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“Allah tidak membebani seseorang melainkan sesuai dengan kesanggupannya”

(QS. Al-Bagarah: 286)

“Usaha tanpa do’a adalah sombong. Do’a tanpa usaha adalah sia-Sia. Maka

padukan keduanya lalu akhirilah dengan Tawakkal (Berserah diri kepada Allah)”
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Induksi Kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.)
Menggunakan Zat Pengatur Tumbuh NAA (Naphtalene Acetic Acid) dan
BAP (Benzyl Amino Purine) Melalui Teknik In Vitro

Riska Agidatud Dzaroini, Suyono, M. Mukhlis Fahruddin
ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini yaitu mengetahui pengaruh pemberian konsentrasi NAA dan
BAP terhadap induksi kalus daun mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.).
Rancangan penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang bersifat
eksperimental dengan 25 perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan dalam penelitian ini
terdapat dua faktor yakni konsentrasi NAA (0 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l, 1,5 mg/l, dan 2
mg/l) dan konsentrasi BAP (0 mg/l, 1 mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l, dan 4 mg/l). Data hasil
penelitian berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data kualitatif terdiri dari warna,
tekstur, dan anatomi kalus. Data kuantitatif terdiri dari hari muncul kalus, persentase
eksplan tumbuh, luas kalus, persentase eksplan hidup, dan berat kalus. Analisis data yang
digunakan yaitu analisis varian (ANAVA). Jika terdapat pengaruh, maka dilanjutkan
dengan DMRT 5% dan regresi korelasi. Hasil dari penelitian menunjukkan konsentrasi 1
mg/l NAA efektif terhadap hari muncul kalus 27,80 HST, persentase eksplan tumbuh
72,00%, luas kalus 5,99 mm?, dan berat kalus 0,51 gram. Konsentrasi 3 mg/l BAP efektif
terhadap hari muncul kalus 26,47 HST, persentase eksplan tumbuh 82,67%, luas kalus
7,24 mm?, persentase eksplan hidup 97,33%, dan berat kalus 0,61 gram. Konsentrasi 0,5
mg/l NAA + 2 mg/l BAP efektif terhadap hari muncul kalus 24,00 HST. Konsentrasi 1
mg/l NAA + 3 mg/lI BAP efektif terhadap luas kalus 7,78 mm?. Warna dan tekstur kalus
yang dihasilkan yaitu berwarna coklat, kuning kecoklatan dengan tekstur kompak.

Kata kunci: BAP, kalus daun mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr., kultur in vitro,
NAA
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Callus Induction of Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) Leaves
Using Naphtalene Acetic Acid (NAA) and Benzyl Amino Purine (BAP)Plant
Growth Regulator Through In Vitro Techniques

Riska Agidatud Dzaroini, Suyono, M. Mukhlis Fahruddin

ABSTRACT

The aims of this study is to determine the effect of giving concentrations of NAA and
BAP on callus induction of mangkokan(Nothopanax scutellarium Merr.) leaves. The
study is experimental research and it uses a Completely Randomized Design (CRD) with
25 treatments and 3 repetitions. The treatment in this study consist of two factors, such as:
NAA concentration (0 mg/l, 0.5 mg/l, 1 mg/l, 1.5 mg/l, and 2 mg/l) and BAP
concentration (0 mg/l, 1 mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l, and 4 mg/l). The data of this study consist
of qualitative and quantitative data. Qualitative data are color, texture, and anatomy of the
callus. Quantitative data are day of emerging callus, percentage of growing explant, callus
area, percentage of life explants, and weight of callus. Analysis of the data usingAnalysis
of Variance (ANOVA). If there is a significant influence, then proceed with DMRT 5%
and correlation regression test. The results of the study showed that the concentration of 1
mg / | NAA is effective on the day of emerging callus 27.80 Day After Planting (DAP),
percentage of explants grow 72.00%, callus area is 5.99 mm?, and weight of callus is 0.51
gram. The concentration of 3 mg / | BAP is effective on the day of emerging callus 26.47
Day After Planting (DAP), percentage of explants grow 82.67%, callus area is 7.24 mm?,
percentage of explants lived 97.33%, and weight of callus 0.61 gram. The concentration
of 0.5 mg /1 NAA + 2 mg / | BAP is effective on the day of callus 24.00 Day After
Planting (DAP). The concentration of 1 mg /1 NAA + 3 mg /| BAP is effective for callus
area is 7.78 mm> The color and texture of the resulting callus are brown, brownish
yellow with a compact texture.

Keywords: BAP, callus of mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) leaves, in vitro
culture , NAA
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1.1. Latar Belakang

Indonesia menjadi salah satu negara tropis yang memiliki sumber kekayaan
spesies tumbuhan yang sangat melimpah dan bermanfaat, misalnya tumbuhan
obat. Tumbuhan obat merupakan tumbuhan yang salah satu atau seluruh bagian
pada tumbuhan tersebut mengandung zat aktif yang berkhasiat bagi kesehatan dan
dapat dimanfaatkan sebagai penyembuh penyakit (Wijayakusuma, 2008).
Menurut Jumiarni (2017), terdapat 7000 tanaman herbal dari 30.000 jenis tanaman
yang ada di Indonesia yang memiliki khasiat untuk pengobatan. Namun, hanya
1.200 yang sudah digunakan sebagai obat atau jamu (PT. Sido Muncul, 2015).

Terkait dengan tumbuhan obat, sejak jaman nenek moyang tumbuhan sudah
dijadikan sebagai sumber pengobatan, bahkan pada masa sekarang 60% penduduk
dunia sudah bergantung diri pada tumbuhan untuk merawat kesehatan. WHO
(World Health organization) melaporkan sekitar 80% penduduk di negara
berkembang menggantungkan diri pada tanaman herbal untuk menjaga kesehatan
dan sekitar 85% digunakan sebagai ekstrak tumbuhan yang berasal dari tanaman
herbal (Nainwal, 2011).

Allah SWT berfirman dalam Al-Qur-an Surah Asy-Syu’araa’ [26] ayat 7 yang
berbunyi:

-
|
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah
banyaknya Kami tumbuhkan di bumi berbagai macam (tumbuh-tumbuhan)
yang baik?” (QS, Asy Syu’araa [26]: 7).

Kata oS gz JSo» & ewl o5 (betapa banyaknya Kami tumbuhkan dibumi itu

berbagai macam tumbuhan yang baik) yang berguna dan dapat dimakan oleh
manusia ataupun binatang ternak. Asya’bi berkata: Manusia berasal dari tumbuh-

tumbuhan bumi. Barangsiapa yang masuk surga, dialah orang mulia. Barang siapa



yang masuk neraka, dialah yang tercela. Menurut Shihab (2007) dalam tafsir Al-
Misbah menjelaskan bahwa ayat ini telah mengingatkan manusia untuk berpikir
karena demikian itu sangat bermanfaat bagi manusia. Al-Quthubi (2009) dalam
tafsirnya menyatakan bahwa yang termasuk dalam tumbuhan yang baik yaitu
memiliki bentuk, warna dan manfaat. Manfaat tanaman baik tersebut diantaranya
sebagai sumber pokok kehidupan manusia, penopang kehidupan, dan sebagai
tanaman obat yang berguna untuk mengobati beraneka macam penyakit. Salah

satu spesies tanaman obat yang bermanfaat adalah tanaman Mangkokan.

Tumbuhan Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) merupakan
tumbuhan yang berasal dari famili Araliaceae dan genus Nothopanax. Tumbuhan
ini mempunyai nama sinonim yaitu N.cochlecitum, Panax cochleatum, dan
Polyscias scutellaria. Tumbuhan ini selain hidup sebagai tumbuhan liar, banyak
pula yang digunakan sebagai tanaman hias dan tanaman pagar. Tumbuhan ini
hidup di ketinggian 1-1200 meter diatas permukaan laut (Marina, 2012). Revina
(2011) menyatakan bahwa daun Mangkokan berkhasiat untuk melancarkan
pengeluaran ASI, antiinflamasi (anti-radang), dan antioksidan. Hariana (2008)
menambahkan bahwa banyak masyarakat menggunakan daun Mangkokan untuk

penyembuhan luka, bau keringat, rambut rontok, dan sebagai diuretik.

Kandungan kimia yang terdapat pada tanaman Mangkokan yaitu lemak,
fosfor, protein, amygdalin, perokdase, besi, serta vitamin A, B1, dan C (Marina,
2012). Eden (2010) melaporkan bahwa daun Mangkokan memiliki metabolit
sekunder berupa tanin, saponin, dan flavonoid. Menurut Nuri (2009), secara kimia
daun Mangkokan memiliki kandungan senyawa aktif berupa flavonoid yang
tinggi. Jenis kandungan flavonoid yang terdapat di dalam daun Mangkokan yaitu
flavonol seperti kaemferol, quersetin, mirisetin, dan flavon seperti apigenin dan
luteolin (Dalimartha, 1999). Herawati (2004) melaporkan bahwa tanaman
mangkokan diduga memiliki kandungan kimia antrakuinon dan kumarin yang
tidak ada pada tanaman suku Araliaceae. Antrakuinon menurut Rukmana (2002)
merupakan senyawa turunan kuinon yang berfungsi sebagai antibakteri dan
antikanker. Sedangkan Kumarin menurut Isnawati (2008) merupakan senyawa



golongan fenil propanoid yang memiliki aktivitas biologis diantaranya dapat
menstimulasi  pembentukan pigmen kulit, mempengaruhi kerja enzim,
antikoagulan, darah, antimikroba, dan menunjukkan aktifitas menghambat efek

karsinogen.

Kesadaran masyarakat di dunia akan pentingnya tanaman obat bagi kesehatan
semakin meningkat. Permintaan tanaman obat berasal dari pasar dalam negeri dan
pasar ekspor (Pribadi, 2009). Permintaan tanaman obat untuk dalam negeri terdiri
dari perusahaan industri obat dan industri farmasi mencapai 63%, sedangkan
konsumen rumah tangga mencapai 23%, sementara untuk tujuan ekspor sekitar
14% (Gunawan, 2014). Peningkatan permintaan tanaman obat akan menyebabkan
kelestarian tanaman obat di alam menjadi terancam bila tidak diimbangi dengan
langkah konservasi atau membatasi eksplorasi tanaman dari alam. Kendala dalam
memenuhi kebutuhan akan tanaman obat adalah kemampuan alam semakin
rendah dalam memuliakan populasi tanaman obat disisi lain lahan yang khusus
untuk budidaya tanaman obat juga semakin sempit. Tanaman obat yang diambil
langsung dari habitatnya seperti tanaman yang tumbuh liar di pinggir sungai
ataupun di pinggir jalan berpotensi memiliki kandungan logam berat yang
berbahaya bagi yang mengkonsumsinya. Salah satu solusi yang dapat menangani
permasalahan tersebut yaitu dibutuhkan teknologi yang dapat memenuhi
kebutuhan tanaman obat secara optimum dan berkualitas, tanpa mengganggu
populasi tumbuhan di alam (Sriyanti, 1994).

Teknik kultur jaringan atau in vitro menurut Santoso (2003) merupakan salah
satu teknik menanam bagian organ suatu tanaman kemudian ditanam dalam media
buatan dalam keadaan yang aseptis dan lingkungan yang terkendali. Vickery
(1981) menyatakan teknik kultur jaringan dewasa ini fungsinya telah berkembang,
selain untuk memproduksi tanaman juga difungsikan untuk menghasilkan
senyawa metabolit sekunder tumbuhan yang berkhasiat sebagai obat. Harahap
(2012) menyatakan teknik kultur jaringan digunakan sebagai alternatif dalam
memproduksi  kandungan senyawa metabolit sekunder dalam tanaman.
Keuntungan dari kultur jaringan yaitu memproduksi metabolit sekunder dapat



dikembangkan dengan jumlah yang besar dan waktu yang relatif cepat, tidak
membutuhkan lahan yang luas, dan dapat menghasilkan senyawa metabolit secara
kontinyu, selain itu tidak dipengaruhi oleh iklim dan waktu. Ningsih (2014)
menambahkan bahwa kelebihan dari teknik kultur jaringan dalam memproduksi
senyawa obat yakni mengendalikan suplai produk dengan tetap menjaga
ketersediaan sumber tanaman, produktivitasnya meningkat dan biaya produksi
menurun, perbaikan strain menggunakan cara analog sebagaimana yang
digunakan pada sistem mikroba, sel yang dikultur berada dalam kondisi bebas
mikroba dan serangga, kemungkinan mensintesis senyawa baru dan menghasilkan
senyawa yang anlog dengan senyawa alami, tidak membutuhkan pestisida dan
herbisida berbahaya. Harahap (2005) juga menambahkan biasanya kualitas yang
dihasilkan dari senyawa metabolit sekunder lebih baik dan sistem produksinya
dapat diatur. Kualitas kalus metabolit yang baik dapat dilihat dari ciri warna kalus

yang gelap dan tekstur kalus yang kompak (non-friable).

Kalus merupakan sekumpulan sel-sel amorphous (tidak berbentuk dan belum
terdiferensiasi) yang berasal dari pertumbuhan sel-sel parenkim yang membelah
secara terus menerus di dalam media buatan dan lingkungan yang steril (Surini,
2009). Teknik kultur kalus ini dapat digunakan untuk memproduksi dan
meningkatkan kandungan senyawa metabolit sekunder daripada produksi tanaman
secara utuh, sebab dengan kultur kalus penyediaan nutrisi makro maupun mikro
yang teratur sehingga dijamin atau dimungkinkan dapat mengatur proses
metabolisme dan mendapatkan hasil yang optimum (Kurz, 1991). Menurut Sitorus
(2011), kandungan metabolit sekunder tanaman yang diambil langsung dari alam
lebih rendah dibandingkan dengan metabolit sekunder hasil kultur kalus. Hal ini
disebabkan karena dalam teknik in vitro bisa memodifikasi media tanam yang
cocok dengan jenis eksplan yang ditanam dalam botol dan lebih steril jika
dibandingkan dengan hasil tanaman yang ditanam secara in vivo (konvensional).
Pandiangan (2009) menambahkan bahwa produksi metabolit sekunder secara
konvensional dilakukan dengan mengekstraksi langsung dari organ tanaman.
Penggunaan tanaman dalam produksi senyawa yang diinginkan secara terus

menerus dapat mempengaruhi ketersediaan spesies tanaman tersebut apabila tidak



diikuti dengan langkah konservasi. Selain itu menurut Chattopadhyay (2002)
diperlukan budidaya tanaman dalam skala besar, disamping itu proses ekstraksi,
isolasi, dan pemurniannya membutuhkan biaya yang cukup mahal. Pada senyawa-
senyawa tertentu yang diperoleh dari sintesis, harganya menjadi mahal karena
struktur aktifnya sangat kompleks. Oleh karena itu, diperlukan pengembangan

metode alternatif dalam ekstraksi tanaman untuk produksi senyawa bioaktif.

Latunra (2004) melaporkan bahwa kultur kalus tanaman kopi (Coffea arabica
L.) yang ditambahkan L-metionin dapat meningkatkan kadar kafein seiring
dengan pertumbuhan kalus. Aslam (2008) juga melaporkan bahwa terjadi
peningkatan kandungan senyawa vincristine dari hasil embriogenesis tanaman
tapak dara (Catharanthus roseus L.) dibandingkan dengan daun konvensional.
Siregar (2006) melaporkan penelitian pada kalus pasak bumi (Eurycoma
longifolia Jack.) menghasilkan kandungan metabolit sebanyak 9 kali dari
tanaman yang diambil dari alam. Park (1992) menambahkan bahwa kultur in vitro
kalus ginseng (Panax ginseng) menghasilkan senyawa saponin sebesar 500
mg/l/hari. Penelitian Darwati (2007), menghasilkan kandungan stigmasterol

sebesar £0,0510 ppm dari analisis uji kalus purwoceng (Pimpinella alpina Molk.).

Tekstur kalus yang baik dalam kultur metabolit sekunder diantaranya
memiliki tekstur yang kompak. Hal ini dapat dilihat dari segi morfologi dan
anatomi kalus. Morfologi kalus kompak memiliki warna putih kehijauan atau
kuning kecoklatan, strukturnya padat atau kompak, dan berat kalus yang besar.
Sedangkan secara antomi kalus metabolit memiliki vakuola yang besar, ukuran
selnya kecil dengan sitoplasma yang padat, mengandung pati yang tinggi
(karbohidrat). Tekstur kompak pada kalus dikatakan baik karena mampu

mengumpulkan senyawa metabolit sekunder lebih banyak (Indah, 2013).

Keberhasilan dari kultur kalus tidak terlepas dari beberapa faktor, yaitu
sumber dan jenis eksplan, jenis dan komposisi nutrisi dalam media, keadaan
aseptis, dan jenis zat pengatur tumbuh (ZPT) (Santoso, 2003). Media kultur
berfungsi sebagai penyuplai nutrisi terhadap tanaman yang dikulturkan dan
sebagai pengarah pertumbuhan kultur melalui zat pengatur tumbuh



(Elimasni,2006). Salah satu media dasar yang sering digunakan dalam kultur
jaringan yakni media Murashige dan Skoog (MS). Menurut Suryowinoto (1996),
media kultur yang memiliki unsur hara dan persenyawaan yang lebih kompleks
dari media kultur yang lain yaitu media MS. Staba (1988) menyatakan bahwa
mineral-mineral ini umumnya dapat membantu proses pertumbuhan sel-sel
tumbuhan dalam kultur jaringan. Hayati (2010) melaporkan bahwa pembentukan
kalus diakibatkan karena perlukaan eksplan dan kombinasi antara hormon
endogen dan hormon eksogen, sehingga dibutuhkan kombinasi hormon yang
sesuai supaya dapat membentuk kalus metabolit secara optimal. Hendaryono
(1994) menambahkan selain itu zat pengatur tumbuh pada media dapat
mempengaruhi proses akumulasi senyawa metabolit sekunder tertentu dari kultur

kalus ataupun kultur sel.

Zat pengatur tumbuh (ZPT) sangat berpengaruh terhadap pembentukan kalus.
Pemilihan ZPT dengan dosis yang tepat dapat menjadi penentu pertumbuhan dan
pembentukan kalus. Faktor yang harus diketahui dalam penggunaan ZPT yaitu
jenis ZPT yang akan digunakan, urutan penggunaan, dan konsentrasi (Gunawan,
1995). Jenis zat pengatur tumbuh yang biasa digunakan sebagai induksi kalus
adalah auksin dan sitokinin. Davies (1990) menyatakan bahwa antara auksin dan
sitokinin dengan konsentrasi tertentu dapat menghasilkan eksplan yang tumbuh
kalus. Auksin berfungsi sebagai proses terjadinya induksi kalus pada eksplan,
pembentangan sel, dan respirasi. Menurut Wetherel (1982) sintesis auksin terjadi
pada pucuk-pucuk tanaman, apabila auksin ditambahkan dengan jumlah
konsentasi yang besar atau lebih stabil akan cenderung terjadinya pembentukan

kalus pada eksplan dan dapat menghambat proses regenerasi pada pucuk tanaman.

NAA menurut Harahap (2011) merupakan golongan auksin sintetik yang
paling banyak digunakan untuk kultur kalus karena bersifat stabil tidak mudah
rusak pada temperatur tinggi saat sterilisasi, aktif dalam waktu yang lama dan
konsentrasi rendah, dan tidak mudah terurai oleh senyawa yang dikeluarkan oleh
sel tumbuhan serta tidak mudah rusak karena oksidasi enzimatik seperti halnya
IAA sehingga dapat bertahan lebih lama. NAA juga dapat membentuk kalus



dengan tekstur kompak. Auksin berperan dalam perkembangan sel yang
ditunjukkan dengan sintesa protein yang meningkat. Meningkatnya sintesa protein

berfungsi sebagai sumber tenaga dalam pertumbuhan.

Peranan sitokinin dalam kultur jaringan menurut Karjadi (2007) yaitu dapat
merangsang proses pembelahan sel dan pembesaran sel. Jenis sitokinin yang
sering ditambahkan dalam media kultur jaringan yakni zeatin, kinetin, dan BAP.
BAP (Benzyl Amino Purin) merupakan jenis sitokinin yang paling aktif karena
memiliki turunan adenin yang berperan dalam proses pembelahan sel. Menurut
Wattimena (1992) BAP bersifat stabil karena memiliki respon yang baik dalam
induksi pembelahan sel. Noorrohman (2017) menyatakan BAP dan Kinetin
mempunyai peran dalam pembelahan sel dan proliferasi kalus pada kultur In
Vitro. Fitrianti (2006) menyatakan bahwa konsentrasi BAP dan auksin yang
seimbang dapat menyebabkan pertumbuhan kalus. Menurut Bhaskaran (1990)
kegunaan zat pengatur tumbuh eksogen antara auksin dan sitokinin dipengaruhi

oleh konsentrasi hormon endogen dari suatu jaringan tanaman.

Penelitian tentang kalus metabolit sekunder pernah dilakukan sebelumnya.
Hasil penelitian Dharmapal (2017) melaporkan bahwa kombinasi 0,2 mg/l NAA
+ 3 mg/l BAP dari eksplan daun tanaman brotowali (Tinospora formanii)
dihasilkan kalus yang berwarna kuning kecoklatan, bertekstur kompak, dan kalus
muncul pada hari ke 19 hsi. Puteri (2014) melaporkan bahwa konsentrasi NAA 1
mg/l + 3 mg/l BAP mampu menginduksi kalus daun sirsak (Annona muricata)
dengan rata-rata kecepatan induksi kalus yaitu 10 HST dan memiliki berat kalus
sebesar 0,410 gram. Junairiah (2018) melaporkan bahwa 0,5 mg/l NAA + 1 mg/I
BAP dapat membentuk kalus cabai jawa (Piper retrofractum) dari eksplan daun
dengan tekstur kompak, berwarna kecoklatan, dan hari muncul kalus 15 hsi.
Penelitian Rahman (2012) melaporkan bahwa kombinasi 0,5 mg/l NAA + 2 mg/l
BAP pada eksplan daun Jarak Kepyar (Ricinus communis) dihasilkan kalus
dengan tekstur kompak dan berwarna hijau. Hasil penelitian Sudrajad (2015) pada
kalus daun pegagan (Centella asiatica) bahwa konsentrasi NAA 1 mg/l + BAP 4

mg/l dapat menginduksi kalus paling cepat yaitu 29 HST dengan kalus berwarna



hijau dan jumlahnya banyak. Subandi (2016) juga melaporkan bahwa kombinasi
antara 0,5 mg/l NAA + 4 mg/l BAP dapat menginduksi kalus tanaman Jarak Pagar
(Jatropha curcas) dengan tekstur kompak, berwarna hijau kekuningan, dan hari
muncul kalus yaitu 9 hsi.

Tumbuhan Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) sebagai tanaman
yang berpotensi sebagai tumbuhan obat yang penting dengan tingkat populasi di
alam yang semakin menurun. Teknik kultur jaringan diperlukan sebagai langkah
konservasi dan peningkatan kandungan senyawa metabolit sekunder secara in
vitro. Dalam penelitian ini teknik kultur jaringan dilakukan untuk menginduksi
kalus  metabolit sekunder  Nothopanax scutellarium  Merr.  dengan

mengkombinasikan perlakuan ZPT NAA dan BAP secara in vitro.

1.1. Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini berdasarkan latar belakang diatas adalah:

1. Bagaimana pengaruh pemberian berbagai konsentrasi NAA terhadap
induksi kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) secara in
vitro?

2. Bagaimana pengaruh pemberian berbagai konsentrasi BAP terhadap
induksi kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) secara in
vitro?

3. Bagaimana pengaruh antara kombinasi NAA dan BAP terhadap induksi

kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) secara in vitro?

1.2, Tujuan

Tujuan dari penelitian ini yaitu:
1. Mengetahui pengaruh pemberian berbagai konsentrasi NAA terhadap
induksi kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) dalam

media MS secara in vitro.



2.

1.3.

Mengetahui pengaruh pemberian berbagai konsentrasi BAP terhadap
induksi kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) dalam
media MS secara in vitro.

Mengetahui pengaruh antara kombinasi NAA dan BAP terhadap induksi
kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) dalam media

MS secara in vitro.

Manfaat

Manfaat yang dapat diambil daripenelitian ini yaitu:

1.

1.4.

Untuk dapat dijadikan sebagai dasar penelitian selanjutnya mengenai
pertumbuhan kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.).
Untuk mendapatkan kalus metabolit sebagai sumber produksi senyawa
metabolit sekunder.

Untuk dijadikan alternatif dalam memproduksi senyawa metabolit
sekunder yang seragam, efisien, dan cepat.

Untuk memberikan informasi tentang formula ZPT paling optimum dalam
pembentukan kalus dan senyawa metabolit Daun Mangkokan

(Nothopanax scutellarium Merr.) dalam teknik kultur jaringan.

Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini antara lain:

1.

2.

3.

Ada pengaruh pemberian berbagai konsentrasi NAA terhadap induksi
kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) dalam media
MS secara in vitro.

Ada pengaruh pemberian berbagai konsentrasi BAP terhadap induksi kalus
Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) dalam media MS
secara in vitro.

Ada pengaruh antara kombinasi NAA dan BAP terhadap induksi kalus
Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) dalam media MS

secara in vitro.



1.5.

Batasan Masalah

Batasan masalah dari penelitian ini antara lain:

1.

10.

Tanaman Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) yang
digunakan berasal dari UPT Materia Medika Batu, Jawa Timur.

Bagian eksplan yang digunakan yaitu daun muda nomor 2 dari pucuk
berwarna hijau muda.

Ukuran eksplan yang ditanam yaitu 0,5 cm x 0,5 cm.

Media dasar yang digunakan dalam penelitian  yaitu media MS
(Murashige dan Skoog).

Jenis zat pengatur tumbuh yang digunakan yaitu NAA dan BAP.
Konsentrasi zat pengatur tumbuh NAA adalah 0 mg/l; 0,5 mg/l; 1 mgl/l;
1,5 mg/l, dan 2 mg/Il.

Konsentrasi zat pengatur tumbuh BAP adalah 0 mg/l; 1mg/l; 2 mg/l; 3
mg/l; dan 4 mg/I.

Parameter kuantitas kalus Nothopanax scutellarium Merr. yang diamati
meliputi hari muncul kalus, persentase eksplan tumbuh, luas kalus,
persentase eksplan hidup, dan berat kalus.

Parameter kualitas kalus Nothopanax scutellarium Merr. yang diamati
meliputi warna kalus dan tekstur kalus.

Parameter anatomi kalus Nothopanax scutellarium Merr. diamati secara

mikroskopis berdasarkan bentuk dan susunan sel.
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2.1. Tumbuhan (Mangkokan) dalam Perspektif Islam

Allah SWT telah menurunkan air dari langit untuk menumbuhkan berbagai
macam tumbuhan yang dihamparkan dimuka bumi. Tumbuhan ini digunakan
semua makhluk hidup sebagai sumber kehidupan. Hal ini menunjukkan bahwa
Allah SWT telah memberikan nikmat yang sangat besar bagi mahkluk-Nya. Al-
Qur’an telah menyebutkan bahwa beberapa tumbuhan memiliki banyak manfaat

dan kegunaan. Allah SWT berfirman dalam Al-Qur’an Surat:

0> -
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi berbagai macam (tumbuh-tumbuhan) yang
baik?” (QS, Asy Syu’araa [26]: 7).

Shihab (2002) dalam tafsirnya menyatakan bahwa kata (J!'s» )y pada awal

surat memiliki makna “apakah mereka tidak memperhatikan ke bumi”. Makna
tersebut mengandung arti batas akhir, yakni manusia diperintahkan untuk
memperluas wawasan tentang isi bumi termasuk air, tanah, serta tanaman yang

memiliki berbagai keajaiban . Kata (zs; ) memiliki makna pasangan, maksudnya

tumbuhan mempunyai pasangan karena di tumbuhan memiliki alat kelamin betina
yakni putik dan alat kelamin jantan yaitu benang sari. Apabila terjadi penyerbukan
dimana benangsari jatuh diatas kepala putik maka akan terjadi pembuahan yang
mana akan berkembang menjadi bakal buah kemudian buah dan biji. Makna dari

kata ( «5") yaitu baik, menunjukkan bahwa segala objek yang disifatinya itu baik
termasuk tumbuhan.

Ayat di atas menurut Al-Quthubi (2009) vyaitu Allah SWT telah
memperlihatkan kekuasaan dan keagungan-Nya untuk memperingatkan kepada
manusia dibumi untuk memperhatikan dengan mata dan hati sehingga niscaya

dapat mengetahui bahwa Allah SWT Maha Kuasa atas segala ciptaan-Nya dan



berhak untuk disembah. Pertumbuhan dan perkembangan tanaman dalam kultur in
vitro terjadi karena kehendak dan kuasa Allah SWT yang telah memberi
kehidupan pada tanaman tersebut. Teknik kultur in vitro memiliki keuntungan
yaitu dalam produksi metabolit sekunder lebih tinggi dibandingkan dengan
tanaman utuh karena kecepatan pertumbuhan dan biosintesis sel dalam kultur
yang diinisiasi dari eksplan yang sangat tinggi dalam periode yang sangat singkat,
dan lebih ekonomis. Kita sebagai manusia hanya bisa membantu mengupayakan
dengan memberi nutrisi hara makro dan mikro, vitamin, serta zat pengatur
tumbuh. Uapaya dalam mendapatkan metabolit sekunder merupakan salah satu

bagian dalam memikirkan ciptaan Allah SWT.

Makna kalimat dari “tumbuh-tumbuhan yang baik” menurut Al-Quthubi
(2009) yang termasuk dalam tumbuhan yang baik yaitu memiliki bentuk, warna
dan manfaat. Manfaat tanaman baik tersebut diantaranya sebagai sumber pokok
kehidupan manusia, penopang kehidupan, dan sebagai tanaman obat yang berguna
untuk mengobati beraneka macam penyakit. Salah satu spesies tanaman obat yang
bermanfaat adalah tanaman Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.).
Tanaman ini berasal dari jawa dan termasuk famili Araliaceae dan genus
Nothopanax. Menurut Revina (2011) menyatakan bahwa daun Mangkokan
berkhasiat untuk melancarkan pengeluaran ASI, antiinflamasi (anti-radang), dan
antioksidan. Hariana (2008) menambahkan bahwa banyak masyarakat
menggunakan daun Mangkokan untuk penyembuhan luka, bau keringat, rambut

rontok, dan sebagai diuretik.

Segala macam tumbuhan memiliki Kkarakteristik dan keunikannya sendiri.
Bukan dari sisi morfologinya saja, melainkan dari sisi anatomi tumbuhan satu
dengan yang lainnya. Karakteristik ini dapat berupa susunan tubuh maupun
bentuk tanaman tersebut. Hal tersebut dapat mempengaruhi fungsi dan kandungan
dari masing-masing bagian dalam tumbuhan tersebut. Di Indonesia, tanaman
Mangkokan biasa digunakan sebagai tanaman hias, tanaman pagar, dan obat

tradisional. Daun dan akarnya dapat digunakan sebagai antioksidan dan
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antimikroba (Ramayulis, 2015), dan memberi efek analgesik pada berat badan
mencit (Triguspita, 2000).

Imam Bukhari meriwayatkan dalam shahihnya, dari sahabat Abu Hurairah
bahwasanya Nabi SAW, bersabda:

sus d g5y e Al g5t e

Artinya: “Tidaklah Allah turunkan penyakit kecuali Allah turunkan pula
‘obatnya” (H.R. Bukhari).

Hadits diatas menunjukkan pengertian kepada kita bahwa penyakit yang
menimpa manusia maka Allah turunkan obatnya. Hal ini menunjukkan betapa
Maha Besar dan Maha Pengasih Allah SWT, terhadap seluruh makhluk-Nya,
hendaknya manusia senantiasa bersyukur atas karunia dan kesehatan yang telah
diberikan-Nya. Rasa syukur tersebut dapat diimplementasikan dengan mengkaji
dan memikirkan berbagai ciptaan-Nya yang dapat dimanfaatkan oleh manusia,

antara lain tanaman yang bermanfaat bagi obat.

Allah SWT berfirman dalam Al-Qur’an Surat Al-Bagarah ayat 30:

-
53
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Artinya:  “Ingatlah  ketika Tuhanmu berfirman kepada para Malaikat:
“Sesungguhnya Aku hendak menjadikan seorang Khalifah di muka
bumi.” Mereka berkata: “Mengapa Engkau hendak menjadikan
(Khalifah) di bumi itu orang yang akan membuat kerusakan padanya
dan menumpahkan darah, padahal kami senantiasa bertasbih dengan
memuji Engkau dan mensucikan FEngkau?” Tuhan berfirman:
“Sesungguhnya Aku mengetahui apa yang tidak kamu ketahui.”.” (QS.
Al-Bagarah : 30).
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Menurut Ibnu Katsir dalam tafsirnya menyatakan bahwa sesungguhnya
mereka (para malaikat) memahami bahwa di antara jenis makhluk ini ada orang-
orang yang melakukan hal tersebut (berbuat kerusakan), seakan-akan mereka
mengetahui hal tersebut melalui ilmu yang khusus, atau melalui apa yang mereka
pahami dari watak manusia. Manusia diciptakan oleh Allah SWT sebagai khalifah
di muka bumi. Khalifah ialah bahwa manusia itu diciptakan untuk menjadi
penguasa yang mengatur apa-apa yang ada di bumi, seperti tumbuhan, hewan,
hutan, air, sungai, gunung, laut, dan lain sebagainya yang seharusnya manusi
mampu memanfaatkan dan menjaga segala apa yang ada di bumi ini untuk
kemaslahatannya. Oleh karena itu, tugas manusia yang tinggal di bumi harus

menjaga alam serta memahami bahwa tanaman obat itu sangat bermanfaat.

2.2. Klasifikasi dan Deskripsi Tanaman Mangkokan (Nothopanax

scutellarium Merr.)

Klasifikasi dari tanaman Mangkokan menurut Cronquist (1981) vyaitu:

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheophyta

Division : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Subclass : Rosiadae

Ordo . Apiales

Family . Araliaceae

Genus : Nothopanax

Spesies . Nothopanax scutellarium  Merr.  (Synonim

N.cochlecitum, Panax cochleatum, dan Polyscias scutellaria).

Tanaman Mangkokan diperkirakan berasal dari Kepulauan Jawa. Tanaman ini
memiliki nama lokal disetiap daerahnya, seperti godong Mangkokan (jawa);
mamanukan, maMangkokan, pohon mangkok (Sunda); puring (Madura); daun
koin, daun papeda (Ambon); daun koin (Madura); mangko-mangko (Makassar);

tuwa mangku (Sulawesi Utara); mangko-mangko (Ujung Pandang); bobokang
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(Banten); rau paron (Ternate); daun mangkok (Manado); saucer leaf, shell leaf
(Inggris) (Hariana, 2008). Tanaman Mangkokan berada satu family dengan
ginseng (Panax ginseng), daun gurita (Boerlagiodendron moluccanum), Aralia
ferox, kedondong laut (Polyscias fruticosa), dan lain sebagainya (Dasuki, 1991).

Tanaman Mangkokan merupakan tanaman semak atau perdu tahunan,
tumbuh tegak yang memiliki tinggi 1-3 meter. Daun tanaman ini terdiri dari helai
daun, tangkai daun, dan upih daun. Daunnya termasuk daun tunggal, lengkap,
folia sparsa (daun tersebar). Helai daun agak tebal, bertangkai, berbentuk bulat
(orbiklaris) dengan diameter 6-12 cm, tepi berlekuk keatas menyerupai mangkok,
pangkal daun berbentuk jantung (emarginatus), ujung daun tumpul (obtusus), tepi
daun bergerigi (servatis), permukaan daun agak kasar tidak berbulu, pertulangan
menyirip dengan ibu tulang daun menonjol jelas pada bagian bawah, dan
warnanya hijau tua mengkilat. Tangkai daun panjang sekitar 2-8 cm, terdapat
buku (nodus), bagian atas berwarna hijau ada bintik-bintik coklat kemerahan,

bawah coklat kehitaman, berbentuk silinder (Herawati, 2004).

Batang tanaman Mangkokan termasuk batang berkayu (lignous), berbentuk
bulat/silindris (teres), memiliki percabangan monopodial, lurus, dan panjang, arah
tumbuhnya tegak ke atas, permukaannya memiliki bekas —bekas daun, berwarna
ungu jika masih muda dan berwarna coklat keputihan jika sudah tua, kulit batang
tipis dan lunak, (Dalimartha, 1999). Akar dari tanaman Mangkokan termasuk
akar tunggang, memiliki rambut akar dengan jumlah yang banyak berukuran

kecil, dan berwarna putih coklat (Herawati, 2004).

Tanaman Mangkokan jarang berbunga, apabila berbunga tanaman ini
memiliki bunga majemuk, berbentuk payung, dan warna bunganya hijau tua,
kelopak bergigi pendek (rompang), lima daun mahkota, lima benang sari duduk
berseling dengan mahkota, dan tingginya £1.5 mm. Buah dari tanaman ini yaitu
buni, pipih dan berwarna hijau. Bijinya berukuran kecil, tekstur keras dan
berwarna coklat (Dalimartha, 1999).
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Gambar 2.1. Tanaman Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) a. Semak
(Jahari, 2013) b. Bunga Mangkokan (Valke, 2007)

Tanaman Mangkokan biasa hidup di daerah yang terbuka dan terkena sinar
matahari atau sedikit terlindungi di ketinggian 1-200 mdpl. Tanaman ini biasa
digunakan sebagai tanaman pagar ataupun tanaman hias. Teknik budidaya dari
tanaman Mangkokan termasuk mudah, secara vegetatif dapat dilakukan dengan
stek batang yaitu dengan memotong batang lalu ditanam didalam tanah sampai
masuk beberapa cm. Sedangkan budidaya secara generatif berupa biji dan bunga,
namun munculnya biji ataupun bunga ini sangat jarang dijumpai sehingga
masyarakat lebih memilih perbanyak tanaman Mangkokan secara vegetatif
(Mukhlisah, 1999).

2.3. Manfaat dan Kandungan Kimia Tanaman Mangkokan

Tanaman Mangkokan biasa dimanfaatkan oleh masyarakat selain sebagai
tanaman hias juga digunakan sebagai obat untuk melancarkan keluarnya ASI,
antidiuretik (peluruh kencing), antiinflamasi, merangsang pertumbuhan rambut,
menghilangkan bau badan, penyembuh luka, radang payudara (Hariana, 2008).
Daun Mangkokan juga dapat digunakan sebagai bumbu dapur karena daun
mudanya enak dimakan dan memiliki aroma yang khas. Pada zaman dahulu,
tanaman ini dijadikan mangkok atau piring jika dalam keadaan darurat
(Dalimartha, 1999). Penelitian Sa’diah (2015) melaporkan bahwa ekstrak daun

Mangkokan dengan formula konsentrasi 7,5% merupakan formula paling
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optimum dan berpengaruh sama dengan kontrol positif terhadap pertumbuhan
rambut. Selain itu Suryani (2014) juga menyatakan bahwa ekstrak metanol daun
Mangkokan dalam bentuk losio (cair) mempunyai aktivitas pelindung dari sinar

matahari dengan perlindungan maksimal 10%.

Tanaman Mangkokan memiliki beberapa kandungan gizi diantaranya, fosfor,
peroksidase, besi, protein, lemak, kalsium, vitamin A, B1, dan C (Hariana, 2008).
Komposisi kandungan gizi tertinggi yang terdapat pada Mangkokan yaitu
karbohidrat sebesar 11,8 g; fosfor 49 mg; kalsium 474 mg; zat besi 4 mg; dan
vitamin A 5450 IU (Ramayulis, 2015). Tanaman ini juga mengandung senyawa
kimia seperti alkaloid, saponin, polifenol, tanin, triterpenoid, dan flavonoid
(Khare, 2007). Jenis kandungan flavonoid pada tanaman Mangkokan antara lain
kaemferol, kuersetin, mirisetin, dan flavone seperti apigenin dan luteolin (Nuri,
2009). Umumnya flavonoid berguna sebagai antioksidan untuk menangkal radikal
bebas, sedangkan saponin digunakan sebagai antimikroba (Ramayulis, 2015).
Penelitian Triguspita (2000) melaporkan bahwa ekstrak metanol dari daun
Mangkokan memberi efek analgesik (pereda nyeri) pada dosis 400 dan 800 mg/kg
terhadap berat badan mencit. Hal ini diduga karena kandungan senyawa polifenol,

tanin, dan flavonoid termasuk dalam senyawa aktif analgesik.
2.4. Kultur Jaringan Tumbuhan

Kultur jaringan atau in viro merupakan suatu teknik dalam memperbanyak
suatu tanaman dengan memotong bagian-bagian tertentu tanaman misalnya sel,
jaringan, organ, dan protoplas yang di tanam dalam media buatan didalam gelas
kaca dengan keadaan aseptik dan lingkungan yang terkontrol sehingga dari satu
sel tanaman tersebut dapat membentuk tanaman yang utuh. Selain itu teknik in
vitro juga dapat memproduksi senyawa bioaktif dalam tanaman secara besar-
besaran untuk kepentingan industri obat yang disebut kultur kalus (Zulkarnain,
2009).

Ernawati (1992) menyatakan bahwa keuntungan kultur kalus menggunakan
teknik in vitro yaitu terdapat senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
suatu tanaman secara massal dalam lingkungan yang terkontrol, terhindar dari
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deraan lingkungan, menghasilkan tanaman yang bebas hama, dapat memproduksi
senyawa bioaktif secara spesifik, periode waktu relatif cepat, produksi tanaman
sepanjang tahun, kualitas tanaman lebih baik, tidak membutuhkan lahan yang
luas, dan mengurangi upah jasa pekerja.

Prinsip dasar kultur jaringan yaitu teknik perbanyakan tanaman yang
dilakukan dalam keadaan aseptik dan memanfaatkan sifat totipotensi sel
tumbuhan (Zulkarnain, 2009). Menurut Lestari (2008), prinsip kultur jaringan
dapat dipaparkan sebagai teknik perbanyakan tanaman menggunakan bagian
vegetatif tanaman misalnya mata tunas, daun, akar, batang yang diletakkan dalam
suatu media yang banyak mengandung nutrisi serta zat pengatur tumbuh (ZPT)
pada gelas kaca dalam keadaan steril dengan lingkungan yang terkontrol. Metode
kultur jaringan harus dilakukan dalam keadaan yang aseptik baik media tanam
didalam botol maupun keadaan aseptik peralatan dan ruangan tempat kerja.
Totipotensi memiliki arti kemampuan sel dalam berkembang biak menjadi
tanaman baru yang lengkap dalam kondisi lingkungan yang terkontrol. Hal ini
dapat terjadi karena bagian tanaman memiliki jaringan hidup yang dapat

berkembang dan tumbuh menjadi tanamn baru yang sama dengan indukannya.

Beberapa faktor yang mempengaruhi keberhasilan suatu kultur jaringan
antara lain pemilihan eksplan, teknik sterilisasi, media tanam yang sesuai, jenis
ZPT, serta lingkungan tumbuh suatu tanaman (Santoso, 2003). Eksplan yang
digunakan dalam kultur jaringan biasanya berasal dari jaringan muda (juvenil)
kerena bersifat meristematik. Jaringan muda pada tanaman memiliki kemampuan
regenerasi lebih tinggi, sel-selnya bersifat meristematik, dan lebih sedikit
mengandung bahan kontaminan. Bahan eksplan yang mudah dikulturkan berasal
dari organ tanaman misalnya daun muda, tunas muda, ujung akar, batang,
hipokotil, antera, bunga, dan biji (Yusnita, 2003). Eksplan yang diambil dari alam
atau lapangan biasanya mengandung kotoran, debu, dan berbagai jenis
kontaminan hidup lain nya. Untuk menghilangkan berbagai macam kontaminan,
maka perlu dilakukan sterilisasi pada eksplan (Gunawan, 1988).
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Prinsip dasar dari sterilisasi yaitu mensterilkan eksplan dari berbagai
mikroorganisme atau sumber kontaminan, namun tidak membunuh eksplan
tersebut (Gunawan, 1988). Menurut Hendaryono (1994), terdapat 2 jenis dari
sterilisasi eksplan yaitu sterilisasi eksplan baik melalui sterilisasi mekanik
maupun kimiawi. Teknik sterilisasi secara mekanik, digunakan pada eksplan
bertekstur keras atau berdaging dengan cara dilewatkan diatas api spirtus
sebanyak tiga kali. Sedangkan teknik sterilisasi kimiawi, digunakan pada eksplan
bertekstur lunak (jaringan muda) seperti daun muda , tangkai daun, anther, serta

lain-lain.

Beberapa jenis media dasar yang sering digunakan dalam kultur jaringan
tumbuhan yaitu media dasar B5 (Gamborg), VW (Vacin & Went), White, NN
(Nitsch & Nitsch), SH (Schenk & Hildebrand), N6, Knop, WPM (Woody Plant
Medium), dan MS (Murashige & Skoog). Media dasar B5 digunakan sebagai
subkultur suatu suspensi sel (cairan) sel kedelai; alfafa; dan legume lain, medium
VW digunakan sebagai media khusus anggrek , media White digunakan sebagai
kultur akar karena garam mineralnya rendah, media NN digunakan untuk kultur
sel dan tepungsari (pollen), media SH digunakan untuk media kultur tanaman
monokotil berkayu, media N6 digunakan untuk kultur tanaman jenis serealia
(padi), media Knop digunakan untuk menumbuhkan kalus wortel, media WPM
digunakan untuk kultur tanaman yang berkayu , dan media MS merupakan media
dasar banyak digunakan karena memiliki nutrisi paling lengkap dibandingkan
jenis media lainnya. (Hendaryono, 1994). Media yang digunakan pada setiap
tanaman tidak semua sama, tergantung dari tujuan kultur jaringan yang dilakukan
oleh seorang peneliti. Media ini berfungsi sebagai penyedia makanan yang
mengandung senyawa organik dan anorganik nutrisi baik makro maupun mikro

bagi tanaman kultur (Santoso, 2004).

Berdasarkan bentuk fisiknya, media tanam dibagi menjadi dua jenis media
yaitu media padat dan media cair, masing-masing memiliki kekurangan dan
kelebihan. Pada media padat memiliki keunggulan yaitu pertumbuhan tunas yang
dihasilkan lebih cepat, pertumbuhan kalus yang lebih baik, cocok untuk
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pengakaran. Sedangkan kekurangannya yaitu lambat dalam menyerap nutrisi
karena potensial air rendah. Pada media cair memiliki keuntungan yaitu cepat
menyerap nutrisi karena potensial air yang tinggi, sedangkan kekurangannya yaitu
eksplan yang ditanam tenggelam (George, 1984). Secara umum media dasar yang
sering digunakan dalam kultur jaringan yaitu Murashige dan Skoog (MS). Media
MS memiliki komponen yang lebih kompleks dari media tanam yang lain karena
media MS mengandung senyawa nitrat dan garam amonium yang tinggi.
Kandungan tersebut sangat diperlukan untuk regenersi suatu sel, dan juga media
dasar MS banyak mengandung unsur kalium yang berperan penting dalam proses
fotosintesis (Santoso, 2004).

Zat pengatur tumbuh (ZPT) sebagai faktor terpenting dalam teknik kultur
jaringan. Penggunaan jenis zpt dalam kultur jaringan sangat menentukan arah
pertumbuhan jaringan tanaman yang diinginkan (Nursetiadi, 2016). Menurut
Gunawan (1995), dua golongan ZPT yang berperan penting dalam kultur jaringan
yakni auksin dan sitokinin. ZPT ini menentukan arah pertumbuhan dan
perkembangan suatu tanaman, serta morfogenesis sel, jaringan, hingga organ. Jika
ingin menumbuhkan tunas diperlukan media dengan kandungan sitokinin yang
tinggi dan auksin yang rendah, sedangkan jika ingin menumbuhkan akar
diperlukan media dengan kandungan auksin yang tinggi dan sitokinin yang
rendah. Apabila auksin dan sitokinin dalam kadar yang seimbang maka arah

pertumbuhan kultur akan membentuk kalus.

Lingkungan tumbuh merupakan faktor keberhasilan dalam kultur jaringan
sangat mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan eksplan dalam botol
kultur. Keadaan yang dapat mempengaruhi proses pertumbuhan tanaman kultur
yaitu intensitas cahaya, suhu (temperatur), pH, dan kelembapan. Cahaya
dibutuhkan dalam kultur jaringan karena bertujuan dalam mengatur proses
morfogenesis tertentu, misalnya pertumbuhan kalus, pembentukan tunas dan akar,
bukan sebagai fotosintesis karena sumber energi didapat dari media yang
mengandung sukrosa. Suhu (temperatur) yang biasa digunakan untuk kultur
tanaman yaitu +20°C (Santoso, 2004). pH yang dibutuhkan tanaman dalam
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morfogenesis berkisar antara 5,0-6,0. pH dalam kultur akan semakin tinggi seiring
dengan pertumbuhan eksplan karena nutrisi habis terpakai. Senyawa yang dapat

menstabilkan pH yaitu senyawa phosphat (Gunawan, 1995).
2.5. Kultur Kalus Metabolit Sekunder

Salah satu teknik dalam kultur jaringan berupa kultur kalus. Tujuan dari
kultur kalus ini yaitu mempelajari beberapa aspek dalam proses metabolisme dan
perubahan pada tumbuhan, seperti mengamati bagian aspek unsur hara tanaman,
morfogenesis dan diferensiasi sel-sel suatu organ tanaman, dan menghasilkan
senyawa metabolit sekunder tertentu (Yuwono, 2006). Kalus merupakan sel
amorphous (belum terbentuk serta belum terdiferensiasi), terbentuk dari sel-sel
yang terus menerus membelah didalam tabung secara in vitro. Ketika tanaman
dilukai, terjadi respon proaktif tanaman untuk menutup jaringan yang sudah rusak
dengan membentuk kalus. Penelitian tentang pembentukan kalus sudah banyak
dilakukan (Tyagi, 2006). Kultur kalus dalam pertumbuhannya relatif lambat
dibandingkan dengan kultur suspensi sel (Andaryani, 2010). Menurut Tyagi
(2006), pembentukan dan proliferasi kalus secara in vitro dapat ditingkatkan
dengan adanya penambahan zat pengatur tumbuh pada media yang dapat

mendorong pemanjangan dan pembelahan sel.

Berdasarkan diferensiasi ukuran sel, proses fisiologi dan bentukan suatu
kalus, morfogenesis dari eksplan menjadi kalus dibedakan menjadi tiga tahap
yakni tahap induksi, pembelahan dan diferensiasi. Tahap induksi berupa sel-sel
yang siap membelah, proses metabolisme aktif dan memiliki ukuran sel yang tetap
(sama). Fase pembelahan, sel bersifat aktif membelah (meristematik) serta ukuran
sel menjadi lebih kecil (penurunan ukuran). Fase akhir yaitu diferensiasi, kalus
yang tumbuh akan mengalami perubahan dengan ciri yaitu pembesaran sel,

terdapat vakuola pada sel, dan laju pembelahan menurun (Alitalia, 2008).

Kalus terbagi menjadi dua macam kategori, yakni kalus embriogenik dan
kalus non embriogenik. Kalus yang berpotensi dalam beregenerasi menjadi suatu

organ tanaman lewat embryogenesis atau organogenesis disebut dengan kalus
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embrionik. Sedangkan kalus yang memiliki daya sedikit atau tidak memiliki
daya dalam beregenerasi menjadi organ suatu tanaman disebut kalus non
embriogenik. Struktrur dari kalus non embriogenik yaitu kompak, tidak transparan
terhadap cahaya, dan relatif lambat dalam pertumbuhannya. Hal ini merupakan
kriteria yang diinginkan dalam seleksi tanaman secara in vitro (Sutjahjo, 1994).
Kalus yang memiliki kriteria seperti ini disebut dengan kalus tipe-I, sedangkan
kalus yang friable, kurang kompak, dan relatif cepat pertumbuhannya disebut
kalus tipe-1l (Armstrong, 1985). Seiring dengan berjalannya waktu, daya
regenerasi kalus yang dikulturkan akan semakin menurun, namun terdapat kultur
kalus yang memiliki daya regenerasi dengan waktu yang relatif lama. Tekstur
kalus kompak memiliki susunan sel berbentuk nodular, berstruktur padat, dan
memiliki kandungan air cukup banyak (Hayati, 2010). Sedangkan kalus remah
memiliki susunan sel yang panjang berbentuk tubular, berstruktur renggang,
mudah rapuh dan tidak teratur. Struktur kalus remah (embriogenik) sangat
berhubungan dengan laju kecepatan tumbuh kalus sehingga metabolit sekunder
yang dikehendaki dapat di produksi lebih cepat (Syahid, 2010).

Kualitas pertumbuhan kalus dapat dilihat dengan beberapa indikator seperti:
warna kalus, tekstur kalus, dan berat kalus. Para peneliti kultur kalus banyak
memakai parameter pengamatan antara lain: warna kalus, tekstur kalus, dan berat
basah kalus untuk menilai pertumbuhan suatu kalus pada eksplan tumbuhan
(Arianti, 2015). Indikator pertama pertumbuhan kalus dapat dilihat dari warna
kalus. Kalus yang bagus memiliki warna putih yang menunjukkan bahwa sel-sel
kalus dalam keadaan aktif membelah. Warna kalus menandakan kandungan
klorofil dalam jaringan, semakin hijau warna kalus menunjukkan banyaknya
kandungan Klorofil dalam suatu kalus (Dwi, 2012). Warna hijau pada kalus
diakibatkan karena besarnya konsentrasi sitokinin yang diberikan. Penambahan
sitokinin dalam media dapat memperlambat perombakan butir-butri Kklorofil
karena sitokinin dapat mempercepat proses metabolisme dalam sintesis protein
(Wardani, 2004).
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Gambar 2.2. Variasi warna kalus Kacang Tanah varietas Kelinci a. Coklat, b.
Putih kecoklatan, c. Putih kekuningan, d. Putih kehijauan (Royani,
2015)

Gambar 2.2. menunjukkan variasi warna dari kalus. Perbedaan warna kalus
menurut Hendaryono (1994) akibatkan adanya pigmentasi, pengaruh intensitas
cahaya serta bagian tanaman yang digunakan sebagai eksplan. Regenerasi kalus
yang dapat membentuk tunas dengan adanya perubahan warna dari kuning
kecoklatan menjadi putih kekuningan yang selanjutnya kalus berubah menjadi
kehijauan, adanya perubahan warna sebagai indikator terjadinya morfogenesis
(Lestari, 2003).

Indikator yang digunakan dalam menilai kualitas kalus ialah tekstur kalus.
Tekstur kalus dapat dibedakan menjadi tiga macam yaitu kompak (non friable),
intermediet, dan remah (friable) (Andaryani, 2010). Kalus bertekstur kompak
terdiri dari sel-sel yang rapat dan sulit untuk dipisahkan karena sel-selnya
bertekstur padat dan keras. Sedangkan kalus remah memiliki sel- sel yang longgar
dan mudah untuk dipisahkan karena teksturnya lunak (Pandiangan, 2011). Kalus
dengan keadaan yang baik digunakan sebagai penghasil metabolit sekunder
dengan tekstur kompak (non friable), kalus yang bertekstur kompak dapat
mengakumulasikan metabolit sekunder lebih banyak dibandingkan kalus jenis lain
(Indah, 2013).
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Gambar 2.3. Tekstur kalus Stevia (A) Kalus kompak, (B) Kalus intermediet (B1:
kompak, B2: remah), (C) Kalus remah (Putri, 2015)

Gambar 2.3. menunjukkan tekstur kalus vyaitu kalus kompak, kalus
intermediet, dan kalus remah. Ariati (2012) menyatakan bahwa tekstur kalus yang
kompak umumnya terdiri dari sel yang berukuran kecil, memiliki sitoplasma yang
padat, berinti besar, dan banyak mengandung karbohidrat. Andri (2012)
menambahkan bahwa struktur kalus bertekstur kompak memiliki nodul. Nodul
adalah masa proembrionik yang digunakan sebagai inokulum untuk induksi
embrio somatik. Menurut Sitorus (2011), kalus remah merupakan kalus yang baik
untuk perbanyakan jaringan. Kalus remah yakni kalus yang tumbuh secara
terpisah-pisah menjadi bagian-bagian yang kecil, mudah lepas, dan memiliki
banyak kandungan air. Rahayu (2003) menyatakan bahwa kalus bertekstur remah
didapatkan dengan cara sub kultur berulang-ulang pada media padat. Kalus yang
terbentuk dipengaruhi oleh zat-zat tertentu yang terdapat dalam media seperti
ZPT. Pemberian 2,4-D dan ekstrak khamir dengan konsentrasi tinggi dapat

menginduksi kalus bertekstur remah (friable).

Pembentukan kalus pada media kultur umumnya ditentukan dari berat kalus
(Yokota, 1999). Berat basah kalus secara fisiologis memiliki dua kandungan yaitu
air dan karohidrat. Berat basah kalus yang besar disebabkan karena banyak
terdapat kandungan air. Induksi berat basah kalus bergantung pada kecepatan sel-
sel kalus membelah diri, memperbanyak diri yang dapat memperbesar ukuran sel
kalus Ruswaningsih (2007). Muryati (2005) menyatakan bahwa berat kering kalus
sebagai parameter pertumbuhan melalui ukuran global pertumbuhan tanaman.

Berat kering didapatkan dengan cara pengeringan. Hal ini dilakukan agar kadar air
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yang terdapat dalam kalus hilang sehingga dapat menghentikan aktivitas
metabolisme dan diperoleh berat yang tetap (konstan).

2.6. Zat Pengatur Tumbuh

Zat pengatur tumbuh (ZPT) merupakan senyawa organik bukan hara yang
dalam konsentrasi sedikit (10°-10"> mM) dapat menghambat (inhibit), mendukung
(promote), dan dapat mengubah proses fisiologi dan organogenesis suatu
tanaman. Terdapat lima golongan zpt pada tanaman yang teridir dari auksin,
sitokinin, giberelin, etilen, dan inhibitor dengan kharakteristik yang khas juga
berpengaruh pada proses fisiologi. Golongan yang sering digunakan dalam teknik
kultur jaringan yakni golongan auksin dan sitokinin. Golongan zpt ini memiliki
peran dalam perkembangan dan pertumbuhan tanaman yang dikulturkan (Abidin,
1985).

Gunawan (1995) menambahkan bahwa faktor yang berpengaruh dalam
perkembangan dan pertumbuhan suatu organ tanaman adalah kesimbangan zat
pengatur tumbuh yang diberikan dan kandungan hormon endogen didalam
tumbuhan. Nursetiadi (2016) menyatakan pemberian zat pengatur tumbuh
merupakan senyawa organik bukan hara dimana dalam konsentrasi rendah (<1
mM) dapat mendorong, mengahambat atau secara kualitatif mengubah

pertumbuhan dan perkembangan tanaman.

Auksin dalam kultur jaringan berperan dalam suspensi sel dan organ serta
dapat merangsang pertumbuhan kalus. Golongan auksin sintetik yang biasa
dimasukkan dalam media tanam yaitu IBA (Indolebutyric Acid), 2,4 D (2,4-
Dichlorophenoxy Asetic Acid), NAA (Naphtalene Acetic Acid). Sedangkan auksin
alami pada tumbuhan yaitu IAA (Indole-3-Acetic Acid) (Gunawan, 1988).

Sitokinin dalam kultur jaringan berfungsi dalam mendorong pembelahan sel
dan organogenesis suatu eksplan. Golongan sitokinin alami yang terdapat dalam
tanaman yaitu jenis kinetin dan zeatin, dan sitokinin sintetik yaitu BAP, TDZ, dan

kolkisin. Sitokinin endogen diproduksi oleh jaringan yang masih aktif tumbuh
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misalnya pada buah, akar, dan embrio. Produksi sitokinin yang terjadi di akar
akan di angkut melalui xylem menuju sel-sel target pada batang (Abidin, 1985).

2.6.1. Pengaruh NAA (Naphtalene Acetic Acid) terhadap Pertumbuhan

Kalus secara In Vitro

Auksin merupakan hormon yang yang dikenal berperan dalam induksi
terbentuknya kalus, meningkatkan pemanjangan sel, mengarahkan proses
morfogenesis kalus membentuk tunas atau akar, mempengaruhi kestabilan genetik
tanam, dan mendorong proses embriogenesis (Santoso, 2003). Auksin pada
dinding sel dapat menurunkan pH dengan mengaktifkan beberapa enzim. Enzim
tersebut disintesis untuk menguraikan ikatan polisakarida dinding sel dan
mempercepat pertumbuhan. Bagian epidermis merupakan bagian utama
teresponnya auksin. Auksin akan bekerja mengaktifkan gen di epidermis
kemudian dinding sel akan mengembang, terjadi pemanjangan yang cepat pada
sel epidermis, pemanjangan ini mengakibatkan sel subepidermis yang menempel

pada epidermis ikut memanjang (Salisbury, 1995).

Menurut Wetter (1991), 2,4-D dan NAA merupakan auksin sintetik yang
tidak mudah rusak apabila mengalami proses pemanasan didalam autoklaf karena
bersifat stabil. Selain itu NAA tidak mudah teroksidasi secara enzimatis seperti
pada IAA. Senyawa ini ditambahkan pada media kultur jaringan pada konsentrasi

yang rendah yakni sekitar 0,1 — 2,0 mg/I.

Hasil penelitian Bhagya (2013) menyatakan bahwa penambahan 2 mg/l NAA
pada media MS dapat menginduksi kalus cincau (Cyclea peltata) dengan tekstur
kompak dan berwarna hijau kecoklatan. Seyyedyousefi (2013) menyatakan bahwa
konsentrasi 2 mg/l NAA dapat menginduksi kalus bertekstur kompak pada
tanaman teratai peru (Alstroemeria). Mohajer (2012) menyatakan bahwa 0 mg/I
BAP + 1,5 mg/l NAA dapat menginduksi kalus dari eksplan daun Onobrychis
sativa dengan tekstur kompak. Kawochar (2017) melaporkan bahwa NAA
konsentrasi 2 mg/l dapat menginduksi kalus kentang (Solanum tuberosum) dengan

tekstur kompak sebesar 90,53% dengan waktu 1 bulan.
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Gambar 2.4. Struktur kimia NAA (Berat Molekul: 186,21 g/mol) (Alitalia, 2008)

2.6.2. Pengaruh BAP (Benzyl Amino Purine) terhadap Pertumbuhan Kalus

secara In Vitro

Sitokinin memiliki beberapa peran dalam pembelahan sel, pemanjangan sel,
sintesis protein, serta memicu terjadinya pembentukan kalus (Indah, 2013).
Sitokinin memiliki bentuk dasar yaitu Adenin (6-amino purine). Adenin berperan
sebagai penentu aktivitas dari sitokinin. Senyawa kimia sitokinin memiliki rantai
panjang dan terdapat suatu double band pada rantai tersebut, menyebabkan zat

pengatur tumbuh ini mengalami peningkatan aktifitas (Abidin, 1985).

Golongan sitokinin sintetis yang memiliki efektifitas cukup tinggi dalam
proses pembelahan sel salah satunya yakni BAP. BAP memiliki peran dalam
morfogenesis dan pembelahan sel. Dalam kultur jaringan tumbuhan, auksin dan
sitokinin berinteraksi yang dapat mempengaruhi deferensiasi jaringan (Sriyanti,
1994).

Penelitian Ardiana (2009) melaporkan bahwa 1 mg/l BAP mampu
menginduksi kalus dari eksplan kotiledon melon dalam media MS. Selanjurnya
Indah (2013) melaporkan bahwa kombinasi 0,5 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP
menghasilkan pembentukan kalus nyamplung paling cepat yakni 13 hsi dengan
berat basah kalus 197,8 mg. Selanjutnya Sudarmadji (2003) melaporkan bahwa
pemberian 2 mg/l BAP dapat memberi hasil kalus kapas dengan pertumbuhan

yang paling cepat dan kuantitas kalus yang paling banyak.
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Gambar 2.5. Senyawa kimia BAP (Berat Molekul 225,2492 g/mol) (Gaspar,
1991)
2.6.3. Interaksi NAA (Naphtalene Acetic Acid) dan BAP (Benzyl Amino
Purine) terhadap Pertumbuhan Kalus secara In Vitro

Pemberian zat pengatur tumbuh yang tepat pada media dapat memicu
pertumbuhan tunas, akar, maupun kalus. Hal ini dipengaruhi oleh jenis ZPT yang
digunakan. Zat pengatur tumbuh yang sering digunakan dalam kultur jaringan
dalam mempercepat morfogeneisi yaitu golongan auksin dan sitokinin. Interaksi
antar keduanya yang diberikan dalam media buatan dan kandungan fitohormon
endogen tanaman dapat menjadi arah pertumbuhan dan perkembangan suatu
kultur (Karjadi, 2008). Menurut Azizah (2017), dibutuhkan adanya rasio
pemberian auksin dan sitokinin. Pemberian kombinasi antara auksin dan sitokinin

dengan konsentrasi tertentu tergantung dari tujuan kultur jaringannya.

AUXIN CYTOKININ
Effect of auxin + cytokinin
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Gambar 2.6. Keseimbangan auksin dan sitokinin (George, 1984)
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Berdasarkan gambar 2.6. dapat diketahui bahwa interaksi antara auksin dan
sitokinin sangat mempengaruhi pertumbuhan suatu eksplan. Jika konsentrasi ausin
terlalu tinggi dibandingkan dengan konsentrasi sitokinin maka akan terjadi
pembentukan akar. Jika konsentrasi sitokinin terlalu tinggi dibandingkan dengan
konsentrasi auksin maka akan terjadi pertumbuhan tunas. Jika konsentrasi antara

auksin dan sitokinin seimbang maka terjadi pembentukan kalus.

Mekanisme pembentukan kalus berawal saat sitokinin bertindak dalam proses
transkripsi dan translasi RNA di dalam sel. Proses transkripsi dan translasi
berlangsung dalam tahapan metafase. Ketika berlangsungnya proses transkripsi
RNA, maka auksin berperan dalam metabolisme RNA dan mengatur proses
sintesis protein, karena sintesis protein akan naik dan dapat mengakibatkan
sumber tenaga bertambah yang berfungsi untuk pertumbuhan (Rahayu, dkk,
2003). Selanjutnya, proses translasi RNA dimulai dengan pembentukan asam-
asam amino yang merupakan komponen dasar protein. Protein tersebut akan
membentuk enzim-enzim yang berperan dalam pembelahan sel. Enzim-enzim
yang terbentuk antara lain enzim polymerase DNA yang berperan dalam
pemanjangan rantai DNA dan memperbaiki kesalahan dalam penyusunan basa
nitrogen pada DNA dan enzim ligase yang berperan dalam menghubungkan
fragmen-fragmen DNA yang putus-putus pada pada saat replikasi. Ketersediaan
enzim ini di dalam sel akan menyebabkan proses pembelahan sel berlangsung
lebih efektif (Hayati, 2010).

Hasil penelitian sebelumnya Sudrajad (2015) melaporkan bahwa pada
tanaman pegagan (Centella asiatica) kombinasi NAA 3 mg/l + BAP 4 mg/l pada
eksplan daun dihasilkan kalus yang berwarna hijau, bertekstur kompak, dan kalus
muncul pada hari ke 25 hsi. Aslikhah (2017) melaporkan bahwa 0,6 mg/l NAA +
1,5 mg/l BAP dapat menginduksi kalus Ashitaba (Angelica keiskei) dari eksplan
daun dengan tekstur kompak, berwarna putih kehijauan, dan hari muncul kalus 10
hsi. Staniszewska (2003) meyatakan bahwa media MS yang ditambah dengan 2,5
mg/l NAA + 1 mg/l BAP dapat menginduksi kalus Ammi Majus. Penelitian
Purnamaningsih (2011) melaporkan bahwa kombinasi NAA 0,5 mg/l + BAP 1
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mg/l dapat menginduksi kalus dari eksplan daun Artemisia annua dengan berat
basah kalus 844,4 mg dan kandungan Artemisisnin sebesar 0,73%.

Emil (2018) melaporkan bahwa eksplan hipokotil delima hitam mengalami
pembentukan kalus dengan kombinasi 0,25 mg/l NAA + 1 mg/l BAP dalam media
MS. Trimulyo (2004) menyatakan bahwa induksi kalus nilam (Pogostemon cablin
(Blanco) Bth.) dihasilkan pertumbuhan kalus yang optimum pada kombinasi 2
mg/l NAA + 1,5 mg kinetin. Penelitian Junairiah (2018) melaporkan eksplan Sirih
(Piper retrofractum) dengan kombinasi 0,5 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP dapat
membentuk kalus paling cepat yaitu 11,5 hsi, tekstur kompak, dan berwarna putih
kecoklatan. Kemudian Wahyuningtiyas (2014) melaporkan bahwa kombinasi 4
mg/l 2,4 D + 0,5 mg/l BAP mampu menginduksi kalus Akasia dengan waktu 33
hari dan persentase 77,78%. Mohajer (2012) menyatakan bahwa 2,5 mg/l BAP +
0,5 mg/l NAA dapat menginduksi kalus dari eksplan daun Onobrychis sativa

dengan tekstur kompak dan berwarna hijau.

Hasil penelitian Patel (2013) melaporkan bahwa kombinasi BAP dan NAA
dengan konsentrasi 2 mg/l dan 0,5 mg/l dapat menginduksi kalus Tecomella
undulata (Sm.) dari eksplan daun dengan tekstur kompak dengan warna kuning

kehijauan dan berat basah kalus sebesar 0,89 gram.
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BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1. Rancangan Percobaan

Penelitian eksperimental ini didesain menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan dua faktor perlakuan. Faktor pertama yaitu auksin berupa
Naphtalene Acetic Acid (NAA) yang terdiri dari lima taraf yaitu: 0 mg/l (NO); 0,5
mg/l (N1); 1 mg/l (N2); 1,5 mg/l (N3); 2 mg/l (N4). Sedangkan faktor kedua yaitu
sitokinin berupa Benzyl Amino Purin (BAP) yang terdiri dari lima taraf yaitu: 0
mg/l (B0); 1 mg/l (B1); 2 mg/l (B2); 3 mg/l (B3); 4 mg/l (B4). Perlakuan
kombinasi antara NAA dan BAP dapat dilihat pada tabel 3.1.

Tabel 3.1. Perlakuan kombinasi antara NAA dan BAP

BAP (mg/l)

Perlakuan 0 1 > 3 4
~ 0 NOBO NOB1 NOB2 NOB3 NOB4
\g’ 0,5 N1BO N1B1 N1B2 N1B3 N1B4
= 1 N2B0 N2B1 N2B2 N2B3 N2B4
:E N5 N3BO0 N3B1 N3B2 N3B3 N3B4
Z 2 N4BO0 N4B1 N4B2 N4B3 N4B4

3.2. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni-Oktober 2019 di laboratorium
Kultur Jaringan Tumbuhan Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3. Alat dan Bahan
3.3.1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu, pengaduk kaca, spatula,
neraca analitik, botol kultur, mocropipet, hotplate stirer, tip, pipet tetes, kompor
gas, panci, plastik tahan panas petromax, karet pentil, pH meter, alumunium foil,
kertas label, tisu, autoclaf, oven, gelas ukur, lemari es, alat diseksi (pinset, blade,

scapel), laminar air flow cabinet (LAFC), cawan petri, erlenmeyer, korek api,



bunsen, kamera, penyemprot alkohol, AC (Air conditioner), rak kultur, dan safety
tools.

3.3.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu eksplan daun muda nomor 3
dari ujung tanaman Mangkokan. Bahan untuk sterilisasi yaitu aquades, larutan
desinfektan, alkohol 70%, larutan clorox 20%, dan fungisida 0,3% (Juarna, 2016).
Media dasar yang digunakan yaitu media Murashige dan Skoog (MS). Zat
pengatur tumbuh yang digunakan yaitu Naphtalene Acetic Acid (NAA) dan Benzyl
Amino Purin (BAP). Bahan tambahan yang digunakan yaitu, alkohol 96%,

spiritus, agar-agar, dan gula.

3.4. Prosedur Penelitian

3.4.1. Persiapan Alat dan Bahan
3.4.1.1. Sterilisasi Ruangan

Ruangan disterilisasi dengan cara alat untuk menanam meliputi pinset,
scalpel, tisu, cawan petri, dan bunsen disiapkan di meja LAFC. Selanjutnya meja
LAFC (Lamniar Air Flow Cabinet) disemprot menggunakan alkohol 70%
kemudian LAFC ditutup dan lampu UV dinyalakan selama satu jam. Setelah satu
jam, lampu UV dimatikan dan blower disnyalakan. Sebelum dilakukan inisiasi,

meja LAFC disemprot kembali menggunakan alkohol 70%.

3.4.1.2. Sterilisasi Alat

Sterilisasi alat dimulai dengan merendam alat-alat menggunakan tipol selama
1 hari (24 jam). Kemudian alat-alat gelas seperti botol kultur, erlenmeyer, cawan
petri, serta alat-alat diseksi (pinset, scalpel, guntung) dicuci menggunakan
detergen cair kemudian dibilas dengan air mengalir sampai bersih. Selanjutnya
dikeringkan didalam oven dengan suhu 121°C selama 3 jam. Alat gelas seperti
cawan petri dibungkus dengan kertas, sedangkan alat-alat diseksi dibungkus
dengan alumunium foil. Kemudian disterilkan menggunakan autoclaf dengan
suhu 121°C dan tekanan 1 psi selama 30-45 menit.
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3.4.1.3. Pembuatan Stok Zat Pengatur Tumbuh

Pembuatan larutan stok digunakan untuk mempermudah dalam pembuatan
media. Cara kerja dalam pembuatan larutan stok hormon dengan konsentrasi 100
mg/l dalam 1000 ml aquades yaitu dengan ditimbang serbuk NAA dan BAP
sebanyak 0,01 gram kemudian ditambah dengan aquades sebanyak 1000 ml dalam
gelas ukur yang berbeda. Selanjutnya larutan dihomogenkan hingga larutan
tercampur merata menggunakan magnetic stirer. Kemudian dimasukkan kedalam

masing-masing botol dan diberi label.

3.4.1.4. Pembuatan Medium

Langkah kerja dalam pembuatan media yaitu dengan agar dan gula ditimbang
masing-masing sebesar 29,25 gram dan 9,75 gram, kemudian serbuk media MS
ditimbang sebanyak 4,32 gram. Selanjutnya media MS yang sudah ditimbang
dimasukkan ke dalam erlenmeyer ukuran 1 liter, kemudian gula dimasukkan dan
aquadez steril ditambahkan sampai volume larutan mencapai 1 liter, lalu
dihomogenkan menggunakan magnetic stirer. Berikutnya agar dimasukkan
kedalam erlenmeyer, kemudian dipanaskan dengan hotplate dan stirer sampai
mendidih. Setelah mendidih, erlenmeyer diangkat dan dituangkan ke dalam setiap
botol perlakuan zpt, selanjutnya larutan media diukur pH nya menggunakan kertas
pH. pH yang baik untuk media perlakuan berkisar antara 5,8-5,9. Jika pH terlalu
asam maka ditambahkan NaOH dan jika pH terlalu basa maka ditambah larutan
HCL. Kemudian larutan media dimasukkan dalam botol kultur dan ditutup
menggunakan plastik dan karet gelang. Selanjutnya media disterilkan dengan

autoclaf pada suhu 121°C dan tekanan 1 psi selama 30-45 menit.

3.4.1.5. Sterilisasi Eksplan

Sterilisasi eksplan dilakukan dengan dua metode yaitu sterilisasi luar dan
sterilisasi dalam. Metode pertama yaitu sterilisasi luar dengan cara daun muda
Mangkokan diambil dan dipotong lebih kecil untuk mempermudah proses
sterilisasi. Selanjutnya daun dicuci dibawah air mengalir sampai bersih selama 15
menit, kemudian dimasukkan ke dalam larutan desinfektan 10% selama 2-3 menit,
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dibilas dengan air mengalir sampai bersih. Metode selanjutnya yaitu sterilisasi
dalam dengan cara: daun yang sudah bersih direndam dengan alkohol 70% selama
15 detik. Selanjutnya dibilas dengan aquades selama 2 menit, lalu direndam dalam
larutan clorox 20% selama 5 menit, kemudian dibilas dengan aquades steril
selama 2 menit. Selanjutnya direndam dalam larutan fungisida 0,3% selama 3
menit, kemudian dibilas dengan aquades steril selama 2 menit. Selanjutnya
direndam dalam alkohol 70% selama 30 detik, lalu direndam dalam aquades steril
sebanyak 3 kali dengan waktu masing-masing yaitu 3 menit, 5 menit, dan 10

menit.

3.4.2. Penanaman Eksplan

Eksplan yang sudah di sterilisasi dipotong dengan ukuran + 0,5 cm x 0,5 cm.
selanjutnya ditanam pada media perlakuan yang sudah ditambah zpt NAA dan
BAP dengan posisi daun bagian abaksial (bawah) menempel pada media. Hal
tersebut dilakukan didalam LAFC dan setiap langkah dilakukan didekat api
bunsen. Kemudian disimpan dalam ruang inkubasi dengan temperatur 21°C

selama 4 minggu.

3.4.3. Pemeliharaan

Pemeliharaan dilakukan dengan cara botol kultur yang sudah ditanami
eksplan disemprot alkohol 70% setiap 3 hari sekali dan diletakkan dalam ruang

inkubasi dengan suhu 21°C.

3.4.4. Pengambilan Data
Parameter pengamatan dilakukan terhadap variabel-variabel berikut ini:

1. Pengamatan pertama dilakukan setiap hari untuk melihat hari muncul kalus
dan respon eksplan terhadap media, serta melihat ada atau tidaknya
kontaminasi pada hasil kultur baik pada media maupun eksplan.

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

a. Pengamatan Kualitatif Kalus

34



Parameter yang diamati untuk menunujukkan kualitatif kalus meliputi:

Hari Muncul Kalus (HMK)

Pengamatan HMK dilakukan setiap hari pada eksplan yang muncul
kalus pertama kali ditandai dengan munculnya granula sel (sel amorf)
pada permukaan eksplan. Pembentukan kalus pada eksplan
menunjukkan adanya respon pertumbuhan dalam kultur in vitro.
Warna kalus

Pengamatan warna kalus dilakukan diakhir pengamatan dengan
melihat perubahan warna yang terbentuk pada setiap kalus.

Tekstur kalus

Pengamatan tekstur kalus dilakukan di akhir pengamatan secara visual
pada setiap kalus dengan cara melihat kalus yang remah (friable),
kalus intermediet, dan kalus kompak (non friable).

Struktur Anatomi Kalus

Pengamatan struktur anatomi kalus dilakukan di akhir pengamatan
dengan cara kalus basah disayat tipis kemudian diamati struktur

anatomi kalus dibawah mikroskop dengan perbesaran tertentu.

b. Pengamatan Kuantitatif Kalus

Parameter yang diamati untuk menunujukkan kuantitatif kalus meliputi:

Berat kalus
Pengamatan berat kalus setiap perlakuan dilakukan di akhir
pengamatan dengan menimbang berat kalus basah (hanya yang

terbentuk kalus) menggunakan neraca analitik.

. Luas kalus

Pengamatan luas kalus dilakukan diakhir pengamatan dengan
menghitung luas eksplan yang berkalus menggunakan kertas
milimeter.Cara pengukuran luas kalus yakni eksplan diletakkan diatas
kertas milimeter kemudian di hitung berapa kotak penambahan luas
kalus secara horizontal dan vertikal pada kertas milimeter. Kemudian
hasil perhitungan secara horizontal dikalikan dengan hasil perhitungan

secara vertikal.
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iii. Persentase eksplan tumbuh kalus
Pengamatan persentase eksplan tumbuh kalus dilakukan diakhir
pengamatan dengan menghitung jumlah eksplan yang berkalus dengan

cara.

EEksplan yvang tumbuh kalus % 100%

Persentase tumbuh kalus =

I Semua eksplan yang ditanam

iv. Persentase eksplan hidup
Pengamatan persentase eksplan hidup dilakukan diakhir pengamatan

dengan menghitung jumlah eksplan yang hidup dengan cara:

EEksplan yang hidu
—mTETEEE % 100%

Persentase eksplan hidup= -

E Semua eksplan yang ditanam

3.4.5. Analisis Data

Data pengamatan berupa data kualitatif dan kuantitatif. Data kualitatif
dianalisis secara deskriptif berupa hari munculnya kalus, warna kalus, tekstur
kalus, dan struktur anatomi kalus. Data kuantitatif —meliputi berat kalus,
persentase luasan kalus, persentase eksplan tumbuh kalus, dan persentase eksplan
hidup dianalisis menggunakan uji statistik analysis of variant (ANOVA). Apabila
berpengaruh nyata, maka akan dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan Multiple
Range Test (DMRT) dengan taraf 5% untuk mengetahui pengaruh pemberian
perlakuan kombinasi ZPT NAA dan BAP terbaik pada media MS terhadap
induksi kalus Mangkokan menggunakan SPSS 16.0.

Data hasil pengamatan dianalisis menggunakan analisis variansi serta
analisis nalar spriritual Islam. Hasil penelitian dianalisis menggunakan sumber
dari beberapa ayat Al-Qur’an dan hadits, serta didukung dengan pemikiran-
pemikiran mengenai islam yang terkandung dalam penelitian tersebut, sehingga
pemikiran islam dapat menunjukkan khalifah di bumi dan sebagai tanggung

jawab sebagai ilmuan islam.
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3.5. Desain Penelitian

Persiapan Alat dan Bahan

v

Sterilisasi Ruang dan Alat

L 2

Pembuatan Media

Media Stok Hormon
|

Media Perlakuan

v
Inisiasi
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Inkubasi 90 Hari
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[
[ |
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| I
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% Eksplan Hidup —

Berat Kalus —

Analisa Data Deskriptif

Analisa Data ANAVA

Analisa Spiritual dari Nilai-nilai Islam

Gambar 3.1. Desain Penelitian
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Pengaruh NAA terhadap Pertumbuhan Kalus Daun Mangkokan
(Nothopanax scutellarium Merr.) pada Media MS secara In Vitro

Hasil ringkasan varian pengaruh NAA terhadap pertumbuhan kalus daun
Mangkokan selama 90 HST disajikan pada tabel 4.1.
Tabel 4.1. Ringkasan hasil analisis varian (ANAVA) pengaruh NAA terhadap

induksi kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.)
secara in vitro

Variabel F Hitung F Tabel 5%
Hari Muncul Kalus (HMK) 59,020* 2,501
Persentase Eksplan Tumbuh (%) 39,080* 2,501
Luas Kalus (mm?) 35,674* 2,501
Berat Kalus (gram) 30,364* 2,501
Persentase Eksplan Hidup (%) 0,643 2,501

Keterangan: (*) menunjukkan bahwa NAA yang ditambahakan berpengaruh nyata
terhadap variabel pengamatan.

Berdasarkan hasil analisis varian ANAVA menunjukkan bahwa penambahan
NAA berpengaruh nyata terhadap variabel hari muncul kalus, persentase eksplan
tumbuh, luas kalus, dan berat kalus karena F hitung lebih besar dari F tabel.
Namun NAA tidak berpengaruh terhadap variabel persentase eksplan hidup
terlihat F hitung lebih kecil dari F tabel. Variabel-variabel tersebut merupakan
indikator terjadinya pertumbuhan kalus pada kultur in vitro. Variabel yang
berpengaruh nyata perlu dilakukan uji lanjutan menggunakan uji Duncan Multiple
Range Test (DMRT) 5%. Ringkasan hasil uji DMRT 5% terangkum dalam tabel
4.2.



Tabel 4.2. Hasil DMRT 5% pengaruh NAA terhadap induksi kalus Daun
Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) secara in vitro

Konsentrasi Hari Muncul PEE:;I?r?e Luas Kalus  Berat Kalus
NAA (mg/l) Kalus (HMK) o 7 %) (mm?) (Gram)
0 37,33b 22,67a 2,91a 0,22a
0,5 27,80a 60,00b 4,48b 0,37b
1 27,80a 72,00b 5,99¢ 0,51c
1,5 27,13a 81,33b 6,75¢C 0,59¢
2 26,80a 77,33b 7,13c 0,55¢

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

Berdasarkan hasil DMRT 5% pada tabel 4.2, menunjukkan bahwa perlakuan
NAA dengan konsentrasi 0,5 mg/l merupakan perlakuan paling efektif terhadap
hari muncul kalus (HMK) dan persentase eksplan tumbuh dengan rata-rata kalus
muncul pada hari ke-27,80 HST dan persentase tumbuh sebesar 60%. Penelitian
Purnamaningsih (2011) melaporkan bahwa penambahan konsentrasi NAA 0,5
mg/l + BAP 0 mg/l mampu menginduksi kalus dari eksplan daun ganjo lalai
(Artemisisa annua) dengan hari muncul muncul kalus pada hari ke 25 HST
dengan persentase pembentukan kalus 100%. Elaleem (2015) menyatakan bahwa
konsentrasi NAA 0,5 mg/l mampu menginduksi kalus dari biji jarak (Ricinus
communis L.) dengan kecepatan kalus tumbuh pada hari ke-7 dan persentase

eksplan berkalus yakni 100%.

Hasil DMRT 5% selanjutnya menunjukkan bahwa perlakuan NAA dengan
konsentrasi 1 mg/l merupakan perlakuan paling efektif terhadap variabel luas
kalus dan berat kalus dengan rata-rata luas kalus yaitu 5,99 mm? dan rerata berat
kalus sebesar 0,51 gram. Hardiyanto (2004) melaporkan bahwa NAA dengan
konsentrasi 1 mg/l dapat menginduksi kalus daun dewa (Gynura procumbens
(Lour) Merr.) dengan berat basah kalus sebesar 1.026 mg. Penelitian Pandiangan
(2006) melaporkan bahwa NAA dalam media MS dengan konsentrasi 1 mg/l
dapat menginduksi kalus daun tapak dara (Catharanthus roseus) dengan berat
kering kalus 166,60 mg. Arroisi (2016) menyatakan bahwa penambahan 0,5 mg/I
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NAA + 0 mg/l BAP dapat menginduksi kalus daun sambung nyawa ( Gynura
procumbens Merr.) dengan berat basah kalus sebesar 0,3901 gram

Menurut Katuuk (1989) kalus merupakan massa jaringan yang belum
terdiferensiasi yang mengalami proliferasi akibat adanya perlukaan atau sayatan
pada eksplan sehingga bersifat meristematik karena sel-selnya bersentuhan
langsung dengan media. George (2008) menambahkan bahwa kalus yang muncul
pada bagian eksplan yang terluka diduga akibat adanya respon penambahan ZPT
berupa NAA sehingga terjadi rangsangan untuk menutupi luka pada jaringan
eksplan. Hal ini selaras dengan pendapat Permadi (2014) bahwa kalus terbentuk
dengan waktu yang cepat disebabkan oleh konsentrasi auksin yang meningkat.
Saat kalus muncul pertama kali pada bagian eksplan yang terluka, ZPT eksogen
akan berdifusi kedalam sel dan bersatu dengan ZPT endogen untuk pembentukan

kalus dengan memacu pembelahan sel terutama pada bagian eksplan yang luka.

Menurut Sitorus (2011), kalus terbentuk akibat terjadi perlukaan pada bagian
eksplan, sehingga sel-sel eksplan tersebut akan memperbaiki diri pada sel-sel
yang rusak. Kemudian kalus yang muncul pada tulang daun karena pada tulang
daun terdapat jaringan pengangkut. Hal ini juga didukung oleh Intias (2012)
bahwa pertumbuhan kalus yang cepat pada tulang daun karena pada tulang daun
terdapat kandungan nutrient yang lebih banyak dibandingkan dengan jaringan
daun yang tidak memiliki jaringan pengangkut. Faktor lain dari munculnya kalus
yaitu kandungan hormon endogen maupun eksogen yang dimiliki oleh setiap

tanaman berbeda-beda.

Menurut Hrazdina (1992), bahwa NAA yang ditambahkan dalam media
kultur dapat mendorong pembelahan sel dan sintesis protein sehingga dapat
merangsang pertumbuhan kalus. Menurut Salisbury (1995) hormon NAA
merupakan jenis auksin yang berperan dalam pembentangan sel dengan
mengaktifkan pompa protein (ion H") yang terletak pada membran plasma dan
menurunkan pH sehingga terjadi pengenduran dinding sel dan pertumbuhan yang

cepat. pH yang rendah dapat mengaktifkan beberapa enzim perusak dinding sel
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(selulosa). Hal tersebut memungkinkan dinding sel lebih mudah merenggang
akibat adanya enzim yang dapat memutus ikatan pada polisakarida dinding.

Wattimena (1991) menyatakan bahwa auksin menyebabkan terjadi elongasi
sel dan pembesaran sel serta dapat meningkatkan berat basah. Penyebab dari
meningkatnya berat basah karena sel tersebut banyak meyerap air. Menurut Leon
(2001), apabila sel atau jaringan tumbuhan mengalami luka maka jaringan
tersebut akan mengaktifkan mekanisme pertahanan diri pada bagian yang terluka
maupun yang tidak terluka. Sehingga terjadi perubahan arah jalur metabolisme
dan membentuk ekspresi gen-gen tertentu. Pada bagian yang terluka saja yang
akan membentuk struktur sel yang tidak beraturan yang nantinya awal munculnya
kalus, kemudian mengalami diferensiasi, dan selanjutnya akan mengeluarkan

senyawa metabolit sekunder.

Berikut merupakan gambar analisis regresi untuk mengetahui pemberian

konsentrasi NAA paling optimum terhadap induksi kalus Daun Mangkokan.

Pengaruh NAA terhadap Hari Muncul Kalus

40
35 y=5,065x2- 14,47x + 36,25
R
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Gambar 4.1. Hubungan antara konsentrasi NAA dengan variabel hari muncul
kalus Daun Mangkokan

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.1 menunjukkan hubungan
antara konsentrasi NAA dengan hari muncul kalus membentuk pola garis kudratik
y= 5,065x> — 14,47x + 36,25 dan memiliki nilai determinasi R*= 0,871. Nilai
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determinasi menandakan bahwa terdapat hubungan yang erat antara konsentrasi
NAA dengan kecepatan hari muncul kalus. Hasil analisis diferensial persamaan
y= 5,065x2— 14,47x + 36,25 mencapai titik balik terendah pada koordinat (1,43 ;
25,91). Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi NAA 1,43 mg/l menyebabkan
hari muncul kalus paling cepat yaitu hari ke-25,91 HST.

Hasil penelitian Rahmi (2010) melaporkan bahwa konsentrasi 1,5 mg/l NAA
+ 0 mg/l BAP mampu menginduksi kalus dari eksplan biji jeruk kanci (Citrus sp.)

dengan persentase eksplan hidup sebesar 88,89%.

Pengaruh NAA terhadap Persentase Eksplan Tumbuh
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Gambar 4.2. Hubungan antara konsentrasi NAA dengan variabel persentase
eksplan tumbuh Daun Mangkokan

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.2 menunjukkan hubungan
antara konsentrasi NAA dengan persentase eksplan tumbuh membentuk pola
garis kudratik y= -24,38x? + 74,89x — 24,34 dan memiliki nilai determinasi R*=
0,986. Nilai determinasi menandakan bahwa terdapat hubungan yang erat antara
konsentrasi NAA dengan kecepatan persentase eksplan tumbuh. Berdasarkan
hasil analisis diferensial persamaan y= -24,38x* + 74,89x — 24,34 mencapai titik
tertinggi pada koordinat (1,53 ; 81,85). Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi

NAA 1,53 mg/l menyebabkan rata-rata eksplan tumbuh tertinggi yaitu 81,85%.
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Hasil penelitian Rahmi (2010) melaporkan bahwa konsentrasi 1,5 mg/l NAA
+ 0 mg/l BAP mampu menginduksi kalus jeruk kanci (Citrus sp.) dari eksplan biji

dengan persentase eksplan membentuk kalus sebesar 87,50%.

Pengaruh NAA terhadap Luas Kalus
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Gambar 4.3. Hubungan antara konsentrasi NAA dengan variabel luas kalus Daun
Mangkokan

Hasil analisis regresi pada gambar 4.3 menunjukkan hubungan antara
konsentrasi NAA dengan luas kalus membentuk pola garis kudratik y= -0,894x* +
3,930x + 2,862 dan memiliki nilai determinasi R?= 0,997. Nilai determinasi
menandakan bahwa terdapat hubungan yang erat antara konsentrasi NAA dengan
kecepatan luas kalus. Hasil analisis diferensial persamaan y= -0,894x* + 3,930x +
2,862 mencapai titik tertinggi pada koordinat (2,19 ; 7,18). Hal ini menunjukkan
bahwa konsentrasi NAA 2,19 mg/l menyebabkan rata-rata luas kalus tertinggi

yaitu 7,18 mm®.

Hasil penelitian Hafiizh (2016) pada kalus daun ganjo lalai (Artemisia annua
L.) bahwa konsentrasi NAA 2 mg/l + BAP 0 mg/l dapat membentuk kalus pada
hari ke-7 HST dengan persentase berkalus sebesar 100% , kalus berwarna putih
kehijauan. Penelitian Cavusoglu (2013) melaporkan bahwa penambahan NAA

dengan konsentrasi 2 mg/l berhasil menginduksi kalus dari biji pepino (Solanum
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muricatum) dengan persentase berkalus sebesar 94,44% dan memiliki ukuran
kalus 0,85 cm.

Pengaruh NAA terhadap Berat Kalus

0,7
06 -y y =-0,125x2+ 0,427x+ 0,209
’ DPIEEL . RETEE ® R%=0,986
05 il —.—‘ .

8 04T 9 N

@ —l .."

@ 03 ® Seriesl
0,2 ® -« Poly. (Seriesl)
0,1
O T T T T 1

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

Konsentrasi NAA {mg/L)

Gambar 4.4. Hubungan antara konsentrasi NAA dengan variabel berat kalus Daun
Mangkokan

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.4 menunjukkan hubungan
antara konsentrasi NAA dengan berat kalus membentuk pola garis kudratik y= -
0,125x* + 0,427x + 0,209 dan memiliki nilai determinasi R’= 0,986. Nilai
determinasi menandakan bahwa terdapat hubungan yang erat antara konsentrasi
NAA dengan kecepatan berat kalus. Hasil analisis diferensial persamaan y= -
0,125x% + 0,427x + 0,209 mencapai titik tertinggi pada koordinat (1,70 ; 0,57).
Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi NAA 1,7 mg/l menyebabkan rata-rata

berat kalus tertinggi yaitu 0,57 gram.

Hasil penelitian Samsumaharto (2010) melaporkan bahwa penambahan NAA
dengan konsentrasi 2 mg/l berhasil menginduksi kalus daun lavender (Lavandula
officinalis Chaix) sebesar 86,67% dalam waktu tercepat 5,69 hari dan rerata berat

kalus kering terbesar yakni 0,070 gram.
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4.2. Pengaruh BAP terhadap Pertumbuhan Kalus Daun Mangkokan
(Nothopanax scutellarium Merr.) pada Media MS secara In Vitro

Hasil analisis varian ANAVA terhadap hasil pengamatan yang dilakukan
selama 90 HST, menunjukkan BAP berpengaruh nyata terhadap semua variabel
pengamatan yang terdiri dari hari muncul kalus, persentase eksplan tumbuh, luas
kalus, persentase eksplan hidup, dan berat kalus (Tabel 4.3).

Tabel 4.3. Ringkasan hasil analisis varian (ANAVA) pengaruh konsentrasi BAP

terhadap induksi kalus metabolit Daun Mangkokan (Nothopanax
scutellarium Merr.) secara in vitro

Variabel F Hitung F Tabel 5%
Hari Muncul Kalus (HMK) 52,458* 2,501
Persentase Eksplan Tumbuh (%) 43.525¥ 2,501
Luas Kalus (mm®?) 32,964* 2,501
Persentase Eksplan Hidup (%) 4,061* 2,501
Berat Kalus (gram) 28,905* 2,501

Keterangan: (*) menunjukkan bahwa NAA yang ditambahakan berpengaruh nyata
terhadap variabel pengamatan.

Berdasarkan hasil analisis varian ANAVA menunjukkan bahwa F hitung
lebih besar dari F tabel yang artinya BAP berpengaruh nyata terhadap variabel
yang diamati yaitu hari muncul kalus, persentase eksplan tumbuh, luas kalus,
persentase eksplan hidup, dan berat kalus. Sehingga perlu dilakukan uji lanjutan
menggunakan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5%. Ringkasan hasil uji
DMRT 5% terangkum dalam tabel 4.4.

Tabel 4.4. Hasil DMRT 5% pengaruh BAP terhadap induksi kalus Daun
Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) secara in vitro

Konsentrasi Hari Muncul  Persentase Luas Persentase Berat
BAP (mg/l) Kalus Eksplan Kalus Eksplan Kalus
g (HMK)  Tumbuh (%) (mm?)  Hidup (%)  (Gram)

0 35,67d 18,67a 3,20a 76,00a 0,25a

1 30,80c 60,00b 5,21b 93,33b 0,43b

2 29,13bc 76,00bc 4,64ab 94,67b 0,38b

3 26,47ab 82,67c 7,24c 97,33b 0,61c

4 24,80a 76,67bc 6,96¢C 92,00b 0,58¢c

Keterangan: Angka yang diikuti oleh hu ruf yang sama pada kolom yang sama,
menunjukkan tidak berbeda pada DMRT 5%
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Berdasarkan hasil DMRT 5% pada tabel 4.4, menunjukkan bahwa perlakuan
BAP dengan konsentrasi 3 mg/l merupakan perlakuan yang paling efektif
terhadap variabel hari muncul kalus, luas kalus, dan berat kalus dengan rerata
muncul kalus yakni 26,47 HST, rerata luas kalus sebesar 7,24 mm?, dan rerata
berat kalus yakni 0,61 gram. Dari hasil penelitian dapat diketahui bahwa semakin
meningkatnya konsentrasi BAP, maka semakin cepat kalus itu tumbuh. Penelitian
Indu (2013) melaporkan bahwa konsentrasi 3 mg/l BAP dapat meningkatkan
kandungan flavonoid pada kalus jabon putih (Anthocephalus indicus A. Rich) dari
eksplan daun sekitar 3,6%. Hal ini sesuai dengan penelitian Sudrajad (2015) pada
kalus daun pegagan (Centella asiatica) bahwa konsentrasi NAA 0 mg/l + BAP 3
mg/l dapat menginduksi kalus paling cepat yaitu 29 HST dengn kalus berwarna

hijau kekuningan.

Menurut Yusnita (2003), sitokinin yang digunakan dengan konsentrasi yang
tepat mampu menggandakan dan menumbuhkan kalus, selain itu juga dapat
menumbuhkan tunas aksilar atau tunas adventif. Sitokinin menurut Harjadi (2009)
berfungsi untuk pembelahan sel atau sitokinesis yang dapat mempercepat

pertumbuhan kalus dan tunas.

Hasil DMRT 5% selanjutnya menunjukkan bahwa konsentrasi 2 mg/l BAP
merupakan perlakuan yang paling efektif terhadap variabel persentase eksplan
tumbuh yakni sebesar 76,00%. Hal ini tidak sesuai dengan penelitian Harisanraj
(2008) bahwa semakin tinggi konsentrasi ZPT yang ditambahkan maka akan
semakin menambah persentase kalus. Kemampuan eksplan dalam menumbuhkan
kalus, selain dari pengaruh ZPT endogen yang dikandung namun juga dipengaruhi
oleh umur eksplan, genotip eksplan, daya respon masing-masing kalus, dan
lingkungan kultur. Menurut George (1993), BAP yang digunakan dalam
konsentrasi yang tepat berhasil merangsang penggandaan kalus dan tunas karena

BAP secara alami berperan aktif dalam organogenesis.

Hasil analisis DMRT 5% selanjutnya menunjukkan konsentrasi 1 mg/l BAP
merupakan perlakuan yang paling efektif terhadap variabel persentase eksplan
hidup dengan rerata eksplan hidup sebesar 93,33%. Noggle (1983) menyatakan
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bahwa BAP merupakan jenis sitokinin yang sangat aktif karena struktur pada
BAP hampir sama dengan struktur pada kinetin sehingga sangat aktif pada
pertumbuhan ataupun proliferasi kalus. George (1984) menambahkan bahwa BAP
merupakan jenis sitokinin yang efektif dalam memacu atau mendorong kelanjutan

perkembangan kalus.

Menurut Wijayani (2007) bahwa dalam proses pembelahan sel, sitokinin
berperan dalam dua tahapan. Tahap pertama sitokinin dapat memacu sitokinesis
dalam siklus sel. Sitokinin mendorong pembelahan sel dengan cara mentransisi
fase G1 ke sitokinesis dan fase G2 ke mitosis dengan meningkatkan laju sintesis
protein. Protein tersebut merupakan protein pembangun atau enzim yang
diperlukan dalam mitosis. Sitokinin juga memperpendek fase S yakni dengan
mengaktifkan DNA, sehingga ukuran salinan DNA menjadi dua kali lebih besar
kemudian laju sintesis DNA digandakan. Tahap kedua yakni sitokinin dapat
mempengaruhi gen KNOX (Knotted Like Homeobox). Gen KNOX mengkode
suatu protein yang berperan dalam memacu pertumbuhan dan pemeliharaan

meristem ujung batang agr sel-selnya selalu bersifat meristematik.

Perlakuan 4 mg/l BAP mengalami penurunan aktivitas pertumbuhan kalus,
luas kalus, persentase eksplan hidup, dan berat kalus. Hal ini disebabkan karena
tingginya konsentrasi = sitokinin dalam media yang dapat menghambat
pertumbuhan. Menurut Mariska (1992) bahwa pertumbuhan dan morfogenesis
tanaman dalam kultur in vitro akan terhambat apabila menggunakan konsentrasi
zat pengatur tumbuh yang tinggi. Khaniyyah (2012) menambahkan bahwa
konsentrasi ZPT yang terlalu tinggi dapat menghentikan respon eksplan karena

bersifat toksik atau beracun bagi eksplan.

Berikut merupakan gambar analisis regresi untuk mengetahui pemberian

konsentrasi BAP paling optimum terhadap induksi kalus Daun Mangkokan.
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Pengaruh BAP terhadap Hari Muncul Kalus
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Gambar 4.5. Hubungan antara konsentrasi BAP dengan variabel hari muncul
kalus Daun Mangkokan

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.5 menunjukkan hubungan
antara konsentrasi BAP dengan hari muncul kalus membentuk pola garis kudratik
y= 0,386x* — 4,152x + 35,36 dan memiliki nilai determinasi R*= 0,985. Nilai
determinasi menandakan bahwa terdapat hubungan yang erat antara perlakuan
pemberian BAP dengan kecepatan hari muncul kalus. Hasil analisis diferensial
persamaan y= 0,386x*> — 4,152x + 35,36 mencapai titik balik terendah pada
koordinat (5,37 ; 24,19). Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi BAP 5,37 mg/I
menyebabkan hari muncul kalus paling cepat yaitu hari ke-24,19 HST.

Hasil penelitian Rahmi (2010) melaporkan bahwa konsentrasi 0 mg/l NAA +
5 mg/l BAP mampu menginduksi kalus biji jeruk kanci (Citrus sp.) dengan
persentase eksplan membentuk kalus sebesar 33,33%. Penelitian Zulfitra (2018)
melaporkan bahwa konsentrasi BAP 5 mg/l dapat menginduksi kalus Kopi
Arabika (Coffea arabica L.) dari eksplan pucuk daun dengan waktu pembentukan
kalus 41,34 HST.
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Pengaruh BAP terhadap Persentase Eksplan Tumbuh
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Gambar 4.6. Hubungan antara konsentrasi BAP dengan variabel persentase
eksplan tumbuh Daun Mangkokan

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.6 menunjukkan hubungan
antara konsentrasi BAP dengan persentase eksplan tumbuh membentuk pola garis
kudratik y= -7,427x% + 43 57x + 20,21 dan memiliki nilai determinasi R*= 0,992.
Nilai determinasi menandakan bahwa terdapat hubungan yang erat antara
perlakuan pemberian BAP dengan kecepatan persentase eksplan tumbuh. Hasil
analisis diferensial persamaan y= -7,427x* + 43,57x + 20,21 mencapai titik
tertinggi pada koordinat (2,93 ; 84,11). Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi

BAP 2,93 mg/l menyebabkan rata-rata eksplan tumbuh tertinggi yaitu 84,11%.

Hasil penelitian Sudrajad (2011) melaporkan bahwa konsentrasi 0 mg/l NAA
+ 3 mg/l BAP mampu menginduksi kalus daun Ekinase (Echinacea purpurea)
dengan persentase eksplan membentuk kalus sebesar 80%. Penelitian Zulfitra
(2018) melaporkan bahwa konsentrasi BAP 3 mg/l dapat menginduksi kalus Kopi
Arabika (Coffea arabica L.) pada eksplan pucuk daun dengan persentase eksplan

membentuk kalus sebesar 72,21%.
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Pengaruh BAP terhadap Luas Kalus
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Gambar 4.7. Hubungan antara konsentrasi BAP dengan variabel luas kalus Daun
Mangkokan

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.7 menunjukkan hubungan
antara konsentrasi BAP dengan luas kalus membentuk pola garis kudratik y= -
0,100x* + 1,357x + 3,338 dan memiliki nilai determinasi R’= 0,822. Nilai
determinasi menandakan bahwa terdapat hubungan yang erat antara perlakuan
pemberian BAP dengan kecepatan luas kalus. Hasil analisis diferensial persamaan
y=-0,100x* + 1,357x + 3,338 mencapai titik tertinggi pada koordinat (6,78 ;
7,94). Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi BAP 6,78 mg/l menyebabkan rata-

rata luas kalus tertinggi yaitu 7,94 mm?.
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Gambar 4.8. Hubungan antara konsentrasi BAP dengan variabel persentase
eksplan hidup Daun Mangkokan

Hasil analisis regresi pada gambar 4.8 menunjukkan hubungan antara
konsentrasi BAP dengan persentase eksplan hidup membentuk pola garis kudratik
y= -3,142x* + 16,17x + 77,18 dan memiliki nilai determinasi R*= 0,941. Nilai
determinasi menandakan bahwa terdapat hubungan yang erat antara perlakuan
pemberian BAP dengan kecepatan persentase eksplan hidup. Hasil analisis
diferensial persamaan y= -3,142x? + 16,17x + 77,18 mencapai titik tertinggi pada
koordinat (2,57; 97,98). Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi BAP 2,57 mg/I
menyebabkan rata-rata eksplan hidup tertinggi yaitu 97,98%.

Hasil penelitian Rahmi (2010) melaporkan bahwa konsentrasi 0 mg/l NAA +
3 mg/l BAP pada eksplan biji jeruk kanci (Citrus sp.) mempengaruhi persentase
eksplan hidup sebesar 88,89%. Penelitian Zulfitra (2018) melaporkan bahwa
konsentrasi BAP 3 mg/l dapat menginduksi kalus Kopi Arabika (Coffea arabica

L.) dari eksplan daun dengan persentase eksplan hisdup sebesar 100%.
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Hasil analisis regresi pada gambar 4.9 menunjukkan hubungan antara
konsentrasi BAP dengan berat kalus membentuk pola garis kudratik y= -0,040%2 +
0,221x + 0,020 dan memiliki nilai determinasi R?= 0,938. Nilai determinasi
menandakan bahwa terdapat hubungan yang erat antara perlakuan pemberian BAP
dengan berat kalus. Hasil analisis diferensial persamaan y= -0,01x* + 0,124x +
0,262 mencapai titik tertinggi pada koordinat (6,2 ; 0,65). Hal ini menunjukkan
bahwa konsentrasi BAP 6,2 mg/l menyebabkan rata-rata berat kalus tertinggi
yaitu 0,65 gram.

4.3. Pengaruh Kombinasi 1-Naphtalene Acetic Acid (NAA) dan 6-Benzyl
Adenin Purine (BAP) terhadap Pertumbuhan Kalus Daun Mangkokan

(Nothopanax scutellarium Merr.) secara In Vitro

Hasil induksi kalus Daun Mangkokan yang dilakukan selama 90 HST
menunjukkan bahwa kombinasi antara NAA dan BAP berpengaruh nyata
terhadap hari muncul kalus dan luas kalus. Ringkasan hasil analisis varian
(ANAVA) terangkum dalam tabel 4.5.
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Tabel 4.5. Ringkasan hasil analisis varian (ANAVA) pengaruh kombinasi NAA
dan BAP terhadap induksi kalus Daun Mangkokan (Nothopanax
scutellarium Merr.) secara in vitro

Variabel F Hitung F Tabel 5%
Hari Muncul Kalus (HMK) 4,212* 1,733
Persentase Eksplan Tumbuh (%) 1,648 1,733
Luas Kalus (mm®) 2,363* 1,733
Persentase Eksplan Hidup (%) 1,128 1,733
Berat Kalus (gram) 1,603 1,733

Keterangan: (*) menunjukkan bahwa kombinasi NAA dan BAP vyang
ditambahakan berpengaruh nyata terhadap variabel pengamatan.

Berdasarkan hasil analisis varian (ANAVA) menunjukkan bahwa
penambahan kombinasi NAA dan BAP berpengaruh nyata terhadap variabel hari
muncul kalus dan luas kalus karena F hitung lebih besar dari F tabel. Namun
kombinasi NAA dan BAP tidak berpengaruh terhadap variabel persentase eksplan
tumbuh, persentase eksplan hidup, dan berat kalus. Terlihat F hitung lebih kecil
dari F tabel.Variabel yang berpengaruh nyata perlu dilakukan uji lanjutan
menggunakan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5%. Ringkasan hasil uji
DMRT 5% terangkum dalam tabel 4.6.

Tabel 4.6. Hasil DMRT 5% pengaruh penambahan berbagai perlakuan kombinasi
NAA dan BAP terhadap induksi kalus Daun  Mangkokan
(Nothopanax scutellarium Merr.) secara in vitro

Konsentrasi ZPT (mg/l) Hari Muncul Kalus | o (mm?)
NAA BAP (HMK)
BO (0) 40,00k 0,00a
B1 (1) 37,00jk 3,500c
NO (0) B2 (2) 36,33jk 3,67hcd
B3 (3) 36,33jk 3,89bcd
B4 (4) 37,00jk 3,500¢
B0 (0) 35,00ij 3,67bcd
B1 (1) 31,00ghi 4,17bcde
N1 (0,5)
B2 (2) 24,00abcd 2,63b
B3 (3) 26,00cde 6,20efg
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B4 (4) 22,33abc 5,75defg

BO (0) 33,33hij 4,33bcde

B1 (1) 32,00ghi 6,17efg

N2 (1) B2 (2) 26,33cdef 5,38cdef
B3 (3) 24,33bcd 7,78gh

B4 (4) 22,33abc 6,27efg

BO (0) 33,00hij 4,33bcde
Bl (1) 28,00defg 6,58fg

N3 (1,5) B2 (2) 30,33fgh 5,47cdef
B3 (3) 22,33abc 9,47h
B4 (4) 21,00ab 9,80h

BO (0) 37,005k 3,67bcd

B1 (1) 26,00cde 5,67cdef

N4 (2) B2 (2) 28,67efg 6,07efg
B3 (3) 22,33abc 8,87h
B4 (4) 20,00a 9,47h

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama,
menunjukkan tidak berbeda pada DMRT 5%

Berdasarkan hasil dari DMRT 5% pengaruh kombinasi antara NAA dan BAP
pada tabel 4.6, menunjukkan bahwa kombinasi 2 mg/l NAA + 4 mg/l BAP
merupakan perlakuan paling optimum terhadap variabel hari muncul kalus dengan
rata-rata kalus muncul pada hari ke-20,00 HST. Akan tetapi, pada hasil DMRT
5% perlakuan kombinasi 2 mg/l NAA + 4 mg/l BAP tidak berbeda nyata dengan
perlakuan kombinasi (1,5 mg/l NAA + 4 mg/l BAP), (2 mg/l NAA + 3 mg/l
BAP), (0,5 mg/l NAA + 4 mg/l BAP), (1 mg/l NAA + 4 mg/l BAP), (1,5 mg/l
NAA + 3 mg/l BAP), dan (0,5 mg/l NAA + 2 mg/l BAP), sehingga dapat
dikatakan bahwa perlakuan yang efektif terhadap kecepatan hari muncul kalus
yakni kombinasi 0,5 mg/l NAA + 2 mg/l BAP dengan rerata kalus muncul pada
hari ke-24.00 HST.

Penelitian Junairiah (2018) melaporkan bahwa kombinasi antara 0,5 mg/I
NAA + 2 mg/l BAP mampu menginduksi kalus daun cabai jawa (Piper

retrofractum) dengan rerata kalus muncul pada hari ke-15 HST dan persentase
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eksplan membentuk kalus 100%. Sandra (2002) juga melaporkan bahwa
kombinasi antara 0,5 mg/l NAA + 2 mg/l BAP dalam media MS mampu
menginduksi kalus daun pule pandak (Rauwolfia serpentina) dan menghasilkan
senyawa alkaloid sekitar 0,29% per berat kering. Penelitian Rahman (2012)
melaporkan bahwa pemberian konsentrasi 0,5 mg/l NAA + 2 mg/l BAP mampu
mengiduksi kalus dari eksplan hipokotil jarak (Ricinus communis) dengan respon
kalus muncul pada hari ke 5, bertekstur kompak dan berwarna hijau, serta

memiliki persentase respon eksplan 100%.

Pemberian berbagai kombinasi NAA dan BAP juga berpengaruh terhadap
variabel luas kalus. Dilihat pada tabel 4.6 menunjukkan bahwa kombinasi 1,5
mg/l NAA + 4 mg/l BAP merupakan perlakuan paling optimum terhadap variabel
luas kalus dengan rata-rata luas kalus yakni 9,80 mm?. Akan tetapi, pada hasil
DMRT 5% perlakuan kombinasi 1,5 mg/l NAA + 4 mg/l BAP tidak berbeda nyata
dengan perlakuan kombinasi (2 mg/l NAA + 4 mg/l BAP), (1,5 mg/l NAA + 3
mg/l BAP), (2 mg/l NAA + 3 mg/l BAP), (1 mg/l NAA + 3 mg/l BAP), sehingga
dapat dikatakan bahwa perlakuan yang efektif terhadap luas kalus yakni
kombinasi 1 mg/l NAA + 3 mg/l BAP dengan dengan rata-rata luas kalus 7,78

mm?.

Penelitian dari Puteri (2014) menyatakan bahwa konsentrasi NAA 1 mg/l + 3
mg/l BAP mampu menginduksi kalus daun sirsak (Annona muricata) dengan rata-
rata kecepatan induksi kalus yaitu 10 HST dan memiliki berat kalus sebesar 0,410
gram. Fitriani (2008) juga melaporkan bahwa kombinasi antra 1 mg/l NAA dan 3
mg/l BAP dapat menginduksi kalus ganjo lalai (Artemisia annua) dari eksplan
daun dengan rerata kalus muncul pada hari 14 HST. Penelitian Rahman (2012)
melaporkan bahwa pemberian konsentrasi 1 mg/l NAA + 3 mg/l BAP mampu
mengiduksi kalus dari eksplan hipokotil jarak (Ricinus communis) dengan respon
kalus muncul pada hari ke 6, kalus berwarna hijau, serta memiliki persentase
respon eksplan sebesar 55,7%. Sugiyanti (2008) juga melaporkan bahwa eksplan

tunas Zodia (Euodia suaveolens Scheff.) dapat menginduksi kalus pada
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konsentrasi 1 mg/l NAA + 3 mg/l BAP dengan morfologi kalus kurang sangat

remah.

Menurut Allan (1991), pemberian konsentrasi antara auksin dan sitokinin
yang seimbang dapat memacu pertumbuhan dan penggandaan kalus melalui
interaksi dalam pembesaran dan pembelahan sel. Namun, pemberian konsentrasi
yang seimbang bisa berubah sesuai dengan jenis eksplan yang ditaman, zpt,
genotip, dan tata letak eksplan. Sebab, setiap jenis eksplan yang digunakan
memiliki kandungan hormon endogen yang berbeda sehingga dapat
mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan eksplan yang dikulturkan.
Eksplan yang digunakan dalam penelitian ini yakni daun muda Mangkokan yang
diduga masih mengandung hormon endogen auksin yang tinggi. Hal ini
disebabkan karena sintesis hormon auksin terjadi di bagian koleoptil ujung tunas.
Hal ini sesuai dengan Abidin (1994), bahwa auksin disintesis di pucuk batang
dekat dengan meristem pucuk, jaringan muda (misalnya daun muda), dan
ditranslokasikan ke bagian bawah batang (polar), sehingga terjadi perbedaan
auksin di ujung batang dan di akar.

Gunawan (1988) menyatakan bahwa hormon endogen yang terkandung
didalam eksplan merupakan faktor yang dapat menstimulasi proses morfogenesis
dan pertumbuhan eksplan. Selain itu, nutrisi didalam media juga menjadi faktor
yang mempengaruhi pertumbuhan eksplan. Pada umumnya eksplan dapat tumbuh
dalam kondisi yang cukup dan seimbang. Hal ini didukung oleh Rahardja (2007)
yang menyatakan respon eksplan dalam pertumbuhan kultur bergantung pada
hubungan interaksi serta keseimbangan zat pengatur tumbuh eksogen yang
ditambahkan dalam media dengan zat pengatur tumbuh endogen yang terdapat

pada eksplan.

Menurut Zulfikar (2009), kandungan hormon endogen dalam eksplan yang
seimbang dapat mengendalikan morfogenesis dan pertumbuhan tanaman secara in
vitro . hal ini didukung oleh Sriskandarajah (2006) bahwa perbedaan eksplan
dalam merespon auksin dan sitokinin dalam regenerasi kalus dan tunas tergantung
dari tingkat kandungan hormon endogen yang terdapat dalam eksplan.
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Purnamaningsih (2011) menyatakan bahwa meskipun auksin lebih berperan dalam
pembentukan kalus, namun apabila auksin dikombinasikan dengan sitokinin juga
dapat berperan dalam proses proliferasi dan pembelahan kalus, juga dapat

memberikan respon terbaik untuk induksi kalus.

Hasil analisis regresi pengaruh Kombinasi NAA dan BAP terhadap induksi
kalus Daun Mangkokan disajikan pada gambar 4.10 dan gambar 4.11.

Pengaruh Kombinasi NAA dan BAP terhadap Hari
Muncul Kalus
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Gambar 4.10. Pengaruh kombinasi NAA dan BAP terhadap hari muncul kalus
Daun Mangkokan pada media MS in vitro.

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.10 menunjukkan hubungan
antara kombinasi NAA dan BAP dengan hari muncul kalus membentuk pola garis
kudratik y= 7,809x? — 23,48x + 36,90 dan memiliki nilai determinasi R?= 0,882.
Nilai determinasi menandakan bahwa terdapat hubungan yang erat antara
perlakuan pemberian kombinasi NAA dan BAP dengan kecepatan hari muncul
kalus. Pada hasil analisis diferensial persamaan y= 7,809x* — 23,48x + 36,90
menyatakan bahwa penambahan NAA dan BAP berpengaruh terhadap hari
muncul kalus mencapai titik optimum pada koordinat (1,50 ; 19,25). Hal ini

menunjukkan bahwa kombinasi NAA yang efektif terhadap variabel hari muncul
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kalus yaitu 1,5 mg/l NAA dan konsentrasi 4 mg/l BAP terhadap variabel hari
muncul kalus paling cepat yaitu hari ke-19,25 HST.

Hasil penelitian Sudrajad (2015) pada kalus daun pegagan (Centella asiatica)
bahwa konsentrasi NAA 1 mg/l + BAP 4 mg/l dapat menginduksi kalus paling

cepat yaitu 29 HST dengan kalus berwarna hijau dan jumlahnya banyak.

Pengaruh Kombinasi NAA dan BAP terhadap Luas
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Gambar 4.11. Pengaruh kombinasi NAA dan BAP terhadap luas kalus Daun
Mangkokan pada media MS in vitro

Berdasarkan hasil analisis regresi pada gambar 4.11 menunjukkan hubungan
antara kombinasi NAA dan BAP dengan luas kalus membentuk pola garis
kudratik y= -0,614x> + 4,426x + 3,452 dan memiliki nilai determinasi R’= 0,915.
Nilai determinasi menandakan bahwa terdapat hubungan yang erat antara
perlakuan pemberian kombinasi NAA dan BAP dengan kecepatan luas kalus.
Pada hasil analisis diferensial persamaan y= -0,614x* + 4,426x + 3,452
menyatakan bahwa penambahan kombinasi NAA dan BAP berpengaruh terhadap
luas kalus mencapai titik optimum pada koordinat (3,60 ; 3,45). Hal ini
menunjukkan bahwa kombinasi NAA yang efektif terhadap variabel luas kalus
yaitu 3 mg/l NAA dan konsentrasi 4 mg/l BAP dengan rata-rata luas kaluspaling
tinggi sebesar 3,45 mm?.
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Hasil penelitian Sudrajad (2015) pada kalus daun pegagan (Centella asiatica)
bahwa konsentrasi NAA 3 mg/l + BAP 3 mg/l dapat menginduksi kalus paling

cepat yaitu 25 HST dengan kalus berwarna hijau dan jumlahnya banyak.

4.4, Pengaruh Pemberian Berbagai Perlakuan Kombinasi 1-Naphtalene
Acetic Acid (NAA) dan 6-Benzyl Adenin Purine (BAP) terhadap Warna
dan Tekstur Kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.)

secara In Vitro

Indikator adanya pertumbuhan Kalus Daun Mangkokan pada penelitian ini
dapat dilihat dari sisi kualitas kalus yaitu warna dan tekstur kalus yang bervariasi.
Warna dan tekstur kalus diamati pada hari terakhir penelitian yaitu 90 HST. Hasil
penelitian warna dan tekstur Kalus Daun Mangkokan dapat dilihat pada gambar
4.12.

a b C
Gambar 4.12. Morfologi kalus daun Mangkokan. a.) bertekstur kompak dan
berwarna kuning kecoklatan (2 mg/l NAA + 3 mg/l BAP), b.)
bertekstur intermediet, berwarna coklat dan putih (2 mg/l NAA +
3 mg/l BAP), c) bertekstur remah dan berwarna putih (1 mg/l
NAA + 1 mg/l BAP)

Berdasarkan hasil pengamatan dari tekstur kalus dapat diketahui bahwa kalus
daun mangkokan memiliki tipe kalus remah, intermediet, dan kompak. Tipe kalus
remah terdapat pada perlakuan 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP dan perlakuan 2 mg/I
NAA + 2 mg/l BAP. Selanjutnya tipe kalus intermediet terdapat pada perlakuan
NAA dan BAP diantaranya yakni (0 mg/l NAA + 2 mg/l BAP), (0,5 mg/l NAA +
3 mg/l BAP), (1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP), (1,5 mg/l NAA + 4 mg/l BAP), dan (2
mg/l NAA + 1 mg/l BAP). Tipe kalus kompak terdapat pada perlakuan NAA dan
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BAP diantaranya yakni (0 mg/l NAA + 1 mg/l BAP), 0 mg/l NAA + 3 mg/l BAP),
(0 mg/l NAA + 4 mg/l BAP), (0,5 mg/l NAA + 0 mg/l BAP), (0,5 mg/l NAA + 1
mg/l BAP), (0,5 mg/l NAA + 2 mg/l BAP), (0,5 mg/l NAA + 4 mg/l BAP), (1
mg/l NAA + 0 mg/l BAP), (1 mg/l NAA + 3 mg/l BAP), (1 mg/l NAA + 4 mg/Il
BAP), (1,5 mg/l NAA + 0 mg/l BAP), (1,5 mg/l NAA + 1 mg/l BAP), (1,5 mg/l
NAA + 2 mg/l BAP), (1,5 mg/l NAA + 3 mg/l BAP), (2 mg/l NAA + 0 mg/l
BAP), (2 mg/l NAA + 3 mg/l BAP), dan (2 mg/l NAA + 4 mg/l BAP).

Hal ini sesuai dengan Turhan (2004) bahwa kalus secara visual dapat
digolongkan menjadi 3 jenis kalus, yaitu intermediet, kompak, dan remah.
Menurut Indah (2013) kalus dengan keadaan yang baik digunakan sebagai
penghasil metabolit sekunder dengan tekstur kompak (non friable), kalus yang
bertekstur kompak dapat mengakumulasikan metabolit sekunder lebih banyak
dibandingkan kalus jenis lain. Rahmawati (1999) menambahkan bahwa kalus
yang mengandung senyawa metabolit sekunder yang tinggi, aktifitas pembelahan

selnya akan menurun.

Menurut George (1993) penambahan sitokinin pada media akan
menghasilkan kalus kompak dibandingkan dengan tanpa penambahan sitokinin.
Kalus yang memiliki tekstur kompak dihasilkan dari efek auksin dan sitokinin
yang dapat mempengaruhi potensial air dalam sel. Hal tersebut dapat
menyebabkan peningkatan penyerapan air pada medium kedalam sel yang

mengakibatkan sel menjadi lebih kaku.

Kalus bertekstur kompak menurut Purwaningsih (2007) merupakan akibat
dari adanya sitokinin yang berperan dalam transport hara. Proses transport
sitokinin dimulai pada bagian basal ke apeks yang membawa zat hara dan air
melewati pembuluh pengangkut dan potensial osmotik dalam sel akan terganggu.
Sukrosa yang ditambahkan dalam medium akan dibawa melalui pembuluh floem
yang mengakibatkan tekanan turgor. Hal ini terjadi karena terdapat perbedaan
konsentrasi larutan, mengakibatkan zat hara (sukrosa) dan air di medium masuk
kedalam sel secara osmosis. Hal tersebut menyebabkan dinding-dinding sel

menjadi kaku, selanjutnya akan terbentuk kalus kompak tergantung pada jenis
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jaringan, kondisi pertumbuhan, dan umur kalus. Santoso (2004) menambahkan
bahwa kalus yang memiliki tekstur kompak diakibatkan oleh aktivitas sel yang
awalnya membelah secara terus menerus kemudian mengalami penurunan
aktivitas poliferasinya. Dehghani (2011) menyatakan bahwa tekstur dan warna
kalus yang dihasilkan dipengaruhi oleh umur kalus, eksplan yang digunakan, dan

kondisi lingkungannya.

Hasil pengamatan warna kalus yang dihasilkan dari perlakuan menggunakan
NAA dan BAP menghasilkan kalus yang berwarna putih, kuning kecoklatan,
coklat, dan hijau kekuningan. George (2008) menyatakan bahwa warna kalus
yang bervariasi dikarenakan oleh hasil metabolisme genetik sel pada bagian
eksplan tertentu. Menurut Hendaryono (1994) warna kalus yang berbeda
disebabkan oleh beberapa faktor yaitu pigmentasi, intensitas cahaya, dan bagian

tanaman yang dipakai sebagai eksplan.

Perbedaan tersebut menunjukkan adanya perkembangan kalus dari awal
sampai akhir. Biasanya kalus pertama kali muncul memiliki warna cerah seperti
putih atau kuning kehijauan. Kemudian bertambahnya umur kalus menyebabkan
warna pada kalus berubah sesuai dengan kandungan senyawa yang dimilikinya.
Kandungan senyawa tersebut dapat mempengaruhi warna pada kalus, misalnya
senyawa turunan dari fenol. Menurut Fitriyani (2003) fenol yang terbentuk terjadi
karena adanya cekaman atau ancaman pada sel tanaman akibat dari perlukaan
pada jaringan tanaman dan juga cekaman dari media tanam. Untuk menghindari
hal tersebut, maka dilakukan subkultur atau pemindahan media sebelum terjadi
kematian atau penumpukan senyawa fenol yang menyebabkan pertumbuhan kalus

terhambat sampai menyebabkan kematian.

Menurut Dwi (2012), warna putih pada kalus menandakan bahwa sel-sel
kalus dalam keadaan aktif membelah. Warna kalus menandakan kandungan
klorofil dalam jaringan, semakin hijau warna kalus menunjukkan banyaknya
kandungan klorofil dalam suatu kalus. Hal ini didukung Fatmawati (2008) bahwa
kalus yang berwarna putih merupakan jaringan embriogenik yang belum

mengandung kloroplas, namun mengandung butir pati yang relatif tinggi. Tsuro
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(1998) menyatakan bahwa kalus berwarna putih belum mengandung kloroplas,
namun banyak mengandung butir pati, selain itu penambahan zat pengatur
tumbuh jenis sitokinin dan stimulus cahaya dapat membentuk kalus warna putih.
Warna hijau pada kalus juga menandakan bahwa kalus mengandung klorofil yang
berperan dalam tempat munculnya tunas. Wardani (2004) menambahkan bahwa
warna hijau pada kalus diakibatkan karena besarnya konsentrasi sitokinin yang
diberikan. Penambahan sitokinin dalam media dapat memperlambat perombakan
butir-butir Klorofil karena sitokinin dapat mempercepat proses metabolisme dalam

sintesis protein.

Warna coklat atau gelap pada kalus menurut Azizah (2017) merupakan jenis
kalus non-embriogenik yang tidak memiliki kemampuan dalam regenerasi (tidak
mengalami perkembangan fase embriogenik). Hal ini didukung oleh pernyataan
Hendaryono (1994) bahwa penyebab kalus berwarna kecoklatan yaitu akibat dari
pemotongan pada eksplan sehingga terjadi luka. Hayati (2010) menambahkan
bahwa kalus yang berwarna kuning diduga mengandung pigmen antosianin.
Pigmen tersebut merupakan senyawa turunan fenol dari kelompok flavonoid.
Wattimena (1991) menambahkan bahwa senyawa dari turunan fenol dapat

menghambat pertumbuhan, pembesaran sel, dan pembelahan sel.

4.5. Anatomi Kalus Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.)

Kalus kompak (kalus metabolit) biasanya digunakan untuk menghasilkan
senyawa metabolit yang dapat digunakan sebagai bahan dalam pembuatan obat
dibidang farmasi. Katakteristik dari kalus metabolit yaitu bertekstur kompak,
memiliki susunan sel berbentuk nodular, berstruktur padat, susah untuk
dipisahkan, memiliki kandungan air cukup banyak, dan cenderung memiliki
warna terang yang disesuaikan dengan jenis senyawa yang dimilikinya (Hayati,
2010). Sedangkan kalus remah memiliki susunan sel yang panjang berbentuk
tubular, berstruktur renggang, mudah rapuh dan tidak teratur. Struktur kalus
remah (embriogenik) sangat berhubungan dengan laju kecepatan tumbuh kalus
sehingga metabolit sekunder yang dikehendaki dapat di produksi lebih cepat
(Syahid, 2010).
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Berdasarkan hasil pengamatan dari warna dan tekstur kalus dapat diketahui
bahwa kalus daun mangkokan memiliki tipe kalus remah, intermediet, dan

kompak. Setiap tipe kalus memiliki karakteristik anatomi yang berbeda-beda yang

dapat dilihat pada gambar 4.13.

Gambar 4.13. Anatomi kalus Daun Mangkokan perbesaran 400x. a.) kompak (1
mg/l NAA + 3 mg/l BAP), b.) intermediet (1 mg/l NAA + 2 mg/l
BAP), c.) remah (1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP)

Hasil pengamatan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x pada
gambar 4.13. menunjukkan bahwa perlakuan kombinasi 1 mg/l NAA + 3mg/l
BAP menghasilkan rata-rata kalus yang kompak. Kalus dari hasil pengamatan
memiliki ciri-ciri yaitu berbentuk nodular, selnya rapat, ukuran selnya Kkecil,
terdapat sitoplasma yang padat, vakuola besar, memiliki pati, dan intinya kecil
(tidak terlihat). Kalus metabolit atau kalus kompak menurut Dodd (1993)
mempunyai bentuk anatomi yakni ukuran selnya kecil, sitoplasma padat,
mengandung pati, dan inti kecil. Street (1993) menambahkan bahwa kalus
kompak memiliki susunan sel yang rapat sehingga sulit untuk dipisahkan, serta
ukuran vakuola yang cukup besar dan jumlahnya banyak, hal ini memungkinkan
vakuola untuk memproduksi senyawa metabolit sekunder dalam jumlah yang

besar.

Perlakuan kombinasi 1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP menghasilkan kalus
intermediet. Kalus intermediet merupakan gabungan dari kalus kompak dan kalus
remah. Kalus dari hasil pengamatan memiliki ciri-ciri yaitu berbentuk nodular dan
tubular, selnya rapat, terdapat sitoplasma yang padat, memiliki vakuola, dan

memiliki pati. Menurut Arianto (2013) tipe kalus intermediet merupakan kalus
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yang terdiri dari kelompok sel-sel yang sebagian remah dan sebagian lainnya

kompak.

Perlakuan kombinasi 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP menghasilkan kalus remah.
Kalus remah merupakan ciri umum dari kalus embriogenik. Dari hasil
pengamatan kalus remah memiliki ciri-ciri yaitu berbentuk tubular, selnya
renggang sehingga mudah di pisahkan, ukuran selnya kecil, terdapat sitoplasma,
terdapat inti, dan vakuola kecil. Rusdianto (2012) menyatakan bahwa karakteristik
dari kalus embriogenik dapat diketahui dari teksturnya remah, berwarna putih
kekuningan atau putih bening, sitoplasmanya padat, terdapat kandungan pati,

ukuran vakuola kecil, dan memiliki inti yang besar.

4.6. Dialog Hasil Penelitian dalam Integrasi Sains dan Islam

Berbagai macam tanaman dimuka bumi ini diciptakan oleh Allah SWT
dengan kekuasaan-Nya, mulai dari sesuatu yang hidup maupun sesuatu yang mati,
segala macam yang Allah SWT ciptakan tidak ada yang sia-sia, termasuk dalam
penciptaan tanaman. Tanaman diciptakan melalui proses dimana dibutuhkan
unsur hara yang berguna sebagai nutrisi bagi tanaman dan juga media tanam

sebagai tempat untuk kelangsungan hidupnya.

Allah SWT menciptakan tanaman karena memiliki manfaat yang banyak
sekali dan dapat dimanfaatkan oleh mahkluk hidup lainnya. Salah satunya
dimanfaatkan sebagai bahan untuk pengobatan. Tanaman memiliki berbagai
macam kandungan senyawa yang berguna untuk kesehatan, misalnya kalsium,
vitamin, fosfor, minyak, dan lain sebagainya. Tanaman memiliki berbagai macam
jenis dan spesies yang tersebar di seluruh penjuru dunia mulai dari yang terkecil
maupun yang terbesar. Dalam surah Lukman 31 ayat 10 menjelaskan tentang
kekuasaan Allah SWT dalam menciptakan keanekaragaman jenis tanaman yang
baik.
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Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala
macam jenis binatang. dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu
Kami tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik.”

Menurut tafsir ibnu Katsir oleh Al-Sheikh (1994), Al-Hasan dan Qatadah
menyatakan bahwa Allah SWT menciptakan langit tidak memiliki tiang, baik
yang terlihat maupun yang tidak terlihat. Dia menciptakan gunung yang
ditancapkan dengan kokoh, agar bumi tidak bergoncang dan tidak bergerak
sehingga kehidupan makhluk hidup tidak rusak. Dia juga menyebarkan di bumi
segala macam makhluk bernyawa yang jumlah, bentuk, dan warna yang tidak
diketahui kecuali Penciptanya, menurunkan air dari awan, dan Dia menumbuhkan

berbagai macam tanaman yang hijau, baik, serta indah dipandang mata.

Menurut Al-Quthubi (2009) yang termasuk dalam tumbuhan yang baik yaitu
memiliki bentuk, warna dan manfaat. Manfaat tanaman baik tersebut diantaranya
sebagai sumber pokok kehidupan manusia, penopang kehidupan, dan sebagai
tanaman obat yang berguna untuk mengobati beraneka macam penyakit. Salah
satu spesies tanaman obat yang bermanfaat adalah tanaman Mangkokan
(Nothopanax scutellarium Merr.). Menurut Revina (2011) menyatakan bahwa
daun Mangkokan berkhasiat untuk melancarkan pengeluaran ASI, antiinflamasi
(anti-radang), dan antioksidan. Hariana (2008) menambahkan bahwa banyak
masyarakat menggunakan daun Mangkokan untuk penyembuhan luka, bau
keringat, rambut rontok, dan sebagai diuretik.

Setiap bagian tanaman Mangkokan memiliki khasiat yang berbeda-beda.
Budidaya untuk memperbanyak tanaman Mangkokan masih dilakukan secara

tradisional maupun konvensional. Maka, perlu dilakukan upaya untuk
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memperbanyak tanaman dengan waktu yang singkat dan mempunyai kandungan
senyawa obat yang tinggi melalui teknik kultur in vitro. Dalam kultur in vitro
terdapat beberapa faktor yang dapat mempengaruhi pertumbuhan tanaman kultur
yakni media tanam kultur. Media tanam tersebut memiliki kemampuan dalam
menghasilkan nutrisi maupun bahan makanan bagi tanaman dan berperan dalam
pertumbuhan dan perkembangan tanaman kultur. Allah SWT berfirman dalam
surah Al-A’raf 7 ayat 58:
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Artinya: “Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan
seizin Allah; dan tanah yang tidak subur, tanaman-tanamannya hanya
tumbuh merana. Demikianlah Kami mengulangi tanda-tanda kebesaran
(Kami) bagi orang-orang yang bersyukur.”

Menurut Al Jazairi (2007) menyatakan “Dan tanah yang baik, tanaman-
tanamannya tumbuh subur dengan seizin Allah..” yakni tanah yang baik dan subur
akan menumbuhkan tanaman yang baik atas seizin Allah SWT setelah
menurunkan air hujan, dengan pertumbuhan yang baik dan sempurna. Sedangkan
“Dan tanah yang tidak subur, tanamn-tanamannya hanya tumbuh merana” yaitu
tanah yang buruk tidak dapat menumbuhkan tanaman kecuali tanaman yang jelek
setelah diturunkan air hujan. Berdasarkan tafsir tersebut dapat diketahui bahwa
tanah yang subur biasanya mengandung unsur hara mikro maupun makro yang
cukup. Tanaman umumnya tumbuh pada media selain tanah, misalnya dengan

teknik kultur in vitro.

Teknik kultur In Vitro merupakan salah satu teknik menanam bagian organ
suatu tanaman kemudian ditanam dalam media buatan dalam keadaan yang
aseptis dan lingkungan yang terkendali (Santoso, 2003). Media kultur memiliki

pengaruh penting terhadap pertumbuhan dan perkembangan tanaman kultur.
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Media dalam kultur in vitro diibaratkan dengan tanah yang mengandung unsur
hara makro maupun mikro yang dapat mempengaruhi pertumbuhan. Pada
umumnya terdapat zat tambahan yang digunakan untuk mempercepat ataupun
menghambat pertumbuhan tanaman kultur yang disebut zat pengatur tumbuh. Zat
pengatur tumbuh yang ditambahkan dalam media kultur sesuai dengan keinginan
kita, misalnya untuk induksi pertumbuhan kalus dibutuhkan zat pengatur tumbuh

jenis auksin dan sitokinin (Hendaryono, 1994).

Penelitian ini menggunakan zat pengatur tumbuh auksin yakni NAA dan jenis
sitokinin yakni BAP untuk menginduksi kalus dari tanaman Mangkokan
(Nothopanax scutellarium Merr.). Zat pengatur tumbuh yang diperlukan dalam
kultur in vitro mempunyai ukuran yang berbeda-beda sesui dengan keinginan Kita.
Kebutuhan setiap tanaman kultur akan zat pengatur tumbuh juga berbeda-beda.
Berdasarkan hal tersebut, Allah SWT berfirman dalam surah Al-Qamar 54 ayat
49:

Artinya: “Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran.”

Menurut Al-Sheikh (2007) dalam tafsir lbnu Katsir menyatakan bahwa,
segala sesuatu yang diciptakan oleh Allah SWT terhadap semua makhluk sesuai
dengan ukuran atau ketetapan dari-Nya. Allah SWT menciptakan segala sesuatu
disertai dengan takdir yang telah ditetapkan Allah untuknya. Penelitian ini
menggunakan media dan zat pengatur tumbuh untuk menginduksi kalus metabolit
Mangkokan yakni media MS yang dikombinasikan dengan NAA dan BAP. Hasil
penelitian ini diketahui bahwa perlakuan kombinasi 0,5 mg/l NAA + 2 mg/l BAP
merupakan perlakuan yang efektif terhadap variabel hari muncul kalus dengan
rerata 24,00 HST. Perlakuan kombinasi 1 mg/l NAA + 3 mg/l BAP merupakan
perlakuan paling efektif terhadap variabel luas kalus dengan rerata luas kalus
yakni 7,78 mm? Dari hal tersebut dapat diketahui bahwa untuk meningkatkan

pertumbuhan Kalus Daun Mangkokan, maka dibutuhkan konsentrasi yang sesuai.

67



Akan tetapi, konsentrasi zat pengatur tumbuh untuk tanaman daun mangkokan
akan berbeda dengan jenis tanaman lain.

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa Allah SWT telah menunjukkan
tahapan dalam kehidupan tanaman. Allah SWT yang telah menumbuhkan
tanaman dari potongan daun Mangkokan yang tumbuh menjadi kalus yang
nantinya dapat meningkatkan kandungan senyawa metabolit sekunder. Hal
tersebut merupakan kehendak Allah SWT atas kekuasaan dan kebesaran-Nya.
Allah SWT telah menciptakan alam semesta untuk kepentingan dan kesejahteraan
semua makhluknya khusunya manusia. Sifat serakah dan perlakuan buruk
manusia terhadap alam akan menjerumuskan manusia itu sendiri. Musibah yang
muncul seperti tanah longsor, kekeringan, banjir, pembangunan yang tidak
karuan, serta udara dan air yang tercemar merupakan akibat perbuatan manusia itu

sendiri terhadap alam yang merugikan makhluk lainnya.

Kearifan masyarakat terkait tanaman Mangkokan ini mengakibatkan mereka
terus merusak dan menebang tanaman pagar ini, sehingga tanaman ini biasanya
diabaikan oleh masyarakat sekitar. Sementara itu, tanaman Mangkokan memiliki
kandungan senyawa yang dapat digunakan sebagai pengobatan herbal. Allah SWT
melarang umat manusia untuk berbuat kerusakan dimuka bumi, karena Allah telah
menjadikan manusia sebagai khalifah sehingga manusia wajib untuk menjaga
kelestarian alam yang telah dikaruniakan Allah SWT. Firman Allah dalam surah
Al-Bagarah 1 ayat 30:
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Artinya:  “Ingatlah  ketika Tuhanmu berfirman kepada Para Malaikat:
"Sesungguhnya aku hendak menjadikan seorang khalifah di muka
bumi.” mereka berkata: "Mengapa Engkau hendak menjadikan
(khalifah) di bumi itu orang yang akan membuat kerusakan padanya
dan menumpahkan darah, Padahal Kami Senantiasa bertashih dengan
memuji Engkau dan mensucikan Engkau?" Tuhan berfirman:
"Sesungguhnya aku mengetahui apa yang tidak kamu ketahui."

Ayat diatas mengandung makna bahwa Allah SWT sudah menetapkan
manusia sebagai khalifah Allah di muka bumi ini. Khalifah disini memiliki arti
makhluk Allah yang menerima kepercayan untuk menjalankan kehendak dan
menerapkan ketetapan-ketetapan Allah di muka bumi. Allah SWT melarang
makhluknya untuk berbuat kerusakan. Menurut tafsir Al-Maraghi (1985)
menyatakan bahwa manusia merupakan makhluk Allah yang diberikan akal
fikiran dan kebebasan berkehendak, dimana manusia cenderung berbuat
kerusakan di muka bumi. Oleh karena itu, Allah SWT menganugerahkan ilmu
pengetahuan kepada manusia agar dapat mengemban amanat Allah SWT sebagai
khalifah di muka bumi.

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat dan menjadi pelajaran
bagi manusia sebagai khalifah untuk meningkatkan ketagwaan dan keimanan
kepada-Nya dan senantiasa mendekatkan diri kepada Allah SWT. Selain sebagai
khalifah di bumi, manusia juga berperan sebagai ilmuan muslim dimana dalam
melakukan suatu tindakan harus sesuai dengan etika di alam dan nilai-nilai
keislaman. Perlakuan etis terhadap tanaman misalnya dalam memperbanyak,
menanam dan memperlakukan tanaman yang baik. Selanjutnya ketika melakukan
penelitian, zat pengatur tumbuh dan air yang diberikan terhadap tanaman harus
sesuai dengan etika dan aturan islam, karena setiap makhluk hidup memiliki hak
terhadap sumberdaya lingkungan. Berdasarkan penelitian ini, nilai-nilai keislaman
yang didapatkan yaitu dalam perbanyakan tanaman harus memperhatikan dan
memperlakukan tanaman seperti memenuhi nutrisi yang diperlukan oleh tanaman
agat tumbuh dengan baik. Hal ini dikarenakan tanaman merupakan makhluk Allah

SWT yang diciptakan dari air yang bisa menumbuhkannya, maka manusia sudah
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sepatutnya menjaga dan melestarikan bumi, sebab manusia mendapatkan sumber

makanan dari tanaman.
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BAB V
PENUTUP

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dari “Induksi Kalus Daun Mangkokan
(Nothopanax scutellarium Merr.) Menggunakan Zat Pengatur Tumbuh NAA
(Naphthalene Acetic Acid) dan BAP (6-Benzyl Amino Purine) Melalui Teknik In

Vitro” didapatkan kesimpulan bahwa:

1. Zat Pengatur Tumbuh NAA berpengaruh nyata terhadap induksi kalus
Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) terlihat pada variabel
hari muncul kalus, persentase eksplan tumbuh, luas kalus, dan berat kalus.
Konsentrasi NAA 1 mg/l efektif terhadap variabel hari muncul kalus yakni
27,80 HST, persentase eksplan tumbuh sebesar 72,00%, luas kalus yakni
5,99 mm?, dan berat kalus sebesar 0,51 gram.

2. Zat Pengatur Tumbuh BAP berpengaruh nyata terhadap induksi kalus
Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) terlihat dari semua
variabel pengamatan. Konsentrasi BAP 3 mg/l efektif terhadap variabel
hari muncul kalus yakni 26,47 HST, persentase eksplan tumbuh sebesar
82,67%, luas kalus 7,24 mm?, persentase eksplan hidup yakni 97,33%, dan
berat kalus sebesar 0,61 gram.

3. Pemberian kombinasi NAA dan BAP berpengaruh terhadap induksi kalus
Daun Mangkokan (Nothopanax scutellarium Merr.) terlihat dari variabel
hari muncul kalus dan luas kalus. Konsentrasi yang efektif terhadap
variabel hari muncul kalus yaitu 0,5 mg/L NAA + 2 mg/L BAP dengan
rata-rata 24,00 HST. Sedangkan konsentrasi yang efektif terhadap variabel
luas kalus yaitu 1 mg/L NAA + 3 mg/L BAP dengan luas kalus 7,78 mmZ.
Warna dan tekstur kalus yang dihasilkan yaitu berwarna coklat, kuning
kecoklatan dengan tekstur kompak. Anatomi kalus daun mangkokan
didapatkan hasil dengan karakteristik memenuhi kalus metabolit yaitu
berbentuk nodular, ukuran selnya kecil, terdapat sitoplasma yang padat,

vakuola besar, memiliki pati, dan intinya kecil (tidak terlihat).



5.2. Saran

Saran dari penelitian selanjutnya yaitu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
terkait kandungan senyawa metabolit pada Kalus Daun Mangkokan dan
penambahan prekursor atau elisitor untuk menghasilkan kalus metabolit yang

melimpah.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Tabel Data Hasil Pengamatan

1. Tabel Parameter Hari Muncul Kalus (HMK)

No. Perlakuan Ulangan Jumlah Rata-

NAA BAP 1 2 3 rata
1. 0 40 40 40 120 40,00
2. 1 37 38 36 111 37,00
3. 0 2 36 36 37 109 36,33
4. 3 36 37 36 109 36,33
5. 4 38 38 35 111 37,00
6. 0 36 34 35 105 35,00
7. % 30 32 31 93 31,00
8. 0,5 2 25 25 22 72 24,00
9. 3 21 29 28 78 26,00
10. 4 20 25 24 69 23,00
11. 0 33 34 33 100 33,33
12. 1 31 33 32 96 32,00
13. il 2 28 26 25 79 26,33
14. 3 24 26 23 73 24,33
15. 4 24 24 21 69 23,00
16. 0 34 32 e 99 33,00
17. 1 28 29 27 84 28,00
18. %3] 2 26 29 36 91 30,33
19. 3 24 23 23 70 23,33
20. 4 22 21 20 63 21,00
21. 0 37 36 38 111 37,00
22. 1 27 28 23 78 26,00
23. 2 2 23 30 33 86 28,67
24. 3 18 24 25 67 22,33
25. 4 18 20 22 60 20,00
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2. Tabel Parameter Persentase Eksplan Tumbuh (%)

No. Perlakuan Ulangan Jumlah Rata-
NAA BAP 1 2 3 rata
1. 0 0 0 0 0 0,00
2. 1 40 20 20 80 26,67
3. 0 2 20 40 20 80 26,67
4, 3 60 20 20 100 33,33
5. 4 40 20 20 80 26,67
6. 0 20 20 20 60 20,00
7. 1 40 60 60 160 53,33
8. 0,5 2 40 100 80 220 73,33
9. 3 100 60 100 260 86,67
10. 4 60 60 80 200 66,67
11. 0 20 20 60 100 33,33
12. 1 40 40 80 160 53,33
13. i! 2 100 60 100 260 86,67
14. 3 100 80 100 280 93,33
15 4 100 80 100 280 93,33
16. 0 20 20 20 60 20,00
17. 1 100 100 80 280 93,33
18. 1,5 2 100 100 100 300 100
19. 3 100 100 100 300 100
20. 4 100 80 100 280 93,33
21. 0 20 20 20 60 20,00
22. 1 80 40 100 220 73,33
3. 2 2 100 100 80 280 93,33
24. 3 100 100 100 300 100
25. 4 100 100 100 300 100
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3. Tabel Parameter Luas Kalus (mm?)

No. Perlakuan Ulangan Jumlah Rata-

NAA BAP 1 2 3 rata
1. 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2. 1 3,5 3,00 4,00 10,5 3,50
3. 0 2 4,00 4,00 3,00 11 3,67
4, 3 3,67 4,00 4,00 11,67 3,89
5. 4 3,5 3,00 4,00 10,5 3,50
6. 0 3,00 4,00 4,00 11 3,67
7. 1 4,50 3,67 4,33 12,5 4,17
8. 0,5 2 2,50 3,40 2,00 7,9 2,63
9. 3 3,40 7,00 8,20 18,6 6,20
10. 4 6,00 5,00 6,25 17,25 5,75
11. 0 4,00 6,00 3,00 13 4,33
12. 1 4,00 6,00 8,50 18,5 6,17
13. 4 2 6,80 4,75 4,60 16,15 5,38
14. 3 7,80 7,75 7,80 23,35 7,78
15 4 7,20 6,00 5,60 18,8 6,27
16. 0 4,00 4,00 5,00 13 4,33
17. 1 8,00 7,00 4,75 19,75 6,58
18. 15 2 4,40 7,60 4,40 16,4 5,47
19. 3 9,20 8,80 10,40 28,4 9,47
20. 4 11,20 9,00 9,20 29,4 9,80
21. 0 3,00 4,00 4,00 11 3,67
22. 1 4,50 6,50 6,00 17 5,67
3. 2 2 5,80 5,40 7,00 18,2 6,07
24. 3 10,00 8,40 8,20 26,6 8,87
25. 4 11,00 9,20 8,20 28,4 9,47
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4. Tabel Parameter Persentase Eksplan Hidup (%0)

No. Perlakuan Ulangan Jumlah Rata-
NAA BAP 1 2 3 rata
1. 0 100 100 100 300 100
2. 1 100 100 100 300 100
3. 0 2 100 100 80 280 93,33
4, 3 80 100 100 280 93,33
5. 4 80 60 100 240 80,00
6. 0 100 40 60 200 66,67
7. 1 100 100 100 300 100
8. 0,5 2 100 100 80 280 93,33
9. 3 100 80 100 280 93,33
10. 4 100 60 80 240 80,00
11. 0 40 80 80 200 66,67
12. 1 100 100 100 300 100
13. i! 2 100 80 100 280 93,33
14. 3 100 100 100 300 100
15 4 100 80 100 280 93,33
16. 0 40 100 100 240 80,00
17. 1 100 100 80 280 93,33
18. 1,5 2 100 100 100 300 100
19. 3 100 100 100 300 100
20. 4 100 80 100 280 93,33
21. 0 40 100 60 200 66,67
22. 1 80 40 100 220 73,33
3. 2 2 100 100 80 280 93,33
24. 3 100 100 100 300 100
25. 4 100 100 100 300 100
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5. Tabel Parameter Berat Kalus (Gram)

No. Perlakuan Ulangan Jumlah Rata-

NAA BAP 1 2 3 rata
1. 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2. 1 0,24 0,21 0,31 0,76 0,25
3. 0 2 0,31 0,31 0,22 0,84 0,28
4, 3 0,29 0,32 0,30 0,91 0,30
5. 4 0,24 0,22 0,34 0,80 0,27
6. 0 0,21 0,32 0,30 0,83 0,28
7. 1 0,40 0,27 0,33 1,00 0,33
8. 0,5 2 0,18 0,28 0,15 0,61 0,20
9. 3 0,28 0,62 0,74 1,64 0,55
10. 4 0,50 0,42 0,56 1,48 0,49
11. 0 0,30 0,51 0,22 1,03 0,34
12. 1 0,31 0,50 0,77 1,58 0,53
13. i! 2 0,61 0,38 0,35 1,34 0,45
14. 3 0,69 0,68 0,69 2,06 0,69
15 4 0,68 0S¥ 0,46 1,65 0,55
16. 0 0,30 0,33 0,41 1,04 0,35
17. 1 0,70 0,64 0,38 1,72 0,57
18. 1,5 2 0,36 0,66 0,36 1,38 0,46
19. 3 0,79 0,79 0,75 2,33 0,78
20. 4 0,85 0,75 0,79 2,39 0,80
21. 0 0,20 0,30 0,30 0,80 0,27
22. 1 0,37 0,56 0,51 1,44 0,48
3. 2 2 0,45 0,42 0,64 1,51 0,50
24. 3 0,72 0,75 0,74 2,21 0,74
25. 4 0,82 0,79 0,74 2,35 0,78
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Lampiran 2. Perhitungan Statistika Analisis Variansi (ANAVA) dan Uji
Lanjut Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5%

1. Hari Muncul Kalus (HMK)
a. Perhitungan ANAVA

Tests of Between-Subjects Effects

Dependentvariable:Hel

Type [l Sum
Soyrce of Sguares df Mean Sguare F Sig.
Corrected Model 2607 547 24 108.648 21.387 0o
Intercept G4705.453 1 G47059.453 | 1.274E4 0o
AR 1195.280 4 289820 a59.020 0o
BAF 1065.947 266,487 02,458 0o
MAAT BAF 342320 16 21.38% 4.2 0o
Error 254000 a0 5.080
Total B7571.000 75
Corrected Total I0E1 547 T4

a. R Sguared = 911 (Adjusted B Sguared = ,269)

b. Uji Lanjut DMRT 5%

e NAA

HMK
Duncan

Suhsetfor alpha=0.05
[l M 1 2
2 moil 14 26.8000
1.5 mail 14 271333
0.5 mail 14 27.8000
1 il 14 27.8000
0 moil 14 av.3333
Sig. F15 1.000
Means for groups in homageneous subsets are displayed.
e BAP
HMK

puncan

Subset for alpha=0.05
BAP M 1 2 3 4
4 muoiL 16 | 24.8000
I muaiL 18 | 264667 | 26.4667
2 mglL 15 291333 [ 2901333
1 mgiL 15 30.8000
0 mgiL 15 356667
Sig. 371 154 371 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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e Kombinasi NAA dan BAP
HMK
—Luncan

KOMB Subset for alpha = 0.05
I1AS| [+ ) 2 3 4 5 3] 7 g 2] 10 11
M4E4 3 20.0000
M3EB4 3 21.0000 21.0000
M4B3 3 223333 223333 223333
M1B4 3 23.0000 23.0000 23.0000
M2B4 3 23.0000 23.0000 23.0000
M3E3 3 233333 233333 233333
M1B2 3 24.0000 24.0000 24.0000 24.0000
M2E3 3 243333 24,3333 243333
M1B3 3 26.0000 260000 26.0000
M4B1 3 26.0000 260000 26.0000
M2B2 3 26,3333 263333 26,3333 26,3333
M3E1 2 28.0000 28.0000 28.0000 28.0000
M4EZ 3 28 BEET 28 BEET 28 BEET
M3BZ 3 30,3333 30,3333 30,3333
M1E1 3 31.0000 31.0000 31.0000
M2E1 3 32.0000 32.0000 32.0000
MIED 3 33.0000 33.0000 33.0000
M2ZED 3 333333 333333 33.3333
MHAED 2 35.0000 35.0000
HOEZ 3 36,3333 36,3333
MOE3 e} 36,3333 36,3333
MHOE1 3 37.0000 37.0000
HOB4 3 37.0000 37.0000
MH4ED 3 A7.0000 37.0000
HOED 3 40.0000
Sig. 064 24 ] 061 205 051 056 1463 056 BT 086

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

2. Persentase Eksplan Tumbuh (%0)

a. Perhitungan ANAVA
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent YWariable: S ERSELAR TURMEBLIH
Type Hl Sum )

Soyrce of Sguares of Mean Sguare F Sin.
Corrected Model g0533.333 24 3355.5956 14,2849 000
Intercept 294533.333 1 294533.333 1.255E3 000
[AA J3866.667 G466 BET 36080 000
BAF 40480.000 101200000 43124 000
MAS T BAR G186.66T 16 J86.6BET 1.648 080
Error 11733.333 a0 234 66T
Tatal 386800.000 78
Caorrected Total Q2266 RG7 V4

a. R Sguared = 873 {Adjusted R Squared = 812
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b. Uji Lanjut DMRT 5%

o NAA

WEKSPLAN TUMBUH

Duncan
Subsetfor alpha=0.05

P i [+ 1 ?
0 mgil 14 23 REET
0.5 mglL 15 G0.0000
1 moiL 15 72.0000
2 maiL 15 773333
1.8 mail 15 81.3333
Sig. 1.000 68

Means far groups in homogeneous suhsets are displayed.

e BAP

WEKSPLAN TUMEUH
Duncan

Suhset for alpha = 0.05

== [+ 1 2 3
0 ma/L 14 18.6667
1 ma/L 14 G0.0000
2 mg/L 14 FE.0000 TE.0000
4 mg/L 5 FE.0000 TE.0000
3 moil 14 82 6667
Sig. 1.000 133 A37

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

3. Luas Kalus (mm?)

a. Perhitungan ANAVA

Tests of Between-Subjects Effects

Dependentarigbla LIAS lGal LIS

Type Il Surm
Soypce of Sguares of iean Sgquare F Sig.
Carrected Model 399 6417 24 16.652 13.014 .0oo
Intercept 2228.996 1 2228996 | 1.742E3 .0oo
AR 182 865 4 45 641 35674 .ooo
BAR 168.693 42174 32.964 .ooo
MAA™ BAF 48377 16 3.024 2,363 011
Error 63.970 an 1.2749
Total 2692.607 75
Corrected Total 463 E11 74

a. R Sguared = 862 (Adjusted R Squared = 796
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b. Uji Lanjut DMRT 5%

o NAA
LUAS KALUS
Luncan
Subsetfor alpha = 0.05
[l I+ 1 2 3
0 mofl 15 29113
0.5 mgfll 15 4 4833
T moll 15 A.9867
2moll 15 A.7467
1.5 mglL 15 7.1300
Sig. 1.000 1.000 145
Means for groups in homogeneous subsets are displayved.
e BAP
LUAS KALUS
Duncan
Suhzetfor alpha=0.05
BAP I 1 2 3
0 mgil 15 32000
2 mail 15 46433 46433
1 mgil 15 5.2167
4 moil 1B 69567
3 moil 115 T.2413
Sig. 5% 447 704
heans for groups in homogeneous subsets are displayed.
e Kombinasi NAA dan BAP
LUAS KALUS
Dunca
OME Subsetfor alpha =008
IMAZ] 1 2 g 4 ] 5] g
HOBO 3 .0oon
M1BZ 3 26333
OB 3 3.5000 28000
HOE4 3 3.5000 34000
NOB2 3 IBEE7 | 3EGET | 36BET
H1ED g 3.BBEY JEEET 3 EEET
REL=]] 3 3.B6ET J.66ET 3BEBT
HOE3 3 3.84800 3.8900 3.8800
M1BT 3 41667 | 41687 | 41867 | 41667
MZB0 g 43333 4.3333 43333 43333
M3B0 3 43333 4.3333 43333 43333
MH2B2 3 53833 53833 53833 £.3833
N3B2 3 54667 | S54BE7 | 54667 | 54867
M4B1 3 5.666T 5.666T 5.666T 5.666T 5.6667
H1E4 3 57500 57500 47500 a.7a00
M4B2 3 60667 6.06B67 6.0667
MZB1 3 B 1667 B.1B6BT B.1BGTY
M1B3 3 62000 6.2000 6.2000
H2E4 3 62667 62667 B.2667
M3B1 3 65833 £.5833
N2E3 3 77833 | 7.78m
M4B3 3 8.8667
MH3EB3 3 9.4667
H4B4 3 Q4667
N34 3 8.8000
Sig 1.000 127 054 063 061 ] 053 055

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
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4. Persentase Eksplan Hidup (%0)
a. Perhitungan ANAVA
Tests of Between-Subjects Effects

Dependent varighle:% ElSPLAN HIDLIF

Type [l Sum
Soyrce af Souares df Mean Sguare F S,
Corrected Model HE3Z. 0007 24 401.333 1.536 oo
Intercept BO9301.333 1 BO9301.333 | 2332E3 .ooo
AR B72.000 162.000 543 6324
BAF 4345333 1061.333 4,061 006
MAA T BAP 4714 BRT 16 284 BRTY 1128 387
Error 13066 6RT an 261.333
Total B22000.000 75
Zorrected Total IIEA8 BET T4

a. R Sguared = 424 (Adjusted B Sguared = 148)
b. Uji Lanjut DMRT 5%

e BAP

U EKSPLAN HIDUP
Duncan

Subsetfor alpha=0.05
Enp M 1 2
0 rngil 15 TE.0000
4 mofL 15 89.3333
1 rmafl 15 §3.3333
2 rmogil 15 94 BEGT
3 il 15 97,3333
Sig. 1.000 225

Means for groups in homodeneaus subsets are displayed.

95




5. Berat Kalus (Gram)
a. Perhitungan ANAVA

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent®arigble BERAT KALLIS
Type l Sum
Soure of Sguares df Mean Sguare F Sig.
Corrected Model 3023 24 26 10.947 00a
Intercept 16143 1 15143 1.316E3 onn
AR, 1.398 4 3449 30,364 00a
BAP 1.330 333 28.904 00a
MAS ™ BAP 294 16 013 1.603 03
Error ATh a0 012
Total 18.741 75
Corrected Total 3.598 74
a. R Squared = 840 (Adjusted R Squared = B3}
b. Uji Lanjut DMRT 5%
o NAA
BERAT KALUS
Duncan
Subsetfor alpha =004
AR i 1 2 3
0 rmgil il 2207
0.5 mofl 14 ATaT
1 maglL 15 A107
2 moil i & 4540
1.8 mo/L 14 5907
Sig. 1.000 1.000 249
Means for groups in homodgeneous subsets are displayed.
e BAP
BERAT KALUS
Duncan
Subsetfor alpha=0.05
EoE [+ 1 2 3
0 maiL 14 2AET
2 mgil 15 .arar
1 mafl 14 4333
4 maiL 14 4780
3 mail 14 B100
Sig. 1.000 A08 28

Means for groups in homogeneaus subsets are displayed.
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Lampiran 3. Perhitungan dan Pengambilan Larutan Stok Hormon
Lampiran stok dibuat 100 ppm dalam 100 ml Aquades dengan perhitungan:
a. Larutan stok NAA 100 ppm dalam 100 ml

Larutan stok NAA 100 ppm = 227 - 100 mg _ 10 me
1L 1000 ml 100 ml

b. Larutan stok BAP 100 ppm dalam 100 ml

Larutan stok BAP 100 ppm = 2274 - 10 mg _ 9 mg
1L 1000 mi 100 mi

Pengambilan Larutan Stok Hormon
1. Perlakuan Pemberian NAA
a. Konsentrasi 0,5 ppm
ViM1 =V2M2
V1x 100 ml =65 mlx0,5ppm

65 ml x 0,5 ppm
V1 “RiC i 7.

100 ppm
V1 =0,325 ml
b. Konsentrasi 1 ppm
ViM1 =V2M2

V1x100 ml =65 ml x 1 ppm

65 ml x 1 ppm
V1 — i B S g

100 ppm
V1 = 0,65 ml
c. Konsentrasi 1,5 ppm
ViM1 =V2M2

V1 x 100 ml =65 ml x 1,5 ppm

65 ml x 1,5 ppm
V1 =

100 ppm
V1 =0, 975 ml
d. Konsentrasi 2 ppm
ViM1l = V2M2

V1 x 100 ml =65 ml x 2 ppm
_ 65 mlx 2ppm

V1 100 ppm

V1 =1,3ml

2. Perlakuan Pemberian BAP
a. Konsentrasi 1 ppm

Vimil =V2M2
V1x100 ml =65 mlx 1 ppm

65 ml x 1 ppm
V1 =
100 ppm

0,65 ml

V1



b. Konsentrasi 2 ppm
V1iM1 =V2M2
V1 x 100 ml =65 ml x 2 ppm

_&hmlx 2ppm

V1 100 ppm
V1 =1,3ml

c. Konsentrasi 3 ppm
V1M1 =V2M2

V1 x 100 ml =65 ml x 3 ppm

_6imlx 3 ppm

V1 100 ppm

V1 =1,95 ml
d. Konsentrasi 4 ppm

V1M1 =V2M2

V1 x 100 ml =65 ml x 4 ppm
_6hmlx 4ppm
Vi - 100 ppm

V1 =2,6 ml
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Lampiran 4. Gambar hasil Pengamatan Morfologi dan Anatomi Kalus

a. Morfologi Kalus

No. | Perlakuan Foto Pengamatan Warna kalus Tekstur
Kalus
1 NOBO . i
' (Kontrol)
NOB1 (0
2. | mg/l NAA + Coklat Kompak
1 mg/l BAP)
NOESO Kunin
3. | mg/l NAA + Kecokla?an Intermediet
2 mg/l BAP)
NOB3 (0 Kunin
4. | mg/l NAA + Kecokla?an Kompak
3 mg/l BAP)
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NOB4 (0 .
mg/l NAA + Kz:l:)rllllr;?an Kompak
4 mg/l BAP)

N1BO0 (0,5
mg/l NAA + Coklat Kompak
0 mg/l BAP)

N1B1 (0,5 Kuning
mg/l NAA + Kecoklatan Kompak
1 mg/l BAP)

N}IBZ 0,5 Kuning )
mg/l NAA + Kompa
2 mg/l BAP) Kecoklat

N1B3 (0,5 Kuning
mg/l NAA + Kecoklatan Intermediet
3 mg/l BAP)
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N1B4 (0,5
10. | mg/l NAA + Coklat Kompak
4 mg/l BAP)
N2BO (1 :
11. | mg/l NAA + KekF;“nti'r']‘ . | Kompak
0 mg/l BAP) g
N2B1 (1
12. | mg/l NAA + Putih Remah
1 mg/l BAP)
N2B2 (1 .
13. | mg/l NAA + KecP:l?Igtan Intermediet
2 mg/l BAP)
N2B3 (1
14. | mg/l NAA + Coklat Kompak
3 mg/l BAP)
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N2B4 (1 Kuning
15. | mg/l NAA + Kecoklatan Kompak
4 mg/l BAP)
N3BO0 (1,5
16. | mg/l NAA + Coklat Kompak
0 mg/l BAP)
N3B1 (1,5 Kuning
17. | mg/l NAA + Kecoklatan Kompak
1 mg/l BAP)
N3B2 (1,5 Kuning
18. | mg/l NAA + Kecoklatan Kompak
2 mg/l BAP)
N3B3 (1,5 Kuning
19. | mg/l NAA + Kecoklatan Kompak
3 mg/l BAP)

102

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



N3B4 (1,5 putih
20. | mg/l NAA + Kecoklatan Intermediet
4 mg/l BAP)
N4BO (2
21. | mg/l NAA + Coklat Kompak
0 mg/l BAP)
N4B1 (2 .
22. | mg/l NAA + Kecli,)cl:l?lgtan Intermediet
1 mg/l BAP)
N4B2 (2
23. | mg/l NAA + Putih Remah
2 mg/l BAP)
N4B3 (2 Kuning
24. | mg/l NAA + Kecoklatan Kompak
3 mg/l BAP)

103

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



N4B4 (2 Hiiau
25. | mg/l NAA + Kekurjﬂn an Kompak
4 mg/l BAP) g
b. Anatomi Kalus
Perbesaran Total 400x
No. Fota Pengamatan Keterangan

N2B3 (1 mg/l NAA + 3 mg/l BAP)
Keterangan: Kalus Kompak

Karakteristik: bentuk sel nodular,
terdapat vakuola

N2B2 (1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP)
Keterangan: Kalus Intermediet

Karakteristik: bentuk sel nodular dan
tubular, terdapat vakuola)
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N4B2 (2 mg/l NAA + 2 mg/l BAP)
Keterangan: Kalus Remah

Karakteristik: bentuk sel tubular,
tidak terdapat vakuola

Autoclaf Oven Laminar Air Flow

Erlenmeyer, gelas ukur,
Timbangan Analitik Hot Plate gelas beaker, cawan
petri, dan botol kultur
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Spatula, scalpel, pinset,

mata pisau Micropipet dan tip Bunsen dan korek api

Rak Inkubasi Botol Sprai Kertas pH

Lampiran 6. Bahan-bahan Penelitian

ZPT NAA dan BAP

Ty
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Agar dan gula Aquades Steril Spirtus

CENTRA
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Clorox/Bayclin Alkohol 96% dan 70%

Lampiran 7. Foto Kegiatan Penelitian

Sterilisasi Air
mengalir

€3

Tisu, Alumunium foil,
kertas label, karet, dan
plastik
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Sterilisasi Alkohol
70%

Sterilisasi Fungisida

Sterilisasi Aquades

‘8
*

St
/I l?‘/
o

AN
; /,‘}"7 ‘{/ &

% W dis )

Menutup media yang
sudah Matang

Pengamatan HMK

Proses Memotong Eksplan

Proses penanaman eksplan
di LAF

Pengamatan Luasan Kalus

Pengamatan Berat Kalus
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Perihal determinasi tanaman mangkokan

Kingdom : Plantae

Divisi . Spermatophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Bangsa . Araliales

Suku : Araliaceae

Marga : Nothopanax

Jenis : Nothopanax scutellarium Merr

Sinonim . N. cochleatum (Lamk.) Miq. = N.tricochleatus Miq = Polyscias scutellaria
(Burm.f.), Fosb. = P. tricchleata (Miq).= Panax cochleatum DC.

Nama Daerah : Mamanukan (Sunda), godhong mangkokan (jawa), puring (Madura), lanido, ndlido,

ranido, ndari (Nusa Tenggara), daun mangkok (Manado), mangko-mangko
(Makasar), daun papeda, daun koin, ai lohoi (Maluku).

Kunci Determinasi  : 1b-2b-3b-4b-12b-13a-14bb-17b-18b-19b-20b-2 1b-22b-22b-23b-24b-25b-26b-27b-
799b-800b-801b-802b-803a-804b-805¢-806a-807b-809b-810b-811a-812b-815b-
816b-818b-820b-821b-822b-824b-825b-826b-829b-830b-83 1b-832b-833b-834b-
1041b-1042b-1043b-1044b-1045b-1048b-1049b-1050b-1051b-1052b-1053b-1054a-
1055b-1057b-1058b-1066b-1067b-1068b-1069b-1070b-1071b-1072b-1073b-1077a-
1078b-1079b-11103b-104a-1105a-1b-8b-13b-14b-15b-16a-1

. Morfologi : Habitus: Perdu tahunan, tumbuh tegak, tinggi 1- 3 m. Batang: Berkayu, bercabang,
bentuknya bulat, panjang, dan lurus. Daun: Tunggal. bertangkai. agak tebal, bentuknya bulat berlekuk
seperti mangkok, pangkal berbentuk jantung, tepi bergerigi, diameter 6-12 cm, pertulangan menyirip,
warnanya hijau tua. Bunga: Majemuk, bentuk payung, warnanya hijau. Buah: Buah buni, pipih, hijau. Biji:
Kecil, keras, dan berwama cokelat.

. Nama Simplisia : Nothopanacis scutellariii Folium / Daun mangkokan

. Kandungan Kimia : Batang dan daun mengandung kalsium-oksalat, peroksidase, amygdalin, fosfor,
besi, lemak, protein, serta vitamin A, B1, dan C.

. Penggunaan : Penelitian.

. Daftar Pustaka

¢ Backer, C.A. & Bakhuizen Van Den Brink, R.C. 1963. Flora of Java (Spermatophytes Only), Vol 1. N.V.P.
Noordhoff, Groningen.

¢ Backer, C.A. & Bakhuizen Van Den Brink, R.C. 1965. Flora of Java (Spermatophytes Only), Vol. II.
N.V.P. Noordhoff, Groningen.

* Syamsuhidayat, Sri Sugati dan Hutapea, Johny Ria. 1991. Inventaris Tanaman Obat Indonesia I.
Departemen Kesehatan Republik Indonesia: Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan,

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.
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