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ABSTRAK

Tanaman Gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk)
merupakan salah satu tanaman yang memiliki nilai ekonomi
yang tinggi. Seringnya terjadi kegiatan eksploitasi secara
berlebihan dan penebangan pohon secara liar menyebabkan
tanaman gaharu masuk ke dalam salah satu tanaman yang
terancam punah dan masuk ke dalam daftar CITES Appendix II.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
berbagai konsentrasi 2,4-D dan TDZ terhadap proses
pembentukan kalus serta pengaruh kombinasi BAP, 2,4-D dan
penambahan 500 mg/L casein hydrolysate terhadap somatik
embriogenesis. Eksplan yang digunakan merupakan daun
muda gaharu. Data dianalisis menggunakan analisis ANOVA
dan dilanjutkan uji lanjutan (Post hoc) dengan uji Duncan
Multiple Range Test (DMRT) pada taraf 5%. Hasil penelitian
menunjukkan penambahan konsentrasi 0,5 ppm dan 1 ppm
2,4-D pada media berpengaruh tidak signifikan terhadap
waktu munculnya kalus dan persentase eksplan berkalus,
sedangkan pada proses induksi kalus gaharu menunjukkan
pada perlakuan D2T0,5 (2 ppm 2,4-D dan 0,5 TDZ) dan D2T1
(2 ppm 2,4-D dan 1 ppm TDZ) memberikan tekstur meremah
dan warna putih kekuningan. Pemberian BAP, 2,4-D, dan
penambahan 500 mg/L casein hydrolysate mampu
menghasilkan kalus yang embriogenik yang hampir mendekati
proses embriogenesis.

Kata kunci: Gaharu, Kalus, Kultur Jaringan, Zat Pengatur
Tumbuh
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ABSTRACT

Agarwood (Aquilaria malaccensis Lamk) is a plant that
has high economic value. Over-exploitation and illegal logging of
trees often occur, so that agarwood is one of the endangered
plants and included in the CITES Appendix II. The purpose of this
study was to determine the effect of various concentrations of
2,4-D and TDZ on the process of callus formation and the effect
of the combination of BAP, 2,4-D and the addition of 500 mg/L
casein hydrolysate on somatic embryogenesis. The explants used
are young agarwood leaves. Data were analyzed using ANOVA
and continued with post hoc tests with the Duncan Multiple
Range Test (DMRT) at 5% level. The results showed that the
addition of concentrations of 0.5 ppm and 1 ppm 2,4-D in the
media had no significant effect on the time of callus emergence
and the percentage of explants with callus. Whereas in the
process of induction of agarwood callus showed that in the
treatmentof D2T0.5 (2 ppm 2.4-D and 0.5 TDZ) and D2T1 (2 ppm
2.4-D and 1 ppm TDZ) it gave a crumbly texture and a yellowish
white color. Administration of BAP, 2,4-D, and the addition of
500 mg/L casein hydrolysate were able to produce embryogenic
calluses that were almost close to the process of embryogenesis.

Keywords: Agarwood, Callus, Tissue Culture, Plant Growth
Regulator
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BAB1
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Tingkat keanekaragaman jenis pohon di negara
Indonesia tergolong sangat tinggi. Salah satu contohnya
adalah tanaman gaharu. Tanaman gaharu merupakan salah
satu contoh tanaman hutan yang memiliki nilai ekonomi
tinggi karena terdapat banyak manfaat yang dimilikinya,
diantaranya adalah dapat digunakan sebagai bahan
kosmetik, minyak wangi, dupa, obat-obatan, dan sebagai
pencegah stres. Besarnya peran dan manfaat pohon
tersebut dalam kehidupan sehari-hari menyebabkan
sering terjadinya kegiatan eksploitasi secara berlebihan
dan penebangan pohon secara liar sehingga berdampak
pada kualitas lingkungan. (Sumarna, 2012).

Bagian tanaman yang memiliki nilai ekonomi
sangat tinggi adalah gubal yang terletak di bagian batang
tanaman tersebut, sehingga pemanfaatannya harus dengan
menebang tegakan pohon yang ada. Pohon yang berisi
gubal gaharu dan yang tidak bergubal sering kali tidak
dapat dilihat langsung, harus dengan menebang batang
pohon tersebut sehingga penebangan liar banyak terjadi,

dan ketika dalam pohon tersebut tidak terdapat gubal,
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pohon yang sudah ditebang ditinggalkan begitu saja oleh
para pencari gubal (Kodey et al, 2021). Hal ini yang
menyebabkan keberadaan tanaman ini menjadi terancam
dan sejak tahun 2001 tanaman gaharu masuk ke dalam
daftar tanaman terancam kepunahan berdasarkan CITES
(Convention on International Trade in Endangered Species
of Wild Fauna and Flora) kategori APPENDIX II. Banyaknya
manfaat tanaman gaharu tersebut, seharusnya menjadikan
Indonesia lebih giat dalam budidaya sehingga dapat
meningkatkan pelestarian plasma nutfah gaharu dan
menambah devisa negara (Sumarna, 2012).

Populasi tanaman gaharu yang semakin menurun
disebabkan oleh kegiatan eksploitasi secara berlebih dan
tidak bijaksana. Tingkat permintaan konsumen yang relatif
tinggi dan tidak diimbangi dengan produksi yang tinggi
juga dapat menyebabkan semakin punahnya populasi
tanaman gaharu. Untuk mengatasi hal tersebut, perlu
diadakan peningkatan budidaya tanaman gaharu terutama
pada bibit tanaman tersebut (Wahyuni, Satria, & Zainal,
2020).

Dalam penelitian ini eksplan yang digunakan
merupakan bibit tanaman gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk) yang berumur sekitar kurang lebih 2 tahun yang
berada di polybag. Bibit tersebut berasal dari kota
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Bengkulu. Pemilihan pohon ini dipilih karena bibit tersebut
berasal dari pohon indukan yang sudah berusia sekitar 80
tahun dan seluruh batangnya mengandung gubal gaharu,
tetapi karena cara pemanenan yang mereka lakukan tidak
dengan penebangan, hanya dengan menyayat kulit
pohonnya setiap 2-3 bulan sekali, sampai saat ini
tanamannya masih ada dan dijadikan indukan untuk bibit
perbanyakan tanaman dengan menggunakan bijinya.
Tingkat penyebaran tanaman gaharu di Bengkulu juga
tergolong sangat rendah, hal tersebut dibuktikan dengan
jarak tegakan pohon gaharu antara satu kelompok sangat
berjauhan. Budidaya tanaman gaharu di Bengkulu juga
belum terlaksana dengan maksimal. Sehingga diperlukan
cara budidaya tanaman gaharu secara efisien (Wiriadinata
etal, 2010).

Salah satu cara budidaya tanaman gaharu dapat
dilakukan secara generatif dengan menggunakan biji.
Perbanyakan melalui biji memiliki tingkat kematian yang
cukup tinggi. Hal tersebut dikarenakan daya
perkecambahan pada biji relatif rendah yaitu 47%
sehingga menyebabkan kelangsungan hidupnya rendah
(Wahyuni, Satria, & Zainal, 2020). Selama ini perbanyakan
tanaman gaharu dengan menggunakan biji sulit dilakukan

mengingat biji tanaman gaharu ini bersifat rekalsitran
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(Wahyuni, Satria, & Zainal, 2020). Budidaya secara
vegetatif juga tidak menghasilkan hasil yang maksimal. Hal
tersebut dikarenakan semakin bertambahnya usia
tanaman mengakibatkan cepat hilangnya kemampuan
berakar pada tanaman, sehingga menghasilkan bibit
dengan skala terbatas dan juga membutuhkan waktu yang
sangat lama.

Salah satu cara alternatif dalam budidaya tanaman
gaharu adalah dengan teknik kultur jaringan. Teknik kultur
jaringan merupakan salah satu metode untuk
memperbanyak diri dan regenerasi menjadi suatu
tanaman yang utuh kembali dengan cara menumbuhkan
bagian tanaman yang diisolasi seperti protoplasma, sel,
jaringan, atau organ, pada kondisi yang aseptik. Kelebihan
dari teknik ini adalah menghasilkan bibit dalam jumlah
yang lebih besar dalam waktu yang relatif singkat, bebas
penyakit, tidak tergantung pada iklim dan cuaca, sehingga
mendapatkan bahan tanam yang bebas dari patogen.
Dalam pembibitan teknik ini juga tidak membutuhkan
lahan yang luas dan dapat memperbanyak tanaman
tertentu yang secara konvensional sulit untuk diperbanyak
(Piter & Ziraluo, 2021).

Penggunaan teknik kultur jaringan semakin

penting dalam konservasi plasma nutfah tanaman dan
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dalam menjaga produk-produk berharga dari kepentingan
obat dan komersial. Hal tersebut, dapat membantu dalam
mengurangi eksploitasi berlebihan yang tidak terkendali
dari spesies pohon yang terancam punah, sehingga dapat
memberikan kesempatan penting untuk melestarikan
tanaman tersebut (Saikia, Shrivastava, & Singh, 2012).
Dalam penulisan skripsi ini, penulis juga
berlandaskan salah satu firman Allah yaitu surah At- Thaha

ayat 53, sebagai berikut.

2 U3 5306 2l L) (e 0515 ik 18 &1 G5 13 i W) &1 s 530

“(Tuhan) yang telah menjadikan bumi sebagai hamparan
bagimu, dan menjadikan jalan-jalan di atasnya bagimu, dan
yang menurunkan air (hujan) dari langit. Kemudian kami
tumbuhkan dengannya (air hujan itu) berjenis-jenis aneka
macam tumbuh-tumbuhan.” (QS. At-Thaha ayat : 53)
Berdasarkan Al-Quran surah At-Thaha ayat 53
tersebut, Allah menunjukkan kekuasaan-Nya salah satunya
dengan penciptaan bumi yang disertai dengan penciptaan
berbagai tumbuhan yang beraneka ragam. Tumbuhan yang
beraneka ragam tersebut diantaranya adalah tanaman

gaharu, dimana tanaman gaharu merupakan tumbuhan
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yang memiliki keanekaragaman yang tinggi dan melimpah
di alam.

Salah satu keunggulan perbanyakan tanaman
dengan teknik kultur jaringan adalah untuk perbanyakan
vegetatif tanaman yang mempunyai permintaan tinggi
karena laju perbanyakan secara konvensional memiliki
tingkat keberhasilan yang rendah (Hapsari et al., 2019).
Keberhasilan kultur jaringan melalui penggandaan tunas,
organogenesis maupun embriogenesis somatik tergantung
dari beberapa faktor, meliputi faktor eksternal dan faktor
internal. Salah satu faktor eksternal yang mempengaruhi
proses pertumbuhan eksplan adalah pemberian zat
pengatur tumbuh. Dalam penelitian ini zat pengatur
tumbuh yang digunakan untuk menginduksi kalus adalah
2,4-Dichlorophenoxy acid (2,4-D) dan Thidiazuron (TDZ).
Zat pengatur tumbuh 2,4-D merupakan zat pengatur
tumbuh jenis auksin kuat yang sering digunakan secara
tunggal untuk menginduksi kalus dari berbagai jaringan
tumbuhan (Rudiyanto et al., 2016). Pemberian TDZ dengan
konsentrasi rendah lebih cepat menginduksi kalus
daripada konsentrasi yang tinggi (Restanto et al., 2018).

Berdasarkan uraian latar belakang di atas, maka
dilakukan penelitian dengan judul “Inisiasi dan Induksi

Kalus Tanaman Gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk)
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secara In Vitro”. Adapun tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui pengaruh berbagai konsentrasi 2,4-D
terhadap proses inisiasi dan untuk mengetahui kombinasi
variasi konsentrasi zat pengatur tumbuh (2,4-D dan TDZ)
terhadap induksi kalus tanaman gaharu (Aquilaria

malaccensis Lamk).

Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian latar belakang diatas, maka
rumusan masalah dalam penelitian ini sebagai berikut:

1. Bagaimana pengaruh ZPT 2,4-D terhadap waktu
munculnya kalus dan persentase eksplan berkalus
pada tanaman gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk)?

2. Bagaimana pengaruh kombinasi variasi konsentrasi
ZPT 2,4-D dan TDZ terhadap diameter, struktur, warna,
serta berat basah dan berat kering kalus pada tanaman
gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk)?

3. Bagaimana pengaruh kombinasi variasi konsentrasi
ZPT BAP dan 2,4-D serta penambahan casein
hydrolysate terhadap proses embriogenesis pada kalus

tanaman gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk)?

Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka

tujuan dari penelitian ini adalah:
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1. Untuk mengetahui pengaruh ZPT 2,4-D terhadap
waktu munculnya kalus dan persentase eksplan
berkalus pada tanaman gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk).

2. Untuk mengetahui pengaruh kombinasi variasi
konsentrasi ZPT 2,4-D dan TDZ terhadap diameter,
struktur, warna, serta berat basah dan berat kering
kalus pada tanaman gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk).

3. Untuk mengetahui pengaruh kombinasi variasi
konsentrasi ZPT BAP dan 2,4-D serta penambahan
casein hydrolysate terhadap proses embriogenesis
pada kalus tanaman gaharu (Aquilaria malaccensis

Lamk).

D. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat
untuk berbagai pihak, diantaranya sebagai berikut:

1. Manfaat Teoritis
Memberikan sumber pengetahuan dan
informasi secara teoritis tentang perbanyakan
tanaman gaharu secara in vitro dan sebagai salah satu
alternatif dalam perbanyakan tanaman gaharu yang
didapatkan dalam waktu relatif singkat dan seragam

melalui teknik in vitro.
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2. Manfaat Praktis

d.

Bagi Prodi
Penelitian ini diharapkan dapat menambah

referensi untuk perpustakaan keilmuan Biologi
secara nasional maupun perpustakaan regional di
wilayah UIN Walisongo Semarang terutama
berkaitan dengan penelitian perbanyakan tanaman
gaharu secara in vitro.
Bagi Peneliti

Penelitian ini diharapkan dapat digunakan
sebagai salah satu rujukan dalam penelitian
selanjutnya, menambah pengalaman dan wawasan,
serta mengembangkan Kketerampilan dalam
melakukan penelitian induksi kalus tanaman
gaharu secara in vitro.
Bagi Wirausaha

Bagi para pengusaha gubal tanaman
gaharu, dapat dijadikan sebagai alternatif untuk
memperbanyak koleksi sumber bibit tanaman
gaharu yang seragam dan mendapatkannya dalam

waktu yang relatif singkat.
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BAB I
LANDASAN PUSTAKA
A. Kajian Teori
1. Tanaman Gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk)

Di Indonesia Produk Hasil Hutan Bukan Kayu
(HHBK) tergolong sangat melimpah, komoditi gaharu
merupakan salah satu diantaranya yang berpotensi
untuk dikembangkan dan bernilai komersial tinggi.
Dalam perdagangan internasional gaharu dikenal
dengan sebutan agarwood, aloeswood, atau eaglewood.
Tanaman gaharu merupakan salah satu kelompok
tumbuhan penghasil aromatik bernilai komersial
tinggi dalam bentuk gubal gaharu dan kemedangan.

Populasi jenis pohon penghasil gaharu di hutan
alam semakin berkurang, khususnya jenis Aquilaria sp.
dan Gyrinops sp. Hal tersebut menyebabkan pada 20
tahun terakhir terjadi penurunan ekspor gaharu.
Aquilaria malaccensis Lamk dan Gyrinops yang
merupakan jenis penghasil gaharu berkualitas terbaik.
Jenis gaharu tersebut, saat ini sangat sulit ditemukan di
hutan alam Sumatera dan Kalimantan (Usuliddin,

Burhanuddin, & Addurrani, 2018).
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Salah satu karakteristik dari tanaman gaharu
yang menonjol adalah aromanya yang harum. Gubal
yang dihasilkan oleh tanaman gaharu tersebut dapat
menghasilkan bau yang wangi. Gubal merupakan
respons dari adanya patogen yang masuk ke dalam
jaringan dan menginfeksi pohon penghasil gaharu, hal
tersebut dapat terjadi secara sengaja maupun tidak
sengaja. Respons dari pohon yang terinfeksi tersebut
akan menghasilkan suatu senyawa yang disebut
dengan senyawa fitoaleksin. Senyawa fitoaleksin
merupakan senyawa yang Dberfungsi sebagai
pertahanan penyakit atau patogen (Sitepu et al., 2011).

Klasifikasi dan gambar tanaman gaharu

Aquilaria malaccensis Lamk adalah sebagai berikut.

Kingdom : Plantae

Phylum : Tracheophyta

Class : Magnoliopsida

Order : Malvales

Family : Thymelaeaceae

Genus : Aquilaria

Spesies : Aquilaria malaccensis Lamk.

(GBIF, 2019)
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Gambar 2.1 Bibit Tanaman gaharu (Aquilaria
malaccensis Lamk) (Dokumen Penelitian, 2022)

Gambar 2.2 Tanaman gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk) (A) Pohon, (B) Bunga, (C) Buah, (D) Biji belum
matang dan matang (Kharnainor, S & Shiny C T, 2021)

Pembentukan Senyawa Aromatik pada Gaharu
(Aquilaria malaccensis Lamk)
Gubal gaharu (aromatic resin) berasal dari

pohon atau bagian dari pohon penghasil gaharu yang
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tumbuh secara alami sebagai akibat dari proses infeksi
yang terjadi baik secara alami atau buatan (inokulasi
mikroba) pada pohon tersebut. Terbentuknya gubal
gaharu sebagai akibat pohon terluka dan terinfeksi
oleh penyakit. Mekanisme pembentukan gubal gaharu
dimulai saat mikroba atau cendawan pembentuk gubal
masuk ke dalam batang kayu gaharu. Masuknya
mikroba tersebut ke dalam gubal akan memanfaatkan
cairan sel dalam kayu, sehingga lama kelamaan kayu
akan berwarna gelap dan pohon akan mati. Pohon
gaharu yang terinfeksi oleh mikroba yang tidak sesuai
tidak akan menghasilkan gubal gaharu. Menurut
Gusmalawati (2017), pada saat pohon penghasil gubal
gaharu terinfeksi penyakit maka secara biologis
penyakit akan masuk melalui luka patahan cabang,
selanjutnya energi hara dari sel-sel pada jaringan kayu
akan dikonsumsi cendawan dan mengakibatkan pohon
akan mati dan akan membentuk damar wangi (resin)
dalam kayu tersebut. Apabila damar wangi (resin)
tersebut terbakar maka akan menghasilkan bau yang
harum. Zat yang berbau harum tersebut terjadi pada
tanaman gaharu yang sakit dan tidak terdapat pada

pohon yang sehat.
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Pembentukan gubal gaharu tersebut, dapat
menghasilkan senyawa phytalyosin yang berfungsi
sebagai pertahanan terhadap stres serangan
hama/penyakit pada tanaman gaharu Agquilaria
malaccensis Lamk. Senyawa phytalyosin tersebut dapat
berupa resin berwarna coklat dan beraroma harum,
serta menumpuk di pembuluh xilem dan floem untuk
mencegah meluasnya luka ke jaringan lain (Winarsih et
al, 2014). Zat ekstraktif yang terdapat pada gubal
gaharu disebut sebagai metabolit sekunder. Bau harum
dari gubal gaharu dikarenakan adanya kandungan
senyawa metabolit sekunder berupa flavonoid,
terpena, fenol, alkaloid, stero], lilin, lemak, tanin, gula,
gum, suberin, dan asam resin (Herawati et al., 2015).
Dalam kondisi in vitro, senyawa tersebut dapat
diinduksi melalui kultur tunas atau kalus/suspensi
dengan perlakuan hifa/filtrat cendawan atau senyawa
kimia tertentu. Kultur kalus gaharu yang ditumbuhkan
pada media semi padat diduga juga menghasilkan
senyawa metabolit sekunder jika diinduksi cendawan
patogen penginduksi resin, Fusarium sp. Kultur
suspensi sel tanaman juga sangat berguna untuk
mempelajari biosintesis dari metabolit sekunder

(Leksonowati, 2016).
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3. Teknik In Vitro Tanaman Gaharu (Aquilaria
malaccensis Lamk)

Salah satu jenis tanaman penghasil gubal
gaharu berkualitas baik adalah Aquilaria malaccensis
Lamk. Gaharu tersebut memiliki nilai sosial, budaya,
dan ekonomi yang cukup tinggi sehingga tidak salah
banyak yang tertarik untuk memanfaatkannya.
Perkembangan pemanfaatan tanaman tersebut saat ini
telah meluas, padahal keberadaan tanaman ini di alam
sudah semakin jarang sehingga harus dilakukan
budidaya terhadap tanaman tersebut. Sejauh ini upaya
yang dilakukan dalam budidaya masih menemui
banyak kendala, maka perlu dilakukan upaya alternatif
lain dalam mengatasi masalah ini, salah satunya
dengan menggunakan teknik kultur jaringan. Kultur
jaringan merupakan cara yang efektif untuk
menghasilkan bibit tanaman dalam jumlah banyak,
dalam waktu relatif singkat dan hasil yang seragam
(Samanhudi et al., 2022).

Teori totipotensi sel (cellular totipotency)
merupakan teori yang mendasari kultur jaringan
tanaman. Teori tersebut menyatakan bahwa setiap sel
tanaman memiliki kapasitas untuk beregenerasi

membentuk tanaman secara utuh. Tanaman baru yang
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dihasilkan dengan teknik ini bersifat identik dengan
induknya, dan hasil tanaman kultur jaringan yang
sudah memiliki tunas, batang, daun, dan akar disebut
planlet (Dwiyani, 2015).

Metode perbanyakan tanaman dengan teknik
kultur jaringan dapat menghasilkan jumlah tanaman
baru tidak hanya satu, tapi bisa puluhan hingga ratusan
(dari satu bahan tanam atau eksplan). Metode
perbanyakan dengan teknik tersebut tergolong dalam
perbanyakan vegetatif, maksudnya tidak melibatkan
adanya fertilisasi antara sel telur dan sel kelamin
jantan seperti halnya pembentukan biji pada tanaman,
hal tersebut yang menyebabkan planlet yang
dihasilkan identik dengan induknya. Perbanyakan
tanaman dengan teknik kultur jaringan disebut juga
mikropropagasi atau perbanyakan mikro. Kata “mikro”
mengacu pada bahan tanam awal yang digunakan yaitu
eksplan yang berukuran kecil (micro=kecil), bahkan
dapat mencapai kurang lebih sama dengan 1 mm pada
kultur meristem (Dwiyani, 2015).

Bahan tanam awal yang digunakan dalam
mikropropagasi disebut dengan eksplan. Eksplan
dapat berupa sel (kultur sel), protoplas (kultur

protoplas), epidermis, empulur (kultur jaringan),
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meristem apikal dan lateral (kultur meristem), tunas
apikal maupun lateral (kultur tunas), serta irisan
batang, daun maupun akar (kultur organ). Jika melihat
dari bahan tanam yang digunakan dalam
mikropropagasi, istilah “kultur in vitro” lebih sesuai
digunakan jika dibandingkan dengan “kultur jaringan”
hal tersebut dikarenakan bahan tanam yang
dikulturkan sangat beranekaragam, bukan hanya
jaringan. Kata in vitro berasal dari bahasa Latin yang
berarti “di dalam gelas” (dalam bahasa Inggris “in
glass”), yang menggambarkan suatu proses dalam
biologi yang berlangsung di dalam tabung gelas atau
botol kultur, di luar tubuh makhluk hidup (Dwiyani,
2015).

Eksplan yang ditanam pada media dapat
berubah warna menjadi coklat yang disebabkan oleh
peran enzim polifenol oksidase yang mengoksidasi
senyawa fenol yang Kkeluar dari irisan eksplan.
Penyebab browning lainnya juga dikarenakan adanya
pelukaan akibat pemotongan dan eksplan yang
digunakan terlalu muda. Hal ini juga dapat mengalami
kematian pada jaringan eksplan. Pencoklatan eksplan
disebutjuga dengan browning. Pada beberapa literatur

lain ada yang menyebutnya dengan istilah staining.
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Eksplan yang mengalami  browning  dapat
mengeluarkan senyawa fenoliknya ke dalam media
yang dapat menghambat pertumbuhan eksplan lainnya
yang tidak mengalami browning, oleh karena itu
eksplan harus dipindah ke media baru. Istilah pada
pemindahan kultur ke media baru disebut dengan
subkultur. Sebelum menjadi planlet eksplan akan
membentuk bentukan baru yang disebut dengan
propagul. Propagul dapat berupa kalus, dan organ
(tunas, akar). Kumpulan sel yang tidak terorganisir
inilah yang disebut dengan kalus.

Teknik in vitro tanaman gaharu dapat
dilakukan dengan beberapa cara, diantaranya
pembentukan tunas adventif dan lateral untuk
memperbanyak bibit tanaman gaharu, suspensi sel dan
kultur kalus untuk menghasilkan metabolit sekunder
dan pembentukan tanaman melalui embrio somatik
dan organogenesis, dan kultur protoplas untuk
meningkatkan keragaman genetik  tanaman

(Sukmadjaja et al., 2017)

Induksi Kalus Gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk)
Kalus merupakan kumpulan sel yang belum

terdiferensiasi. Bagian irisan/luka dari organ yang
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dikulturkan akan membentuk kalus, tetapi kalus juga
dapat terbentuk pada bagian sebelah dalam (interior)
pada beberapa spesies tanaman. Dediferensiasi
merupakan kalus yang terbentuk dari eksplan berupa
organ tanaman yang sudah terdiferensiasi seperti
daun, batang, tunas, dan akar. Organ tanaman tersebut
yang sel-selnya sudah terdiferensiasi dikembalikan
lagi menjadi terdiferensiasi. Jika nanti kalus-kalus ini
kembali membentuk tunas, disebut mengalami
diferensiasi (Dwiyani, 2015).

Induksi kalus merupakan langkah pertama
dalam menghasilkan dan memperbanyak sel kalus
secara massal dalam teknik kultur in vitro. Setiap sel
pada tanaman mempunyai kemampuan dapat
membentuk individu baru sehingga kalus merupakan
sumber bahan tanam yang penting dalam regenerasi
tanaman. Dalam rangka mendapatkan bibit gaharu
dalam jumlah yang banyak dan dalam waktu yang
relatif singkat strategi kultur jaringan melalui induksi
kalus sangat efektif karena kalus dapat diinisiasi dari
bagian tanaman mana pun (Rasud, 2020).

Struktur  kalus yang kompak dapat
dimanfaatkan untuk organogenesis, sedangkan kalus

meremah lebih  cocok dimanfaatkan untuk
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embriogenesis (Wahyuni et al, 2017). Embriogenesis
somatik merupakan salah satu metode regenerasi yang
mempunyai tahapan perkembangan fase globular, hati,
torpedo, dan planlet (Rineksane et al, 2012).

Embriogenesis somatik merupakan metode
kultur jaringan tanaman yang digunakan paling luas
dalam sistem mikropropagasi komersial dan tujuan
konservasi (Science, 2020). Embriogenesis somatik
adalah suatu proses embrio dari eksplan yang berupa
sel-sel somatik yang telah mengalami dediferensiasi.
Sel-sel somatik yang telah mengalami dediferensiasi
selanjutnya ditransfer ke dalam medium yang sesuai
dan jika proses induksi dediferensiasinya benar, maka
gen-gen yang bertanggung jawab terhadap totipotensi
akan berfungsi, pembelahan sel-selnya menjadi
terkendali, dan akhirnya terbentuk embrio. Embrio
yang terbentuk akan tumbuh dan berkembang menjadi
tanaman utuh melalui proses embriogenesis
(Rusdianto & Ari, 2012).

Sebagian sel-sel kalus yang terbentuk bersifat
embrionik, yaitu kalus hanya memiliki kemampuan
untuk terus membelah (proliferasi) menghasilkan sel-
sel kalus yang baru, sebagian lagi bersifat embriogenik

yaitu kalus yang dapat berkembang menjadi embrio
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somatik setelah kalus tersebut ditransfer ke dalam
medium yang sesuai. 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 yang berukuran
kecil, sitoplasma padat, inti besar, vakuola kecil-kecil

dan mengandung butir pati (Rusdianto & Ari, 2012).

Media Kultur

Salah satu faktor keberhasilan teknik kultur
jaringan terdapat pada media. Media kultur
merupakan suatu medium buatan yang digunakan
untuk sel atau organ tanaman yang mengandung
sumber energi dan garam anorganik yang berfungsi
sebagai pendukung pertumbuhan sel yang berada di
dalam botol kultur. Jenis media pada kultur jaringan
terdiri dari beraneka ragam yang digunakan sesuai
kegunaan pada penelitian (Istighomah & Mukaromabh,
2019).

Ketepatan dalam menentukan komposisi
media yang akan digunakan sebagai media tanam
merupakan salah satu faktor berhasilnya kegiatan
kultur jaringan. Komposisi media terutama kebutuhan

zat pengatur tumbuh akan mempengaruhi
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pertumbuhan eksplan (Wardatutthoyyibah et al,
2015). Eksplan diletakkan dan dipelihara dalam media
padat dalam keadaan steril. Penggunaan media harus
sesuai atau cocok pada eksplan yang digunakan agar
eksplan dapat berkembang dengan baik dalam
pembentukan Kkalus, tunas dan akar (Karlinda et al,
2013).

Media Murashige dan Skoog (MS) (1962)
merupakan media yang digunakan dalam penelitian
ini. Media MS adalah media dasar yang paling luas
penggunaannya dibanding media dasar lainnya,
terutama pada mikropropagasi tanaman dikotil
dengan hasil yang menentukan. Kelebihan dari media
MS adalah memiliki kandungan nitrat, kalium, dan
amonium yang tinggi sehingga sangat baik digunakan
untuk pertumbuhan tanaman. Biasanya media MS
digunakan sebagai media dasar dikarenakan tidak
mengandung zat aditif, seperti zat pengatur tumbuh
atau zat organik lainnya.

Media Murashige dan Skoog merupakan
perbaikan komposisi media Skoog, terutama
kebutuhan garam anorganik yang mendukung
pertumbuhan optimum tanaman. Meskipun tanaman

gaharu merupakan tanaman pohon, untuk induksi
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kalus sendiri digunakan media MS. Hal tersebut
dikarenakan penggunaan media kalus untuk induksi
kalus lebih cepat terjadi pada media MS. Media MS
memiliki kandungan garam-garam yang lebih tinggi
daripada media lain, dan kandungan nitrat dalam MS
adalah 39,4 mM. kandungan nitrat yang tinggi tersebut
berfungsi dalam mendorong diferensiasi sel dan
dibantu oleh zat pengatur tumbuh (Saikia, Shrivastava
and Sureshkumar Singh, 2012). Media kultur ini
umumnya disterilisasi pada suhu 121°C, tekanan 15
psi, selama 20 menit, dan diinkubasi selama kurang
lebih 3 hari sebelum digunakan. Berikut merupakan

tabel komposisi media MS.
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Tabel 2.1 Komposisi Media MS (Murashige & Skoog

1962)

Bahan/larutan Baku mg/L
NH4NOs 1650
KNO3 1900
MgS04.7Hz20 370
KH2PO4 170
CaClzHz0 440
FeEDTA

a. Kl 27,85
b. Na:EDTA.2H20 37,25
Hara mikro
a. Kl 0,83
b. HsBOs 6,2
c. MnS04.4H20 22,3
d. ZnS04.7H20 8,6
e. Na2Mo04.2H20 0,25
f.  CuS04.5H20 0,025
g. CoCl2.6H20 30000
Sukrosa 100
Mpyo-inositol 100
Nicotinic acid 0,5
Pyridoxine acid 0,5
Thiamine HCI 0,1
Glyrine 2,0
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6. Zat Pengatur Tumbuh
Zat pengatur tumbuh (ZPT) merupakan
senyawa yang mempengaruhi proses fisiologi tanaman
dan dapat mendorong ataupun menghambat proses
fisiologi tanaman. Zat pengatur tumbuh dapat
mendukung pertumbuhan tanaman dalam kegiatan
pembudidayaan tanaman. Umumnya, ZPT aktif pada
konsentrasi yang rendah. Hal tersebut dikarenakan
pada konsentrasi rendah zat pengatur tumbuh dapat
memacu atau menghambat pertumbuhan atau
diferensiasi pada berbagai macam sel-sel tumbuhan
dan dapat mengendalikan perkembangan bagian-
bagian organ yang berbeda pada tumbuhan. Sedangkan
ZPT pada konsentrasi yang tinggi dapat
mengakibatkan kematian pada tanaman (Wahidah &
Hasrul, 2017).

a. 2,4-Dichlorophenoxyacetid acid (2,4-D)
Pembentukan dan pertumbuhan kalus
dapat dipicu dengan pemakaian ZPT 2,4-D dan
sering pula dikombinasikan dengan sitokinin. Zat
pengatur tumbuh 2,4-D merupakan auksin sintetik
kuat yang berfungsi memacu pertumbuhan kalus,

pemanjangan/pertumbuhan sel, inisiasi akar dan
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induksi embriogenesis somatik (Waryastuti,
Setyobudi and Wardiyati, 2017).

Pada produksi kultur embriogenik, auksin
2,4-D paling efektif digunakan dibandingkan
dengan golongan auksin IAA. Hal tersebut
dikarenakan sifat dari 2,4-D yang tidak mudah
terurai oleh enzim-enzim yang dikeluarkan oleh
sel tanaman ataupun oleh pemanasan pada proses
sterilisasi. Pemberian 2,4-D dalam media dapat
merangsang pembelahan dan pembesaran sel
pada eksplan sehingga memacu pembentukan dan
pertumbuhan kalus (Indah, 2013).

Kisaran konsentrasi 2,4-D yang baik
digunakan untuk menginduksi kalus adalah antara
0,5-2 mg/L. Hal ini dikarenakan pemberian
konsentrasi 2,4-D yang tinggi dapat menyebabkan
penghambatan pada pertumbuhan eksplan. Pada
proses oksidasi senyawa flavons dan quinons yang
terdapat di dalam vakuola berikatan dengan
oksigen sehingga menghasilkan brown polimers
yang menyebabkan pencoklatan pada eksplan.
Pemberian 2,4-D yang Dberlebihan dapat
mengubah fungsinya dari ZPT menjadi herbisida

(Indah, 2013).
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Gambar 2.3 Struktur Kimia 2,4-D (Rasiska et al,
2017)
Thidiazuron (TDZ)

Thidiazuron (TDZ) merupakan zat
pengatur tumbuh sejenis sitokinin yang dapat
memacu pertumbuhan tunas pada Kkalus.
Pemberian sitokinin TDZ juga dapat menginduksi
kalus. TDZ merupakan sitokin yang bersifat
merangsang multiplikasi pucuk dalam konsentrasi
rendah. Pemberian TDZ dengan Kkonsentrasi
rendah lebih cepat menginduksi kalus daripada
pada konsentrasi yang tinggi. TDZ dapat
mendorong multiplikasi pucuk lebih baik
dibandingkan dengan IBA (Restanto et al., 2018).

Menurut Hayati et al. (2010), rasio auksin
dan sitokinin yang seimbang dapat mempengaruhi
induksi pembentukan kalus, untuk mendapatkan

induksi pembentukan kalus yang optimal
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memerlukan kombinasi antara rasio auksin dan

sitokinin yang tepat pula.

Gambar 2.4 Struktur Kimia TDZ (Windujati,
2011)

6-Benzyl Amino Purine (BAP)

Zat pengatur tumbuh sangat berpengaruh
terhadap keberhasilan perbanyakan kalus. BAP
merupakan salah satu ZPT golongan sitokinin yang
berperan dalam menstimulasi pemotongan sel dan
proliferasi kalus (Juliana, Isda, & Iriani, 2019).

Struktur yang terdapat pada BAP sama
dengan kinetin, akan tetapi BAP lebih efektif bila
dibandingkan dengan kinetin, karena di dalam
BAP terdapat gugus benzil berfungsi untuk untuk
memacu produksi tunas in vitro maupun induksi

kalus secara in vitro.
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Gambar 2.5 Struktur Kimia BAP (Zulkarnain,
2009)
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B. Kajian Penelitian Yang Relevan

Dalam kajian pustaka ini, peneliti mencantumkan beberapa penelitian yang dianggap

relevan dengan jenis penelitian yang akan dilakukan (Tabel 1.1).

Tabel 2.2 Kajian penelitian yang relevan

Penelitian Hasil Research gap
An Efficient Protocol for Callus Hasil penelitian menunjukkan Belum diketahui diameter, struktur,
Induction in Aquilaria media untuk mendapatkan dan warna kalus.
malaccensis Lam. Using Leaf biomassakalus maksimum.
Explants at Varied
Concentrations  of  Sucrose

(Saikia, Shrivastava, & Singh,
2012)

Interaksi antar Biak Suspensi Sel
Gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk.) dan Fusarium sp. dalam

Penelitian ini menunjukkan bahwa
kalus dapat diinduksi dari semua
perlakuan auksin tunggal maupun

menghasilkan Senyawa auksin-sitokinin.
Seskuiterpena  (Leksonowati,
2016)

Belum ada pengaplikasian
kombinasi pada ZPT auksin dengan
sitokinin.
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Tabel 2.2 Lanjutan

Penelitian Hasil Research gap
Embryogenic Callus Induction of Kombinasi 2,4-D dan Benzyl Amino Belum ada pengaplikasian
Aquilaira Malaccensis Lamk. and Purine  (BAP) dengan media kombinasi pada ZPT auksin (2,4-D)
Aquilaria Subintegra Ding Hou Murashige Skoog (MS) telah dengan sitokinin yang berbeda
(Salam, Awal, & Abdullah,, 2019) berhasil menginduksi kalus dan (TDZ) dengan  variasi  dan

proses embriogenesis pada konsentrasi yang berbeda.
tanaman gaharu Aquilaria
malaccensis dan Aquilaria
subintegra.
Induksi Kalus Gaharu dengan Pemberian kombinasi zat pengatur Kalus yang dihasilkan baru

NAA dan BAP Secara In Vitro

tumbuh NAA dan BAP mempunyai

berpeluang untuk organogenesis

(Wahyuni, Satria, & Zainal, pengaruh terhadap induksi kalus belum untuk embriogenesis.
2020) tanaman gaharu. Kalus yang
dihasilkan berpeluang
dimanfaatkan untuk organogenesis.
Agarwood (Aquilaria Penelitian ini bertujuan untuk Hanya menggunakan zat pengatur
malaccensis) diversity mendapatkan konsentrasi IAA dan tumbuh auksin saja, belum ada

conservation by in vitro culture
with [AA and yeast extract
(Samanhudi et al, 2022)

yeast extract yang tepat untuk
pertumbuhan gaharu secara in
vitro.

pengkombinasian dengan sitokinin.
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C. Kerangka Berpikir

Tanaman Gaharu

!

Kebutuhan Produksi Gubal Tinggi

v

v

Kalus

v

Media Perlakuan I

v

Media Perlakuan II

o~

2,4-D Dibudidayakan
‘r /\
In Vitro Konvensional
] | !
Pemilihan Eksplan Biji Hama dan
Daun Muda Gaharu penyakit Waktu
‘L pertumbuhan dan
Sterilisasi dan Inisiasi perkembangan
lama

Biji yang rekalsitran atau

cepat rusak.

Tidak bisa disimpan lama

Daya kecambah rendah.

Berdiferensiasi

membentuk kalus

Proses

Embriogenesis

Perbanyakan biji sangat

bergantung pada musim.
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D. Hipotesis Penelitian

1. Ha: Terdapat pengaruh dalam penambahan berbagai
konsentrasi ZPT 2,4-D terhadap inisiasi daun gaharu
(Aquilaria malaccensis Lamk) secara in vitro.

Ho: Tidak terdapat pengaruh dalam penambahan
berbagai konsentrasi ZPT 2,4-D terhadap inisiasi daun
gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk) secara in vitro.

2. Ha: Terdapat pengaruh dalam penambahan kombinasi
konsentrasi ZPT 2,4-D dan TDZ terhadap induksi kalus
gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk) secara in vitro.
Ho: Tidak terdapat pengaruh dalam penambahan
kombinasi konsentrasi ZPT 2,4-D dan TDZ terhadap
induksi kalus gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk)
secara in vitro.

3. Ha: Terdapat pengaruh dalam penambahan kombinasi
konsentrasi ZPT BAP dan 2,4-D serta penambahan
casein  hydrolysate 500 mg/L. terhadap proses
embriogenesis.

Ho: Tidak terdapat pengaruh dalam penambahan
kombinasi konsentrasi ZPT BAP dan 2,4-D casein

hydrolysate 500 mg/L terhadap proses embriogenesis.
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BAB III
METODE PENELITIAN
A. Jenis dan Pendekatan Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian
campuran. Jenis penelitian campuran merupakan
penelitian yang menggabungkan antara metode penelitian
kualitatif dan kuantitatif. Pendekatan penelitian yang
digunakan dalam penelitian ini adalah pendekatan
penelitian eksperimental murni, dikarenakan pada
penelitian ini menggunakan pengontrolan variabel,
pemberian perlakuan, dan dilakukan adanya pengujian
hasil. Metode penelitian ini bersifat validasi atau menguji,
yaitu menguji pengaruh satu atau lebih variabel terhadap
variabel lain, variabel yang memberi pengaruh
dikelompokkan sebagai variabel bebas (Independent
variable), sedangkan variabel yang dipengaruhi
dikelompokkan sebagai variabel terikat (dependent

variable).

B. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Pusat Riset Rekayasa
Genetika, Organisasi Riset Hayati dan Lingkungan BRIN,
mulai pada bulan Oktober 2022 sampai Juli 2023 di

Laboratorium Kultur Jaringan Non-GMO Gedung Genomik

57



C.

Kawasan Sains dan Teknopark Dr. Ir. Soekarno BRIN
Cibinong yang terletak di Jalan Raya Jakarta-Bogor Km. 46,
Cibinong, Kecamatan Cibinong, Kabupaten Bogor, Jawa

Barat.

Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan merupakan alat
dan bahan yang umum digunakan di laboratorium kultur
jaringan. Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
Laminar Air Flow (LAF), otoklaf, timbangan analitik, pinset,
gunting, magnetic stirrer, hot plate, scalpel, erlenmeyer,
gelas ukur 1000 ml, gelas ukur 100 ml, botol kultur besar,
botol kultur kecil, bunsen, korek api, petri dish, rak kultur,
hand sprayer, pH meter, mikropipet, alat tulis, dan kamera.

Bahan yang digunakan sebagai eksplan yaitu daun
muda gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk) yang berada di
bagian pucuk tanaman. Daun tersebut terdiri dari tiga
jenis, diantaranya daun muda gaharu masih menutup,
daun muda yang belum membentang sempurna, dan daun
muda yang sudah membentang sempurna. Pemilihan daun
tersebut digunakan untuk mengetahui pengaruh
perbedaan keadaan umur daun terhadap proses sterilisasi
dan inisiasi eksplan dalam membentuk kalus. Bahan lain
yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya MS, 2,4-

D, TDZ, BAP, casein hydrolysate 500 mg/L, sukrosa, agar
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(gellex), alkohol 70% dan 96%, akuades, akuades steril,
HgCl (0,05%), larutan 15% NaClO (bayclin 15 ml
ditambahkan air hingga volumenya 100 ml), sunlight,
larutan HCI, larutan NaOH, kertas aluminium foil, spirtus,

tisu, dan plastic wrap.

Gambar 3.1 Daun muda gaharu Aquilaria malaccensis
Lamk. A: Daun muda gaharu masih menutup, B: Daun muda
gaharu belum membentang sempurna, C: Daun muda
gaharu membentang sempurna.

. Populasi dan Sampel Penelitian

Populasi dalam penelitian ini berupa daun gaharu
(Aquilaria malaccensis Lamk). Daun gaharu diambil dari
bibit gaharu yang berada di polybag yang berumur sekitar
dua tahun. Bibit tersebut merupakan bibit yang berasal
dari Bengkulu. Eksplan yang digunakan pada penelitian ini

berupa eksplan daun gaharu yang dipotong persegi tanpa
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tulang daun berukuran 1 cm X 1 cm dan dibuang bagian
ujung serta pangkal daun. Kriteria daun yang digunakan
sebagai eksplan merupakan daun gaharu yang masih
muda, sehingga dalam pengambilan eksplan daun tersebut
dibedakan menjadi daun muda yang masih menutup, daun
muda yang belum membentang sempurna, dan daun muda
yang sudah membentang sempurna. Daun muda seringkali
digunakan untuk inisiasi pembentukan kalus, hal tersebut
dikarenakan daun muda memiliki kemampuan regenerasi
yang lebih baik dibandingkan dengan daun dewasa . Selain
itu, daun muda juga mengandung hormon tumbuh yang
lebih tinggi dibandingkan dengan daun dewasa, sehingga
lebih mudah untuk merangsang pertumbuhan Kkalus

(Rahmadi et al., 2021).
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E. Parameter Penelitian

Parameter yang akan diamati adalah sebagai berikut.

Tabel 3.1 Parameter Penelitian

Variabel Sub Variabel Parameter Instrumen Pengukuran
Pembent  Terbentuknya Waktu munculnya Dihitung berapa hari yang dibutuhkan untuk
ukan kalus kalus dan munculnya kalus pada eksplan dan berapa persen
somatik persentase eksplan eksplan yang dapat berkalus
embrioge berkalus
nesis
Diameter Terjadi proses Diameter kalus diukur menggunakan software Image]
kalus pertumbuhan kalus
Tekstur dan Terjadi Mengamati bagaimana tekstur dan warna kalus yang

warna kalus

pembentukan pada
tekstur dan warna
kalus

didapatkan

Berat Kalus

Terjadi penambahan
massa kalus

Menimbang kalus dengan menggunakan timbangan
analitik

Fase SE

Terjadi proses
pembentukan SE

Mengamati terbentuknya fase globular, jantung,
torpedo, dan fase kotiledon
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F. Prosedur Kerja
1. Sterilisasi Alat

Sterilisasi peralatan dapat dilakukan dengan
menggunakan autoklaf. Peralatan seperti botol kultur,
cawan petri, pinset, scalpel, dan gunting sebelum
digunakan harus terlebih dahulu dicuci dengan sabun,
dikeringkan, dan dibungkus menggunakan kertas hvs
atau koran, setelah itu dimasukkan ke dalam plastik
khusus yang tahan terhadap suhu tinggi kecuali botol
kultur tidak perlu dibungkus dengan kertas maupun
plastik. Setelah peralatan tersebut dibungkus,
selanjutnya disterilkan di dalam otoklaf pada suhu

121°C dan tekanan 17,5 psi selama 15 menit.

2. Pembuatan Media Perlakuan

Media dasar yang akan digunakan dalam
melakukan penelitian ini adalah media MS (Murashige
Skoog) (Cassion) sebanyak 4,43 g/L yang ditambah
dengan sukrosa 30 g/L, dan agar 3 gr/l. Bahan-bahan
tersebut ditambahkan dengan zat pengatur tumbuh
auksin 2,4-D (0; 1,0; 2,0; 3,0 ppm) dan TDZ (0; 0,5; 1,0
ppm). Larutan tersebut ditambahkan dengan akuades.
Kemudian, larutan diaduk menggunakan pengaduk

magnetik (magnetic stirrer) hingga menjadi larutan
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yang homogen. Setelah itu, digunakan pH meter untuk
mengukur pH larutan hingga mencapai nilai 5,8 dengan
menambahkan larutan HCl jika pH larutan kurang dari
pH yang diinginkan atau larutan NaOH jika pH larutan
lebih dari pH yang diinginkan. Kemudian larutan
dimasak di atas hot plate hingga mendidih. Larutan
dimasukkan ke dalam botol kultur berukuran dengan
ketebalan masing-masing *1 cm/botol, sedangkan
untuk yang menggunakan petri, media di tuang dalam
petri dengan ketebalan masing-masing +0,5 cm/petri
di dalam LAF. Media disterilisasi menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 17,5 Psi selama

20 menit.

Sterilisasi dan Inisiasi Eksplan

Pada penelitian ini eksplan yang digunakan
berasal dari luar laboratorium (di Lath House),
sehingga perlu dilakukan sterilisasi di luar maupun di
dalam Laminar Air Flow (LAF) dikarenakan memiliki
tingkat kontaminasi yang relatif besar. Berikut
langkah-langkah sterilisasi dan Inisiasi eksplan di luar
maupun di dalam LAF.
a. Sterilisasi di luar LAF

Sterilisasi diawali dengan mengambil

eksplan daun gaharu yang akan digunakan dengan
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menggunting daun yang masih muda dan
memasukkannya ke dalam botol berdasarkan jenis
daunnya yaitu daun muda yang masih menutup,
daun muda yang belum membentang sempurna,
dan daun muda yang sudah membentang
sempurna. Setelah itu dicuci bersih setiap helai
daunnya dengan air dan detergen, kemudian
eksplan daun tersebut dibiarkan di air yang
mengalir + 30 menit.
Sterilisasi di dalam LAF

Sterilisasi diawali dengan menyalakan LAF,
kemudian dinyalakan sinar UV sesuai timer
(minimal 30 menit) pada LAF. Setelah UV mati,
nyalakan blower dan lampu. Kemudian
dimasukkan alat dan bahan yang akan digunakan
dan botol yang berisi eksplan dari luar diganti
dengan botol yang steril. Selanjutnya, eksplan yang
berada di botol steril direndam dengan larutan
alkohol 70% selama + 1 menit, kemudian ditiriskan
dan dibilas dengan akuades yang steril. Kemudian,
eksplan direndam dalam larutan NaClO 15%
(bayclin 15 ml ditambahkan air hingga volumenya
100 ml). Waktu perendaman untuk daun muda

gaharu yang masih menutup selama 5 menit, daun
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muda gaharu belum membentang sempurna 10
menit, dan daun muda gaharu membentang
sempurna 15 menit sambil dikocok supaya larutan
mengenai semua bagian eksplan. Selanjutnya,
dibilas dengan akuades sebanyak 3 kali. Setiap
pembilasan dengan akuades dibutuhkan waktu
sekitar 1 menit untuk menghilangkan sisa larutan
NaClO dari eksplan. Selanjutnya, eksplan direndam
dalam larutan HgCl; 0,05%. Lama waktu
perendaman 3 menit untuk daun muda gaharu
masih menutup, 5 menit untuk daun muda gaharu
belum membentang sempurna, dan 7 menit untuk
daun muda gaharu membentang sempurna dan
sambil dikocok secara homogen, kemudian, daun
dibilas dengan akuades sebanyak 3 Kkali.
Selanjutnya botol wadah eksplan diganti dengan
botol yang steril. Terakhir, setelah proses
sterilisasi selesai kegiatan dilanjutkan dengan
proses inisiasi eksplan.
Inisiasi

Inisiasi dilakukan di LAF dan diawali
dengan diletakkan helaian daun diatas cawan petri
steril yang sudah dialasi dengan tisu. Potong ujung

pangkal daun dan ujung lainnya dengan pisau
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4.

skalpel. Apabila ukuran daun cukup lebar maka
tulang daun dihilangkan dengan membuang bagian
tulang daun tersebut dan dipotong menjadi bagian-
bagian kecil sekitar 5x5 mm?2 hingga 10 x 10 mm?2.
Selanjutnya, permukaan adaksial (permukaan
atas) daun disayat atau ditusuk-tusuk dengan
skalpel agar nutrien pada media mudah terserap
masuk ke dalam daun. Setelah daun siap, sebanyak
2 sampai 3 daun diletakkan diatas media kultur
padat dengan sisi adaksial menghadap ke bawah
(daun terbalik). Terakhir, botol media yang berisi
eksplan daun diberikan label yang berisi
keterangan tanggal inisiasi, nomor botol (ulangan),

nama spesies, dan kode jenis daun.

Induksi Kalus

Kalus yang telah tumbuh pada inisiasi daun

gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk), selanjutnya di
induksi pada media optimum yang didapatkan pada
perlakuan inisiasi sebelumnya. Selanjutnya, kalus di
induksi pada media MS dengan penambahan berbagai
kombinasi konsentrasi ZPT 2,4-D dan TDZ dengan total
12 perlakuan. Penanaman eksplan dilakukan dengan
cara diambil kalus pada petri menggunakan pinset, lalu

ditanamkan ke dalam media perlakuan induksi kalus.
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Hal ini, dilakukan di Laminar Air Flow dan dilakukan di
dekat api bunsen pada setiap langkahnya untuk
mengurangi resiko terjadinya kontaminasi.

Kalus yang telah diinduksi dengan media
kombinasi 2,4-D dan TDZ selanjutnya di subkultur
dengan media kombinasi BAP dan 2,4-D. Setelah itu,
disubkultur dengan media perlakuan embriogenesis
(Tabel 3.4).

G. Rancangan Penelitian
1. Induksi Kalus terhadap Waktu Munculnya Kalus
dan Persentase Eksplan Berkalus pada Tanaman
Gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk)

Rancangan penelitian yang digunakan dalam
perlakuan inisiasi adalah Rancangan Acak Kelompok
(RAK). Faktor perlakuan dalam penelitian ini faktor
jenis eksplan dan konsentrasi 2,4-D. Jenis eksplan yang
digunakan yaitu daun muda gaharu masih tertutup,
daun muda gaharu belum terbuka sempurna, dan daun
muda gaharu sudah terbuka sempurna, sedangkan
konsentrasi 2,4-D yang digunakan adalah 0,5 ppm dan
1 ppm (Tabel 3.2).
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Tabel 3.2 Jenis eksplan daun gaharu dan konsentrasi ZPT
2,4-D terhadap proses inisiasi

. Konsentrasi
Jenis Eksplan Daun Gaharu 2,4-D (ppm)
Daun muda masih tertutup 015
Daun muda belum terbuka 0,5
sempurna 1
0,5
Daun muda terbuka sempurna 1

Pada Tabel 3.2 menunjukkan bahwa jumlah
perlakuan dalam penelitian ini sebanyak 6 perlakuan
dan setiap perlakuan akan diulang sebanyak 10 kali,
sehingga terdapat 60 satuan percobaan dan setiap
satuan percobaan terdiri dari 1 eksplan daun.

. Induksi Kalus Gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk) terhadap Diameter, Struktur, Warna, serta
Berat Basah dan Kering Kalus

Rancangan penelitian yang digunakan dalam
perlakuan induksi kalus adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL). Faktor dalam perlakuan ini adalah
kombinasi konsentrasi ZPT 2,4-D dan TDZ (Tabel 3.3).

Pada Tabel 3.3 menunjukkan bahwa jumlah
perlakuan dalam penelitian ini sebanyak 12 perlakuan,
setiap perlakuan akan diulang sebanyak 3 Kkali,
sehingga terdapat 36 satuan percobaan dan setiap

satuan percobaan terdiri dari 4 eksplan kalus.
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Tabel 3.3 Kombinasi konsentrasi ZPT 2,4-D dan TDZ
terhadap induksi kalus gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk)

Kombinasi TDZ (ppm)
Konsentrasi ZPT 0 0,5 1
0 DoTo DoTos DoT1
2,4-D 1 D1To D1Tos D1T1
(ppm) 2 D2To D2Tos D2T1
3 D3To D3Tos D3T1

Keterangan.
DoTo=2,4-D (0 ppm) + TDZ (0 ppm)
D1To= 2,4-D (1,0 ppm) + TDZ (0 ppm)
D;To = 2,4-D (2,0 ppm) + TDZ (0 ppm)
D3To= 2,4-D (3,0 ppm) + TDZ (0 ppm)
DoTos=2,4-D (0 ppm) + TDZ (0,5 ppm)
DiTos=2,4-D (1,0 ppm) + TDZ (0,5 ppm)
D;Tos=2,4-D (2,0 ppm) + TDZ (0,5 ppm)
D3Tos=2,4-D (3,0 ppm) + TDZ (0,5 ppm)
DoT1=2,4-D (0 ppm) + TDZ (1,0 ppm)
DiT:1=2,4-D (1,0 ppm) + TDZ (1,0 ppm)
D,T1=2,4-D (2,0 ppm) + TDZ (1,0 ppm)
DsT1=2,4-D (3,0 ppm) + TDZ (1,0 ppm)
3. Proses Embriogenesis
Rancangan penelitian yang digunakan dalam
perlakuan induksi kalus adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL). Faktor dalam perlakuan ini adalah
kombinasi konsentrasi ZPT BAP dan 2,4-D dan
ditambahkan casein hydrolysate 500 mg/L (Tabel 3.4).

69



Tabel 3.4 Kombinasi konsentrasi ZPT BAP dan 2,4-D
terhadap proses embriogenesis

Kombinasi 2,4-D (ppm)
Konsentrasi ZPT 0,1 0,5 1
0,5 A B C
BAP (ppm) 1 D E F
Keterangan.

A= 0,5 ppm BAP + 0,1 ppm 2,4-D
B=0,5 ppm BAP + 0,5 ppm 2,4-D
C=0,5 ppm BAP + 1 ppm 2,4-D
D=1 ppm BAP + 0,1 ppm 2,4-D
E=1 ppm BAP + 0,5 ppm 2,4-D
F=1 ppm BAP + 1 ppm 2,4-D

Pada Tabel 3.4 menunjukkan bahwa perlakuan
dalam penelitian ini sebanyak 6 perlakuan, setiap
perlakuan akan diulang sebanyak 3 kali, sehingga
terdapat 18 satuan percobaan dan setiap satuan
percobaan terdiri dari 9 eksplan kalus.

H. Teknik Analisis Data
1. Induksi Kalus terhadap Waktu Munculnya Kalus
dan Persentase Eksplan Berkalus Tanaman Gaharu
(Aquilaria malaccensis Lamk)

Metode yang digunakan pada percobaan
inisiasi daun adalah adalah Rancangan Acak Kelompok
(RAK) dengan dua faktor yaitu jenis eksplan dan

variasi konsentrasi 2,4-D pada media perlakuan.
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Analisis data yang sudah diperoleh pada penelitian ini
dilakukan dengan menggunakan analisis ragam One-
Way Analysis of Variance (ANOVA) untuk mengetahui
pengaruh jenis eksplan yang digunakan dan variasi
konsentrasi 2,4-D terhadap waktu tumbuhnya kalus
dan persentase eksplan berkalus. Jika terdapat
perbedaan yang nyata diantara perlakuan-perlakuan
tersebut, maka analisis akan dilakukan uji lanjutan
(Post hoc) dengan uji Duncan Multiple Range Test
(DMRT) pada taraf 5% dengan menggunakan software
R.
Induksi Kalus Gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk) terhadap Diameter, Struktur, Warna, serta
Berat Basah dan Kering Kalus

Data yang diperoleh berupa data kualitatif dan
kuantitatif. Data kualitatif berupa tekstur dan warna
kalus, sedangkan data kuantitatif berupa diameter
kalus, berat basah kalus, dan berat kering kalus.
Metode yang akan digunakan pada percobaan ini
adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan satu
faktor tunggal yaitu kombinasi variasi konsentrasi 2,4-
D dan TDZ dalam media MS. Penelitian ini
menggunakan analisis One-Way Analysis of Variance

(ANOVA) untuk menganalisis data yang diperoleh,
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adakah pengaruh perlakuan terhadap diameter, berat
basah kalus, dan berat kering kalus. Jika terdapat
perbedaan yang nyata diantara perlakuan-perlakuan
tersebut, maka analisis akan dilakukan uji lanjutan
(Post hoc) dengan uji Duncan Multiple Range Test
(DMRT) pada taraf 5% dengan menggunakan software
R.
Proses Embriogenesis

Data yang diperoleh dalam perlakuan ini
adalah data kualitatif deskriptif. Data kualitatif berupa
fase dari proses embriogenesis seperti fase globular,

jantung, torpedo, dan fase kotiledon.
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BAB1V
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Pengaruh 2,4-D terhadap Waktu Munculnya Kalus dan
Persentase Eksplan Berkalus

1. Waktu Munculnya Kalus
Penelitian ini diawali dengan proses sterilisasi

eksplan. Eksplan yang digunakan merupakan eksplan
daun muda gaharu yang berasal dari bibit dalam
polybag di lath house. Selanjutnya, daun muda pada
bibit tanaman gaharu tersebut dibedakan menjadi 3
jenis daun diantaranya, daun muda masih menutup,
daun muda belum membentang sempurna, dan daun
muda sudah membentang sempurna, setelah daun
tersebut dipisahkan, dilanjutkan dengan proses
sterilisasi dan inisiasi. Proses ini, bertujuan untuk
mengetahui pengaruh jenis eksplan yang digunakan
dan pengaruh 2,4-D terhadap waktu Kkedinian
munculnya kalus dan persentase eksplan membentuk
kalus (Kumianjani, Damanik and Siregar, 2015).

Jenis eksplan yang digunakan adalah daun
muda gaharu masih menutup, daun muda gaharu
belum membentang sempurna, dan daun muda gaharu
membentang sempurna. Konsentrasi 2,4-D yang

digunakan adalah 0,5 ppm dan 1 ppm. Adanya jenis
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eksplan yang berbeda dan pemberian konsentrasi 2,4-
D menunjukkan adanya respons yang bervariasi
terhadap waktu munculnya kalus dan persentase
eksplan berkalus (Salam, Awal, & Abdullah 2019).

Kedinian munculnya kalus dihitung dari hari
setelah tanam (HST). Berdasarkan hasil pengamatan,
proses pembentukan kalus diawali dengan proses
penggulungan atau pembekakan pada eksplan
(Wahyuni, Satria, & Zainal, 2020). Penggulungan atau
pembekakan mulai terjadi ketika eksplan berumur 3-5
hari setelah tanam.

Setelah terjadi pembekakan atau
penggulungan pada eksplan, kalus mulai terbentuk
pada pinggir daun dan permukaan pertulangan daun.
Penggulungan atau pembekakan yang terjadi pada
eksplan menandakan bahwa eksplan sudah merespons
media yang diberikan, dimana eksplan telah menyerap
media sebagai nutrisi untuk pertumbuhan kalus
(Priyono et al, 2000). Munculnya kalus pada eksplan
ditandai juga dengan jaringan berwarna putih bening
seperti titik-titik air/lendir pada bekas irisan eksplan
dan sayatan di permukaan eksplan yang kemudian

berkembang menjadi bulatan-bulatan kecil yang jelas
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yang disebut kalus (Waryastuti, Setyobudi and
Wardiyati, 2017).

Pembentukan kalus ditandai dengan adanya
kumpulan atau massa sel yang tidak beraturan pada
bagian eksplan (Juliana, Isda, & Iriani, 2019).
Terjadinya pembentukan kalus tersebut disebabkan
karena eksplan mempunyai jaringan meristematik dan

berinteraksi langsung antara jaringan tanaman dengan

ZPT yang terdapat dalam media (Lizawati, 2012).

Gambar 4.1 Eksplan daun gaharu setelah 5 hari
ditanam A: Eksplan membengkak, B: Eksplan
menggulung

Menurut Priyono et al. (2020), pembentukan
kalus pada eksplan terjadi pada beberapa minggu
setelah penanaman. Hal tersebut disebabkan adanya
rangsangan luka yang menyebabkan keseimbangan
pada dinding sel berubah arah dan sebagian protoplas
mengalir ke luar sehingga mulai terbentuk kalus

(Waryastuti, Setyobudi and Wardiyati, 2017).
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Pemberian 2,4-D pada media memberikan pengaruh
interaksi yang nyata terhadap inisiasi kalus (Juliana,

Isda and Iriani, 2019).

Tabel 4.1 Uji One-Way Analysis of Variance (ANOVA)
rata-rata waktu munculnya kalus

Df SumSq MeanSq F Pr(>F)
value

Replicat 9 928,2 103,13 0,543 0,835
ion
vector

fact.A 2 2572,0 1286,02 6,774 0,003

*%

fact.B 25,4 25,35 0,134 0,717

U=

factA:ffa 2 126,1 63,05 0,332 0,719
ct.B

Residua 45 8543,4 189,85
Is

Ket. Signif. Codes: 0 ***" 0,001 **' 0,01 * 0,5 0,11

Berdasarkan hasil Uji ANOVA diatas, diketahui
bahwa nilai signifikansi pada faktor A atau jenis
eksplan yang digunakan sebesar 0,003 kurang dari
0,05. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa jenis
eksplan atau jenis daun muda gaharu yang digunakan
sangat berpengaruh nyata terhadap rata-rata waktu
munculnya kalus, sedangkan nilai signifikansi pada
faktor B atau berbagai konsentrasi 2,4-D sebesar 0,717

atau lebih dari 0,05 yang artinya, konsentrasi 0,5 dan 1
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ppm 2,4-D tidak memiliki perbedaan yang nyata

terhadap waktu munculnya kalus.

Tabel 4.2 Waktu kedinian munculnya kalus pada
berbagai konsentrasi 2,4-D dan jenis eksplan
Konsentrasi Kedinian Waktu

Jenis Eksplan 2,4-D Munculnya
(ppm) kalus (Hari)
Daun Muda 0,5 18,0 a
Tertutup 1 21,4 ab
Daun Muda Belum 0,5 37,1a
Terbuka 1 343 ab
Sempurna
Daun Muda 0,5 27,0 bc
Terbuka 1 30,3 ¢
Sempurna

Ket. Angka yang diikuti huruf yang sama
menunjukkan tidak berbeda nyata pada Uji Jarak
Berganda Duncan taraf 5%

Berdasarkan hasil analisis data Uji Duncan
(DMRT) taraf 5%, menunjukkan bahwa perlakuan
dengan pemberian 2,4-D 0,5 ppm, mampu membentuk
kalus dalam waktu yang lebih cepat dibandingkan
dengan konsentrasi 1 ppm dengan rata-rata waktu
munculnya kalus paling cepat yaitu pada hari ke-18
pada eksplan daun muda tertutup.

Berdasarkan penelitian Waryastuti, Setyobudi,
& Wardiyati (2017) dan Leksonowati (2016) bahwa

zat pengatur tumbuh 2,4-D tunggal dapat menginduksi
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terbentuknya kalus dari berbagai jaringan tanaman.
Konsentrasi 2,4-D yang digunakan dalam media
berpengaruh terhadap pembentukan kalus pada
eksplan, hal tersebut dikarenakan konsentrasi 2,4-D
yang digunakan lebih mudah berdifusi ke dalam
jaringan tanaman akibat adanya luka irisan sehingga
2,4-D yang ditambahkan akan membantu auksin
endogen untuk menstimulasi atau merangsang
pembelahan sel terutama sel di sekitar arealuka
(Waryastuti, Setyobudi, & Wardiyati, 2017).
Penambahan 2,4-D dalam media dapat
memacu pembentukan dan pertumbuhan kalus serta
meningkatkan senyawa kimia alami berupa flavonoid.
Selain itu, 2,4-D dapat merangsang pembelahan dan
pembesaran sel pada eksplan (Eka Waryastuti, &
Setyobudi, 2017). Fungsi lain dari 2,4-D yaitu dapat
meningkatkan tekanan osmotik, permeabilitas sel,
mengurangi tekanan pada dinding sel, meningkatkan
plastisitas dan mengembangkan dinding sel, serta
meningkatkan sintesis protein (Widiastoety, 2014).
2.4-D mampu merangsang perbesaran dan sangat baik
dalam pembelahan sel untuk membentuk kalus

(Kumianjani, Damanik and Siregar, 2015).
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Daun merupakan eksplan terbaik yang
digunakan untuk induksi kalus. Pertumbuhan kalus
yang ditandai dengan pembengkakan eksplan dan
diikuti dengan munculnya kalus yang nampak putih di
ujung dan tepi eksplan pada tanaman gaharu
(Aquilaria malaccensis Lamk) (Salam, Awal &
Abdullah, 2019). Keadaan umur daun yang digunakan
dapat mempengaruhi pertumbuhan kalus. Hal tersebut
dikarenakan apabila daun yang digunakan dalam
inisiasi terlalu tua maka berpengaruh terhadap proses
pembelahan (Isnaini, Rahmi and Sujalu, 2014).
Pembelahan lambat karena aktivitas metabolisme yang
rendah sehingga kebutuhan dari zat pengatur tumbuh
perlu ditambahkan untuk memenuhi kebutuhan dari

sel tersebut (Samsumaharto et al,, 2010).

Gambar 4.2 Kalus gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk) A. Media 0,5 ppm 2,4-D, B. Media 1 ppm 2,4-D

Persentase Eksplan Berkalus
Persentase eksplan berkalus merupakan salah

satu parameter pengamatan yang menunjukkan
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kemampuan eksplan dalam membentuk Kkalus.
Pengamatan dilakukan dari hari setelah penanaman
eksplan hingga semua eksplan membentuk kalus.

Berdasarkan hasil Uji ANOVA persentase
eksplan berkalus menunjukkan bahwa pemberian
konsentrasi zat pengatur tumbuh 0,5 ppm dan 1 ppm
2,4-D menghasilkan respons yang tidak berbeda nyata
terhadap persentase eksplan membentuk kalus. Pada
Tabel 4.4, diketahui nilai signifikansi berbagai
konsentrasi 2,4-D sebesar 0,731 atau lebih dari 0,05,
sedangkan nilai signifikansi pada jenis eksplan yang
digunakan sebesar 0,001 atau kurang dari 0,05.
Artinya, jenis daun muda yang digunakan memiliki
perbedaan yang nyata terhadap persentase eksplan
berkalus.

Berdasarkan Tabel 4.5 diketahui bahwa adanya
pengaruh yang nyata dari pemberian jenis eksplan
terhadap persentase eksplan membentuk kalus. Data
pengamatan persentase eksplan berkalus pada jenis
daun muda belum terbuka sempurna dan daun muda
terbuka sempurna mampu membentuk kalus sebesar
100% yang merupakan persentase paling tinggi dalam

pembentukan kalus.
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Tabel 4.3 Uji One-Way Analysis of Variance (ANOVA)
rata-rata persentase eksplan berkalus

Df SumSq MeanSq F Pr(>F)
value
Replicat 5 4,053 0,811 22,10 1,927e-
ion 9 08 ***

vector

factA 2 0,712 0,356 9,705 0,001

kkk

fact.B 1 0,004 0,004 0,121 0,731

fact.A:fa 1 0,024 0,012 0,326 0,725
ct.B

Residua 25 0,917 0,037
Is

Ket. Signif. Codes: 0 **** 0,001 *** 0,01 ** 0,5°"0,1°‘1

Tingginya persentase pembentukan kalus ini
menandakan keberhasilan eksplan membentuk kalus.
Berdasarkan Tabel 4.4 dapat diketahui juga bahwa
jenis eksplan pada daun muda yang masih tertutup
menghasilkan pembentukan kalus yang kurang baik
yaitu sebesar 50% baik terjadi pada pemberian
konsentrasi 2,4-D 0,5 ppm maupun 1 ppm. Hal
tersebut, diduga karena sel-sel dan jaringan yang
terdapat pada daun muda yang masih tertutup dapat
mudah rusak pada saat proses sterilisasi.

Kontaminasi eksplan yang terjadi disebabkan

karena kontaminan dari eksplan itu sendiri, organisme
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kecil yang masuk ke dalam media, bakteri dan fungi

(Waryastuti, Setyobudi, & Wardiyati, 2017).

Tabel 4.4 Rata-rata persentase eksplan berkalus pada
jenis eksplan daun gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk)

Rata-rata
ersentase
Jenis Eksplan Ko.n sentras P eksplan
i2,4-D
berkalus
(%)
0,5 50
Daun muda tertutup 1 50
Daun muda belum 0,5 100
terbuka sempurna 1 100
Daun muda terbuka 0,5 100
sempurna 1 100

Persentase pembentukan eksplan berkalus
yang tinggi menunjukkan adanya respons yang kuat
dari eksplan dalam menyerap nutrisi yang terdapat
pada media sehingga merangsang perkembangan
jaringan untuk membentuk kalus (Wahyuni, Satria and
Zainal, 2020). Hal lain juga dapat disebabkan karena
jaringan yang terdapat pada daun muda bersifat
meristematik yang mempunyai hormon endogen yang
aktif membelah dan selanjutnya dikombinasikan

dengan hormon eksogen sejenis auksin (2,4-D)
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sehingga sel-sel melakukan proliferasi pembentukan
kalus (Wahyuni, Satria, & Zainal, 2020)

Berdasarkan Tabel 4.4, menunjukkan bahwa
jenis eksplan daun gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk) yang digunakan memberikan pengaruh yang
signifikan terhadap persentase eksplan berkalus. Daun
muda gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk) belum
terbuka sempurna dan terbuka sempurna memberikan
respons yang terbaik terhadap persentase eksplan
berkalus dengan rata-rata eksplan berkalus 100%.
Daun gaharu yang terlalu muda ternyata memberikan
respons yang kurang bagus. Hal tersebut, dikarenakan
sel-sel dan jaringan yang terdapat pada daun yang
terlalu muda mudah rusak pada saat sterilisasi,
sehingga menyebabkan eksplan mudah browning, dan
akhirnya mati atau tidak dapat tumbuh kalus
(Fadhilah, Noli and Suwirmen, 2015)

Pembentukan kalus dipengaruhi oleh jenis
eksplan yang digunakan, komposisi media kultur, dan
kandungan hormon auksin endogen (Palei et al, 2017).
Keberhasilan eksplan dalam merespon komposisi
media juga dipengaruhi oleh kondisi eksplan tersebut.
Waryastuti, Setyobudi, & Wardiyati, (2017)

menyatakan bahwa musim ketika eksplan diambil,
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kualitas tanaman keseluruhan, kondisi aseptik media
dan eksplan, ukuran eksplan dan umur fisiologis
tanaman mempengaruhi  keberhasilan  kultur.
Keberhasilan untuk menginduksi kalus lebih besar bila
jaringan/eksplan yang digunakan bersifat
meristematik (aktif membelah) (Waryastuti,
Setyobudi, & Wardiyati, 2017).

Pembentukan kalus yang rendah, diduga
karena penambahan ZPT yang digunakan pada media
sehingga belum berpengaruh terhadap hormon
endogen pada eksplan yang belum mampu
menginduksi kalus. Pemberian hormon eksogen yang
terlalu tinggi akan memperhambat pembentukan
kalus. Adanya penambahan auksin dan sitokinin yang
tepat, maka eksplan akan diarahkan untuk
membentuk kalus (Juliana, Isda, & Iriani, 2019).

B. Pengaruh Kombinasi Konsentrasi 2,4-D dengan TDZ
terhadap Induksi Kalus Tanaman Gaharu (Aquilaria
malaccensis Lamk)

Eksplan yang digunakan pada parameter diameter
kalus, tekstur kalus, dan warna kalus adalah kalus yang
berasal dari media 1 ppm 2,4-D dari daun muda gaharu
belum terbuka sempurna.
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1. Diameter Kalus

Diameter Kkalus merupakan salah satu
parameter yang digunakan dalam kultur kalus in-vitro.
Penambahan zat pengatur tumbuh 2,4-D dan TDZ
memberikan  pengaruh terhadap pertambahan
diameter kalus (Tabel 4.5). Pengukuran diameter kalus
dilakukan pada minggu ke-8 setelah eksplan ditanam
menggunakan software Image]. Selanjutnya dilakukan
analisis data menggunakan Uji One Way ANOVA dan
dilanjutkan dengan Uji Duncan (DMRT) taraf 5%.

Tabel 4.5 Uji One-Way Analysis of Variance (ANOVA)
rata-rata panjang diameter kalus gaharu (Aquilaria
malaccensis Lamk) setelah diinduksi selama delapan
minggu

Df SumSq MeanSq F Pr(>F)
value
trt 11 0,069 0,006 2,789 0,009

*%

Residua 36 0,081 0,002
Is

Ket. Signif. Codes: 0 ***" 0,001 **" 0,01 ¥ 0,5 0,1

Berdasarkan hasil Uji One-Way Analysis of
Variance (ANOVA) diatas, diketahui bahwa nilai
signifikansi sebesar 0,009 atau kurang dari 0,05 oleh
karena itu, dapat disimpulkan bahwa rata-rata
diameter kalus gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk)
pada masing-masing perlakuan memiliki perbedaan
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yang nyata. Perbandingan rata-rata diameter kalus
pada masing-masing perlakuan dapat dilihat pada

Tabel 4.6.

Tabel 4.6 Rata-rata panjang diameter kalus gaharu
(Aquilaria malaccensis Lamk) setelah diinduksi selama
delapan minggu

Konsentrasi

24D+TDZ  KodeMedia . “awarata
Diameter Kalus

(ppm)
0+0 DOTO 0,328°¢
0+0,5 DOTO,5 0,359 de
0+1 DOT1 0,383 abede
1+0 D1TO 0,375 bede
1+0,5 D1TO,5 0,421 abed
1+1 D1T1 0,453 ab
2+0 D2T0 0,363 cde
2+0,5 D2T0,5 0,439 abe
2+1 D2T1 0,455
3+0 D3TO 0,382 abede
2+0 D3T0,5 0,377 abede
2+0 D3T1 0,397 abede

Ket. Angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan
tidak berbeda nyata pada Uji Jarak Berganda Duncan
taraf 5%

Pada Tabel 4.6, menunjukkan bahwa
pemberian kombinasi zat pengatur tumbuh 2 ppm 2,4-
D dan 1 ppm TDZ menghasilkan konsentrasi optimal
untuk pertumbuhan kalus sehingga diperoleh
diameter kalus yang lebih besar dibandingkan dengan

pemberian 2,4-D tunggal maupun TDZ tunggal dengan
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rata-rata diameter kalus sebesar 0,455 cm. Diameter
kalus terkecil diperoleh pada perlakuan tunggal 0,5
ppm TDZ dengan rata-rata diameter kalus 0,358 cm.
Konsentrasi zat pengatur tumbuh yang berbeda
memberikan respons yang berbeda terhadap induksi

kalus (Khumaida, 2010).

1 oo
0500 47 om 410421741 RGE JME
| -

b

Gambar 4.3 Diameter Kalus, A. media D2T1 (2 ppm
2,4-D dan 1 ppm TDZ) pada minggu ke-8, B, media
DOTO,5 (2 ppm 2,4-D dan 1 ppm TDZ) pada minggu ke-
8
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TDZ merupakan sitokinin yang juga bersifat
merangsang multiplikasi pucuk dalam konsentrasi
rendah dan dapat menghasilkan tunas kerdil dengan
kualitas rendah pada  konsentrasi yang tinggi.
Thidiazuron juga masuk dalam kelompok ZPT sitokinin
sintetik sama seperti BAP (Restanto et al., 2018). TDZ
dapat berperan dalam menstimulasi produksi sitokinin
endogen dan memiliki peran sebagai inhibitor
sitokinin oksidase yang merupakan enzim penghilang
keaktifan sitokinin tipe adenin bebas. Oleh karena itu
TDZ dapat meningkatkan kerja sitokinin lain, baik
sitokinin eksogen ataupun sitokinin endogen (Guo et
al, 2011).

Salah satu faktor utama dalam mengontrol
diameter kalus adalah pemberian zat pengatur tumbuh
dalam media kultur. Kombinasi penggunaan hormon
auksin dan sitokinin yang tepat dapat memberikan
pengaruh yang baik terhadap pembentukan dan
pertumbuhan kalus (Istiningdyah, Tambing, &
Bustami, 2013). Menurut Mahadi et al. (2016) dalam
meningkatkan pertumbuhan kalus, maka perlu
dilakukan penambahan hormon pada media kultur.

Zat pengatur tumbuh 2,4-D mampu mendorong

pembelahan sel dengan cara mempengaruhi dinding
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sel, sehingga dapat mengaktivasi pompa proton yang
terletak pada membran plasma. Aktifnya pompa
proton tersebut dapat memutuskan ikatan hidrogen
diantara serat selulosa dinding sel, putusnya ikatan
hidrogen menyebabkan dinding mudah merenggang
sehingga tekanan dinding sel akan menurun dan
terjadilah pelenturan sel yang akan mengakibatkan
tingginya metabolisme nitrogen dalam sel
(Kumianjani, Damanik, & Siregar, 2015)

Menurut Rudiyanto, Martin, A. F., ermayanti
(2016), penggunaan 2,4-D yang dikombinasikan
dengan TDZ memiliki daya aktif yang meningkat
sehingga menyebabkan kandungan zat pengatur
tumbuh di dalam jaringan meningkat sehingga kalus
semakin  berkembang.  Peningkatan  tersebut
menyebabkan sel menjadi terus membelah yang
akhirnya menyebabkan ukuran kalus bertambah
besar.

Penebalan eksplan pada bagian yang terpotong
dan pada daerah yang mengalami pelukaan merupakan
interaksi eksplan dengan media tumbuh, zat pengatur
tumbuh, dan lingkungan tumbuh sehingga diameter
eksplan bertambah besar (Rudiyanto, Martin, A. F,,
ermayanti, 2016). Penambahan 2,4-D pada beberapa
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2.

konsentrasi dapat mempengaruhi ukuran kalus yang

terbentuk (Kumianjani, Damanik, & Siregar, 2015).

Tekstur Kalus

Salah satu indikator pertumbuhan kalus adalah
morfologi kalus. Secara visual, morfologi atau struktur
kalus dibedakan menjadi dua, yaitu kalus kompak atau
kalus berstruktur non-friable dan kalus meremah atau
kalus berstruktur friable (Sudrajad, Suharto, &
Rahmawati Wijaya, 2016). Kalus berstruktur kompak
merupakan kalus yang tidak mudah dipisahkan dan
ikatan antar selnya padat, sedangkan kalus berstruktur
meremah merupakan kalus yang mudah pecah bila
dipisahkan dikarenakan memiliki ruang antar sel yang
besar dan ikatan antar selnya renggang (Wahyuni,
Satria, & Zainal, 2020).

Berdasarkan Tabel 4.7 tekstur kalus yang
didapatkan pada perlakuan TDZ tunggal semuanya
memiliki susunan sel yang kompak, rapat, padat, dan
sulit dipisahkan. Pada konsentrasi 2 ppm 2,4-D tunggal
tekstur kalus yang diperoleh adalah meremah,
sedangkan tekstur kalus pada perlakuan konsentrasi
2,4-D tunggal lainnya adalah kompak. Kalus bertekstur
kompak dapat disebabkan adanya hormon auksin

endogen yang diproduksi oleh eksplan yang telah
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tumbuh membentuk kalus tersebut. Penyebab lainnya
karena adanya penurunan aktivitas proliferasi pada
sel-sel yang semula membelah (Wahyuni, Satria, &

Zainal, 2020).

Tabel 4.7 Tekstur kalus gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk) setelah diinduksi selama delapan minggu

Konsentrasi Kode Tekstur Kalus
2,4-D +TDZ Media Kompak  Meremah Ket.
(ppm)

0+0 DOTO + - Kompak
0+0,5 DO0TO0,5 + - Kompak
0+1 DOT1 + - Kompak
1+0 D1TO + - Kompak
1+0,5 D1TO0,5 - + Meremah
1+1 D1T1 - + Meremah
2+0 D2TO0 - + Meremah
2+0,5 D2TO0,5 - + Meremah
2+1 D2T1 - + Meremah
3+0 D3TO + - Kompak
2+0 D3T0,5 + - Kompak
2+0 D3T1 + - Kompak

Sejalan dengan penelitian Yelnititis (2012),
diperoleh hasil pertumbuhan pertumbuhan kalus yang
diberikan zat pengatur tumbuh 2,4-D tunggal akan
menghasilkan kalus yang bertekstur kompak sampai
bertekstur remah (friable) dan subkultur kalus
kedalam media tumbuh yang sama mendorong

terbentuknya kalus.
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Rata-rata tekstur kalus meremah diperoleh
dari kombinasi konsentrasi 2,4-D dan TDZ, pada
perlakuan D1TO0,5 (1 ppm 2,4-D dan 0,5 ppm TDZ),
D1T1 (1 ppm 2,4-D dan 1 ppm TDZ), D2T0,5 (2 ppm
2,4-D dan 0,5 ppm TDZ), serta D2T1 (2 ppm 2,4-D dan
1 ppm TDZ). TDZ merupakan zat pengatur tumbuh
sejenis sitokinin yang mampu menginduksi lebih besar
dalam  proliferasi  tunas in  vitro  pada
beberapa jenis tanaman. Pemberian TDZ sebagai
sitokinin eksogen mampu mencukupi kebutuhan
fitohormon yang diperlukan tanaman untuk

menginduksi tunas (Restanto et al., 2018).

-
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Gambar 4.4 Tekstur Kalus, A. Kalus Kompak pada
media D3T1 (3 ppm 2,4-D dan 1 ppm TDZ) pada
minggu ke-8, B.Kalus Meremah pada media D2T0,5 (2
ppm 2,4-D dan 0,5 ppm TDZ) pada minggu ke-8

Menurut Wahyuni et al. (2017) kalus yang
bertekstur meremah cocok dimanfaatkan untuk proses
embriogenesis, sedangkan kalus bertekstur kompak

dapat dikembangkan sebagai peluang untuk
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3.

organogenesis. Hal tersebut dikarenakan kalus
kompak akan membentuk secara langsung organ tanpa
melewati proses embriogenesis. Berdasarkan Lestari
(2011), zat pengatur tumbuh dibuat agar tanaman
memacu  pembentukan  fitohormon  (hormon
tumbuhan) yang sudah ada di dalam tanaman atau
menggantikan fungsi dan peran hormon bila tanaman

kurang dapat memproduksi hormon dengan baik.

Warna Kalus

Salah satu parameter yang digunakan dalam
kultur in vitro adalah warna kalus. Warna kalus
merupakan penampilan visual yang menggambarkan
kondisi sel-sel pada kalus masih aktif membelah atau
tidak. Tingkat perkembangan kalus yang berbeda-beda
dapat dilihat pada warna kalus.

Berdasarkan Tabel 4.8 dapat diketahui bahwa,
pada ZPT 2,4-D tunggal pada konsentrasi 2 ppm
memberikan warna terbaik dibandingkan dengan
konsentrasi 2,4-D tunggal lainnya maupun TDZ
tunggal. Hal tersebut sejalan dengan penelitian
Fadhilah, Noli, & Suwirmen (2015) semakin tinggi
konsentrasi 2,4-D yang diberikan semakin cerah warna

kalus yang terbentuk.
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Tabel 4.8 Warna kalus gaharu (Aquilaria malaccensis
Lamk) setelah diinduksi selama delapan minggu

Konsentrasi
2,4-D + TDZ Kode Media Warna Kalus

(ppm)
0+0 DOTO Putih kecoklatan
0+0,5 DOTO,5 Putih kecoklatan
0+1 DOT1 Putih kecoklatan
1+0 D1TO Putih kecoklatan
1+0,5 Kuning

D1T0,5 kecoklatan
1+1 Kuning

DIT1 kecoklatan
2+0 D2T0 Putih .

kekuningan
2+0,5 D2T0,5 Putih .
kekuningan

2+1 Putih

b2T1 kekuningan
3+0 D3TO Putih kecoklatan
2+0 Kuning

D3T0,5 kecoklatan
2+0 D3T1 Putih kecoklatan

Umumnya, kalus berwarna hijau pada
pengamatan awal berkalus, selanjutnya seiring
perkembangan kalus warna kalus mulai berubah
warna menjadi putih, kemudian kuning, kuning
kecoklatan, hingga coklat (Rasud & Bustaman., 2020).

Adanya perubahan warna pada kalus menandakan
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bahwa adanya proses degradasi klorofil, sehingga
semakin hijau warna kalus semakin banyak pula
kandungan klorofil (Kumianjani, Damanik and Siregar,
2015). Perubahan warna kalus juga menandakan
adanya respon pada pemberian kombinasi ZPT 2,4-D
dan TDZ (Asmono & Sari, 2016).

Kalus yang berwarna putih merupakan massa
atau kumpulan sel yang masih terus aktif membelah
dan dapat membentuk kalus yang lebih banyak. Kalus
yang berwarna putih merupakan jaringan embriogenik
yang memiliki kandungan butir pati yang tinggi (Ariati
et al, 2012). Pertumbuhan kalus semakin menurun
dapat dilihat dari warna kalus yang semakin gelap
(menjadi coklat) dan tampak tidak berkembang
pertumbuhannya, hal tersebut dikarenakan tidak
adanya ZPT sitokinin dalam media, sehingga
mempercepat terjadinya proses penuaan (senesen) sel.
(Juliana, Isda, & Iriani, 2019).

Kalus yang terbentuk dari suatu eksplan dapat
menghasilkan warna yang berbeda-beda. Warna kalus
mengalami perkembangan sejak seminggu setelah
inokulasi hingga berumur 60 hari setelah inokulasi,
kemudian warna pada kalus tersebut berubah sesuai

perkembangan kalus pada setiap perlakuan. Pada akhir
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pengamatan warna kalus didominasi oleh warna putih
kecoklatan (Waryastuti, Setyobudi, & Wardiyati,
2017).

Peningkatan konsentrasi 2,4-D yang diberikan
dapat mempengaruhi warna kalus, hal tersebut
dikarenakan semakin meningkatnya konsentrasi
auksin yang diberikan dalam media warna kalus
semakin menguning, dan jika tidak cepat disubkultur
akan cepat mencoklat dan akhirnya mati
(Wahyuningtyas, Resmisari, & Nashichuddin, 2014).
Hal tersebut juga dikarenakan semakin bertambahnya
umur kalus dan semakin sedikitnya nutrisi pada media,
sehingga sel-sel pada kalus tidak mendapat sumber
energi untuk dapat tumbuh (Wahyuni, Satria, & Zainal,
2020).

Pada ZPT TDZ tunggal konsentrasi 0,5 ppm
maupun 1 ppm belum menghasilkan warna kalus putih
kecoklatan. Menurut Wahyuni, Satria, & Zainal (2020)
menyatakan bahwa warna kecoklatan pada kalus
mengakibatkan kematian pada jaringan, hal tersebut
disebabkan karena adanya metabolisme senyawa fenol
yang berlebihan sehingga bersifat toksik pada kalus.
Peningkatan pada produksi senyawa fenolat yang

diikuti oksidasi oleh aktivitas enzim oksidase dan
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polimerisasi dapat mengakibatkan perubahan warna
kalus menjadi coklat (pencoklatan).

Pada perlakuan D2T0,5 (2 ppm 2,4-D dengan
0,5 TDZ) dan D2T1 (2 ppm 2,4-D dengan 1 ppm TDZ)
kalus yang dihasilkan berwarna putih kekuningan.
Menurut Mahadi et al. (2014), pertumbuhan kalus yang
baik dapat dilihat dari warna kalus yang berpigmen
putih dan kuning. Hal tersebut dikarenakan kalus yang
berwarna putih kekuningan mengandung butir pati
yang tinggi. Warna putih hingga kekuningan
merupakan salah satu ciri kalus yang dapat
berkembang menjadi embriogenik. Kalus berwarna
kekuningan, putih kekuningan serta putih dan
bertekstur friable merupakan ciri kalus yang
membentuk embrio somatik (Yelnititis, 2012).

Berikut merupakan gambar morfologi dan
warna kalus pada kombinasi konsentrasi 2,4-D dan

TDZ
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Minggu Ke-2 Minggu Ke-3

Minggu Ke-4 Minggu Ke-5 Minggu Ke-6
Minggu Ke-7 Minggu Ke-8 '

Gambar 4.5 Morfologi dan warna kalus pada media DOTO (Dokumen Penelitian, 2023)
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Gambar 4.6 Morfologi dan warna kalus pada media DOT0,5 (Dokumen Penelitian, 2023)
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Minggu Ke-7 Minggu Ke-8

Gambar 4.7 Morfologi dan warna kalus pada media DOT1 (Dokumen Penelitian, 2023)
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Gambar 4.8 Morfologi dan warna kalus pada media D1TO (Dokumen Penelitian, 2023)
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Minggu Ke-7
Gambar 4.9 Morfologi dan warna kalus pada media D1T0,5 (Dokumen Penelitian, 2023)
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Gambar 4.10 Morfologi dan warna kalus pada media D1T1(Dokumen Penelitian, 2023)
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Gambar 4.11 Morfologi dan warna kalus pada media D2TO (Dokumen Penelitian, 2023)
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Gambar 4.12 Morfologi dan warna kalus pada media D2T0,5 (Dokumen Penelitian, 2023)
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Gambar 4.13 Morfologi dan warna kalus pada media D2T1 (Dokumen Penelitian, 2023)
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Gambar 4.14 Morfologi dan warna kalus pada media D3TO (Dokumen Penelitian, 2023)
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Gambar 4.15 Morfologi dan warna kalus pada media D3T0,5 (Dokumen Penelitian, 2023)
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Gambar 4.16 Morfologi dan warna kalus pada media D3T1 (Dokumen Penelitian, 2023)
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4. Berat Basah dan Berat Kering Kalus

Hasil rata-rata berat basah dan berat kering
kalus yang telah diberikan perlakuan pada kombinasi
berbagai konsentrasi zat pengatur tumbuh 2,4-D dan
TDZ dapat dilihat pada Tabel 4.12.

Berat basah dan berat kering kalus dalam
penelitian ini dihitung pada akhir pengamatan atau
pada minggu ke-8 setelah tanam. Penimbangan
dilakukan dengan menimbang eksplan pada setiap
perlakuan dengan menggunakan timbangan analitik
dan hasil perhitungan dinyatakan dalam satuan gram
(g)- Setelah eksplan ditimbang berat basah, selanjutnya
eksplan dikeringkan dengan oven pada suhu 120°C
selama #1 jam, kemudian eksplan ditimbang kembali
untuk mengetahui berat kering eksplan pada setiap

perlakuan.

Tabel 4.9 Uji One-Way Analysis of Variance (ANOVA)
rata-rata berat basah kalus

Df  Sum MeanSq F Pr(>F)
Sq value
trt 11 0,061 0,005 2,467 0,020*

Residual 36 0,081 0,002
S

Ket. Signif. Codes: 0 ***' 0,001 **' 0,01 *' 0,5 0,1 ‘1
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Berdasarkan hasil Uji ANOVA berat basah
kalus, dapat diketahui bahwa nilai signifikansi sebesar
0,020 atau kurang dari 0,05, sehingga dapat
disimpulkan bahwa rata-rata berat basah kalus gaharu
(Aquilaria malaccensis Lamk) memiliki perbedaan

yang nyata.

Tabel 4.10 Uji One-Way Analysis of Variance (ANOVA)
rata-rata berat kering kalus

D SumSq MeanSq F Pr(>F)
f value

trt 1 00003 3,5415e 2,004 0,058.
1 -05

Residuals 30,0006 1,7674e
6 -05

Ket. Signif. Codes: 0 ***" 0,001 **" 0,01 * 0,5 0,1 ‘1

Hasil Uji ANOVA berat kering kalus gaharu
(Aquilaria  malaccensis  Lamk) memiliki nilai
signifikansi sebesar 0,058 atau lebih dari 0,05. Rata-
rata berat kering kalus tidak memberikan perbedaan
yang nyata. Perbandingan rata-rata penurunan berat
kering kalus pada masing-masing perlakuan dapat

dilihat pada Tabel 4.12.
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Tabel 4.11 Rata-rata berat basah dan berat kering
kalus gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk) pada umur
delapan minggu

Konsentra Rata-rata
) Rata-rata
si Kode Berat Basah Berat Kerin
2,4-D + Media Kalus Kalus ( ram%
TDZ (ppm) (gram) 8
0+0 DOTO 0,1118c¢ 0,0133ap
0+05 ]53 0TO0, (5 1908abe 0,0193a
0+1 DOT1 0,1468abc 0,0160ap
1+0 D1TO 0,1128c¢ 0,0125ab
1+05 15)1T0‘ 0,2203a 0,01852
1+1 D1T1 0,1663abc 0,0150ab
2+0 D2TO 0,1660abc 0,0170ap
2+05 EZTO‘ 0,2008:b 0,0170:b
2+1 D2T1 0,2200a 0,0190a
3+0 D3TO 0,164 8abc 0,0170ap
2+0 ]533T0' 0,1398bc 0,0123ab
2+0 D3T1 0,1383bc 0,0100¢p

Ket. Angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan
tidak berbeda nyata pada Uji Jarak Berganda Duncan
taraf 5%

Berdasarkan Tabel 4.11, diketahui bahwa rata-
rata berat basah kalus paling tinggi pada perlakuan
D1T0,5 (1 ppm 2,4-D dan 0,5 ppm TDZ) yaitu sebesar
0,2203 gram, akan tetapi, hasil yang ditunjukkan pada
perlakuan D1TO0,5 (1 ppm 2,4-D dan 0,5 ppm TDZ)
tidak berbeda nyata dengan perlakuan D2T1 (2 ppm

2,4-D dan 1 ppm TDZ) yang memiliki berat basah kalus
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sebesar 0,22 gram. Hal ini disebabkan Kkarena
konsentrasi dan aktivitas 2,4-D yang diberikan
mempengaruhi pertumbuhan eksplan. Salah satu
mekanisme kerja auksin adalah pemanjangan sel pada
koleoptil dan ruas-ruas tanaman. Elongasi sel terutama
terjadi pada arah vertikal dan diikuti dengan
pembesaran sel dan peningkatan berat basah
(Fadhilah, Noli, & Suwirmen, 2015).

Adapun rata-rata berat kering kalus tertinggi
pada masing-masing perlakuan diperoleh dari
perlakuan DOTO0,5 (0 ppm 2,4-D dan 0,5 TDZ) sebesar
0,0193 gram, sedangkan hasil terendah rata-rata berat
kering kalus terdapat pada perlakuan D3T1 (3 ppm
2,4-D dan 1 ppm TDZ) sebesar 0,0100 gram.

Peningkatan berat basah kalus menandakan
adanya pertumbuhan pada kalus. Berat basah kalus
tergantung pada kecepatan selnya dalam pembelahan.
Penambahan hormon dalam media berpengaruh
terhadap pembelahan sel (Devy, Yulianti, &
Hardiyanto, 2016). Pemberian ZPT yang sesuai akan
menghasilkan pertumbuhan kalus yang optimal
Metabolisme fenol secara positif mempengaruhi

sistem kultur jaringan bersama dengan metabolisme
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auksin yang berperan dalam pembesaran sel dan
sintesis senyawa lainnya (Hutami, 2008).

Konsentrasi ZPT 2,4-D dan penggenangan
berpengaruh nyata terhadap respon pertumbuhan
kalus dan pertambahan berat bobot kalus (Kumianjani,
Damanik, & Siregar, 2015). 2,4-D berperan terhadap
pelonggaran dinding sel dengan melepaskan ikatan
hidrogen yang terdapat pada dinding sel. Mekanisme
pelonggaran dinding sel dipengaruhi oleh proses
pengaktifan gen yang terlibat dalam sintesis protein.
Pengontrolan sintesis protein sendiri diatur oleh gen
pengatur, gen operator dan gen struktural (Yurmita et
al, 2012). 2.4-D yang mampu merangsang perbesaran
dan pembelahan sel untuk membentuk kalus
(Kumianjani, Damanik, & Siregar, 2015).

Rendahnya berat segar kalus yang terbentuk
disebabkan karena eksplan hanya menghasilkan kalus
berupa lendir dan berair, belum berkembang serta
menyebabkan eksplan browning (Fadhilah, Noli, &
Suwirmen, 2015). Eksplan yang mengalami mati
fisiologis dan browning mengakibatkan kematian
jaringan sehingga tidak mampu memproduksi kalus.
Lizawati (2012) mengatakan bahwa peristiwa

browning pada kalus disebabkan adanya metabolisme
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senyawa fenol yang bersifat toksik dan dapat
menghambat pertumbuhan atau bahkan menyebabkan
kematian jaringan. Hal tersebut menandakan
terjadinya kemunduran fisiologis eksplan dan juga

terjadinya senyawa fenol.

C. Pengaruh Kombinasi Konsentrasi BAP dan 2,4-D
Terhadap Somatik Embriogenesis
Somatik embriogenesis atau embrio somatik
merupakan embrio yang terbentuk  dari jaringan
vegetatif/somatik atau dengan kata lain embrio yang
terbentuk bukan dari penyatuan sel-sel gamet jantan dan
betina. Somatik embriogenesis dapat diawali dengan dua
mekanisme yaitu secara langsung pada jaringan eksplan
dan secara tidak langsung dari jaringan terorganisir
(kalus). Perbanyakan secara tidak langsung menghasilkan
tanaman yang sama dengan induknya. Embriogenesis
somatik merupakan salah satu metode regenerasi yang
mempunyai tahapan perkembangan fase globular, hati,

torpedo, dan planlet (Rineksane et al., 2012)
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Kode E

Gambar 4.17 Penampilan kalus yang terbentuk pada penambahan BAP dan 2,4-D serta
500 mg/L casein hydrolysate selama 4 minggu. Kode A. (0,5 ppm BAP dan 0,1 ppm 2,4-D),
Kode B. (0,5 ppm BAP dan 0,5 ppm 2,4-D), Kode C. (0,5 ppm BAP dan 1 ppm 2,4-D), Kode D.
(1 ppm BAP dan 0,1 ppm 2,4-D), Kode E. (1 ppm BAP dan 0,5 ppm 2,4-D), Kode F.(1 ppm
BAP dan 1 ppm 2,4-D) (Dokumen Penelitian, 2023)
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Pada Gambar 4.17, penambahan 0,5 ppm BAP
dan 0,1 ppm 2,4-D, 0,5 ppm BAP dan 0,5 ppm 2,4-D, dan
1 ppm BAP dan 0,5 ppm 2,4-D, serta 1 ppm BAP dan 0,1
ppm 2,4-D ternyata memberikan hasil proliferasi kalus
embriogenik yang baik dibandingkan dengan pemberian
0,5 ppm BAP dan 1 ppm 2,4-D serta 1 ppm BAP dan 1
ppm 2,4-D. Hal tersebut membuktikan bahwa pemberian
sitokinin (BAP) lebih tinggi dan pemberian auksin (2,4-
D) yang lebih rendah sesuai untuk proliferasi kalus dan
pemeliharaan kalus embriogenik. Auksin 2,4-D
merupakan auksin sintetik kuat yang berfungsi memacu
pembentukan kalus, pemanjangan/pertumbuhan sel,
inisiasi akar dan induksi embriogenesis somatik
(Waryastuti, Setyobudi, & Wardiyati, 2017).

Penambahan 0,5 ppm dan 1 ppm BAP yang
dikombinasikan dengan 0,1 ppm, 0,5 ppm, dan 1 ppm
2,4-D serta penambahan 500 mg/L casein hydrolysate
ternyata belum memberikan pengaruh yang signifikan
terhadap pembentukan embriogenesis somatik, akan
tetapi mampu menghasilkan kalus yang embriogenik.
Hal tersebut dikarenakan kalus yang dihasilkan sudah
mulai membentuk bulatan-bulatan yang hampir
mendekati fase globular pada tahapan embriogenesis.

Hal ini, berbanding terbalik dengan penelitian Elviana et
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al. (2011) yang menyatakan bahwa penambahan BAP
pada media MS dapat menghasilkan fase globular, dan
juga berbanding terbalik dengan hasil penelitian
(Rineksane et al, 2012) yang menyatakan bahwa
penambahan 1 mg/L. BAP pada media dapat
menghasilkan sel embriogenesis fase jantung. 2,4-D
merupakan auksin sintetik kuat yang berfungsi memacu
pembentukan kalus, pemanjangan/pertumbuhan sel,
inisiasi akar dan induksi embriogenesis somatik
(Waryastuti, Setyobudi, & Wardiyati, 2017).
Embriogenesis somatik merupakan salah satu
teknik regenerasi tanaman gaharu secara in vitro.
Keberhasilan kalus embrio somatik dapat dilihat melalui
tahapan perkembangan dan pembentukan sel seperti
globular, hati, torpedo, dan planlet (Juliana, Isda, & Iriani,
2019). Pada penelitian ini, belum terlihat tahapan-
tahapan dari embrio somatik tersebut. Struktur embrio
somatik bipolar dicirikan dengan memiliki dua calon
meristem, yaitu meristem akar dan meristem tunas
(Juliana, Isda, & Iriani, 2019). Embrio somatik
berkembang dari sel tunggal selanjutnya mengalami
pembelahan sel dan membentuk kelompok sel

meristematik (Kumianjani, Damanik, & Siregar, 2015).
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BAP merupakan Zat pengatur tumbuh jenis
sitokinin yang paling stabil dalam media kultur
dibandingkan dengan jenis sitokinin lainnya. Gugus
benzyl yang terdapat di dalam BAP tidak mudah dirubah
oleh enzim yang ada dalam jaringan tanaman (Samudin,
2009). Selain itu, pemberian 2,4-D dapat memberikan
pengaruh terhadap induksi kalus dan proliferasi kalus
yang dihasilkan dari eksplan daun segar maupun tunas
meristem apikal (Ali et al., 2008). Menurut Istiningdyabh,
Tambing & Bustami (2013) pemberian BAP dan casein
hydrolysate dalam media berpengaruh terhadap
pertumbuhan tunas secara in vitro.

Penelitian Rostiana & Syahid (2008) tentang
embriogenesis jahe mengungkapkan bahwa induksi
kalus embriogenik menggunakan media MS dengan
tambahan 2,4-D dan BAP menunjukkan bahwa semakin
tinggi konsentrasi 2,4-D semakin kompak kalus yang
terbentuk. Keberhasilan perbanyakan kalus dipengaruhi
oleh zat pengatur tumbuh (ZPT). ZPT yang biasanya
digunakan untuk meningkatkan pertumbuhan serta
perkembangan tanaman adalah golongan auksin atau
sitokinin (Jinus, Prihastanti & Haryanti, 2012). Golongan
sitokinin yang sering dikombinasikan adalah 6-benzyl

amino purine (BAP). BAP berperan dalam menstimulasi
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pemotongan sel dan proliferasi kalus (Juliana, Isda, &
Iriani, 2019).

Dalam kaitannya dengan pembentukan kalus
embriogenik, kalus yang embriogenik dicirikan dengan
warna kalus yang putih kekuningan dan mengkilat
(Lizawati, 2012). Pertumbuhan kalus embriogenik
membutuhkan auksin dengan konsentrasi tinggi dan
sitokinin yang rendah. Menurut (Yelnitis & Komar, 2010)
kalus embriogenik memiliki struktur friable sampai
kompak dan berwarna putih kekuningan. Selanjutnya sel
embriogenik juga dicirikan oleh bentuknya yang bulat,
sitoplasma padat sehingga berwarna lebih gelap
dibanding sel non embriogenik, vakuola sangat sedikit,
ukuran sel kecil, inti besar, dan dinding sel tipis (Salam,
Awal & Abdullah 2019). Beberapa faktor yang
mempengaruhi embriogenesis somatik antara lain
genotipe, zat pengatur tumbuh, jenis tanaman, media
tumbuh maupun senyawa organik (Rineksane et al,
2012).

Embrio somatik dimanfaatkan untuk
perbanyakan klon sebagai penghasil individu dengan
genetik yang sama, menghilangkan virus, sintesis
metabolit, pembuatan benih sintetik, dan regenerasi

tanaman dari sel tunggal (protoplas) (Kumianjani,
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Damanik & Siregar, 2015). Keberhasilan embrio somatik
selain ditentukan oleh ZPT, juga dipengaruhi oleh
beberapa faktor, diantaranya adalah hormon
pertumbuhan, genotip eksplan, sumber nitrogen, dan
substansi-substansi lain seperti: sukrosa, etanol, dan

maltosa (Kumianjani, Damanik & Siregar, 2015).
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BABV
SIMPULAN DAN SARAN
A. Simpulan
Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini
sebagai berikut:

1. Penambahan konsentrasi 0,5 ppm dan 1 ppm 2,4-D
pada media berpengaruh tidak signifikan terhadap
waktu munculnya kalus dan persentase eksplan
berkalus, sedangkan jenis eksplan daun muda gaharu
(Aquilaria malaccensis Lamk) memberikan pengaruh
yang signifikan terhadap waktu munculnya kalus dan
persentase eksplan berkalus.

2. Penambahan kombinasi berbagai konsentrasi 2,4-D
dan TDZ pada media memberikan pengaruh yang
signifikan terhadap diameter kalus dan berat basah
kalus, sedangkan pada berat kering kalus berpengaruh
tidak signifikan. Penambahan kombinasi berbagai
konsentrasi 2,4-D dan TDZ juga berpengaruh terhadap
tekstur dan warna kalus yaitu pada perlakuan D2T0,5
(2 ppm 2,4-D dengan 0,5 TDZ) dan D2T1 (2 ppm 2,4-D
dengan 1 ppm TDZ) yang memberikan tekstur
meremah dan warna putih kekuningan.

3. Penambahan 0,5 dan 1 ppm BAP yang dikombinasikan

dengan 0,1, 0,5, dan 1 ppm 2,4-D serta penambahan
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500 mg/L casein hydrolysate ternyata belum
memberikan pengaruh yang signifikan terhadap
pembentukan somatik embriogenesis, akan tetapi
mampu menghasilkan kalus yang embriogenik.
B. Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang induksi
kalus gaharu (Aquilaria malaccensis Lamk) dengan
menggunakan kombinasi dan konsentrasi zat pengatur
tumbuh auksin dan sitokinin lainnya.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui
tahapan somatik embriogenesis pada kalus gaharu

(Aquilaria malaccensis Lamk).
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Lampiran 2. Perhitungan dan Pengambilan Larutan Stok
Zat Pengatur Tumbuh
1. Larutan stok 100 ppm dalam 100 mL Akuades dengan
perhitungan:

Larutan stok 2,4-D, TDZ, dan BAP 100 ppm dalam 100 mL

100mg X
1000mL 100 mL

img _ X
10 mL ~ 100 mL

x=10mg

(Setelah itu, dilarutkan dengan NaOH + 3 tetes.

Kemudian ditera dengan akuades 100 mL)

2. Pengambilan larutan stok 100 ppm untuk 250 mL
a. Perlakuan pemberian 2,4-D
a) Konsentrasi 0,1 ppm

M1 xV1=M2 xV2
100 ppm x V1 = 0,1 ppm X 250 mL

0,1 ppm x 250 mL
V1= pp

100 ppm
V1=0,25mL
b) Konsentrasi 0,5 ppm
M1 XV1=M2 xV2
100 ppm X V1 = 0,5 ppm X 250 mL

0,5ppm x 250 mL
V1= pp

100 ppm
V1=125mL
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¢) Konsentrasi 1 ppm
M1 XV1=M2 xV2
100 ppm x V1 = 1 ppm X 250 mL

_ 1ppm x 250 mL
B 100 ppm

V1l=25mL

V1

d) Konsentrasi 2 ppm
M1 xV1=M2 xV2
100 ppm X V1 =1 ppm X 250 mL

2ppm X 250 mL
V1= pp

100 ppm
V1=5mL
e) Konsentrasi 3 ppm
M1 xV1=M2 xV2
100 ppm X V1 = 3 ppm X 250 mL

_ 3 ppm x 250 mL
B 100 ppm

V1l=17,5mL

V1

Perlakuan pemberian TDZ
a) Konsentrasi 0,5 ppm
M1 XV1=M2 xV2
100 ppm x V1 = 0,5 ppm X 250 mL

_ 0,5ppm x 250 mL
B 100 ppm

V1l=125mL

V1
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b) Konsentrasi 1 ppm
M1 XV1=M2 xV2
100 ppm x V1 = 1 ppm X 250 mL

_ 1ppm x 250 mL
B 100 ppm

V1l=25mL

V1

Perlakuan pemberian BAP
a) Konsentrasi 0,5 ppm
M1 XV1=M2 xXV2
100 ppm x V1 = 0,5 ppm X 250 mL

_ 0,5ppm x 250 mL
B 100 ppm

V1=125mL

V1

b) Konsentrasi 1 ppm
M1 XV1=M2 xXV2
100 ppm x V1 = 1ppm X 250 mL

1 ppm X 250 mL
V1= pp

100 ppm
V1=25mL
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Lampiran 3. Hasil Uji Analysis of Variance (ANOVA)
1. Waktu Munculnya Kalus

FWaktuimunculnyaikalus
$Waktu_munculnya_kalus[[lﬂ
Analysis of Variance Table

Response: dependent.var

Df Sum Sg Mean Sg F value  Pr[>F)
replicaticnvector 9 928.2 103.13 0.5432 0.834%5%
fact.n 2 2572.0 1286.02 6.7738 0.0026e81 **
fact.B 1 25.4 25.35 0.1335 0.71le517
fact.A:fact.B 2 126.1 ©3.05 0.3321 0.718159
Residuals 45 B543.4 189.85
Signif. cedes: O %%’ 0,001 %% 0.01 ‘%7 0.05 .7 0.1 % 7 1
SWaktu munculnya kalus[[2]]
[1] "R Sguare 0.2339"
$Waktu_muncu1nya_kalus[[3]]
[1] “"SEm of A: 3.081 , 3Ed of A: 4.357 , SEm of B: Z.51€

5Waktu_munculnya_kalus[[4]]
Shapiro-Wilk normality test
data: modelSresiduals

W = 0.98133, p-value = 0.4874

$Waktu_muncu1nya_kalus[[5]]
[1]

"Normality assumpticn is not viclated"

$Waktu_munculnya_kalus[[6]]
[1] "The means of cne or more levels of first factor are nct same,
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2. Persentase Eksplan Berkalus

$Persentase eksplan_berkalus
$Persentase sksplan berkalus[[1]
Analysis of Variance Table

Responss: dependent.var

Df Sum Sg Mean Sg F valus
replicationvecteor 5 4.0533 0.81067 22.1091
fact.2 2 0.7117 0.35583 9.7045
fact.B 1 0.0044 0.00444 0.1212
fact.nA:fact.B 2 0.023% 0.011%4 0.3258
Residuals 25 0.%167 0.03667
Signif. codes: O M4%*7 0,001 Y*%r 0,01 7
$Persentase eksplan_berkalus[[2]]
[1] "R Sguare 0.8359"
$Persentaae_eksplan_berkalus[[3]]
[1] "S3Em of &: 0.055 , SEd of &A: 0.078 ,

$Persentase eksplan_berkalus[[4]]
Shapirco-Wilk normality test

data: modelSresiduals

W = 0.%6321, p-valus = 0.2655

SParaentaae_eksplan_herkalus[[5]]

[1] "Normality assumption is not viclated"

$Persentase eksplan berkalus[[6]]
[1]

0.1

SEm of B: 0.

"The means of cocne or more levels of first factor are not sams,

Br (=F}

-92T7e-08 www
0007601 www

7306382

7245983

045 , 8Ed of B 0.064 , SEm of AB: 0.078

141

-

S3Ed of

sc go for multiple compariscon test™

LB:

o.111™



3. Diameter Kalus

EDiameter Kalus

$Diameter Kalus[[1]]
SDiameter Kalus[[1]]1[[1]]
Enalysis of Variance Table

Response: data2
Dt Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)
trt 11 0.069187 0.0062897 Z2.788% 0.009829 ¥**
Residuals 36 0.081190 0.0022553
Signif. codes: 0 “*%%* 0,001 “**’ 0,01 ‘¥ D.05 ‘.” 0.1 * " 1

SDiameter Kalus[[111[[2]1]
[1] "The treatment means of one or more treatments are not same, s0 go for multiple comparison test”

SDiameter Kalus[[1]]1[[3]]
[1] "R Square 0.4&"

Shiameter Kalus[[1]]1[[4]]
Shapiro-Wilk normality test
data: modelSresiduals
W = 0.97236, p-value = 0.3122
SDiameter Kalus[[1]]1[[5]]
[1] "Normality assumption is not viclated"

SDiameter Kalus[[1]][[€]]

[1] "SEm 0.0237 , SEd 0.0336&"
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4. Berat Basah Kalus

$Berat_Basah

$Berat Basah[[1]]

SBerat Basah([[1]1]1[I[11]
Enalysis of Variance Table

Response: datal

Df Sum Sg Mean 3g F value Pr(>F)
trt 11 0.061091 0.0055537 2.4674 0.02032 *
Residuals 36 0.081021 0.0022508%

Signif. codes: 0 **%%’ (0.001 “**’ Q.01 ‘%" Q.05 ‘." 0.1 * " 1

SBerat Basah([[1]]1[[2]]
[1] "The treatment means of one or more treatments are not same, so go for multiple comparison test"

SBerat Basah[[1]]1[[31]
[1] "R Square 0.43"

SBerat Basah[[1]]1[[41]
Shapiro-wWilk normality test

data: modelSresiduals

W = 0.97389, p-value = 0.3562

SBerat Basah([[1]]1[[51]

[1] "Normality assumption i1s not violated"

SBerat Basah([[1]]1[[6]]
[1] "SEm 0.0237 , SEd 0.0335"
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5. Berat Kering Kalus

SBerat. Kering

$Berat. Kering[[1]]
$Berat. Kering[[1]]1[[1]1]
Enalysis of Variance Table

Response: datal

Df Sum Sg Mean Sg F wvalue Pr(>F)
trt 11 0.00038956 3.5415=-05 2.0038 0.05737
Residuals 36 0.00063625 1.7674e-05

Signif. codes: 0 “¥**r (0,001 “**’ 0,01 ‘*" 0.05 *." 0.1 " 1

$Berat. Kering[[1]][[2]]
[1] "211 the treatment means are same so dont go for any multiple comparison test"

$Berat. Kering[[1]]1[[3]]
[1] "R Scuare 0.38"

$Berat. Kering[[1]1]1[[41]
Shapiro-Wilk normality test

data: modelSresiduals

W = 0.972¢6, p-valus = 0.3187

$Berat. Kering[[1]11[[5]1]

[1] "Normality assumption is not viclated"

$Berat. Kering[[1]11[[&]]
[1] "SEm 0.0021 , 5Ed 0.003"
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Lampiran 4. Hasil Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) pada taraf 5%

1. Waktu munculnya kalus

$Waktu munculnya kalus[[&]]

[1] "The means cf cne or more levels of first factor are mot same, sc go for multiple comparison test"

SWaktu munculnya kalus[[7]]

$Waktu munculnya kalus[[T]1]1[[1]]
MSerror DE Mezan cv
189.8522 45 28.01667 49.18032

SWaktu munculnya kalus[[7]1]1[[2]]
Takle CriticalRange
2 2.848372 8.775858
3 2.995440 9.228974
SWaktu munculnya kalus[[7I11[[3]]
dependent.var groups

BTS 35.70 a
TS 2B.865 a
T 18.70 b

$Waktu munculnya kalus[[8]]
[1] "&ll the second factor level means are same so dont go for any multiple comparison test™
$Waktu munculny 11911
S$Waktu muncul [[211101111
MSerror Df Mean cv
189.8522 45 28.01667 49.18032

FWaktJ_nuncu'n”a_kale:[9]]:[2]]
Table CriticalRange
2 2.848372 7.165458
$Waktu munculnya kalus[[2]][[3]]
dependent.var groups
1 28.66667 a
0.5 27.36667 a
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$Waktu munculnya kalus[[10]]
[1] "The means £

SWaktu_muncul a_kalus[[11]

SWaktu munculnya kalus[[11]][[1]
MSerror Df Mean cv
189.8522 45 2B.0le6e7 49.18032

SWaktu munculnya kalus[[11]][[2]
Table CriticalRange

2 2.848372 12.41094
3 2.995440 13.05174
4 3.0981920 13.47212
D 3.leleB4 13.77el10
6 3.215093 14.00882

$Waktu munculnya kalus[[11]1][[3]
dependent.var groups

BT5:0.5 37.1 a
BTS:1 34.3 ak
TS:1 30.3 abc
T5:0.3 27.0 abc
T:1 21.4 beo
T:0.5 18.0 c

£ levels of interaction between two factors are same so dont go for any multiple comparison test”
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2. Diameter Kalus

SDiameter Falus[[1]][[7]]
SDiameter Falus[[1]1][[71]1[[1]1]

MSerrcr Df
0.002255264 36 0.3941667

Mean

cv
12.04811

SDiameter FRalus[[1]1][[7]1[[2]]

[N =T . Y T S U Y

10 3.358137
11 3.377770
12 3.354551
SDiameter Falus[[1]][[7]1]1[[3]1]

DZ2T1
ClTl
DZ2T0.5
DlTo.5
03Tl
ooTl
D3TO
D3T0.5
DlTO
DZ2TO
poOT0.5
ooTo

o]
o
o]
o]
o]
o]
o]
o]
o]
o]
o]
o]

datal

.45450
435230
.43850
42125
.39700
.38275
.38200
.376753
.37475
.36325
.358753
.32800

0.

[ T o o T o O o o T e Y e Y

0.

Table CriticalRange
2.868158
2.015z218
3.111132
3.180048
3.232451
3.273806
3.307304
3.334964

0&eB810387
.07153573
.0738B7324
.07550363
.07675354
L0T7773550
.07853131
.075918808
.075873832
.08020451
08060258

groups

a
akb
abc
abed
abcde
abcds
abcds
abcde
becde
cde

de
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3. Berat Basah Kalus

SBerat Basah[[1]][[7]]
SBerat Basah[[111[[711[[111]
MSerror Df Mean v
0.002250875 3¢ 0.1e48333 28.78264

SBerat Basah[[111[[711[[211]
Takle CriticalRanges

2 2.868158 0.06803757
3 3.015218 0.07152605
4 3.111132 0.07380132
5 3.180048 0.07543612
6 3.232451 0.07e67222
7 3.2738086 0.07766022
8 3.307304 0.0784548¢
9 3.33439&4 0.07%110%3
10 3.358137 0.07%660639
11 3.377770 0.08012643
12 3.394551 0.08052451

SBerat Basah[[111[[711[[311]
dataZ groups

DiTo.S 0.22025 a
DZT1 0.22000 a
D2T0.5 0.20075 ak
oo0Td.5 0.19075 abc
oiTl 0.1e625 abc
DZT0 0.16600 abc
D3To 0.16475 abc
ooTl 0.14675 abc
D3T0.5 0.13%75 bo
D3T1l 0.13825 be
D1T0 0.11275 =
ooTo 0.11175 =

148



4. Berat Kering Kalus

SBerat. Fering[[1]11[[7]]
$Berat. Fering[[1]1[[71]1[[1]]
M3errocr Df Mean Ccv
1.76736l1le-05 36 0.015562353 27.013&5

$Berat. FRering[[1]1[[71]1[[2]]

Table CriticalRange

2 2.8e68158 0.006028867
2 3.015218 0.006337388
4 3.111132 0.00653955%9
3 3.180048 0.006684450
6 2.232451 0.0067%94611
7 2.27380¢ 0.006881538
8 3.307304 0.006551352
S 3.334%c4 0.0070100%3
10 3.358137 0.0070358803
11 2.377770 0.007100072
12 32.354551 0.007135346

SBerat. Fering[[1]1[[71]1[[3]]
dataZ groups
DOT0.5 0.01925 a
D2T1 0.01%00 a
plTd.5 0.01850 a
D2T0 0.01700 ab
D2T0.5 0.01700 ab
D3TO 0.01700 ab
DoTl 0.01600 ab
olTl 0.01300 ab
ooTd 0.01325 ab
DlTo 0.01250 ab
D3T0.5 0.01225 ab
D3Tl 0.01000 b
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Keterangan. (A) Sterilisasi di luar LAF, (B) Sterilisasi di dalam
LAF
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Lampiran 7. Gambar Mikroskop

Keterangan: (A) Mikroskop Nikon SMZ 1279, (B)
Olympus SZX7 (Dokumen Penelitian, 2023)

Lampiran 8. Gambar Pengamatan di Mikroskop




Lampiran 9. Gambar Penimbangan Kalus

" »

e
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