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Multiplikasi Subkultur Tunas Delima Hitam (Punica granatum L.)
Menggunakan Asam Amino Glutamin Secara In Vitro

Denis Amalia, Suyono dan M. Mukhlis Fahruddin
ABSTRAK

Delima merupakan salah satu tanaman istimewa karena telah disebutkan dalam
ayat Al-qur’an. Delima hitam memilki aktivitas antioksidan yang tinggi, namun mulai
jarang ditemui karena memiliki kendala dalam budidaya secara konvensional.
Multiplikasi merupakan suatu tahapan pada kultur in vitro yang bertujuan untuk
mendapatkan bibit dalam jumlah yang banyak. Glutamin merupakan salah satu faktor
pendukung keberhasilan dalam kultur in vitro pada beberapa tanaman. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh beberapa konsentrasi glutamin terhadap
multiplikasi tunas hasil subkultur dari delima hitam (Punica granatum L.). Penelitian ini
bersifat eksperimental menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan
dan 6 kali ulangan. Dalam penelitian ini terdapat satu faktor perlakuan yaitu glutamin
dengan konsentrasi 0 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/l, 30 mg/l, 40 mg/l dan 50 mg/l. Hasil
pengamatan dianalisis menggunakan ANAVA yang kemudian diuji lanjut dengan uji
DMRT 5% apabila terdapat pengaruh nyata pada variabel pengamatan. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pemberian glutamin berpengaruh nyata terhadap semua variabel
kuantitatif pada multiplikasi tunas delima hitam. Konsentrasi glutamin 20 mg/Il efektif
untuk semua variabel pengamatan yaitu, hari muncul tunas (HMT) yaitu sebesar 14,6
HST, jumlah tunas yaitu 4,8 tunas, tinggi tunas yaitu 3,0 mm dan persentase tumbuh
tunas yaitu 88,9%. Hasil pengamatan morfologi juga menunjukkan penggunaan glutamin
konsentrasi 10-30 mg/l mampu membentuk tunas yang berwarna hijau muda dengan daun
hijau tua.

Kata kunci : Punica granatum, multiplikasi tunas, glutamin



In Vitro Multiplication of Black Pomegranate (Punica granatum L.) Shoots
Subculture Using The Amino Acide Glutamine

Denis Amalia, Suyono and M. Mukhlis Fahruddin
ABSTRACT

Pomegranate is one of the special plants because it has been mentioned in the
verses of the Al-quran. Black pomegranate is a plant with high antioxidant activity, but is
rarely encountered because it has problem in conventional cultivation. Multiplication is a
stage on in vitro culture to produce a large number of seeds. Glutamine can be factor
supporting on in vitro culture in some plants. This research aims to determine the effect
of several glutamine concentrations on the multiplication of shoots resulting from
subculture of black pomegranate (Punica granatum L.). This experimental research using
a completely randomized design (CRD) with 6 treatments and 6 replications. One factor
in this research is glutamine with a concentration of 0 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/l, 30 mg/l, 40
mg/l and 50 mg/l. The results of the observations were analyzed using ANAVA then
DMRT 5% test if there was a significant effect on the observed variables. The results
showed that glutamine had a significant effect on the quantitative variable on shoots
multiplication of black pomegranate. Glutamine concentration of 20 mg/l was effective
for all observation variables that is, shoot emergence days that is 14,6 day after palnting
(DAP), number of shoots that is 4,8 shoots, hight of shoots that is 3,0 mm and shoots
growth percentage that is 88,9%. Morphological observations also showed that the use of
glutamine concentrations of 10-30 mg/l can form light green shoots with dark green
leaves.

Keywords : Punica granatum, shoots multiplication, glutamine
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tumbuhan merupakan makhluk hidup yang memegang peranan penting bagi
kelangsungan makhluk hidup lain seperti manusia (Corlett, 2016). World Health
Organization (WHQO) memperkirakan bahwa saat ini terdapat lebih dari 80%
populasi masyarakat di dunia menggunakan obat-obatan tradisional terutama dari
tumbuhan untuk perawatan kesehatan (Kia et al., 2018). Obat-obat herbal tersebut
dari hari ke hari popularitasnya semakin meningkat karena dianggap memiliki
efek samping yang lebih rendah (Dipak et al., 2012 & Jacob et al., 2019).
Penciptaan berbagai jenis tumbuhan yang memiliki khasiat obat di muka bumi
tersebut telah Allah SWT jelaskan dalam Surah Asy-Syu’ara’ ayat 7 yang
berbunyi :

® 225 235 &8 o o 8 i NI ) g a3 5

Artinya : “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam (tumbuh-tumbuhan) yang
baik?” (QS. Asy-Syu’ara’/ 26 : 7).

Tafsir Al-Aisar (Al-Jazairi, 2008) menjelaskan bahwa Allah SWT mengajak
manusia untuk belajar dari kejadian alam berupa ditumbuhkanNya berbagai
macam tumbuhan dari kondisi tanah yang tadinya tandus kemudian menjadi subur
setelah diturunkan air dari langit. Ayat ini menunjukkan bahwa Allah SWT saja
yang berhak untuk disembah, dan hal inilah yang tidak dilakukan oleh kaum
musyrik. Yaitu tidak memperhatikan apa yang mereka lihat di bumi, padahal di
bumi Allah SWT telah menciptakan berbagai macam tumbuhan yang baik dan
membawa manfaat seperti potensinya sebagai obat. Tumbuhan dengan manfaat ini
seharusnya diperhatikan dan dipelajari umat manusia sebagai khalifah di bumi.
Salah satu tumbuhan yang memiliki manfaat berupa berkhasiat obat adalah delima
(Punica granatum L.).



Delima merupakan tanaman asli dari Iran yang saat ini banyak ditemukan di
daerah tropis dan subtropis termasuk Indonesia, karena kemampuannya
beradaptasi dalam berbagai kondisi iklim serta berbagai jenis tanah (Chandra et
al., 2010; Shaygannia et al., 2016 & Khan et al., 2017). Terdapat tiga jenis
tanaman delima di Indonesia berdasarkan warna buahnya yaitu delima merah,
delima putih dan delima hitam (ungu) (Hernawati, 2015). Saat ini delima hitam
sudah jarang ditemui dan mulai menjadi tanaman langka (Khasanah, 2011). Selain
itu, berdasarkan hasil penelitian Ardekani et al. (2011) delima hitam ini memiliki
aktivitas antioksidan tinggi daripada delima merah dan delima putih. Penelitian
tersebut menyebutkan bahwa pada kulit delima hitam terdapat kandungan fenol
dan flavonoid yang lebih tinggi daripada 8 jenis kultivar delima lain yaitu sebesar
250,13 mg/g dan 36,40 mg/g.

Kandungan senyawa aktif pada delima hitam menjadikan tumbuhan ini
banyak dimanfaatkan sebagai sumber obat alami (Syed et al., 2018). Senyawa
aktif yang terdapat pada delima hitam diantaranya adalah antosianin, flavonoid,
alkaloid, tannin, triterpen dan fitosterol (Haque et al., 2015). Delima hitam juga
mengandung asam ellagic dan ellagitannin (Faria & Calhau, 2011). Senyawa
bioaktif dari delima hitam ini mampu menunjukkan sifat antimikroba,
menurunkan tekanan darah serta memerangi beberapa penyakit seperti diabetes,
kanker, gejala artritis dan aterosklerosis (Opara et al., 2009; Kahramanoglu &
Usanmaz, 2016 & Rahmani et al., 2017). Vitamin dan mineral serta asam folat
yang terkandung dalam delima hitam juga mampu meningkatkan kekebalan tubuh
(Bhowmik et al., 2013).

Dalam beberapa waktu terakhir, terjadi permintaan yang meningkat pada
delima (Sumaiya et al., 2018). Hal ini dikarenakan kandungan aktioksidan pada
delima yang dipercaya berpotensi sebagai sumber obat (Bhowmik et al., 2013).
Namun, peningkatan permintaan ini belum diimbangi dengan tersedianya bibit
yang sehat dan cukup karena selama ini budidaya delima di Indonesia masih
menggunakan cara konvensional. Selain itu, pemanfaatan delima secara
berlebihan tanpa diimbangi dengan upaya pelestarian yang tepat juga dapat
meningkatkan resiko kepunahan delima hitam. Saat ini, diketahui bahwa delima



terdaftar dalam Red List IUCN dengan status Least Concern, yang artinya
beresiko rendah. Untuk menghindari resiko kepunahan dari delima hitam ini,
maka diperlukan upaya budidaya untuk pelestarian. Selain itu, budidaya yang
dilakukan pada delima hitam juga berfungsi untuk penyediaan bibit yang nantinya
dapat digunakan untuk penelitian.

Budidaya delima hitam secara konvensional dilakukan dengan dua cara, yaitu
vegetatif dan generatif. Budidaya vegetatif konvensional salah satunya dengan
metode cutting (stek) yang mudah dilakukan saat musim semi atau musim panas
(Singh, 2017). Metode cutting ini belum menjamin hasil tanaman yang sehat dan
bebas penyakit (Soni & Kanwar, 2016). Budidaya dengan cara ini juga
membutuhkan banyak waktu (Deepika & Kanwar, 2010). Sedangkan budidaya
secara generatif biasa dilakukan menggunakan biji. Namun, budidaya dengan biji
masih dianggap kurang efisien karena perkecambahan biji delima yang lambat
dan tidak seragam. Hal ini disebabkan karena keberadaan kulit biji keras
(spermodermis) yang mengelilingi biji dan adanya agen penghambat yaitu
senyawa fenolik yang dapat menunda perkecambahan biji (Silva et al., 2017).
Keberadaan dan kondisi embrio ini juga menjadi penyebab tidak seragamnya
perkecambahan biji pada saat budidaya. Sehingga, budidaya delima secara
konvensional memiliki kekurangan yaitu membutuhkan waktu yang lama, bibit
yang dihasilkan berjumlah terbatas serta menghasilkan tanaman yang belum tentu
bebas penyakit.

Seiring dengan ilmu pengetahuan yang semakin berkembang, untuk
mendapatkan bibit dalam jumlah banyak dan dalam waktu yang singkat
digunakan metode kultur in vitro untuk mengatasi beberapa kendala budidaya
delima hitam secara konvensional (Samir et al., 2009). Prinsip dari kultur in vitro
adalah teori totipotensi, yaitu kemampuan suatu sel untuk tumbuh menjadi
tanaman lengkap (Wetherell, 1982). Kultur in vitro memiliki beberapa kelebihan,
seperti dapat dilakukan kapan saja karena tidak bergantung pada musim dan
cuaca, menghasilkan ratusan bahkan ribuan tanaman dalam waktu yang relatif
singkat serta menghasilkan tanaman bebas virus atau penyakit (Idowu et al., 2009;
Kara & Baydar, 2012).



Kultur in vitro memiliki beberapa tahap, vyaitu inisiasi, multiplikasi
pengakaran dan aklimatisasi (Baday, 2018). Multiplikasi dalam kultur in vitro
salah satunya dapat dilakukan dengan cara organogenesis (Pardal, 2002).
Organogenesis merupakan pembentukan organ dari jaringan vegetatif yang
bersifat meristematik (Chieng et al., 2014). Multiplikasi tunas merupakan proses
dari organogenesis langsung dengan tujuan untuk memperbanyak eksplan yang
berasal dari inisiasi tunas yang nantinya dapat tumbuh menjadi tunas adventif atau
tunas aksilar (Armini et al., 1992). Tunas-tunas yang dihasilkan dari multiplikasi
nantinya akan melalui tahap pengakaran sehingga diperoleh planlet lengkap yang
siap masuk tahap aklimatisasi.

Keberhasilan pertumbuhan tunas pada multiplikasi dipengaruhi oleh
komposisi media kultur (Kartha, 1982). Media Murashige and Skoog (MS)
merupakan media yang dapat digunakan untuk berbagai spesies tanaman. Media
MS ini juga dapat dimodifikasi untuk mendapatkan hasil kultur in vitro yang lebih
baik. Contoh modifikasi media MS dapat dilakukan dengan penambahan zat
pengatur tumbuh (ZPT) atau asam amino (Wetherell, 1982). Zat pengatur tumbuh
yang sering digunakan dalam multiplikasi tunas adalah sitokinin, yang berperan
untuk menginisiasi pertumbuhan tunas (George et al., 2008; Zulkarnain, 2009).
Thidiazuron (TDZ) merupakan sitokinin yang memiliki kemampuan untuk
menginduksi kemunculan tunas. Hal ini dikarenakan thidiazuron mampu
mendorong terjadinya perubahan sitokinin ribonukleotida menjadi lebih aktif (Sari
et al., 2015). Selain zat pengatur tumbuh, asam amino juga sering ditambahkan
pada beberapa penelitian kultur in vitro.

Asam amino merupakan salah satu faktor pendukung keberhasilan dalam
kultur in vitro untuk mendapatkan hasil yang lebih baik (George et al., 2007). Hal
ini dikarenakan tanaman yang ditumbuhkan secara in vitro akan bersifat
heterotrof, sehingga penambahan asam amino pada media akan dimanfaatkan
secara langsung oleh tanaman (Sitorus et al., 2011). Asam amino memiliki fungsi
sebagai sumber nitrogen, penyusun protein yang berguna sebagai pengkoordinasi
aktivitas organisme, perespon sel terhadap rangsangan, pergerakan serta penyakit

dan mampu mempercepat reaksi-reaksi kimiawi secara selektif. Selain itu, asam



amino juga memiliki peran sebagai aktivator fitohormon (Campbell, 2004 &
Fitriani et al., 2015). Setiap tumbuhan yang ditumbuhkan secara in vitro memiliki
kebutuhan nutrisi yang berbeda, termasuk jenis dan kadar penambahan asam
amino pada media.

Glutamin merupakan salah satu asam amino yang digunakan dalam kultur in
vitro untuk induksi pembentukan maupun pertumbuhan tunas. Glutamin berperan
dalam memulai dan mempercepat masuknya amonia dan nitrit ke dalam
metabolisme nitrogen organik (Okumoto et al., 2016). Glutamin yang
ditambahkan pada media kultur in vitro mampu menjadi salah satu donor nitrogen
untuk biosintesis komponen organik bernitrogen seperti klorofil dan nukleotida.
Penambahan glutamin menyebabkan eksplan yang ditanam tidak lagi harus
melakukan sintesis glutamin dari NH,;" pada media, karena sel akan menggunakan
persediaan glutamin yang siap pakai. Glutamin yang telah ada pada media
menjadikan eksplan lebih cepat terpacu untuk melakukan pembelahan sel (Temple
etal., 1998; Ireland & Lea, 1999).

Glutamin pada beberapa penelitian terdahulu dilaporkan mampu
meningkatkan laju multiplikasi. Menurut Greenwell & Ruter (2018), penggunaan
glutamin dengan konsentrasi berbeda yaitu 0 g/l, 0,01 g/l, 0,05 g¢/l, 0,1 g/l dan 0,5
o/l pada eksplan tunas Hibiscus moscheutos menunjukkan bahwa setelah tujuh
minggu, perlakuan 0,01 g/l glutamin menghasilkan tunas tertinggi yaitu 5,8 cm.
Siwach et al. (2012) dalam penelitiannya juga menyatakan bahwa pada
multiplikasi tunas hasil subkultur dari Citrus reticulata Blanco menghasilkan
jumlah tunas terbanyak yaitu 7,24 tunas dengan penambahan glutamin 25 mg/I.
Selain itu, pada penelitian multiplikasi nodus Ocimum basilicum oleh Shahzad et
al. (2012), media dengan penambahan glutamin 30 mg/l mampu menghasilkan
rata-rata jumlah tunas terbanyak vyaitu 13,4 tunas daripada perlakuan lain.
Mengacu pada beberapa hasil penelitian tersebut, terdapat 6 taraf konsentrasi
glutamin yang digunakan pada penelitian ini yaitu 0 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/l, 30
mg/l, 40 mg/l dan 50 mg/I.

Sampai saat ini belum diketahui konsentrasi glutamin yang mampu

menunjang multiplikasi tunas pada delima hitam. Berdasarkan permasalahan



tersebut, penelitian tentang penambahan glutamin pada media MS untuk

multiplikasi tunas delima hitam (Punica granatum L.) perlu dilakukan untuk

mengetahui konsentrasi glutamin yang efektif dan optimal terhadap multiplikasi

tunas delima hitam. Penelitian ini juga merupakan salah satu wujud tadabbur pada

ciptaan Allah SWT berupa delima hitam yang sudah menjadi tugas manusia untuk

mempelajarinya serta sebagai upaya untuk menjaga ciptaanNya.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini yaitu :

1.

Berapa konsentrasi glutamin yang efektif dan optimal untuk hasil
multiplikasi tunas delima hitam (Punica granatum L.) secara in vitro ?
Bagaimana pengaruh pemberian berbagai konsentrasi glutamin terhadap

hasil morfologi tunas delima hitam (Punica granatum L.) secara in vitro ?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan pada penelitian ini yaitu :

1.

Untuk mengetahui konsentrasi glutamin yang efektif dan optimal untuk
hasil multiplikasi tunas delima hitam (Punica granatum L.) secara in vitro.
Untuk mengetahui pengaruh pemberian berbagai konsentrasi glutamin
terhadap hasil morfologi tunas delima hitam (Punica granatum L.) secara

in vitro.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu :

1.

Memberikan informasi tentang konsentrasi glutamin yang efektif dan
optimal untuk hasil multiplikasi tunas delima hitam (Punica granatum L.)
secara in vitro.

Memberikan informasi bagi instansi atau lembaga tertentu terkait
perbanyakan delima hitam (Punica granatum L.) secara in vitro atau
menjadi rujukan penelitian selanjutnya.

Mampu memproduksi bibit delima hitam (Punica granatum L.) dalam

waktu yang cepat dan hasil yang banyak.



Merupakan upaya pengembangan dan pelestarian tanaman berpotensi obat
pada masyarakat.
Sebagai wujud tadabbur pada ciptaan Allah SWT berupa tanaman delima

hitam (Punica granatum L.) yang berpotensi sebagai tanaman obat.

1.5 Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini yaitu :

1.

Terdapat konsentrasi glutamin yang efektif dan optimal untuk hasil
multiplikasi tunas delima hitam (Punica granatum L.) secara in vitro.
Terdapat pengaruh pemberian berbagai konsentrasi glutamin terhadap

hasil morfologi tunas delima hitam (Punica granatum L.) secara in vitro.

1.6 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini yaitu :

1.
2.
3,

© © N o

10.

11.

Buah delima yang digunakan berasal dari Malang, Jawa Timur.

Eksplan yang digunakan untuk inisiasi tunas yaitu biji.

Eksplan yang digunakan untuk multiplikasi yaitu tunas nodus kedua dan
ketiga hasil subkultur.

Subkultur dilakukan sebanyak dua kali.

Media perlakuan dibuat dengan penambahan glutamin sesuai dengan
perlakuan.

Media dasar yang digunakan yaitu Murashige and Skoog (MS).

Gula yang digunakan adalah 30 g/I.

Agar yang digunakan adalah 10 g/I.

Zat pengatur tumbuh yang digunakan untuk media inisiasi tunas dan
subkultur yaitu sitokinin jenis Benzyl Adenine (BA) dengan konsentrasi
2,5 mg/l.

Zat pengatur tumbuh yang ditambahkan pada media perlakuan sebagai
penyedia sitokinin yaitu TDZ 1 mg/l (Kulathuran & Narayanasamy, 2015).
Konsentrasi glutamin yang digunakan yaitu 0 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/l, 30
mg/l, 40 mg/l dan 50 mg/I.



12. Parameter yang diamati yaitu hari muncul tunas (HMT), jumlah tunas,
tinggi tunas, persentase tumbuh tunas serta morfologi tunas (warna daun
dan warna tunas).

13. Analisis data yang digunakan yaitu Analysis of Variant (ANAVA) satu
jalur (One-Way ANAVA) untuk mencari konsentrasi glutamin yang
efektif. Apabila hasil dari sidik ragam memberikan pengaruh nyata maka
dilakukan uji lanjut dengan analisis Duncan Multiple Range Test (DMRT)
pada taraf 5%. Untuk mencari konsentrasi glutamin yang optimal

digunakan analisis regresi dengan Microsoft Excel.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Delima Hitam (Punica granatum L.) dalam Perspektif Islam
Tumbuhan merupakan salah satu ciptaan Allah SWT yang berguna untuk
memenuhi kebutuhan makhluk hidup lain. Semua tumbuhan yang diciptakan
Allah SWT memiliki manfaat. Manfaat tersebut dapat berupa sebagai pengendali
ekosistem, bahan pangan, bahan bangunan, bahan minyak, bahan obat maupun
penunjang kehidupan sehari-hari lainnya. Penciptaan berbagai macam tumbuhan
di muka bumi sesuai dengan yang tertera dalam Al-Qur’an dalam Surah Ta-Ha
ayat 53 yang berbunyi :
2 G556 10 A 5 Jf T2 G 28 Gl 10as BT 22 Jas il
Artinya : “Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan Yang
telah menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan
dari langit air hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu

berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam.”
(QS. Ta-Ha/ 20 : 53).

Arti dari Surah Ta-Ha ayat 53 tersebut menjelaskan bahwa air hujan yang
Allah SWT turunkan dari langit, yang kemudian menjadikan bermacam-macam
tumbuhan di muka bumi. Berbagai macam tumbuhan ini merupakan tumbuhan
dengan berbagai warna, rasa, aroma, bentuk serta manfaat yang akan memberi
nilai guna bagi manusia dan juga hewan. Hal ini menunjukkan bahwa Allah SWT
telah menurunkan rahmatNya berupa air hujan sehingga dapat tumbuh berbagai
macam tumbuhan yang bermanfaat seperti delima hitam (Al-Maraghi, 1993).

Delima hitam merupakan salah satu tanaman yang memiliki suatu
keistimewaan. Hal ini dapat dilihat bahwa delima secara langsung disebutkan
dalam Al-Qur’an sebanyak tiga kali yaitu pada surah Al-An’am ayat 99 dan 141
serta pada surah Ar-Rahman ayat 68. Disebutkannya delima secara langsung
dalam ketiga ayat tersebut menunjukkan bahwa delima hitam merupakan suatu
rezeki dari Allah SWT untuk umat manusia sebagai bukti kekuasaanNya. Adanya

buah delima hitam di muka bumi tersebut merupakan suatu tanda bahwa manusia
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sebagai makhluk yang dikaruniai akal dan pikiran harusnya berfikir bagaimana
cara dalam bertadabbur terhadap ciptaan Allah SWT tersebut.

Delima berdasarkan beberapa penelitian sains menunjukkan potensi sebagi
obat. Hal ini membuktikan Maha Besar dan Maha Pengasih Allah SWT yang
telah menciptakan delima hitam dengan komposisi serta kandungan yang
berpotensi obat. Diriwayatkan dari Rabi’ah binti Iyadh Al-Kilabiyah, bahwa Ali
r.a pernah berkata :

“Makanlah delima sedaging buahnya, sesungguhnya ia adalah penyamak

saluran pencernaan.” (HR. Ahmad dalam An-Najjar, 2011).

Maksud hadist tersebut yaitu menjelaskan salah satu manfaat dari buah
delima yang berkhasiat untuk pencernaan. Hal ini juga sesuai dengan hasil
penelitian Akter et al. (2013) yang menyatakan bahwa ekstrak kulit kayu, daun
dan buah dari delima telah diuji dapat menyembuhkan diare, disentri dan
pendarahan.

Potensi yang terkandung di dalam delima hitam tersebut menjadikan delima
banyak dieksploitasi baik digunakan untuk obat ataupun tujuan penelitian.
Apabila eksploitasi terus dilakukan tanpa adanya budidaya maka lama-kelamaan
keberadaan delima di muka bumi akan sangat berkurang jumlahnya, sehingga
perlu dipikirkan cara pelestariannya. Hal tersebut sudah menjadi tugas manusia
untuk menjaga apa yang telah diturunkan Allah SWT dan mencari solusi dari
permasalahan tersebut. Cara yang dapat dilakukan adalah dengan melakukan
budidaya terhadap delima hitam dan budidaya yang efektif yaitu dengan kultur in
vitro, karena budidaya konvensional terdapat beberapa kendala. Dalam kultur in
vitro terdapat beberapa faktor pendukung yang mampu menjadikan pertumbuhan
dan perkembangan eksplan dalam botol lebih optimal. Salah satu faktor
pendukung dalam kultur in vitro tesebut adalah penambahan asam amino yang
belum diketahui kadarnya. Penambahan asam amino yang pada penelitian ini
menggunakan glutamin diharapkan dapat memacu multiplikasi tunas pada delima
hitam.

Manusia sebagai makhluk Allah SWT yang dikaruniai akal dan pikiran harus
mampu menjalankan perannya sebagai khalifah di bumi. Peran tersebut dapat
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dilakukan dengan cara menjaga dan memanfaatkan sebaik-baiknya apa yang telah
Allah SWT ciptakan dan memikirkan solusi apabila terjadi masalah. Penelitian
multiplikasi tunas delima hitam menggunakan glutamin secara in vitro ini dapat
dilakukan sebagai wujud tadabbur pada ciptaan Allah SWT. Eksplan yang
awalnya kecil dapat tumbuh menghasilkan beberapa tunas. Selain itu, usaha
manusia dalam membudidayakan delima hitam ini bukan bermaksud untuk
menandingi kuasa Allah SWT dalam menghidupkan sesuatu. Hasil tanaman kultur
in vitro yang hidup tersebut juga merupakan atas seizinNya, Allah SWT lah yang
berhak menghidupkan eksplan dalam botol media. Hal ini menjadi pelajaran bagi
manusia bahwa Allah SWT akan menunjukkan rahmatNya bagi yang mau

berfikir, agar jauh dari sifat sombong dan tidak bersyukur.

2.2 Botani dan Klasifikasi Delima Hitam (Punica granatum L..)

Delima merupakan tanaman asli dari Iran yang termasuk dalam family
Lythraceae dengan distribusi luas yang tersebar di derah tropis dan subtropis
(Graham & Graham, 2014; Khan et al., 2017; Zeynalova & Novruzov, 2017).
Delima hitam termasuk tanaman perdu berkayu atau pohon kecil dengan tinggi
berkisar antara 1,5 sampai 5 meter atau lebih (Gambar 2.1A). Delima hitam
memiliki sistem perakaran tunggang. Batang delima memiliki cabang berjumlah
banyak serta ditumbuhi duri pada ketiak daunnya (Shaygannia et al., 2016).

Daun dari delima hitam berwarna hijau gelap dengan panjang sekitar 3-7 cm
serta lebar sekitar 2 cm. Daun delima memiliki permukaan yang kasar tetapi
terlihat mengkilap (Dipak et al., 2012). Bentuk daun delima lonjong dengan ujung
tumpul, pangkal yang lancip dan tepi daun rata. Daun delima memiliki
pertulangan daun menyirip (Gambar 2.1B). Daun delima ini termasuk daun
tunggal dengan tangkai daunnya yang pendek serta letak daunnya yang berselang
berhadapan (Savitri, 2008).

Bunga delima hitam memiliki 5-8 sepal (kelopak) yang menyatu
dipangkalnya dan membentuk seperti vas. Petal (mahkota) dari bunga delima juga
berjumlah 5-8 dengan bentuk obovate (bulat telur sungsang) dan sedikit berkerut.
Sepal biasanya akan berwarna lebih tua daripada warna petalnya (Gambar 2.1C).
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Bunga delima dapat muncul secara soliter atau berkelompok. Bunga soliter akan
muncul di sepanjang cabang, sedangkan bunga berkelompok muncul di ujung
cabang (Holland et al., 2009).

= - -

Gambar 2.1 (A) Pohon delima (Kahramanoglu & Usanmaz, 2016)
(B) Daun tanaman delima (C) Bunga tanaman delima (Dipak et al., 2012)

Buah delima hitam memiliki kulit kasar, berbentuk hampir bulat dengan
ukuran sekitar 2,5-5 inci. Buah ini terhubung ke pohon melalui tangkai yang
pendek. Buah delima ini dimahkotai oleh kelopak bunga yang masih menonjol
(Gambar 2.2A). Warna buah delima tergantung dari varietas dan tahap
pematangan buah, mulai dari warna hijau kekuningan, merah dan ungu tua yang
hampir hitam (Holland et al., 2009). Buah delima mengandung banyak biji yang
dikelilingi oleh selaput pembungkus biji (arillus) (Mohammad & Kashani, 2012).

Gambar 2.2 (A) Buah delima hitam, (B) Biji delima hitam
(Dokumentasi Pribadi, 2020)

Biji delima hitam menempel dan tertanam pada plasenta dan jaringan spons di
dinding bagian dalam yang berbentuk seperti lilitan tidak teratur (Gambar 2.2B).
Bentuk biji delima yaitu oval dan ada juga yang agak pipih. Ujung dari biji delima
ini berbentuk pipih agak cembung, sedangkan pangkalnya berbentuk cekung
melingkar. Biji delima ini memiliki hilum dan mikrofil yang tidak jelas. Biji
delima hitam terlindungi oleh kulit biji (spermodermis) yang keras dan tebal.
Spermodermis ini dikelilingi oleh salut biji (arillus) yang berwarna putih. Arillus
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ini berasal dari tali pusar (funiculus) yang ikut tumbuh (Graham & Graham,
2014).

Klasifikasi delima hitam menurut APG Il (2003) adalah termasuk
Kingdom Plantae, Division Magnoliophyta, Class Magnoliopsida, Order

Myrtales, Family Lythraceae, Genus Punica dan Species Punica granatum L.

2.3 Manfaat dan Kandungan Fitokimia Delima Hitam

Delima hitam merupakan salah satu tanaman yang kaya akan manfaat.
Delima telah digunakan dalam pengobatan alami untuk mengobati beberapa
penyakit seperti sakit tenggorokan, batuk, infeksi saluran kemih, gangguan
pencernaan, gangguan kulit dan radang sendi. Delima juga dapat digunakan untuk
mengobati kondisi serius seperti kanker, osteoarthritis dan diabetes. Selain itu,
ketika digunakan untuk diet sehat delima membantu mencegah penyakit jantung
(Kumari et al., 2012). Pemanfaatan lain dari delima adalah sebagai produk siap
konsumsi seperti jus, selai, minuman fermentasi, ekstrak buah delima untuk bahan
kosmetik, suplemen makan dan suplemen diet (Melgarejo & Valero, 2012).

Delima hitam digunakan sebagai sumber obat alami karena kandungan bahan
aktif pada bagian-bagian tanamannya (Sumaiya et al., 2018). Bagian bunga
delima terdapat kandungan triterpenoid, asam asiatik dan asam ursolat. Daun
delima juga mengandung tannin, luteolin dan flavonoid. Minyak biji delima
mengandung sterol, asam ellagic dan 95% asam punic. Akar dan kulit delima
mengandung alkaloid piperidin, ellagitannin dan punicalin. Sedangkan pada buah
delima sendiri terdapat kandungan flavonoid, kuersetin dan rutin. Kandungan
antioksidan pada bagian-bagian delima hitam ini memiliki potensi menyerap
radikal bebas yang berbahaya bagi tubuh manusia (Li et al., 2015; Mpahlele et al.,
2016 & Syed et al., 2018).

2.4 Perbanyakan Tanaman Delima Hitam secara Konvensional

Delima hitam dapat diperbanyak dengan cara generatif dan vegetatif.
Perbanyakan generatif delima dapat dilakukan menggunakan biji. Perbanyakan
dengan menggunakan biji sebenarnya merupakan metode yang praktis dan
ekonomis, tetapi perkecambahannya dianggap lambat dan tidak seragam, karena
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adanya kulit biji keras yang mengelilingi biji serta adanya senyawa fenolik yang
bertindak sebagai agen penghambat atau penunda perkecambahan biji (Silva et
al., 2017). Selain itu, perkecambahan dari biji delima juga dipengaruhi oleh
kondisi embrio, yaitu bahwa tidak semua biji memiliki embrio dan ukuran embrio
pada biji juga mampu mempengaruhi perkecambahan delima. Hal ini sesuai
dengan hasil penelitian Aini (2018) yang menunjukkan bahwa pada 300 biji
delima hitam yang diamati terdapat 97 biji memiliki embrio ukuran besar dengan
panjang 2085,33 um dan lebar 1496,62 um, 195 biji memiliki embrio ukuran
kecil yaitu dengan panjang 1485,32 um dan lebar 1062,03 pm serta 8 biji lainnya
tidak memiliki embrio.

Perbanyakan vegetatif tanaman delima hitam dapat dilakukan dengan cara
stek, cangkok (okulasi) dan layering (Singh, 2017). Stek merupakan metode
termudah untuk perbanyakan delima. Namun, cara stek ini persentase
keberhasilannya tergantung pada banyak faktor seperti kondisi tanaman induk,
waktu stek, curah hujan dan fluktuasi suhu. Selain itu, kondisi lingkungan yang
berbeda akan mempengaruhi proses pertumbuhan dan pengakaran pada saat hasil
stek ditanam (Mehta et al., 2018). Sedangkan cara cangkok dan layering jarang
dilakukan dalam perbanyakan delima karena hasilnya belum cukup sukses untuk
produksi secara komersial, sehingga perbanyakan delima hitam secara
konvensional masih memiliki beberapa kekurangan seperti jumlah bibit yang
dihasilkan rendah, dibutuhkan waktu panjang untuk budidaya serta bibit yang

dihasilkan belum tentu bebas dari penyakit.

2.5 Kultur In Vitro

Kultur in vitro merupakan teknik perbanyakan tanaman dengan cara
mengisolasi bagian-bagian tanaman (protoplas, sel, jaringan atau organ) yang
kemudian ditumbuhkan pada media buatan yang aseptis dengan kondisi
lingkungan yang terkendali sehingga mampu beregenerasi menjadi tanaman
lengkap (Zulkarnain, 2009). Teknik ini menerapkan prinsip dasar totipotensi sel,
yaitu kemampuan setiap sel atau organ tanaman untuk tumbuh menjadi individu

baru apabila ditempatkan pada lingkungan yang sesuai (Yuliarti, 2010).
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Sebagai salah satu teknik untuk perbanyakan tanaman, kultur in vitro ini
memiliki beberapa kelebihan seperti mampu memperbanyak tanaman tertentu
yang sulit diperbanyak dengan metode konvensional, tidak membutuhkan lokasi
yang luas serta dapat dilakukan sewaktu-waktu (Yusnita, 2003). Kultur in vitro ini
dapat dilakukan pada semua musim karena semua proses dilakukan pada
lingkungan yang terkendali (Zulkarnain, 2009). Selain itu, kultur in vitro juga
mampu menghasilkan tanaman dalam jumlah banyak dengan waktu yang relatif
singkat dan menghasilkan tanaman anakan yang mempertahankan sifat unggul
indukan seperti bebas hama penyakit, bakteri serta cendawan (Prihandana &
Hendroko, 2006).

Perbanyakan tanaman melalui kultur in vitro memiliki beberapa tahap seperti
inisiasi, multiplikasi, pengakaran dan aklimatisasi. Inisiasi merupakan tahap yang
dimulai dari persiapan eksplan, sterilisasi eksplan untuk memperoleh eksplan
yang bebas dari kontaminan sampai penanaman eksplan pada media yang aseptis.
Multiplikasi merupakan tahap perbanyakan eksplan dengan subkultur yang
merupakan proses pemindahan eksplan pada media baru secara berulang-ulang
untuk mempertahankan stok nutrisi tanaman. Pengakaran merupakan tahap
terakhir sebelum eksplan dipindahkan ke lingkungan luar, sedangkan aklimatisasi
merupakan pemindahan eksplan dari lingkungan yang terkendali dalam botol ke

lingkungan alam luar (Kumar & Reddy, 2011).

2.6 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Kultur In Vitro

Faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan kultur in
vitro diantaranya adalah eksplan, media kultur, proses sterilisasi, zat pengatur
tumbuh, faktor lingkungan dan faktor-faktor lainnya. Eksplan dapat berupa
meristem, tunas, batang, anther, daun, embrio, hipokotil, biji, rhizome dan akar
(Wattimena et al., 1992). Eksplan yang digunakan biasanya merupakan bagian
tanaman dengan sel-selnya yang masih aktif membelah dari tanaman induk sehat
dan berkualitas (Santoso & Nursandi, 2004). Bagian tanaman yang masih aktif
membelah ini biasanya memiliki daya regenerasi yang tinggi dan masih
mengandung sedikit kontaminan (Yusnita, 2003). Selain itu, eksplan dengan



16

ukuran kecil (<20 mm) akan memiliki kemungkinan kontaminasi lebih kecil
dengan daya tahan eksplan rendah daripada eksplan yang berukuran lebih besar
(>20 mm) (George & Sherrington, 1984).

Media kultur merupakan media steril yang digunakan untuk menumbuhkan
eksplan. Unsur-unsur yang terkandung dalam media adalah hara makro, hara
mikro, gula, vitamin, N organik, buffer, senyawa kompleks, arang aktif, ZPT,
asam amino dan bahan pemadat (Gunawan, 1988). Media kultur yang umumnya
digunakan untuk perbanyakan secara in vitro adalah media dasar Murashige and
Skoog (MS) (Yuliarti, 2010). Media MS umum digunakan untuk perbanyakan
secara in vitro karena memiliki kandungan N dalam bentuk NH," dan NOs lebih
tinggi daripada media lain (George & Sherrington, 1984). Pada media juga sering
ditambahkan bahan pemadat yaitu agar-agar. Pemilihan agar-agar dikarenakan
agar-agar tidak bisa dicerna oleh tanaman, sehingga tidak mengganggu proses
fisiologis pada tanaman. Selain itu, agar-agar juga memiliki sifat yang membeku
pada temperatur <45°C dan mencair pada temperatur 100°C, sehingga pada
kondisi lingkungan kultur akan tetap membeku stabil untuk menopang eksplan
agar tetap pada tempatnya (Gunawan, 1988).

Derajat keasaman (pH) pada media juga berpengaruh terhadap pertumbuhan
eksplan. Media perlu diatur pH nya agar fungsi membran sel dan sitoplasma tidak
terganggu pada saat eksplan ditanam (Gunawan, 1992). Media yang sesuai untuk
pertumbuhan eksplan yaitu 5-6,5. Media dengan pH terlalu rendah (<4,5) dan
terlalu tinggi (>7,0) akan mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan
eksplan menjadi abnormal. Senyawa yang biasa ditambahkan pada media yang
terlalu asam adalah NaOH, sedangkan untuk media yang terlalu basa adalah HCI
(Pierik, 1987).

Sterilisasi merupakan langkah penting yang harus dilakukan untuk
menghilangkan kontaminan pada proses kultur in vitro. Kontaminan hidup yang
dapat menyebabkan kontaminasi biasanya berupa cendawan, bakteri, serangga
dan telur-telur insekta. Kontaminan hidup pada eksplan yang tidak dihilangkan
akan menyebabkan organisme ini mengadakan pertumbuhan karena pada media

kultur mengandung gula, vitamin dan mineral (Gunawan, 1998). Kontaminasi ini
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dapat dihindari dengan cara kerja pada Laminar Air Flow (LAF), sterilisasi
media, sterilisasi alat-alat dan sterilisasi eksplan (Indrianto, 2002).

Zat pengatur tumbuh (ZPT) yaitu senyawa organik bernutrisi yang aktif
dalam jumlah kecil (10°-10° mM) yang disintesis pada bagian tanaman tertentu
yang akan ditranslokasikan dan menimbulkan respon dan tanggapan biokimia,
fisiologis serta morfologis (Wattimena et al., 1992). Zat pengatur tumbuh pada
tanaman merupakan senyawa organik yang bukan termasuk unsur hara (nutrisi).
Pada tanaman, ZPT dalam jumlah yang sedikit dan sesuai dapat bertindak sebagai
pendukung proses fisiologis tanaman (promote), namun dalam jumlah yang
berlebih ZPT dapat bertindak sebagai penghambat (inhibitor) (Abidin, 1983).

Zat pengatur tumbuh yang biasa digunakan pada kultur in vitro merupakan
hormon sintetis (Hendaryono & Wijayani, 1994). Zat pengatur tumbuh tanaman
terdiri dari lima kelompok yaitu auksin, sitokinin, giberelin, etilen dan asam
absisat. Sitokinin merupakan salah satu ZPT yang berperan dalam pembelahan
sel serta mengatur pertumbuhan dan perkembangan eksplan (Zulkarnain, 2009).
Pada umunya, untuk pembentukan tunas digunakan sitokinin, sedangkan
kombinasi sitokinin dan auksin digunakan untuk pembentukan kalus (Lestari,
2011). Sitokinin juga berperan dalam merangsang pertumbuhan tunas samping
(lateral), meningkatkan Kklorofil daun serta memperlambat proses penuaan
(senescence) pada daun, buah dan organ lain pada tanaman (Wattimena, 1988).

Sitokinin dalam proses pembelahan sel memiliki peran pada dua tahap. Tahap
pertama, dalam siklus sel sitokinin memiliki peranan penting yaitu mamacu
sitokinesis dengan cara meningkatkan peralihan G2 ke mitosis sekaligus
meningkatkan laju sintesis protein. Beberapa protein tersebut merupakan protein
pembangun atau enzim yang dibutuhkan untuk mitosis. Sitokinin juga
memperpendek fase S dengan cara mengaktifkan DNA, sehingga salinan DNA
menjadi dua kali lebih besar kemudian laju sintesis DNA digandakan. Tahap
kedua, sitokinin mampu mempengaruhi gen KNOX (Knotted like homebox),
yaitu gen pengkode suatu protein yang memacu pertumbuhan dan pemeliharaan
meristem ujung batang agar sel-selnya selalu bersifat meristematik (Wijayani &
Mudyantini, 2007).
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Salah satu sitokinin yang digunakan untuk inisiasi tunas dalam kultur in vitro
yaitu Benzyl Adenine (BA). Sitokinin BA merupakan salah satu turunan dari
adenin yang sering digunakan untuk perbanyakan tunas aksilar karena memiliki
efektivitas tinggi. Penggunaan BA mampu mempengaruhi fisiologis eksplan yaitu
memacu pembelahan sel dan pembentukan organ, menunda penuaan, memacu
perkembangan tunas samping dan memacu pembesaran kotiledon (Salisbury &
Ross, 1995). Selain itu, BA juga mempunyai sifat yang sulit di degradasi oleh
enzim sehingga mempunyai daya rangsang lebih lama serta tidak mudah

dirombak oleh sistem enzim dalam tanaman (Abidin, 1983).
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Gambar 2.3 Struktur Kimia dari Benzyl Adenine
(Abidin, 1983)

Thidiazuron (TDZ) juga merupakan golongan sitokinin yang dalam beberapa
penelitian digunakan untuk regenerasi tunas. TDZ merupakan senyawa sintetik
seperti fenil urea sitokinin yang efektif dalam mengatur morfogenesis pucuk
(Hui-mei et al., 2008). TDZ mampu meningkatkan biosintesis dan akumulasi
turunan adenin endogen sehingga induksi pucuk lebih cepat dan tunas yang
terbentuk lebih banyak (Kumari et al., 2017).

Lingkungan tempat peletakan botol kultur juga dapat mempengaruhi
pertumbuhan dan perkembangan eksplan. Faktor lingkungan yang berpengaruh
pada eksplan yaitu oksigen, temperatur, cahaya dan pH (derajat keasaman).
Suplai oksigen yang cukup mampu mendukung laju pertumbuhan eksplan.
Temperatur yang optimum juga dibutuhkan eksplan dalam perbanyakan secara in
vitro. Temperatur normal yang biasa digunakan yaitu antara 22°C-28°C.
Sedangkan kisaran intensitas cahaya untuk inisiasi yaitu 0-1000 lux, untuk
multiplikasi 1000-10000 lux, pengakaran 10000-30000 lux dan >30000 lux untuk
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aklimatisasi. Namun, perkembangan embrio membutuhkan tempat gelap kira-kira
selama 7-14 hari dan setelah itu dapat dipindahkan di tempat terang untuk
membentuk klorofil. Selain itu, sel-sel yang dikembangkan dengan kultur in vitro
memiliki kisaran pH yang relatif sempit yaitu sekitar 5,0-6,0. Kondisi lingkungan
lain yang harus dibentuk dalam kultur in vitro adalah aseptis. Lingkungan aseptis
akan menurunkan tingkat kontaminan, sehingga mampu meningkatkan
keberhasilan dalam proses kultur in vitro (Santoso & Nursandi, 2004).

Faktor lain yang biasa terjadi pada kultur in vitro adalah browning, vitrifikasi
dan nekrosis. Browning merupakan keadaan pencoklatan pada eksplan yang
diakibatkan oleh pengaruh fisik maupun biokimia seperti memar, luka maupun
adanya senyawa fenolik. Keadaan ini mampu menghambat pertumbuhan dan
perkembangan eksplan (Mariska & Sukmadjaja, 2003). Vitrifikasi merupakan
munculnya pertumbuhan dan perkembangan yang tidak normal, tanaman yang
dihasilkan kerdil, pertumbuhan batang cenderung ke arah pertambahan diameter
dan daunnya memiliki kecenderungan melebar pada bagian pangkal. Sedangkan
nekrosis merupakan keadaan matinya jaringan pada pucuk dan tepi daun.
Nekrosis ini terjadi karena adanya defisiensi unsur hara terutama boron dan
kalium (Zulkarnain, 2009).

2.7 Multiplikasi Tunas

Berdasarkan arah tumbuhnya kultur in vitro dibagi menjadi dua, yaitu
embriogenesis dan organogenesis. Embriogenesis merupakan bagian dari proses
morfogenesis yang mana embriogenesis memiliki sifat bipolar, dimana dalam satu
eksplan akan membentuk dua arah pertumbuhan yaitu bakal tunas dan bakal akar
dalam waktu yang relatif sama. Sedangkan, organogenesis merupakan proses
diferensiasi yang bersifat unipolar, dimana eksplan hanya akan tumbuh
membentuk tunas atau akar saja (Manuhara, 2014).

Organogenesis dapat dilakukan pada sel-sel meristematik dan kompeten,
yaitu sel yang mampu memberi tanggapan pada sinyal lingkungan atau hormonal
sehingga mampu membentuk organ (Trigiano & Gray, 2005). Organogenesis
dapat dibedakan menjadi dua yaitu organogenesis langsung dan tidak langsung.
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Organogenesis langsung merupakan pertumbuhan eksplan secara langsung
membentuk tunas atau akar, sedangkan organogenesis tidak langsung eksplan
akan membentuk kalus terlebih dahulu sebelum membentuk organ. Organogenesis
untuk regenerasi tunas dapat dilakukan melaui dua tahap yaitu induksi tunas dan
multiplikasi tunas (Manuhara, 2014).

Multiplikasi merupakan salah satu tahap dalam kultur in vitro dimana terjadi
diferensiasi sel menjadi tunas (Salisbury & Ross, 1995). Multiplikasi tunas juga
dapat diartikan sebagai penggandaan tunas dari hasil inisiasi mata tunas maupun
kalus. Multiplikasi ini menunjukkan hasil pembentukan tunas adventif dan tunas
aksilar dalam waktu yang sama (Armini et al., 1992). Pada umumnya,
multiplikasi terjadi pada sel yang belum mengalami pertumbuhan sekunder, yaitu
sel yang masih memiliki sifat meristematik. Sel dikatakan bersifat meristematik
apabila masih melakukan pembelahan primer dan belum terspesifikasi menjadi
jaringan lain (Hidayat, 1995).

Perkembangan eksplan dalam kultur in vitro dibagi menjadi tiga tahap utama.
Tahap | disebut tahap persiapan eksplan. Pada tahap ini terjadi proses pemilihan
bagian tanaman untuk dijadikan eksplan kemudian ditanam pada media kultur
(Wetherell, 1982). Tahap Il merupakan tahap penggandaan dengan cara subkultur
eksplan dari tahap | untuk menghasilkan jumlah tunas yang diinginkan. Subkultur
merupakan pemindahan sel, jaringan atau organ dari media lama ke media baru,
baik komposisi media yang sama atau berbeda dengan tujuan untuk mendapatkan
pertumbuhan atau perkembangan baru dari inokulum yang ditanam sebelumnya
(Wattimena et al., 1992). Sedangkan, tahap 11l merupakan proses pendewasaan
eksplan yang biasanya dirangsang untuk membentuk akar (Wetherell, 1982).

Faktor yang mendukung pertumbuhan eksplan pada tahap multiplikasi yaitu
media kultur serta suhu dan cahaya inkubasi (Yusnita, 2003). Selain itu, eksplan
juga merupakan faktor penting dalam keberhasilan multiplikasi. Shoot tip dan
bagian binodal merupakan bagian tanaman yang umumnya digunakan untuk
multiplikasi. Shoot tip merupakan pucuk yang terdiri dari jaringan meristem
apikal dengan beberapa primordia daun (Buitevelds et al., 1993).
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2.8 Peran Asam Amino pada Tanaman

Asam amino merupakan salah satu faktor penunjang keberhasilan dalam
kultur in vitro. Media tanam dengan kandungan makronutrien, mikronutrien, zat
pengatur tumbuh serta vitamin juga dapat ditambahkan dengan asam amino
(George et al., 2007). Asam amino dapat ditambahkan karena tumbuhan yang
ditumbuhkan secara in vitro tidak lagi sepenuhnya bersifat autotrof, namun
bersifat heterotrof (Sitorus et al., 2011). Sehingga, asam amino ini pada tanaman
dapat dimanfaatkan secara langsung oleh jaringan tanaman daripada nitrogen
anorganik.

Asam amino berperan sebagai salah satu sumber nitrogen yang berperan
dalam regenerasi tunas, induksi pembentukan kalus, embriogenesis dan
androgenesis eksplan (Das & Mandal, 2010). Asam amino akan memulai dan
mempercepat masuknya amonia dan nitrit ke dalam metabolisme nitrogen
organik. Asam amino juga berfungsi sebagai tempat penyimpanan nitrogen dan
menyediakan jalur yang efisien untuk asimilasi nitrogen selama transportasi
metabolik (Greenwell & Ruter, 2018). Ketersediaan nitrogen yang optimal dapat
meningkatkan pertumbuhan, meningkatkan sintesis protein, meningkatkan rasio
pucuk akar serta berperan dalam pembentukan klorofil. Ketersediaan klorofil yang
cukup akan meningkatkan proses fotosintesis sehingga karbohidrat bertambah dan
mempercepat pertumbuhan tanaman (Menendez et al., 2002).

Asam amino yang tergolong dalam keluarga glutamin (glutamate) yaitu
glutamin, glutamat, prolin, arginine memiliki fungsi memulai dan mempercepat
ammonia dan nitrit masuk ke dalam metabolisme nitrogen organik pada tanaman.
Pada katalisis sintetase glutamin, glutamin direduksi menjadi glutamate dan
selanjutnya dapat dimodifikasi menjadi prolin atau arginin (Shahsavari, 2011).
Selain itu, asam amino juga berfungsi sebagai tempat penyimpanan nitrogen
sebagai intermedia untuk memasukkan ammonia menjadi asam amino yang
nantinya digunakan sebagai bahan penyusun protein atau nukleotida, seperti purin
dan pirimidin (Okumoto et al., 2016). Sehingga, asam amino pada tanaman

berfungsi sebagai sumber nitrogen yang efisien melalui sintesis langsung protein
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dan menyediakan jalur yang efisien untuk asimilasi nitrogen selama transportasi
metabolik jarak jauh (Rozali et al., 2014; Okumoto et al., 2016).

Setiap jenis tanaman dan eksplan yang digunakan mempunyai respon
tersendiri terhadap pemberian asam amino. Penelitian Gabory & Abady (2018)
dengan eksplan tunas stroberi menunjukkan bahwa pemberian glutamin 100 mg/I
memberikan peningkatan tertinggi pada jumlah dan panjang tunas daripada
perlakuan lain. Rata-rata jumlah tunas 7,60 dan rata-rata panjang tunas 1,88 cm
yang dihasilkan menunjukkan hasil terbaik daripada perlakuan 0 mg/l, 25 mg/I

atau 50 mg/l.

2.9 Penggunaan Glutamin pada Kultur In Vitro

Borpuzari & Kachari (2018) telah melakukan penelitian multiplikasi tunas
pada gaharu (Aquilaria malaccensis Lam.). Hasil dari penelitian ini menunjukkan
bahwa penggunaan glutamin 0 mg/l dan 20 mg/l pada media MS menunjukkan
bahwa media dengan penambahan glutamin 20 mg/l menghasilkan rata-rata
jumlah tunas tertinggi yaitu sebanyak 24,81 tunas daripada tanpa penambahan
glutamin. Penelitian induksi multiplikasi tunas Hildegardia populifolia yang
dilakukan oleh Lavanya et al. (2012) juga menunjukkan bahwa glutamin 50 mg/I
menunjukkan rata-rata jumlah aksilar dan apikal terbanyak daripada perlakuan
lain, yaitu 15,6 dan 13,2 tunas. Rasullah et al. (2013) pada penelitiannya juga
menyatakan bahwa glutamin 30 mg/l pada pertumbuhan tunas tebu varietas NXI
1-3 menghasilkan jumlah tunas yang berbeda nyata, sedangkan glutamin 20 mg/I
menghasilkan panjang tunas yang berbeda nyata.

Hasil penelitian Haroun et al. (2010) menerangkan bahwa dengan
penambahan glutamin 1 mM pada eksplan tunas Phaseolus vulgaris berpengaruh
terhadap beberapa parameter yaitu panjang tunas, berat basah, berat kering dan
kandungan air. Selain itu, Sanjaya et al. (2006) dalam penelitiannya menyatakan
bahwa glutamin dengan konsentrasi 342,24 uM ditambahkan pada media untuk
proliferasi Santalum album. Penelitian Bora et al. (2018) juga menyatakan bahwa
pada multiplikasi Capsicum chinense Jacq. dengan penambahan glutamin 1 mg/|
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menunjukkan respon lebih baik untuk induksi multiplikasi tunas dan tinggi tunas
daripada tanpa penambahan glutamin.

Glutamin merupakan salah satu asam amino non esensial, yang dapat
dibentuk dalam tubuh tumbuhan tetapi dalam jumlah terbatas, sehingga masih
memerlukan tambahan dari luar tubuh tumbuhan (Rasullah et al., 2013). Glutamin
merupakan salah satu jenis asam amino yang banyak digunakan pada kultur in
vitro untuk induksi pembentukan maupun pertumbuhan tunas (Winarto, 2011).
Glutamin merupakan produk utama dari asimilasi nitrogen dari sumber nitrogen
anorganik dalam metabolisme nitrogen pada tanaman (Chellamuthu et al., 2014).
Glutamin ini merupakan donor amino utama untuk sintesis asam amino dan
senyawa yang mengandung nitrogen lainnya pada tanaman (Kan et al., 2015).
Glutamin memiliki peran penting dalam diferensiasi sel, proliferasi dan menjaga
potensi embrionik eksplan (Ogita et al., 2001).

Tanaman menyerap nitrogen sebagian besar dalam bentuk ion nitrat atau
ammonia. Molekul nitrat tersebut kemudian secara enzimatis dikonversi menjadi
ammonia, yang kemudian berasimilasi dengan tanaman untuk sintesis asam amino
(Paschalidis et al., 2019). Penambahan glutamin pada media mampu menjadi
salah satu donor nitrogen untuk biosintesis komponen organik bernitrogen seperti
klorofil dan nukleotida. Penambahan glutamin menyebabkan eksplan yang
ditanam tidak lagi harus melakukan sintesis glutamin dari NH,* pada media,
karena sel-sel pada eksplan akan menggunakan persediaan glutamin yang siap
pakai. Hal ini akan menyebabkan eksplan akan lebih cepat terpacu untuk

melakukan pembelahan sel (Temple et al., 1998; Ireland & Lea, 1999).



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Percobaan

Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penelitian ini menggunakan 1 faktor yaitu
pemberian berbagai konsentrasi glutamin pada media Murashige and Skoog (MS).
Faktor glutamin yang digunakan terdiri dari 6 taraf yaitu 0 mg/l (G0), 10 mg/I
(G1), 20 mg/l (G2), 30 mg/l (G3), 40 mg/l (G4) dan 50 mg/l (G5). Perlakuan pada
penelitian ini diulang sebanyak 6 kali, sehingga terdapat 36 unit percobaan. Setiap

unit percobaan terdiri dari 3 eksplan, sehingga terdapat 108 ekpslan.

3.2 Variabel Penelitian

Variabel yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari tiga variabel yaitu
variabel bebas, variabel terikat dan variabel terkontrol. Variabel bebas terdiri dari
konsentrasi glutamin. Variabel terikat terdiri dari hari muncul tunas, jumlah tunas,
tinggi tunas, persentase tumbuh tunas dan morfologi tunas (warna daun dan warna
tunas). Variabel terkendali pada penelitian ini adalah media Murashige and Skoog
(MS), konsentrasi sitokinin benzyl adenine (BA) 2,5 mg/l, konsentrasi TDZ 1
mg/l, agar 10%, gula 3%, suhu ruang inkubasi, pH media, kelembaban dan

cahaya.

3.3 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan Agustus-November 2020. Penelitian ini
dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan Jurusan Biologi,
Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim

Malang.

3.4 Alat dan Bahan
34.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu gelas beaker, gelas ukur,
erlenmeyer, neraca analitik, spatula, pinset, hot plate dan magnetic stirrer,
kompor, mikropipet, botol media kultur, botol aquades steril, pH indikator,
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autoklaf, oven, Laminar Air Flow (LAF), batang pengaduk, cawan petri, scalpel,
mata pisau, kulkas, rak pendingin media, rak inkubasi, Air Conditioner (AC),
lampu, bunsen, penyemprot alkohol, pensil, penggaris, buku catatan dan alat

dokumentasi.

3.4.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu biji delima hitam,
sedangkan bahan untuk media yaitu Murashige and Skoog (MS), agar, gula,
sitokinin BA dan TDZ, HCI, NaOH dan aquades. Untuk sterilisasi digunakan
detergen cair, fungisida, bakterisida, alkohol 70%, alkohol 96%, clorox, aquades
steril, betadine, spirtus, kertas, plastik tahan panas, karet gelang, kertas label dan

alumunium foil.

3.5 Langkah Kerja
3.5.1 Sterilisasi Alat

Langkah kerja pada sterilisasi alat dilakukan secara dua tahap. Tahap
pertama yaitu scalpel, pinset, spatula, batang pengaduk, gelas beaker, gelas ukur,
botol kultur, botol aquades steril dan erlenmeyer dicuci dengan detergen cair
sampai bersih kemudian dibilas dengan air mengalir. Alat-alat ini kemudian
dioven pada suhu 121°C selama 3 jam, kecuali gelas beaker dan erlenmeyer.
Tahap kedua pada sterilisasi alat ini yaitu scalpel, pinset, spatula dan batang
pengaduk dibungkus dengan alumunium foil, sedangkan cawan petri dibungkus
dengan kertas. Alat yang telah dibungkus kemudian dimasukkan kedalam plastik
tahan panas dan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1
atm selama 15 menit. Seluruh alat yang akan digunakan dalam LAF disemprot

terlebih dahulu dengan alkohol 96% dan dibakar dengan api bunsen.

3.5.2 Pembuatan Larutan Stok Asam Amino Glutamin

Larutan stok dibuat untuk memudahkan dalam pembuatan media. Langkah
pertama yang dilakukan dalam pembuatan larutan stok adalah ditimbang glutamin
10 mg dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer kemudian ditambahkan 100 ml

aquades pada erlenmeyer tersebut untuk dihomogenkan. Pengambilan larutan stok
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asam amino glutamin dilakukan dengan menggunakan rumus pengenceran yaitu
M1.V1=M2.V2. Misalkan dalam pembuatan 62,5 ml media, glutamin dengan
konsentrasi 10 mg/l yang dibutuhkan yaitu :

M1.VI = M2.V2

100.V1=10.62,5
100.V1 = 625
V1=16,25 ml

3.5.3 Pembuatan Media
A. Media MS + Benzyl Adenine (BA) (Media Pra-Perlakuan)

Media pra-perlakuan yang digunakan sebagai media inisiasi tunas dan
subkultur delima hitam dibuat dengan cara menimbang 4,43 gram media instan
Murashige and Skoog (MS), gula 30 gram dan agar 10 gram. Langkah selanjutnya
yaitu media MS dan gula dimasukkan kedalam gelas beaker berukuran 1 liter dan
ditambah aquades hingga volume total 1 liter, kemudian dihomogenkan
menggunakan magnetic stirrer. Langkah selanjutnya zat pengatur tumbuh BA
dimasukkan dalam gelas beaker sebanyak 2,5 mg/l. Agar yang telah ditimbang
selanjutnya dimasukkan kedalam gelas beaker kemudian secara bersama-sama
dimasak menggunakan hotplate dan magnetic stirrer sampai media mendidih.
Media yang telah mendidih kemudian diangkat dan diukur pH nya, apabila pH
terlalu asam maka ditambahkan NaOH, dan apabila terlalu basa maka
ditambahkan HCI hingga diperoleh pH senilai 5,9. Media yang telah memiliki pH
sesuai kemudian dituang kedalam botol masing-masing sebanyak 12,5 ml.
Selanjutnya botol ditutup plastik tahan panas dan diikat dengan karet gelang.
Botol berisi media disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 1
atm selama 15 menit.

Pada kondisi pra-perlakuan juga dibuat media MS 0 yang digunakan untuk
menanam eksplan sebelum dipindahkan ke media perlakuan. Media MS 0 dibuat
sama seperti media pra-perlakuan dengan tidak menambahkan hormon BA.



27

B. Media MS + Glutamin (Media Perlakuan)

Media perlakuan dibuat dengan cara menimbang 4,43 gram media instan
Murashige and Skoog (MS), gula 30 gram dan agar 10 gram. Pada media
perlakuan ini digunakan hormon TDZ dengan konsentrasi yang seragam Yyaitu 1
mg/l yang berfungsi sebagai penyedia sitokinin pada media kultur. Media untuk
masing-masing perlakuan dibuat sebanyak 62,5 ml. Konsentrasi glutamin yang
digunakan yaitu 10 mg/l atau sebanyak 6,25 ml, 20 mg/l atau sebanyak 12,5 ml,
30 mg/l atau sebanyak 18,75 ml, 40 mg/l atau sebanyak 25 ml dan 50 mg/l atau
sebanyak 31,25 ml. Glutamin diambil dari stok glutamin sebesar 100 ml. Semua
bahan (kecuali agar dan glutamin) yang telah ditimbang dan ditakar dimasukkan
kedalam gelas beaker ukuran 1 liter kemudian ditambahkan aquades sebanyak 375
ml sesuai perlakuan. Pada setiap perlakuan diberi label sesuai dengan masing-
masing perlakuan. Masing-masing media dihomogenkan menggunakan magnetic
stirrer secara bergantian. Media kemudian dimasak bersama agar sampai
mendidih menggunakan hotplate dan magnetic stirrer. Media yang telah mendidih
diangkat dan diukur pH nya, apabila pH asam maka ditambahkan NaOH dan
apabila pH basa ditambahkan HCI hingga diperoleh pH yang diinginkan yaitu 5,9.
Media dengan pH yang sesuai selanjutnya dituangkan kedalam botol yang telah
diberi label sesuai perlakuan sebanyak 12,5 ml. Langkah selanjutnya botol ditutup
plastik tahan panas dan diikat dengan karet gelang. Botol berisi media ini
disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 1 atm dalam waktu

15 menit.

3.5.4 Sterilisasi Ruangan

Sterilisasi ruangan dilakukan dengan cara membersihkan meja LAF
dengan alkohol 70% sampai bersih. Alat-alat seperti pinset, scalpel, mata pisau,
bunsen, jas laboratorium, cawan petri yang akan digunakan diletakkan pada meja
kerja LAF. Dinyalakan blower LAF kemudian ditutup dan lampu UV dinyalakan
selama 30 menit. Setelah 30 menit, UV dimatikan dan LAF dapat digunakan.
Setiap alat yang diletakkan pada meja LAF harus disemprot terlebih dahulu
dengan alkohol 70%.
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3.5.5 Sterilisasi Biji Delima Hitam

Bahan yang melewati tahap sterilisasi dalam penelitian ini yaitu biji
delima hitam (Punica granatum L.). Biji delima pertama-tama dibersihkan dari
daging buah yang menempel. Biji yang telah bersih kemudian dimasukkan
kedalam erlenmeyer ukuran 1 liter dan dialiri air keran selama 60 menit. Setelah
itu, biji dicuci dengan 200 ml aquades dan 3 ml detergen cair selama 30 menit
menggunakan magnetic stirrer. Dilakukan 3 kali pembilasan menggunakan air
bersih pada biji yang telah dicuci dengan detergen. Biji kemudian dipindahkan
pada gelas beaker yang berisi 200 ml aquades dan 2 ml fungisida kemudian
digoyangkan dengan magnetic stirrer selama 30 menit. Selanjutnya, biji
dimasukkan dalam gelas beaker yang berisi 200 ml aquades dan 2 ml bakterisida
serta digoyangkan dengan magnetic stirrer selama 30 menit kemudian dibilas
dengan air bersih sebanyak 3 kali. Sterilisasi biji selanjutnya dilakukan di dalam
LAF.

Tahap pertama sterilisasi dalam LAF yaitu direndam biji dengan larutan
clorox 30% selama 15 menit dengan digoyang-goyangkan botol. Selanjutnya, biji
dibilas dengan aquades steril selama 5 menit sebanyak 3 kali bilasan. Biji
kemudian direndam lagi dengan larutan clorox 10% selama 10 menit dengan
digoyang-goyangkan botol. Dibilas kembali biji dengan aquades steril selama 5
menit dan sebanyak 3 kali bilasan. Selanjutnya, biji direndam dengan alkohol
70% selama 2 menit dengan digoyang-goyangkan botol dan dilanjutkan dengan

dibilas selama 5 menit menggunakan aquades steril sebanyak 3 kali bilasan.

3.5.6 Inisiasi Tunas

Inisiasi tunas delima hitam yang berasal dari biji yang telah steril
dilakukan pada LAF. Biji dipotong melintang menjadi dua bagian menggunakan
scalpel steril. Pemotongan ini bertujuan untuk memudahkan embrio untuk
menyerap nutrisi pada media. Pemotongan biji ini dilakukan pada cawan petri.
Biji hasil pemotongan ditanam pada media inisiasi tunas. Pada setiap kegiatan
membuka dan menutup botol media dilakukan didekat api bunsen untuk
mencegah kontaminasi. Pada akhir kegiatan inisiasi, botol ditutup plastik tahan
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panas dan diikat dengan karet gelang. Biji delima hitam yang telah tertanam pada
media kemudian disimpan di ruang inkubasi selama 28 hari. Setelah pada biji
muncul lebih dari satu tunas, dilakukan subkultur dengan cara memotong tunas
nodus kedua dan ketiga yang kemudian ditanam pada media MS+BA 2,5 mg/l dan
selanjutnya disimpan di ruang inkubasi selama 14 hari. Subkultur dilakukan
sebanyak dua kali untuk mendapatkan eksplan multiplikasi yang seragam. Setelah
melalui dua kali subkultur tunas kemudian ditanam pada media MS 0 dalam

waktu 7 hari.

3.5.7 Multiplikasi Tunas Delima Hitam (Punica granatum L..)

Tunas yang telah seragam dari hasil subkultur kemudian ditanam pada
media perlakuan yaitu MS+1 mg/l TDZ+glutamin dengan konsentrasi sesuai
perlakuan. Proses multiplikasi dilakukan pada Laminar Air Flow dalam kondisi
aseptis. Tunas hasil subkultur dipotong pada bagian nodus kedua dan ketiga
menggunakan scalpel yang telah disterilkan dan kemudian ditanam pada media
perlakuan. Setiap kegiatan harus dilakukan di dekat api bunsen agar tidak terjadi
kontaminasi. Tunas yang digunakan dalam satu botol kultur berjumlah tiga buah.
Hasil multiplikasi kemudian diletakkan di ruang inkubasi selama 28 hari dan
dilanjutkan dengan proses pengamatan. Untuk mencegah kontaminasi, setiap dua
hari sekali dilakukan penyemprotan alkohol 70% pada permukaan botol kultur di

ruang inkubasi.

3.5.8 Tahap Pengamatan
Pengamatan dilakukan melalui 2 tahapan yaitu pengamatan harian dan
pengamatan akhir, dengan parameter yaitu :
1. Hari Muncul Tunas (HMT)
Hari muncul tunas diamati setiap hari sejak hari pertama penanaman
sampai tunas muncul yang ditandai dengan adanya tonjolan tunas
berwarna hijau berukuran > 0,5 mm dan tunas menunjukkan tanda-tanda

pertumbuhan ke atas.
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2. Jumlah Tunas
Jumlah tunas diamati pada hari ke-28 sejak hari pertama penanaman
dengan cara menghitung jumlah tunas yang muncul pada eksplan.

3. Tinggi Tunas
Tinggi tunas diamati pada hari ke-28 sejak hari pertama penanaman
dengan cara mengukur tinggi tunas yang muncul pada eksplan
menggunakan penggaris.

4. Presentase Tumbuh Tunas
Presentase tumbuh tunas diamati pada hari ke-28 sejak hari pertama
penanaman dengan cara menghitung eksplan pada setiap perlakuan yang
telah tumbuh tunas dengan ciri-ciri tunas berwarna hijau, ukuran tunas >
0,5 mm serta tunas yang muncul menunjukkan tanda-tanda pertumbuhan

ke atas. Presentase tumbuh tunas dihitung menggunakan rumus :

Y Eksplan yang tumbuh tunas pada setiap perlakuan

% tumbuh tunas = x 100%

X Seluruh eksplan pada setiap perlakuan
5. Morfologi Tunas
Morfologi tunas diamati pada hari ke-28 sejak hari pertama penanaman
dengan cara melihat warna daun dan warna tunas berdasarkan skala warna

Pantone Chart.

3.6 Analisis Data

Data hasil pengamatan berupa data kuantitatif dan kualitatif. Data kuantitatif
dianalisis dengan Analysis of Variant (ANAVA) satu jalur (One-way ANAVA)
dan regresi dengan Microsoft Excel 2010 untuk mengetahui konsentrasi glutamin
yang optimal untuk multiplikasi tunas delima hitam (Punica granatum L.).
Apabila pada uji ANAVA terdapat perbedaan nyata maka dilanjutkan dengan uji
Duncan Multiple Range Test (DMRT) dengan taraf 5%. Data hasil penelitian
kemudian dianalisis dan diintegrasikan dengan ayat-ayat Al-Quran beserta
tafsirnya atau Hadist, sehingga diperoleh hasil penelitian yang sesuai dengan nilai-

nilai Islam.
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Gambar 3.1 Desain Penelitian




BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Konsentrasi Glutamin yang Efektif dan Optimal untuk Hasil Multiplikasi

Tunas Delima Hitam (Punica granatum L.) secara In Vitro

Berdasarkan hasil pengamatan yang dianalisis dengan analisis varian
(ANAVA), diperoleh F hitung yang lebih besar dari F tabel pada semua variabel,
yaitu hari muncul tunas (HMT), jumlah tunas, tinggi tunas dan persentase tumbuh
tunas. Untuk mengetahui beda antar perlakuan sebagai pemberian berbagai
konsentrasi glutamin pada multiplikasi tunas delima hitam secara in vitro,
dilakukan uji lanjut dengan uji DMRT taraf 5% dengan hasil ditunjukkan pada

gambar 4.1.
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Gambar 4.1 Hasil Uji DMRT 5% Pemberian Berbagai Konsentrasi Glutamin pada
Multiplikasi Tunas Delima Hitam (Punica granatum L.) secara In Vitro (a) hari
muncul tunas (b) jumlah tunas (c) tinggi tunas (d) persentase tumbuh tunas
(keterangan : angka-angka yang diikuti huruf yang sama dalam satu kolom
menunjukkan hasil tidak berbeda nyata pada uji DMRT 5%)

Glutamin dengan konsentrasi 20 mg/l merupakan konsentrasi efektif untuk
hari muncul tunas pada multiplikasi tunas delima hitam dengan rata-rata muncul
tunas yaitu 14,6 HST (Gambar 4.1a). Konsentrasi glutamin 30 mg/l juga
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menunjukkan rata-rata muncul tunas yang tidak berbeda nyata dengan hasil dari
rata-rata muncul tunas yang diberi glutamin 20 mg/l yaitu sebesar 15,3 HST
(Gambar 4.1a). Tunas yang muncul dapat dilihat secara visual yang dicirikan
dengan adanya warna hijau menonjol atau agak meruncing dibagian ujungnya.
Penggunaan glutamin pada penelitian yang menunjukkan pengaruhnya terhadap
waktu muncul tunas telah dilakukan oleh Hamasaki et al. (2005). Penelitian
Hamasaki menunjukkan bahwa dengan penggunaan glutamin 8 mM pada
organogenesis Ananas comosus, terlihat tonjolan tunas pada permukaan adaxial
eksplan daun setelah 7 hari tanam. Selain itu, pada penelitian Hardjo (2013) juga
menunjukkan bahwa dengan penambahan glutamin konsentrasi 25, 50 dan 100
mg/l memunculkan banyak calon tunas yang berasal dari eksplan kalus
Saccharum spp. hybrids pada awal minggu ketiga dibandingkan perlakuan tanpa
glutamin. Penelitian Patil et al. (2009) juga menunjukkan inisiasi tunas yang lebih
cepat yaitu 7 HST pada multiplikasi tunas chickpea (Cicer arietinum L.) dengan
penambahan glutamin 5 mM pada media MS+TDZ 1 uM. Namun, masih belum
banyak dilaporkan konsentrasi glutamin yang mempengaruhi waktu muncul tunas
pada proses multiplikasi tunas tanaman dikotil secara in vitro. Selain itu,
kebutuhan glutamin setiap tanaman berbeda-beda, tergantung dari jenis tanaman
dan juga kondisi eksplan.

Pemberian glutamin dengan konsentrasi 20 mg/l memberikan hasil efektif
untuk variabel jumlah tunas dengan rata-rata jumlah tunas yaitu 5,0 tunas
(Gambar 4.1b). Tetapi konsentrasi 10 mg/l dan 30 mg/l juga tidak berbeda nyata
dengan konsentrasi 20 mg/l (Gambar 4.1b). Hal tersebut didukung oleh penelitian
Borpuzari & Kachari (2018) pada multiplikasi tunas gaharu (Aquilaria
malaccensis Lam.) yang menunjukkan bahwa media dengan komposisi MS+20
mg/l glutamin menghasilkan rata-rata jumlah tunas tertinggi yaitu sebanyak 24,81
tunas daripada perlakuan lain. Kulathuran & Narayanasamy (2015) menambahkan
melalui hasil penelitiannya pada pucuk tunas Ricinus communis L. bahwa
penambahan glutamin 20 mg/l menghasilkan rata-rata jumlah tunas tertinggi yaitu
20,4 tunas daripada perlakuan lain. Siwach et al. (2012) dalam penelitiannya juga

menyatakan bahwa pada multiplikasi tunas hasil subkultur dari Citrus reticulata
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Blanco. menghasilkan rata-rata jumlah tunas terbanyak yaitu 7,24 tunas pada
perlakuan dengan komposisi media MS+25 mg/l glutamin. Selain itu, pada
penelitian multiplikasi nodus Ocimum basilicum oleh Shahzad et al. (2012),
media dengan komposisi MS+30 mg/l glutamin mampu menghasilkan rata-rata
jumlah tunas terbanyak yaitu 13,4 tunas daripada perlakuan lain.

Glutamin dengan konsentrasi 20 mg/l memberikan hasil efektif untuk variabel
tinggi tunas dengan rata-rata tinggi tunas yaitu 3,0 mm (Gambar 4.1c). Tetapi
konsentrasi 10 mg/l dan 30 mg/l juga tidak menunjukkan hasil yang berbeda nyata
(Gambar 4.1c). Hasil tersebut didukung dengan penelitian Greenwell & Ruter
(2018) yang menyatakan bahwa penggunaan glutamin dengan konsentrasi berbeda
yaitu 0 g/l, 0,01 g/l, 0,05 g/l, 0,1 g/l dan 0,5 g/l pada eksplan tunas Hibiscus
moscheutos menunjukkan bahwa setelah tujuh minggu, perlakuan 0,01 g/l
glutamin menghasilkan tunas tertinggi yaitu 5,8 cm. Sharma et al. (2014) pada
penelitian multiplikasi tunas Decalepis hamiltonii menunjukkan bahwa
konsentrasi glutamin 30 mg/l mampu menghasilkan rata-rata tinggi tunas tertinggi
yaitu 6,22 cm. Selain itu, Siwach et al. (2012) menyatakan bahwa pada
multiplikasi tunas Citrus reticulata Blanco. dengan penggunaan 25 mg/l glutamin
menghasilkan rata-rata tinggi tunas tertinggi yaitu 4,13 cm. Namun, meningkatnya
jumlah tunas pada multiplikasi tunas delima hitam ini tidak diikuti dengan tinggi
tunas. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan Ramesh & Ramassamy (2014) yang
menyatakan bahwa tinggi tanaman berbanding terbalik dengan jumlah tunas yang
muncul, sehingga semakin sedikit tunas yang muncul, maka tinggi tanaman
semakin meningkat dan sebaliknya, hal ini karena energi yang dibutuhkan untuk
pemanjangan tunas digunakan untuk pembentukan calon tunas lainnya, sehingga
tinggi tunas dapat mengalami penghambatan. Selain itu, waktu pengamatan yang
kurang juga dapat menyebabkan hasil tunas masih belum menunjukkan tinggi
yang maksimal.

Pemberian glutamin dengan konsentrasi 20 mg/l memberikan hasil efektif
untuk variabel persentase tumbuh tunas dengan rata-rata persentase tumbuh tunas
sebesar 88,9% (Gambar 4.1d). Penelitian Mookkan (2015) dengan eksplan nodus
kotiledon Cucurbita pepo L. menunjukkan bahwa penambahan glutamin dengan
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konsentrasi 15 mg/l menghasilkan persentase tunas beregenerasi paling besar
yaitu 97%. Penelitian Shahzad et al. (2012) juga menunjukkan bahwa pada
multiplikasi Ocimum basilicum dengan penambahan 30 mg/l glutamin pada media
MS+BA menghasilkan persentase respon tunas tertinggi yaitu 100%. Selanjutnya,
Kulathuran & Narayanasamy (2015) pada regenerasi tunas Ricinus communis L.
menunjukkan bahwa dengan penambahan glutamin 20 mg/l mampu menghasilkan

persentase respon tunas tertinggi yaitu 41% daripada perlakuan lain.
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Gambar 4.2 Hz;léil Multiplikasi Tunas Delima HitaH(Punica granatum L.) pada

Hari ke-28 (a) glutamin 0 mg/l (b) glutamin 10 mg/I (c) glutamin 20 mg/I (d)
glutamin 30 mg/I (e) glutamin 40 mg/I (f) glutamin 50 mg/I

Tunas yang terbentuk pada penelitian ini menunjukkan keberhasilan
regenerasi dari eksplan yang ditanam secara in vitro. Hal ini dikarenakan semakin
cepat tunas muncul maka akan semakin cepat juga mendapatkan bibit yang
banyak. Remita et al. (2013) menyatakan bahwa untuk memacu pertumbuhan
tunas pada eksplan diperlukan asam amino. Glutamin merupakan salah satu asam
amino yang ditambahkan pada media kultur in vitro yang berfungsi sebagai salah
satu donor nitrogen organik. Fungsi nitrogen baik dalam bentuk ammonia, nitrat

dan gas nitrogen sebagai sumber nitrogen anorganik serta asam amino sebagai
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suplemen nitrogen anorganik pada tanaman yaitu mendukung pertumbuhan dan
perkembangan tanaman. Pada tanaman yang tumbuh pada lingkungan alami,
tanaman menyerap nitrogen dari atmosfer maupun nitrat yang diserap dari tanah.
Sebelum diangkut ke jalur metabolism, nitrogen dan nitrat tersebut perlu direduksi
menjadi ammonia terlebih dahulu (Canovas et al., 1998).

Untuk mengetahui konsentrasi optimum dari glutamin untuk multiplikasi
tunas delima hitam secara in vitro maka dilakukan analisis regresi. Hasil analisis

regresi pengaruh pemberian glutamin terhadap 4 varibel kuantitatif tersaji pada

gambar 4.3.
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Gambar 4.3 Hasil analisis regresi penggunaan glutamin terhadap (a) hari muncul
tunas (HMT), (b) jumlah tunas, (c) tinggi tunas dan (d) persentase tumbuh tunas
pada multiplikasi tunas delima hitam (Punica granatum L.) secara in vitro

Perhitungan dari persamaan y = 0,0093x?-0,4682x+21,083 pada hari muncul
tunas (HST), dicapai titik tertinggi pada koordinat (25,17 : 15,19) (Gambar 4.3a).
Hal tersebut menunjukkan bahwa glutamin dengan konsentrasi 25,17 mg/l
menyebabkan waktu muncul tunas paling cepat yaitu 15,19 HST. Perhitungan
persamaan y = -0,0048x%+0,2454x+1,369 pada jumlah tunas, dicapai titik tertinggi
pada koordinat (25,56 : 4,51) (Gambar 4.3b). Hal tersebut menunjukkan bahwa
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glutamin dengan konsentrasi 25,56 mg/l menyebabkan jumlah tunas paling
banyak yaitu 4,51 tunas per eksplan. Selanjutnya, perhitungan dari persamaan

= -0,0025x°+0,1261x+1,2393 pada tinggi tunas, dicapai titik tertinggi pada
koordinat (25,22 : 2,82) (Gambar 4.3c). Hal tersebut menunjukkan bahwa
glutamin dengan konsentrasi 25,22 mg/l menyebabkan tinggi tunas dengan nilai
paling tinggi vyaitu 2,82 mm. Sedangkan, perhitungan dari persamaan
y = -0,0546x°+3,0468x+49,801 pada persentase tumbuh tunas, dicapai titik
tertinggi pada koordinat (27,90 : 92,31) (Gambar 4.3d). Hal tersebut menunjukkan
bahwa glutamin dengan konsentrasi 27,90 mg/l menyebabkan persentase tumbuh
tunas optimal dengan nilai paling tinggi yaitu sebesar 92,31%.

Berdasarkan kurva regresi yang terbentuk, pada semua variabel pengamatan
menunjukkan kurva yang terus mengalami peningkatan sampai titik konsentrasi O-
30 mg/l. Kemudian kurva mengalami penurunan pada konsentrasi 40 mg/l.
Peningkatan kurva tersebut menunjukkan bahwa konsentrasi glutamin yang
diberikan pada eksplan memberikan respon baik dan sebaliknya, kurva yang
mengalami penurunan menandakan terjadinya penghambatan pertumbuhan

eksplan yang diakibatkan oleh penambahan konsentrasi glutamin yang terlalu
tinggi.

4.2 Pengaruh Pemberian Berbagai Konsentrasi Glutamin terhadap
Morfologi Tunas Delima Hitam (Punica granatum L.) secara In Vitro
Multiplikasi tunas delima hitam dengan penambahan beberapa konsentrasi

glutamin secara in vitro menunjukkan respon morfologi yaitu warna daun dan

warna tunas yang berbeda-beda pada proses pengamatan selama 28 hari.
Eksplan yang ditanam pada media dengan konsentrasi glutamin 0 mg/l selama

28 hari menunjukkan ada beberapa daun pada eksplan yang berwarna hijau

kekuningan kemudian rontok. Pada perlakuan O mg/l glutamin ini tunas baru

dapat diamati pada hari ke-28 dengan hasil tunas berwarna kekuningan dengan
ukuran 1 mm. Pemberian 0 mg/l glutamin pada media multiplikasi ini tidak

menyebabkan eksplan membentuk kalus (Tabel 4.1).
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Tabel 4.1 Hasil Pengamatan Morfologi Tunas Hasil Multiplikasi pada Hari ke-28

Konsentrasi Skala Warna Pantone Chart
Glutamin Dokumentasi Warna
Warna Daun Tunas
0 mg/l _ PHS PMS
i Pastonn 376 Pantane 384
0’%
10 mg/I \ PMS PMS
Pantone 369 Pantore: 368
| .
20 mg/l PMS s :
Pantane 369 Egigo 375
B
Pastonn 376

Fantane 377

(Skala warna berdasarkan Pantone Chart)
Keterangan : t = tunas, d = daun dan k = kalus

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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. Skala Warna Pantone Chart
Konsentrasi Dokumentasi Warna
Glutamin Warna Daun
Tunas
40 mg/l PMS PMS
Pantore 375 Pantane 382
50 mgll PUS PMS
Pantone 383 Pantone 399

(Skala warna berdasarkan Pantone Chart)
Keterangan : t = tunas, d = daun dan k = kalus

Eksplan yang ditanam pada media dengan konsentrasi 10 mg/l menunjukkan
eksplan yang masih segar dan berwarna hijau (Tabel 4.1). Eksplan pada
konsentrasi 10 mg/l ini menunjukkan tunas yang berwarna hijau tetapi masih
dalam ukuran = 1mm. Hal ini sesuai dengan pernyataan Greenwell dan Ruter
(2018) yang menyatakan bahwa penambahan glutamin 10 mg/l dapat mencegah
nekrosis daun daripada perlakuan tanpa glutamin.

Media dengan konsentrasi glutamin 20 mg/l pada akhir pengamatan
menunjukkan hasil eksplan yang hijau segar dan daun berwarna hijau. Tunas yang
dihasilkan pada glutamin 20 mg/l ini berukuran kecil dan berwarna hijau. Eksplan
dan tunas yang berwarna hijau menunjukkan adanya klorofil. Perlakuan 30 mg/I
glutamin menunjukkan hasil eksplan dan daun yang hijau segar serta
menghasilkan tunas berukuran kecil tetapi berwarna hijau (Tabel 4.1). Rozali et
al. (2014) menyatakan bahwa media multiplikasi yang ditambahkan glutamin
akan menghasilkan tunas dengan warna hijau terang dengan persentase daun

nekrosis yang rendah.
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Perlakuan 40 mg/l glutamin, menunjukkan hasil beberapa eksplan yang masih
hijau segar dan beberapa eksplan yang daunnya berwarna kuning kecoklatan.
Daun dan batang yang dekat dengan media membentuk kalus berwarna ungu
kemerahan, sedangkan tunas yang dihasilkan berukuran kecil dan berwarna hijau.
Selanjutnya, pada perlakuan 50 mg/l glutamin menunjukkan hasil eksplan yang
sebagian besar daunnya berwarna kuning kecoklatan kemudian rontok, tetapi
beberapa tunas baru tetap muncul dari ketiak dengan warna hijau. Konsentrasi
glutamin 50 mg/l ini menyebabkan batang dan daun yang tidak rontok
membentuk kalus (Tabel 4.1). Hal ini sesuai dengan hasil beberapa penelitian
yang menyatakan bahwa konsentrasi glutamin yang tinggi digunakan untuk
pembentukan kalus pada tanaman dikotil. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Busaidi (2016) yang menunjukkan bahwa glutamin dengan konsentrasi 400 mg/I
mampu membentuk kalus dengan persentase tertinggi pada Mangifera indica L.
cv. Baramasi. Selain itu, Magdum & Kumar (2013) juga menyatakan bahwa

penambahan glutamin 50 mg/l mampu membentuk kalus dengan persentase 81%.

4.3 Dialog Hasil Penelitian dalam Integrasi Sains dan Islam

Tanaman yang telah diciptakan Allah SWT tersirat berbagai ilmu yang
seharusnya manusia pahami, mulai dari proses penciptaannya, bagaimana
tanaman mendapatkan nutrisi, bagaimana tanaman berkembangbiak, serta
bagaimana proses fisiologis lain yang terjadi dalam tanaman. Selain itu, dari
berbagai macam tanaman tersebut tidak ada yang diciptakan tanpa manfaat. Salah
satu tanaman yang memiliki manfaat karena kandungan fitokimianya adalah
delima (Punica granatum L.).

Senyawa bioaktif dari delima mampu menunjukkan sifat antimikroba,
menurunkan tekanan darah serta mampu memerangi penyakit lain seperti diabetes
dan kanker (Kahramanoglu & Usanmaz, 2016). Selain itu, vitamin, mineral dan
asam folat yang terkandung dalam delima juga mampu meningkatkan kekebalan
tubuh (Bhowmik et al., 2013). Hal ini membuktikan bahwa Maha Besar dan Maha
Pengasih Allah SWT yang telah menciptakan tanaman delima lengkap dengan
kandungan fitokimianya yang memiliki potensi sebagai obat. Namun, budidaya
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secara konvensional pada delima masih memiliki kendala sehingga menjadikan
tanaman delima saat terdaftar pada Red List IUCN dengan status Least Concern.
Adanya permasalahan tersebut sudah menjadi tugas manusia sebagai khalifah di
muka bumi untuk memikirkan solusi dari masalah yang muncul. Sehingga dengan
akal dan pikiran serta ilmu pengetahuan yang semakin berkembang dapat
ditemukan solusi untuk menjaga dan melestarikan tanaman delima melalui kultur
in vitro.

Metode kultur in vitro menggunakan media tanam buatan yang komposisinya
disesuaikan dengan kebutuhan tanaman. Kultur in vitro mengkondisikan
kehidupan tanaman seperti pada habitat aslinya dengan cara mengatur lingkungan
tumbuh hasil kultur secara aseptis. Media kultur in vitro juga tidak jarang
diberikan suatu faktor penunjang yang dapat mempengaruhi pertumbuhan suatu
tanaman. Salah satu faktor penunjang yang biasanya ditambahkan pada media
kultur yaitu asam amino seperti glutamin. Konsentrasi glutamin pada media
disesuaikan dengan kebutuhan dan tujuan pertumbuhan suatu tanaman.
Penambahan glutamin dengan konsentrasi yang sesuai akan mempercepat dan
memperbanyak tunas yang tumbuh dan sebaliknya, penambahan konsentrasi
glutamin yang tidak sesuai dapat mengganggu proses fisiologis pada tanaman.

Allah SWT berfirman dalam Al-Qur’an surah Al-Qamar ayat 49 yang
berbunyi :

. - WP e w
(5 yddy anal> i L)
P :

()

Artinya : “Sungguh, Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran.”

(QS. Surah Al-Qamar/ 54 : 49)

Menurut Al-Sheikh (1994) dalam tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa
segala sesuatu yang Allah SWT ciptakan sesuai dengan ukuran dan ketetapanNya.
Allah SWT menciptakan segala sesuatu disertai dengan ketetapan takdirnya. Hal
ini sesuai dengan penelitian ini yang menunjukkan bahwa penggunaan beberapa
konsentrasi glutamin untuk multiplikasi subkultur tunas delima hitam secara in
vitro menunjukkan beberapa respon pada eksplan. Penggunaan glutamin dengan
konsentrasi 20 mg/l merupakan konsentrasi yang efektif untuk parameter hari

muncul tunas (HMT) yaitu 14,6 HST, jumlah tunas dengan rata-rata jumlah tunas
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4,8 tunas, tinggi tunas dengan rata-rata tinggi tunas 3,0 mm dan persentase
tumbuh tunas sebesar 88,9%. Selain itu, hasil pengamatan morfologi juga
menunjukkan bahwa glutamin konsentrasi 10-30 mg/l juga menghasilkan tunas
dan daun yang berwarna hijau daripada perlakuan lain. Berdasarkan hasil
penelitian ini dapat diketahui bahwa untuk mempercepat dan memperbanyak
pertumbuhan tunas delima hitam pada proses multiplikasi dibutuhkan konsentrasi
yang sesuai.

Hasil dari penelitian ini merupakan wujud keagungan Allah SWT. Dalam hal
ini manusia tidak bermaksud menandingi kuasa Allah SWT. Biji delima hitam
yang ditanam secara in vitro atas ridhoNya mampu tumbuh dengan baik yang
akan digunakan sebagai eksplan multiplikasi. Kemudian hasil multiplikasi tunas
dengan penambahan glutamin menunjukkan pertumbuhan beberapa tunas yang
berasal dari tunas kecil menjadi tunas yang lebih tinggi dalam waktu relatif
singkat. Dari hal tersebut Allah SWT telah menunjukkan kasih sayangNya melalui
pertumbuhan tanaman delima hitam yang tumbuh dalam botol. Maha Suci Allah
atas segala ciptaanNya. Allah berfirman dalam Al-Qur’an surah Al-Insyigaq ayat

19 yang berbunyi :

/////

Artinya : “Sesungguhnya kamu melalui tingkat demi tingkat (dalam kehidupan).”
(QS. Al-Insyigaq/ 84 : 19).

Menurut Imam al-Bikhari diriwayatkan dari Mujahid dala tafsir Ibnu Katsir
(2007) bahwa Ibnu Abbas mengatakan “sesungguhnya kamu melalui tingkat demi
tingkat (dalam kehidupan)” yang berarti sesuatu dadi perubahan ke perubahan
lain. Apabila hal tersebut ada pada tanaman, maka tingkat demi tingkat ini dapat
dilihat dari pertumbuhan suatu tanaman, yang pada penelitian ini dapat dilihat
pada pertumbuhan biji menjadi tunas kemudian berlanjut ke tunas yang akan
bertambah banyak jumlahnya karena ada tahap multiplikasi.

Dari penelitian ini sudah sepatutnya manusia meningkatkan keimanan dan
ketaqwaan pada Allah SWT. Segala ciptaanNya di muka bumi ini semata-mata

untuk kepentingan dan kesejahteraan seluruh makhluknya terutama manusia.



43

Namun tetap perlu diingat, manusia juga harus tetap berperan sebagai ilmuan
muslim yang selalu menjaga etikanya dalam melakukan penelitian.

Allah SWT berfirman dalam Al-Qur’an surah Al-Bagarah ayat 30 yang
berbunyi :

P

6 2l 8T 3 Uele G =1 06 3
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(205 N UG el 51 U6 G 1 as dale 0l (29

Artinya : “dan (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 Engkau ?” Tuhan berfirman :

“sesungguhnya aku mengetahui apa yang tidak kamu ketahui.”
(QS. Al-Bagarah/ 2 : 30).

Dalam surah Al-Bagarah ayat 30 menjelaskan bahwa manusia adalah
makhluk pilihan Allah SWT yang diberi gelar sebagai khalifah di bumi. Maksud
dari khalifah adalah makhluk Allah SWT yang dipercaya mampu menjalankan
kehendak dan menerapkan ketetapan-ketetapan Allah SWT. Dengan karunia akal
dan pikiran serta ilmu pengetahuan manusia diharapkan tidak melalukan
kerusakan di muka bumi dan dapat mengemban amanatnya sebagai khalifah (Al-
Maraghi, 1985). Dari ayat ini sudah jelas bahwa dari penelitian ini diharapkan
manusia lebih meningkatkan keimanan, ketagwaan, menjaga semua ciptaanNya
dan menjaga tingkah lakunya untuk selalu mendekatkan diri kepadaNya. Apabila
tidak bisa memperlajari proses perbanyakan tanaman secara keilmuan, maka
cukup dengan tidak mengeksploitasi tanaman yang ada di muka bumi, karena hal

ini bukanlah cerminan dari seorang diri khalifah.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dari multiplikasi subkultur tunas delima hitam
(Punica granatum) menggunakan asam amino glutamin secara in vitro, dapat
disimpulkan bahwa :
1. Konsentrasi glutamin 20 mg/l efektif untuk semua variabel multiplikasi tunas,
yaitu hari muncul tunas (HMT) dengan rata-rata muncul tunas 14,6 HST, jumlah
tunas dengan rata-rata jumlah tunas 4,8 tunas per eksplan, tinggi tunas dengan
rata-rata tinggi tunas 3,0 mm dan persentase tumbuh tunas dengan persentase
sebesar 88,9%. Konsentrasi optimal untuk hari muncul tunas (HMT) yaitu 25,17
mg/l dengan waktu muncul tunas 15,19 HST, untuk jumlah tunas yaitu 25,56 mg/I
dengan rata-rata jumlah tunas 4,51 tunas, untuk tinggi tunas yaitu 25,22 mg/l
dengan rata-rata tinggi tunas 2,82 mm dan untuk persentase tumbuh tunas yaitu

27,90 mg/l dengan persentase tumbuh tunas sebesar 92,31%.

2. Pemberian asam amino glutamin pada rentang konsentrasi 10-30 mg/l
menunjukkan tunas berwarna hijau muda, daun berwarna hijau tua dan tidak

membentuk kalus.

5.2 Saran
Saran dari penelitian ini yaitu :

1. Diperlukan penelitian lanjutan mengenai kriteria tunas hasil dari subkultur
yang baik digunakan untuk multiplikasi.

2. Diperlukan penelitian lanjutan dengan interval konsentrasi glutamin yang lebih
kecil untuk mengetahui respon dari eksplan dalam hal pembentukan tunas pada
proses multiplikasi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Tabel Data Hasil Pengamatan

1. Hari Muncul Tunas (HMT)

Ulangan

No. | Perlakuan 1 > 3 4 5 5 Jumlah Rata-Rata
1. GO 22 20 22 20 22 22 22 21.3
2. Gl 16 18 18 16 18 18 104 17.3
3. G2 14 14 16 16 14 14 88 14.6
4, G3 18 16 16 12 14 16 92 15.3
5. G4 18 18 20 18 20 18 112 18.6
6. G5 22 20 18 24 18 20 122 20.3

2. Jumlah Tunas

Ulangan

No. | Perlakuan 1 5 3 4 5 5 Jumlah Rata-Rata
1 GO 1 2 1 1 1 1 7 1.1
2 G1 3 2 6 3 3 4 21 3.5
3. G2 6 4 6 4 6 3 29 4.8
4, G3 5 3 6 5 4 1 24 4
5 G4 4 3 5 1 4 2 19 3.1
6 G5 2 1 3 2 1 2 11 1.8

3. Tinggi Tunas (dalam ukuran mm)
No. | Perlakuan 1 > ;JIangaz 5 5 Jumlah Rata-Rata
il GO 1.0 | 20 1400V 18D 1.0 | 1.0 7.0 1.2
2 Gl 2.0 10 | 40 | 20 | 20 | 20 13.0 2.2
3. G2 40 | 30 | 40 | 20 | 40 | 1.0 18.0 3.0
4, G3 40 | 20 | 40 | 30 | 3.0 | 1.0 17.0 2.8
5 G4 3.0 (20«30 | 107 2% | 1.0 12.0 2.0
6 G5 1.0 O™ IS2005) 202 * 1.0 | 2.0 9.0 15

4. Persentase Tumbuh Tunas
No Perlskua 1 5 glangaz 5 6 Jumlah | Rata-Rata
1 GO 33.366.7|33.3|33.3|33.3|33.3| 233.3 38.9
2 G1 100 | 66.7 | 100 | 100 | 100 | 100 | 566.7 94.5
3. G2 100 | 66.7 | 100 | 100 | 66.7 | 100 | 533.4 88.9
4, G3 100 | 66.7 | 100 | 66.7 | 66.7 | 100 | 500.1 83.3
5 G4 66.7 | 66.7 | 100 | 66.7 | 100 | 66.7 | 466.8 77.8
6 G5 100 | 66.7 | 66.7 | 100 | 33.3 | 66.7 | 433.3 72.2
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Lampiran 2. Hasil Perhitungan Statistika Analisis Varian (ANOVA) dan Uji

Lanjut Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 5%

1. Hari Muncul Tunas
a. Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

57

Unstandardized
Residual
N 36
Normal Parameters? Mean .0000000
Std. Deviation 2.84795348
Most Extreme Differences Absolute .156
Positive .156
Negative -.145
Kolmogorov-Smirnov Z .933
Asymp. Sig. (2-tailed) .348
a. Test distribution is Normal.
b. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of VVariances
HARI MUNCUL TUNAS
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.705 5 30 164
c. ANOVA
ANOVA
HARI MUNCUL TUNAS
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 213.889 5 42.778 .000
Within Groups 70.000 30 2.333
Total 283.889 35
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d. DMRT 5%
HARI MUNCUL TUNAS
Duncan

KONSENT Subset for alpha = 0.05
RASI

GLUTAMI
N N 1 2 3 4

20 mg/l 6 14.6667
30 mg/l 6 15.3333
10 mg/Il 6 17.3333

40 mg/l 6 18.6667 18.6667
50 mg/l 6 20.3333 20.3333
0 mg/l 6 21.3333
Sig. 456 141 .068 .266

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

2. Jumlah Tunas
a. Uji Normalitas
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Unstandardized
Residual
N 36
Normal Parameters? Mean .0000000§
Std. Deviation 1.72839432
Most Extreme Differences Absolute 118l
Positive 131
Negative -.103
Kolmogorov-Smirnov Z .783
Asymp. Sig. (2-tailed) 571

a. Test distribution is Normal.

b. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of VVariances
JUMLAH TUNAS

Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.248 5 30 075
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c. ANOVA
ANOVA
JUMLAH TUNAS
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 55.917 5 11.183 6.870 .000}
Within Groups 48.833 30 1.628
Total 104.750 35
d. DMRT 5%
JUMLAH TUNAS
Duncan
KONSENT Subset for alpha = 0.05
RASI
GLUTAMI
N N 1 2 g 4
0 mg/l 6 1.1667
50 mg/l 6 1.8333 1.8333
40 mg/ 6 3.1667 3.1667
10 mg/I 6 3.5000 3.5000
30 mg/I 6 4.0000 4.0000
20 mg/I 6 4.8333
Sig. 4373 .080 .295 .096
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
3. Tinggi Tunas
a. Uji Normalitas
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Unstandardized
Residual
N 36
Normal Parameters? Mean .0000000
Std. Deviation 1.08850935
Most Extreme Differences Absolute .209
Positive .209
Negative -.139
Kolmogorov-Smirnov Z 1.254
Asymp. Sig. (2-tailed) .086

a. Test distribution is Normal.



b. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
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TINGGI TUNAS

Levene Statistic dfl df2 Sig.

1.468 5 30 .230]
c. ANOVA
ANOVA
TINGGI TUNAS
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 15.556 5 3.111 3.590 .012
Within Groups 26.000 30 .867
Total 41.556 85
d. DMRT 5%
TINGGI TUNAS

Duncan
KONSENT Subset for alpha = 0.05
RASI
GLUTAMI
N N 1 2
0 mg/l 6 1.1667
50 mg/l 6 1.5000
40 mg/l 6 2.0000 2.0000
10 mg/l 6 2.1667 2.1667
30 mg/l 6 2.8333
20 mg/l 6 3.0000
Sig. .098 .098

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.




4. Persentase Tumbuh Tunas

a. Uji Normalitas
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

61

Unstandardized
Residual
N 36
Normal Parameters® Mean .0000000
Std. Deviation 24.08556290]
Most Extreme Differences Absolute 193
Positive 125
Negative -.193
Kolmogorov-Smirnov Z 1.156
Asymp. Sig. (2-tailed) 138
a. Test distribution is Normal.
b. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of VVariances
% TUMBUH TUNAS
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.177 5 30 344
c. ANOVA
ANOVA
% TUMBUH TUNAS
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 11742.723 5 2348.545 7.321 .000
Within Groups 9623.717 30 320.791
Total 21366.440 85
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d. DMRT 5%
% TUMBUH TUNAS

Duncan
KONSENT Subset for alpha = 0.05
RASI
GLUTAMI
N N 1 2
0 mg/l 6 38.8667
50 mg/I 6 72.2333
40 mg/l 6 77.8000
30 mg/l 6 83.3500
20 mg/l 6 88.9000
10 mg/I 6 94.4500
Sig. 1.000 .062
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Ringkasan Hasil ANAVA Pengaruh Pemberian Glutamin terhadap Hasil
Kuantitatif dari Multiplikasi Tunas Delima Hitam (Punica granatum L.) secara In
Vitro

Variabel Pengamatan F Hitung F Tabel 5%
Hari Muncul Tunas 18,333* 2,534
Jumlah Tunas 6,870* 2,534
Tinggi Tunas 3,590* 2,534
Persentase Tumbuh Tunas [ 2,534

Keterangan : (*) menunjukkan bahwa pemberian glutamin berpengaruh nyata
terhadap variabel pengamatan



Lampiran 3. Perhitungan Komposisi Media
a. MS (4,43 g/l)
MS yang digunakan = _Derat(g)

volume (ml)

4,43
= & 375
1000 ml

=1, 66125 g (untuk 6 perlakuan dengan 5x ulangan)

x volume media yang dibutuhkan

b. Gula (30 g/l)

Gula yang dipakai = at (g)

volume (ml)

30
-8 375
1000 ml

= 11,25 g (untuk 6 perlakuan dengan 5x ulangan)

x volume media yang dibutuhkan

c. Agar (10 g/l)

inakai = —2erat(®
Adarydgisipakal pe et se
-—28 625
1000 ml

= 0,625 (untuk 1 perlakuan dengan 5x ulangan)

x volume media yang dibutuhkan
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Lampiran 4.
A. Perhitungan Larutan Stok Hormon BA dan TDZ

Hormon BA
berat 100 100 10
Stok hormon BA 100 mg/l = —— (mg) _ 100mg _ 100mg _ 10 mg
volume (1) 11 1000 ml 100 ml

Cara pembuatan stok hormon BA yaitu ditimbang 10 mg serbuk BA kemudian
dilarutkan dalam 100 ml aquades.

Hormon TDZ
b 100 100 10
Stok hormon TDZ 100 mg/l = ——a (mg) _ 100mg _ 100mg _ 10mg
volume (1) 11 1000 ml 100 ml

Cara pembuatan stok hormon TDZ yaitu ditimbang 10 mg serbuk TDZ
kemudian dilarutkan dalam 100 ml aquades.

B. Perhitungan Larutan Stok Glutamin
Pembuatan larutan stok glutamin 100 mg/I :
berat (mg) _ 100 mg _ 100 mg _ 10 mg

volume () 11  1000ml 100 ml

Larutan stok glutamin =

Cara pembuatan stok glutamin yaitu ditimbang 10 mg serbuk glutamin
kemudian dilarutkan dalam 100 ml aquades.

C. Perhitungan Pengambilan Glutamin dari Larutan Stok
1. Glutamin Konsentrasi 10 mg/I

M1x V1 =M2x V2
100 mg/l x V1 = 10 mg/l x 62,5 ml
V1 =6,25 ml

2. Glutamin Konsentrasi 20 mg/I
M1 x V1 =M2x V2
100 mg/l x V1 =20 mg/l x 62,5 ml
V1 =12,5ml

3. Glutamin Konsentrasi 30 mg/I
M1x V1 =M2x V2
100 mg/l x V1 =30 mg/l x 62,5 ml
V1 = 18,75 ml

4. Glutamin Konsentrasi 40 mg/I
M1xV1 =M2x V2
100 mg/l x V1 =40 mg/l x 62,5 ml
V1 =25ml

5. Glutamin Konsentrasi 50 mg/I
M1 x V1 =M2x V2
100 mg/l x V1 =50 mg/l x 62,5 ml
V1 =31,25 ml



Lampiran 5. Foto Bahan Penelitian
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Clorox dan Spirtus

NaOH 1% dan HCI 0,1N

Asam Amino Glutamin

Bakterisida

ZPT BA dan TDZ

Detergen Cair

Gula

\RY OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

A

CENTR.



Lampiran 6. Foto Alat Penelitian
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Penyemprot

Gelas Ukur

Bunsen dan Korek Api

Alat Diseksi dan
Mikropipet

pH indikator

Y OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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