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ABSTRAK

Nurdiansyah, Uun. 2005. Pengaruh Konsentrasi 2,4-D (Dichlorophenoxyacetic Acid) dan
BAP (Benzil Amino Purine) pada Media MS Terhadap Induksi Kalus Daun
Afrika (Vernonia Amygdalina Del.). Skripsi. Juusan Biologi Fakultas Sains dan
Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing :
(1) Dr. H. Eko Budi Minarno, M.Pd. (II) Ach. Nashichuddin, M.A

Kata Kunci: 2,4-D, BAP, Kalus Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del.)

Tanaman daun afrika merupakan sayuran yang umum dan populer di Afrika Barat.
Selain sebagai bahan makanan bagi penduduk di peradaban Afrika tanaman ini juga di
manfaatkan sebagai obat. Peran tanaman ini dalam penggunaannya sebagai obat tradisional
dan pemenuhan nutrisi sangatlah besar dan telah banyak dibuktikan, adanya beberapa manfaat
tersebut tersebut dikarenakan terdapat beberapa senyawa seskuiterpen (vernolida, vernodalol,
vernolepin, vernodalin, dan vernomygdin). Metode untuk dapat mengoptimalkan kandungan
tersebut adalah dengan kultur kalus dengan cara penambahan konsentrasi 2,4-D dan BAP
sehingga mengakibatkan produksi kalus meningkat dan nantinya dapat dijadikan acuan
konsentrasi ZPT yang paling optimal dalam peningkatan metabolit sekunder. Tujuan dari
penilitian ini adalah 1.) untuk mengetahui pengaruh 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP
benzil amino purine. 2.) Untuk mengetahui pengaruh 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan
BAP benzil amino purine pada media MS terhadap kualitas kalus daun afrika (Vernonia
amygdalina Del.)

Penelitian ini termasuk dalam penelitian eksperimental yang menggunakan metode
RAL (Rancangan Acak Lengkap). Penelitian ini mengunakan 2 faktor yaitu pemberian
berbagai konsentrasi 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP benzil amino purine pada
media MS eksplan daun afrika (Vernonia amygdalina Del.) faktor 2,4-D dengan 3 taraf dan
faktor BAP dengan 4 taraf sehingga di dapatkan 12 kombinasi perlakuan dan setiap perlakuan
diulang 3 kali, total terdapat 36 percobaan.. Data yang di peroleh di analisis dengan
menggunakan one way (ANAVA). Apabila perlakuan berpengaruh nyata terhadap parameter
maka dilanjutkan dengan Uji Duncan Multiple Test (DMRT) pada taraf 5%.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa Kombinasi 2,4 D dan BAP berpengaruh nyata
pada parameter hari muncul kalus, parameter persentase pertumbuhan kalus dan parameter
berat basah kalus. Dari hasil pengamatan konsentrasi 2 mg/L BAP dan 2 mg/L 2,4-D adalah
konsentrasi yang paling optimal karena pada konsentrasi tersebut mempunyai nilai hari muncul
kalus 18 HST, pada parameter persentase pertumbuhan kalus menghasilkan nilai 53,3% dan
pada parameter berat basah kalus menghasilkan nilai 0,08 gram dan selalu menghasilkan nilai
signifikan dalam setiap parameter serta pada konsentrasi tersebut mempunyai hasil
kenampakan visual kalus yang optimal. Kombinasi 2,4 D dan BAP berpengaruh pada tektur
kalus yaitu rata rata kalus mempunyai tekstur intermediet, sedangkan pada media kontrol
bertektur kompak. Kombinasi 2,4 D dan BAP juga berpengaruh pada warna kalus, warna kalus
yang dominan adalah putih kehijauan.
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ABSTRACT

Nurdiansyah, Uun. 2005. Effect of 2,4-D Concentration (Dichlorophenoxyacetic Acid) and
BAP (Benzyl Amino Purine) on MS medium Against Leaf Callus Induction Africa
(Vernonia amygdalina Del.). Thesis. Department of Biology. Faculty of Science and
Technology. Maulana Malik Ibrahim State Islamic University, Malang. Advisors: (1)
Dr. H. Eko Budi Minarno, M.Pd. (1I) Ach. Nashichuddin, M.A.

Keywords: 2,4-D, BAP, Africa Leaf Callus (Vernonia amygdalina Del.)

African leaf plant is a vegetable that is a commonly found and popular in West Africa.
Besides as a foodstuff for African society, the plant is also consumed as a drug. The role of this
plant in its use as a traditional medicine and nutrition is very large and has a lot to prove, the
existence of some of these benefits is because there are several sesquiterpene (vernolida,
vernodalol, vernolepin, vernodalin, and vernomygdin). The Methods to optimize the compound
is the callus cultures by the addition concentration of 2,4-D and BAP resulting in increased
callus production and can later be used as a reference for the most optimal concentration of
PGR in improvement of secondary metabolites. The purpose of this research is 1) to investigate
the effect of 2,4-D dichlorophenoxyaetic benzyl BAP amino acid and purine. 2.) To determine
the effect of 2,4-D and BAP dichlorophenoxyaetic benzyl amino acid purine MS medium for
callus quality of African leaf (Vernonia amygdalina Del.) Keywords: 2,4-D, BAP, Africa Leaf
Callus (Vernonia amygdalina Del .)

This research included in experimental studies using RAL (completely randomized
design). This study employs two factors, namely the provision of a wide range of
concentrations of 2,4-D and BAP dichlorophenoxyaetic benzyl amino acid purine MS medium
leaf explants Africa (Vernonia amygdalina Del.) Factor of 2,4-D with 3 levels and BAP factor
with 4 levels so that in get 12 combinations of treatment and each treatment was repeated 3
times, a total of 36 trials. The data obtained was analyzed using one way (ANOVA). If the
treatment is significantly affecting the parameters then it is continued with Duncan Multiple
Test (DMRT) at 5%.

The results showed that 1. Combination 2,4D and BAP real effect on the day appears
callus parameter, parameter percentage callus growth and callus wet weight parameters. From
observations concentration of 2 mg / L BAP and 2 mg / L 2,4-D is the most optimal
concentration because at these concentrations has a value of 18 days appears callus HST, the
percentage of callus growth parameters resulted in 53.3% and the value of the parameter wet
weight of 0.08 grams callus generate value and always generate significant value in every
parameter and at these concentrations have results callus optimal visual appearance. 2.4 D and
BAP combinations affect the texture of callus which is an average of callus having intermediate
texture, whereas in the control medium textured compact. 2.4 D and BAP combinations also
affect the color of callus; callus dominant color is greenish-white.
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ABSTRACT

Nurdiansyah, Uun. 2005. Effect of 2,4-D Concentration (Dichlorophenoxyacetic Acid)
and BAP (Benzyl Amino Purine) on MS medium Against Leaf Callus Induction
Africa (Vernonia amygdalina Del.). Thesis. Department of Biology. Faculty of
Science and Technology. Maulana Malik Ibrahim State Islamic University, Malang.
Advisors: (1) Dr. H. Eko Budi Minarno, M.Pd. (I1) Ach. Nashichuddin, M.A.

Keywords: 2,4-D, BAP, Africa Leaf Callus (Vernonia amygdalina Del.)

African leaf plant is a vegetable that is a commonly found and popular in West
Africa. Besides as a foodstuff for African society, the plant is also consumed as a drug. The
role of this plant in its use as a traditional medicine and nutrition is very large and has a lot
to prove, the existence of some of these benefits is because there are several sesquiterpene
(vernolida, vernodalol, vernolepin, vernodalin, and vernomygdin). The Methods to
optimize the compound is the callus cultures by the addition concentration of 2,4-D and
BAP resulting in increased callus production and can later be used as a reference for the
most optimal concentration of PGR in improvement of secondary metabolites. The purpose
of this research is 1) to investigate the effect of 2,4-D dichlorophenoxyaetic benzyl BAP
amino acid and purine. 2.) To determine the effect of 2,4-D and BAP dichlorophenoxyaetic
benzyl amino acid purine MS medium for callus quality of African leaf (Vernonia
amygdalina Del.) Keywords: 2,4-D, BAP, Africa Leaf Callus (Vernonia amygdalina Del

This research included in experimental studies using RAL (completely randomized
design). This study employs two factors, namely the provision of a wide range of
concentrations of 2,4-D and BAP dichlorophenoxyaetic benzyl amino acid purine MS
medium leaf explants Africa (Vernonia amygdalina Del.) Factor of 2,4-D with 3 levels and
BAP factor with 4 levels so that in get 12 combinations of treatment and each treatment
was repeated 3 times, a total of 36 trials. The data obtained was analyzed using one way
(ANOVA). If the treatment is significantly affecting the parameters then it is continued
with Duncan Multiple Test (DMRT) at 5%.

The results showed that 1. Combination 2,4D and BAP real effect on the day
appears callus parameter, parameter percentage callus growth and callus wet weight
parameters. From observations concentration of 2 mg / L BAP and 2 mg / L 2,4-D is the
most optimal concentration because at these concentrations has a value of 18 days appears
callus HST, the percentage of callus growth parameters resulted in 53.3% and the value of
the parameter wet weight of 0.08 grams callus generate value and always generate
significant value in every parameter and at these concentrations have results callus optimal
visual appearance. 2.4 D and BAP combinations affect the texture of callus which is an
average of callus having intermediate texture, whereas in the control medium textured
compact. 2.4 D and BAP combinations also affect the color of callus; callus dominant color
is greenish-white.



ABSTRAK

Nurdiansyah, Uun. 2005. Pengaruh Konsentrasi 2,4-D (Dichlorophenoxyacetic Acid)
dan BAP (Benzil Amino Purine) pada Media MS Terhadap Induksi Kalus
Daun Afrika (Vernonia Amygdalina Del.). Skripsi. Juusan Biologi Fakultas Sains
dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik lbrahim Malang.
Pembimbing : (1) Dr. H. Eko Budi Minarno, M.Pd. (1) Ach. Nashichuddin, M.A

Kata Kunci: 2,4-D, BAP, Kalus Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del.)

Tanaman daun afrika merupakan sayuran yang umum dan populer di Afrika Barat.
Selain sebagai bahan makanan bagi penduduk di peradaban Afrika tanaman ini juga di
manfaatkan sebagai obat. Peran tanaman ini dalam penggunaannya sebagai obat tradisional
dan pemenuhan nutrisi sangatlah besar dan telah banyak dibuktikan, adanya beberapa
manfaat tersebut tersebut dikarenakan terdapat beberapa senyawa seskuiterpen (vernolida,
vernodalol, vernolepin, vernodalin, dan vernomygdin). Metode untuk dapat
mengoptimalkan kandungan tersebut adalah dengan kultur kalus dengan cara penambahan
konsentrasi 2,4-D dan BAP sehingga mengakibatkan produksi kalus meningkat dan
nantinya dapat dijadikan acuan konsentrasi ZPT yang paling optimal dalam peningkatan
metabolit sekunder. Tujuan dari penilitian ini adalah 1.) untuk mengetahui pengaruh 2,4-D
dichlorophenoxyaetic acid dan BAP benzil amino purine. 2.) Untuk mengetahui pengaruh
2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP benzil amino purine pada media MS terhadap
kualitas kalus daun afrika (Vernonia amygdalina Del.)

Penelitian ini termasuk dalam penelitian eksperimental yang menggunakan metode
RAL (Rancangan Acak Lengkap). Penelitian ini mengunakan 2 faktor yaitu pemberian
berbagai konsentrasi 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP benzil amino purine pada
media MS eksplan daun afrika (Vernonia amygdalina Del.) faktor 2,4-D dengan 3 taraf
dan faktor BAP dengan 4 taraf sehingga di dapatkan 12 kombinasi perlakuan dan setiap
perlakuan diulang 3 kali, total terdapat 36 percobaan.. Data yang di peroleh di analisis
dengan menggunakan one way (ANAVA). Apabila perlakuan berpengaruh nyata terhadap
parameter maka dilanjutkan dengan Uji Duncan Multiple Test (DMRT) pada taraf 5%.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa Kombinasi 2,4 D dan BAP berpengaruh
nyata pada parameter hari muncul kalus, parameter persentase pertumbuhan kalus dan
parameter berat basah kalus. Dari hasil pengamatan konsentrasi 2 mg/L BAP dan 2 mg/L
2,4-D adalah konsentrasi yang paling optimal karena pada konsentrasi tersebut mempunyai
nilai hari muncul kalus 18 HST, pada parameter persentase pertumbuhan kalus
menghasilkan nilai 53,3% dan pada parameter berat basah kalus menghasilkan nilai 0,08
gram dan selalu menghasilkan nilai signifikan dalam setiap parameter serta pada
konsentrasi tersebut mempunyai hasil kenampakan visual kalus yang optimal. Kombinasi
2,4 D dan BAP berpengaruh pada tektur kalus yaitu rata rata kalus mempunyai tekstur
intermediet, sedangkan pada media kontrol bertektur kompak. Kombinasi 2,4 D dan BAP
juga berpengaruh pada warna kalus, warna kalus yang dominan adalah putih kehijauan.
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PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Tumbuhan merupakan salah satu bahan obat tradisional yang telah dikenal
sejak dahulu kala. Penggunaan obat tradisional oleh masyarakat pada saat ini
semakin meningkat. Salah satu penyebabnya adalah masyarakat telah menerima
dan membuktikan manfaat dan kegunaan tumbuhan obat dalam pemeliharaan
kesehatan. Menurut World Healthy Organization (WHO), hampir 80% umat
manusia, menggantungkan dirinya pada tumbuh-tumbuhan sebagai bahan obat
dalam memelihara kesehatannya (Kartasapoetra, 1992). Semua itu tidaklah
kebetulan, melainkan dengan benar, dalam hal ini terdapat tujuan dan manfaat
dalam penciptaan-Nya. Tumbuhan merupakan salah satu ciptaan Allah SWT yang
banyak digunakan oleh manusia.

Sehubungan dengan tumbuhan obat Allah SWT telah berfiman dalam Al-

Quran Surat Asy Syuaraa ayat 7 sebagai berikut:
” >z @2 PR f:/ﬂ; > Z . 95" 1 oa,/ -1 /E
s 55 F o e B VIG5 A5

Artinya : “dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapkah banyaknya
kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh tumbuhan yang
baik? ’(Qs. Asy Syuaraa:7).

Terkait tumbuhan obat dapat dikemukakan bahwasanya manfaat bagi

manusia sudah djelaskan dalam Al Qur’an pada surat Asy Syuaraa ayat 7.

Dijelaskan dalam tafsir Al-Misbah (Shihab, 2001), betapa banyaknya Kami

tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuhan yang baik lagi berguna, yang



dapat dimakan oleh manusia dan binatang ternak. Ayat di atas menjelaskan bahwa
Allah SWT menciptakan tumbuhan-tumbuhan yang baik untuk dimanfaatkan
salah satunya dimanfaatkan sebagai tumbuahn obat. Tumbuhan memiliki banyak
manfaat yang tidak terhitung jumlahnya. Satu diantaranya adalah tumbuhan daun
afrika (Vernonia amygdalina Del.)

Tanaman daun Afrika merupakan sayuran yang umum dan populer di
masyarakat Afrika Barat. Selain sebagai bahan makanan bagi penduduk Afrika
tanaman ini juga di manfaatkan sebagai obat. Peran tanaman ini dalam
penggunaannya sebagai obat tradisional dan pemenuhan nutrisi sangatlah besar dan
telah banyak dibuktikan (Dalazen et al. 2005).

Dalam penggunaannya untuk kepentingan pengobatan, daun Afrika dapat
digunakan untuk mengobati berbagai macam penyakit, seperti demam, malaria,
diare, disentri, hepatitis, eksema, batuk, hemoroid dan mempertahankan kadar gula
darah yang sehat (Ifeoma et al.2010). Ekstrak akar tanaman daun afrika juga
digunakan untuk menangani malaria dan penyakit saluran pencernaan. Salah satu
penggunaannya yang paling umum dalam hal pengobatan yaitu sebagai obat cacing
usus termasuk cacing nematoda (Farombi 2003). Ekstrak akar dan daunnya
menunjukkan adanya aktivitas antimalaria terhadap plasmodium berghei
(Atangwho et al. 2009). Daun afrika mengandung senyawa golongan saponin,
flavonoid, sesquiterpen lakton dan glikosida steroid. Daun ini berguna sebagai
bahan baku obat (ljeh dan Ejike, 2010).

Daun Afrika banyak dimanfaatkan pada saat segar, dan sangat jarang dijual

dalam bentuk kemasan. Artinya tumbuhan Daun Afrika memerlukan sangat banyak



benih karena produksi dan cara pemanenan tanaman tersebut mirip dengan sayuran.
Sekarang masyarakat luas sudah mulai mengenal dan mengetahui cara pemanfaatan
daun afrika, sehingga perlu adanya pengadaan benih yang melimpah untuk
pemenuhan pasar. Pengembangan budidaya tanaman daun afrika belum banyak
dilakukan oleh peneliti di daerah Asia Tenggara. Untuk meningkatkan kualitas
benih dan juga peningkatan kandungan obat dalam tanaman ini belum banyak
dilakukan.

Daun Afrika mengandung berbagai metabolit sekunder yang sudah
diketahui antara lain beberapa lakton seskuiterpen yang diidentifikasi adalah
vernolide, vernodalol, vernolepin, vernodalin dan hydroxyvernolide (Erasto et al.,
2006). Senyawa metabolit sekunder dapat diperoleh secara konvensional yaitu
dengan ekstraksi langsung dari organ tumbuhan. Namun cara tersebut
membutuhkan budidaya tanaman dengan skala besar sehingga mengalami kesulitan
dalam penyediaan tanaman, dan karena itu diperlukan lahan untuk mengembangkan
tanaman tersebut. Disamping itu proses ekstraksi, isolasi dan pemurniannya
membutuhkan biaya mahal. Selain itu apabila harus dibuat sintetik, harganya akan
mahal karena proses pemurnian dan struktur aktifnya sangat kompleks (Baladrin
dan Klocke, 1988). Sehingga usaha usaha untuk mendapatkan metabolit sekunder
terus menerus dilakukan dan penelitian penelitian dengan memanfaatan kultur
jaringan tanaman saat ini merupakan plihan yang tepat untuk dikembangkan

(Lenny, 2006).



Kultur jaringan dapat digunakan sebagai salah satu alternatif untuk
memproduksi bahan bioaktif dalam tumbuhan. Baladrin et al (1985) menerangkan
bahwa keunggulan penggunaan teknik kultur jaringan adalah metabolit sekunder
yang dihasilkan mudah dimurnikan karena sel-sel yang dihasilkan tidak banyak
mengandung pigmen dan juga terdapat lebih dari 30 metabolit sekunder yang dapat
dihasilkan melalui kutur jaringan dengan tingkat konsentrasi yang jauh lebih tinggi
dari tumbuhan induknya. Hal ini dapat mengurangi biaya pemurnian menjadi lebih
murah. Selain itu dengan teknik kultur jaringan tidak membutuhkan lahan yang
luas, bahan yang banyak, dan dapat diproduksi secara terus-menerus dan waktu
yang dibutuhkan untuk siklus sel lebih cepat (George dan Sherington, 1984).

Hardiyanto (2004) menambahkan bahwa teknik kultur jaringan untuk
mendapatkan metabolit sekunder dari kalus mempunyai keuntungan diantaranya
menghemat waktu, tenaga, dapat diproduksi dalam jumlah yang cukup banyak
dengan kondisi yang terkontrol dan dapat diproduksi sesuai dengan kebutuhan.
Teknik kultur jaringan yang digunakan untuk memproduksi metabolit sekunder
salah satunya adalah melalui teknik kultur kalus. Kalus adalah sekumpulan sel
amorphous (tidak berbentuk atau belum terdefferensiasi) yang terbentuk dari sel-
sel yang membelah terus menerus secara in vitro. Dengan kultur jaringan produksi
metabolit sekunder dapat diperoleh setiap saat karena tidak tergantung kondisi
lingkungan seperti iklim dan kondisi tanah (Khaniyah, 2012).

Kombinasi zat pengatur tumbuh yang digunakan atau ditambahkan ke
dalam medium merupakan faktor utama penentu keberhasilan kultur In vitro kalus.

Melalui modifikasi komposisi media, maka terjadi seleksi sel-sel yang mempunyai



sifat khusus. Hal ini berarti bahwa media tumbuh menentukan kuantitas dan
kualitas kalus. Sel yang jumlahnya paling banyak merupakan sel-sel yang paling
cepat membelah dan sel yang paling sedikit adalah sel yang paling lambat
pertumbuhannya. Media seleksi dapat berdasarkan unsur-unsur hara atau zat
pengatur tumbuh yang ditambahkan ke dalam media (Yusnita. 2004).

Pada kebanyakan tumbuhan monokotil media kultur kalus banyak
menggunakan zat pengatur tumbuh auksin yang dikombinasikan dengan sitokinin
(Rahayu, 2013). Bentuk bentuk auksin yang biasa ditambahkan ke dalam media
kultur adalah 2,4-D (Dichlorophenoxy Acetic Acid), IBA (Indolebuthyric Acid),
NAA (Napthalena Acetic Acid) dan IAA (Indole-3 Acetic Acid) (Gunawan, 1998).
Jenis media pertumbuhan kalus sitokinin yang biasa di tambahkan kedalam media
kultur adalah BAP (6 benzyl amino purine), kinetin, 2iP (6-0-0 dimethiyl
allylaminopurine), TDZ (thidiazuron), Zeatin dan Kinetin.

Penelitian yang dilakuan oleh Lewu (2011), pada induksi kalus tanaman
Daun Afrika sebagai penelitian awal untuk pembentukan tunas baru yang berasal
dari kalus, menunjukan bahwa persentase pembentukan kalus maksimum dalam 10
hari setelah tanam, persentase tertinggi produksi kalus dibentuk pada medium yang
mengandung 1 mg/L BAP dengan hasil kalus rata-rata 26,7% dari eksplan yang
diuji bertekstur remah dan berwarna hijau keputihan. Peningkatan konsentrasi
hormon di atas 1 mg/L dan juga perpaduan konsentrasi BAP dan NAA
menunjukkan penurunan progresif dalam pembentukan kalus.

Penilitian yang dilakukan oleh Petrova (2011), pada salah satu famili

Asteraceae yaitu pada tanaman Arnica montana Linn. melaporkan bahwa



perpaduan konsentrasi antara 2,4 D 1mg/L dan BAP 1mg/L mampu mengiduksi
kalus 50% pada saat subkultur dengan waktu 10 hari setelah inisiasi dan kalus
berwarna pucat kehijauan serta bertekstur remah.

Pemberian zat pengatur tumbuh yang tepat akan mempengaruhi kalus yang
dibentuk dari suatu eksplan. Zat pengatur tumbuh yang sering digunakan untuk
mengiduksi kalus adalah auksin dan sitokinin. Pada penelitian ini hormon auksin
yang digunakan adalah 2,4 D dan hormon sitokinin yang digunakan adalah BAP.
2,4-D merupakan auksin sintetis yang sering digunakan untuk mengiduksi
terbentuknya kalus dari jaringan tanaman (Abidin, 1985). Menurut Santoso dan
Nursandi (2002) BAP merupakan salah satu golongan sitokinin yang mempunyai
sifat stabil, lebih murah, lebih efektif , BAP juga mendorong pembentukan kalus
dan sekaligus dapat merangsang munculnya tunas dari kalus yang terbentuk

Zat pengatur tumbuh auksin yang sering ditambahkan dalam media kultur
adalah 2,4-D (Dichlorophenoxy Acetic Acid), Zat pengatur tumbuh ini bersifat
stabil karena tidak mudah mengalami kerusakan oleh cahaya maupun pemanasan
pada waktu sterilisasi (Hendaryono dan Wijayani, 1994). Penambahan 2,4-D dalam
media akan merangsang pembelahan dan pembesaran sel pada eksplan sehingga
dapat memacu pembentukan dan pertumbuhan kalus serta meningkatkan senyawa
kimia alami flavonoid.

Berdasarkan paparan masalah di atas, penulis melakukan penelitian ini untuk
mengetahui pengaruh konsentrasi 2,4 D dan BAP terhadap induksi kalus dan
kualitas kalus yang nantinya dapat dijadikan sebagai penelitain awal dalam hal

peningkatan metabolit sekunder. Maka penelitian yang berjudul pengaruh



konsentrasi 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP benzil amino purine pada
media MS terhadap induksi kalus daun afrika (Vernonia amygdalina Del.) ini

penting untuk dilakukan.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah:

1. Bagaimana pengaruh 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP benzil
amino purine pada media MS terhadap induksi kalus daun afrika (Vernonia
amygdalina Del.)?

2. Bagaimana pengaruh 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP benzil
amino purine pada media MS terhadap kualitas kalus daun afrika (Vernonia
amygdalina Del.)?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dalam penelitan ini adalah:

1. Untuk mengetahui pengaruh 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP
benzil amino purine pada media MS terhadap induksi kalus daun afrika
(Vernonia amygdalina Del.)

2. Untuk mengetahui pengaruh 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP
benzil amino purine pada media MS terhadap kualitas kalus daun afrika

(Vernonia amygdalina Del.)



1.4 Hipotesis

1.

2.

Hipotesis dalam penelitian ini adalah:

Ada pengaruh 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP benzil amino
purine pada media MS terhadap induksi kalus daun afrika (Vernonia
amygdalina Del.)

Ada pengaruh 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP benzil amino
purine pada media MS terhadap kualitas kalus daun afrika (Vernonia

amygdalina Del.)

1.5 Manfaat Penelitian

1.

Menambah wawasan ilmu pengetahuan dalam bidang kultur jaringan
tumbuhan daun afrika (Vernonia amygdalina Del.)

Memberikan informasi tentang konsentrasi zat pengatur tumbuh dalam hal
peningkatan metabolit sekunder maupun induksi kalus pada tanaman daun
afrika (Vernoia amygdalina Del.)

Memberikan informasi tentang produksi metabolit sekunder dan juga teknik

perbanyakan kultur jaringan melalui kalus

1.6 Batasan Masalah

1.

2.

Jenis tanaman yang digunakan sebagai eksplan adalah daun afrika
(Vernonia amygdalina Dell.)
Benih tanaman daun afrika (Vernonia amygdalina Del.) berasal dari

pembenihan tanaman obat Anugerah Natur alami Bogor



Bagian tanaman yang dijadikan sebagai eksplan adalah daun nomor 2 dari
yang termuda tanaman daun afrika (Vernonia amygdalina Del.) karena tidak
mudah rusak apabila dilakukan sterilisasi dan juga relatif lebih cepat
membelah.

Media yang digunakan adalah media MS dengan penambahan Zat Pengatur
Tumbuh 2,4 D dan BAP.

Konsentrasi zat pengatur tumbuh 2,4 D adalah 0 mg/L, 2 mg/L, 4 mg/L.
Konsentrasi zat pengatur tumbuh BAP adalah 0 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L, 3
mg/L

Parameter yang diamati adalah kuantitas dan kualitas kalus. Kuantias kalus
meliputi hari muncul kalus, persentase pertumbuhan kalus dan berat basah
kalus. Serta kualitas kalus meliputi warna kalus dan tekstur kalus (sebagai

penanda adanya klorofil, sel selnya aktif membelah).
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del.)
2.1.1 Deskripsi Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del.)
Vernonia amygdalina Dell. atau yang secara umum disebut dengan bitter

leaf dan memiliki sinonim Gymnanthemum amygdalinum adalah salah satu jenis
tanaman dari famili Asteraceae dengan ketinggian 2 sampai 5 meter atau bahkan
dapat mencapai 10 meter dan memiliki daun yang berwarna hijau dengan bau yang

khas dan rasanya yang pahit (Khalafalla et al. 2009).

Berikut adalah sistematika tumbuhan (lbrahim, et al., 2004).
Kerajaan Plantae

Divisi Spermatophyta

Subdivisi  Angiospermae

Kelas Dicotyledoneae

Bangsa  Asterales

Suku Asteraceae

Marga Vernonia

Jenis Vernonia amygdalina Del.

10
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Gambar 2.1 Tanaman Daun afrika (Sumber koleksi pribadi)

Daun Afrika mempunyai ciri-ciri morfologi sebagai berikut: Batang tegak
tingginya rata rata 1-3 m dapat mencapai 10 m, lebar kanopi mencapai 40 cm?,
percabangan banyak, batang bulat, berkayu, berwarna coklat sampai abu abu; daun
majemuk, anak daun berhadapan, panjang 15-25 cm, lebar 5-8 cm, tebal 7-10 mm,
berbentuk seperti ujung tombak, tepi bergerigi, ujung runcing, pangkal membulat,
pertulangan menyirip, berwarna hijau tua, akar tunggang (ljeh, 2010).

Daun afrika tumbuh secara alami di sepanjang sungai dan danau, di
pinggiran hutan dan padang rumput, sampai 2000 m dpl. Daun afrika sering tumbuh
di daerah-daerah yang tidak dirawat seperti lahan pertanian ditinggalkan, dan dapat
ditemukan tumbuh di hutan sekunder. Namun seiring manfaat dan kandungannya
sebagai obat yang telah ditemukan dan dibuktikan kini Duan afrika semakin banyak
di budidayakan. Dalam pembudidayaan daun afrika membutuhkan intensitas sinar
matahari yang tinggi. Tumbuhan ini lebih menyukai lingkungan yang lembab
meskipun cukup toleran kekeringan. Tanaman ini dapat tumbuh pada semua jenis
tanah, tetapi pembudidayaan sebaiknya dilakukan pada tanah humus (Katende,

1995).
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Daun afrika dapat tumbuh menjadi pohon, namun dalam budidayanya
tanaman ini sering dipangkas sehingga sering terlihat seperti semak. Setelah
dibudidayakan pada lahan, daun atau tunas muda dapat diambil sampai 7 tahun, tapi
untuk produksi komersial petani lebih memilih tanaman yang lebih muda. Tanaman
berbunga di musim kemarau (Januari dan awal Februari di Afrika Barat dan
Tengah). Pemanenan hanya daun menghambat pertumbuhan kembali, hal tersebut
dapat merangsang pertumbuhan tunas baru sehingga memperlambat inisiasi bunga.
Menjelang musim kemarau daun baru menjadi lebih kecil dan menjadi hijau keabu-
abuan warna gelap; rasanya pahit, terutama daun yang dekat dengan perbungaan
(Khalafalla et, al 2009).

2.1.2 Manfaat Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del.)

Daun afrika dikenal secara luas di beberapa negara yaitu Cina, Afrika,
Malaysia, Singapura dan Nigeria sebagai sayuran, olahan makanan dan ekstrak
aqueous sebagai tonik berbagai penyakit . Memiliki karakteristik aroma, rasa getir
dan kandungan kimia sebagai obat. Penelitian mengenai farmakologis menunjukan
ekstrak daun dari tanaman. Daun afrika mengandung hypoglycemic dan
hypolipidaemic yang dapat digunakan sebagai pengontrol kadar glukosa darah pada
penderita diabetes mellitus. Disamping memperlihatkan aktifitas hypoglycemic,
daun afrika juga aman dikonsumsi sebagai makanan ataupun obat karena tidak
menunjukan efek berlawanan dengan hati dan ginjal (Katende 1995).

Beberapa penelitian telah membuktikan khasiat dan kandungan dari daun
afrika. Tanaman tersebut juga dapat digunakan sebagai obat tradisional untuk
mengobati sakit gigi, radang gusi, rematisme, anti malaria, anti diare, penyakit

kelamin, penyakit usus, antioksidan. Selain sebagai pengobatan pada manusia,
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tanaman tersebut juga dapat dijadikan sebagai bahan proteksi hama dan penyakit
tanaman karena diketahui mengandung zat antimikroba (Ofori et al, 2013).

Rasa pahit daun afrika disebabkan oleh lakton seskuiterpen (misalnya
vernodalin, vernolepin dan vernomygdin) dan glukosida steroid (vernoniosides).
Beberapa senyawa ini memiliki aktivitas antiparasit yang signifikan, terutama
vernodalin dan vernonioside B1. Vernodalin dan vernomygdin memiliki aktivitas
sitotoksik (Leung, 1968).

Ekstrak air daun amygdalina Vernonia menunjukkan tindakan sitostatik
untuk menghambat pertumbuhan sel kanker payudara manusia. Dalam tes dengan
tikus ekstrak sesquiterpene dari daun menunjukkan aktivitas antihepatotoksik.
Ekstrak daun dan kulit akar menunjukkan aktivitas antimalaria terhadap
Plasmodium berghei dan Plasmodium falciparum pada tikus. kayu Vernonia
amygdalina dilaporkan dapat melawan bakteri yang signifikan pada penyakit
periodontal (Ifeoma, 2011)

Daun afrika telah terbukti mengandung jumlah yang signifikan dari lipid
,protein dengan asam amino esensial yang tinggi, karbohidrat dan serat. Tanaman
ini juga telah terbukti mengandung jumlah yang cukup dari asam askorbat dan
caroteinoids. Serta beberapa kandungan lainnya Kalsium, zat besi, kalium, fosfor,
mangan, tembaga dan kobalt (Ejoh et al, 2007;. Eleyinmi et al., 2008).

Beberapa penelitian lain tentang daun afrika adalah bahwa akar dan ranting
tanaman digunakan untuk pengobatan lambung dan masalah pencernaan di Hausa
Nigeria Utara, sementara rebusan dari daun digunakan dalam mengobati demam

malaria di Guinea dan batuk di Ghana. Pada beberapa daerah di Nigeria, batang
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digunakan sebagai tongkat untuk membersihan mulut dengan cara dikunyah, dan
untuk merawat kesehatan gigi. Di Malawi dan Uganda, daun afrika digunakan
untuk membantu kontraksi uterus post-partum, menginduksi laktasi dan
mengontrol perdarahan post-partum (Mugisha, 2004). Banyak dari penggunaan
tradisional dari tanaman ini telah diteliti secara ilmiah.

2.1.3 Kandungan Kimia Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del.)
Hasil penelitian (Ejoh, et al., 2007; ljeh, 2010) menunjukkan bahwa

tanaman daun Afrika banyak mengandung nutrisi dan senyawa kimia, antara lain
adalah sebagai berikut: protein 19,2%, serat 19,2%, karbohidrat 68,4%, lemak
4,7%, asam askorbat 166,5 mg/100 g, karotenoid 30 mg/100 g, kalsium 0,97 g/ 100
g, besi 7,5 mg/100 g, fosfor, kalium, sulfur, natrium, mangan, tembaga, zink,
magnesium dan selenium. Senyawa Kimia yang terkandung dalam daun Afrika
antara lain: saponin (vernoniosida dan steroid saponin), seskuiterpen lakton
(vernolida, vernodalol, vernolepin, vernodalin, dan vernomygdin), flavonoid,
koumarin, asam fenolat, lignan, xanton, terpen, peptida, dan luteolin. Daun Afrika
telah banyak digunakan untuk obat-obatan dan telah banyak penelitian yang telah
dilakukan untuk tumbuhan tersebut seperti antioksidan, antimutagenik, antikanker
antidiabetes (Atangwho, et al., 2007) dan analgetik (Njan, et al., 2008).

Beragam kandungan fitokimia telah diteliti, komponen senyawa kimia yang
telah ditemukan di dalam daun afrika adalah adanya oksalat dan tanin (Eleyinmi et
al., 2008). Rasa pahit Daun afrika adalah karena memiliki kandungan saponin jenis
vernoniosides. Selain itu juga terdapat lakton seskuiterpen pada daun. Beberapa
lakton seskuiterpen yang diidentifikasi adalah vernolide, vernodalol, vernolepin,

vernodalin dan hydroxyvernolide (Erasto et al.,, 2006). Igile et al. (1994)
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melaporkan adanya flavonoid luteolin, luteolin 7-O-B- glucoroniside dan luteolin
7-O-B-glukosida, dalam daun afrika. Peneliti lain telah mengkonfirmasikan adanya
Phytochemical lainnya hadir dalam daun adalah terpen, coumarin, asam fenolik,
lignan, xanthones dan antrakuinon (Tona et al, 2004.). Izevbigie (2003) telah
melaporkan kehadiran bio-aktif peptida yang disebut edotides di daun. Prinsip bio-
aktif ini dapat bertindak sendiri-sendiri, atau sinergis untuk menghasilkan hasil

untuk nilai-nilai obat.
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Gambar 2.2 Rumus bangun beberapa kandungan kimia yang ditemukan di

daun Vernonia amygdalina Del. Sumber Journal of Medicinal
Plants Research (ljeh dan Ejike, 2011)

2.2 Kultur Jaringan Tumbuhan
2.2.1 Pengertian Kultur Jaringan Tumbuhan

Kultur dapat didefinisikan sebagai teknik membudidayakan jaringan agar
menjadi organisme yang utuh dan mempunyai sifat yang sama dengan induknya.
Kultur jaringan merupakan salah satu cara perbanyakan tanaman secara vegetatif.
Kultur jaringan merupakan teknik perbanyakan tanaman dengan cara mengisolasi

bagian tanaman seperti daun, mata tunas, serta menumbuhkan bagian-bagian
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tersebut dalam media buatan secara aseptik yang kaya nutrisi dan zat pengatur
tumbuh dalam wadah tertutup yang tembus cahaya sehingga bagian tanaman dapat
memperbanyak diri dan bergenerasi menjadi tanaman lengkap. Kultur jaringan
adalah serangkaian kegiatan yang dilakukan untuk membuat bagian tanaman (akar,
tunas, jaringan tumbuh tanaman) tumbuh menjadi tanaman utuh (sempurna)
dikondisi in vitro (George dan Sherington, 1984).

Yuwono (2006) juga menyatakan bahwa teknik kultur jaringan merupakan
alternatif perbanyakan tanaman bukan media tanah, melainkan dalam medium
buatan di dalam tabung. Teknik ini sekarang sudah sudah berkembang luas
sehingga bagian tanaman yang digunakan sebagai bahan awal perbanyakan tidak
hanya berupa jaringan melainkan juga dalam bentuk sel sehingga juga dikenal
sebagai kultur sel. Oleh karena itu teknik ini secara umum disebut teknik kultur in
vitro.

Keuntungan dari kultur jaringan lebih hemat tempat, hemat waktu, dan
tanaman yang diperbanyak dengan kultur jaringan mempunyai sifat sama atau
seragam dengan induknya. Contoh tanaman yang sudah lazim diperbanyak secara
kultur jaringan adalah tanaman anggrek. Metode kultur jaringan dikembangkan
untuk membantu memperbanyak tanaman, khususnya untuk tanaman yang sulit
dikembangbiakkan secara generatif. Bibit yang dihasilkan dari kultur jaringan
mempunyai beberapa keunggulan, antara lain: mempunyai sifat yang identik
dengan induknya, dapat diperbanyak dalam jumlah yang besar sehingga tidak
terlalu membutuhkan tempat yang luas, mampu menghasilkan bibit dengan jumlah

besar dalam waktu yang singkat, kesehatan dan mutu bibit lebih terjamin, kecepatan
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tumbuh bibit lebih cepat dibandingkan dengan perbanyakan konvensional (George
dan Sherington, 1984).

2.2.2 Teknik Kultur Jaringan Tumbuhan

Dasar teknik kultur jaringan adalah bahwa sel tanaman mempunyai sifat
totipotensi yaitu kemampuan sel untuk tumbuh dan berkembang membentuk
tanaman lengkap dalam medium aseptik yang mengandung unsur hara dan zat
pengatur tumbuh yang sesuai (Abidin, 1982).

Tahapan yang dilakukan dalam perbanyakan tanaman dengan teknik kultur
jaringan adalah Pembuatan media, Inisiasi, Sterilisasi , Multiplikasi, Pengakaran
dan Aklimatisasi. Semua tahapan tersebut dilakukan pada kondisi yang aseptik
artinya terbebas dari mikroorganisme yang dapat mengakibatkan kontaminasi pada
eksplan (Gunawan, 1995).

Kultur jaringan merupakan salah satu teknik dalam perbanyakan tanaman
secara klonal untuk perbanyakan masal. Keuntungan pengadaan bibit melalui kultur
jaringan antara lain dapat diperoleh bahan tanaman yang unggul dalam jumlah
banyak dan seragam, selain itu dapat diperoleh biakan steril sehingga dapat
digunakan sebagai bahan untuk perbanyakan selanjutnya untuk mendapatkan hasil
yang optimum maka penggunaan media dasar dan zat pengatur tumbuh yang tepat
merupakan faktor yang penting (Purnamaningsih dan Lestari, 1998). Kombinasi
media dasar dan zat pengatur tumbuh yang tepat akan meningkatkan aktivitas
pembelahan sel dalam proses morfogenesis dan organogenesis.

2.2.3 Media
Keberhasilan dalam penggunaan kultur jaringan tumbuhan sangat

bergantung pada media yang digunakan. Media ini tidak hanya menyediakan unsur
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hara (makro dan mikro) tetapi juga karbohidrat (gula) untuk menngantikan karbon
yang di dapat dari atmosfer melalui fotosintesis. Hasil yang lebih baik akan
diperoleh, bila dalam media tersebut ditambahkan vitamin, asam amino dan zat
pengatur tumbuh (Gunawan, 1998).

Banyak formulasi media yang berbeda dalam hal kuantitas maupun kualitas
komponennnya. Salah satu formulasi yang banyak digunakan adalah Murashige
and Skoog (MS) yang telah ditemukan dan dipublikasikan oleh Thosio Murashige
and Skoog pada tahun 1962. Formulasi dasar dari MS ternyata dapat digunakan
untuk sejumlah spesies tanaman dalam perbanyakan kultur jaringan (George &
Sherrington, 1984).

Umunya media kultur jaringan tersusun atas komponen hara makro, hara
mikro, vitamin, gula, asam amino dan N-organik, persenyawaan kompleks alamiah,
buffer, arang aktif, ZPT dan bahan pemadat. Faktor lain yang tidak kalah penting
adalah pengaturan pH media. Tingkat keasaman harus diatur agar tidak
mengganggu fungsi membran sel dan pH sitoplasma. Sel sel tanaman
membutuhkan pH yang sedikit asam berkisar antara 5,5 — 5,8 (Alitalia, 2008).

2.2.4 Teknik kultur kalus

Kalus adalah suatu kumpulan sel amorphous yang terjadi dari sel-sel
jaringan yang membelah diri secara terus menerus. Penelitian pembentukan kalus
pada jaringan terluka pertama kali dilakukan oleh Sinnott pada tahun 1960.
Pembentukan kalus pada jaringan luka dipacu oleh zat pengatur tumbuh auksin dan
sitokinin endogen (Dodds & Roberts, 1983). Secara in vivo, kalus pada umumnya
terbentuk pada bekas-bekas luka akibat serangan infeksi mikro organisme seperti

Agrobacterium tumefaciens, gigitan atau tusukan serangga dan nematoda. Kalus



19

juga dapat terbentuk sebagai akibat stress (George & Sherrington, 1984). Kalus
yang diakibatkan oleh hasil dari infeksi bakteri A. tumefaciens disebut tumor.

Menurut George dan Sherington (1984), kultur kalus selain dapat digunakan
sebagai teknik perbanyakan tanaman, juga merupakan salah satu cara untuk
memproduksi senyawa metabolit sekunder. Kalus merupakan massa sel yang belum
berdeferensiasi, biasanya terbentuk akibat adanya luka atau akibat kerja hormon
auksin dan sitokinin. Sel sel yang membentuk kalus adalah berupa sel parenkim
(Pierik, 1987).

Tujuan kultur kalus adalah untuk memperoleh kalus dari eksplan yang
diisolasi dan ditumbuhkan dalam lingkungan terkendali. Kalus diharapkan dapat
memperbanyak dirinya (massa selnya) secara terus menerus. Sel-sel penyusun
kalus berupa sel parenkim yang mempunyai ikatan yang renggang dengan sel-sel
lain. Dalam kultur jaringan, kalus dapat dihasilkan dari potongan organ yang telah
steril, di dalam media yang mengandung auksin dan kadang-kadang juga sitokinin.
Organ tersebut dapat berupa kambium vaskular, parenkhim cadangan makanan,
perisikle, kotiledon, mesofil daun dan jaringan provaskular. Kalus mempunyai
pertumbuhan yang abnormal dan berpotensi untuk berkembang menjadi akar, tunas
dan embrioid yang nantinya akan dapat membentuk plantlet (Yuwono, 2006)

Beberapa kalus ada yang mengalami pembentukan lignifikasi sehingga
kalus tersebut mempunyai tekstur yang keras dan kompak. Namun ada kalus yang
tumbuh terpisah-pisah menjadi fragmen-fragmen yang kecil, kalus yang demikian
dikenal dengan kalus remah (friable). Warna kalus dapat bermacam-macam

tergantung dari jenis sumber eksplan itu diambil, seperti warna kekuning-kuningan,
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putih, hijau, atau kuning kejingga-jingaan sampai kecoklatan karena adanya

pengaruh pigmen pada tanaman tersebut (Andaryani, 2010).

Gambar 2.3 Tekstur kalus a) kalus remah, b) kalus kompak, c)kalus
intermediet (1.remah, 2.kompak) (Ramasami, 2005)

Indikator pertumbuhan ekplan pada budidaya invitro berupa warna kalus.
Kondisi warana kalus yang bervariasi disebabkan oleh adanya pigmentasi, cahaya,
dan bagian bagian tanaman yang dijadikan sebagai sumber eksplan. Esplan yang
cenderung kecoklatan disebabkan kondisi eksplan yang secara mempunyai

kandungan fenol tinggi (Hendayono dan Wijayani, 1994).

Gambar 2.4 Contoh Visualisasi Warna Kalus a. Putih b. Putih
kehijauan c. Hijau d. Hijau kekuningan e. Putih kecoklatan
(Lutviana, 2012).

Pada umumnya untuk eksplan yang mempunyai kambium tidak perlu
penambahan ZPT untuk menginduksi terbentuknya kalus karena secara alamiah
pada jaringan berkambium yang mengalami luka akan tumbuh kalus untuk

menutupi luka yang terbuka. Namun pada kasus lain, menurut Kordan (Dodds &
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Robert, 1983) keberadaan kambium di dalam eksplan tertentu dapat menghambat
pertumbuhan kalus bila tanpa penambahan zat pengatur tumbuh eksogen.
Penambahan ZPT tersebut dapat satu macam atau lebih tergantung dari jenis
eksplan yang digunakan. Pembelahan sel di dalam eksplan dapat terjadi tergantung
dari ZPT yang digunakan, seperti auksin, sitokinin, auksin dan sitokinin, dan
ekstrak senyawa organik komplek alamiah.

Kalus dapat diinisiasi dari hampir semua bagian tanaman, tetapi organ yang
berbeda menunjukkan kecepatan pembelahan sel yang berbeda pula. Jenis tanaman
yang menghasilkan kalus, meliputi dikotil berdaun lebar, monokatil,
gymnospermae, pakis dan moss. Bagian tanaman seperti embrio muda, hipokotil,
kotiledon dan batang muda merupakan bagian yang mudah untuk dediferensiasi dan
menghasilkan kalus (Yusnita. 2004).

Eksplan batang, akar dan daun menghasilkan kalus yang heterogen dengan
berbagai macam sel. Kadang-kadang jaringan yang kelihatannya seragam
histologinya, ternyata menghasilkan kalus dengan sel yang mempunyai DNA yang
berbeda yang mencerminkan level yang berbeda. Begitupun pada kultur akar kalus
yang dihasilkan dapat berupa campuran sel dengan tingkat yang berbeda (Yusnita.
2004).

2.2.5 Nutrisi dalam Media pada Kultur Kalus

Keberhasilan teknik kultur in vitro terutama disebabkan oleh pengetahuan
yang baik tentang kebutuhan hara sel dan jaringan yang dikulturkan (Gamborg,
1991). Nutrisi dalam media mempengaruhi kesehatan, daya hidup, pertumbuhan sel
jaringan, organ dan differensiasi planlet. Menurut Dodds dan Roberts (1995),

komponen media dalam kultur jaringan tanaman meliputi makro dan mikronutrien,
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vitamin, sumber karbon dan zat pengatur tumbuh (ZPT). Komponen makronutrien
dalam media terdiri dari nitrogen (N), fosfor (P), potasium (K), kalsium (Ca), sulfur
(S) dan magnesium (Mg). Mikronutrien meliputi besi (Fe), mangan (Mn), seng
(Zn), boror (Br), tembaga (Cu), molibnum (Mo) dan klor (Cl). Komponen media
tersebut akan mempengaruhi pertumbuhan dan metabolisme sel dalam media kultur
(Ramawat, 1999).

Menurut Wetherell (1982), sumber karbon dan sumber energi harus ada
dalam media kultur. Karbohidrat adalah salah satu senyawa organik sebagai sumber
karbon yang ada dalam media kultur jaringan. Karbohidrat sangat dibutuhkan untuk
memacu pertumbuhan sel dan berperan dalam metabolisme sel. Sumber karbon
dalam media kultur adalah glukosa, fruktosa, galaktosa dan sukrosa. Sukrosa dan
glukosa dengan konsentrasi 2-4% merupakan sumber karbon yang paling cocok
diberikan dalam media kultur (Wetter dan Constabel, 1991). Menurut Dodds dan
Roberts (1995), jumlah sukrosa dan glukosa yang sering ditambahkan dalam media
adalah 20.000-30.000 mg/l. Pemberian variasi konsentrasi sukrosa yang lebih
ataupun kurang dari kadar normal (20-30 g/l) dalam media dapat menimbulkan stres
pada biosintesis metabolit sekunder dan juga menyebabkan perubahan tekanan
osmotik (Manuhara, 1995).

2.2.6 Zat Pengatur Tumbuh

Konsep ZPT diawali dengan konsep hormon tanaman, hormon ini adalah
senyawa-senyawa organik tanaman yang dalam konsentrasi yang rendah dapat
mempengaruhi fungsi fisiologis dari tanaman. Proses ini seperti pembukaan
stomata, translokasi serta penyerapan hara. ZPT sangat dibutuhkan sebagai

komponen media bagi pertumbuhan dan diferensiasi. Tanpa penambahan ZPT
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dalam medium biasanya pertumbuhan tanaman akan sangat lambat. Pembentukan
kalus dan organ-organ tanaman ditentukan oleh penggunaan yang tepat dari ZPT
tersebut (Santoso dan Nursandi, 2005).

Zat pengatur tumbuh tanaman adalah senyawa organik selain nutrisi
tumbuhan, yang dalam jumlah sedikit dapat mendukung, menghambat,serta dapat
mempengaruhi setiap proses fisiologis tumbuhan. Hormon tumbuhan merupakan
zat organik yang dihasilkan oleh tumbuhan atau buatan, yang dalam konsentrasi
rendah dapat mengatur proses fisologis. Hormon biasanya bergerak dari bagian
tanaman yang menghasilkan menuju kebagian lainnya (Abidin, 1983).

Zat pengatur tumbuh mempunyai peran yang sangat penting dalam mengatur
pertumbuhan dan perkembangan eksplan di dalam kultur. Pertumbuhan dan
morfogenesis eksplan dalam kulturin vitro diatur oleh interaksi dan keseimbangan
zat pengatur tumbuh pada media dengan hormon endogen yang terdapat dalam
eksplan (George dan Sherrington, 1984). Menurut Gunawan (1987) penambahan
zat pengatur tumbuh eksogen akan mengubah level zat pengatur tumbuh endogen
sel. Perimbangan zat pengatur tumbuh auksin dan sitokinin yang sesuai akan sangat
besar pengaruhnya untuk menghasilkan plantlet.

Terdapat lima kategori utama zat pengatur tumbuh, yaitu auksin (1AA,
NAA, IBA dan 2,4 D), giberelin, sitokonin (kinetin, benziladenil, zeatin), etilen dan
penghambat pertumbuhan seperti asam absisat (ABA) (Schrimer, 2012).

2.2.6.1 2,4 D (2,4 Dichlorophenoxyacetic Acid)

Auksin umumnya berpengaruh terhadap pemanjangan sel, pembentukan
kalus dan akar adventif serta menghambat pembentukan tunas aksilar. Dalam

konsentrasi rendah auksin akan memacu pembentukan akar adventif, sedangkan
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dalam konsentrasi tinggi mendorong pembentukan kalus (Pierik, 1997). Auksin
yang sering dipakai dalam kultur jaringan adalah IAA (Indoleacetic Acid), 2,4-D
(2,4-Dichlorophenoxyacetic  Acid), IBA (Indolebutyric Acid) dan NAA
(Naphtaleneacetic Acid) (George dan Sherrington, 1984).

Pendekatan yang umum digunakan dalam menginduksi embrio somatik
adalah mengkulturkan jaringan tanaman dalam medium yang mengandung auksin,
misalnya 2,4-D. Respon awal eksplan terhadap 2,4-D adalah pembentukan kalus
sebagai wujud dediferensiasi. Kalus merupakan massa sel yang tidak terorganisir
yang awalnya merupakan jaringan penutup luka, dimana sel-sel yang pada awalnya
dorman (quiescent) terdiferensiasi kembali (dediferensiasi). Dediferensiasi terjadi
karena sel-sel tumbuhan (jaringan), yang secara alamiahnya bersifat autotrof
dikondisikan menjadi heterotrof dengan cara memberikan nutrisi yang cukup
kompleks di dalam medium kultur, sehingga sel-sel membelah secara tidak
terkendali membentuk massa sel yang tidak terorganisir (kalus).

Sebagian sel-sel kalus yang terbentuk bersifat embrionik, yaitu kalus yang
hanya memiliki kemampuan untuk terus membelah (proliferasi) menghasilkan sel-
sel kalus yang baru, sebagian lagi bersifat embriogenik yaitu kalus yang dapat
berkembang menjadi embrio somatik setelah kalus tersebut ditransfer ke dalam
medium yang sesuai dan tidak mengandung auksin atau 2,4-D (George dan
Sherrington, 1984). Embrio somatik dapat terbentuk melalui dua jalur, yaitu secara
langsung maupun tidak langsung (melewati fase kalus). Keberhasilan akan tercapai

apabila kalus atau sel yang digunakan bersifat embriogenik yang dicirikan oleh sel
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yang berukuran Kkecil, sitoplasma padat, inti besar, vakuola kecil-kecil dan

mengandung butir pati (Wiendi et al., 1991).

P
OH

Cl Cl

Gambar 2.5 Struktur Kimia 2,4 D (2,4- diklorofenoksiasetat)
(Zulkarnain, 2009)

2.2.6.2 ZPT BAP (Benzil Amino Purin)

Salah satu zat pengatur tumbuh yang sering digunakan adalah zat pengatur
tumbuh yang berasal dari kelompok sitokinin. Menurut Badriah et al. (1998),
sitokinin berpengaruh terhadap inisiasi tunas. Jenis sitokinin yang yang paling
sering dipakai adalah 6-Benzyl AminoPurine (BAP) karena efektivitasnya tinggi
(Yusnita, 2003).

Sitokinin merupakan turunan dari adenin. Sitokinin sangat penting dalam
pengaturan pembelahan sel dan morfogenesis. Sitokinin yang pertama ditemukan
adalah kinetin. Sitokinin yang biasa digunakan dalam kultur jaringan adalah
kinetin, zeatin, 2ip, BAP/BA, PBA, 2C 1-4 PU: N, 2,6-C 1-4 PU: N, dan thidiazuron
(Gunawan, 1992). Sitokinin alami banyak terdapat pada akar muda, biji dan buah
yang belum masak, dan endosperma (Gardner et al., 1991). Peran fisiologis
sitokinin adalah mendorong pembelahan sel, morfogenesis, pertunasan,
pembentukan Kkloroplas, pembentukan umbi pada kentang, pemecahan dormansi,
pembukaan stomata, pembungaan dan pembentukan buah partenokarpi, serta

menghambat senesen dan absisi. Pengaruh sitokinin di dalam kultur jaringan



26

tanaman antara lain berhubungan dengan proses pembelahan sel, proliferasi tunas
ketiak, penghambatan pertumbuhan akar, dan induksi umbi mikro (Armini et al.,
1991).

BAP adalah salah satu golongan sitokinin yang mempunyai sifat lebih
stabil, lebih murah dan lebih efektif di bandingakn kinetin. BAP medorong
pertumbuhan kalus dan sekaligus merangsang munculnya tunas dari kalus yang
terbentuk (Hendaryono, 1994).

Sitokinin telah ditemukan di hampir semua tumbuhan yang lebih tinggi serta
lumut, jamur, bakteri, dan juga di banyak tRNA dari prokariota dan eukariota. Saat
ini ada lebih dari 200 sitokinin alami dan sintetis serta kombinasinya. Konsentrasi
sitokinin yang tertinggi di daerah meristematik dan daerah potensi pertumbuhan
berkelanjutan seperti akar, daun muda, pengembangan buah-buahan, dan biji-bijian
(Hendaryono dan Wijayani, 1994).

Sitokinin biasanya diaplikasikan untuk merangsang timbulnya tunas pada
kultur in vitro. Menurut Yusnita (2003) jenis sitokinin yang di gunakan adalah
BAP. BAP merupakan golongan sitokinin aktif yang bila di berikan pada tunas
pucuk dan mendorong pebelahan sel. Selain itu BAP juga dapat digunakan sabagai
komposisi media kultur dalam hal induksi kalus.

BAP mempunyai struktur yang sama dengan kinetin, akan tetapi lebih
efektif bila dibandingkan dengan kinetin, karena memiliki gugus benzil (Alitalia,
2008). Umumnya tanaman memiliki respon yang baik dengan BAP, dibandingkan
dengan kinetin sehingga BAP lebih efektif untuk memproduksi tunas in vitro

maupun induksi kalus in vitro (Ramasami, 2005).
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Menurut Wattimena (1988) BAP merupakan ZPT yang tergolong sitokinin
sintetik yang memiliki berat molekul sebesar 225.26 dengan rumus molekul
C12H11Ns (Gambar 2.7), yang dalam penggunaannya dipengaruhi oleh ZPT lainnya.
Kosmiatin et al. (2005) melaporkan bahwa media kultur yang berisi 1 mg/l BAP
menghasilkan induksi dan multiplikasi tunas terbaik pada perbanyakan dan

perkecambahan gaharu secara in vitro.

- HM / \\\\N
\_/ ,
Gambar 2.6 struktur kimia BAP (Zulkarnain, 2009)

2.3 Kajian Keislaman Tentang Media atau Tanah yang Subur

Pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan merupakan suatu proses yang
penting dalam kehidupan suatu spesies. Pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan
berlangsung secara terus menerus sepanjang hidup, bergantung pada hasil asimilasi
serta iklim yang mendukung. Pertumbuhan dalam arti sempit berarti pembelahan
sel (peningkatan jumlah) dan perbesaran sel (Peningkatan ukuran). Kedua proses
ini adalah proses saling mendukung dan tidak dapat dipisahkan satu sama lain.
Dalam pertumbuhan dan perkembangan tanaman perlu adanya lingkungan tumbuh
yang sesuai dengan yang di butuhkan oleh tanaman.

Firman Allah SWT dalam surat Al-A’raf ayat 58 berikut mengungkapkan
media tumbuh atau tanah yang sesuai dengan pertumbuhan dan perkembangan

suatu tanaman.
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Artinya: “ Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan seizin
Allah; dan tanah yang tidak subur, tanaman tanamannya hanya tumbuh
merana. Demikianlah Kami mengulangi tanda tanda kebesaran (Kami)
bagi orang orang yang bersyukur.” (QS. Al A’raaf: 58)

Kata MY} pada ayat ini adalah dimaksudkan sebagai tanah, dan sifat C,%BT
menandakan menandakan bahwa tanah tersebut baik dan subur. Sedangkan sifat
&JA menandakan bahwa tanah tersebut dipenuhi dengan bebatuanda kerikil,
hingga membuatnya subur. Ada yang mengatakan bahwa ayat ini adalah
perumpamaan untuk hati, karena hati yang baik akan menerima nasehat dan
peringatan, sedangkan hati yang fasik akan menolak semua itu (Qurthubi, 2008).

Firman Allah SWT “Demikianlah Kami mengulangi tanda tanda kebesaran
(Kami) bagi orang orang yang bersyukur.”. arti dai huruf Kaf pada kata @4’:\/5
adalah sebagaimana. Maksudnya adalah Sebagaimana Kami telah memberikan
tanda tanda, Hujjah Hujjah, dan dalil dalil untuk menolak kemusyrikan, Kami juga
memberikan tanda tanda atas segala yang dibutuhkan oleh manusia (Qurthubi,
2008).

Abu Ja’far berkata: Allah berfirman, “Negeri yang baik itu tanahnya subur
dan airnya segar. Tumbuh tumbuhannya keluar apabila Allah menurunkan hujan
dan mengirimkan kehidupan kepadanya dengan izin-Nya. Tumbuh tumbuhan itu

mengeluarkan buah-buahan yang baik pada saat itu. & 5 ngg ,Sedangkan tanah
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yang tidak subur dan airnya asin. ’C}é 3? , Maka tumbuh-tumbuhannya tidak
keluar 75_/%5 \j\/ melainkan sangat sulit (Thabari, 2008).

Firman Allah “Demikianlah Kami mengulangi tanda tanda kebesaran
(Kami) bagi orang orang yang bersyukur.” Maksudnya adalah: Demikanlah Kami
menjelaskan tanda-tanda kebesaran Kami itu satu demi satu. Kami tunjukan hujjah
demi hujjah, dan kami berikan contoh demi contoh, bagi kaum yang besyukur
kapada Allah SWT atas segala karunia-Nya kepada mereka, yaitu Hidayah. Dia
telah perlihatkan jalan yang Dia perintah untuk diikuti, agar mereka menjauhi jalan
kesesatan yang diperintah untuk dijauhi. Inilah perumpamaan yan diberikan oleh
Allah SWT kepada orang mukmin dan kafir. Negeri yang tanahnya subur, yang
mengeluarkan tumbuh-tumbuhan dengan izin Tuhannya adalah perumpamaan
orang yang beriman. Sedangkan tanah yag tidak subur, tidak dapat mengeluarkan
tumbuh-tumbuhan, Kecuali tanaman yang tumbuh akan merana. Iltulah
peumpamaan orang kafir (Thabari, 2008).

Dalam Tasir Al Maraghi (1993) “Dan negeri yang buruk, tidak keluar
tanam tanaman kecuali secara sedikit.” Maksud ayat, sesmgguhnya dibumi itu, di
antaranya ada yag tanahnya baik dan pemurah, yang tanaman tanamanya keluar
dengan mudah dan tumbuh dengan cepat. Dengan demikian banyak hasilnya dan
enak buah buahannya. Ada pula diantaranya yang tanahnya buruk, seperi tanah
hitam berbatu, dan tanah tandusyang tanam tanamannya tidak tumbuh karena

jumlahnya tidak seberapa, kecuali dngan kesulitan.
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Dengan cara penggambaran yang indah seerti itulah kami mengulangi ayat
ayat yang menunukan atas kekuasaan kami yang nyata. Dan kami mengulanginya
kepada kaum yan bersyukur atas nikmat nikamt kami menggunakan manfaatnya
kepada kaum yang bersyukur. Ayat ni diakhiri oleh Allah dengan menyebutkan
Syukur & )jizs karena sasaran ayat ini adalah agar orang mengambil petunjuk

dari ilmu amal dan bimbingan yang lurus (Maraghi, 1993).

Shihab  (2010) menyatakan bahwa “Dan tanah yang baik,
tanamantanamannya tumbuh subur dengan seizin Allah”. Yakni tanah yang baik
mengeluarkan tetumbuhannya dengan cepat dan subur. Seperti yang disebut dalam
ayat yang lain, yaitu firmanNya Ali Imran 37: “dan menumbuhkannya dengan
pertumbuhan yang baik”. Adapun firman Allah SWT.: “dan tanah yang tidak
subur, tanaman tanamannya hanya tumbuh merana”. Menurut Mujahid lainnya,
tanah yang tidak subur ialah seperti tanah yang belum digarap dan belum siap untuk
ditanami, serta tanah lainnya yang tidak dapat ditanami. Ali ibnu Abu Talhah
meriwayatkan dari Ibnu Abbas sehubungan dengan makna ayat ini, bahwa hal ini
merupakan perumpamaan yang dibuat oleh Allah untuk menggambarkan keadaan

orang mukmin dan orang kafir.



BAB IlI

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini termasuk dalam penelitian eksperimental yang menggunakan
metode RAL (Rancangan Acak Lengkap). Penelitian ini mengunakan 2 faktor yaitu
pemberian berbagai konsentrasi 2,4-D dichlorophenoxyaetic acid dan BAP benzil
amino purine pada media MS eksplan daun afrika (Vernonia amygdalina Del.). Faktor
2,4-D dengan 3 taraf dan faktor BAP dengan 4 taraf sehingga didapatkan 12 kombinasi

perlakuan dan setiap perlakuan diulang 3 kali, total terdapat 36 unit percobaan.

2,4D

BAP DO D2 D4
BO BODO BOD2 BOD4
Bl B1DO B1D2 B1D4
B2 B2D0 B2D2 B2D4
B3 B3D0O B3D2 B3D4

a. BODO = 0 mg/L BAP+0 mg/L 2,4 D

b. B1DO =1 mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D
c. B2D0 =2 mg/L BAP +0mg/L 2,4 D
d. B3DO =3 mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D
e. BOD2=0mg/L BAP +2mg/L 2,4 D

f. B1D2=1mg/L BAP+2mg/L2,4D

31
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g. B2D2 =2 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D
h. B3D2 =3 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D

i. BOD4 =0 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D
j. B1D4=1mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D
k. B2D4 =2 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D
. B3D4 =3 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D

3.2 Variabel Penelitian

Variabel pada penelitain ini meliputi:

1. Variabel bebas : konsentrasi zat pengatur tumbuh 2,4 D dan BAP pada media
MS

2. Variabel terikat : Induksi kalus, yang diukur dengan parameter kecepatan
pertumbuhan kalus, persentase pertumbuhan kalus, berat basah kalus, warna
kalus dan tekstur kalus

3. Variabel kendali : intensitas cahaya, temperatur suhu dan bagian daun yang

dijadikan sebagai eksplan (daun kedua).
3.3 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan Jurusan
Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik

Ibrahim Malang pada bulan Juni sampai September 2015.
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3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat

Alat yang digunakan (Lampiran 6) antara lain oven, gelas ukur, pipet, beaker
glass, timbangan analitik, lemari es, pH meter, hot plate and magnetic stirer, botol
kultur, plastik tahan panas petromax, autoclaf, lampu flouresense, laminar air flow
(LAF), alat diseksi (pinset, blade, scapel), cawan petri, lampu bunsen, korek api,
alluminium foil, wrap plastic, rak kultur, kertas label dan kertas tisu.
3.4.2 Bahan

Bahan utama yang digunakan adalah daun nomer 2 dari yang termuda dari
tanaman daun afrika (Vernonia amygdalina Dell.) sebagai eksplan yang akan ditanam
pada media tanah secara vegetatif. Bahan untuk sterilisasi adalah aquades, alkohol
70%, alkohol 90%, desinfektan, aquades steril dan antiseptik. Media dasar yang
digunakan adalah media MS (Murashige & Skoog). ZPT yang digunakan yaitu 2,4-D
yang dikombinasikan dengan BAP. Bahan bahan lain untuk pembuatan media adalah
gula dan agar agar
3.5 Langkah Kerja
3.5.1 Persiapan Bahan Ekplan

Teknik yang dilakukan dalam mempersiapkan eksplan adalah dengan

perbanyakan vegetatif teknik stek batang, adapun tahapannya adalah sebagai berikut:

1. Digemburkan tanah sesuai prosedur pengolahan tanah.

2. Dimasukkan tanah tersebut ke dalam polybag.
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3. Diaduk tanah dengan rata kemudian dibasahi tanah dengan air secukupnya.

4. Dibuat irisan runcing batang bawah pada masing-masing batang tanaman daun
afrika.

5. Ditanam batang tersebut pada polybag yang sudah disediakan.

6. Dipelihara dan diamati pertumbuhannya.

7. Daun afrika dapat muncul daun baru pada 16 HST. Setelah tanaman muncul daun
muda maka dapat dijadikan sebagai ekplan. Ekplan daun afrika yaitu daun kedua

dan ketiga dari daun yang termuda.

Gambar 3.1 Bibit Daun afrika (Vernonia amygdalina Del.) yang akan dijadikan
sebagai eksplan
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3.5.2 Sterilsasi Ala-alat

a. Sterilisasi basah

1.

Alat-alat dicuci dengan detergen dan dibilas dengan air mengalir bilasan
terakhir menggunakan aquades.

Dimasukan kedalam oven untuk dikeringakn pada suhu 50°C sampai kering.
Dikeluarkan dari oven kemudia satu per satu alat tersebut dibungkus denan
alluminium foil.

Dimasukan kedalam autoklaf untuk disterilkan dengan suhu 121°C tekanan
atm selama 30 menit.

Dikeluarkan dari autokaf dan dimasukan kembali ke oven untuk

dikeringkan denan suhu 50°C sampai kering.

b. Serilisasi Kering

1.

2.

3.

Alat alat direndam dengan tipol selama 1 hari (24 jam)

Setelah 24 jam alat tersebut dicuci menggunakan detergen.

Dibilas dengan air mengalir, bilasan terakhir menggunakan aquades.
Dimasukan kedalam oven untuk dikeringkan pada suhu 50°C sampai kering.
Dikeluarkan dari oven kemudain dibungkus satu per satu dengan
alluminium foil.

dimasukan kedalam oven untuk disterilkan dengan suhu 125°C selama 3

jam.
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Induksi Kalus
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1. Dimasukan 4,43 g MS; 30 g gula; ZPT 2,4 D dan BAP ke dalam gelas

beaker dan diletakkan diatas hot plate. Dengan konsentrasi ZPT pada tiap

taraf /L

a.

K.

BODO = 0 mg/L BAP+0 mg/L 2,4 D

B1DO = 1 mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D
B2D0 = 2 mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D
B3DO = 3 mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D
BOD2 = 0 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D
B1D2 = 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D
B2D2 = 2 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D
B3D2 = 3 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D
BOD4 = 0 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D
B1D4 = 1 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D
B2D4 = 2 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D

B3D4 = 3 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D

2. Ditambahkan aquades sampai volume 1 L, kemudian diaduk menggunakan

magnetic stirrer.

3. Diukur pH larutan media dalam beaker glass (pH 5,6-5,8). pH diatur dengan

HCI 1 N atau NaOH 1N.

4. Ditambahkan 7 g agar.
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5. Larutan media dididihkan dalam panci dengan api sedang sambil terus
diaduk selama 15 menit.
6. Larutan media MS dituangkan ke dalam 70 botol kultur masing masng botol
sebanyak 14 mL.
7. Botol kultur ditutup dengan plastik tahan panas dan di sterilkan
menggunakan autoklafpada suhu 121°C, tekanan 1 atm, selama 15 menit.
8. Botol berisi media MS diinkubasi dalam ruang inkubator selama 1 minggu.
3.5.4 Sterilisasi Media
Media dalam setiap botol kultur disterilisasi dengan autoklaf pada suhu
121°C dan tekanan 1,5 atm selama 15 menit.
3.5.5 Sterilisasi Ruang Tanam
1. Lantai pada ruang tanam dipel dengan karbol yang telah dicampur dengan
air
2. Kapas diberi formalin kemudian diletakkan di pojok ruangan selama 24 jam.
3. Laminar air flow disemprot dengan alkohol 70% terlebih dahulu.
4. Kemudian alat alat yang dimasukan ke dalam LAF juga harus di semprot
terlebih dahulu dengan alkohol 70%.
5. Selanjutnya ruang tanam disterilisasi dengan sinar UV selama 1 jam
sebelum LAF digunakan. Ketika LAF digunakan maka sinar UV harus

dimatikan. Saat LAF digunakan maka Blower di hidupkan.
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3.5.6 Tahap Inisiasi
a. Sterilisasi Eksplan di dalam LAF

1. Daun afrika (Vernonia amygdalina Del.) direndam dalam alkohaol 70%
selama 3 menit. Selanjutanya ekplan direndam kedalam larutan HgCI 1ppm
30% dan 20% masing masing selama 3 menit.

2. Dibilas dengan aquades steril sebanyak 3 kali, masing masing 3 menit.

b. Penanaman Eksplan

1. Eksplan ditanam dalam botol kultur berisi media MS yang telah
ditambahkan ZPT. Selanjutnya botol ditutup dengan wrap plastik dan
plastik yang diikat dengan karet gelang.

2. Diulangi langkah diatas untuk semua unit percobaan dan diinkubasi selama
kurang lebih 4 minggu. Penanaman dilakukan secara aseptik di dalam LAF
(Laminar Air Flow).

c. Tahap Pemeliharaan
Botol botol yang telah terisi eksplan diletakkan dalam rak kultur dan di
semprot dengan alkohol 70% setiap 3 hari sekali.
3.5.7 Tahap Pengamatan
Pengamatn dilakuakn dengan tiga tahap:

1. Pengamatan dilakukan setiap hari untuk mengetahui kecepatan
pertumbuhan kalus

2. Pengamatan dilakukan pada akhir minggu ke-4 tahap untuk mengetahui
perubahan warna kalus, dan tekstur kalus, berat akhir kalus dan persentase

pertumbuhan kalus.
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Parameter pengamatan :

1.

Pengamatan warna kalus dan tekstur kalus yang dilakukan pada akhir
pengamatan, untuk mengetahui warna dan tekstur kalus yang terjadi pada
setiap kalusnya.

Pengamatan berat kalus dilakukan secara destruktif setelah induksi kalus
selama 4 minggu untuk mengetahui berat akhir kalus.

Tektur kalus dapat diamati secara visual terhadap penampakan kalus yaitu
dengan melihat kalus yang remah, kalus kompak, dan kalus intermediet.
Pengamatan persentase pertumbuhan kalus dilakuakan pada minggu ke
empat atau akhir pengamatan, untuk mengetahui persentase pertumbuhan
pada setiap percobaan. Persentase pertumbuhan kalus dihitung dengan cara

sebagai berikut.

Jumlah eksplan yang membentuk kalus

x100%

a Seluruh ekplan yang hidup per satuan percobaan
Kecepatan pertumbuhan kalus dilakukan setiap hari untuk mengetahui pada

hari ke berapa setelah tanam kalus muncul.

3.6 Analisis Data

Data pengamatan berupa data kualitatif dan kuantitatif. Data kualitatif

berupa pengamatn secara visual meliputi morfologi kalus meliputi warna kalus dan

tekstur kalus, sedangkan data kuantitatif berupa berat kalus, persentase

pertumbuhan kalus dan kecepatan pertumbuhan kalus. Data kualitatif dianalisis

dengan menggunakan analisis secara deskriptif. Sedangkan data kuantitatif

dianalisis menggunakn uji statistik One Way ANAVA. Bila terdapat perbedaan

nyata maka dilanjutkan uji DMRT pada taraf 5%.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Stek daun afrika (Vernonia amygdalina Del.) sebagai bahan eksplan

Daun afrika (Vernonia amygdalina Del.) atau yang secara umum disebut
dengan bitter leaf adalah salah satu jenis tanaman dari famili Asteraceae dengan
ketinggian 2 sampai 5 meter atau bahkan dapat mencapai 10 meter dan memiliki
daun yang berwarna hijau dengan bau yang khas dan rasanya yang pahit. Tanaman
ini biasa dibudidayakan dengan cara vegetatif atau stek karena benih dari biji yang
dihasilkan sangat terbatas sehingga untuk mendistribusi atau memperbanyak
tanaman tersebut dilakukan dengan cara pemotongan atau stek (Leung et al. 1968.)

Hasil pengamatan Daun Afrika dapat muncul tunas baru pada hari ke 16
setelah tanam atau setelah di stek. Daun afrika yang dijadikan eksplan adalah daun
kedua dan ketiga dari ujung daun atau kuncup. Kerana tekstur yang tidak mudah
rusak apabila dilakukan sterilisasi dan juga relatif masih muda sehingga memiliki

kemampuan regenerasi dan pembelahan sel tinggi.

Gambar 4.1 a.) gambar tanaman daun afrika, b.) gambar daun afrika,
c.) garis merah adalah bagian daun yang dijadikan sebagai
eksplan. Sumber koleksi pribadi 3 oktober 2015
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4.2 Pengaruh Konsentrasi 2,4 D dan BAP Terhadap Induksi Kalus daun afrika

(Vernonia amygdalina Del. ) Pada Media MS

Induksi kalus dalam penelitian ini menggunakan media MS yang
ditambahkan dengan zat pengatur tumbuh yaitu 2,4-D dan BAP. Dengan berbagai
konsentrasi zat pengatur tumbuh yang digunakan untuk induksi kalus daun afrika
(Vernonia amygdalina Del.). Pemilihan zat pengatur tumbuh tersebut diperoleh
dari penelitian terdahulu yaitu pada famili Asteraceae oleh Petrova (2011)

Kalus yang digunakan pada induksi ini berasal dari daun muda yaitu daun
nomor dua dari kuncup daun. Induksi kalus dilakukan selama satu bulan dan setiap
harinya dilakukan pengamatan agar dapat mengetahui tingkat kecepatan
pertumbuhan kalus dan pengamatan morfologinya dilakukan pada saat panen atau
setelah satu bulan penanaman. Kalus yang terbentuk pada induksi kalus berwarna
putih kehijauan dan putih kecoklatan dengan tekstur kompak. Pertumbuhan kalus
kalus ditandai dengan adanya perubahan morfologi eksplan yaitu warna kalus,
tektur kalus, persentase pertumbuhan kalus, kecepatan pertumbuhan kalus dan
berat basah kalus. Warna dan tekstur menggambarkan secara visual perkembangan
kalus sehingga dapat diketahui adanya sel sel yang aktif membelah atau sel sel yang
telah mati. Sedangkan berat, persentase dan hari muncul kalus menunjukan nilai
kuantitatif dari pertumbuhan kalus yang ditimbang secara destruktif. Adapun

gambar perkembangan kalus dapat dilihat pada Tabel 4.1 berikut.
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Tabel 4.1 Hasil pengamatan visual pada media 2,4 d dan BAP, gambar kanan

ekplan 0 HST, gambar kiri kalus setelah berumur 30 hari

Perlakuan 2,4D dan
BAP

BODO

BOD2

BOD4

B1DO

Awal pengamatan

Akhir pengamatan




B1D2

B1D4

B2D0

B2D2
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B2D4

B3DO0

B3D2

B3D4
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4.2.1 Pengaruh Kombinasi Antara 2,4-D dan BAP Terhadap Hari Muncul

Kalus

Data hasil uji one way ANOVA dan DMRT disajikan pada Lampiran 2.
Berdasarkan ANOVA, diketahui bahwa perlakuan 2,4 D dan BAP memberikan
pengaruh yang sangat nyata, hal ini ditandai dengan nilai signifikansi 0,006
(P<0,05). Hasil pengamatan terhadap hari muncul kalus dari eksplan yang ditanam

pada media dan disajikan pada Tabel 4.1

Tabel 4.2 Pengamatan Pengaruh 2,4 D Dan BAP Terhadap Hari Muncul Kalus

Perlakuan BAP dan 2,4-D Hari muncul kalus
0 mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D 24bc
0 mg/L BAP +2 mg/L 2,4 D 18ab
0 mg/L BAP +4 mg/L 2,4 D 25bc
1 mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D 27cd
1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D 13a
1 mg/L BAP +4 mg/L 2,4 D 21,67ab
2 mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D 27cd
2 mg/L BAP +2 mg/L 2,4 D 18ab
2 mg/L BAP +4 mg/L 2,4 D 28d
3mg/L BAP + 0mg/L 2,4 D 28d
3mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D 16,33ab
3mg/L BAP +4mg/L 2,4 D 17ab

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji
DMRT 0,05.

Hasil uji anova menunjukan data kecepatan pertumbuhan kalus berpengaruh
sangat nyata, maka uji lanjut DMRT 5% perlu dilakukan. Jadi pada data tersebut

yang mempunyai huruf yang sama atau diikuti oleh huruf yang sama pada hasil rata
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rata adalah 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D, 3 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D, 3 mg/L
BAP + 4 mg/L 2,4 D, 0 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D dan 2 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-
D. Karena parameter pengamatan adalah untuk menghitung hari munculnya kalus
maka yang diambil adalah angka rata rata yang terendah. Selanjutnya menentukan
perlakuan terbaik yaitu apabila perlakuan dengan dosis atau komposisi lebih rendah
namun mempunyai pengaruh yang sama dengan perlakuan dosis yang lebih tinggi
dalam meningkatkan hasil, maka dosis yang lebih rendah tersebut lebih baik dari
pada dosis yang lebih tinggi diatasnya. Dalam parameter hari muncul kalus pada

perlakuan 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D ini lebih baik dari pada perlakuan lainnya.

Hari Muncul kalus

BODO BOD2 BOD4 B1DO B1D2 B1D4 B2DO B2D2 B2D4 B3DO B3D2 B3D4

Gambar 4.2 Diagram Hari Muncul Kalus
Gambar 4.3 memperlihatkan Hari muncul kalus pada perlakuan B1D2 (BAP
1ppm dan 2,4 D 2ppm) hari kemunculan lebih cepat yaitu pada hari ke 13, pada
perlakuan BOD2 kalus muncul pada hari ke 18, namun seiring dengan penambahan
zat pengatur tumbuh, kecepatan pertumbuhan kalus semakin berkurang. Pada
perlakuan B2D2 (BAP 2ppm dan 2,4 D 2ppm) mengalami perubahan signifikan

yaitu kembali pada hari ke 18, selanjutnya kembali mengalami kenaikan pada



47

perlakuan B2D4 dan B3DO0 yaitu 28, setelah itu kembali mengalami penurunan
pada perlakuan B3D2 dan B3D4 yaitu 16,33 dan 17.

Kalus muncul pada permukaan eksplan dan dari luka irisan secara serentak,
ditandai dengan membengkaknya eksplan dan munculnya bintik-bintik putih. Pada
media B1D2, B3D2 dan B3D4 kalus muncul pada hari ke 13, 16,33 dan 17 setelah
dikulturkan, perlakuan tersebut merupakan hari muncul kalus paling cepat
dibandingkan degan perlakuan lainnya dan diikuti oleh perlakuan BOD2 dan B2D2
kalus muncul 18 hari setelah tanam. Sedangkan ekplan yang paling lama muncul
kalus adalah pada media B2D4 dan B3DO yaitu hari muncul kalus pada 28 hari
setelah tanam. Asam 2,4-diklorofenoksiasetat (2,4-D) yang merupakan auksin serta
BAP yang merupakan sitokinin eksogen mampu merangsang pembelahan sel daun
dan melakukan proses dediferensiasi untuk membentuk kalus lebih cepat. Hal ini
sesuai dengan yang dikemukakan oleh Gati dan Mariska (1992), 2,4-D efektif untuk
memacu pembentukan kalus karena aktivitasnya yang kuat untuk memacu proses
dediferensiasi sel, menekan organogenesis serta menjaga pertumbuhan kalus. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa keberadaan BAP dalam media mendukung
pembentukan kalus. Hal ini didukung pendapat Dixon dalam Setiti dkk, (1996)
yang mengemukakan bahwa media dengan penambahan sitokinin akan menaikkan
proliferasi kalus.

Pada media BODO vyaitu perlakuan kontrol meskipun tanpa penambahan zat
pengatur tumbuh eksplan mampu membentuk kalus. Kalus yang muncul diduga
disebabkan jaringan yang dikultur mempunyai auksin endogen yang cukup untuk

membentuk kalus, meskipun tanpa penambahan auksin dari luar, Hal ini diperkuat
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dengan pernyataan Katuuk (1989) bahwa jumlah auksin endogenus yang
terkandung di dalam eksplan tergantung pada tanaman induk sumber eksplan. Bila
sel dapat tumbuh tanpa penambahan auksin eksogenus, dikatakan bahwa sel itu
adalah auksin endogen. Selain itu juga disebabkan jaringan mempunyai kambium.
Hal ini sesuai dengan pendapat Gunawan dalam Zulkarnain dan Hadiyono (1997)
yang mengemukakan bahwa salah satu faktor penentu pada inisiasi kalus adalah
ada atau tidaknya kambium pada eksplan. Bila eksplan mengandung kambium
maka kalus dapat terbentuk.

Dari berbagai media dengan konsentrasi zat pengatur tumbuh berbeda,
munculnya kalus secara cepat ini diduga karena eksplan daun yang tipis dan tidak
memiliki lapisan lilin, sehingga memudahkan eksplan untuk menyerap unsur hara
dari media. Dudits et al. (1995) menyatakan bahwa penambahan zat pengatur
tumbuh secara eksogen merupakan faktor eksternal yang berperan dalam reaktifasi
siklus sel. Kalus merupakan proliferasi massa jaringan yang belum terdiferensiasi,
sehingga semakin luas permukaan irisan eksplan maka kalus yang terbentuk
semakin banyak dan cepat (Hendaryono dan Wijayani, 1994).

4.2.2 Pengaruh Kombinasi Antara 2,4-D dan BAP Terhadap Persentase

Pertumbuhan Kalus

Data hasil uji one way ANOVA dan DMRT disajikan pada Lampiran 1.
Berdasarkan ANOVA, diketahui bahwa perlakuan 2,4 D dan BAP memberikan
pengaruh yang nyata, hal ini di tandai dengan nilai signifikansi 0,005 (P<0,05).

Hasil pengamatan persentase pertumbuhan kalus dapat dilihat pada tabel.
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Tabel 4.3 Pengamatan Persentase Pertumbuhan Kalus pada Media 2,4 D dan

BAP pada 30 setelah Inisiasi

Perlakuan BAP dan 2,4-D | Persentase pertumbuhan kalus (%)
0 mg/L BAP +0mg/L 2,4 D 8,3a
0 mg/L BAP +2 mg/L 2,4 D 76,6d
0 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D 63,3cd
1 mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D 13,3a
1 mg/L BAP +2mg/L 2,4 D 30ab
1 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D 23,3a
2 mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D 20ab
2 mg/L BAP +2 mg/L 2,4 D 53,3cd
2 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D 17,52
3mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D 12,3a
3mg/L BAP +2 mg/L 2,4 D 63,3cd
3 mg/L BAP +4 mg/L 2,4 D 60cd

Keterangan Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji
DMRT 0,05

Analisis hasil uji DMRT 5% menunjukan bahwasanya pada perlakuan
Omg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D; 0 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4-D; 2 mg/L BAP + 2 mg/L
2,4-D; 3 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D dan 3 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D menunjukan
bahwa pada perlakuan tersebut mengalami peningkatan persentase pertumbuhan
kalus yang relatif signifikan, ini ditandai dengan jumlah persentase yang tinggi.
Pada perlakuan Omg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D adalah perlakuan yang paling optimal

karena memiliki nilai persentase tertinggi di bandingkan perlakuan lain.
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Gambar 4.3 Diagram Persentase Pertumbuhan Kalus

Perlakuan BAP 0 mg/L dan 2,4 D 2 mg/L yang menghasilkan persentase
terbentuknya kalus tertinggi, dapat dilihat pada gambar, BAP pada konsentrasi
rendah sementara 2,4 D pada konsentrasi yang berkisar antara 2-4 ppm. Pada
konsentrasi 2,4 D yang lebih rendah cenderung menurunkan terbentuknya kalus
apabila ditambahkan dengan konsentrasi BAP yang rendah pula. Skoog dan Miller
dalam Bidwell (1979) pada kultur kalus yang menunujukan bahwa tidak ada
ketentuan khusus bagi konsentrasi zat zat pembentuk organ, konsentrasi auksin dan
sitokinin relatif berbeda beda. Selanjutnya Armini (1991) menyatakan bahwa
konsentrasi yang diperlukan dari setiap zat pengatur tumbuh tergantung dari jenis
eksplan, genotipe, kondisi kultur serta jenis zat pengatur tumbuh.

Siklus sel berpengaruh terhadap proses pembelahan sel dan sintesis protein,
hal ini akan mempengaruhi laju pertumbuhan kalus. Lakitan (1996), setiap sel dapat
memiliki siklus sel yang berbeda tidak hanya antar spesies tetapi juga antar individu
dari satu spesies tersebut yang sama, hal tersebut di pengaruhi oleh lingkungan atau

perlakuan saat perkembangan pohon induknya. Sehingga perlakuan variasi
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konsentrasi zat pengatur tumbuh yang di tambahkan kedalam media menunjukan
laju pertumbuhan yang berbeda.
4.2.3 Pengaruh Kombinasi Antara 2,4-D dan BAP Terhadap Berat Kalus

Berat kalus dari hasil pengamatan induksi kalus yang dilakukan pada 30 hari
setelah masa tanam berkisar antara 0,005 — 0,08 g yang ditimbang menggunakan
timbangan analitik. Hal ini bertujuan untuk mengetahui perubahan volume sel pada
tiap perlakuan dengan pemberian 2,4 D dan BAP.

Data hasil uji one way ANOVA dan DMRT disajikan pada Lampiran 3.
Berdasarkan ANOVA, diketahui bahwa perlakua pemberian 2,4 D dan BAP dengan
berbagai konsentrasi memberikan pengaruh nyata. Hal ini ditandai dengan nilai
signifikansi 0,018 (P<0,05). Hasil penelitian menunjukan bahwa pada minggu
terakhir pengamatan pertumbuhan kalus mengalami pertambahan berat. Secara
keseluruhan eksplan mengalami pertumbuhan kalus, yang di tunjukan adanya
pertambahan berat pada masing masing perlakuan.

Hasil uji DMRT 5% menunjukan bahwasanya terdapat empat perlakuan
yang diikuti oleh huruf yang sama yaitu Omg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D; 2 mg/L BAP
+2mg/L 2,4-D; 3 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4 D dan 3 mg/L BAP + 4 mg/L 2,4 D dari
keempat perlakuan tersebut yang mempunyai hasil berat kalus tertinggi adalah
B2D2, karena pada perlakuan ini mempunyai dosis yang relatif rendah yaitu BAP
2ppm dan 2,4 D 2ppm mampu menghasilkan berat kalus 0,08 yang merupakan berat
kalus tertinggi. Skoog dan Miller dalam Bidwell (1979) yang menyatakan bahwa

dengan penambahan sitokinin dan auksin sampai taraf tertetu dapat menghasilkan
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kalus dengan dengan pertumbuhan lebih besar. Adapaun pertumbuhan berat kalus
dapat dilihat pada tabel dibawah ini (Tabel 4.4):
Tabel 4.4 Data Pengaruh Pemberian 2,4 D dan BAP Terhadap Berat Kalus

Pada 30 Hari Setelah Inisiasi

Perlakuan BAP dan 2,4-D Berat kalus
O0mg/LBAP+0mg/L2,4D | 0,005a
Omg/LBAP+2mg/L24D | 0,05ab
0 mg/L BAP +4 mg/L 2,4 D 0,03a
1mg/LBAP+0mg/L2,4D | 0,013a
1mg/LBAP+2mg/L2,4D | 0,012a
1 mg/L BAP +4 mg/L 2,4D 0,03a
2mg/LBAP+0mg/L24D | 0,0la
2mg/LBAP+2mg/L24D | 0,08b
2 mg/L BAP +4 mg/L 2,4 D 0,005a
3mg/LBAP+0mg/L24D | 0,005a
3mg/LBAP+2mg/L2,4D | 0,048ab
3 mg/L BAP +4 mg/L 2,4 D 0,041ab

Keterangan angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji
DMRT 0,05

Perbedaan berat kalus diduga karena eksplan yang dikultur tidak sama
kondisi fisiologisnya meski sama sama di ambil dari daun ke dua sehingga memiliki
kepekaan dan daya serap pada media yang berbeda serta adanya pengaruh dari zat
pengatur tumbuh yang diberikan. Hal ini dibuktikan pada media B2D2 yang di
peroleh berat kalus 0,08 gram. Rahayu et al (2003), menyatakan bahwa berat segar
kalus yang besar disebabkan karena kandungan airnya tinggi, selan itu berat basah

yang dihasilkan juga tergantung pada morfologi kalus, kecepatan sel sel membelah
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diri, memperbanyak diri dan dilanjutkan dengan membesrnya kalus. Adapaun data

pertumbuhan kalus dapat dilihat paa gambar 4.4:

berat kalus
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Gambar 4.4 Diagram Rata rata Berat Basah Kalus pada 30 HST

Berdasarkan grafik diatas dapat diketahui bahwa pertumbuhan kalus
mengalami peningkatan pada perlakuan B2D2. Hasil tersebut sesuai dengan Skoog
dan Miller (1979) yang menyatakan bahwa pertumbuhan kalus lebih banyak
dihasilkan pada konsentrasi zat pengatur tumbuh yang seimbang karena didalam
tumbuhan itu sendiri terdapat zat pengatur tumbuh endogen. Indsey dan Yoeman
(1983) menyatakan bahwa terhambatnya pertumbuhan pada kultur yang
menghasilkan metabolit sekunder kemungkinan di sebabkan adanya kompetisi
antara metabolisme primer dan metabolisme sekunder untuk mendapatkan zat dan

nutrisi yang sama.

4.2.4 Pengaruh Kombinasi Antara 2,4-D dan BAP Terhadap Tekstur Kalus
Hasil pengamatan menunjukan bahwa tektur kalus pada media kontrol dan
perlakuan adalah kompak dan intermediet. Pada permukann bawah eksplan yang

tumbuh menjadi kalus terlihat jaringan yang berair. Kalus intermediet merupakan
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perpaduan antara kalus kompak dan remah. Hal ini diduga karena pengaruh hormon
2,4D yang disubstitusikan kedalam media bekerja secara sinergis dengan hormon
endogen yang dalam eksplan sehingga hormon tersebut dapat merangsang
perubahan kalus menjadi intermediet. Widarso (2010) kalus tipe intermediet
merupakan masa kalus yang terdiri dari sel sel yang sebagian kompak dan sebagian
lagi remah. Hasil pengamatan tentang tekstur kalus dapat dilihat pada tabel 4.5:

Tabel 4.5 Data Pengaruh Pemberian 2,4 D dan BAP terhadap Tekstur Kalus

pada 30 hari setelah masa tanam

Perlakuan 2,4 D dan BAP | Tekstur kalus
0 mg/L BAP + 0 mg/L 2,4 D Kompak
0 mg/L BAP +2mg/L2,4D | Intermediet
0 mg/L BAP +4 mg/L 2,4D | Intermediet
1 mg/L BAP +0mg/L 2,4 D Kompak
1 mg/L BAP+2mg/L2,4D | Intermediet
1 mg/L BAP+4mg/L2,4D | Intermediet
2mg/L BAP +0mg/L 2,4 D Kompak
2mg/L BAP +2mg/L 2,4D | Intermediet
2 mg/L BAP +4 mg/L 2,4 D Kompak
3 mg/L BAP +0mg/L 2,4 D Kompak
3mg/L BAP +2mg/L 2,4D | Intermediet
3mg/L BAP +4mg/L2,4D | Intermediet

Tekstur kalus merupakan suatu penanda yang digunakan untuk menentukan
kualitas kalus yang dihasilkan. Turhan (2004), menyatakan bahwa secara visual
kalus dapat dibedakan menjadi tiga tipe kalus, yaitu kompak intermediet dan remah.

Kalus yang memiliki tekstur remah mudh memisahkan diri menjadi sel tunggal.
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Kalus remah sangat cocok digunakan untuk pertumbuhan sebagai kalus suspensi
(Alitalia, 2008). Kalus remah merupakan kalus yang tersusun atas sel sel tubular
dimana struktur sel selnya renggang, tidak teratur dan mudah rapuh (Manuhara,
2001).

Kalus kompak merupakan kalus yang tersusun atas sel sel berbentuk
nodular, dengan struktur yang padat dan mengandung banyak air (Manuhara, 2001).
Dodd (1993), menyatakan kalus yang mempunyai tekstur kompak umumnya
memiliki ukuran sel kecil dengan sitoplasma padat, inti besar dan banyak
mengandung pati.

Kalus yang baik untuk digunakan sebagai bahan penghasil metabolit
sekunder yaitu memiliki tekstur kompak. Tekstur kalus kompak dianggap baik
karena dapat mengakumulasi metabolit skeunder lebih banyak ( Indah dan Dini,
2013). Ramawat (1999), menyatakan bahwa kalus akan menghasilakan senyawa
metobolit sekunder pada saat sel-sel mengalami penurunan aktifitas pembelahan.
Kalus kompak merupakan tekstur kalus yang mengalami pembelahan pada fase
stasioner sehingga kalus kompak cenderung megalami pembelahan yang lambat
jika dibanbingkan dengan kalus remah yang memiliki daya poliferasi lebih cepat
sehingga pada kalus kompak dapat dihasilkan metaboit sekunder yang tinggi.

Pierik (1987) menyatakan tekstur kalus dapat bervariasi dari kompak
hinggga remah tergantung pada jenis tanaman yang digunakan, komposisi nutrien
media, zat pengatur tumbuh dan kondisi lingkungan kultur. Pedroso dan Pais (1995)

menyatakan tekstur kalus yang remah menunjukkan potensi embriogenik artinya
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apabila kalus tersebut terus dipelihara akan diperoleh embrio somatik, sedangkan
tekstur kalus yang kompak menunjukkan potensi organogenik.
4.2.5 Pengaruh Kombinasi Antara 2,4-D dan BAP Terhadap Warna Kalus

Kalus yang di peroleh pada tahap induksi kalus secara keseluruhan
berwarna putih kehijauan dan putih kecoklatan. Kalus yang berwarna putih
kehijauan mengindikasikan bahwa kalus tersebut mempunyai sel sel yang masih
aktif membelah dan mengandung klorofil sedangakan kalus yang berwa hijau
kecoklatan merupakan kalus yang sel sel nya telah rusak atau sel selnya tidak aktif
membelah. Warna kecoklatan pada kalus akibat adanya metabolisme senyawa
fenol yang bersifat toksik dan dapat menghambat pertumbuhan atau bahkan
menyebabkan kematian jaringan (Yusnita, 2004). Gejala pencoklatan merupakan
tanda terjadinya kemunduran fisiologis eksplan, selain itu juga menandakan
terjadinya sintesis senyawa fenol.Perbedaan warna kalus ini disebabkan adanya
perubahan pigmentasi (Harjoko, 1999). Menurut Fatmawati (2008), warna kalus
mengidikasikan keberadaan klorofil pada jaringan, semakin hijau warna kalus maka
semakin banyak kandungan klorofil.

Hasil penelitian menunjukan bahwa terdapat perbedaan warna kalus pada
media induksi kalus dengan penambahan zat pengatur tumbuh 2,4 D dan BAP.
Perbedaaan warna kalus disebabkan adanya perbedaan perkembangan pada tiap
kalus. Jaringan yang di hasilkan dari setiap eksplan biasanya memunculkan warna
yang berbeda beda (Lutviana, 2012). Perbedaan warna kalus dapat disebabkan

beberapa hal diantaranya yaitu pigmentasi, intensitas cahaya, dan sumber eksplan
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dari agian tanaman yang berbeda (Hendaryono dan Wijayani, 1994). Hasil

pengamatan parameter warna kalus dapat dilihat pada tabel 4.6:

Tabel 4.6 Data pengaruh pemberian 2,4 D dan BAP terhadap warna kalus 30

hari setelah masa tanam

Perlakuan 2,4D dan BAP Warna kalus
0 mg/L BAP + 0mg/L 2,4 D Putih kecoklatan
0 mg/L BAP +2mg/L 2,4 D Putih

0 mg/L BAP +4 mg/L 2,4 D Putih kehijauan
1 mg/L BAP +0mg/L 2,4 D Putih kecoklatan
1 mg/L BAP +2mg/L2,4D | Putih kecoklatan
1 mg/L BAP +4mg/L2,4D | Putih kecoklatan
2 mg/L BAP +0mg/L 2,4 D Putih kecoklatan
2 mg/L BAP +2 mg/L 2,4 D Putih kehijauan
2mg/L BAP +4 mg/L 2,4D | Putih kecoklatan
3 mg/L BAP +0mg/L 2,4 D Putih kecoklatan
3mg/L BAP +2 mg/L 2,4 D Putih kehijauan
3 mg/L BAP +4 mg/L 2,4 D Putih kehijauan

Berdasarkan data diatas terdapat perbedaan warna antara satu perlakuan dan
perlakuan yang lain, terbentuknya bagian putih kehijaun merupakan awal terjadinya
morfogenenesis (Phisesa, 2008). Wardani dkk., (2004), warna kalus yang hijau
disebabkan adanya peningkatan konsentrasi sitokinin yang tinggi. Sitokinin yang
ditambahkan pada media mampu menghambat perombakan butir butir klorofil
karena sitokinin mampu mengaktifkan proses metabolisme dan sintesis protein

(Wattimena, 1991).
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Kalus yang berwarna putih merupakan jaringan embrionik yang belum
mengadung kloroplas, tetapi memiliki kandungan butir pati yang tinggi (Tsuro,
1998). Selain itu, Fatmawati (2008), menjelaskan bahwa kalus yang berwarna putih
atau terang mengindikasikan bahwa pertumbuhan kalus dalam keadaan baik.
Perubahan warna yang terjadi dapat disebabkan adanya pigmentasi dari Klorofil
yang mengalami degradasi.

Faktor komposisi media sangat berpengaruh pada aktivitas enzim yang
mempengaruhi pertumbuhan (Merilon et al., 1986). Perubahan warna menjadi
kecoklatan diakibatkan adanya aktifitas biosintesis metabolit sekunder. Vickrey
(2003), menyatakan bahwa sintesis senyawa fenolik di picu oleh gangguan pada sel
tanaman misalnya cekaman, intensitas cahaya dan juga eksplan yang berbeda.
Pencoklatan dapat menurunkan kemammpuan regenerasi invitro, dan toksisitas

medium (Hutami, 2008).

4.3 Perlakuan Terhadap Tanaman Dalam Pandangan Islam

Berdasar pada pendapat dalam perspektif Islam, sebagai mana yang
diungkapkan oleh shihab (2002) bahwa Allah SWT telah menyediakan alam beserta
isinya ini untuk kemudian dimanfaatkan. (QS. Asy Syu’ara: 7) menjelasan bahwa
di alam Allah SWT telah menyediakan tumbuh tumbuhan untuk dimanfaatan oleh
manusia, baik sebagai obat bahan bangunan dan lain sebagainya. Dalam setiap
ciptaan Allah SWT dibutuhkan proses dalam pembentukannya yaitu pertumbuhan
dan perkembangan, seperti halnya tumbuhan yang membutuhkan media berupa
tanah dan unsur hara untuk mendukung pertumbuhan sehingga tumbuhan bisa

tumbuh dengan normal dan maksimal.
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Firman Allah SWT Surat Al A’raaf ayat 58 berikut ini:
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Artinya: “Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan seizin
Allah; dan tanah yang tidak subur, tanaman-tanamannya hanya tumbuh
merana. Demikianlah Kami mengulangi tanda-tanda kebesaran (Kami)
bagi orang-orang yang bersyukur.” (OS. Al A ’raaf: 58).

Ayat diatas menunjukan bahwa tanah yang baik dapat menghasilkan
tumbuhan yang baik. Sedangkan tanah yang kurang baik, dapat menyebabkan
pertumbuahan tanaman terganggu bahkan mungkin sampai menyebabkan kematian
bagi tanaman tersebut. Ayat diatas dapat dijelaskan pada penelitian ini yaitu tentang
pembentukan kalus yang berasal dari ekplan daun afrika yang di tumbuhkan pada
media MS, dapat di pahami bahwasanya tanah merupakan media bagi suatu
tanaman untuk tumbuh yang di dalamnya mengandung berbagai unsur hara makro
maupun mikro, sedangkan pada penelitian ini media tanam adalah berupa agar yang
diberi formulasi nutrisi yang sesuai dan identik degan media tanaman (tanah) pada
umumnya . Dengan seijin Allah SWT tanaman tersebut dapat hidup dengan media
Tanaman atau ekplan dapat tumbuh dengan baik apabila berada pada suatu keadaan
atau lingkungan yang mendukung dalam hidupnya.

Perkembangan dari bagian tanaman menjadi tanaman lengkap merupakan
salah satu bentuk dari kekuasaan Allah SWT. Dalam ilmu botani salah satu teknik
yang dapat memaksimalkan pemanfaatan tanaman adalah melalui teknik kultur
jaringan tumbuhan. Kultur jaringan tumbuhan adalah suatu teknik isolasi bagian

tanaman seperti jaringan, organ atau embrio tanaman, yang di tumbuhakan dalam
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media agar sehingga bagian bagian tanaman tersebut mampu berdifferensiasi dan
berregenerasi menjadi tanaman lengkap. Dalam kultur jaringan tumbuhan, media
kultur sangat berperan penting dalam mempengaruhi hasil dari perkembangan
kalus.

Allah SWT menumbuhkan dan mengembangkan eksplan menjadi kalus
pada media selain tanah yaitu media agar. Meskipun media kultur jaringan tanaman
bukan media tanah tetap media agar, media kultur jaringan mampu mengahasilkan
tanaman yang lengkap. Di dalam media kultur jaringa terdapat beberapa nutrisi dan
zat pengatur tumbuh, apabila konsentrasi zat pengatur tumbuh tidak sesuai dengan
konsentrasi zat yang dibutuhkan oleh tanaman makanan tersebut tidakdapat umbuh
dengan baik dengan di tandai dengan perubaha warna kalus menadi kecoklatan
bahan kalustersebu tidak dapat tumbuh. “Dan tanah yang baik, tanaman-
tanamannya tumbuh subur dengan seizin Allah; dan tanah yang tidak subur,
tanaman-tanamannya hanya tumbuh merana”.

Zat pengatur tumbuh mempunyai peran yang sangat penting dalam
mengatur pertumbuhan dan perkembangan eksplan di dalam kultur. Pertumbuhan
dan morfogenesis eksplan dalam kulturin vitro diatur oleh interaksi dan
keseimbangan zat pengatur tumbuh pada media dengan hormon endogen yang
terdapat dalam eksplan (George dan Sherrington, 1984). Menurut Gunawan (1987)
penambahan zat pengatur tumbuh eksogen akan mengubah level zat pengatur
tumbuh endogen sel. Perimbangan zat pengatur tumbuh auksin dan sitokinin yang

sesuai akan sangat besar pengaruhnya untuk menghasilkan kalus.
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Allah SWT telah menciptakan segala sesuatu dengan aturan yang pasti dan
dengan ukuran yang tertentu, bukan karena suatu kebetulan. Kadar tersebut juga
dituangkan ke dalam bentuk hubungan sebab dan akibat, yang tidak akan berubah
dan berselisih. Yang artinya, dari sebab hubungan sesuatu dengan sesuatu yang lain
dengan kadarnya masing-masing, disitu ada ukuran dan aturan yang
mengakibatkan terwujudnya sesuatu. Adapun secara istilah, kadar dapat dipahami
sebagai ilmu (teori) Allah, yang meliputi ukuran dan ketetapan (aturan). Oleh
karena itu, tidak ada satupun, baik di langit ataupun bumi, kecil ataupun besar,
kecuali akan terjadi atau berlaku sesuai dengan kadar yang telah ditetapkan oleh
Allah SWT.

Firman Allah SWT Surat Al-Qamar 49:
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Artinya: “Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran.” (QS.
Al-Qomar: 49)
Dalam ayat diatas dijelaskan bahwa “Allah SWT telah menciptakan segala

sesuatu menurut ukurannya”.. Dan pada ayat ini Allah SWT mengisyaratkan
bahwa terdapat rahasia di balik kata “Ukuran” yang harus di peljari dan di kaji lebih
dalam.

Ayat diatas menjelaskan bahwasanya Allah SWT menciptakan segala
sesuatu menurut ukuran. “Dan Dia telah menciptakan segala sesuatu dan Dia
menetapkan ukuran-ukurannya dengan serapi-rapinya.” (Q.S. Al-Furgan: 2).
Seperti halnya pada penelitian ini, dalam penelitian ini menggunakan bebagai
konsentrasi zat pengatur tumbuh agar mendapat suatu komposisi media MS yang

paling optimal untuk pertumbuhan kalus. Zat pengatur tumbuh sitokinin yang
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digunakan dalam penelitain adalah BAP (Benzil Amino Purin) dengan konsentrasi
0 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L dan 3 mg/L. dan zat pengatur tumbuh auksin yang
digunakan adalah 2,4-D (2,4- diklorofenoksi asetat) Dengan konsentrasi 0 mg/L, 2
mg/L dan 4 mg/L. Konsentrasi 0 mg/L BAP dan 2 mg/L 2,4 D (BOD2) adalah
konsentrasi yang paling optimal pada persentase pertumbuhan kalus yaitu 76,6%.
Konsentrasi 2 mg/L BAP dan 2 mg/L 2,4 D (B2D2) adalah konsentrasi yang paling
optimal dalam menghasilkan berat basah kalus yaitu 0,08 g. Konsentrasi 3 mg/L
BAP dan 2 mg/L 2,4 D (B3D2) adalah konsentrasi yang paling optimal pada

pengamatan kecepatan pertumbuhan kalus yaitu 16,33 hari setelah tanam.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian tentang pengaruh konsentrasi 2,4-D
dichlorophenoxyaetic acid dan BAP benzil amino purine pada media MS terhadap

induksi kalus daun afrika (Vernonia amygdalina Del.) dapat disimpulkan bahwa:

1. Kombinasi 2,4 D dan BAP berpengaruh nyata pada parameter hari
muncul kalus, parameter persentase pertumbuhan kalus dan parameter
berat basah kalus. Dari hasil pengamatan konsentrasi 2 mg/L BAP dan
2 mg/L 2,4-D adalah konsentrasi yang paling optimal karena pada
konsentrasi tersebut mempunyai nilai hari muncul kalus 18 HST, pada
parameter persentase pertumbuhan kalus menghasilkan nilai 53,3% dan
pada parameter berat basah kalus menghasilkan nilai 0,08 gram dan
selalu menghasilkan nilai signifikan dalam setiap parameter serta pada
konsentrasi tersebut mempunyai hasil kenampakan visual kalus yang
optimal.

2. Kombinasi 2,4 D dan BAP berpengaruh pada tektur kalus yaitu rata rata
kalus mempunyai tekstur intermediet, sedangkan pada media kontrol
bertektur kompak. Kombinasi 2,4 D dan BAP juga berpengaruh pada

warna kalus, warna kalus yang dominan adalah putih kehijauan.
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5.2 Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang peningkatan metabolit sekunder
kalus daun afrika dengan menggunakan elisitor

2. Perlu dilakukan penelitian menggunakan jenis eksplan yang berbeda agar
dapat diketahui bagian tanaman mana yang dapat menghasilkan
pertumbuhan kalus yang lebih cepat.

3. Pengamatan terakhir sebaiknya dilakukan pada 20 HST karena siklus sel

atau pertumbuhan kalus tanaman daun afrika relatif cepat.
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Lampiran 1 Analisis data Perhitungan

1. Hasil ANAVA one way Pengaruh konsentrasi 2,4-D dan BAP terhadap persentase pertumbuhan kalus daun afrika

LAMPIRAN

ANOVA
persentase pertumbuhan kalus
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 21292.750 11 1935.705 3.481 .005
Within Groups 13346.000 24 556.083
Total 34638.750 35

2. Hasil Uji DMRT 5% pengaruh konsentrasi 2,4-D dan BAP Terhadap persentase pertumbuhan kalus

persentase pertumbuhan kalus

Subset for alpha = 0.05

perlakuan| N 1 2 3 4
Duncan®  b0dO 3 8.33

b2d4 3 11.67

b3d0 3 12.33

b1d0 3 13.33

b2d0 3 20.00 20.00

bld4 3 23.33 23.33 23.33

bld2 3 30.00 30.00 30.00

b2d2 3 53.33 53.33 53.33 53.33

b3d4 3 60.00 60.00 60.00]

b0d4 3 63.33 63.33 63.33

b3d2 3 66.67 66.67

b0d2 3 76.67

Sig. .053 .057 .057 289

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

3. Hasil ANAVA one way Pengaruh konsentrasi 2,4-D dan BAP terhadap kecepatan pertumbuhan kalus daun afrika

ANOVA
kecepatan pembentukan kalus
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 897.889 11 81.626 3.343 .006
Within Groups 586.000 24 24.417
Total 1483.889 35
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4. Hasil Uji DMRT 5% pengaruh konsentrasi 2,4-D dan BAP Terhadap Hari muncul kalus

Hari muncul kalus

Subset for alpha = 0.05

perlakuan] N 1 2 3 4
Duncan® bld2 3 13.33

b3d2 3 16.33 16.33
b3d4 3 17.00 17.00
bod?2 3 18.00 18.00 18.00
b2d2 3 18.00 18.00 18.00
bld4 3 21.67 21.67 21.67 21.67
b0dO 3 24.00 24.00 24.00
b0d4 3 25.00 25.00 25.00
b1dO 3 27.00 27.00
b2d0 3 27.00 27.00
b2d4 3 28.00
b3d0 3 28.00
Sig. .079 071 .062 183

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

5. Hasil ANAVA one way pengaruh konsentrasi 2,4-D dan BAP terhadap berat kalus

ANOVA
berat kalus
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 021 11 .002 2.9l .018
Within Groups .016 24 .001
Total 037 35
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6. Hasil Uji DMRT 5% pengaruh Konsentrasi 2,4-D dan BAP terhadap Berat kalus

berat kalus

Perlakua Subset for alpha = 0.05

n N 1 2
Duncan®  b0dO 3| .003333

b2d0 3| .003333

b2d4 3| .005333

b3d0 3| .005333

b1d0 3| .009767

bld2 3 .012200

bld4 3| .020633

b0d4 3 .030000

b3d4 3| .041667| .041667

b3d2 3 .048333 .048333

b0d2 3|  .050000{ .050000f

b2d2 3 .082667

Sig. 074 .090}
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
Lampiran 2 gambar hasil penelitian

Perlakuan 2,4D dan Awal pengamatan Akhir pengamatan
BAP
BODO

BOD2




BOD4

B1DO

B1D2

B1D4

B2D0

B2D2
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B2D4

B3D0O

B3D2

B3D4

Lampiran 3. Perhitungan Larutan Stok
Larutan stok dibuat 100 ppm dalam 100 ml Aquades dengan perhitungan:
a. Larutan Stok 2,4-D 100 ppm dalam 100 ml

100mg 100mg 10 mg
1L ~ 1000ml 100 ml

Dari perhitungan tersebut maka untuk membuat larutan stok 2,4-D 100 ppm dalam 100 ml aquades dibutuhkan
2,4D 10 mg.

b. Larutan Stok BAP

Larutan Stok 2,4D 100 ppm =

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

Dari perhitungan tersebut maka untuk membuat larutan stok BAP 100 ppm dalam 100 ml aquades, dibutuhkan
BAP 10 mg.

Larutan Stok BAP 100 ppm =

Lampiran 4. Perhitungan Pengambilan Larutan Stok

1. Perlakuan Pemberian
a. Konsentrasi 1 ppm b. Konsentrasi 0,2 ppm
M1 xV1 = M2x V2 M1xV1= M2xV2
100 ppm x V1 = 1 ppm x 1000 ml 100 ppm x V1 = 2 ppm x 1000 ml
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1 ppmx 1000 ml __ 2ppmx 1000 ml

VI =——— V1
100 ppm 100 ppm

V1 =10ml V1=20 ml

c. Konsentrasi 3 ppm
M1 xV1 = M2xV2
100 ppm x V1 = 3 ppm x 1000 ml

V1 = 3ppm x 1000 ml
100 ppm

vi =30ml

2. Perlakuan Pemberian BAP

a. Konsentrasi 2 ppm b. Konsentrasi 4 ppm
M1 xV1 = M2xV2 M1xV1= M2xV2
100 ppm x V1 = 2 ppm x 1000 ml 100 ppm x V1 =4 ppm x 1000 ml
2 ppm x 1000 ml 4 ppm x 1000 ml
VI =——— V= ———
100 ppm 100 ppm
V1 =20ml V1=40 ml

Lampiran 5. Diagram Alir Pembuatan Media

Ditimbang media MS 4,43 g, gula 30 g

2

Dimasukkan kedalam gelas beker dan ditambahkan aquadest 1000 ml

U

Dimasukan ZPT 2,4D dan BAP sesuai konsentrasi perlakuan ‘

U

Dihomogenkan dengan magnetic stirrer ‘

O

Diukur pH 5,6 — 5,8 dengan pH meter, jika pH terlalu rendah tambahkan NaOH dan
jika pH terlalu tinggi ditambahkan dengan HCI

U

Dimasukkan agar 7 g ‘

U

Dimasak sampai mendidih ‘

U

Dituangkan ke dalam botol kultur

L

Ditutup botol dengan plastik dan karet tahan panas

U

Media disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit

U

Media ditempatkan pada rak-rak kultur

2

Hasil
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Lampiran 6. Alat-alat Penelitian

. .
Gambar 1. Gelas Beker

Gambar 2. Timbangan
Analitik

Gambar 3. Oven

Gambar 4. Autoklaf

Gambar 5. Rak Inkubasi

Gambar 6. Gelas Ukur

Gambar 7. Cawan Petri.
Scalpel, Pinset

a0

= NS

Gamar 8. Bun:széf"i“

Gambar 9. Botol Sprai
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Lampiran 7. Bahan-bahan Penelitian

Gambar 1. (MS)
Media Murashige
and Skoog

Gambar 2:
Fungisida

Gambar 3.
Detergent

Gambar 4.
Agar-agar

Gambar 5. Alkohol 70%, Alkohol 96%,

Spirtus, Bayclean

Gambar 8.
Aquades

Gambar 6.
Eksplan daun
afrika

Gambar 9. Plastik Wrap

Gambar 7.
Gula Pasir

Gambar 10. Alumunium Foil
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Lampiran 8. Foto Kegiatan Penelitian

Gambar 1. Sterilisasi Eksplan
dengan Detergent

Gambar 2. Eksplan Dicuci
Dengan Air Mengalir

Gambar 3.
Persiapan Sterilisasi Eksplan
dengan Clorox

Gambar 4.
Sterilisasi Eksplan dengan
Clorox

81



KEMENTERIAN AGAMA

UNIVERSITAS ISLAM NEGERI (UIN)
MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG

/ FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
J1.Gajayana No.50 Dinoyo Malang (0341)551345 Fax.(0341)572533

BUKTI KONSULTASI SKRIPSI
Nama Mahasiswa : Uun Nurdiansyah
NIM / Jurusan : 11620034 / Biologi
Pembimbing : Dr. H. Eko Budi Minarno, M.Pd
Pembimbing Agama : Ach. Nasichuddin, M.A
Judul Skripsi +: Pengaruh Konsentrasi 2,4-D (Dichlorophenoxyacetic Acid) dan
BAP (Benzil Amino Purine) pada Media MS Terhadap Induksi
Kalus Daun Afrika (Vernonia Amygdalina Del.).
No. Tanggal HAL %da Tangan
1. | 23 April 2015 Pengajuan Judul
2. | 28 Mei 2015 Pengajuan BAB 1, II, dan I1I
3. | 30 Mei 2015 Revisi BAB I, II, dan III 3. ﬁ /
4. | 10 Juni 2015 Acc. BAB 1, 11, dan III o | 7%
5. | 15 Juni 2015 Seminar Proposal Skripsi 5. S &
6. | 28 Oktober 2015 | Pengajuan BAB IV dan V Vi 6.
7. | 31 Oktober 2015 | Revisi BAB IV dan V 1./Z s
8. | Nopember Acc. Skripsi 8. 2N
Z st engetahui :
& “;\ MAL;K a Jurusan Biologi,
3 S -ﬁ ,C‘j“ /

LI*XSS \N \

»._\“‘ 'UANc‘lo\' I E andi Savitri, M.P
74]018 200312 2 002

82




KEMENTERIAN AGAMA
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI (UIN)
MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG

FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
/  J1.Gajayana No.50 Dinoyo Malang (0341)551345 Fax.(0341)572533

BUKTI KONSULTASI
Nama Mahasiswa : Uun Nurdiansyah
NIM / Jurusan : 11620034 / Biologi
Pembimbing : Dr. H. Eko Budi Minarno, M.Pd
Pembimbing Agama : Ach. Nasichuddin, M.A
Judul Skripsi +: Pengaruh Konsentrasi 2,4-D (Dichlorophenoxyacetic Acid) dan

BAP (Benzil Amino Purine) pada Media MS Terhadap Induksi
Kalus Daun Afrika (Vernonia Amygdalina Del.).

No. Tanggal HAL de?ngan

1. |21 Oktober 2015 | Konsultasi BAB I dan II WEZi &)

2. | 23 Oktober 2015 | Revisi BABII | P

3. | 26 Oktober 2015 | Revisi BAB II, dan Konsultasi BABIV 3. #—" v
4. | 28 Oktober 2015 | Revisi BAB II dan IV | _FAE 1

5. | 9 Nopember 2015 | Revisi BAB Il dan IV 5. /7

6. | Nopember 2015 | ACC Skripsi e

-

Y
; Al
R TAS SA

\ ’.;iﬁ'

83



	(11620034) HALAMAN AWAL
	(11620034) ABSTRACT
	(11620034) ABSTRAK
	(11620034)الملخص
	(11620034) BAB I
	(11620034) BAB II
	(11620034) BAB III
	(11620034) BAB IV
	(11620034) BAB V
	(11620034) DAFTAR PUSTAKA
	(11620034) LAMPIRAN

