman ini
mengandung berbagai senyawa metabolit sekunder yang dapat dimanfaatkan
sebagai obat. Di wilayah Indonesia dan Malaysia, tumbuhan ini dimanfaatkan
untuk mengatasi berbagai gangguan pernafasan, pencernaan, luka akubat gigtan

ular atau luka bakar dan diabetes (Mansyur,2001). Farizal (2012) melaporkan



bahwa senyawa aktif pada ekstrak bidara upas secara nyata dapat mengatasi
bakteri Salmonella typhimurium yaitu bakteri penyebab demam tifoid. Mazni
(2008) menambahkan bahwa bidara upas juga mempunyai aktivitas antibakteri
terhadap Straphylococcus aureus dan Escherichia coli. Menurut Hermawan
(2014) dalam Cancer chemoprevention Research Center UGM, kandungan zat
antioksidan pada getah segar bidara upas memiliki peran dalam pengobatan
kanker alternatif. Menurut Malviya et al. (2010) salah satu tumbuhan yang
mengandung senyawa obat sebagai antidiabetes yaitu bidara upas.

Menurut Aniq et al. (2014) berdasarkan hasil telaah fitokimia ekstrak daun
bidara upas mengandung senyawa flavonoid, kuinon, senyawa fenolat, terpenoid,
dan steroid. Suarsana et al. (2008) kebanyakan tumbuhan yang mengandung
senyawa bioaktif seperti glikosida, alkaloid, terpenoid, flavonoid dan karotenoid
mempunyai aktivitas antidiabetes. Kurniasih (2014) melaporkan bahwa bidara
upas memiliki kandungan flavonoid yang dapat menghambat proses inflamasi
sehingga dapat dijadikan obat antiinflamasi.

Menurut Ramar (2014) menyatakan bahwa budidaya memainkan peran
pada tanaman obat dapat dilihat dari perbanyakan secara cepat, konservasi dan
peningkatan produksi metabolit sekunder. Teknik kultur in vitro tanaman
menawarkan kesempatan yang sangat baik untuk konservasi tanaman penting ini
dan meningkatkan produksi metabolit sekundernya. Sitorus et al., (2011)
metabolit sekunder yang didapatkan melalui kultur kalus memiliki kadar
metabolit lebih banyak dan tinggi, karena pada suatu media menunjukkan adanya

aktifitas biosintesis metabolit sekunder lebih tinggi dan lebih besar. Yuwono



(2006) menambahkan bahwa penelitian induksi kalus merupakan salah satu
langkah penting karena mempunyai keuntungan untuk memproduksi metabolit
sekunder. Dalam penelitian ini kalus yang ingin dihasilkan adalah kalus dengan
tekstur kompak yang nantinya dapat digunakan untuk menginduksi metabolit
sekunder. Menurut Hendaryono dan Wijayani (1994) bahwa karakteristik kalus
sendiri tergantung pada komposisi media pengulturan, khususnya zat pengatur
tumbuh, dan jenis eksplan. Kalus dengan tekstur kompak akan menghasilkan
metabolit sekunder yang lebih banyak dibandingkan kalus dengan tekstur
meremah. Alcantara et al., (2014) melaporkan bahwa kalus tebu non-embriogenik
(NE) yang memiliki ciri ukuran sel besar dan rapat antar sel, dengan nukleous
yang tidak tampak, kompak, dan tidak transparan.

Media yang digunakan adalah media MS (Murashige dan Skoog) yang
umumnya digunakan untuk berbagai tumbuhan. Menurut Hendaryono dan
Wijayanti (1994) medium Murashige dan skoog (MS) adalah yang paling banyak
digunakan oleh peneliti untuk tanaman apa saja. Selain media, ZPT juga
mempunyai peran yang penting dalam proses kultur jaringan. Media tanpa
penambahan ZPT akan menghasilkan pertumbuhan lebih lambat daripada media
yang diberi ZPT.

Jenis hormon tanaman yang sekarang banyak dipakai secara in vitro
adalah auksin dan sitokinin. Zat pengatur tumbuh yang paling sering digunakan
dan paling efektif adalah 2,4-D (Santoso dan Nursandi, 2004). 2,4-D digunakan
secara tunggal menginduksi terbentuknya kalus dari berbagai jaringan tanaman

(Syahid dan Natalini, 2007). Menurut Rahayu (2003) Penambahan 2,4-D dalam



media akan merangsang pembelahan dan pembesaran sel pada eksplan sehingga
dapat memacu pembentukan dan pertumbuhan kalus. Indah (2013) menambahkan
bahwa dibanding dengan golongan auksin lainnya, 2,4-D memiliki sifat lebih
stabil karena tidak mudah terurai oleh enzim-enzim yang dikeluarkan oleh sel
tanaman ataupun oleh pemanasan saat sterilisasi.

Selain auksin, sitokinin juga mempunyai peran dalam menginduksi kalus
dimana juga memicu pembelahan sel. Pemberian sitokinin ke dalam medium
kultur jaringan penting untuk menginduksi perkembangan dan pertumbuhan
eksplan. Senyawa tersebut meningkatkan pembelahan sel, proliferasi pucuk dan
morfogenesis (Zulkarnain, 2014) Tinggi rendahnya konsentrasi auksin dan
sitokinin akan berpengaruh pada hasil kultur. Bila konsentrasi auksin lebih tinggi
daripada sitokinin maka akan terbentuk akar. Sedangkan bila konsentrasi auksin
lebih rendah dari pada sitokinin maka akan terbentuk tunas aksilar. Namun bila
konsentrasi auksin dan sitokinin seimbang maka akan terbentuk kalus. Menurut
Wahyuningtiyas (2014) BA memiliki sifat yang stabil, murah dan lebih efektif

jika dibandingkan dengan Kinetin.

Allah SWT telah menciptakan segala hal dengan begitu sempurna. Setiap
penciptaan-Nya sudah ditetapkan dengan sangat rapi dan indah, bahkan setiap
ukuran pun di atur dengan rapi, indah dan seimbang. Alloh menciptakan masing-
masing ukuran dengan kadar yang berbeda-beda sesuai dengan yang dibutuhkan.

Seperti dalam firman-Nya dalam surat Al-A’laa ayat 1-4
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Artinya : “Sucikanlah nama Tuhanmu yang Maha Tingi, yang menciptakan, dan
menyempurnakan (penciptaan-Nya), dan_yang menentukan kadar
(masing-masing) dan_memberi_petunjuk, dan yang menumbuhkan
rumput-rumputan,” (QS. Al-A’laa 87: 1-4)

Shihab (2003) menjelaskan makna dari ayat di atas adalah Allah SWT
SWT telah memberi kadar atau ukuran atau batas tertentu dalam diri, sifat atau
kemampuan maksimal makhluk-Nya. Rifa’i (2000) menambahkan bahwa pada
ayat yang artinya “dan yang menentukan kadar (masing-masing) dan memberi
petunjuk”, yaitu menunjukkan manusia untuk memilih mana jalan menuju
kesengsaraan dan jalan menuju kebahagiaan. Allah SWT SWT mengisyaratkan

bahwa terdapat rahasia di balik kata “kadar” yang harus dikaji dan dipelajari.

Beberapa penelitian tentang kombinasi ZPT telah dilakukan. Berdasarkan
penelitian Mungole dkk (2009) menunjukkan bahwa eksplan daun Ipomoea
obscula L. menghasilkan presentase kalus tertinggi dengan perlakuan dengan
kombinasi 2,4-D (0,8 mg/L) dengan kinetin (0,8 mg/L). Menurut Hertiasari dkk
(2014) pemberian 2,4-D dengan konsentrasi 0.4 mg/L tanpa glutamin merupakan
konsentasi terbaik untuk rata-rata bobot segar kalus ubi jalar kultivar
Ayamurasaki. Sedang pemberian 2,4-D pada konsentrasi 1,2 mg/L menghasilkan

kalus berwarna hijau kekuningan.



Menurut Khaladhar (2010) pada tumbuhan Merremia tridenteta L. eksplan
ujung tunas dan bunga dengan media MS yang ditambahkan 2.4-D pada
konsentrasi 0,5-3,0 mg/L menginduksi kalus dalam waktu 15 hari. Jumlah kalus
yang terbanyak dihasilkan dari eksplan dengan konsentrasi 2,4-D 1 mg/L dan BA
1 mg/L. Aziz (2014) melaporkan dalam penelitiannya pada tumbuhan iles-iles
dengan media MS ditambahkan ZPT berupa 2,4-D 1 mg/l dan BA 1 mg/l mampu
menginduksi kalus dalam waktu 13 hari, dengan kalus tekstur kompak dan

berwarna putih.

Berdasarkan uraian diatas, maka penelitian ini penting dilakukan untuk
mengetahui pengaruh konsentrasi 2,4-D dan BA untuk induksi kalus, Menurut
Damayanti et al. (2005) auksin 2,4 D merupakan auksin sintetik kuat yang
berfungsi memacu pembentukan kalus, pemanjangan/pertumbuhan sel, inisiasi
akar dan induksi embryogenesis somatik. Penambahan sitokinin BA berfungsi
untuk memacu pembelahan sel, jaringan, organogenesis, menginduksi
pembentukan tunas dan proliferasi tunas aksilar. Penelitian ini penting dilakukan
karena penelitian awal kultur kalus bidara upas dan juga dapat digunakan sebagai

acuan untuk pengembangan kultur bidara upas selanjutnya.



1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Adakah pengaruh pemberian kombinasi 2,4-D terhadap induksi kalus
bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) melalui teknik kultur
in vitro?

2. Adakah pengaruh pemberian kombinasi BA terhadap induksi kalus bidara
upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) melalui teknik kultur in
vitro?

3. Adakah pengaruh pemberian kombinasi 2,4-D dan BA terhadap induksi
kalus bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) melalui teknik
kultur in vitro?

4. Bagaimana pengaruh zat pengatur tubuh 2,4-D dan BA terhadap kualitas
(warna, tekstur dan anatomi) kalus bidara upas (Merremia mammosa

(Lour.) Hallier f.) melalui teknik kultur in vitro?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian kombinasi 2,4-D terhadap induksi
kalus bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) melalui teknik
kultur in vitro.

2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian kombinasi BA terhadap induksi
kalus bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) melalui teknik

kultur in vitro.
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3. Untuk mengetahui pengaruh pemberian kombinasi 2,4-D dan BA terhadap
induksi kalus bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) melalui
teknik kultur in vitro.

4. Untuk mengetahui pengaruh zat pengatur tubuh 2,4-D dan BA terhadap
kualitas (warna, tekstur dan anatomi) kalus bidara upas (Merremia

mammosa (Lour.) Hallier f.) melalui teknik kultur in vitro.

1.4 Hipotesis Penelitian

Hipotesis pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Ada pengaruh pemberian kombinasi 2,4-D terhadap induksi kalus bidara
upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) melalui teknik kultur in
vitro.

2. Ada pengaruh pemberian kombinasi BA terhadap induksi kalus bidara
upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) melalui teknik kultur in
vitro.

3. Ada pengaruh pemberian kombinasi 2,4-D dan BA terhadap induksi kalus
bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) melalui teknik kultur
in vitro.

4. Ada pengaruh zat pengatur tubuh 2,4-D dan BA terhadap kualitas (warna,
tekstur dan anatomi) kalus bidara upas (Merremia mammosa (Lour.)

Hallier f.) melalui teknik kultur in vitro.
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1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.

Memperluas ilmu pengetahuan dalam bidang kultur jaringan tumbuhan
bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.)

Dapat menjadikan dasar penelitian lebih lanjut tentang pengaruh beberapa
zat pengatur tumbuh 2,4-D dan BAP terhadap induksi kalus bidara upas
(Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) melalui teknik kultur in vitro.
Penelitian dapat digunakan sebagai upaya memproduksi metabolit

sekunder yang lebih tinggi sehingga bermanfaat untuk industri farmasi.

1.6 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.

Tumbuhan bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) didapatkan
dari Solo, Jawa Tengah.

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

Hormon yang digunakan adalah 2,4-D yang dikombinasikan dengan BA
Eksplan bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) yang diambil
adalah daun yang berumur 10 hari.

Eksplan di potong dengan ukuran 1 cm x 1 cm.

Jumlah eksplan satu per botol kultur.

Konsentrasi zat pengatur tumbuh 2,4-D terdiri dari 0,5 mg/L, 1 mg/L, 1,5
mg/L, dan 2 mg/L. Dan pada zat pengatur tumbuh BA terdiri dari 0,5

mg/L, 1 mg/L, dan 1,5 mg/L.
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Parameter yang diamati adalah hari munculnya kalus, berat basah kalus,
warna kalus, dan tekstur kalus, persentase tumbuh kalus dan anatomi
kalus.

Pengamatan dilakukan selama 30 hari.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bidara Upas (Merremia mammosa)
2.1.1 Klasifikasi Bidara Upas (Merremia mammosa)

Tumbuhan bidara upas (Merremia mammosa) adalah suku dari
convolvulaceae yang mempunyai 60 marga, salah satunya Merremia yang
juga mempunyai 60 jenis. Bidara upas di beberapa daerah dikenal dengan
sebutan blanar, widoro upas (jawa), heilale (Ambon) dan blading
(Madura) (Mansyur,2001).

Menurut Lasmadiwati (2003), berikut adalah klasifikasi tumbuhan

bidara upas :

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Solanales

Famili : Convolvulaceae

Genus : Merremia

Jenis : Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.

13
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2.1.2 Deskripsi Bidara Upas (Merremia mammosa)

Tumbuhan perenial yang melilit (liana) berbulu, panjang batang 3-
6 m. Umbi berkumpul di dalam tanah menggelendong sampai membulat,
memberkas, panjang 10-25 cm, dengan getah yang kental seperti susu
(Depkes. RI, 1979; Mansyur, 2001).

Tanaman ini memiliki daun tunggal bertangkai, panjang daun
sekitar 5-12 cm, dan lebarnya 4-15 cm. Daun berbentuk jantung, berwarna
hijau tua, tepi daun rata, ujung daun meruncing, dan pertulangan daun
menyirip (Lasmadiwati, 2003).

Perbungaannya majemuk, yakni sejumlah 1-4 kuntum, membentuk
lonceng, berwarna putih, panjang 7-8 cm, dan apabila menjadi buah,
kelopaknya tidak gugur (Dalimartha, 2009)

Umbi bidara upas hampir mirip dengan ubi jalar. Letak umbi
berkumpul dalam tanah. Kulit umbi berwarna kuning kecoklatan, tebal,
dan bergetah. Umbi berwarna putih, tetapi bila kering warnanya berbah
menjadi coklat. Umbi berbentuk bulat memanjang dengan ukuran sebesar
telur bebek sampai sebesar bayi manusia. Bila umbi berada di tanah yang
kering yang tidak tergenang tetapi gembur, berat mencapai 5 kg atau lebih

(Lasmadiwati, 2003).



15

Gambar 2.1 (a) batang bidara upas, (b) umbi bidara upas, (c) daun bidara upas
(Lasmadiwati, 2003) (d) bunga bidara upas (probo, 2014)

2.1.3 Asal dan Penyebaran
Menurut sejarahnya, tanaman bidara upas berasal dari Filipina.
Namun, dapat pula dijumpai di daerah tropis, khususnya di Indonesia.
Daerah penyebaran bidara upas terbatas di daerah Jawa Tengah (Tepatnya
di Solo, Yogyakarta, dan sekitarnya), Maluku (Ambon), dan Sumatera
(Lasmadiwati,2003).
Bidara upas ditemukan di daerah dataran rendah dan juga dijumpai
di dataran tinggi pada ketinggian 250 m di atas permukaan laut. Suhu yang
sesuai berkisar 16-30°C dan curah hujan antara 2.500-4000 mm/tahun

(Lasmadiwati,2003).
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2.1.4 Manfaat dan Kandungan Tanaman

Secara turun temurun bidara upas digunakan sebagai obat untuk
penyakit infeksi tuberkulosis dengan cara meminum air rebusan umbinya
(Agil, dkk., 2010). Cairan dari umbi segar diminum sebagai obat radang
pada tenggorokan dan organ-organ pernafasan, disentri, demam, serta
digunakan sebagai obat luar pada bekas gigitan ular, luka bakar,
keracunan, dan pencahar ringan (Mansyur, 2001). Bubur akar segarnya
dilumaskan pada dada (payudara) wanita menyusui untuk memperlancar
keluarnya air susu (ASI) (Heyne, 1987). Selain itu, digunakan juga untuk
mengobati kelainan pada tenggorokan (Depkes. RI, 1979), radang
amandel, batuk rejan, bronkhitis, TBC, batuk, nyeri perut, tifus, difteria,
penawar racun ular, busung lapar, kudis, kencing manis, kencing batu,
anemia, eksim, luka, kanker, dan radang usus buntu (Ogata, dkk., 1995).

Kandungan senyawa kimia dalam tanaman bidara upas diantaranya
polifenol, triterpenoid, terpenoid dan flavonoid (Agil, dkk., 2010). Adanya
senyawa flavonoid inilah yang menjadikan tanaman ini berpotensi sebagai
imunnomodulator. Bagian tanaman yaitu umbi bersifat menyejukkan, anti
radang, antitoksik, menghilangkan nyeri, menghilangkan bengkak
(Dalimartha, 2009).

Untuk dikonsumsi sebagai obat, umbi segar bidara upas sebanyak
10-100 g direbus dengan tiga gelas air hingga 1 gelas, lalu air rebusannya
diminum. Untuk pemakaian luar, umbi diiris tipis-tipis atau diparut

menjadi bubur, lalu dibalurkan di tempat yang sakit. Hasil penelitian
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perusahaan farmasi PT Eisai Indonesia, tumbuhan ini dapat menghambat
perbanyakan(replikasi) virus HIV (penyebab penyakit AIDS) pada sel
hidup, namun tidak dapat mematikannya (Mustarichie et al.,2011)

2.2 Kultur Jaringan In vitro

2.2.1 Pengertian Kultur Jaringan In vitro

Kultur in vitro merupakan salah satu cara perbanyakan tanaman
secara vegetatif. Kultur in vitro merupakan teknik perbanyakan dengan
cara mengisolasi bagian tanaman seperti daun, mata tunas, serta
menumbuhkan bagian-bagian tersebut dalam media buatan secara aseptik
yang kaya nutrisi dan zat pengatur tumbuh dalam wadah tertutup yang
tembus cahaya sehingga bagian tanaman dapat memperbanyak diri dan
bergenerasi menjadi tanaman lengkap. Prinsip utama dari teknik kultur in
vitro adalah perbanyakan tanaman dengan menggunakan bagian vegetatif
tanaman menggunakan media buatan yang dilakukan di tempat steril
(Zulkarnain, 2014).

Menurut Sutini dkk (2008) Teknik ini mempunyai keuntungan
dalam produksi metabolit dibandingkan dengan tanaman utuh karena
kecepatan pertumbuhan sel dan biosintesis dalam kultur yang diinisiasi
dari eksplan sangat tinggi dan dalam periode yang sangat singkat.
Sedangkan regenerasi tanaman melalui teknik in vitro memiliki
keuntungan karena dapat menghasilkan tanaman baru dengan jumlah yang
lebih banyak serta bebas dari penyakit (Ibrahim, dkk., 2010). Berbeda

dengan teknik perbanyakan vegetatif secara konvensional, teknik kultur in
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vitro melibatkan pemisahan sejumlah komponen biologis dan tingkat
pengendalian yang tinggi untuk memacu proses regenerasi dan
perkembangan eksplan. Setiap tahapan dari proses-proses tersebut dapat
dimanipulasi mlalui seleksi bahan eksplan, medium kultur dan faktor
lingkungan termasuk eliminasi mikroorganisme, seperti cendawan dan
bakteri. Semua faktor dimanipulasi untuk memaksimalkan hasil yang
dicapai dalam bentuk jumlah dan mutu propagula yang didapatkan

(Zulkarnain, 2014)

2.2.2 Kultur Kalus

Kultur kalus merupakan salah satu teknik kultur in vitro yang
banyak digunakan untuk menghasilkan bibit tanaman bebas penyakit.
Terdapat banyak keuntungan dalam penggunaan kultur kalus, diantaranya
dapat diproduksi dalam jumlah banyak dengan kondisi lingkungan yang
terkontrol, tidak memerlukan lahan yang luas, dan dapat menghasilkan
metabolit yang lebih tinggi dari tanaman aslinya (Yustina, 2003).

Kalus adalah kumpulan masa sel yang belum terorganisasi
(amorphous) yang terjadi dari sel-sel jaringan yang membelah diri secara
terus menerus. Secara in vitro, kalus dapat terbentuk pada bekas-bekas
luka irisan karena sebagian sel pada permukaan irisan tersebut akan
mengalami proliferasi (Hendaryono dan Wijayani, 1994).

Kalus dapat digambarkan dengan partumbuhan menggunakan

kurva signoid, biasanya terdiri dari lima fase (1) fase lag (2) periode
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pertumbuhan eksponensial (3) periode pertumbuhan linear (4) periode
penurunan kecepatan tumbuh (5) stasioner (Smith, 2000).

Tahap kalus kompak (metabolit sekunder) biasanya terjadi pada
tahap stasioner, menurut Darwati (2007) peningkatan metabolit sekunder
pada tahap stasioner, pada bagian vakuola tersimpan makanan sel dan
akan terjadi peningkatan didalamnya. Pada tahap ini akan terjadi kematian
pada pertumbuhan pada sel. Hal ini dikarenakan pada nutrisi yang berada
dalam media telah terakumulasi dan terbentuk senyawa-senyawa toksik
yang akan dikeluarkan pada kalus dalam media. Pada fase ini lebih baik

dilakukan Teknik subkultur untuk menyelamatkan kalus agar tetap hidup.

2.2.2.1 Warna Kalus

Warna kalus merupakan salah satu indikator pertumbuhan eksplan
pada kultur in vitro sehingga dapat diketahui kalus yang memiliki sel yang
aktif membelah dan kalus yang mati (Indah, 2013). warna kalus metabolit
dari kalus gandarusa adalah berwarna hijau pekat dan putih dan akhirnya
menjadi coklat (Wahyuni, 2016) kalus yang berwarna hijau bahwasanya
kalus tersebut memiliki Kklorofil pada jaringanya, maka apabila kalus
tersebut semakin hijau maka kalus tersebut semakin menandakan
banyaknya klorofil didalamnya (Dwi, 2012)

Warna kalus yang bervariasi bisa disebabkan oleh adanya
pigmentasi, pengaruh cahaya, dan bagian tanaman yang dijadikan sebagai

sumber eksplan. Eksplan yang berwarna kecoklatan dapat disebabkan oleh
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kondisi eksplan yang mempunyai kandungan fenol tinggi (Hendaryono &

Wijayanti, 1994).

2.2.2.2 Tekstur Kalus

Berdasarkan tekstur dan komposisi sel nya, kalus dapat dibedakan
menjadi kalus kompak dan kalus remah. Kalus kompak bertekstur padat
dan keras, tersusun dari sel kecil yang sangat rapat. Sedangkan kalus
remah bertekstur remah lunak tersusun dari sel dengan ruang antar sel
yang banyak (Subarnas, 2011).

Tekstur kalus dapat bervariasi dari kompak hingga remah,
tergantung pada jenis tanaman, komposisi nutrien media, zat pengatur
tumbuh dan kondisi lingkungan kultur (Pierik ,1997). kalus kompak dapat
dilihat dari tekstur dengan tanda kalusnya keras dan mengembang dan
bentuknya besar, pada penelitianya pada daun binahong tekstur kalus
binahong tampak kompak dan besar untuk menghasilkan kalus metabolit
(Sugiyarto, 2010).

Kalus remah biasanya lebih banyak dipakai sebagai perbanyakan
jaringan, menurut Sitorus (2011) Apabila pada penelitian kultur in vitro
membutuhkan kalus remah maka dilakukan dengan menggunakan Teknik
subkultur berulang-ulang, karna pada kalus remah ini adalah kalus
terpisah-pisah dan menjadi bagian kecil-kecil dan gampang lepas, dan
didalamnya terdapat banyak air. Menurut Rahayu (2003) menyatakan

bahwa dengan menggunakan zat pengatur tumbuh 2,4-D biasanya banyak
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menghasilkan kalus dengan tekstur remah. Dibawah ini contoh dari tekstur

kalus.

Gambar 2.2 Tesktur kalus stevia (A) kalus kompak, (B) kalus intermediet
(B1= kalus kompak, B2 = kalus remah), (C) kalus remah
(Putri,2015).

2.2.2.3 Anatomi Kalus

Kalus kompak yaitu kalus yang tersusun atas sel-sel berbentuk
nodular dengan struktur yang padat dan mengandung banyak air
(Manuhara, 2001). Street (1993) menambahkan susunan sel pada kalus
kompak memiliki sel yang rapat, padat sehingga sulit untuk dipisahkan.
Kemudian ukuran vakuola relative 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 relative tinggi dan berat basah pada
kalus akan naik.

Hasil pengamatan histologi Alcantara et al., (2014) melaporkan
bahwa kalus tebu non-embriogenik (NE) yang memiliki ciri ukuran sel
besar dan rapat antar sel, dengan nukleous yang tidak tampak, kompak,
dan tidak transparan. Mostafiz and Alina (2018) juga menambahkan

bahwa kalus non embriogenik selnya terlihat longgar, berair dan berwarna
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kekuningan sampai kecoklatan. Kalus non embriogenik kurang mampu
untuk regenerasi. Kalus non embriogenik mempunyai vakuola besar dan
luas serta butir pati yang kecil. Menurut Jafari (2015) sebagai
perbandingan, kalus embriogenik mempunyai struktur globular dan
mempunyai inti yang besar dan terlihat di mikroskop sedang kalus non-

embriogenik mempunyai struktur sel yang rapat dan ukuran yang beragam

serta terdapat vakuola lebih besar.

Gambar Literature 2.3 Histologi kalus Musa acuminata A. kalus embriogenik
B. kalus non-embriogenik (Jafari, 2015)

2.2.3 Media Kultur Jaringan

Media merupakan faktor utama dalam perbanyakan dengan kultur
jaringan. Keberhasilan perbanyakan dan perkembangbiakan tanaman
dengan metode kultur jaringan secara umum sangat tergantung pada jenis
media. Media tumbuh pada kultur jaringan sangat besar pengaruhnya
terhadap pertumbuhan dan perkembangan eksplan serta bibit yang
dihasilkannya. Oleh karena itu, macam-macam media kultur jaringan telah
ditemukan sehingga jumlahnya cukup banyak. Nama-nama media tumbuh

untuk eksplan ini biasanya sesuai dengan nama penemunya. Media
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tumbuh untuk eksplan berisi kualitatif komponen bahan kimia yang
hampir sama, hanya agak berbeda dalam besarnya kadar untuk tiap-tiap
persenyawaan (David, 2008).

Media yang digunakan biasanya berupa garam mineral, vitamin,
dan hormon. Selain itu diperlukan juga bahan tambahan seperti agar-agar,
gula, arang aktif, bahan organik dan lain-lain. Zat pengatur tumbuh yang
ditambahkan juga 20 bervariasi, baik jenis maupun jumlahnya. Medium
yang sudah jadi ditempatkan pada tabung reaksi atau botol-botol kaca.
Medium yang digunakan juga harus disterilkan dengan cara
memanaskannya dengan autoklaf agar tidak terjadi kontaminasi dari
bakteri maupun cendawan. Komposisi media yang digunakan dalam kultur
jaringan dapat berbeda jenis dan konsentrasinya. Perbedaan komposisi
media dapat mengakibatkan perbedaan pertumbuhan dan perkembangan
eksplan yang ditumbuhkan secara in vitro (Anjar, 2008).

Keasaman medium adalah salah satu yang mempengaruhi
keberhasilan kultur jaringan tanaman. Pada umumnya, keasaman medium
ditetapkan antara 5,6-5,8. Medium yang terlalu asam (pH < 4,5) atau
terlalu basa (pH > 7,0) dapat menghambat pertumbuhan dan
perkembangan eksplan. Hal itu mungkin disebabkan oleh tidak tersedianya
sejumlah unsur hara pada kisaran pH tertentu. Pada pH tinggi, unsur-unsur
seperti besi seng, mangan, tembaga, dan boron mengalami presipitasi

sebagai hidroksida sehingga tidak tersedia bagi jaringan yang dikulturkan.
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Sedangkan pH rendah, unsur-unsur seperti kalsium, magnesium, belerang,
fosfor, dan molibdat tidak tersedia (Zulkarnain, 2014).

Kebutuhan nutrisi untuk pertumbuhan kultur in vitro yang optimal
bervariasi antarspesies ataupun antarvarietas. Bahkan jaringan yang
berasal dari bagian tanaman yang bebeda pun akan berbeda kebutuhan
nutrisinya. Oleh karena itu, tidak ada satu pun medium dasar yang berlaku
universal untuk semua jenis jaringan dan organ. Meskipun demikian.
medium dasar MS yang direvisi (Murashige dan Skoog, 1962) adalah yang
paling luas penggunaannya dibandingkan dengan media dasar lainnya.
Medium MS yang direvisi selanjutnya disebut MS banyak digunakan
terutama pada mikropropagasi tanaman dikotil yang sangat memuaskan.
Hal itu dikarenakan medium MS memiliki kandungan garam-garam yang
lebih tinggi daripada media lain, di samping kandungan nitratnya juga

tinggi (Zulkarnain, 2014).

2.3 Sumber Eksplan
Eksplan adalah bahan tanaman yang dipakai untuk perbanyakan
tanaman dengan sistem kultur jaringan (Hendaryono, 1994). Eksplan
adalah bagian kecil jaringan atau organ yang dikeluarkan atau dipisahkan
dari tanaman induk kemudian dikulturkan. Bagian tanaman yang dapat
digunakan sebagai eksplan adalah tunas pucuk, potongan batang, potongan
akar, potongan daun, potongan umbi batang, umbi akar, empulur batang,

umbi lapis dengan sebagian batang, dan bagian bunga (Yusnita, 2003).
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Ukuran eksplan yang dikulturkan sangat menentukan keberhasilan
eliminasi virus melalui kultur meristem karena hanya bagian paling ujung
dari meristem yang benar-benar bebas dari virus, sekalipun pada tanaman
induk yang sakit. Semakin kecil ukuran eksplan yang dikulturkan, akan
semakin efektif pula prosedur eliminasi virus. Bebasnya jaringan meristem
dari infeksi virus disebabkan oleh sedikitnya vakuola yang dimiliki oleh
sel-sel meristem, disamping terganggunya lintasan vaskular di dalam

jaringan tersebut (Zulkarnain, 2014).

2.4 Zat Pengatur Tumbuh

Zat pengatur tumbuh adalah senyawa organik bukan nutrisi yang
dalam konsentrasi rendah dapat mendorong, menghambat, atau secara
kualitatif mengubah pertumbuhan dan perkembangan tanaman
(Widyastuti, 2006). Zat ini berfungsi untuk merangsang pertumbuhan
misalnya pada pertumbuhan akar, pertumbuhan tunas, proses
perkecambahan. Zat pengatur tumbuh pada tanaman adalah senyawa 23
organik yang bukan hara (nutrien) yang dalam jumlah sedikit dapat
mendukung, menghambat, dan dapat merubah proses fisiologi tanaman.
Zat pengatur tumbuh dalam tanaman terdiri dari 5 (lima) kelompok yaitu
Auksin, Giberelin, Sitokinin, Etylen, dan Inhibitor dengan ciri khas dan
pengaruh yang berlainan terhadap proses fisiologi (Abidin,1994).

Di dalam kultur Jaringan, kehadiran zat pengatur tumbuh sangat
nyata pengaruhnya. Bahkan Pierik (1997) menyatakan bahwa sangat sulit

untuk menerapkan teknik kultur jaringan pada upaya perbanyakan
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tanaman tanpa melibatkann zat pengatur tumbuh. Proses multiplikasi juga
melibatkan faktor eksternal lain berupa ZPT. Fungsi ZPT dalam hal ini
adalah membantu pembelahan dan perkembangan sel serta meningkatkan
metabolisme dalam tubuh eksplan. Sitokinin adalah salah satu jenis
hormon tumbuhan yang berperan dalam pembelahan sel serta mengatur
pertumbuhan dan perkembangan. Mekanisme kerja sitokinin hampir sama
dengan kinetin namun dalam praktek kultur jaringan umumnya peneliti

menggunakan sitokinin (Zulkarnain, 2014).

2.4.1. Dikhlorofenoksiasetat (2,4-D)

Auksin  mempunyai pengaruh terhadap pertumbuhan dan
perkembangan tanaman. Secara fisiologis auksin diantaranya berperan
terhadap pembentukan kalus dan pembelahan sel (Abidin, 1994). Menurut
Raghavan (1986) dalam Lizawati (2012) auksin meningkatkan kuantitas
sel-sel embriogenik dengan cara memacu pembelahan sel untuk
membentuk massa proembriogenik, serta mencegah inisiasi pertumbuhan
yang teratur pada sel-sel tersebut.

Auksin mempengaruhi pengendoran atau pelenturan dinding sel
melalui peningkatan protein tertentu yang ada di membran plasma sel
tumbuhan untuk memompa ion H* ke dinding sel. lon H* ini mengaktifkan
enzim tertentu sehingga memutuskan beberapa ikatan silang hidrogen
rantai molekul selulosa penyusun dinding sel. Peristiwa ini menyebabkan
pengenduran dinding sel akibatnya air mudah masuk ke dalam sel

sehingga terjadi pembesaran sel. Pembesaran sel tersebut diikuti dengan
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proses sintesis material dinding sel dan sitoplasma. Konsentrasi auksin
yang dapat digunakan berkisar antara 0,01-10 ppm (Gunawan 1995).

2,4-D merupakan auksin kuat yang sering digunakan secara tunggal
untuk menginduksi terbentuknya kalus dari berbagai jaringan tanaman.
2.4-D merupakan auksin yang paling banyak digunakan untuk induksi
embriogenesis somatik. 2,4-D juga merupakan ZPT yang paling efektif
dalam produksi kultur embriogenik (Bhojwani & Razdan, 1996).
Penggunaan kombinasi antara auksin (2,4-D) dengan sitokinin (Benzyl
Adenin ataupun kinetin) akan meningkatkan proses induksi kalus (Litz &
Gray, 1995). Dibandingkan dengan auksin golongan IAA, 2,4-D memiliki
sifat yang lebih stabil karena tidak mudah terurai oleh enzim-enzim yang
dikeluarkan oleh sel tanaman ataupun oleh pemanasan pada proses
sterilisasi (Indah, 2013).

Respon awal eksplan terhadap 2,4-D adalah pembentukkan kalus
sebagai wujud dediferensiasi. Kalus merupakan massa sel yang tidak
terorganisir yang awalnya merupakan jaringan penutup luka, dimana sel-
sel yang pada awalnya dorman (quiescent) terdiferensiasi kembali
(dediferensiasi). Dediferensiasi terjadi karena sel-sel tumbuhan (jaringan),
yang secara alamiahnya bersifat autotrof dikondisikan menjadi hetetrof
dengan cara memberikan nutrisi yang cukup kompleks di dalam medium
kultur, sehingga sel-sel membelah secara tidak terkendali membentuk

massa sel yang tidak terorganisir (kalus) (Rusdianto dan Indrianto, 2012)
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Gambar 2.4 Struktur Kimia 2,4-Dichlorophenoxyacetic (2,4-D)
(Zulkarnain, 2014)

2.4.2 Benzyladenine (BA)

Sitokinin merupakan zat pengatur tumbuh yang berperan dalam
proses pembelahan sel. Sifat karakteristik sitokinin adalah merangsang
pembelahan sel pada kultur jaringan tanaman (Wilkins 1989). BA
mempunyai sifat yang sulit didegradasi oleh enzim sehingga mempunyai
daya rangsang yang lebih lama, tidak mudah dirombak oleh sistem enzim
dalam tanaman, dan lebih mudah didapatkan serta lebih ekonomis
dibanding thidiazuron. Ibrahim et al. (2004) berhasil menginduksi kalus
dari daun Echinaceae purpurea dengan pemberian MS dengan

penambahan BA 0,2 mg/l dan 2,4-D 1 mg/I.
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Gambar 2.5 Struktur Kimia Benzyladenine (BA) (Abidin,1993)
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2.4.3. Perbandingan Auksin Dan Sitokinin

Auksin adalah sekelompok senyawa yang fungsinya merangsang
pemanjangan sel-sel pucuk yang spektrum aktivitasnya menyerupai 1AA
(Indole-3-Acetic Acid). Sitokinin sendiri merupakan senyawa sintetis yang
berperan dalam pembelahan sel, menurut Zulkarnain (2009) sitokinin juga
dapat mengatur pertumbuhan dan perkembangan tanaman sama halnya
dengan kinetin. Menurut Abidin (1993) peranan auksin dan sitokini
berbeda sesuai konsentrasi yang diinginkan. Apabila sitokinin lebih tinggi
dan auksin rendah maka akan memicu pertumbuhan tunas dan daun.
Apabila kebalikanya akan memberikan stimulasi pada akar, dan apabila

sitokinin sedang dan auksin rendah akan memicu pertumbuhan kalus.

CYTOKININ
Effoct of auxin + CytoRinin

———e Feat stage of

%

CTatius ason W Choots
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Gambar 2.6 kesimbangan auksin dan sitokinin (George dan sherrinton (1989).



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober — Desember 2018.
Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan Jurusan
Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana

Malik Ibrahim Malang.

3.2 Rancangan Penelitian

Penelitian ini termasuk dalam penelitian eksperimental yang
menggunakan metode RAL (Rancangan Acak Lengkap) dengan 2 faktor.
Faktor pertama yakni konsentrasi 2,4-D yang terdiri dari (0;0.5;1.0;15;
2.0 mg/L). Faktor kedua yakni konsentrasi BA yang terdiri dari (0;0.5;1;
1.5 mg/L). Masing-masing perlakuan 3 kali ulangan. Sehingga terdapat 20
buah unit percobaan dalam satu percobaan terdapat 1 eksplan sehingga
terdapat 60 buah eksplan. Disajikan dalam bentuk tabel 3.1

Tabel 3.1 Kombinasi perlakuan 2,4-D dan BA

2,4-D (mg/L)
Perlakuan

0 0.5 1.0 1.5 2.0

0 D0OBO D1BO D2B0 D3B0 D4B0

0.5 DOB1 DiB1 D2B1 D3B1 D4B1

1.0 D0B2 D1B2 D2B2 D3B2 D4B2

BA (mg/L)

1.5 DO0B3 D1B3 D2B3 D3B3 D4B3

30
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3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat-alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah botol kultur,
plastic, karet, batang pengaduk, gelas ukur 1000 ml, neraca analitik, pH
meter, pipet mikro, blue tip, panci, kompor, autoclave, LAF (Laminar Air
Flow), penyemprot alkohol, Rak kultur, pinset, cawan petri, blade, handle,
oven, hot plate and magnetic stirer, lemari pendingin, bunsen, rak kultur, AC
(Air Conditioner), lampu, tisu, kertas label, alumunium foil.

3.3.2 Bahan-bahan

Bahan yang digunakan sebagai eksplan adalah daun bidara upas
(Merremia mammosa) sebagai induksi kalus. Bahan untuk sterilisasi adalah
fungisida, bakterisida, alkohol 70 % dan 98 %, aquades steril, clorox. Bahan
Media yang digunakan adalah gula, agar-agar, media MS (Murashige and
Skoog), aquades, ZPT berupa Auksin (2,4-D) dan Sitokinin (BA).

3.4 Variabel Penelitian

Variabel penelitian yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari 3
variabel yaitu : 1) variabel bebas, 2) variabel terikat, 3) variabel kontrol.
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah berbagai macam konsentrasi 2,4-D
dan BA. Variabel terikat dalam penelitian ini adalah hari munculnya kalus,
warna kalus, tekstur kalus, anatomi kalus, persentase eksplan berkalus dan
berat kalus. Variabel terkendali adalah cahaya, suhu, media MS, pH dan

kelembapan.
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3.5 Langkah Kerja

3.5.1

3.5.2

3.5.3

Sterilisasi Alat

Alat-alat diseksi (scapel, pinset, gunting), alat gelas dan botol
kultur dicuci dengan detergen dan dibilas dengan air mengalir Dikeringkan
alat-alat diseksi, alat gelas dan botol kultur dengan oven selama 3 jam
dengan suhu 120 °C. Alat-alat diseksi dibungkus dengan alumunium foil
lalu dimasukkan dalam plastic sedangkan alat-alat gelas ditutup plastik,
kemudian disterilkan dengan autoklaf dengan suhu 121 C selama 15
menit.
Pembuatan Stok Hormon

Pembuatan stok hormone bertujuan untuk mempermudah dalam
proses pembuatan media. Konsentrasi yang digunakan yaitu 100mg/I
dalam 100 ml aquades. Langkah pertama dengan menimbang ZPT yang
akan digunakan sebanyak 0.1 gram, kemudian ditambahkan aquades
sebanyak 100 ml. Langkah selanjutnya ZPT yang sudah ditimbang
tersebut dihomogenkan dengan aquades hingga larut, setelah larut
dimasukkan ke dalam botol dan diberi label.
Pembuatan Media

Media MS ditimbang sebanyak 4,43 gram, gula sebanyak 30 gram,
dan agar sebanyak 10 gram yang dibagi banyaknya perlakuan. Bahan
seperti media MS, gula dimasukkan pada 1000 ml aquades kemudian
dihomogenkan dengan stirrer diatas hot plate. Media dibagi kedalam botol
perlakuan dan kemudian ditambahkan ZPT untuk masing-masing

perlakuan kemudian di homogenkan. Setelah itu, pH media diukur dengan
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indikator pH. Jika pH asam ditambahkan larutan NaOH dan jika basa
ditambahkan larutan HCL. Media dipanaskan dan diaduk hingga
mendidih. Media yang telah masak, dimasukkan ke dalam botol kultur.
Kemudian ditutup dengan pastik dan diikat dengan karet serta di beri label.
3.5.4. Sterilisasi Media
Media kultur yang telah dibuat, kemudian disterilkan dengan cara
di masukkan autoclaf pada suhu 121 C dengan tekanan 1,5 atm selama 15
menit.
3.5.5. Persiapan ruang tanam
Persiapan ruang tanam atau sterilisasi ruang tanam dilakukan
sebelum inisiasi eksplan dalam LAF, dengan cara disemprot alkohol 70 %
dan dibersihkan menggunakan tissue. Dilanjutkan dengan lampu UV
selama 1 jam. Saat akan digunakan lampu UV dimatikan, lampu neon dan
blower dinyalakan guna menghindari bakteri atau jamur yang akan masuk
ke dalam botol kultur selama proses inisiasi. Setiap alat yang akan masuk
kedalam LAF sebaiknya di semprot dengan alkohol 70 % termasuk kedua

tangan dan baju yang akan dipakai dalam proses inisiasi.

3.6 Induksi Kalus
3.6.1 Sterilisasi Eksplan

Dicuci daun dengan detergen cair dan dibilas dengan air bersih lalu
dilanjutkan dengan direndam fungisida selama 15 menit, lalu eksplan
dibilas dengan air mengalir sampai bersih. Kemudian dilanjutkan dengan

direndam bakterisida selama 15 menit, lalu eksplan dibilas dengan air
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mengalir sampai bersih. Selanjutnya sterilisasi dilanjutkan didalam LAF
menggunakan alkohol 70 % selama 5 menit lalu dibilas dengan akuades
steril. Kemudian direndam selama 5 menit dan dibilas dengan aquades
steril. Selanjutnya eksplan direndam dalam larutan Clorox 30 % selama 5
menit dan dibilas dengan aquades steril. Sterilisasi terakhir menggunakan
aquades steril sebanyak tiga kali masing-masing selama 3 menit. Setelah

itu, Eksplan siap ditanam.

3.6.2 Tahap Induksi Kalus

Pada tahap ini menggunakan ZPT berupa 2,4-D dan BA. Disiapkan
semua alat dan bahan yang digunakan dalam proses penanaman. Setelah
itu dinyalakan bunsen. Disemprot pinset dengan alkohol 70 % atau di
celupkan pada alkohol 98 %, kemudian dibakar diatas api bunsen.
Dilakukan 2-3 kali guna memusnahkan spora jamur atau bakteri yang
masih menempel pada pinset. Setelah itu, eksplan dipotong menggunakan
scapell untuk daun bagian tulang daun dibuang. Daun dipotong dengan
ukuran 1 cm x 1 cm dan dimasukkan ke dalam botol yang berisi media.
Botol kultur yang sudah terisi eksplan ditutup dan diikat dengan plastik
wrap. Botol kultur diinkubasi dalam ruang kultur pada suhu 20-25 C selama

30 hari dan dilakukan pengamatan hari munculnya kalus
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3.6.3 Tahap Pemeliharaan

Pemeliharaan yaitu botol kultur diletakkan di ruang kultur yang
bersuhu 20-15 °C. Eksplan yang terkontaminasi langsung dikeluarkan agar
tidak menimbulkan kontaminasi pada eksplan lain. Dilakukan
penyemprotan alkohol pada botol kultur setiap hari untuk mengurangi

kontaminasi.

3.7. Pengamatan
Pengamatan dilakukan setiap hari sekali untuk melihat respon
eksplan seperti hari munculnya kalus atau kontaminasi pada eksplan.
Pengamatan terakhir dilakukan pada hari ke 30 setelah tanam atau 4
minggu penanaman. Penelitian ini menggunakan dua cara pengamatan.
Pengamatan kualitataif meliputi pengamatan tekstur kalus dan warna
kalus. Sedangkan pengamatan kuantitatif meliputi hari muncul kalus,
persentase kalus dan berat kalus.
a. Hari muncul kalus(HST)
Pengamatan hari muncul kalus dilakukan setiap hari setelah inisiasi,
hingga 30 hari. Hal ini dikarenakan untuk melihat terbentuknya kalus
pertama kali pada setiap perlakuan.
b. Persentase eksplan berkalus
Pengamatan persentase tumbuh kalus terhadap eksplan dilakukan pada
hari terakhir pengamatan, yakni pada hari ke-30. Dan dihitung dengan

menggunakan kertas millimeter, dengan rumus :
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luas eksplan yang ditumbuhi kalus
x 100%

luas seluruh eksplan
c. Berat kalus
Pengamatan berat kalus dilakukan dengan cara menimbang eksplan
yang membentuk kalus pada hari akhir pengamatan.
d. Warna kalus
Pengamatan warna kalus dilakukan setiap hari setelah hari pertama
muncul kalus hingga hari ke-30 dengan ketentuan kalus berwarna
e. Tekstur kalus
Pengamatan tekstur kalus dilakukan pada hari terakhir pengamatan,
yakni pada hari ke-30 dengan ketentuan kalus berbentuk remah,
kompak atau intermediet.
f. Anatomi kalus
Pengamatan anatomi kalus dilakukan untuk melihat kalus termasuk
dalam ciri-ciri kalus metabolit. Pengamatan dilakukan dengan cara
membuat preparat kalus dengan metode irisan tanpa pewarnaan pada
object glass dan ditutup dengan cover glass. Lalu diamati dibawah
mikroskop dengan perbesaran 400x.
3.8 Teknik Analisis Data
Data pengamatan berupa data kuantitatif. Selanjutnya untuk
mengetahui pengaruh antar perlakuan dilakukan analisia Analysis of
Varian (ANOVA) one way menggunakan SPSS 16,0. Apabila terdapat
perbedaan nyata dilakukan uji Duncan Multiple Range Test(DMRT) pada

taraf 5 % untuk mengetahui kombinasi ZPT yang terbaik.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Pemberian Konsentrasi 2,4-D Terhadap Induksi Kalus
Metabolit Sekunder Bidara Upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.)

2,4-D adalah auksin kuat yang sering digunakan untuk menginduksi
terbentuknya kalus dari berbagai eksplan tanaman (Lizawati, 2012). Berdasarkan
hasil penelitian selama 30 hari setelah tanam, didapatkan data hasil analisis varian
(ANAVA). Hasil analisis varian (ANAVA) menunjukkan bahwa konsentrasi 2,4-
D berpengaruh terhadap hari muncul kalus, persentase tumbuh kalus pada eksplan
dan berat kalus. Hal ini merupakan indikator pertumbuhan kalus dalam kultur in
vitro.

Ringkasan hasil anava disajikan dalam tabel 4.1 sebagai berikut.

Tabel 4.1. Ringkasan Hasil Analisis Varian (ANAVA) pengaruh pemberian 2,4-D

Variabel F-hitung F table 5%
Hari Muncul Kalus (HST) 144,492* 2,605975
Persentase Tumbuh Kalus «
pada Eksplan 973,2 2,605975
Berat Basah Kalus 1577* 2,605975

Keterangan: *pemberian 2,4-D berpengaruh nyata terhadap variabel pengamatan
Berdasarkan hasil ANAVA (tabel 4.1) menunjukkan bahwa nilai F hitung
pada hari muncul kalus, persentase tumbuh kalus pada eksplan dan berat basah
kalus, lebih besar dari F tabel 5 % yang artinya terdapat pengaruh nyata pada
pemberian berbagai konsentrasi 2,4-D terhadap semua variable tersebut. Sehingga
perlu dilakukan uji lanjut Duncan Multiple Range Test (DMRT) taraf 5 %. Hasil

uji lanjut DMRT 5 % diringkas dalam tabel 4.2 sebagai berikut.
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Tabel 4.2 Ringkasan hasil uji DMRT 5% pengaruh pemberian 2,4-D terhadap
induksi kalus daun Bidara Upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.)

Persentase
Konsentrasi Hari Muncul tumbuh kalus Berat Kalus (gr)
2,4-D (mg/l) Kalus (HST) pada eksplan g
(%)

0 22,417¢c 15,833a 0,029a

0,5 15,5b 57.,5¢ 0,208b

1 13,667a 74,833e 0,287e

15 13,583a 66,333d 0,265d

2 15,417b 53,75b 0,229¢c

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama
tidak berbeda nyata pada uji DMRT 5%.

Berdasarkan hasil uji lanjut DMRT 5 % pada hari muncul kalus
menunjukan bahwa perlakuan pemberian 2,4-D berbeda nyata pada masing-
masing konsentrasi. Konsentrasi 2,4-D sebanyak 1 mg/L adalah konsentrasi yang
dapat menginduksi kalus yaitu dalam 13 HST. Penelitian serupa yakni pada
penelitian Aziz (2014) bahwa 2,4-D dengan konsentrasi 1 mg/l merupakan
konsentrasi terbaik dalam menginduksi kalus iles-iles dengan rerata waktu induksi
13 HST. Sedangkan perlakuan tanpa 2,4-D (0 mgL) merupakan konsentasi paling
lama dalam menginduksi kalus yaitu 22 hari. Maka, dengan demikian pada
penelitian ini, tanpa pemberian auksin secara eksogen mampu menginduksi kalus.
Hal ini diduga karena ada kandungan auksin endogen yang ada di dalam daun
sehingga mampu menginduksi kalus tanpa ada penambahan auksin eksogen.
Menurut Campbell et al. (2014) pada daun muda yang meristematik yang
letaknya mendekati ujung batang mempunyai kadar auksin yang tinggi karena

auksin banyak disintesis pada jaringan meristematik tunas apical dan daun-daun
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muda. Zulkarnain dan Hadiyono (1997) menambahkan bahwa salah satu faktor
penentu induksi kalus yaitu ada tidaknya kambium pada eksplan, bila eksplan
mengandung kambium maka kalus dapat terbentuk.

Daun bidara upas awal pertumbuhan kalus ditandai dengan pembengkakan
pada eksplan yang dilukai atau pada tulang daun. Menurut Yelnititis dan Komar
(2010) Proses induksi kalus diawali dengan terjadinya penebalan pada bagian
tulang daun dan daerah yang telah dilukai. Astutik (2007) menambahkan bahwa
tanaman ketika dilukai akan terbentuk kalus yang diakibatkan karena sel
mengalami kerusakan dan terjadi autolisis, sehingga sel-sel pada eksplan akan
melakukan perbaikan pada sel yang rusak yang diawali dengan pembengkakan.
Taiz dan Zieger (1998) menambahkan bahwa pembengkak disebabkan adanya
pengaruh tekanan turgor dan auksin. Tekanan turgor terjadi apabila sel menyerap
molekul air sebagai respon akan meningkatnya konsentrasi zat terlarut yang
terdapat pada vakuola, sehingga akan menyokong perluasan sel yang nantinya
akan membentuk kalus. Auksin menyebabkan dinding sel mengendur dan
merenggang, kemudian terjadi pembelahan sel dan pemanjangan yang nantinya
akan membentuk kalus.

2,4-D Dberperan dalam pembelahan, pemanjangan, perkembangan sel,
menaikkan tekanan osmotik dan meningkatkan permeabilitas sel terhadap air
sehingga air dapat masuk ke dalam sel dengan meningkatkan volume sel
(Kartikasari, 2013). 2,4-D mengaktifkan pompa proton pada dinding sel dan
menginduksi sekresi ion H* keluar sel. Sekresi ion H* ini mengaktifkan enzinm

tertentu seperti selulase, hemiselulase dan pektinase yang berperan dalam
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pemutusan beberapa ikatan hydrogen pada rantai molekul selulosa yang
menyusun dinding sel, sehingga dinding sel menjadi melentur dan meregang,
selain itu keluarnya ion H* menyebabkan dinding sel menjadi asam. Pengasaman
dinding sel tersebut menyebabkan ion K* diambil dari dalam sel dan pengambilan
ini membuat potensial air dalam sel berkurang. Sehingga air masuk ke dalam sel
secara osmosis dan menyebabkan sel mengalami pembesaran (Salisbury dan Ross,
(1995) dalam Fadhilah (2014)).

Berdasarkan hasil uji lanjut DMRT 5 % pemberian berbagai konsentrasi
2,4-D juga berpengaruh terhadap persentase tumbuh kalus pada eksplan.
Perlakuan yang paling efektif adalah perlakuan 2,4-D 1 mg/l dengan persentase
tumbuh kalus pada eksplan sebesar 74,8 %. Sedangkan persentase tumbuh kalus
pada eksplan yang paling rendah dihasilkan oleh perlakuan 2,4-D 0 mg/l yakni
15,8 %. Menurut Zulkarnain dan Lizawati (2011) bahwa kebutuhan eksplan
terhadap zat pengatur tumbuh 2.4-D untuk menginduksi kalus cukup rendah,
sehingga pada konsentrasi 1 mg/l, sudah cukup untuk menginduksi kalus.
Salisbury dan Ross (1995) menambahkan bahwa induksi akan meningkat seiring
dengan penambahan konsentrasi zat pengatur tumbuh yang diberikan sampai
mencapai titik optimum.

Berdasarkan hasil uji DMRT 5% pemberian zat pengatur tumbuh 2,4-D
memberikan pengaruh terhadap berat kalus daun bidara upas. Perlakuan yang
mempunyai berat kalus paling tinggi dan efektif adalah pada perlakuan 2,4-D 1
mg/l dengan hasil 0,287 gr. Sedangkan hasil paling rendah dihasilkan pada

perlakuan tanpa 2,4-D yakni 0.029 gr. Penelitian yang dilakukan Fitrianti (2006)



42

pada eksplan daun sambiloto (Andrographis paniculata, Nees.) memiliki hasil
yang serupa yaitu didapatkan berat basah kalus pada pemberian konsentrasi 1
mg/l 2,4-D sebesar 0,31 gr.

Berdasarkan hasil tersebut dapat diketahui banyak faktor yang
mempengaruhi dalam persentase dan berat kalus. Menurut Mahadi et al.(2016)
perbedaan dalam hasil pertumbuhan juga di pengaruhi oleh faktor genetis, jenis
tumbuhan, lingkungan dan kemampuan jaringan dalam menyerap unsur hara
dalam media kultur. Ardiana (2009) menambahkan bahwa media MS
mengandung unsur hara makro dan mikro, zat besi dan sukrosa sehingga memacu
pertumbuhan eksplan dalam pembentukan kalus.

Indah dan Ermavitalini (2013) Berat kalus yang besar disebabkan karena
kandungan air yang tinggi. Indria et al.(2017) juga menambahkan berat basah
yang dihasilkan tergantung pada kecepatan sel-sel tersebut membelah diri,
memperbanyak diri dan dilanjutkan dengan membesarnya kalus. Sitorus et
al.(2011) menyatakan bahwa pembelahan sel yang optimal akan menyebabkan
pertumbuhan kalus yang optimal dan akan meningkatkan berat basah kalus.
Hubungan sebab-akibat antara konsentrasi 2,4-D dan uji variabel dapat diketahui
dengan melakukan analisis korelasi padsa masing-masing variabel. Hasil analisis
regresi korelasi pad ape,berian konsentasi 2,4-D disajikan pada gambar 4.1; 4.2

dan 4.3
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Gambar 4.1 Kurva regresi hari muncul kalus (HST) daun bidara upas (Merremia
mammosa (Lour.) Hallier f.) pada berbagai konsentrasi 2,4-D (mg/l)

Berdasarkan hasil analisis regresi untuk variabel hari muncul kalus (gambar
4.1) didapatkan persamaan y = 5,5x - 14,18x + 22,05 dengan nilai determinasi R
= 0,977 yang artinya pengaruh pemberian konsentrasi 2,4-D dengan hari muncul
kalus mempunyai tingkat kepercayaan sebesar 97,7%. Prediksi konsentrasi
optimum ditentukan dengan persamaan y = 5,5x? - 14,18x + 22,05 didapatkan
perlakuan 2,4-D mencapai titik puncak pada koordinat (0,745 ; 14,53). Hal
tersebut menunjukkan bahwa pemberian konsentrasi 2,4-D sebesar 0,745 mg/I
akan mempercepat hari muncul kalus hingga mencapai 14 hari setelah inisiasi.
Indah dan Ermavitalini (2013) Kombinasi antara hormon endogen dan eksogen
dapat mempengaruhi pertumbuhan kalus. Pemberian hormone eksogen yang

kurang tepat dapat menghambat pertumbuhan kalus.
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Gambar 4.2 Kurva regresi persentase tumbuh kalus pada eksplan (%) daun bidara
upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f)pada  berbagai
konsentrasi 2,4-D (mg/l)

Hasil analisis regresi untuk variabel persentase tumbuh kalus pada eksplan
(gambar 4.2) didapatkan persamaan y = 48.381x” - 17.526x + 36.695 dengan nilai
determinasi R = 0,9763 yang artinya pengaruh pemberian konsentrasi 2,4-D
dengan persentase tumbuh kalus pada eksplan mempunyai tingkat kepercayaan
sebesar 97,63%. Prediksi konsentrasi optimum ditentukan dengan persamaan y =
48.381x° - 17.526x + 36.695 didapatkan perlakuan 2,4-D mencapai titik puncak
pada koordinat (1,05 ; 71,37). Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian

konsentrasi 2,4-D sebesar 1,05 mg/l akan menghasilkan rata-rata persentase

tumbuh kalus pada eksplan sebesar 71,37%.
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Berat Basah Kalus
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Gambar 4.3 Kurva regresi berat basah kalus (gr) daun bidara upas (Merremia
mammosa (Lour.) Hallier f.) pada berbagai konsentrasi 2,4-D (mg/l)

Hasil analisis regresi untuk variabel berat basah kalus (gambar 4.3)
didapatkan persamaan y = 0.1514x” - 0.167x + 0.3038 dengan nilai determinasi R
= 0,9796 yang artinya hubungan antara pemberian konsentrasi 2,4-D dengan berat
basah kalus mempunyai tingkat kepercayaan sebesar 97,96%. Prediksi konsentrasi
optimum ditentukan dengan persamaan y = 0.1514x*> - 0.167x + 0.3038
didapatkan perlakuan 2,4-D mencapai titik puncak pada koordinat (0,91 ; 0,277).
Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian konsentrasi 2,4-D sebesar 0,91 mg/I
akan menghasilkan rata-rata berat basah kalus sebesar 0,277 gr.

Kurva pada hari muncul kalus, persentase tumbuh kalus dan berat basah
kalus menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi 2,4-D maka kurva
menurun. Dalam penelitian ini, maka 2,4-D yang tinggi menurunkan hasil. Hal
tersebut disebabkan 2,4-D mempunyai sifat herbisida pada konsentrasi tinggi.
Menurut penelitian Siregar (2006) 2,4-D dapat berubah fungsi menjadi herbisida

jika diberikan pada konsentrasi tinggi. Campbell (2014) auksin merangsang
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pertumbuhan hanya dalam konsentrasi tertentu, berkisar 10® sampai 10 M. pada
konsentrasi lebih tinggi auksin dapat menghambat pemanjangan sel, juga dapat
menginduksi hormone etilen, yaitu jenis hormon yang umumnya menghambat

pemanjangan sel.

4.2 Pengaruh Pemberian BA Terhadap Induksi Kalus Daun Bidara Upas

Hasil analisis varian (ANAVA) menunjukkan bahwa zat pengatur tumbuh
BA berpengaruh nyata terhadap hari muncul kalus, persentase tumbuh kalus, dan
berat kalus daun bidara upas (Lampiran 2). Ringkasan hasil analisis varian
disajikan pada tabel 4.3 sebagai berikut

Tabel 4.3. Ringkasan Hasil Analisis Varian (ANAVA) pengaruh pemberian BA
terhadap induksi kalus daun bidara upas (Merremia mammosa (Lour.)

Hallier f.)
Variabel F-hitung F table 5%
Hari Muncul Kalus (HST) 40,46* 2,838745
Persentase tumbuh kalus pada 602,613* 2838745
eksplan
Berat Basah Kalus 1461* 2,838745

Keterangan: *pemberian BA berpengaruh nyata terhadap variabel pengamatan
Berdasarkan hasil ANAVA, menunjukkan bahwa hari muncul kalus,
persentase tumbuh kalus dan berat kalus mempunyai nilai F hitung lebih besar
daripada F tabel 5% maka dapat disimpulkan pemberian berbagai konsentrasi BA
berpengaruh terhadapsemua variabel tersebut. Sehingga perlu dilakukan uji lanjut

dengan uji DMRT 5%.
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Tabel 4.4 Ringkasan hasil uji DMRT 5% pengaruh pemberian BA terhadap
induksi kalus daun bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.)

. . Persentase
KBORSS?S/%S' Ilizlrlljsl\/(lans%l tumbuh kalus Berat Kalus (gr)
pada eksplan(%b)
0 17,933b 36,333a 0,208b
0,5 14,33a 60,733c 0,239c
1 15a 72,2d 0,286d
15 17,2b 45,33b 0,081a

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama
tidak berbeda nyata pada uji DMRT 5%.

Berdasarkan hasil DMRT 5% yang tersaji dalam tabel 4.4 menunjukkan
bahwa perlakuan pemberian BA berbeda nyata terhadap masing-masing
konsentrasi. Hasil terbaik dari konsentrasi BA sebanyak 1 mg/l mampu
menginduksi kalus dalam 15 HST dibanding dengan konsentrasi lainnya. Hasil ini
sesuai dengan Harahap (2005) bahwa BA 1 mg/l mampu menginduksi kalus
paling cepat dibandingkan konsentrasi 0.5 mg/l yang baru menginduksi kalus
pada 3 HST. Puteri (2014) penambahan BAP dengan konsentrasi 1 mg/L pada
media MS mampu mempercepat induksi kalus daun Annona muricata L. yakni
pada 7 HST. Penelitian Fithrotin (2017) juga menunjukkan hal yang sama yakni
pada konsentrasi 1 mg/l BA dapat menginduksi kalus (Angelica keiskei Koidzumi)
paling cepat yakni pada 16 HST.

Pemberian konsentrasi BA pada persentase pertumbuhan kalus dan berat
kalus juga berpengaruh nyata. Dapat dilihat dari hasil pengamatan, bahwa
persentase tumbuh kalus dan berat kalus tertinggi pada perlakuan 1 mg/l BA
masing masing 72,2% dan 0.286 gr. Perlakuan terbaik pada penelitian ini yakni
pada konsentrasi 2,4-D dan BA yang seimbang. Menurut Ikeuchi et al. (2013)

penambahan auksin dan sitokinin dalam jumlah yang seimbang akan mendorong
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pembentukan kalus. Dengan adanya penambahan yang 2,4-D dan BA yang tepat,
maka eksplan akan diarahkan untuk membentuk kalus, hal ini karena 2,4-D dan
BA dapat bekerja secara sinergis dalam dalam pembentukan kalus dan
pertumbuhan kalus yang baik.

Hubungan sebab-akibat antara konsentrasi BA dengan variabel uji dapat
diketahui dengan melakukan analisis regresi korelasi pada masing-masing
variabel uji seperti hari muncul kalus, persentase tumbuh kalus dan berat kalus.

Hasil analisi regresi korelasi disajikan pada gambar 4.4; 4.5 dan 4.6
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Gambar 4.4 Kurva regresi hari muncul kalus (HST) daun bidara upas (Merremia
mammosa (Lour.) Hallier f.) pada berbagai konsentrasi BA (mg/l).

Berdasarkan hasil analisis regresi untuk variabel hari muncul kalus (gambar
4.4) didapatkan persamaan y = 5,8x - 9,006x + 17,79 dengan nilai determinasi R
= 0,958 yang artinya pengaruh pemberian konsentrasi BA dengan hari muncul
kalus mempunyai tingkat kepercayaan sebesar 95,8%. Prediksi konsentrasi
optimum ditentukan dengan persamaan y = 5,8x* - 9,006x + 17,79 didapat titik

puncak pada koordinat (0,98 ; 14,55) yang menunjukkan bahwa pemberian
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konsentrasi BA sebesar 0,98 mg/l akan mempercepat rata-rata hari muncul kalus

hingga mencapai 14 hari.

Persentase Eksplan Berkalus
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Gambar 4.5 Kurva regresi persentase tumbuh kalus pada eksplan (%) daun bidara
upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f) pada berbagai

konsentrasi BA (mg/l)

Hasil analisis regresi untuk variabel persentase tumbuh kalus pada eksplan

(gambar 4.5) didapatkan persamaan y = 31.267x” - 44.11x + 84.593 dengan nilai

determinasi R = 0,9577 yang artinya hubungan antara pemberian konsentrasi BA

dengan persentase tumbuh kalus pada eksplan mempunyai tingkat kepercayaan

sebesar 95,77%. Prediksi konsentrasi optimum ditentukan dengan persamaan y =

31.267x° - 44.11x + 84.593 didapat titik puncak pada koordinat (0,96 ; 72,28)

yang menunjukkan bahwa pemberian konsentrasi BA sebesar 0,96 mg/l akan

menghasilkan rata-rata persentase kalus pada eksplan sebesar 72,28%.
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Gambar 4.6 Kurva regresi berat basah kalus (gr) daun bidara upas (Merremia
mammosa (Lour.) Hallier f.) pada berbagai konsentrasi BA (mg/l)

Hasil analisis regresi untuk variabel berat basah kalus (gambar 4.6)
didapatkan persamaan y = 0.236x* - 0.1951x + 0.2867 dengan nilai determinasi R
= 0.8455 yang artinya hubungan antara pemberian konsentrasi BA dengan berat
basah kalus mempunyai tingkat kepercayaan sebesar 84,55%. Prediksi konsentrasi
optimum ditentukan dengan persamaan y = 0.236x° - 0.1951x + 0.2867 didapat
titik puncak pada koordinat (0,73 ; 0,273) yang menunjukkan bahwa pemberian
konsentrasi BA sebesar 0,73 mg/l akan menghasilkan berat kalus sebesar 0,273gr.

Dari hasil analisis pada ketiga variabel dapat diketahui bahwa pertumbuhan
kalus mengalami peningkatan dengan konsentrasi BA yang semakin tinggi (0-1
mg/l) dan mengalami penurunan pada konsentrasi 1.5 mg/l BA. Hal ini
dikarenakan pertumbuhan kalus telah optimum pada kisaran konsentrasi 1 mg/I
BA. Sehingga penambahan konsentrasi BA 1,5 mg/I tidak memberikan pengaruh
baik pada induksi kalus. Hasil yang serupa didapatkan pada penelitian Ardian, et
al. (2011) bahwa pada pertumbuhan tunas ubi kayu dimana perlakuan 0,2 mg/I

BA diperoleh hasil yang lebih baik pada perlakuan 0,8 mg/l BA. Hal serupa juga
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didapatkan pada penelitian Sukamto (2011) bahwa pertumbuhan kalus cendana
pada konsentrasi 1 mg/l BA memperoleh persentase kalus 30,77 % lebih baik dari
pada konsentrasi 2 mg/l BA memperoleh persentase kalus 17,65 %.

BA merupakan zat pengatur tumbuh yang termasuk dalam hormon
sitokinin. Menurut Campbell (2014) sitokinin berfungsi untuk meregulasi
pembelahan sel pada tunas dan akar. Sitokinin bekerja secara bersamaan dengan
auksin untuk mempengaruhi pembelahan sel dan diferensiasi sel. Sitokinin tidak
dapat bekerja sendiri. Dalam mengontrol deferensiasi sel terdapat rasio antara
sitokinin dan auksin. Rasio pemberian auksin dan sitokinin tertentu akan
menumbuhkan massa sel dan membentuk gugusan sel yang tidak terdiferensiasi
yang disebut dengan kalus.

4.3  Pengaruh Interaksi Konsentrasi 2,4-D dan BA Terhadap Induksi
Kalus Daun Bidara Upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.)

Hasil analisis varian (ANAVA) menunjukkan bahwa kombinasi zat
pengatur tumbuh 2,4-D dan BA memberikan pengaruh yang nyata terhadap
induksi kalus daun bidara upas(Lampiran 2). Ringkasan hasil analisis varian
disajikan pada tabel 4.5 sebagai berikut:

Tabel 4.5. Ringkasan Hasil Analisis Varian (ANAVA) pengaruh pemberian

kombinasi 2,4-D dan BA terhadap induksi kalus daun bidara upas
(Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.)

Variabel F-hitung F table 5%
Hari Muncul Kalus (HST) 21,583* 2,003459
Persentase tumbuh kalus pada 40,109* 2.003459
eksplan
Berat Basah Kalus 120,906* 2,003459

Keterangan: *berbagai kombinasi 2,4-D dan BA berpengaruh nyata terhadap
variabel pengamatan



52

Berdasarkan hasil ANAVA, menunjukkan bahwa hari muncul kalus,
persentase tumbuh kalus pada eksplan dan berat basah kalus mempunyai nilai F
hitung lebih besar daripada F tabel 5%. Hal ini mempinyai arti bahwa interaksi
konsentrasi

antara 2,4-D dan BA Dberpengaruh nyata terhadap variabel

pertumbuhan kalus. Maka perlu dilakukan uji lanjut dengan uji DMRT 5%.

Tabel 4.6 Ringkasan hasil uji DMRT 5% pengaruh pemberian kombinasi 2,4-D
dan BA terhadap induksi kalus daun bidara upas (Merremia mammosa

(Lour.) Hallier f.)

Persentase
Perlakuan (mg/l) Hari Muncul tumbuh Berat Kalus
Kalus (HST) | kalus pada (gr)
eksplan (%)

DOBO (0 2.4-D + 0 BA) 31k Oa Oa
DOB1 (0 2.4-D + 0,5 BA) 19,667j 26,667d 0,057c
DOB2 (0 2.4-D + 1 BA) 19ij 21,667¢ 0,027b
DOB3 (0 2.4-D + 1,5 BA) 20j 15b 0,033b
D1BO0 (0,5 2.4-D + 0 BA) 15,667efg 50fg 0,228ef
D1B1 (0,5 2.4-D + 0,5 BA) 12a 66,667h 0,232ef
D1B2 (0,52.4-D + 1 BA) 17fgh 80j 0,318i
D1B3 (0,5 2.4-D + 1,5 BA) 17,333ghi 33,333e 0,056¢
D2B0 (1 2.4-D + 0 BA) 14,667bcde 50fg 0,299h
D2B1 (1 2.4-D + 0,5 BA) 12,333a 81,667jk 0,361k
D2B2 (1 2.4-D + 1 BA) 12,333a 92,6671 0,387l
D2B3 (1 2.4-D + 1,5 BA) 15,333def 75i 0,1d
D3BO0 (1,5 2.4-D + 0 BA) 13ab 48,333f 0,279g
D3B1(1,52.4-D + 0,5 BA) 13,333abc 78,667ij 0,328i
D3B2 (1,52.4-D + 1 BA) 13ab 85k 0,353k
D3B3 (1,52.4-D + 1,5 BA) 15cde 53,3339 0,1d
D4B0 (2 2.4-D + 0 BA) 15,333def 33,333e 0,237f
D4B1 (2 2.4-D + 0,5 BA) 14,333bcde 50fg 0,219
D4B2 (2 2.4-D + 1 BA) 13,667abcd 81,667jk 0,345j
D4B3 (2 2.4-D + 1,5 BA) 18,333hij 50fg 0,115d

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama

tidak berbeda nyata pada uji DMRT 5%.
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Hasil uji lanjut DMRT 5% pada hari muncul kalus menunjukkan bahwa
perlakuan pemberian kombinasi 2,4-D dan BA berbeda nyata terhadap hari
muncul kalus. Perlakuan kombinasi 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BA merupakan
konsentrasi yang mampu menginduksi kalus daun bidara upas pada 12 HST,
meski hasilnya tidak berbeda nyata dengan dengan perlakuan 1 mg/l 2,4-D + 0,5
mg/l BA dan 0.5 mg/l 2,4-D dan 0.5 mg/l BA karena memiliki notasi yang sama
pada uji lanjut DMRT 5 %. Hal ini serupa dengan penelitian yang dilakukan oleh
Fithrotin (2017) bahwa pada daun ashitaba pada perlakuan D3B3 (1 mg/l 2,4-D +
0.75 mg/l BA) yang menghasilkan induksi kalus pada hari ke-12 HST.

Kombinasi 2,4-D dan BA juga berpengaruh pada variable persen
terbentuknya kalus dan berat basah kalus. Hasil tertinggi dan berbeda nyata
dengan perlakuan kombinasi lainnya pada dua variabel tersebut adalah perlakuan
kombinasi 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BA menghasilkan persentase tumbuh kalus
pada eksplan sebesar 92,66 % dengan berat basah 0.387 gr. Penelitian Qudriyyah
(2018) yang menggunakan eksplan daun ciplukan dengan konsentrasi 0 mg/l 2,4-
D + 1 mg/l BAP memiliki persentase 100 % dan pada konsentrasi 1,5 2,4-D + 0
mg/l BAP mempunyai berat kalus 0,4180 gr.

Ketiga variabel di atas menghasilkan hasil tinggi pada perlakuan kombinasi
2,4-D dan BA yang seimbang. Hal ini juga diduga konsentrasi auksin dan
sitokinin endogen yang seimbang sehingga didapatkan hasil 2,4-D dan BA
seimbang. Menurut Fitrianti (2006) perbandingan auksin dan sitokinin yang
seimbang pada eksplan dapat menghasilkan pertumbuhan kalus. Menurut George

(1993) pembentukan kalus pada beberapa tanaman, khususnya monokotil,
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penambahan sitokinin eksogen dibutuhkan dalam konsentrasi yang sangat rendah

(0 - 0,1 mg/l). Narayanaswamy (1994) Setiap eksplan yang berasal dari organ dan

spesies yang berbeda akan membutuhkan zat pengatur tumbuh yang berbeda pula.

Ariati (2012) menyatakan bahwa konsentrasi yang diperlukan dari setiap zat

pengatur tumbuh tergantung dari jenis eksplan, genotipe, kondisi kultur serta jenis

zat pengatur tumbuh.

Pada penelitian ini konsentrasi kombinasi yang efektif dalam menginduksi

kalus diperoleh pada perlakuan 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BA. Untuk mengetahui

hubungan sebab-akibat dari interaksi 2,4-D dan BA dan variabel uji dapat

dilakukan dengan analisis regresi korelasi. Hasil analisis regresi korelasi diringkas

dalam gambar 4.7; 4.8; 4.9 sebagai berikut:

Hari Muncul Kalus (HST)
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Gambar 4.7 Kurva regresi hari muncul kalus (HST) daun bidara upas (Merremia
mammosa (Lour.) Hallier f.) pada berbagai kombinasi 2,4-D dan BA

(mg/l)
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Berdasarkan hasil analisis regresi untuk variabel hari muncul kalus (gambar
4.7) pada kombinasi 2,4-D dan BA mengikuti pola garis kuadratik dengan
persamaan y = 5,333x* - 7,6x + 14,7 dengan nilai determinasi R = 0,997 yang
artinya hubungan antara pemberian kombinasi 2,4-D dan BA dengan hari muncul
kalus mempunyai tingkat kepercayaan sebesar 99,7%. Prediksi konsentrasi
optimum dengan persamaan y = 5,333x* - 7,6x + 14,7 didapatkan perlakuan
kombinasi 2,4-D dan BA mencapai titik puncak pada koordinat (0,97 ; 12,33). Hal
tersebut menunjukkan bahwa pemberian konsentrasi kombinasi 2,4-D 1 mg/l dan
BA 0,97 mg/l akan mempercepat rata-rata hari muncul kalus hingga mencapai 12

hari setelah inisiasi.
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Gambar 4.8 Kurva regresi persentase tumbuh kalus pada eksplan (%) daun bidara
upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.)pada berbagai kombinasi
2,4-D dan BA (mg/l)
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Hasil analisis regresi untuk pengaruh kombinasi 2,4-D dan BA terhadap
variabel persentase tumbuh kalus pada eksplan (gambar 4.8) mengikuti persamaan
y = 49.333x% - 49.6x + 91.2 dengan nilai determinasi R = 0,9967 yang artinya
hubungan antara pemberian konsentrasi 2,4-D dan BA dengan persentase tumbuh
kalus pada eksplan mempunyai tingkat kepercayaan sebesar 99,67%. Prediksi
konsentrasi optimum dengan persamaan y = 49.333x° - 49.6x + 91.2 didapatkan
perlakuan kombinasi 2,4-D dan BA mencapai titik puncak pada koordinat (0,92 ;
87,83). Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian konsentrasi kombinasi 2,4-D
1 mg/l dan BA 0,92 mg/l akan menghasilkan rata-rata persentase tumbuh kalus

pada eksplan sebesar 87,83%.

y = 0888753 -0.2665x + 0.3487 y = 0.35x2 - 0.2848x + 0.4108
R =0.9171 R? = 0.9247
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Gambar 4.9 Kurva regresi berat basah kalus (gr) daun bidara upas (Merremia
mammosa (Lour.) Hallier f.) pada berbagai kombinasi 2,4-D dan

BA (mg/l)
Hasil analisis regresi untuk variabel berat basah kalus (gambar 4.9) pada

kombinasi 2,4-D dan BA mengikuti persamaan y = 0.35x* - 0.2848x + 0.4108
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dengan nilai determinasi R = 0,9247 yang artinya hubungan antara pemberian
konsentrasi kombinasi 2,4-D dan BA dengan berat basah kalus mempunyai
tingkat kepercayaan sebesar 92,47%. Prediksi konsentrasi optimum dengan
persamaan y = 0.35x” - 0.2848x + 0.4108 didapatkan perlakuan kombinasi 2,4-D
dan BA mencapai titik puncak pada koordinat (0,72 ; 0,317). Hal tersebut
menunjukkan bahwa pemberian konsentrasi kombinasi 2,4-D 1 mg/l dan BA 0,72
mg/l akan menghasilkan rata-rata berat basah kalus sebesar 0,317 gr.

4.4 Pengaruh Pemberian Kombinasi 2,4-D dan BA Terhadap Morfologi dan
Anatomi Induksi Kalus Bidara Upas

4.4.1 Morfologi Kalus

Morfologi kalus adalah penampakan fisik yang dijadikan indikator
perkembangan eksplan yang meliputi warna kalus dan tekstur kalus. Warna kalus
dijadikan salah satu indikator dalam menentukan kalus termasuk dalam kalus
metabolit atau embriogenik karena warna kalus berbeda-beda dan di pengaruhi
oleh laju pertumbuhan dan media. Pengaruh kombinasi hormon 2,4-D dan BA
terhadap morfologi daun bidara upas yang di induksi selama 30 hari disajikan
dalam tabel 4.7. sebagai berikut:

Tabel 4.7. Hasil Pengamatan Warna dan Tekstur Kalus Daun Bidara Upas pada
hari ke 30 setelah inisiasi

Perlakuan (mg/l) Warna Tekstur

. L
A

0 mg/l 2,4-D + 0 mg/l BA
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Coklat Kompak

0 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BA
Kehijauan Kompak

0 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BA

Kehijauan Kompak

0 mg/l 2,4-D + 1,5 mg/l BA
Kuning kecoklatan Kompak

0,5 mg/l 2,4-D + 0 mg/l BA
Coklat kehitaman Kompak

0,5 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BA

Kuning kecoklatan Kompak

0,5mg/l 2,4-D + 1 mg/l BA
Kuning kecoklatan Kompak

0,5mg/l 2,4-D + 1,5 mg/l BA




59

Putih kehijauan Kompak
1 mg/l 2,4-D + 0 mg/l BA
. Kuning kecoklatan Kompak
1 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BA
Kuning kecoklatan Kompak
1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BA
Kuning kecoklatan Kompak
1 mg/l 2,4-D + 1,5 mg/l BA
Kuning kecoklatan Kompak
1,5mg/l 2,4-D + 0 mg/l BA
Kuning kecoklatan Kompak
1,5mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BA
Kuning kecoklatan Kompak

1,5mg/l 2,4-D + 1 mg/l BA
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&

Coklat Kompak

1,5mg/l 2,4-D + 1,5 mg/l BA
u Kuning kecoklatan Kompak

2 mg/l 2,4-D + 0 mg/l BA
Putih kekuningan Kompak

2 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BA
. Putih kecoklatan Kompak

2mg/l 2,4-D + 1 mg/l BA
‘ Putih kekuningan Kompak

2mg/l 2,4-D + 1,5 mg/l BA

Berdasarkan pengamatan warna kalus didapatkan hasil warna putih

kekuningan, putik kehijauan, putih kecoklatan, kuning kecoklatan dan coklat

kehitaman dengan tekstur kompak. Kalus yang berwarna kecoklatan juga dapat

dikatakan efektif karena pada kalus metabolit warna kecoklatan dan tekstur

kompak merupakan suatu indikator. Perlakuan dengan 2,4-D 0.5 mg/Il, 1 mg/I,

dan 1,5 mg/l yang dikombinasikan dengan BA konsentrasi 0 mg/l, 0.5 mg/l, dan

1mg/l cenderung menghasilkan warna kuning kecoklatan dan bertekstur kompak.
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Hal ini seperti pernyataan Fadhilah (2014) Konsentrasi auksin yang semakin
tinggi dan sitokinin yang rendah menyebabkan kalus mengalami reduksi klorofil
dan warna menjadi lebih kuning atau kecoklatan.

Perbedaaan warna kalus disebabkan adanya perbedaan perkembangan pada
tiap kalus. Jaringan yang di hasilkan dari setiap eksplan biasanya memunculkan
warna yang berbeda beda (Lutviana, 2012). Perbedaan warna kalus dapat
disebabkan beberapa hal diantaranya yaitu pigmentasi, intensitas cahaya, dan
sumber eksplan dari bagian tanaman yang berbeda (Hendaryono dan Wijayani,
1994).

Pada konsentrasi 2,4-D 0 mg/l kalus cenderung berwarna kehijauan.
Menurut Andaryani  (2010) bahwa penambahan konsentrasi sitokinin yang
semakin meningkat cenderung menunjukkan warna hijau (cerah) pada kalus lebih
tahan lama. Hal tersebut berkaitan dengan peran sitokinin yang mampu
memperlambat proses senesensi (penuaan) sel dengan menghambat perombakan-
perombakan butir-butir klorofil dan protein dalam sel.  Ariati (2012)
menambahkan bahwa tekstur kompak merupakan efek dari sitokinin yang
mempengaruhi potensial air dalam sel. Hal ini menyebabkan penyerapan air dari
medium ke dalam sel meningkat sehingga sel menjadi lebih kaku sehingga tekstur
kalus menjadi kompak. Menurut indah (2013) tekstur kalus kompak merupakan

kalus yang baik karena dapat mengakumulasi metabolit sekunder lebih banyak.

4.4.2 Anatomi Kalus
Struktur kalus yang didapat melalui pengamatan morfologi, diamati kembali

secara anatomi untuk mendukung adanya kalus metabolit. Pengamatan dilakukan
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dengan perbesaran 400x dengan mikroskop inverted. Pengaruh kombinasi hormon

2,4-D dan BA terhadap anatomi kalus daun bidara tersaji di table 4.8

Gambar 4.10 Histologi kalus daun bidara upas (Merremia mammosa (Lour.)
Hallier f.) pada perbesaran 400x. (a) perlakuan 0,5 mg/l 2,4-D + 0
mg/l BA. (b) 0 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BA. (c) 0 mg/l 2,4-D + 1,5
mg/l BA. (d) 1 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BA. (€)1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l
BA. (f) 1,5 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BA. Semua kalus kompak. K =
klorofil, D = dinding sel, V = Vakuola
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Pengamatan anatomi mikroskop kalus dengan perbesaran 400x, terlihat
dinding sel rapat, klorofil dan vakuola. Vakuola ini lah tempat disimpannya
metabolit sekunder seperti flavonoid. Menurut Salisbury (1995) bahwa Sebagian
besar flavonoid terhimpun di vakuola sel tumbuhan walaupun tempat sintesisnya
ada di luar vakuola. Dinding sel yang rapat dan tidak ditemukan inti sel, maka
dapat dikatakan kalus tersebut termasuk dalam kalus metabolit. Menurut
Manuhara (2001) kalus kompak yaitu kalus yang tersusun atas sel-sel berbentuk
nodular dengan struktur yang padat dan mengandung banyak air. Street (1993)
menambahkan susunan sel pada kalus kompak memiliki sel yang rapat, padat
sehingga sulit untuk dipisahkan. Kemudian ukuran vakuola relative 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 relative tinggi dan berat basah pada kalus

akan naik.

Gambar tersebut merupakan hasil mikroskop yang diambil dengan
perbesaran 400x pada beberapa perlakuan. Gambar mikroskop diatas
membuktikan bahwa pada kalus bidara upas ini termasuk dalam golongan kalus
kompak. Pada pengamatan diatas pada konsentrasi 0 2,4-D terlihat klorofil yang
berada di dalam kloroplas, akan tetapi semakin tinggi konsentrasi 2,4-D
mengakibatkan klorofil mengalami penurunan. Menurut Rahayu (2003)
bahwasanya semakin tinggi konsentrasi 2,4-D yang ditambahkan dalam media,

maka akan mempengaruhi penurunan kandungan klorofil dan karoten.


https://id.wikipedia.org/wiki/Vakuola
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Hasil pengamatan histologi Alcantara et al., (2014) melaporkan bahwa kalus
tebu non-embriogenik (NE) yang memiliki ciri ukuran sel besar dan rapat antar
sel, dengan nukleous yang tidak tampak, kompak, dan tidak transparan. Hasil
pengamatan histologi Mostafiz and Alina (2018) kalus non embriogenik selnya
terlihat longgar, berair dan berwarna kekuningan sampai kecoklatan. Kalus non
embriogenik kurang mampu untuk regenerasi. Kalus non embriogenik
mempunyai vakuola besar dan luas serta butir pati yang kecil. Menurut Jafari
(2015) sebagai perbandingan, kalus embriogenik mempunyai struktur globular
dan mempunyai inti yang besar dan terlihat di mikroskop sedang kalus non-
embriogenik mempunyai struktur sel yang rapat dan ukuran yang beragam serta

terdapat vakuola lebih besar.

4.5 Hasil Penelitian Dalam Perspektif Islam

Allah SWT menciptakan segala macam yang ada di bumi dan di langit. Dia
menumbuhkan berbagai macam hewan dan tumbuhan yang ada di bumi dengan
kekuasaan-Nya baik berasal dari dari sesuatu yang hidup maupun yang tak hidup,
akan tetapi dari setiap ciptaan-Nya dibutuhkan suatu proses pembentukan atau
induksi. Hal ini secara implisit berkaitan dengan firman Allah SWT dalam surat

Lukman ayat 10 sebagai berikut :
E o~ 2 L7 - 2 . - £ £ /ezée,,/ - P I
213 S g Gd a5 359 A5 0 (095 201 3 (I Gy A ik e 201 Bl

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
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segala macam jenis binatang. dan Kami turunkan air hujan dari
langit, lalu Kami tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-
tumbuhan yang baik. ”(Lukman;10)

Menurut tafsir Ibnu Katsir Allah SWT menjelaskan tentang kekuasaan-Nya
yang agung dalam menciptakan langit dan bumi serta segala isinya. Allah SWT
taala berfirman e i & slewdl 815 ’Dia menciptakan langit tanpa tiang” Al Hasan
dan Qatadah berkata ”Dia tidak memiliki tiang, baik yang terlihat maupun yang
tidak terlihat.” 5 & ¥ L&l s “Dia meletakkan gunung-gunung (di permukaan
bumi),” yaitu gunung-gunung menancap ke dalam bumi dan memberatkan agar
bumi tidak menggoncangkan penghuninya diatas permukaan air. Untuk itu Dia
berfirman »S: 23 o “supaya bumi itu tidak menggoyangkanmu.”

Dan firman-Nya 4312 JS (1« g8 & ”segala macam jenis binatang,” yaitu Dia
menciptakan di atas bumi berbagai jenis hewan yang tidak diketahui jumlah,
bentuk dan warnanya kecuali yang menciptakannya. Ketika Allah SWT telah
menetapkan bahwa Dia adalah Maha pencipta, maka Dia pun mengingatkan
bahwa Dia adalah Maha pemberi rizki dengan firman-Nya ~ S zs) JS (e L

Ly U ele elandl e Wils: ”Dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu kamu
tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik,” yaitu segala
macam tumbuh-tumbuhan yang baik, baik untuk di manfaatkan.

Berdasarkan ayat di atas, salah satu jenis tumbuhan yang baik dan
bermanfaat adalah tumbuhan bidara upas. Dalam hal ini adalah sebagai tumbuhan
yang digunakan untuk obat-obatan. Menurut Aniq et al.(2014) berdasarkan hasil
telaah fitokimia ekstrak daun bidara upas mengandung senyawa flavonoid,

kuinon, senyawa fenolat, terpenoid, dan steroid. Kurniasih (2014) melaporkan



66

bahwa bidara upas memiliki kandungan flavonoid yang dapat menghambat proses
inflamasi sehingga dapat dijadikan obat antiinflamasi.

Dalam proses pertumbuhan dan perkembangannya, tumbuhan juga
memerlukan media tanam. Media tanam yang diperlukan harus mengandung
unsur hara sehingga tumbuhan tersebut dapat tumbuh dengan optimal. Media
tanam banyak sekali macamnya namun dalam penelitian ini menggunakan media
MS. Media Murashige dan skoog (MS) adalah yang paling banyak digunakan
oleh peneliti untuk tanaman apa saja karena mempunyai komposisi unsur hara
yang umum (Hendaryono dan Wijayanti, 1994). Hal ini secara implisit berkaitan

dengan firman Allah SWT dalam surat al-a’raf ayat 58 sebagai berikut :
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Artinya :“Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan
seizin Allah SWT; dan tanah yang tidak subur, tanaman-tanamannya
hanya tumbuh merana. Demikianlah Kami mengulangi tanda-tanda
kebesaran (Kami) bagi orang-orang yang bersyukur.”(al a’raf: 58)

Ayat diatas menunjukkan bahwa media tanam yang baik akan
menghasilkan tumbuhan yang baik pula dengan perkembangan yang optimum.
Media tanam yang baik mengandung unsur hara makro dan mikro yang
memenuhi kebutuhan tumbuhan di alam. Sebagaimana menurut Campbel (2014)
tanah yang mengandung banyak nutrisi dapat menungkatkan pertumbuhan
tanaman. Tanaman dalam menyelesaikan siklus hidupnya membutuhkan unsur
esensial. Unsur esensial yang dibutuhkan oleh tumbuhan adalah mikro

nutrien(diantaranya adalah karbon, oksigen, hidrogen, nitrogen, sulfur, dan fosfor)
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dan makronutrien(diantaranya adalah klorin, besi, mangan, boron, seng, tembega,

nikel, dan molibdenum).

Menurut Al Harits (2008) pada tanah yang baik, hujan dapat membuat
tanah itu bermanfaat sehingga menumbuhkan tanaman. Sedang tanah yang tidak
baik, hujan tidak dapat membuatnya bermanfaat sehingga hanya menumbuhkan
sesuatu yang tidak bermanfaat. Menurut Al Jazairi (2007) ”Dan tanah yang baik,
tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan seizin Allah SWT...” yaitu setelah
Allah SWT menurunkan air padannya. Sedangkan “Dan tanah yang tidak
subur...” yaitu tanah yang buruk dan berkerikil. Ketika hujan turun tanaman-
tanamannya hanya tumbuh tidak terawat, merana, tidak subur, susah, dan tidak
bagus. Berdasarkan kedua tafsir di atas, tanah di analogikan dalam penelitian ini

sebagai media MS yang digunakan untuk media kultur jaringan.

Selain media, zat pengatur tumbuh juga mempunyai peran penting dalam
proses kultur jaringan. Media tanpa zat pengatur tumbuh akan menghasilkan
pertumbuhan lebih lambat daripada media yang diberi zat pengatur tumbuh.
Auksin yang digunakan adalah 2,4-D sedangkan sitokinin yang digunakan adalah
BA. Suryowinoto (1996) dalam Arianti (2015) menyatakan bahwa untuk
mendapatkan kalus, perlu adanya keseimbangan antara sitokinin dan auksin.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar zat pengatur tumbuh yang
optimum dalam menginduksi kalus daun bidara upas. Sebagaimana Allah SWT
SWT menciptakan segala sesuatu dengan aturan yang pasti dan dengan ukuran

tertentu, seperti dalam firman-Nya surat Al Qamar ayat 49 yang berbunyi :
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Artinya :”Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu ;11enurut ukuran.”
Menurut As-Suyuthi (2010), dalam kitab tafsir Jalalain kalimat & 4l
“Kami menciptakannya menurut ukuran”, yakni sesuai dengan taqdir. Al-Sheikh
(1994), dalam kitab tafsir Ibnu Katsir menjelaskan Dia (Allah SWT) menetapkan
suatu ukuran dan memberikan petunjuk terhadap semua makhluk kepada

ketetapan tersebut.

Kata _# bermakna ketentuan, dari segi bahasa kata tersebut bermakna kadar
tertentu yang tidak bertambah atau berkurang. Ayat di atas membicarakan bahwa
segala sesuatu termasuk ketentuan dan sistem yang ditetapkan adalah kekuasaan
dari Allah SWT dan tidak hanya terbatas pada salah satu aspek saja.
Sesungguhnya Allah SWT menciptakan segala sesuatu untuk memberi potensi
yang sesuai dan dengan kadar yang cukup untuk melakukan fungsinya yang
bertujuan untuk mempertahankan satu keseimbangan (Shihab, 2003). Allah SWT
menciptakan segala sesuatu dan menentukan ukurannya sesuai ketetapan, ilmu
pengetahuan dan suratan takdir-Nya. Jadi, semua yang terjadi di alam semesta
pasti berdasarkan takdir Allah SWT (Muyasar, 2007). Seperti halnya dalam
penelitian ini yang diketahui konsentrasi zat pengatur tumbuh yang optimum
untuk 2,4-D dan BA. Konsentrasi optimum dalam penelitian ini yakni 1 mg/l 2,4-
D dan 1 mg/l BA. Lebih lanjut dari penelitian ini tidak hanya sebagai penambah
hasanah ilmu pengetahuan namun juga sebagai sarana untuk menambah keimanan
dan ketakwaan kepada Allah SWT. Dimana segala sesuatu di dunia ini berjalan

sesuai dengan kehendakNya dan kekuasaanNya.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian tentang pengaruh zat pengatur tumbuh 2,4-D
dan BA terhadap induksi kalus bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier

f.), dapat disimpulkan bahwa :

1. Pemberian konsentrasi 1 mg/l 2,4-D berpengaruh nyata terhadap induksi
kalus daun bidara upas yaitu 13 HST dan persentase tumbuh kalus pada
eksplan sebesar 74,83 % dengan berat kalus sebesar 0,287 gr.

2. Pemberian konsentrasi 1 mg/l BA berpengaruh nyata terhadap induksi kalus
daun bidara upas yaitu 15 HST dan persentase tumbuh kalus pada eksplan
sebesar 72,2 % dengan berat kalus sebesar 0,286 gr.

3. Kombinasi 1 mg/l 2,4-D dan 1 mg/l BA berpengaruh nyata terhadap induksi
kalus daun bidara upas yaitu 12 HST dengan persentase tumbuh kalus pada
eksplan sebesar 92,66 % dan berat kalus sebesar 0,387 gr.

4. Morfologi kalus memiliki tekstur kalus kompak dan berwarna putih
kekuningan, putih kehijauan, putih kecoklatan, kuning kecoklatan dan coklat
kehitaman. Secara anatomi kalus terlihat dinding sel yang rapat terlihat

kloroplas dalam vakuola.
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5.2 Saran
Saran yang dapat disampaikan terkait penelitian ini antara lain :

1.Penggunaan konsentrasi zat pengatur tumbuh 2,4-D tidak terlalu tinggi
(<1,5 mg/l)

2. Penggunaan konsentrasi zat pengatur tumbuh BA tidak terlalu tinggi (<1
mg/l)

3.Pada pengamatan histologi, sangat di sarankan untuk melakukan pewarnaan
pada preparat agar bagian yang diamati dapat terlihat jelas.

4. Induksi kalus pada konsentrasi 1 mg/l 2,4-D dan 1 mg/l BA dapat digunakan

untuk produksi metabolit sekunder.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Data Hasil Pengamatan

1. Data pengamatan hari muncul kalus

No Perlakuan Ulangan jumlah Rata-

2,4-D BA 1 2 3 Rata

1 0 31 31 31 03 31
2 0 05| 20 19 20 59 | 19.66667
3 1 19 19 19 57 19
4 15| 20 20 20 60 20
5 o| 15 14 18 47 | 15.66667
6 0.5 05| 11 13 12 36 12
7 1 18 15 18 51 17
8 15| 17 18 17 52 | 17.33333
9 0| 16 14 14 44 | 14.66667
10 L 05| 13 12 12 37 | 12.33333
11 1] 13 12 12 46 | 12.33333
12 15| 15 16 15 37 | 15.33333
13 o] 13 13 13 39 13
14 L5 05| 14 13 13 40 | 13.33333
15 1] 13 13 13 39 13
16 1.5 15 15 15 45 15
17 o| 16 12 18 46 | 15.33333
18 5 05| 14 15 14 43 | 14.33333
19 1| 14 13 14 41 | 13.66667
20 15| 18 18 19 55 | 18.33333
Total Ulangan 325 315 327 967 | 322.3333

2. Data hasil pengamatan persentase

Perlakuan Ulangan . Rata-

No 24D BA 1 5 jumlah Rata
1 0 0 0 0 0 0
2 0 05| 25 30 25 80 | 26.66667
3 1| 20 25 20 65 | 21.66667

78




79

4 15 15 15 15 45 15
5 0 50 50 50 150 50
6 05 0.5 70 65 65 200 | 66.66667
7 ' 1| 80 80 80 240 80
8 15 30 35 35 100 | 33.33333
9 0 50 50 50 150 50
10 1 0.5 85 80 80 245 | 81.66667
11 1 98 90 90 278 | 92.66667
12 15 75 75 75 225 75
13 0 50 45 50 145 | 48.33333
14 15 0.5 76 80 80 236 | 78.66667
15 ' 1| 85 85 85 255 85
16 15 60 50 50 160 | 53.33333
17 0 30 35 35 100 | 33.33333
18 5 0.5 50 50 50 150 50
19 1 80 85 80 245 | 81.66667
20 15 50 50 50 150 50
Total Ulangan 1079 1075 1065 3219 1073
3. Data hasil pengamatan berat kalus
NO Perlakuan Ulangan jumlah F\F)zi[g
2,4-D BA 1 2 3
1 o] O 0 0 0 0
2 0 05 | 0.0537 | 0.0623 | 0.0554 | 1714 | 0.057133
3 1| 0.0241 | 0.0285 | 0.0299 0.0825 0.0275
4 15| 0.0377 | 0.0331 | 0.0295 | (.1003 | 0.033433
5 0| 02111 1 0.2284 | 0.2441 | 06836 | 0.227867
6 05 05 | 0.2301 | 0.2286 | 0.2375 | .6962 | 0.232067
7 . 1| 0.3195 | 0.3098 | 0.3241 0.9534 0.3178
8 15| 0.0525 | 0.0593 | 0.0572 0.169 | 0.056333
9 o | 0.2901 | 0.3014 | 0.3044 | (.8959 | 0.298633
10 . 0.5 | 0-3636 | 0.3596 | 0.3605 | 10837 | 0.361233
11 1| 0391 |0.3805 | 0.3896 | 11611 | 0.387033
12 15| 0.099 | 0.1084 | 0.0914 | (2988 0.0996
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13 0| 02781 | 0.2737 | 0.2859 | (8377 | 0.279233
14| 05| 03205 | 033 | 03323 | 09828 | 0.3276
15 1] 0.3471 | 03376 | 0.3732 | 10579 | 0.352633
16 15| 0.0882 | 0.1196 | 0.0932 | 301 | 0.100333
17 0| 0.245 | 0.2333 | 0.2319 | 7102 | 0.236733
18 , 05 | 0.2195 | 0.2167 | 0.2205 | 06567 | 0.2189
19 1| 0.3546 | 0.3421 | 0.3384 | 10351 | 0.345033
20 15| 0103 | 0.1295 | 0.1124 | (3449 | 0.114967
Total Ulangan 4.0284 | 4.0824 | 4.1114 | 12.2222 | 4.074067

Lampiran 2. Hasil Uji Analisis Varian (ANAVA) dan Uji Lanjut DMRT 5%

1. Hari Muncul Kalus (HST)

la. Hasil Uji ANAVA

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable : HMK

Type [l Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1054.183% 19 55.483 50.439 .000
Intercept 15584.817 1 15584.817 1.417E4 .000
TwoFourDi 635.767 4 158.942 144.492 .000
BA 133.517 3 44.506 40.460 .000
TwoFourDi * BA 284.900 12 23.742 21.583 .000
Error 44.000 40 1.100
Total 16683.000 60
Corrected Total 1098.183 59

a. R Squared = .960 (Adjusted R Squared = .941)



1b. Hasil Uji DMRT 5%

- 24D
HMK
Duncan
TwoFour Subset
Di 1 2 3
15 12 13.5833
1 12 13.6667
2 12 15.4167
0.5 12 15.5000
0 12 22.4167
Sig. .847 .847 1.000}

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 1.100.

- BA
HMK
Duncan
Subset

BA N 1 2

0.5 15 14.3333

1 15 15.0000

1.5 15 17.2000}
|0 15 17.9333

Sig. .089 .063

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 1.100.
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Duncan

Kombinasi 2,4-D dan BA

HMK

82

Perl
akua
n

Subset for alpha = 0.05

5

6

7

10

11

DiB
1

D2B
1

D2B
2

D3B
I0

D3B
2

D3B
1

D4B
2

D4B
1

D2B
Io
D3B
3

D2B
3
D4B
I0
DiB
I0

Di1B
2

Di1B
3

D4B
3

DoB
2

DOB
1

DOB
3

DoB
0

Sig.

12.000

12.333

12.333

13.000

13.000

13.333

13.666

.099

13.000
0

13.000
0

13.333
3

13.666
7

14.333
3

14.666
7

.094

13.333
3

13.666
7

14.333
3

14.666
7

15.000
0

.089

13.666
7

14.333
3

14.666
7

15.000
0

15.333
3

15.333
3

.094

14.333
3

14.666
7

15.000
0

15.333
3

15.333
3

15.666
7

181

15.333
3

15.333
3

15.666
7

17.000
0

.082

15.666
7

17.000
0

17.333
3

.072

17.000
0

17.333
3

18.333
3

.149

17.333
3

18.333
3

19.000
0

.072

18.333

19.000

19.666

20.000

.082

31.000]

1.000I

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.



2. Persentase tumbuh kalus pada eksplan (%)
2a. Hasil Uji ANAVA

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:Presentase

Type Il Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 39152.317° 19 2060.648 325.366 .000
Intercept 172699.350 1 172699.350 2.727E4 .000
TwoFourDi 24654.400 4 6163.600 973.200 .000
BA 11449.650 3 3816.550 602.613 .000
TwoFourDi * BA 3048.267 12 254.022 40.109 .000
Error 253.333 40 6.333
Total 212105.000 60
Corrected Total 39405.650 59

a. R Squared = .994 (Adjusted R Squared = .991)

2b. Hasil Uji DMRT 5%

- 24D
Presentase tumbuh kalus pada eksplan

Duncan
TwoFour Subset
Di N 1 2 3 4 5
|0 12 15.8333
2 12 53.7500
lo.s 12 57.5000
15 12 66.3333
1 12 74.8333
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000|

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 6.333.
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- BA
Presentase tumbuh kalus pada eksplan
Duncan
Subset
BA N 1 2 3 4
0 15 36.3333
15 15 45.3333
0.5 15 60.7333
1 15 72.2000
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 6.333.

- Kombinasi 2,4-D dan BA

Presentase

Duncan
Subset for alpha = 0.05

Perlakuan| N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
DOBO 3| .0000
DOB3 3 15.0000
DoB2 3 21.6667
DOB1 3 26.6667
D1B3 3 33.3333
D4BO 3 33.3333
D3BO 3 48.3333
D1BO 3 50.0000{50.0000
D2B0 3 50.0000{50.0000
D4B1 3 50.0000(50.0000
D4B3 3 50.0000(50.0000
D3B3 3 53.3333
Di1B1 3 66.6667
D2B3 3 75.0000
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D3B1 3 78.6667|78.6667
D1B2 3 80.0000
D2B1 3 81.6667|81.6667
D4B2 3 81.6667|81.6667
D3B2 3 85.0000
D2B2 3 92.6667
Sig. 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 478 .156| 1.000 .082 191 .133]  1.000]
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
3. Berat Basah Kalus
3a. Hasil Uji ANAVA
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable:BeratKalus
Type Il Sum of

Source Squares Df Mean Square F Sig.

Corrected Model .962% 19 .051 639.125 .000

Intercept 2.490 1 2.490 3.144E4 .000

TwoFourDi .500 4 125 1.577E3 .000

BA 347 3 116 1.461E3 .000

TwoFourDi * BA 115 12 .010 120.906 .000

Error .003 40 7.918E-5

Total 3.454 60

Corrected Total .965 59

a. R Squared = .997 (Adjusted R Squared = .995)



3b. Hasil Uji DMRT 5%

- 24D
Berat Basah Kalus
Duncan
TwoFou Subset
rDi 1 2 3 4 5
0 12],029517
0.5 12 ,208517
2 12 ,228908
15 12 ,264950
1 12 ,286625
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000]
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 7.92E-005.
Berat Basah Kalus
Duncan
Subset
BA 1 2 3 4
1.5 15],080933
0 15 ,208493
0.5 15 ,239387
1 15 ,286000
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 7.92E-005.
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Duncan

Kombinasi 2,4-D dan BA

Berat Basah Kalus

87

Perlakuan

Subset for alpha = 0.05

1

6

7

10

11

12

DOBO
DOB2
DOB3
D1B3
DOB1
D2B3
D3B3
D4B3
D4B1
D1BO
Di1B1
D4B0
D3BO
D2B0
D1B2
D3B1
D4B2
D3B2
D2B1
D2B2
Sig.

w W w

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

,000000

1.000

,027500

,033433

419

,056333
,057133

913

,099600
,100333
,114967

.051

,218900
,227867
,232067

.094

,227867
,232067
,236733

.257

,279233

1.000

,298633

1.000

,317800
,327600

.185

,345033

,352633

.302

,352633

,361233

.244

,387033
1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 3. Gambar hasil penelitian

(DOBO) (DOB1) (DOB2)

f

(DOB3) (D1B0) (D1B1)

(D1B2) (D1B3) (D2B0)

(D2B1) (D2B2) (D2B3)

(D3B0) (D3B1) (D3B2)

(D3B3) (D4B0) (D4B1)

%

(D4B2) (D4B3)
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Lampiran 4. Perhitungan larutan stok
Lampiran stok dibuat 100 mg dalam 1000ml aquades dengan perhitungan :

a. Larutan stok 2,4-D 100 mg dalam 1000 ml

100 100 10
Larutan stok 2.4-D 100 mg = 12"9 = 1000":51 = 100":51

a. Larutan stok 2,4-D 100 mg dalam 1000 ml

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

Larutan stok 2.4-D 100 mg =

Lampiran 5. Perhitungan pengambilan stok

1. Perlakuan Pemberian 2.4-D
a. Konsentrasi 0.5 mg/L
M1xV1=M2xV2
100 mg x V1 =0.5mg x 100 ml

_ 0.5mgx100ml
100 mg

V1=05ml
b. Konsentrasi 1 mg/L
M1xV1=M2xV2
100 mg x V1 =1 mg x 100 ml

V1

1mg x 100 ml
vy =RgxPm

100 mg
Vi=1ml
c. Konsentrasi 1.5 mg/L
M1xV1=M2xV2
100 mg x V1 =1.5 mg x 100 ml

1.5mg x 100 ml
V] =>moxom

100 mg
V1i=15ml
d. Konsentrasi 2 mg/L
M1xV1=M2xV2
100 mg x V1 =2 mg x 100 ml

2mgx 100 ml
vy =2moxom

100 mg

V1=2ml



2. Perlakuan Pemberian BA
a. Konsentrasi 0.5 mg/L
M1xV1=M2xV2
100 mg x V1 = 0.5 mg x 100 ml

0.5mg x 100 ml
V] = 22mgx o m

100 mg
V1=0,5ml
b. Konsentrasi 1 mg/L
M1xV1=M2xV2
100 mg x V1 =1 mg x 100 ml

V1= 1mgx 100 ml
100 mg
V1=1ml

c. Konsentrasi 1.5 mg/L
M1xV1=M2xV2

100 mg x V1 =1.5mg x 100 ml

1.5mg x 100 ml
V] = 2mgx o m
100 mg

V1i=15ml



Lampiran 6. Alat-alat penelitian

Oven Autoklaf

pH meter Timb. Analitik  Bunsen & Gelas ukur Beaker Glass

Mikropipet dan Blue Tip Alat-Alat diseksi dan cawan petri

Karet, label, plastik dan tisu Laminar air flow
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Lampiran 7. Bahan penelitian

2,4-D HCI dan NaOH

Bakterisida Fungisida

Tanaman Bidara Upas

Gula

Bayclin

BA

Alkohol
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Lampiran 8. Foto kegiatan penelitian

Penimbangan Media Pengukuran pH

Proses Inisiasi

V'S

Ruang Kultur Pengamatan Anatomi
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