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Pengaruh Jenis Auksin terhadap Induksi Akar Subkultur Tunas Delima
Hitam (Punica Granatum L.) secara in Vitro

Intan Popilia, Suyono, M. Mukhlis Fahruddin
ABSTRAK

Delima merupakan salah satu buah surga yang disebutkan dalam Al Qur’an dan memiliki
banyak manfaat bagi kesehatan. Penelitian bertujuan untuk mengetahui pengaruh jenis
auksin yaitu IAA, IBA dan NAA terhadap induksi akar subkultur tunas delima hitam
(Punica granatum L.) secara in vitro. Rancangan penelitian yang dilakukan merupakan
penelitian ekperimental yang menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penelitian
ini menggunakan kombinasi perlakuan yaitu jenis dan konsentrasi hormon auksin. Jenis
auksin yang digunakan IAA, IBA dan NAA pada media dasar MS dengan berbagai
konsentrasi yaitu 1 mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L dan 4 mg/L serta perlakuan kontrol. Setiap
perlakuan diulang sebanyak 3 kali sehingga terdapat 39 unit percobaan. Eksplan yang
digunakan hasil subkultur tunas delima hitam (Punica granatum L.) sebanyak 2 kali.
Eksplan diinduksi pada media MS dengan zat pengatur tumbuh IAA, IBA dan NAA
kemudian diinkubasi selama 28 hari. Parameter pengamatan berupa data kuantitatif dan
kualitatif. Data kuantitatif antara lain waktu muncul akar, persentase eksplan berakar,
jumlah akar dan panjang akar. Data kualitatif berupa morfologi akar. Analisis data yang
digunakan adalah analisis varian (ANAVA) dengan batas kepercayaan 95%
menggunakan SPSS 16.0. Jika terdapat pengaruh dilanjutkan dengan uji DMRT 5%.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan terbaik terdapat pada NAA 3 mg/L
efektif waktu muncul akar pada 23 hari setelah tanam. Persentase eksplan berakar 77.73%
dengan rerata jumlah akar 7.66 helai dan rerata panjang akar 10.66 mm.

Kata kunci: delima hitam (Punica granatum L.), hormon auksin, induksi
akar, kultur in vitro
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Effect of Auxin Type on Root Induction in Subculture of Black Pomegranate
(Punica Granatum L.) Shoots in Vitro

Intan Popilia, Suyono, M. Mukhlis Fahruddin
ABSTRACT

Pomegranate is one of the fruits of heaven mentioned in the Qur'an and has many health
benefits. The aim of this study was to determine the effect of auxin types, namely 1AA,
IBA and NAA on the induction of subculture roots of black pomegranate (Punica
granatum L.) shoots in vitro. The research design carried out was an experimental study
using a completely randomized design (CRD). This study used a combination of
treatments, namely the type and concentration of the auxin hormone. The types of auxins
used were IAA, IBA and NAA on MS basic media with various concentrations, namely 1
mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L and 4 mg/L as well as control. Each treatment was repeated 3
times so that there were 39 experimental units. The explants used were the results of the
black pomegranate (Punica granatum L.) shoots subcultures twice. The explants were
induced on MS medium with growth regulators IAA, IBA and NAA and then incubated
for 28 days. Observation parameters are in the form of quantitative and qualitative data.
Quantitative data included root emergence time, percentage of root explants, number of
roots and root length. Qualitative data is the form of root morphology. The data analysis
used was analysis of variance (ANOVA) with a 95% confidence limit using SPSS 16.0. If
there is an effect, continue with the 5% DMRT test. The results showed that the best
treatment was found at 3 mg/L NAA, which was effective when the roots appeared 23
days after planting. The percentage of root explants was 77.73% with an average number
of roots of 7.66 and an average root length of 10.66 mm.

Keywords: auxin hormone, black pomegranate (Punica granatum L.), in

vitro, root induction
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Makhluk hidup yang diciptakan Allah swt. di dunia ini salah satunya
adalah tumbuhan. Berbagai macam tumbuhan telah tumbuh tersebar di bumi ini
dengan semua keunikan dan karakteristiknya masing-masing. Bagian-bagian
primer tumbuhan meliputi akar, batang dan daun. Allah telah memberikan
gambaran baik buruknya tumbuhan tergantung pada akarnya pada Surat Ibrahim

[14] ayat 24-26

(b e 585 Eulh Leltal a5 5o Ak A Y ) Sy i 5 A
4l ) OB 80 Lo 51505 O o D8 WGRT (a3 el
el s Lm0 (338 (e o) 358 55008 38 1K 5005 K
®JA b
Artinya:  “Tidakkah kamu perhatikan bagaimana Allah telah membuat
perumpamaan kalimat yang baik seperti pohon yang baik, akarnya
teguh dan cabangnya (menjulang) ke langit (24) Pohon itu memberikan
buahnya pada setiap musim dengan seizing Rabbnya. Allah membuat
perumpamaan-perumpamaan itu untuk manusia supaya mereka selalu
ingat (25) Dan perumpamaan kalimat yang buruk seperti pohon yang

buruk, yang telah dicabut dengan akar-akarnya dari permukaan bumi,
tidak dapat tetap (tegak) sedikit-pun (26)”

Adh-Dhahhak, Sa’id bin Jubair, Ikrimah, Mujahid dan muffasir lainnya
dalam tafsir ibnu katsir mengatakan bahwa itu adalah perumpamaan amal
perbuatan, perkataan yang baik dan amal shalih orang mukmin dan orang mukmin
itu bagaikan pohon kurma, amal baik orang mukmin senantiasa diangkat pada
setiap saat, setiap kesempatan, pada waktu pagi maupun petang. Perumpamaan
kekafiran orang kafir tidak memiliki dasar, tidak memiliki keteguhan bagaikan



pohon al-hanzhal (buahnya pahit dan menyebabkan mencret) atau disamakan
dengan asy-syaryan. (yang telah dicabut dengan akar-akarnya) diambil sampai
akar-akarnya, (dari permukaan bumi tidak dapat tetap (tegak) sedikit pun)
maksudnya pohon itu tidak punya akar sehingga tidak berdiri tegak dan teguh
(Abdullah bin Muhammad bin Abdurrahman bin Ishag Alu Syaikh, 2007). Akar
merupakan salah satu bagian penting pada tumbuhan. Fungsi akar menyerap
nutrisi yang dibutuhkan tumbuhan dari dalam tanah, selain itu juga sebagai
penopang berdirinya tumbuhan agar tetap tegak di atas tanah.

Tumbuhan yang Allah ciptakan ternyata juga memiliki kandungan-
kandungan yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan obat untuk mengobati
penyakit. Rosulullah bersabda:
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Artinya: “Telah menceritakan kepada kami Muhammad bin al-Mutsanna telah
menceritakan kepada kami Abu Ahmad Az Zubairi telah menceritakan
kepada kami ‘Umar bin Sai’id bin Abu Husain dia berkata; telah
menceritakan kepadaku ‘Atha’ bin Abu Rabah dari Abu Hurairah ra.
Dari Nabi SAW beliau bersabda: “Allah tidak akan menurunkan

penyakit melainkan menurunkan obatnya juga.” (HR Bukhari).

Hadist tersebut menjelaskan bahwa setiap Allah menurunkan sebuah
penyakit, Allah juga yang dapat menyembuhkannya. Allah akan menurunkan
penawar atau obat dari penyakit tersebut. Delima merupakan salah satu tumbuhan
yang memiliki kandungan sebagai obat, baik dari buah, batang dan juga akarnya.
Meskipun delima hitam (Punica granatum L.) memiliki manfaat yang banyak
dalam kesehatan dan pengobatan beberapa penyakit, namun tanaman ini termasuk
tanaman yang mulai jarang ditemui, karena kurangnya pengetahuan masyarakat
mengenai tanaman ini dan sulitnya mendapatkan bibit. Manusia sebagai kholifah

di bumi ini, memiliki kewajiban dalam memelihara kelestarian alam ini, tidak



hanya sekedar memanfaatkan yang terdapat di alam, namun juga harus menjaga
keseimbangan alam. Penelitian mengenai kultur jaringan delima hitam (Punica
granatum L.) ini selain memberikan pengetahuan mengenai delima hitam (Punica
granatum L.) yang kaya akan manfaatnya juga untuk mengetahui teknik
perbanyakan tanaman delima ini agar didapatkan bibit yang unggul, menjauhkan
tanaman ini dari kepunahan dan dapat terus dijumpai keberadaannya serta
dimanfaatkan sebagaimana mestinya.

Delima berasal dari timur tengah merupakan jenis tanaman dikotil dari
family Punicaceae yang telah dipercaya sebagai tanaman obat alami sejak 1550
SM (Ismail, Sestili, & Akhtar, 2012). Delima diperkirakan berasal dari Iran dan
telah lama dikembangbiakan di daerah mediterania (Prestiandari, Hernawati, &
Dewi, 2018). Kondisi sejuk dan panas delima dapat berbuah dengan baik serta
delima akan tumbuh baik hingga ketinggian 1600 meter di atas permukaan laut
(Husna, Samingan, & Iswadi, 2017). Daerah yang beriklim basah kualitas
pertumbuhan tanaman delima serta buah yang dihasilkan menjadi rendah
(Bramasto et al., 2015). Tanaman delima memerlukan setidaknya daerah yang
memiliki curah hujan tahunan 500 mm, terutama pada bulan musim semi dan
musim gugur dalam pertumbuhan buah delima (Pakyurek, Al-Jabbari, & Yavig,
2019).

Berdasarkan warna buahnya ada tiga jenis delima yang tersebar di
Indonesia yaitu delima merah, delima putih serta delima hitam. Dari ketiga jenis
delima tersebut yang memiliki rasa lebih manis dan segar adalah delima merah.
Sedangkan delima putih rasanya kurang manis, lebih sepat dan kesat. Kandungan
flavonoid yang tinggi sehingga menimbulkan rasa kesat pada delima putih
(Sabrina, Sukanto, & Probosari, 2015). Rasa sepat pada bagian tanaman
merupakan tanda bahwa terdapat kandungan senyawa tannin yang merupakan
senyawa polifenol (Rakhmawati, Qadriyati, & Wijayanti, 2011). Keberadaan
delima hitam tidak dikenal secara luas dan kini menjadi tanaman langka yang sulit
dijumpai. Menurut para ahli, dibandingkan dengan delima putih, delima hitam
memiliki khasiat yang lebih baik (Khasanah, 2011).



Delima memiliki peranan penting baik sebagai makanan, sebagai
suplemen dalam pemenuhan gizi dan juga sebagai obat-obatan (Holland, Hatib, &
Bar-ya, 2009). Aktivitas antioksidan pada delima sekitar 92% berasal dari
senyawa tanin yang terhidrolisa (punicalagin, asam galat dan ellagic). Punicalagin
merupakan komponen utama kulit delima. Punicalagin memiliki sifat anti
inflamasi, anti kanker dan juga anti aterosklerosis (Alogbi et al., 2016). Bagian
akar dan kulit batang delima mengandung senyawa fitokimia antara lain
triterpenoid, ellagitannin  (12%) dan 0.5-1% alkaloid yang terdiri dari
methylpelletierine, pelletierine dan pseudopelletierine (Sandika & Ducha, 2012).
Senyawa metabolit punicalin dan punicalagin juga terdapat pada bagian batang
dan akar delima. Akar delima dapat dimanfaatkan sebagai obat batuk, obat
mencret dan obat cacing (Suarsana, Kumbara, & Satriawan, 2015). Semakin
banyaknya penelitian mengenai khasiat delima sehingga prospek dalam
permintaan delima juga semakin meningkat baik pada pasar komersial lokal
maupun internasional (Holland et al., 2009).

Kendala dalam perbanyakan generatif delima disebabkan benih delima
bersifat dormansi, embrio kosong dan embrio abnormal. Struktur benih delima
sangat keras sehingga menghalangi masuknya air dan keluarnya embrio untuk
berkecambah (Satya, Haryati, & Simanungkalit, 2015). Menurut Olmez, Fatih
Temel, Gokturk, & Yahyaoglu, (2007), dalam penelitiannya diketahui
perkecambahan benih delima mencapai 8% memerlukan waktu yang cukup lama
yaitu 71 hari.

Perbanyakan delima melalui stek memiliki kendala adanya keterbatasan
jumlah cabang sebagai bahan stek. Kendala lain dari metode stek adalah rawan
terjadinya kontaminasi, produksi anakan yang tidak seragam, biaya yang
dibutuhkan lebih mahal, memerlukan ruang yang luas serta dibutuhkan waktu 1
tahun untuk menumbuhkan anakan baru (Soukhak, Khalighi, & Ghaemmaghami,
2011). Perbanyakan delima secara signifikan dapat melalui multiplikasi dalam
kultur jaringan (Chandra & Dhinesh Babu, 2010). Hasil cangkok juga
memerlukan waktu cukup lama sekitar berumur 3 sampai 4 bulan menunggu

perakaran tumbuh sempurna (Bramasto et al., 2015). Teknik kultur jaringan dapat



digunakan sebagai alternatif dalam perbanyakan tanaman secara cepat, massal dan
bebas penyakit.

Teknik kultur jaringan dapat menghasilkan tanaman baru namun tetap
memiliki karakteristik yang sama dengan induknya, sebagai jalan keluar ketika
terdapat masalah perbanyakan secara generatif dan dapat menghasilkan tanaman
dalam jumlah banyak (El-Agamy, Mostafa, Shaaban, & EI-Mahdy, 2009). Kultur
jaringan adalah teknik menanam bahan tanaman baik berupa protoplas, sel,
jaringan dan organ tanaman pada lingkungan yang aseptik terbebas dari mikroba
misalnya dalam tabung reaksi atau botol yang steril (Taji, Dodd, & Williams,
2006). Prinsip dasar dalam kultur jaringan bersumber dari sifat totipotensi sel.
Teori totipotensi sel dicetuskan pertama kali oleh Schwann dan Schleiden pada
tahun 1838. Teori totipotensi sel (total genetik potensi) sel menjelaskan bahwa
saat kondisi sesuai, setiap sel tanaman hidup dapat tumbuh dan berkembang
menjadi tanaman utuh kembali karena memiliki informasi genetik dan perangkat
fisiologis yang lengkap (Herawan & Leksono, 2018).

Menurut Ibrahim (2015), menyatakan bahwa terdapat 2 jalur dalam
perbanyakan tumbuhan melalui teknik kultur in vitro yaitu jalur organogenesis
dan embriogenesis somatik. Menurut Yusnita (2015), organogenesis merupakan
proses ketika sel-sel eksplan tumbuh membentuk organ baru (tunas atau akar).
Penelitian yang akan dilakukan menggunakan teknik kultur jaringan melalui jalur
organogenesis.

Tahap induksi akar dalam kultur jaringan dilakukan setelah tunas-tunas
sudah tumbuh sehingga dapat terbentuk plantlet. Induksi akar dapat dilakukan
dengan 2 cara yaitu in vitro dan ex vitro (di luar laboratorium) (Dwiyani, 2015).
Induksi akar merupakan salah satu langkah penting dalam menunjang
keberhasilan budidaya mikro. Tahapan ini berfungsi untuk mempersiapkan
tanaman dari kondisi in vitro untuk dipindahkan di lingkungan ex vitro. Selain
mempersiapkan rooting pada tunas, tahapan ini juga berfungsi untuk
meningkatkan potensi tanaman pada saat aklimatisasi sehingga mampu bertahan
hidup saat berada di lingkungan ex vitro (Kaviani, 2015).



Menurut Rossidy (2008), akar merupakan bagian penting dalam suatu
tumbuhan. Akar pada setiap tumbuhan memiliki fungsi dan sifat khusus sesuai
dengan keadaan dan cara hidup masing-masing tumbuhan. Saat fase embrio akar
disebut dengan radikula. Induksi akar ditunjang dengan pemberian zat pengatur
tumbuh auksin. Auksin diketahui dapat merangsang induksi akar dan
pertumbuhan bibit banyak tanaman serta dapat juga meningkatkan daya
kecambah. Jenis dan konsentrasi auksin yang digunakan dapat mempengaruhi
persentase rooting dan panjang akar secara signifikan (Kaviani, 2015).

Auksin dibedakan menjadi 2 yaitu auksin endogen dan sintetis.
Berdasarkan bahan aktifnya terdiri atas asam-asam indol (IAA dan IBA), asam-
asam naphtalen (NAA dan NOA), asam-asam khlorophenoksi (2,4D dan 2,4,5-T),
asam benzoic (Dicamba), dan asam-asam pikolinik (Tordon). Jenis auksin sintetik
2,4D, 2,4,5-T, Dicamba dan Tordon pada konsentrasi tinggi digunakan sebagai
herbisida, karena bersifat fitotoksitasnya tinggi dapat mengganggu transkripsi
DNA dan translasi RNA sehingga mengganggu enzim yang mempengaruhi
pertumbuhan (Wiraatmaja, 2017).

Penelitian yang dilakukan menggunakan 3 jenis auksin yaitu I1AA, IBA
dan NAA, karena paling banyak digunakan dalam induksi akar dan dinilai sifat
toksitasnya lebih rendah dibandingkan auksin lainnya. IAA (Indole-3 acetic acid)
memiliki rumus kimia C1oH9NO,. IBA (Indole-3 butyric acid) memiliki rumus
kimia Cj2Hi13NO2. NAA (a-Naphthalene acetic acid) memiliki rumus kimia
C12H1002 (Wiraatmaja, 2017). Auksin jenis IAA, IBA dan NAA memiliki
kelebihan dan kelemahan masing-masing. Aktivitas IAA dapat mempengaruhi
lebar daun dan aktivitas fotosintesis tanaman. Selain itu IAA juga berfungsi untuk
mengaktifkan translokasi karbohidrat saat proses sintesisnya (Naeem, Bhatti,
Ahmad, & Yasin Ashraf, 2004).

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa IAA memiliki aktivitas yang
tidak stabil sehingga penggunaan auksin lain seperti IBA dan NAA semakin
meningkat dikarenakan dinilai lebih efektif dalam respon morfogenetik tanaman
dan lebih stabil dibandingkan IAA. Penggunaan IBA lebih disukai dalam induksi
akar secara in vitro pada tanaman apel dan tanaman berkayu lainnya. NAA baru-



baru ini diketahui memiliki stabilitas jangka panjang yang lebih besar di media
MS cair dibandingkan dengan 1AA (Nissen & Sutter, 1990). NAA merupakan
jenis auksin sintetik yang kuat. Namun, pemberian NAA pada konsentrasi yang
tinggi justru dapat menghambat pertumbuhan akar dan akan membentuk kalus
(Kaviani, 2015). Hormon sintetik Indole Butyric Acid (IBA) memiliki fungsi
untuk inisiasi pertumbuhan akar dan untuk menghambat perkembangan tunas
axillar. IBA dapat menginduksi pemanjangan sel sehingga dapat meningkatkan
pemanjangan akar pula (Krishan Kumar Singh, 2017).

Tanaman herba konsentrasi auksin yang digunakan biasanya berkisar
antara 0.5-2 mg/L sedangkan pada tanaman yang berkayu, konsentrasi auksin
yang digunakan lebih tinggi yaitu antara 2-10 mg/L (Lestari, 2012). Berdasarkan
penelitian Soukhak, Khalighi, & Ghaemmaghami (2011), pemberian IBA dan
NAA dengan konsentrasi 1 dan 2 mg/L mendapatkan hasil rooting tertinggi yaitu
3,1 akar per eksplan pada delima kultivar MalasSaveh. Hasil tersebut diperoleh
pada perlakuan media setengah MS dengan penambahan IBA 2 mg/L. Sedangkan
berdasarkan penelitian Guranna, Hosamani, Sathyanarayana, Hegde, & Hipparagi
(2018), microshoot delima kultivar Bhagwa dengan penambahan NAA dan IBA
mulai dari konsentrasi 0.5, 1, 2, 3 mg/L yang dikultur pada media setengah MS
dan MS penuh, diperoleh hasil presentase rooting tertinggi yaitu 72,50% dan
jumlah akar per plantlet yaitu 3,95 pada perlakuan setengah MS dengan
penambahan IBA 3 mg/L.

Berdasarkan penjelasan di atas, maka dilakukan penelitian mengenai
“Pengaruh Jenis Auksin terhadap Induksi Akar Subkultur Tunas Delima Hitam
(Punica Granatum L.) secara in Vitro” untuk mengetahui pengaruh penambahan
jenis auksin yaitu IAA, IBA dan NAA terhadap induksi akar delima hitam
(Punica granatum L.).

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini, antara lain:
1. Adakah pengaruh jenis auksin terhadap induksi akar delima hitam (Punica

granatum L.)?



2. Apakah terdapat konsentrasi dan jenis auksin yang efisien dan optimum
terhadap induksi akar delima hitam (Punica granatum L.)?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah:
1. Mengetahui pengaruh jenis auksin terhadap induksi akar delima hitam
(Punica granatum L.)
2. Mengetahui konsentrasi dan jenis auksin yang efisien dan optimum

terhadap induksi akar delima hitam (Punica granatum L.)

1.4 Hipotesis
Hipotesis dalam penelitian adalah
1. Terdapat pengaruh jenis auksin terhadap induksi akar delima hitam
(Punica granatum L.)
2. Konsentrasi dan jenis auksin yang efisien dan optimum berpengaruh

terhadap induksi akar delima hitam (Punica granatum L.)

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini sebagai berikut:
1. Pemuliaan tanaman delima hitam (Punica granatum L.)
2. Mendapatkan bibit delima hitam (Punica granatum L.) yang lebih
berkualitas dalam jumlah banyak serta dalam waktu yang relatif singkat
3. Memberikan informasi mengenai konsentrasi IAA, IBA dan NAA yang
efektif dan optimum untuk menginduksi akar delima hitam (Punica

granatum L.)

1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian yang dilakukan antara lain:
1. Eksplan yang digunakan berasal dari hasil subkultur tunas delima hitam
(Punica granatum L.) yang telah di subkultur sebanyak 2 kali, memiliki 2

nodus dan ukuran yang seragam



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

. Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) yang digunakan adalah 1AA, IBA dan NAA
Konsentrasi IAA, IBA dan NAA yang digunakan antara lain 1 mg/L, 2
mg/L, 3 mg/L dan 4 mg/L

Parameter kuantitas akar delima hitam (Punica granatum L.) yang diamati
antara lain hari muncul akar, persentase tumbuh akar, jumlah akar dan
panjang akar. Parameter kualitatif yang diamati adalah morfologi akar

. Analisis data yang digunakan yaitu analisis varian (ANAVA) dilanjutkan
dengan analisis Duncan Multiple Range Test (DMRT) 5%
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2.1 Delima Hitam (Punica granatum L.)
2.1.1 Delima dalam Perspektif Islam

Allah menciptakan tumbuh-tumbuhan yang baik di bumi ini, terbukti dari
banyaknya tanaman-tanaman obat yang semakin berkembang pesat. Firman Allah
dalam surat Lugman [31] ayat 10 menjelaskan sebagai berikut

DS 755 08 b Lot a2 Lkl e W55

Artinya: “...... Dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik”

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah telah menurunkan air hujan
sehingga dari air hujan tersebut tumbuhlah tumbuh-tumbuhan yang baik, yaitu
yang memiliki kebermanfaatan bagi kehidupan di bumi ini. Menurut tafsir
Jalalayn menyatakan bahwa “Dan Kami turunkan” di dalam ungkapan ayat ini
terkandung iltifat dari ghaibah, seharusnya “wa anzala” (air hujan dari langit, lalu
Kami tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik) dari jenis
tumbuh-tumbuhan yang baik (Al-Mahalli & As-Suyuthi, 2010).

Delima termasuk tanaman yang istimewa. Banyak kandungan yang
terdapat dalam buah delima yang dapat digunakan sebagai obat. Beberapa surat di
dalam Al Qur’an menyebutkan mengenai buah delima (rumman) yaitu Surat Al
An’am ayat 99 dan 141 serta Surat Ar Rahman ayat 68 (Khasanah, 2011).

Allah berfirman dalam surat Al-An’am [6] ayat 99:
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Artinya: “Dan Dialah yang menurinkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami
keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami
keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari
mayang korma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-
kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang
serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu
pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan
Allah) bagi orang-orang yang beriman”

Menurut tafsir Ibnu Katsir yang ditahqgiq oleh Abdullah bin Muhammad

bin Abdurrahman bin Ishaq Alu Syaikh (2007) menyebutkan bahwa firman Allah
Aiia e 5 eiia A5 (5555 “Dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan
delima yang serupa dan tidak serupa.” Qatadah dan ulama lainnya mengatakan

“Yaitu kesamaan dalam daun dan bentuk, dimana masing-masing saling
berdekatan, tetapi mempunyai perbedaan pada buahnya, baik bentuk, rasa maupun
sifatnya. Firman-Nya 423 Hail 13) 5 ya8 ) ) 5553 “perhatikanlah buahnya
pada waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya.” Al-
Barra’ bin ‘Azib, Ibnu’Abbas, adh-Dhahhak, ‘Atha’ al-Khurasani, as-Suddi,
Qatadah dan ulama lainnya mengatakan: “Maksudnya, pikirkanlah kekuasaan
Penciptanya, dari tidak ada menjadi ada, setelah sebelumnya berupa sebuah kayu
(pohon), kemudian menjadi anggur dan kurma dan lain sebagainya, dari berbagai

ciptaan Allah, berupa berbagai warna, bentuk, rasa dan aroma.” Oleh karena itu,
st L s

di sini Allah berfirman }553 s u\ “Sesungguhnya pada yang demikian itu,” hai

sekalian umat manusia. &}\Lﬁ “Ada tanda-tanda.” Yaitu, bukti-bukti

kesempurnaan kekuasaan Penciptanya, hikmah dan rahmat-Nya. O j—my ejﬂ

“Bagi orang-orang yang beriman.” Maksudnya, mereka yang membenarkan-Nya
dan mengikuti para Rasul-Nya. Setiap tumbuhan yang Allah ciptakan memiliki
karakteristik dan keistimewaan masing-masing. Buah zaitun dan delima
disebutkan pada ayat di atas memiliki kesamaan dari morfologi luarnya, namun

memiliki perbedaan seperti warna, bentuk, rasa dan kandungannya pun juga akan
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berbeda. Perbedaan tersebutlah yang menjadikan keistimewaan bagi buah-buah
tersebut.
Allah berfirman dalam Surat Al-An’am [6] ayat 141:
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Artinya: “Dan Dialah yang menjadikan kebun-kebun yang berjunjung dan yang
tidak berjunjung, pohon korma, tanam-tanaman yang bermacam-macam
buahnya, zaitun dan delima yang serupa (bentuk dan warnanya) dan
tidak sama (rasanya). Makanlah dari buahnya (yang bermacam-macam
itu) bila dia berbuah, dan tunaikanlah haknya di hari memetik hasilnya
(dengan disedekahkan kepada fakir miskin) dan janganlah kamu
berlebih-lebihan. Sesungguhnya Allah tidak menyukai orang yang
berlebih-lebihan”

Menurut Abu Ja’far dalam tafsir Ath-Thabari (2008) ayat tersebut
menjelaskan bahwa Allah yang menciptakan pohon kurma, tanaman-tanaman
yang menghasilkan berbagai macam buah-buahan yang dapat dimakan, biji-bijian,
zaitun dan juga pohon delima. Dari semuanya itu ada yang memiliki rasa asam,
manis serta manis-manis asam. Kata “mutasyabihan ghoiron mutasyabih”
memiliki maksud bila dipandang bagian luarnya tampak serupa namun tidak
serupa apabila dirasakan. Menurut tafsir M. Quraish Shihab (2011) perintah
makan pada ayat tersebut bermaksud ijin memakannya, bukan suatu kewajiban.
Sedangkan kata “idza” yang memiliki makna waktu, menunjukkan buah tersebut
tidak selalu ada sepanjang tahun, selain itu mengisyaratkan bolehnya untuk
memakan buahnya sebelum menunaikan haknya (kewajiban menunaikan zakat).
Buah kurma, delima dan zaitun memiliki keistimewaan dibandingkan dengan
buah-buah lainnya karena begitu jelas disebutkan di dalam Al Qur’an. Buah-
buahan tersebut memiliki manfaat yang baik untuk kesehatan sehingga dianjurkan
untuk mengonsumsinya dan menunaikan haknya dengan memberikan kepada

orang-orang yang tidak mampu.
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2.1.2 Deskripsi Morfologi Delima Hitam (Punica granatum L.)

Delima hitam memiliki habitus perdu yang tingginya antara 2 sampai 5
meter. Batang delima hitam berkayu memiliki banyak percabangan, ranting
berbentuk persegi, kadang juga terdapat duri, saat masih muda berwarna cokelat
dan berwarna hijau kotor setelah tua (Andriani, 2016). Cabang-cabang pohon
delima kaku, bersudut dan biasanya berduri (Kheyrodin & Sadafkheyrodin, 2017).

Daun delima hitam tergolong daun tunggal yang letaknya berhadapan
(folium opposita). Daun tidak memiliki daun penumpu, bangun daun lonjong
sampai lanset, ujung daun tumpul, pangkal daun runcing dan memiliki tepi rata

(integer). Daun berwarna hijau dengan tulang daun menyirip (Andriani, 2016).

Gambar 2.1. A. Perawakan Punica granatum L. B. Bunga kuncup C. Bunga dan
buah D. Buah muda (Teixeira et al., 2013)

Delima memiliki bunga tunggal dengan tangkai pendek, bunga biasanya
terdapat di ketiak daun paling atas atau di ujung ranting (Noor, Si, & Sc, n.d.).
Bunga memiliki ukuran yang besar dan biasanya berwarna merah, putih atau
beraneka ragam serta bentuk kelopaknya menyerupai tabung (Parashar & Badal,

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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2018). Simetri bunga actinomorphic, memiliki kelamin biseksual, termasuk dalam
bunga terminal ataupun aksilar yang letaknya soliter atau ada juga beberapa yang
cluster. Hypanthium bunga berwarna cerah, kelopak berbentuk tabung 5-8 sepal,
persisten, valvate, berdaging dan memiliki 5-7 petal yang tersusun imbricate yang
berwarna orange kemerahan berbentuk lanset. Bunga terdapat banyak benang sari
dan filament yang bebas, anther dorsifiks, serat aperturate. Letak ovarium lebih
rendah dibagian bawah dengan terdapat banyak ovula dan anatropous (Rana,
Narzary, & Ranade, 2010).

Bentuk buah delima heksagonal bulat yang berdiameter antara 5 sampai 12
cm dengan berat 200 g. Buah delima memiliki kulit yang tebal untuk melindungi
isi di dalam biji yang mengandung sekitar 600 arils yang didalamnya terdapat biji
delima (Zarfeshany, Asgary, & Javanmard, 2014). Buah delima terlihat
menyerupai buah berry jenis balausta. Bagian dalam buah terdapat ruang multi
ovule yang dipisahkan septum atau dinding selaput dan memiliki mesocarp
berdaging. Ruang-ruang di dalam buah delima diisi oleh biji-biji delima yang
terbungkus oleh arils (selaput biji). Sel epidermis yang terdapat di luar benih
memanjang dan membesar dalam arah radial sehingga berkembang menjadi arils.
Setiap varietas delima memiliki warna arils yang bervariasi dari putih hingga

merah tua (Kv & Ramasamy, 2016).

Gambar 2.2. Buah dan biji delima hitam (Dokumentasi pribadi)
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2.1.3 Klasifikasi Delima Hitam (Punica granatum L.)
Klasifikasi delima hitam (Punica granatum L.) adalah sebagai berikut
(Noor & Asih, 2018):

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Super Divisi : Spermatophyta
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida

Sub Kelas : Rosidae

Ordo : Myrtales

Famili : Punicaceae

Genus : Punica

Spesies : Punica granatum L.

Genus Punica hanya memiliki 2 spesies yang terdiri dari Punica granatum
dan Punica protopunica atau disebut juga delima socotran. Sesuai dengan
namanya, delima socotran merupakan delima endemik yang hanya ada di pulau
Socotra. Perbedaan antara Punica granatum dan Punica protopunica dapat dilihat
dari bunga Punica protopunica memiliki bunga merah muda dengan ukuran yang
lebih kecil dan rasa buahnya kurang manis dibandingkan dengan Punica
granatum. Jumlah kultivar dari Punica granatum diperkirakan lebih dari 500
kultivar, meskipun begitu secara penampakannya memiliki persamaan
dikarenakan genotipnya yang masih sama hanya berbeda secara penamaannya
diseluruh dunia (Kheyrodin & Sadafkheyrodin, 2017).

Punica granatum berasal dari kata “Pomum” yang berarti apel dan
“granatus” yang berarti kasar atau biji apel. Delima di Mesir kuno disebut dengan
nama “Arhumani”. Pertama kali spesies ini disebut oleh orang romawi dengan
nama “malum punicum” (punic apple atau apple of carthage) yang akhirnya
berevolusi menjadi “Punica granatum” yang diberi nama oleh C. Von Linne
(Chandra, Babu, Jadhav, & Teixeira, 2010).
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2.1.4 Manfaat dan Kandungan Delima Hitam (Punica granatum L.)

Delima merupakan salah satu tanaman obat yang memiliki beragam
manfaat. Senyawa fitokimia yang terkandung dalam batang dan akar delima yaitu
alkaloid termasuk isopelletierine, pseudopelletierine dan N-methylisopelletierine,
ellagotannin, anthocyanidins, pelargonidin, asam ellagic dan asam gallic (Kumari,
Dora, Kumar, & Kumar, 2012).

Kulit buah delima ternyata juga mengandung beberapa senyawa fitokimia
seperti alkaloid pelletieren, betulic acid, granatin, ursolic acid, elligatanin,
isoquercitrin, triterpenoid, resin, pati dan kalsium oksalat (Noor & Asih, 2018).
Kandungan antosianidin 30% dari semua antosianidin yang ditemukan di tanaman
delima terdapat pada kulit delima (Kumari et al., 2012).

Menurut ilmu kedokteran manfaat dari buah delima antara lain sebagai
obat mata, ambeien, diare, cacingan, pelega nafas, radang lambung dan radang
gusi (Khasanah, 2011). Buah delima kaya akan mineral, vitamin, antioksidan dan
tanin. Sari buah delima juga banyak mengandung zat yang bermanfaat bagi
kesehatan yaitu mineral (K dan Fe), vitamin (B dan C), antioksidan polifenol yang
terdiri dari asam ellagic dan punicalagin yang dapat menurunkan kolesterol,
menurunkan tekanan darah, mencegah serangan jantung dan strok (Kaur & Kaur,
2016). Selaput biji delima sebagian besar terdiri atas air sebesar 85%, gula
terutama fruktosa dan glukosa 10% dan 1.5% pectin, asam organik seperti
malicacid, ascorbicacid, citricacid dan senyawa bioaktif (Viswanath, Sridevi,
Venkataramudu, Naik, & Kumar, 2019).

Kandungan biji delima terdiri dari 12% hingga 20% minyak biji. Biji
delima mengandung asam lemak tak jenuh ganda seperti linoleat, linolenat dan
lipid lainnya seperti asam oleat, asam punik, asam stearat dan asam palmitat.
Selain itu biji delima juga terdapat kandungan serat kasar, vitamin, protein, pectin,
mineral, gula, isoflavon (terutama genistein), polifenol, coumestrol,

phytoestrogen, steroid dan estron (Viswanath et al., 2019).
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Tabel 2.1. Kandungan senyawa fitokimia dalam beberapa bagian tanaman delima

Pomegrana Pomegrana fg%%gtr:r?j Pomegrana Pomegranat Pomegrana
te peel te juice bark te flower e leaves te seed
: PR 3,3’-Di-0O-
Gallic acid Simple Ellagitannin Gallic acids Carbohydrat methylellagi
sugars es ;
c acid
e 3,3°.4°-Tri-
. Al|pha_t|c Piperidine e W Reducing O-
Ellagic acid organic . Ursolic acid .
2 alkaloids sugars methylellagi
acids ;
c acid
Punicalin Gallic acid Pyrrolld_lne Lielpeneid Sterols Punicic acid
alkaloid S
Punicalagin  Ellagic acid  Pelletierine  Fatty acids Saponin Oleic acid
Caffeic acid RO Alkaloids Flavonoids Pal”."tlc
Flavonols acid
Ellagitannis  Amino acids Tannins Stearic acid
Pelletierine ’ Piperidine
alkaloids ~ Minerals alkaloids ~ Sterols
EGCG Flavone Tocopherols
Asco_rblc Glycoside  Sex steroids
acid
Ellagitannins

(Sumber: Sreekumar, Sithul, Muraleedharan, Azeez, & Sreeharshan, 2014).

Banyak penelitian telah dilakukan mengenai kandungan delima sebagai
antioksidan, anti kanker dan anti inflamasi. Delima dapat digunakan sebagai
gigi,
kardiovaskular, disfungsi ereksi, resistensi antibiotik, infeksi bakteri, kerusakan

pencegahan dan pengobatan kanker, diabetes, penyakit penyakit
kulit akibat radiasi sinar UV. Potensial lainnya delima dapat mengatasi iskemia
otak bayi, penyakit alzheimer, infertilitas pria, obesitas, radang sendi, mengobati
diare, disentri dan parasit usus. Perkembangan katarak atau penyakit mata lainnya
dapat menggunakan obat tetes yang berasal dari biji delima (Bhowmik et al.,
2013). Bagian kulit delima dapat digunakan sebagai obat sakit perut akibat diare,
wasir berdarah, cacingan, nyeri lambung, batuk berdarah, muntah darah, radang
tenggorokan, pendarahan rahim, keputihan dan radang telinga. Penyakit diare,
disentri, kardiotonik, anemia, gangguan gigi, batuk dan kemandulan dapat

menggunakan bagian bunga delima sebagai obat. Daging buah delima juga dapat
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dimanfaatkan sebagai obat diantaranya obat sariawan, menurunkan berat badan,
menurunkan tekanan darah dan mengobati perut kembung (Suarsana et al., 2015).

2.2 Kultur in Vitro
2.2.1 Kultur in Vitro untuk Perbanyakan Tanaman

Metode mengisolasi bagian tanaman baik berupa sel, jaringan atau organ
dan membudidayakannya dalam lingkungan yang terkendali (in vitro) serta
aseptik, sehingga bagian tanaman dapat beregenerasi menjadi tanaman yang utuh
kembali disebut dengan teknik kultur jaringan tanaman (Sulistiani & Yani, 2018).
In vitro berasal dari bahasa Latin yang artinya ‘di dalam gelas’, hal tersebut
menggambarkan proses kultur yang dilakukan di dalam tabung gelas atau botol
kultur agar menciptakan lingkungan yang terkendali meskipun berada di luar
tubuh makhluk hidup (Dwiyani, 2015).

Kultur jaringan merupakan salah satu metode untuk perbanyakan tanaman
secara vegetatif mikro tanpa adanya fertilisasi antara sel kelamin jantan dan
betina. Vegetatif mikro berbeda dengan vegetatif makro seperti stek, cangkok dan
okulasi karena pada vegetatif mikro dilakukan secara in vitro (diletakkan dalam
botol kultur) (Herawan & Leksono, 2018). Teori totipotensi sel (cellular
totipotency) menjadi dasar dari adanya teknik kultur jaringan tumbuhan. Teori
tersebut menerangkan bahwa setiap sel tumbuhan memiliki potensi beregenerasi
menjadi tumbuhan yang lengkap kembali (Dwiyani, 2015).

Teknik dalam kultur jaringan untuk perbanyakan tanaman terdapat 2 jalur
yaitu embryogenesis somatik dan organogenesis. Eksplan yang tidak memiliki
jaringan meristematik dapat diinduksi untuk membentuk tunas dengan teknik
kultur jaringan organogenesis. Tunas hasil organogenesis disebut dengan tunas
adventif, tunas tumbuh dibagian tanaman yang tidak pada umumnya yaitu seperti
daun, kotiledon, batang antara nodus dan akar. Organogenesis dibagi menjadi dua
organogenesis langsung dan tidak langsung. Organogenesis langsung terjadi
ketika tunas tumbuh secara langsung dari eksplan. Sedangkan secara tidak
langsung apabila eksplan tidak langsung membentuk tunas, melainkan kalus
kemudian dari kalus tersebut tumbuh tunas adventif (Sulistiani & Yani, 2018).
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Tahapan jalur organogenesis dalam kultur jaringan terdapat 6 tahap
sebelum tanaman dapat dipindahkan ke lapang. Tahapan tersebut meliputi: 1)
isolasi eksplan dari tanaman induk 2) sterilisasi eksplan 3) inisiasi eksplan 4)
multiplikasi (perbanyakan propagul) 5) induksi akar 6) aklimatisasi 7)
pemindahan tanaman ke lapang (Dwiyani, 2015).

Isolasi eksplan dipilih dari tanaman induk yang terpelihara dan dalam
keadaan sehat, bebas penyakit dan pertumbuhannya baik. Kondisi tersebut dapat
mendukung keadaan aseptik pada kultur tetap terjaga. Pemeliharaan tanaman
induk dapat dengan disemprotkan pestisida agar terhindar dari patogen serta diberi
pupuk agar menunjang pertumbuhan vigor. Pertumbuhan tunas lateral tanaman
induk jenis dikotil dapat dilakukan dengan cara penyemprotan ZPT jenis sitokinin
dan pemangkasan tunas apikal (Dwiyani, 2015). Eksplan sebelum dapat ditanam
di media harus dipastikan terhindar dari kontaminasi baik jamur maupun bakteri.
Bahan kimia sistemik yang biasanya digunakan dalam tahap sterilisasi eksplan
antara lain natrium hipoklorit (NaOCI), kalsium hipoklorit atau kaporit (CaOCl),
sublimat (HgCl,), hidrogen peroksida (H,O;) dan alkohol (Sukmadjaja &
Mariska, 2003).

Eksplan yang sudah steril kemudian ditanam pada media kultur atau biasa
disebut dengan tahap inisiasi eksplan. Menurut Dwiyani (2015) eksplan sebelum
dilakukan inisiasi dipotong menjadi bagian yang kecil seperti bagian pangkal dan
ujung daun. ZPT tertentu biasanya ditambahkan pada media tanam tergantung
tujuan dilakukannya kultur. Kalus dapat terbentuk bila eksplan ditanam pada
media induksi kalus salah satunya dengan ditambahkan 2,4D. Induksi tunas dapat
ditanam pada media yang mengandung sitokinin atau GA3. Tunas hasil inisiasi
dapat diperbanyak dengan subkultur yaitu tahap multiplikasi. Tahap ini dilakukan
dengan cara memotong setiap ruas pada tunas kemudian ditanam pada media
untuk perbanyakan. Zat pengatur tumbuh yang biasanya digunakan dalam media
multiplikasi yaitu berasal dari jenis sitokinin (Nursyamsi, 2010).

Tahapan induksi akar dilakukan dengan cara yaitu tunas hasil multiplikasi
disubkultur pada media baru mengandung zat pengatur tumbuh jenis auksin agar

dapat merangsang pertumbuhan akar (Sulistiani & Yani, 2018). Setelah plantlet
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sudah tumbuh cukup besar di dalam botol dapat dilanjutkan pada tahap
selanjutnya yaitu aklimatisasi. Tahap aklimatisasi merupakan proses dimana
plantlet hasil kultur in vitro diadaptasikan ke lingkungan luar atau ex vitro baik
secara morfologi maupun fisiologi. Penggunaan metode aklimatisasi yang sesuai
sangat penting dilakukan. Jika tidak hati-hati dapat mengakibatkan kerugian,
plantlet yang dikeluarkan tidak dapat beradaptasi pada lingkungan luar sehingga
mengalami kematian. Lama proses aklimatisasi bergantung pada tanaman yaitu
antara 4-6 minggu. Plantlet yang sudah memiliki akar saat diaklimatisasi
memerlukan waktu yang lebih singkat dibandingan plantlet yang belum memiliki
akar ketika diaklimatisasi (Sulistiani & Yani, 2018).

2.2.2 Faktor yang mempengaruhi Kultur in Vitro

Kultur in vitro dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain keadaan
eksplan, media dasar kultur, zat pengatur tumbuh yang digunakan dan faktor
lingkungan seperti suhu dan cahaya. Pemilihan eksplan dalam kultur jaringan
harus memperhatikan beberapa hal yaitu meliputi kondisi tanaman, bagian organ
tanaman yang digunakan, umur tanaman, mudah tidaknya mendapatkan bahan,
waktu pengambilan, cara sterilisasi dan kemungkinan persentase kontaminasi dan
ukuran potongan jaringan. Secara genotip, tanaman dikotil mampu
memperbanyak diri lebih baik daripada monokotil, sedangkan tanaman
gymnospermae perbanyakan dirinya terbatas kecuali ketika masih muda (Herawan
& Leksono, 2018). Eksplan yang akan digunakan dalam kultur diusahakan berasal
dari tanaman induk yang sehat dan kuat sehingga memiliki peluang keberhasilan
yang lebih besar dibandingkan yang berasal dari tanaman yang sakit dan lemah
(Taji et al., 2006). Eksplan yang digunakan dalam kultur jaringan harus
diperhitungkan karena setiap bagian tanaman memiliki respon yang berbeda
terhadap zat pengatur tumbuh dan lingkungan kultur (Yusnita, 2015).

Jaringan embrionik dan jaringan yang masih muda memiliki daya
memperbanyak yang lebih tinggi dibandingkan dengan jaringan yang sudah tua.
Eksplan yang berasal dari sel, kumpulan sel dan jaringan meristem lebih sulit
diinduksi dikarenakan ukurannya terlalu kecil. Eksplan berukuran lebih besar
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seperti embrio atau tunas lebih mudah diinduksi pertumbuhan dan
perbanyakannya karena lebih banyak kandungan makanan dan hormon (Herawan
& Leksono, 2018). Kondisi kesterilan suatu eksplan yang akan ditanam dapat
menentukan tingkat keberhasilan dalam kultur in vitro. Bagian tumbuhan yang
akan dijadikan eksplan diusahakan yang minim kontaminasi. Tahap sterilisasi
menjadi langkah awal yang penting dalam kultur in vitro (Sukmadjaja &
Mariska, 2003).

Komposisi media dalam kultur jaringan dapat mempengaruhi
pertumbuhan dan perkembangan eksplan. Unsur hara yang umumnya dibutuhkan
dalam media kultur jaringan meliputi unsur hara makro, unsur hara mikro, zat
pengatur tumbuh, sukrosa dan bahan pemadat. Pemilihan media kultur yang tepat
tergantung pada jenis tanaman yang akan dikulturkan (lbrahim, 2015). Menurut
Orcutt & Nilsen (2000) dalam media tanam harus mengandung unsur-unsur utama
seperti garam-garam anorganik, sumber energi, vitamin, karbon dan zat pengatur
tumbuh. Garam anorganik terdiri dari unsur-unsur hara esensial. Unsur hara
esensial merupakan unsur hara dibutuhkan tumbuhan dalam menyelesaikan siklus
hidupnya, unsur hara tersebut tidak dapat digantikan dengan unsur hara yang lain
serta bertindak sebagai komponen molekul anorganik atau sebagai kofaktor dalam
reaksi enzim pada proses metabolisme tanaman. Garam anorganik terdiri dari
unsur hara makro dan unsur hara mikro. Unsur hara tersebut dibedakan
berdasarkan takaran yang dibutuhkan oleh tumbuhan, unsur hara makro
dibutuhkan tumbuhan dalam jumlah banyak (>5 mmol/L) sedangkan unsur hara
mikro dibutuhkan tumbuhan dalam jumlah sedikit (<5 mmol/L). Unsur hara
makro meliputi unsur nitrogen (N), fosfor (P), Pottasium (K), Magnesium, Sulfur
(S) dan Kalsium (Ca). Unsur hara mikro antara lain unsur tembaga (Cu), besi (Fe),
mangan (Mn), boron (B), molybdenum (Mo), Kobalt (Co) dan seng (Zn)
(Sulistiani & Yani, 2018).

Jenis komposisi media dasar kultur jaringan yang biasanya digunakan
seperti media Murashige and Skoog-1962 (MS), Vacin and Went (VW), Woody
Plant Medium (WPM), White-1963, Gamborg (B5) dan Gresshoff and Doy-1972
(GD). Formulasi yang membedakan antar media-media kultur yaitu konsentrasi
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dan sumber K, N dan P, rasio NH;"/NO3" dan konsentrasi hara mikro (Herawan &
Leksono, 2018). Media yang paling banyak digunakan dalam kutur in vitro baik
tanaman herba maupun berkayu yaitu media Murashige dan Skoog (MS)
(Sukmadjaja & Mariska, 2003). Media MS mengandung konsentrasi garam
mineral yang tinggi yang ditemukan oleh Murashige dan Skoog pada tahun 1962
(Taji et al., 2006). Media MS awalnya dirancang sebagai media kultur tanaman
tembakau, namun nutrisi media MS telah diakui dunia cocok untuk media kultur
sebagian besar tanaman (Sulistiani & Yani, 2018). Kandungan unsur hara makro
dan mikro pada media MS meliputi NH;NO3;, KNO3, CaCl,.2H,0, MgS0,.7H,0,
KH,PO,4, FeS04.7H,0, Na,EDTA, MnSO4.4H,0, ZnSO,4.7H,0, H3BOs;, KiI,
Na;Mo00,.2H,0, CuS0O,4.5H,0 dan CoCl,.6H,0 (Shintiavira, Soedarjo, Suryawati,
& Winarto, 2012).

Keberhasilan kultur jaringan dipengaruhi juga oleh jenis dan konsentrasi
zat pengatur tumbuh yang digunakan. Penggunaan dari ZPT tersebut biasanya
bergantung dari tujuan dan tahap kultur yang sedang dilakukan. Penambahan ZPT
pada konsentrasi tertentu ke dalam media tanam akan mempengaruhi proses
morfogenesis (G. Ali, Hadi, Ali, Tarig, & Khan., 2007). Umumnya kelompok
hormon yang digunakan dalam kultur jaringan yaitu hormon sitokinin serta auksin
(Astuti, 2014).

Media kultur jaringan sangat penting ditambahkan sumber karbon
biasanya dalam bentuk sukrosa. Hal tersebut karena tanaman dalam Kkultur
jaringan tumbuh secara heterotrop, tidak mampu mensintesis sumber karbon
sendiri dalam jumlah yang cukup. Adanya sumber karbon dalam media kultur
berfungsi menyediakan energi dan memenuhi bahan dalam membentukan
molekul-molekul besar yang digunakan dalam pertumbuhan tanaman. pH media
kultur biasanya berada dalam kisaran 5,6 hingga 5,8 atau dapat juga bergantung
pada jenis tumbuhan yang akan dikultur. Apabila pH berada di bawah 5,2 maka
terjadi masalah dalam pemadatan medium dan apabila pH di atas 6,0 medium
menjadi terlalu keras (Taji et al., 2006).

Kondisi lingkungan tempat penyimpanan Kkultur in vitro dapat

mempengaruhi pertumbuhan dari tanaman yaitu seperti faktor ukuran wadah atau
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botol kultur, faktor penyinaran seperti intensitas penyinaran, panjang penyinaran
dan kualitas sinar (Herawan & Leksono, 2018). Suhu pada ruang inkubasi juga
harus diperhitungkan, biasanya suhu diatur antara 20-25°C dengan penggunaan
AC. Pengaturan cahaya biasanya menggunakan lampu fluorescent bercahaya putih
baik plus bola incandescent maupun tabung Gro-Lux yang memiliki iradiasi
antara 30-50 pEm™?s™. Iradiasi yang cukup rendah sehingga dapat menunjang
pertumbuhan morfologis normal tumbuhan walaupun tidak cukup untuk
fotosintesis yang tidak terlalu penting dikarenakan di dalam media telah
mengandung sukrosa untuk keperluan karbon. Fotoperioditas biasanya antara 12-
16 jam adapula yang sampai 24 jam. Kultur dilakukan di ruang yang tertutup
sehingga tingkat kelembaban tidak berpengaruh nyata terhadap tanaman (Taji et

al., 2006).

2.3 Induksi Perakaran pada Kultur Jaringan

Bagian pokok dalam suatu tumbuhan salah satunya adalah akar. Berbeda
dengan bagian tumbuhan yang lainnya, akar umumnya terletak di dalam tanah.
Akar tidak terdapat nodus, biasanya memiliki warna keputih-putihan atau
kekuningan. Bagian ujung akar terus mengalami pertumbuhan dan memiliki
bentuk meruncing yang berfungsi untuk memudahkan dalam menembus tanah.
Arah tumbuh dari akar sendiri berlawanan dengan batang yaitu mengarah ke pusat
bumi (geotrop) atau menuju ke air (hidrotop) meninggalkan udara dan cahaya
(Rossidy, 2008).

Tahap induksi akar dalam kultur jaringan dapat dilakukan dengan 2 cara
yaitu secara in vitro atau ex vitro. Secara in vitro dilakukan dalam botol dengan
media yang sudah ditambahkan zat pengatur tumbuh jenis auksin pada konsentrasi
tinggi dan sitokinin dalam konsentrasi rendah atau bahkan nol. Sedangkan secara
ex vitro dilakukan diluar botol saat tanaman diaklimatisasi. Produksi bibit secara
komersial biasanya tahap induksi akar dilakukan secara ex vitro untuk menghemat
biaya produksi (Sulistiani & Yani, 2018).

Pengakaran dalam kultur jaringan mengalami adaptasi ekofisiologis.
Kondisi lingkungan kultur yang kondusif dengan tersedianya unsur hara tinggi
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dan lingkungan aseptik yang terkontrol sehingga plantlet dapat dengan mudah
mendapatkan kebutuhan zat hara. Hal tersebut menyebabkan sistem perakaran
kurang berkembang dengan tidak terbentuknya salah satu organel akar yaitu
rambut akar. Keberadaan rambut akar pada tanaman berfungsi untuk memperluas
bidang penyerapan unsur hara (Putri & Herawan, 2018). Nutrisi yang tercukupi
pada kondisi in vitro merangsang pertumbuhan akar lebih baik dan semakin
banyak dilakukan subkultur (periode waktu yang lebih lama mendapatkan nutrisi
yang cukup dalam kondisi in vitro) dapat menghasilkan perakaran ex vitro yang
lebih baik (A. Singh & Agarwal, 2016).

Sistem perakaran dibagi menjadi 2 yaitu akar tunggang dan akar serabut.
Akar tunggang memiliki akar primer yang tumbuh membesar dan memiliki
cabang yang ukurannya lebih kecil. Akar tersebut terdapat pada jenis tumbuhan
gymnospermae dan dikotil. Sedangkan akar serabut terdapat pada tumbuhan
monokotil. Akar primer pada akar serabut tidak bertahan lama dan akhirnya
mengering, di bagian dekat pangkal atau di dekat akar tersebut kemudian tumbuh
akar baru atau akar adventif, Susunan keseluruhan dari akar adventif itulah yang
dinamakan dengan akar serabut (Hidayat, 1995).

Berdasarkan (Zhang W. et al., 2017) pembentukan akar adventif terdapat 4
tahap yaitu 1) fase pre-emergence, terjadinya proses molekuler dan biokimia
sebelum sitologi sampai munculnya akar primordial 2) fase awal perkembangan
akar 3) fase pertumbuhan akar massif 4) fase akhir. Secara fundamental ekspresi
gen dalam induksi akar adventif tanaman dipengaruhi oleh kompleks microRNA.
Kompleks tersebut memiliki peran penting dalam regulasi mengendalikan faktor
respon auksin pada tanaman. Meskipun begitu proses molekuler terutama gen
pembentukan akar adventif ternyata masih belum diketahui (Rahmat & Kang,
2019). Perubahan radikula menjadi akar memerlukan bantuan rangsangan auksin
yang diproduksi di bagian pucuk daun. Auksin dikirimkan melalui jaringan floem
ke bagian bawah atau akar tanaman (Bey Y & Sutrisna, 2006). Pertambahan
panjang akar prosesnya dimulai dari promeristem, sel bertambah besar dan
berdifferensiasi menjadi sel terspesialisasi. Hal tersebut menyebabkan sebagian

besar sel yang berada dibelakang pelebaran awal dari ujung akar mengalami
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pemanjangan. Pembelahan periklinal serta pembelahan sel pada arah radial
menyebabkan korteks bertambah lebar. Endodermis dan silinder pembuluh berasal
dari differensiasi dari lapisan paling dalam, bagian perisikel bagian paling dahulu
terlihat. VVakuola besar dihasilkan dari sel metaxilem yang yang membesar. Sel
floem kemudian menjadi dewasa dan diikuti juga elemen protoxilem dan

metaxilem sehingga xylem primer menjadi sempurna (Hidayat, 1995).

¢ Inhibil by ethilene

e

Induction Initiation Elongation

Root pre emergence stage Early stage Massive root Later stage
of root formation formation stage of root formation

Gambar 2.3. Fase organogenesis pembentukan akar adventif (Rahmat & Kang,
2019)

Kultur in vitro akar adventif dapat meningkatkan biomassa, potensi
akumulasi dan senyawa bioaktif tanaman seperti fenol, terpenoid dan alkaloid.
Kultur tersebut akan sangat berguna digunakan pada tanaman obat yang bagian
akarnya berkontribusi sebagai bahan baku utama (Rahmat & Kang, 2019). Selain
itu akar memiliki beberapa fungsi pada tumbuhan antara lain (Tjitrosoepomo,
2011): a) menguatkan tumbuhan untuk berdiri tegak b) menyerap air dan zat hara
dari dalam tanah c) mengangkut air dan zat hara ke bagian tumbuhan yang
membutuhkan d) pada beberapa tumbuhan, akar dijadikan sebagai tempat

menyimpan cadangan makanan.
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2.4 Pengaruh Zat Pengatur Tumbuh Auksin dalam Induksi Akar

Hormon adalah senyawa organik yang disintesis di dalam jaringan
tanaman. Tumbuhan memerlukan senyawa tersebut dalam konsentrasi yang sangat
rendah untuk dapat memengaruhi pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan.
Aktivitas biologis yang terdapat pada hormon diketahui juga terdapat pada
molekul organik sintetik. Senyawa sintetik dan senyawa yang disintesis secara
alami keduanya dikelompokkan sebagai zat pengatur tumbuh (Taji et al., 2006).
Penambahan zat pengatur tumbuh pada media tanam sangat berpengaruh terhadap
pertumbuhan dan diferensiasi tanaman. Penggunaan ZPT dengan konsentrasi yang
tepat dapat membentuk kalus atau organ lainnya (Herawan & Leksono, 2018).

Aktivitas zat pengatur tumbuh dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti
konsentrasi, genotip, jenis, struktur kimia, dan fase fisiologis dari tanaman.
Penambahan zat pengatur tumbuh eksogen pada media kultur dapat meningkatkan
konsentrasi zat pengatur tumbuh endogen yang terdapat di dalam sel tanaman
sehingga merangsang pertumbuhan dan perkembangan jaringan yang lebih cepat
(Endang G. Lestari, 2011).

Hormon auksin terdapat beberapa jenis meliputi Indole Acetic Acid (IAA),
Indole Butyric Acid (IBA), a Naphtaleneacetic Acid (NAA) dan 2,4-
dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D). Auksin endogen yang aktif di dalam
tumbuhan adalah 1AA. Hormon auksin IAA disintesis dalam jaringan
meristematik yang masih aktif membelah seperti bagian tunas. Sedangkan auksin
IBA dan NAA merupakan salah satu jenis auksin sintetik (Arimarsetiowati &
Ardiyani, 2012). Aktifitas auksin dapat merangsang pemanjangan sel tanaman.
Auksin merangsang protein tertentu pada membran plasma sel tumbuhan untuk
memompa ion H+ ke dinding sel. Beberapa ikatan silang hydrogen rantai molekul
selulosa penyusun dinding sel terputus diakibatkan ion H+ mengaktifkan suatu
enzim tertentu. Air yang masuk ke dalam sel tumbuhan secara osmosis
menyebabkan sel tumbuhan mengalami pemanjangan. Sel kemudian terus
mengalami pertumbuhan dengan mensintesis material dinding sel dan sitoplasma
(Salisbury & Ross., 1995).
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indole-3-acetic acid indole-3-butyric acid
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Gambar 2.4 Struktur kimia indole—3-acetic acid (IAA) indole-3-butyric acid
(IBA) (Frick & Strader, 2018)

OH

Gambar 2.5 Struktur kimia Naftalenasetat acid (NAA) (“Asam 1-naftalenasetat,”
n.d.)

Berbagai jenis auksin tersebut juga memiliki kelemahan masing-masing
antara lain IAA pada konsentrasi yang tinggi menghasilkan efek yang berlawanan
sehingga menyebabkan terhambatnya proses pertumbuhan pucuk dan akar.
Aktivitas auksin pada IBA tergolong lemah dalam translokasi sehingga tetap
berada pada daerah pemberian perlakuan. NAA memiliki tingkat toksisitas yang
lebih tinggi dibandingkan dengan IBA. Pemberiaan NAA dalam konsentrasi yang
tinggi dapat menyebabkan pelukaan pada tanaman sehingga harus dihindari
(Arimarsetiowati & Ardiyani, 2012).

Indole Butyric Acid (IBA) merupakan salah satu jenis auksin yang sering
digunakan dalam induksi perakaran karena lebih efisien dibandingkan jenis auksin
lain seperti IAA. IBA secara komersial diketahui sebagai auksin utama yang
dimanfaatkan untuk inisiasi akar adventif (Farida & Muslihatin, 2017). Menurut
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IBA memiliki kemampuan yang tinggi untuk mengendalikan proses inisiasi akar.
Tingkat kestabilan tinggi dan toksisitas IBA dinilai lebih sedikit dibandingkan
jenis auksin lain seperti NAA dan IAA (Kristina & Syahid, 2012).

Tabel 2.4. Jenis-jenis auksin yang digunakan untuk rooting dan persentase
penggunaannya di seluruh dunia

Type of auxin IBA NAA I1AA Without hormones

The percentage of the use 41.02 33.33 20.51 5.12

(Sumber: Kaviani, 2015)

Penelitian sebelumnya Punica granatum L. var Ganesh dalam stek batang
perakaran tertinggi diperoleh pada perlakuan dengan penambahan IBA 5 g/L
dengan jumlah akar primer 29, 26 dan panjang rata-rata akar 24,88 (K.K. Singh,
2017). Sesuai (Sarrou, Therios, & Dimassi-Theriou, 2014) setek batang Punica
granatum cv Wonderful, IBA 1000 mg/L menghasilkan akar terpanjang,
sedangkan penambahan 500 mg/L GA3 yang dikombinasikan dengan IBA 1000
mg/L akar menjadi lebih pendek. Penelitian EI-Agamy et al., (2009) Punica
granatum 2 kultivar yaitu Manfalouty dan Nab El-gamal, penggunaan NAA
konsentrasi 0,25 mg/L menghasilkan respon tertinggi yaitu 100% pada delima
kultivar Nab El-gamal. Sedangkan pada delima kultivar manfalouty rooting
tertinggi pada perlakuan IBA 0,25 mg/L. IBA dibandingkan NAA secara
signifikan dapat meningkatkan jumlah rata-rata akar pada media WPM yaitu
HSW dan FSW.

Induksi akar in vitro Rhododendron radians J. J.Sm (Ericaceae) dengan
penambahan IBA berbagai konsentrasi yaitu 0, 0,25, 0,5, 1,5 mg/L, presentase
eksplan berakar terbaik yaitu 63,33% dengan panjang rata-rata akar 4,7 mm.
Eksplan tersebut terdapat pada media dengan penambahan hormon IBA
konsentrasi 1 mg/L (Warseno & Siswoyo Putri, 2018). Perakaran Kina (Cinchona
ledgeriana Moens) dengan IBA konsentrasi 1,5, 2,0, dan 2,5 mg/L telah berakar 7
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hari setelah inisiasi. Waktu berakar 14 hari terjadi pada konsentrasi 1,5 dan 2,0
mg/L. Sedangkan berdasarkan panjang dan jumlah akar terdapat pada perlakuan
IBA konsentrasi 2,0 mg/L dengan jumlah akar 7,2 dan panjang akar 6,0 mm
(Santoso, 2012). Induksi akar Casuarina cunninghamiana Mig. dengan
penambahan IBA berbagai konsentrasi mulai 0, 2,5, 5, 10, 15, 20 uM
menghasilkan jumlah akar tidak berbeda secara signifikan yaitu 2,5, namun
memiliki panjang rata-rata akar tertinggi 0,7 cm dan presentase rooting 68% pada
perlakuan IBA 5 uM (Shen, Castle, & Gmitter, 2010).

Berdasarkan penelitian P. Singh, Patel, & Kadam (2013) induksi perakaran
pada Punica granatum L. cv. Ganesh pada media ¥2 MS dengan pemberian 0,5
mg/L NAA+200 mg/L arang aktif memiliki jumlah akar terbanyak yaitu 4,17
dengan panjang 3,87 cm.

Induksi akar Cannabis sativa pada penelitian menunjukkan perbedaan
antara perlakuan dengan IBA dan NAA. Akar pada perlakuan IBA lebih panjang
dan lebih tipis jika dibandingkan dengan perlakuan NAA. Hasil penelitian tersebut
menunjukkan IBA konsentrasi 0,1 mg/L memiliki pengaruh besar dalam
pembentukan akar, peningkatan konsentrasi IBA justru menyebabkan
berkurangnya pembentukan akar (Movahedi, Ghasemi-Omran, & Torabi, 2015).
Induksi akar Dendropanax morbifera Lev. yang diberikan beberapa auksin (IBA,
IAA dan NAA) dengan beberapa konsentrasi yaitu 0, 1, 3 dan 5. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa induksi akar adventif terbaik terdapat pada perlakuan IBA
dengan konsentrasi 3 mg/L pada media WPM cair (Sukweenadhi et al., 2019).
Berdasarkan penelitian (Ling, Kok, Hussein, & Ong, 2009) induksi akar
Orthosipon stamineus dengan menggunakan berbagai jenis auksin IBA, IAA dan
NAA yang menggunakan konsentrasi 1, 3, 5 dan 7 mg/L . Hasil dari penelitian
tersebut menunjukkan bahwa rooting tertinggi dari eksplan daun terdapat pada
perlakuan 1AA 3 mg/L, sedangkan pada eksplan akar rooting tertinggi pada
perlakuan IBA 3 g/L sementara eksplan batang rooting lebih efisien pada IBA 5
mg/L.

Tectona grandis yang dibandingkan dengan perlakuan auksin yang
berbeda IAA, NAA dan IBA dengan konsentrasi 0,5 dan 1 mg/L. Hasil penelitian
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menunjukkan rooting terbaik pada IBA 1 mg/L dengan persentase induksi akar
78,3%, jumlah akar 17,4% dan panjang akar 67,2 mm. Kemudian diikuti dengan
perlakuan NAA 1 mg/L dengan persentase induksi akar 65,2%, jumlah akar
14,1% dan panjang akar 52,3 mm. Terakhir diikuti dengan perlakuan IAA 1 mg/L
dengan persentase induksi akar 41,0%, jumlah akar 11,4% dan panjang 34,6 mm
(Kumar, 2017). Pemberian NAA konsentrasi 0,001-0,003 mg/L terhadap tanaman
inggu dalam induksi akar memberikan hasil yang lebih baik dibandingkan dengan
IBA. Interaksi dan keseimbangan antara hormon endogen dan zat pengatur
tumbuh yang diberikan menentukan arah perkembangan kultur jaringan (Syahid &
Kristina, 2014).

Induksi akar Luffa acutangula (L) Roxb. dengan penambahan berbagai
auksin IAA, NAA dan IBA dalam berbagai konsentrasi menunjukkan hasil respon
rooting tertinggi 76% pada perlakuan 1 mg/L IBA yang memiliki rata-rata
panjang akar 5,01 cm (Umamaheswari, Ambethkar, Margaret, & Selvaraj, 2014).
Bacopa monnieri dalam induksi akar menggunakan berbagai jenis auksin dengan
berbagai konsentrasi berbeda. Hasil terbaik terdapat pada perlakuan 2 mg/L IBA
dengan persentase maksimum 85,52% dan jumlah akar per tunas sebesar 38,55%.
Perlakuan menggunakan IAA terbaik pada konsentrasi 2 mg/L dengan persentase
pembentukan akar 71,47% dan jumlah akar per tunas 33,44%. Sedangkan pada
perlakuan NAA terbaik pada konsentrasi 2 mg/L dengan persentase pembentukan
akar 51,42% dan jumlah akar per tunas 20,7% (Dharishini, Krishna, &
Balasubramanian, 2015).

Induksi akar pada kalus Mentha piperita dengan penambahan IBA dan
IAA dalam konsentrasi yang berbeda. IBA menunjukkan respon yang lebih
komparatif dibandingkan dengan IAA. IBA 1 mg/L menghasilkan respon tertinggi
dengan persentase 90%, jumlah akar per eksplan 16,3, panjang akar 3,1 cm dan
hari muncul akar lebih singkat yaitu pada hari ke 11-12 setelah tanam. Sedangkan
perlakuan IAA paling baik pada konsentrasi 1,5 mg/L dengan persentase 85%,
jumlah akar 12,6, panjang akar 3,0 cm dan hari muncul akar pada hari ke 12-13
hari setelah tanam (Islam & Alam, 2018).
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3.1 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang dilakukan merupakan penelitian ekperimental

yang menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penelitian ini
menggunakan kombinasi perlakuan yaitu jenis dan konsentrasi hormon auksin.
Jenis auksin yang digunakan 1AA, IBA dan NAA pada media dasar MS dengan
berbagai konsentrasi yaitu 1 mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L dan 4 mg/L serta perlakuan
kontrol. Setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali sehingga terdapat 39 unit
percobaan. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah berbagai macam auksin dan
konsentrasi yang diberikan dalam perlakuan. Variabel kontrol dalam penelitian ini
adalah suhu, cahaya dan media yang digunakan. Sedangkan variabel terikat dalam
penelitian adalah parameter hasil dari penelitian berupa data kuantitatif dan
kualitatif. Data kuantitatif antara lain hari muncul akar, persentase tumbuh akar,
jumlah akar, dan panjang akar. Data kualitatif berupa morfologi akar yaitu warna
dan bentuk permukaan akar.
Perlakuan: Kontrol= MS 0 (tanpa hormon)

Al=1AA konsentrasi 1 mg/L

A2=1AA konsentrasi 2 mg/L

A3= IAA konsentrasi 3 mg/L

A4= |AA konsentrasi 4 mg/L

B1= IBA konsentrasi 1 mg/L

B2=IBA konsentrasi 2 mg/L

B3= IBA konsentrasi 3 mg/L

B4= IBA konsentrasi 4 mg/L

N1= NAA konsentrasi 1 mg/L

N2= NAA konsentrasi 2 mg/L

N3= NAA konsentrasi 3 mg/L

N4= NAA konsentrasi 4 mg/L

31
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3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian mengenai “Pengaruh Jenis Auksin terhadap Induksi Akar
Subkultur Tunas Delima Hitam (Punica Granatum L.) secara in Vitro” dilakukan
pada Agustus sampai November 2020. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Kultur Jaringan Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi,

Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian antara lain autoklaf, oven, laminar
air flow (LAF), timbangan analitik, hot plate, stirrer, botol kultur, elenmeyer,
gelas beker, gelas ukur 100 ml, pipet tetes, mikropipet, cawan petri, alat diseksi

(pinset dan scalpel), hand sprayer, korek api, bunsen dan rak kultur.

3.3.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian antara lain BA, 1AA, IBA, NAA,
media MS instan, gula, agar, aquades, plastik tahan panas petromax, karet, spirtus,
alkohol 70%, alkohol 96%, alumunium foil, tisu, kertas label, indikator pH, NaOH
dan HCI.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Sterilisasi Alat

Sterilisasi alat yang dilakukan ada 2 tahap, yaitu botol kultur, cawan petri,
gelas beker, alat diseksi dicuci bersih dengan detergen cair dan dibilas dengan air
bersih. Setelah itu, alat-alat tersebut dioven pada suhu 121°C selama 3 jam.
Kedua, cawan petri dibungkus dengan kertas dan alat-alat diseksi dibungkus
dengan alumunium foil kemudian alat-alat tersebut disterilkan menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 30 menit.
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3.4.2 Pembuatan Media

Prosedur yang dilakukan dalam pembuatan media yaitu ditimbang 4,43
gram media MS instan, 30 gram gula pasir dan 9 gram agar dengan menggunakan
neraca analitik. Media MS dan gula kemudian dimasukkan ke dalam gelas beaker
1 liter dan ditambahkan aquades sampai volume larut menjadi 1 liter. Larutan
dihomogenkan menggunakan hot plate dan stirrer. Larutan ditambahkan dengan
hormon yang dijadikan perlakuan. Hormon BA digunakan dalam tahap
multiplikasi, sedangkan hormon IAA, IBA dan NAA digunakan pada tahap
induksi akar. pH diukur menggunakan indikator pH hingga mencapai pH 6,
apabila pH terlalu asam maka dapat ditambahkan NaOH untuk menaikan pH,
sedangkan jika pH terlalu basa maka dapat ditambahkan HCI untuk menurunkan
pH. Media ditambahkan agar dan dipanaskan dengan hot plate sampai mendidih
sambil dihomogenkan dengan stirrer. Media diangkat dan dimasukkan ke dalam
botol kultur serta ditutup dengan plastik tahan panas dan karet gelang. Media
disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 30

menit.

3.4.3 Sterilisasi Ruang Tanam
Prosedur dalam sterilisasi ruang tanam yaitu meja LAF dibersihkan
dengan disemprot alkohol 70%. LAF ditutup dan disterilkan dengan lampu UV

selama 60 menit.

3.4.4 Perbanyakan tunas

Eksplan yang sudah tumbuh tunasnya disubkultur sebanyak 2x (Gambar
3.1) pada media multiplikasi dengan penambahan hormon BA 2,5 mg/L.
Subkultur tersebut berguna untuk penyeleksian eksplan, perbanyakan dan
penyeragaman eksplan yang akan digunakan dalam perlakuan selanjutnya. Setiap
multiplikasi, tanaman diinkubasi selama 30 hari di rak kultur jaringan.
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Gambar 3.1 Hasil Subkultur Tunas ke-2

3.4.5 Subkultur tunas media MS 0

Eksplan tunas dikeluarkan dari botol menggunakan pinset, dipindahkan
pada cawan petri dan dibersihkan sisa-sisa media sebelumnya menggunakan tisu
steril. Tunas yang menggerombol, dipisahkan dengan menggunakan scalpel.
Eksplan ditanam di media MS 0 dan diinkubasi selama 1 minggu untuk

menetralisasi efek dari media sebelumnya.

3.4.6 Induksi Perakaran
1. Subkultur tunas media perlakuan auksin

Eksplan tunas yang dipilih dengan kriteria memiliki 2 nodus dan ukuran
yang relatif sama. Eksplan dikeluarkan dari botol menggunakan pinset,
dipindahkan pada cawan petri dan dibersihkan sisa-sisa media sebelumnya
menggunakan tisu steril. Tunas disubkultur kembali ke media yang sudah diberi
perlakuan hormon IAA, IBA dan NAA. Setiap botol dimasukkan 3 eksplan
tanaman. Botol ditutup dengan plastik dan karet.

2. Pemeliharaan

Eksplan kemudian dipindahkan ke ruang inkubasi dan diletakkan di rak
kultur dengan suhu 21°C selama 28 hari. Rak tempat botol kultur disemprot
alkohol 70% setiap 2 hari sekali. Pengamatan dilakukan setiap hari untuk

mengetahui pertumbuhan eksplan.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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3. Pengamatan dan Pengambilan Data
Variabel-variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah:
1. Secara Kuantitatif
a. Waktu muncul akar
Pengamatan dilakukan setiap hari untuk melihat pertama Kkali
muncul akar dan pertumbuhan akar. Eksplan tumbuh akar dikategorikan
ketika panjang akar telah lebih dari 1 mm.
b. Persentase tumbuh akar
Persentase eksplan diamati pada akhir pengamatan yaitu 4 minggu
setelah tanam (HST). Eksplan yang tumbuh akar dengan kategori panjang

akar lebih dari 1 mm. Dengan menggunakan rumus sebagai berikut.

eksplan yang berakar

x 100%

Persentase eksplan berakar =
Jumlah eksplan

c. Jumlah akar
Jumlah akar diamati pada akhir pengamatan yaitu 4 minggu setelah
tanam (HST). Akar yang dihitung dengan kategori telah memiliki panjang
lebih dari 1 mm.
c. Panjang akar
Panjang akar diamati pada akhir pengamatan yaitu 4 minggu
setelah tanam (HST). Panjang akar dihitung mulai dari pangkal sampai
ujung akar.
2. Secara kualitatif
Data dianalisis berdasarkan pengamatan morfologi akar berupa warna dan

bentuk permukaan akar.

3.5 Analisis Data

Data pengamatan berupa data kuantitatif antara lain berupa hari muncul
akar, persentase tumbuh akar, jumlah dan panjang akar. Analisis data
menggunakan Analisis Variansi (ANAVA) dengan batas kepercayaan 95%
menggunakan SPSS 16.0. Jika ada pengaruh maka dilanjutkan dengan uji Duncan
Multiple Range Test (DMRT) 5%. Kemudian untuk mengetahui konsentrasi
optimal IAA, IBA dan NAA dilakukan analisis regresi.
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Data pengamatan juga dianalisis dan diintegrasikan dengan ayat Al-qur’an
dan Hadits sehingga didapatkan suatu hikmah dalam penelitian yang dilakukan
yang berlandaskan nilai-nilai islam. Segala yang diciptakan Allah tiada yang sia-
sia, pasti ada nilai dan manfaatnya. Manusia sebagai kholifah di bumi ini harus

senantiasa menjaga keseimbangan alam dan ciptaan Allah dengan sebaik-baiknya.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Jenis Auksin Terhadap Induksi Akar Delima Hitam (Punica
Granatum L.)

Induksi perakaran delima hitam dilakukan secara in vitro menggunakan
berbagai macam auksin yaitu IAA, IBA dan NAA dengan konsentrasi 1, 2, 3 dan
4 mg/L dilakukan untuk mengetahui jenis auksin yang sesuai dan efektif dalam
induksi perakaran delima hitam. Berikut data kuantitatif, hasil anava pengaruh
auksin 1AA, IBA dan NAA terhadap hari muncul akar subkultur tunas delima
hitam (Tabel 4.1).

Tabel 4.1 Hasil ANAVA pengaruh jenis auksin terhadap induksi akar subkultur
tunas delima hitam (Punica granatum L.)

Variabel pengamatan F hitung F tabel 5%
Hari muncul akar =1 2.15
Persentase eksplan berakar 30.843 2.15
Jumlah akar 35.694 2.15
Panjang akar 67.830 2.15

Keterangan : Jika F hitung > F tabel 5%, artinya terdapat pengaruh

Dari hasil tersebut diketahui F hitung pada semua variabel pengamatan
memiliki nilai lebih besar dibandingkan dengan F tabel 5%, sehingga dapat
diketahui bahwa perlakuan menggunakan hormon IAA, IBA dan NAA tersebut
berpengaruh terhadap hari muncul akar, persentase eksplan berakar, jumlah akar
dan panjang akar subkultur tunas delima hitam (Punica granatum L.). Adanya
penambahan hormon auksin eksogen pada media kultur merangsang terjadinya

peningkatan inisiasi akar dan pembentukan akar lebih cepat (Rahman, Fitriani, &
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Hartati, 2017). Hormon auksin memiliki efek positif dalam merangsang rooting
pada suatu tanaman, hal ini dikaitkan dengan stimulasi awal berupa pembelahan
sel sebagai pemrakarsa terbentuknya akar. Hormon NAA dan IBA berpengaruh
secara signifikan terhadap persentase perakaran, jumlah akar, panjang akar, bobot
segar, bobot kering serta kecepatan perakaran Azalea alexander's (Mohana, Majd,
Jafari, Kiabi, & Paivandi, 2014).

4.2 Konsentrasi Jenis Auksin Yang Efektif dan Optimum Terhadap Induksi
Akar Delima Hitam (Punica Granatum L.)
4.2.1 Konsentrasi Jenis Auksin yang Efektif

Perlakuan yang dilakukan dalam penelitian ini memiliki pengaruh yang
berbeda-beda, untuk mengetahuinya dilakukan uji lanjut Duncan Multiple Range
Test (DMRT) 5%. Hasil uji lanjut DMRT 5% disajikan dalam tabel 4.2.

Tabel 4.2. Hasil DMRT 5% pengaruh auksin terhadap induksi akar subkultur
tunas delima hitam (Punica granatum L.)

Perlakuan Hari muncul  Persentase Jumlah akar  Panjang
akar (HST) akar (%) (Helai) akar (mm)
Kontrol - - - -
IAA 1 mg/L 26,5b 22,2 b 0,66 a 0,66 a
IAA 2 mg/L 26 b 33,3b 1,33 ab 2,33b
IAA 3 mg/L 27b 11,1a 0,33 a 0,33 a
IAA 4 mg/L - - - -
IBA 1 mg/L 25b 11,1a 2,33 bc 4c
IBA 2 mg/L 25b 33,3Db 2,66 cd 4c
IBA 3 mg/L 23 ab 22,2b 3,66 de 4,66 ¢
IBA 4 mg/L 25b 22,2 b 1,33 ab 1,33 ab
NAA 1 mg/L 26,5b 22,2 b la 1,33 ab
NAA 2 mg/L 195a 33,3b 4de 5¢
NAA 3 mg/L 23 ab 77,7d 7,66 f 10,66 e
NAA 4 mg/L 24 b 44,4 ¢ 4,33 ¢ 9,33d

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, menunjukkan bahwa tidak
terdapat perbedaan yang nyata berdasarkan DMRT 5%
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Hormon auksin sering digunakan dalam merangsang pertumbuhan akar,
dikarenakan hormon ini aktif dalam proses pembelahan dan deferensiasi sel.
Setiap tanaman membutuhkan jenis dan konsentrasi auksin yang sesuai agar dapat
merangsang pertambahan jumlah akar (Maryamah, Kusmiyati, & Anwar, 2019).
Berdasarkan hasil DMRT 5% menunjukkan bahwa antara 3 auksin yang
digunakan yaitu 1AA, IBA dan NAA memiliki konsentrasi efektif masing-masing
dalam beberapa variabel pengamatan induksi akar delima hitam (Punica granatum
L.). Pada perlakuan kontrol (tanpa penambahan hormon) dan IAA 4 mg/L
menunjukkan tidak adanya akar yang tumbuh. Sesuai Arimarsetiowati & Ardiyani
(2012) IAA pada konsentrasi yang tinggi menghasilkan efek yang berlawanan
sehingga menyebabkan terhambatnya proses pertumbuhan pucuk dan akar.

Berdasarkan hasil DMRT 5% tersebut diketahui perlakuan terbaik terdapat
pada NAA 3 mg/L dengan hari muncul akar 23 hari setelah tanam, persentase
eksplan berakar 77.7%, jumlah akar 7.66 helai dan panjang akar 10.66 mm.
Berdasarkan penelitian Zaker, Abrishamchi, Asili, Mousavi, & Rezaee (2013) media
MS yang ditambahkan dengan 2 mg/L NAA merupakan media terbaik untuk
menumbuhkan akar adventif pada Perovskia abrotanoides Karel., pada perlakuan ini
persentase eksplan yang berakar 84.61% dengan jumlah 46.4 + 14.258. Perbanyakan
stek Gyrinops versteegii (Gilg.) perlakuan terbaik ditunjukkan pada penambahan
NAA 300 ppm dengan persentase stek berakar 63%, berat kering tunas 0.015
gram dan berat kering akar 0.023 gram, serta jumlah akar 14 helai (Nugraheni &
Putri, 2018). Perlakuan akar terbaik ditemukan pada tunas Elaeis guineensisyang
diberikan 2 mM NAA menghasilkan frekuensi rooting sebesar 80% (Sumaryono &
Riyadi, 2011).

Berdasarkan hasil DMRT 5% perlakuan dengan penambahan hormon IBA
efektif pada IBA 3 mg/L, dengan hari muncul akar 23 hari setelah tanam,
persentase eksplan berakar 22.2%, jumlah akar 3.66 helai dan panjang akar 4.66
mm. Sesuai Nazary Moghaddam Aghaye & Yadollahi (2012) Mikropropagasi
Almond GF, induksi akar terbaik diperoleh jumlah akar 2,167 dan panjang rata-
ratanya 11,2. Perlakuan yang diberikan dalam rooting tersebut yaitu dengan
penambahan IBA konsentrasi 3 mg/L. Zaitun kultivar Moraiolo diberikan



41

perlakuan dengan penambahan IBA dan NAA masing-masing memiliki
konsentrasi mulai dari O, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 mg/L. Perlakuan IBA 1,5 mg/L
ternyata menghasilkan rooting terbaik. Presentase eksplan sebesar 86,67% dengan
jumlah akar 5,03 per eksplan dan rata-rata panjangnya 4,95 cm(A. Ali, Ahmad,
Abbasi, & Hafiz, 2009).

Hasil dari DMRT 5% dari ketiga hormon yang digunakan, pada perlakuan
dengan penambahan IAA memiliki rata rata pertumbuhan akar yang paling rendah
dibandingkan dengan NAA dan IBA. Sesuai Maryamah, Kusmiyati, & Anwar (2019)
hormon IAA kurang stabil terhadap oksidasi dan cahaya, bila dibandingkan
dengan IBA dan NAA. NAA dan IBA lebih efektif dalam induksi rooting
daripada yang terjadi secara alami atau IAA sintetis. Sampai saat ini, hormon
yang paling banyak dipakai dalam rooting yaitu hormon IBA dan NAA
(Henrique, Campinhos, Ono, & De Pinho, 2006).

Perlakuan dengan penambahan hormon IAA efektif pada IAA 2 mg/L,
dengan hari muncul akar 26 hari setelah tanam, persentase eksplan berakar 33.3%,
jumlah akar 1.33 helai dan panjang 2.33 mm. Induksi perakaran kopi arabika,
auksin 1AA pada konsentrasi 0.1 mg/L menghasilkan akar terpanjang yaitu 4.31
mm. IAA pada konsentrasi rendah menghasilkan pemanjangan baik pada akar
maupun tunas kopi arabika (Arimarsetiowati & Ardiyani, 2012).

Semakin banyaknya jumlah akar pada suatu tanaman akan meningkatkan
penyerapan unsur hara dan air yang berguna dalam mendukung pertumbuhan dan
perkembangan tanaman (Sulasiah, Tumilisar, & Lestaria, 2015). Perawatan
tanaman dengan menggunakan auksin dapat meningkatkan kualitas akar seperti
meningkatkan jumlah akar primer dan sekunder (Sumaryono & Riyadi, 2011).
Hormon auksin bermanfaat dalam merangsang pemanjangan sel, pembentukan
akar adventif serta menghambat terbentuknya tunas aksilar dan tunas adventif
(Ulfa & Isda, 2020).

Tingkat panjangnya akar pada tanaman menentukan kemampuan suatu
tanaman tersebut dalam menyerap hara dan air bahkan pada daerah yang sulit
mencapai air jika dibandingkan dengan tanaman yang akarnya pendek. Bertambah

panjangnya akar pada tanaman dapat semakin memperkokoh tanaman serta
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garam-garam mineral dan air akan dengan mudah diserap dan disalurkan ke
batang dan daun (Sulasiah et al., 2015).

4.2.2 Konsentrasi Optimum Jenis Auksin

Keseimbangan zat pengatur tumbuh mulai jenis auksin yang digunakan
dan dengan konsentrasi yang optimal serta formulasi media sangat diperlukan
dalam induksi perakaran (Syahid & Kiristina, 2014). Konsentrasi optimum dari
berbagai auksin IAA, IBA dan NAA terhadap hari muncul akar dapat diketahui
dengan analisis regresi. Hasil dari analisis regresi terdapat pada gambar 4.1.

Hari muncul akar
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Gambar 4.1 Hasil analisis regresi pengaruh 1AA, IBA dan NAA terhadap hari
muncul akar subkultur tunas delima hitam (Punica granatum L.)

Hasil analisis regresi menunjukkan perbedaan signifikan pada hormon
IAA, IBA dan NAA. Hubungan antara konsentrasi IAA terhadap hari muncul akar
membentuk pola persamaan kuadratik y = 0.75x* - 2.75x + 28.5. Grafik hormon IAA
memiliki koefisien determinasi R2 = 1, yang berarti hubungan antara penambahan
IAA terhadap hari muncul akar yaitu sebesar 100%. Analisis deferensial
persamaan IAA tersebut diperoleh titik balik terendah pada koordinat (1.833 ;
25.979) yang artinya pada konsentrasi hormon IAA yang digunakan yaitu 1.833
mg/L dengan hari muncul akar 25.979 hari setelah tanam.
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Hubungan antara konsentrasi IBA terhadap hari muncul akar membentuk
pola persamaan kuadratik y = 0.5x? - 2.7x + 27.5. Grafik hormon IBA memiliki
koefisien determinasi Rz = 0.4, yang artinya hubungan antara penambahan IBA
terhadap hari muncul akar yaitu sebesar 40%. Analisis deferensial persamaan IBA
diperoleh titik balik terendah pada koordinat (2.7 ; 23.86) yang artinya konsentrasi
optimum hormon IBA yang diberikan adalah 2.7 mg/L dengan hari muncul akar
23.86 hari setelah tanam.

Hubungan antara konsentrasi NAA terhadap hari muncul akar membentuk
pola persamaan kuadratik y = 2.1667x* - 11.033x + 34.75. Grafik hormon NAA
memiliki koefisien determinasi R? = 0.7139, artinya hubungan antara penambahan
NAA terhadap hari muncul akar sebesar 71.39%. Analisis deferensial persamaan
NAA diperoleh titik balik terendah terdapat pada koordinat (2.546 ; 20.705) yang
memiliki arti konsentrasi optimum NAA terhadap hari muncul akar delima hitam
(Punica granatum L.) yaitu 2.546 mg/L dengan hari muncul akar 20.705 hari
setelah tanam.

Konsentrasi optimum dari hormon IAA, IBA dan NAA pada persentase
eksplan berakar dapat diketahui dengan analisis regresi. Hasil analisis regresi
tersaji pada gambar 4.2.
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Gambar 4.2 Hasil analisis regresi pengaruh IAA, IBA dan NAA terhadap
persentase eksplan berakar subkultur tunas delima hitam (Punica granatum L.)
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Hasil analisis regresi antara IAA, IBA dan NAA berbeda secara signifikan.
Hubungan antara IAA terhadap persentase eksplan berakar membentuk pola
persamaan kuadratik y = -5.55x? + 18.87x + 11.1 dengan koefisien determinasi R2
= 0.84, yang berarti hubungan antara penambahan IAA terhadap persentase
eksplan berakar yaitu sebesar 84%. Analisis deferensial persamaan pada grafik
IAA diperoleh titik tertinggi pada koordinat (1.7 ; 27.14) yang memiliki arti
bahwa persentase eksplan berakar pada IAA konsentrasi 1.7 mg/L adalah sebesar
27.14%.

Hubungan antara IBA terhadap persentase eksplan berakar membentuk
pola persamaan kuadratik y = -5.55x* + 29.97x - 11.1 dengan koefiensi
determinasi R°=0.6, yang berarti hubungan antara penambahan IBA terhadap
persentase eksplan berakar sebesar 60%. Analisis deferensial persamaan grafik
IBA diperoleh titik tertinggi terdapat pada koordinat (2.7 ; 29.36) yang memiliki
arti bahwa konsentrasi optimum IBA yang digunakan yaitu pada konsentrasi 2.7
mg/L dengan persentase 29.36%.

Pola persamaan kuadratik berdasarkan hubungan NAA terhadap
persentase eksplan berakar diperoleh rumus y = -11.108x? + 66.645x - 38.892
dengan koefisien determinasi R? = 0.6427. Koefisien determinasi tersebut berarti
hubungan antara penambahan NAA terhadap eksplan berakar sebesar 64.27%.
Analisis deferensial persamaan grafik NAA diperoleh titik tertinggi pada
koordinat (2.999 ; 61.071) yang artinya persentase eksplan berakar pada NAA
pada konsentrasi 2.999 mg/L adalah sebesar 61.071%.

Konsentrasi optimum masing masing hormon yang berpengaruh terhadap
jumlah akar dapat diketahui dengan analisis regresi. Berikut hasil analisis regresi
pada hormon IAA, IBA dan NAA (Gambar 4.3).
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Gambar 4.3 Hasil analisis regresi pengaruh IAA, IBA dan NAA terhadap jumlah
akar subkultur tunas delima hitam (Punica granatum L.)

Hasil analisis regresi menunjukkan adanya perbedaan secara signifikan
diantara hormon 1AA, IBA dan NAA. Grafik hubungan antara konsentrasi IAA
terhadap jumlah akar membentuk pola persamaan kuadratik y = -0.25x? + 0.95x +
0.0833 dengan koefisien determinasi R? = 0.72. Koefisien determinasi tersebut
memiliki arti bahwa hubungan antara penambahan IAA terhadap jumlah akar
yaitu sebesar 72%. Berdasarkan analisis deferensial persamaan tersebut diperoleh
titik tertinggi pada koordinat (1.9 ; 0.986) yang artinya pada IAA konsentrasi
optimum yaitu 1.9 mg/L dengan jumlah akar 0.986 helai.

Grafik hubungan konsentrasi IBA terhadap jumlah akar membentuk pola
persamaan y = -0.6667x* + 3.1333x - 0.3333 dengan koefisien determinasi R? =
0.712, artinya hubungan antara penambahan IBA terhadap jumlah akar yakni
sebesar 71.2%. Berdasarkan analisis deferensial persamaan grafik IBA tersebut
diperoleh titik tertinggi pada koordinat (2.35 ; 3.35) yang artinya jumlah akar pada
IBA konsentrasi 2.35 mg/L dengan jumlah akar 3.35 helai.

Hasil analisis regresi NAA menunjukkan adanya hubungan antara
konsentrasi NAA terhadap jumlah akar dan membentuk pola persamaan kuadratik

= -1.5833x? + 9.2833x - 7.0833 dengan koefisien determinasi Rz = 0.8682,
artinya hubungan antara penambahan NAA terhadap jumlah akar adalah sebesar
86.82%. Berdasarkan analisis deferensial persamaan tersebut diperoleh titik
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tertinggi pada koordinat (2.93 ; 12.89), artinya jumlah akar tertinggi tercapai pada
NAA konsentrasi 2.93 mg/L dengan jumlah akar 12.89 helai.

Konsentrasi optimum hormon IAA, IBA dan NAA terhadap panjang akar
tunas delima hitam (Punica granatum L.) dapat diketahui melalui analisis regresi.
Berikut hasil grafik analisis regresi perbandingan antara hormon IAA, IBA dan
NAA terdapat pada gambar 4.4.
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Gambar 4.4 Hasil analisis regresi pengaruh IAA, IBA dan NAA terhadap panjang
akar subkultur tunas delima hitam (Punica granatum L.)

Hasil analisis regresi menunjukkan perbedaan antara hormon IAA, IBA
dan NAA. Hubungan konsentrasi IAA terhadap panjang akar membentuk pola
persamaan kuadratik y = -0.5x* + 2.1x - 0.6667 dengan koefisien determinasi R2
= 0.5586. Koefisien determinasi tersebut memiliki arti bahwa hubungan antara
penambahan IAA terhadap panjang akar yaitu sebesar 55.86%. Analisis
deferensial persamaan grafik IAA diperoleh titik tertinggi yaitu pada koordinat
(2.1 ; 1.54) yang berarti pada konsentrasi IAA adalah 2.1 mg/L memiliki panjang
akar optimum 1.54 mm.

Hubungan antara konsentrasi IBA terhadap panjang akar membentuk pola
persamaan kuadratik y = -0.8333x> + 3.4333x + 1.1667 dengan koefisien
determinasi R? = 0.8339, terendah dibandingakan IAA dan NAA. Koefisien



47

determinasi tersebut berarti hubungan antara penambahan IBA terhadap panjang
akar adalah 83.39%. Analisis deferensial persamaan tersebut diperoleh titik
tertinggi pada koordinat (2.06; 4.703) yang berarti panjang akar tertinggi tercapai
pada IBA konsentrasi 2.06 mg/L dengan panjang akar 4.703 mm.

Hubungan konsentrasi NAA terhadap panjang akar membentuk pola
persamaan kuadratik y = -1.25x> + 9.2167x - 7.0833 dengan koefisien determinasi
R? = 0.9254, yang artinya hubungan antara penambahan NAA terhadap panjang
akar adalah sebesar 92.54%. Analisis deferensial persamaan grafik NAA tersebut
dapat diperoleh titik tertinggi pada koordinat (3.686 ; 9.906) yang artinya
konsentrasi optimum terhadap panjang tunas delima hitam (Punica granatum L.)
adalah 3.686 mg/L dengan panjang akar 9.906 mm).

Hasil analisis regresi pada 4 variabel pengamatan yaitu hari muncul akar,
persentase eksplan berakar, jumlah akar dan panjang akar menunjukkan grafik
polynomial. Grafik IAA, IBA dan NAA rata-rata sama, naik kemudian menurun
pada konsentrasi yang tinggi. Hal tersebut dapat dikarenakan kebutuhan tumbuhan
akan zat pengatur tumbuh atau hormon hanya dalam jumlah sedikit, sedangkan
jika konsentrasinya terlalu banyak maka akan mengakibatkan pelukaan, toksisitas
dan akan menghambat pertumbuhan tanaman. Sesuai Arimarsetiowati & Ardiyani
(2012) konsentrasi auksin yang tinggi pada beberapa jenis auksin dapat
menyebabkan pelukaan pada tumbuhan sehingga dapat menghambat pertumbuhan
akar. Berdasarkan Khudhur & Omer (2015) konsentrasi auksin yang tinggi justru

akan menghambat pemanjangan akar.

4.3 Morfologi akar

Berbagai auksin yang digunakan dalam induksi akar, selain mempengaruhi
pertumbuhan akar secara kuantitatif juga menunjukkan perbedaan secara kualitatif
pada morfologi akar. Berikut data pengamatan morfologi akar disajikan pada tabel
4.3.

Morfologi akar berdasarkan warna dan ukuran akar pada perlakuan
berbagai macam auksin terlihat adanya perbedaan. Perlakuan dengan penambahan
hormon IAA dan IBA memiliki warna akar yang putih kebeningan dengan ukuran
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akar yang kecil dan tipis. Sedangkan warna akar pada penambahan hormon NAA
putih kecoklatan dengan akar yang lebih besar dan terlihat lebih tebal. Morfologi
pada akar delima memiliki warna cokelat muda dengan kemampuan menembus
tanah sampai mencapai kedalaman 5-10 m (Agrotek, 2020). NAA merupakan
salah satu hormon auksin sintetik yang dapat mempercepat pertumbuhan bibit,
memperpanjang akar, merangsang terbentuknya akar serabut yang kuat dan

mendorong perpanjangan sel pucuk (Imam Mahadi, wan Syafi’i, 2015).

Gambar 4.5 Morfologi akar a. IAA 1 mg/L b. IAA 2 mg/L c. IAA 3 mg/L d. IAA
4 mg/L e. IBA1mg/L f. IBA2mg/L g. IBA 3 mg/L h. IBA 4 mg/L
i. NAA 1 mg/L j. NAA 2 mg/L k. NAA 3 mg/L I. NAA 4 mg/L

Penambahan hormon NAA merupakan pilihan yang baik untuk

merangsang pembentukan akar karena lebih stabil dan tidak dirusak oleh hormon
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sintetik yang lain (Imam Mahadi, wan Syafi’i, 2015). Sesuai Setiawan (2017)
penambahan jenis auksin yang berbeda pada suatu tanaman akan menyebabkan
perbedaan pula dalam pembentukan akar tumbuhan, tergantung kesesuaian jenis
auksin terhadap tumbuhan.

Akar yang dihasilkan pada penambahan berbagai macam auksin berupa
akar adventif selain tumbuh dibagian pangkal tunas, akar juga tumbuh pada
bagian tunas yang tumbuh kalus. Akar yang tumbuh tidak terdapat rambut akar,
dikarenakan pada lingkungan in vitro, nutrisi sudah dengan mudah didapatkan.
Sedangkan fungsi dari rambut akar adalah untuk memperluas daerah penyerapan
air dan zat hara. Sesuai Hidayat (1995) rambut akar berfungsi untuk menyerap air
dan zat hara dari tanah. Rambut akar berupa sel epidermis yang memanjang ke
luar, berbentuk tabung dan tegak lurus permukaan akar.

Selain tumbuh akar, eksplan juga menunjukkan adanya pertumbuhan
kalus, terutama pada perlakuan dengan penambahan IBA. Hal tersebut dapat
terjadi karena pengaruh dari hormon endogen yang terdapat pada tanaman
khususnya jenis sitokinin masih tinggi, sehingga dapat merangsang terbentuknya
kalus pada eksplan, selain itu dapat pula dikarenakan jenis auksin yang digunakan
tidak sesuai dengan eksplan yang digunakan. Jenis kalus yang dihasilkan
termasuk dalam kalus kompak. Sesuai Arimarsetiowati & Ardiyani (2012) pada
tanaman Pelargonium tomentosum dengan penambahan hormon IBA 0.8-1 mg/L
menghasilkan perakaran yang pendek gemuk serta cenderung membentuk kalus.
IBA termasuk salah satu auksin yang memiliki aktivitas yang lemah, cenderung
tetap berada pada daerah pemberian perlakuan dan memiliki translokasi yang
lemah. Berdasarkan Aicha, Rachida, & Abdelmalek (2013) Respon rooting yang
berbeda pada setiap spesies tanaman dapat dikarenakan beberapa faktor seperti rasio
sitokinin dan auksin endogen yaitu pengaruh dari media multiplikasi atau perbanyakan

tunas sebelumnya, kepekaan jaringan dalam menyerap auksin eksogen serta jenis eksplan

awal.

4.4 Dialog Hasil Penelitian dalam Perspektif Islam
Penelitian ini dilatar belakangi oleh tanaman delima hitam (Punica
granatum L.) yang berdasarkan beberapa penelitian memiliki manfaat yang sangat
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banyak terutama pada bidang kesehatan dan pengobatan, namun tanaman ini
jarang dikenal dan jarang diketahui keberadaannya oleh masyarakat. Delima
merupakan salah satu tanaman yang istimewa dibandingkan tanaman lainnya,
delima disebutkan secara khusus dalam ayat Al Qur’an dan Hadits Nabi. Surat Ar
Rahman [55] ayat 68 Allah berfirman:

GO H3 JA55 4486 Lagd

Artinya: “Di dalam keduanya (ada macam-macam) buah-buahan dan korma serta
delima”

Menurut tafsir Ibnu Katsir yang ditahgiq oleh Abdullah bin Muhammad
bin Abdurrahman bin Ishag Alu Syaikh (2007) menyebutkan bahwa au\jj JASg

“kurma serta delima”, ini tidak termasuk dalam bab ‘athaf (penyambungan) yang
khusus pada yang umum, sebagaimana yang ditetapkan oleh al-Bukhari dan
selainnya. Penyebutan kurma dan delima itu secara khusus karena kemuliannya
atas buah-buahan lainnya.

Sebuah hadits yang diriwayatkan dari Anas bin malik, Rasulullah SAW.
bersabda, “Pada semua delima, pastilah salah satu dari bebijian di dalamnya
berasal dari delima surga”

Hadits tersebut menjelaskan bahwa dari banyaknya biji yang terdapat di
dalam buah delima, salah satu atau sebagian dari bijinya berasal dari buah delima
surga. Delima selain istimewa dikarenakan termasuk dalam buah surga, tanaman
ini ternyata juga memiliki banyak manfaat khususnya dalam bidang kesehatan dan
pengobatan. Hampir semua bagian dari tanaman ini dapat dimanfaatkan sebagai
obat, mulai dari akar, batang, daun, bunga, kulit buah, buah dan biji.

Allah berfirman dalam Surah Asy Syuara ayat 7
DS 785 88 be & il 68 o291 ) 1353 51
Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai tumbuh-tumbuhan yang baik?”
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Rasulullah SAW. bersabda, “Makanlah delima dengan kulitnya karena
sesungguhnya buah delima baik untuk penghadaman perut” (HR. Ahmad,
Baihagi dan lbnu Sunni)

Delima hitam (Punica granatum L.) memiliki banyak manfaat seperti obat
lambung, obat cacing. Banyaknya manfaat dari buah delima hitam ini ternyata
tidak dibarengi dengan jumlah keberadaannya yang masih minim. Perbanyakan
delima hitam melalui biji terkendala kerasnya kulit biji, sehingga sulit
berkecambah dan banyak biji kosong yang embrionya tidak berkembang dengan
baik. Sedangkan perbanyakan melalui stek dan cangkok terkendala dengan jumlah
cabang tanaman delima yang terbatas, membutuhkan waktu lama dan biaya yang
mahal. Untuk itu, dibutuhkan perbanyakan secara modern dengan menggunakan
teknik kultur jaringan.

Media dalam kultur jaringan yang digunakan harus memiliki kadar atau
ukuran yang sesuai agar suatu tumbuhan dapat hidup di lingkungan in vitro
tersebut. Media yang digunakan dalm penelitian ini dipilih media MS dikarenakan
memiliki unsur hara makro dan mikro yang lebih lengkap jika dibandingkan
dengan media lainnya. Selain itu, kadar dan jenis hormon yang digunakan dapat
mempengaruhi arah dari pertumbuhan tanaman. Hormon auksin yang tinggi
dalam tanaman akan merangsang dalam pembentukan akar. Terdapat beberapa
jenis hormon auksin yang biasa digunakan dalam kultur jaringan, 3 diantaranya
adalah IAA, IBA dan NAA. Ketiga auksin tersebut memiliki karakteristik,
kelebihan dan kekurangan masing-masing sehingga perlu diteliti lebih lanjut jenis
hormon auksin dan konsentrasi yang sesuai dalam induksi perakaran delima hitam
(Punica granatum L.).

Allah berfirman dalam Surah Al Hijr ayat 19

0933 sish 8 be Laed Uill5 couls; Lged Ladlls B3 o255
Artinya: “Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya
gunung-gunung dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut

ukuran”
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Berdasarkan hasil dari penelitian ini telah diketahui beberapa konsentrasi
hormon auksin yang efektif dan efisien dalam induksi perakaran subkultur tunas
delima hitam (Punica granatum L.). Perlakuan terbaik terdapat pada NAA 3 mg/L
menghasilkan waktu muncul tunas 23 HST, menghasilkan persentase eksplan
berakar 77.73% dengan rerata jumlah dan panjang akar secara berurutan 7.66
helai dan 10.66 mm.

Induksi perakaran merupakan salah satu langkah teknik kultur jaringan.
Perakaran yang baik akan mendorong pertumbuhan yang baik juga pada tanaman
karena dapat menyerap nutrisi yang cukup dan mampu menopang berdiri
kokohnya suatu tumbuhan. Penelitian ini menunjukkan pada perlakuan NAA
morfologi akar yang dihasilkan lebih baik dibandingkan dengan perlakuan IAA
dan IBA. Morfologi akar lebih besar dan tebal berwarna putih kecoklatan serta
lebih kokoh.

Allah berfirman dalam surah Al Bagarah ayat 30

Sk 58 g Jasd 106383 (o801 g Yels ) aSodlal) ety 96 s

w

Y e QIET ) Bl fedily Hanse Fiad (535 sl dlasds b
D055

Artinya: “Ingatlah ketika Tuhanmu berfirman kepada para Malaikat:
"Sesungguhnya Aku hendak menjadikan seorang khalifah di muka

bumi”. Mereka berkata: "Mengapa Engkau hendak menjadikan
(khalifah) di bumi itu orang yang akan membuat kerusakan padanya

dan menumpahkan darah, padahal kami senantiasa bertasbih dengan

memuji Engkau dan mensucikan Engkau?” Tuhan berfirman:

"Sesungguhnya Aku mengetahui apa yang tidak kamu ketahui™

Allah telah menjadikan manusia sebagai kholifah di bumi ini. Sebagai
kholifah bukan hanya sekedar memanfaatkan dan mengambil yang terdapat di
alam ini namun harus senantiasa menjaga, mengelola kelestarian dan
keseimbangan alam. Untuk itu pada penelitian ini diharapkan dapat berkontribusi

dalam upaya melestarikan alam terutama tanaman delima hitam (Punica granatum
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L.) dengan metode kultur jaringan.

Penelitian kultur jaringan delima hitam (Punica granatum L.) yang
dilakukan ini merupakan salah satu upaya untuk membudidayakan delima hitam
(Punica granatum L.) yang saat ini sudah tergolong langka, sulit ditemui
keberadaannya. Sedangkan dalam pembudidayaan secara konvensional banyak
sekali menemui kendala dan bibit yang dihasilkan pun hanya sedikit dan dalam
waktu yang lama. Sedangkan dibalik itu, semua bagian tanaman ini memiliki
banyak sekali manfaat untuk obat dan kesehatan. Obat-obatan alami telah
diketahui pula lebih aman dan tidak menimbulkan efek samping seperti obat-
obatan kimia. Sebagai kholifah, seorang muslim harus mampu menjaga,
mengelola dan memanfaatkan dengan baik yang telah Allah berikan, termasuk
menjaga kelestarian dari tanaman delima hitam (Punica granatum L.) ini.

Keutamaan dari orang-orang Yyang bercocok tanam salah satunya
dijelaskan dalam hadits Rasulullah.

Dari Jabir bin Abdullah Ra. Dia berkata, Rasulullah bersabda:

“Tidaklah seorang muslim menanam tanaman lalu tanaman itu dimakan manusia,
binatang, ataupun burung melainkan tanaman itu menjadi sedekah baginya
sampai hari kiamat” (HR. Imam Muslim hadits no. 1552)

Hadits tersebut menjelaskan mengenai keutamaan seorang muslim yang
menanam suatu tanaman dan tanaman tersebut memiliki manfaat untuk orang lain
ataupun binatang yang hidup di sekitarnya maka tanaman tersebut bernilai sebagai
sedekah baginya sampai datangnya hari kiamat.

Menanam tanaman termasuk tindakan yang mulia karena dapat
melestarikan bumi menyeimbangkan ekosistem. Tanaman-tanaman yang ditanam
dapat menghasilkan oksigen dan menyerap karbondioksida sehingga dapat
mengurangi adanya polusi udara dan global warming.

Hikmah yang dapat diambil dari penelitian ini adalah tanaman delima
hitam (Punica granatum L.) memiliki kandungan fitokimia yang baik untuk
kesehatan. Teknik pembudidayaan melalui kultur jaringan mampu menghasilkan
bibit delima hitam (Punica granatum L.) yang unggul dan banyak dalam waktu

singkat sehingga masyarakat pada umumnya mudah memperoleh bibit delima
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hitam (Punica granatum L.) dengan mudah. Pembudidayaan delima hitam
(Punica granatum L.) ini juga bermanfaat untuk melestarikan alam, menjaga
keseimbangan alam serta menghindari terjadinya kepunahan pada delima hitam

(Punica granatum L.).



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil pengamatan dan analisis data mengenai penelitian
pengaruh auksin terhadap induksi akar subkultur tunas delima hitam (Punica
granatum L.) secara in vitro dapat disimpulkan bahwa :

1. Pemberian hormon NAA efektif dan optimal terhadap waktu muncul akar,
persentase eksplan berakar, jumlah akar, panjang akar dan morfologi akar
pada subkultur tunas delima hitam (Punica granatum L.)

2. Perlakuan terbaik terdapat pada NAA 3 mg/L menghasilkan waktu muncul
tunas 23 hari setelah tanam, menghasilkan persentase eksplan berakar 77.73%
dengan rata rata jumlah dan panjang akar secara berurutan 7.66 helai dan
10.66 mm.

5.2 Saran
Saran untuk penelitian berikutnya diharapkan:
1. Subkultur tunas sebagai eksplan dapat ditambahkan lagi sebelum induksi
perakaran
2. Waktu pengamatan dapat ditambahkan lagi agar mendapat akar yang lebih
kuat
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil Pengamatan
a. Hari muncul akar

. Ulangan
Perlakuan | Konsentrasi 1 5 3 Jumlah | Rata-rata
IAA 0 0 0 0 0
1 26 0 27 53 26.5
2 26 27 25 78 26
3 0 0 27 27 27
4 0 0 0 0 0
IBA 1 25 0 0 25 25
2 25 0 0 25 25
B 23 0 0 23 23
4 26 24 0 50 25
NAA 1 27 0 26 53 26.5
2 13 0 26 39 19.5
3 22 24 23 46 23
4 23 25 0 48 24

b. Persentase eksplan berakar

4 Ulangan
Perlakuan | Konsentrasi ¥ 3 5 Jumlah | Rata rata
Kontrol 0 0 0 0 0 0
IAA 1 33.3 0 33.3 66.6 22.2
2 33.3 33.3 33.3 100 33.3
3 0 0 33.3 33.3 11.1
4 0 0 0 0 0
IBA 1 333 0 0 333 11.1
2 100 0 0 100 | 33.33333
3 66.6 0 0 66.6 22.2
4 33.3 33.3 0 66.6 22.2
NAA 1 33.3 0 33.3 66.6 22.2
2 66.6 0 333 66.6 33.3
3 66.6 66.6 100 233.2 | 77.73333
4 66.6 66.6 0 133.2 44.4
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¢. Jumlah akar

Perlakuan

Konsentrasi

Ulangan
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Rata-rata
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d. Panjang akar
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Lampiran 2. Hasil SPSS

a. Hari muncul akar

ANOVA
HMA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 140.727 10 14.073 3.311 .009]
Within Groups 93.500 22 4.250
Total 234.227 32
HMA
Duncan
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2
NAA 2 mg/L 3 19.5000
IBA 3 mg/L 3 23.0000 23.0000
NAA 3 mg/L 3 23.0000 23.0000
NAA 4 mg/L 3 24.0000
IBA 1mg/L 3 25.0000
IBA 2 mg/L 3 25.0000
IBA 4 mg/L 3 25.0000
IAA 2 mg/L 3 26.0000
IAA 1 mg/L 3 26.5000
NAA 1 mg/L 3 26.5000]
IAA 3mg/L 3 27.0000
Sig. .061 .052

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.
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b. Persentase akar

ANOVA
Persentase
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 10426.334 10 1042.633 30.843 .000
Within Groups 743.707 22 33.805
Total 11170.041 32
Persentase
Duncan
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2 3 4
IAA 3 mg/L 3 11.1000
IBA 1 mg/L 3 11.1000
IAA 1 mg/L 3 22.2000
IBA 3 mg/L 3 22.2000
IBA 4 mg/L 3 22.2000
NAA 1 mg/L 3 22.2000
IAA 2 mg/L 3 33.3000
IBA 2 mg/L 3 33.3000
NAA 2 mg/L 3 33.3000
NAA 4 mg/L 3 44.4000
NAA 3 mg/L 3 77.7333
Sig. 1.000 .051 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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c. Jumlah akar

70

ANOVA

jumlah
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 140.614 10 14.061 35.694 .000
Within Groups 8.667 22 .394
Total 149.281 32
jumlah
Duncan
Subset for alpha = 0.05

perlakuan N 1 2 3 4 5 6
IAA 3 mg/L 3 58838
IAA 1 mg/L 3 .6667
NAA 1 mg/L 3 1.0000
IAA 2 mg/L 3 1.8333 1.3333
IBA 4 mg/L 3 1.3333 1.3333
IBA 1 mg/L 3 2.3333 2.3333
IBA 2 mg/L 3 2.6667 2.6667
IBA 3 mg/L 3 3.6667 3.6667
NAA 2 m/L 3 4.0000
NAA 4 mg/L 3 4.3333
NAA 3 mg/L 3 7.6667
Sig. .082 .077 522 .064 232 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
d. Panjang akar

ANOVA
panjang

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 349.428 10 34.943 67.830 .000
Within Groups 11.333 22 .515
Total 360.762 32




Duncan

panjang

Perlakuan

Subset for alpha = 0.05

2

3

4

IAA 3 mg/L
IAA 1 mg/L
IBA 4 mg/L
NAA 1 mg/L
IAA 2 mg/L
IBA 1 mg/L
IBA 2 mg/L
IBA 3 mg/L
NAA 2 mg/L
NAA 4 mg/L
NAA 3 mg/L
Sig.

83383
.6667
¥S883
1.3333

W W W W W W w w w

119

dl,
1.

2.

3333
3883
3338

.120

4.0000

4.0000

4.6000

5.0000

131

93888

1.000

10.6667

1.000

Means for grou

ps in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 3. Perhitungan dan pengambilan larutan stok hormon auksin

Perhitungan pembuatan stok hormon 100 mg/L dalam 100 ml aquades adalah

. 100m 100m 10m,
Larutan stok hormon auksin 100 mg/L= 9 = g =79
1L 1000 ml 100 ml

Perhitungan pengambilan hormon auksin pada media perlakuan sebagai berikut.

a. Konsentrasi 1 mg/L
M1xV1=M2xV2
100 mg/L x V1 =1 mg/L x 37.5 ml

37.5

V1=—=0.375ml
100

b. Konsentrasi 2 mg/L

M1xV1=M2xV2

100 mg/L x V1 =2 mg/L x 37.5 ml

V1="=0.75ml
100

c. Konsentrasi 3 mg/L
M1xV1=M2xV2
100 mg/L x V1 =3 mg/L x 37.5 ml

v1 =225 -1 125 m|

100

d. Konsentrasi 4 mg/L
M1xV1=M2xV2

100 mg/L x V1 =4 mg/L x 37.5 ml

vi=22-15ml

100
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Lampiran 4. Alat-alat Penelitian

Timbangan

Atk Autoklaf

Rak Kultur
. —

Gelas bekean

Botol Kultur
Elenmeyer

Hotplate and
Strirrer

Oven

Cawan Petri

Botol Spray Indikator pH

Alat diseksi
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Bunsen

Mikropipet

Tabung Reaksi




Lampiran 5. Bahan-bahan Penelitian

Aguades

EGULAR

BAYCLIN

Bakterisida

1 4 4

Alkohol 70_%

Agar

Media MS Instan

Alkohol 95%

Spirtus

NaOH 1%

HCI0,1 N

Tisu dan Kertas
Label

Karet dan
Plastik Tahan
Panas

Alumunium
Foil
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Hormon IAA \ Hormon IBA

Hormon NAA | Hormon BA
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