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INTISARI

Tanaman kepel termasuk dalam kategori conservation dependent. Salah satu upaya yang dapat
dilakukan untuk mencegah kelangkaan ktanaman kepel adalah melalui kultur in vitro. Hal utama yang
menentukan keberhasilan kultur in vitro ialah sterilisasi eksplan. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh sterilisasi tunggal dan kombinasi pada berbagai durasi perendaman terhadap
waktu kontaminasi, persentase kontaminasi, persentase jenis kontaminan, dan persentase pertumbuhan
eksplan. Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap faktorial dan ulangan sebanyak 3 kali
untuk setiap perlakuan. Eksplan yang digunakan adalah eksplan nodus kepel ex-vitro. Perlakuan
sterilisasi tunggal menggunakan klorox 10% dengan durasi perendaman 10, 15 dan 20 menit, ethanol
70% dengan durasi perendaman 1, 3 dan 5 menit dan carbendazim 5% dengan durasi perendaman 10,
15, dan 20 menit sedangkan perlakuan sterilisasi kombinasi menggunakan (klorox 10%+ etanol 70% +
carbendazim 5%) dengan durasi perendaman 1 menit 30 detik, 3 menit 30 detik dan 5 menit 30 detik.
Parameter yang diamati meliputi waktu kontaminasi, persentase kontaminasi, persentase jenis
kontaminan, dan persentase pertumbuhan eksplan setelah 30 hari pengamatan. Hasil penelitian
menunjukkan sterilisasi kombinasi dengan durasi 5 menit 30 detik lebih optimal dibandingkan sterilisasi
tunggal dalam menurunkan persentase kontaminasi pada eksplan nodus tanaman kepel, dengan waktu
kontaminasi selama 8-29 HST, persentase kontaminasi 66%, persentase jenis kontaminan terbanyak
adalah jamur sebesar 66,66% dan eksplan yang tumbuh membentuk kalus sebesar 100%. Hasil
penelitian ini dapat bermanfaat dalam mendukung keberhasilan perbanyakan tanaman Kepel secara in
vitro.

Kata kunci: sterilisasi, klorox, etanol, carbendazim, nodus Kepel

ABSTRACT

Kepel is categorized as a conservation-dependent plant. One of the solutions to conserve this
plant is propagation through in vitro culture. The main factor that determines the success of in vitro
culture is explant sterilization. Therefore, the present study aims to determine the effect of single and
combined sterilization at various treatment duration. This research uses a completely randomized
design. The explants used were Kepel plant nodes ex-vitro. There are, 3 groups consisting control, 10%
chlorox single sterilant with an immersion time of 10, 15, and 20 minutes, 70% ethanol with an
immersion time of 1, 3, and 5 minutes, carbendazim 5% with an immersion time of 10, 15, and 20
minutes and a combination sterilant (10% chlorox + 70% ethanol + 5% carbendazim) with treatment
duration of 1 minute 30 seconds, 3 minutes 30 seconds and 5 minutes 30 seconds. Parameters observed
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were the time of contamination, percentage of contamination, and type of contamination, also
percentage of growth of explant after 30 days of observation. The results showed combination sterilant
of 5 minutes 30 seconds was more optimal than a single sterilant in suppressing contamination of the
nodal explants of the Kepel plant, with contaminants appearing time of 8-29 DAl (Days After
Inoculation), the percentage of contamination 66%, contaminant type (fungal) 66.66% and growth of
explant (callus) 100%. This result is beneficial for the establishment of propagation of Kepel nodes

using in vitro culture.

Keyword: sterilization, chlorox, ethanol, carbendazim, Kepel nodes

PENDAHULUAN

Kepel (Stelechocarpus burahol (Blume)
Hook F. & Thomson), spesies dari famili
Annonaceae merupakan tanaman buah asli
Indonesia dan menjadi flora identik Daerah
Istimewa Yogyakarta karena memiliki nilai
filosofi bagi masyarakat dan lingkungan
Keraton Yogyakarta (Angio & Firdiana, 2021,
Handayani et al., 2020). Masyarakat
memanfaatkan tanaman Kepel khususnya
bagian buahnya sebagai oral deodorant untuk
mencegah bau badan (Angio & Firdiana, 2021;
Darusman et al., 2012). Penelitian oleh
Darusman et al., (2012) telah membuktikan
secara empiris bahwa ekstrak buah dan biji
Kepel secara signifikan menurunkan bau feses
dan urine serta dapat mengaktifkan probiotik
Bifidobacter sp .Selain itu, buah Kepel juga
bermanfaat untuk mencegah peradangan pada
ginjal, peluruh air seni, alat kontrasepsi alami
(pencegah kehamilan)(Suparmi et al., 2015).
Bagian daun tanaman Kepel juga bermanfaat
sebagai antihyperuricemic (menurunkan kadar
asam urat), pencegah kanker dan sebagai
sumber antioksidan alami  (Hatmi &
Widyayanti, 2011; Sunarni et al., 2016).
Meskipun memiliki banyak manfaat dalam
bidang kesehatan, namun budidaya tanaman
Kepel oleh masyarakat masih relatif rendah. Hal
ini disebabkan buah Kepel memiliki ukuran biji
yang relatif lebih besar (27%) dibandingkan
ukuran buahnya yang dapat dikonsumsi yaitu
sebesar 49% sehingga hal ini menurunkan nilai
ekonomi dari buah tersebut (Hatmi &
Widyayanti, 2011; Tisnadjaja et al., 2006).
Selain itu, kendala utama dalam budidaya
tanaman Kepel adalah perbanyakan secara
generatif melalui biji membutuhkan waktu

perkecambahan yang relatif lama hingga 4- 6
bulan karena masa dormansi yang cukup
panjang serta perbanyakan melalui stek atau
cangkok menghasilkan anakan yang lebih
sedikit (Angio & Firdiana, 2021; Isnaeni &
Habibah, 2014).

Nilai ekonomi buah Kepel yang rendah
dan kendala dalam perbanyakan tanaman Kepel
menyebabkan status konservasi tanaman Kepel
saat ini berada dalam conservation dependent
(CD) yang artinya tanaman Kepel sudah jarang
(rare) ditemui. Upaya yang dapat dilakukan
untuk mencegahnya dari kelangkaan adalah
melalui kultur in vitro (Habibah et al., 2013;
Handayani et al., 2022; Handayani et al., 2021;
Isnaeni & Habibah, 2014). Kultur in vitro
merupakan teknik perbanyakan bagian tanaman
dalam medium yang dilengkapi dengan nutrien
serta zat pengatur pertumbuhan (ZPT) yang
dibutuhkan untuk regenerasi eksplan dalam
kondisi aseptis dan lingkungan yang terkendali
(Bhojwani & Dantu, 2013). Oleh karena itu,
kultur in vitro dapat digunakan untuk mengatasi
kendala perbanyakan tanaman Kepel secara
generatif dan vegetatif.

Salah satu faktor yang menentukan
keberhasilan perbanyakan melalui kultur in
vitro adalah tahap sterilisasi eksplan. Sterilisasi
merupakan salah satu tahap persiapan eksplan
yang bertujuan untuk menghilangkan kotoran
dan mikrobia yang menempel pada permukaan
maupun dalam jaringan eksplan sehingga
eksplan yang dikulturkan dalam kondisi steril
atau aseptis (Anggoro et al., 2022; Handayani et
al., 2021). Tahap sterilisasi yang tidak optimal
menyebabkan  tingginya kontaminasi pada
kultur, eksplan mengalami browning dan
berakhir pada kematian eksplan (Anggoro et al.,
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2022; Hesami et al., 2019). Optimasi tahap
sterilisasi setiap jenis tanaman atau bahkan
bagian tanaman yang sama dapat berbeda satu
dengan yang lain. Selain itu, asal eksplan baik
berasal dari kultur in vitro maupun ex vitro
(lapangan) serta perbedaan jenis eksplan
membutuhkan teknik sterilisasi yang berbeda
(Bhojwani & Dantu, 2013; Handayani et al.,
2022; Handayani et al., 2021).

Dalam upaya meningkatkan keberhasilan
kultur in vitro, maka diperlukan teknik
sterilisasi yang optimal. Sterilisasi eksplan
umumnya dilakukan dengan mencuci eksplan
menggunakan detergen cair dan membilasnya di
bawah air mengalir kemudian dilanjutkan
dengan perendaman dalam bahan sterilan
kimiawi yaitu klorox (NaOCI), alkohol
(ethanol) hidrogen peroksida (H202), merkuri
klorida (HgCl), bakterisida, fungisida, dan
antibiotik (Anggoro et al., 2022; Handayani et
al., 2021; Hesami et al., 2019; Sen et al., 2013).
Diantara beberapa jenis fungisida, Carbendazim
merupakan salah satu jenis fungisida yang
efektif menghambat pertumbuhan jamur pada
eksplan khususnya yang berasal dari tanaman
berkambium (Anggoro et al., 2022; Sen et al.,
2013).

Beberapa penelitian terdahulu telah
berhasil membuktikan bahwa penggunaan
sterilisasi kombinasi lebih efektif dibandingkan
sterilisasi tunggal dalam menekan persentase
kontaminasi. Anggoro et al. (2022) melaporkan
bahwa kombinasi klorox 100% selama 15 menit
+ Carbendazim 2g/L selama 20 menit
merupakan sterilisasi kombinasi terbaik dalam
mengurangi tingkat kontaminasi jamur pada
eksplan nodus bambu petung sebesar 33,33%
dan mendukung pertumbuhan tunas pada 6 HST
sebesar 33,33%. Selain itu, Jan et al. (2013)
juga melaporkan bahwa kombinasi Sodium
hipoklorit 1,5% selama 20 menit + alkohol 70%
selama 30 detik menghasilkan kultur nodus
strawberi aseptis sebesar 78,33% namun
eksplan yang hidup relatif rendah sebesar
21,66%. Hal ini menunjukkan efektivitas
pemilihan  jenis sterilisasi  tunggal atau
kombinasi perlu mempertimbangkan
konsentrasi sterilan dan durasi perendaman.
Teknik sterilsiasi yang efektif sebaiknya dapat
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mengurangi kontaminasi namun tidak bersifat
toksik bagi jaringan ekspkan dan menyebabkan
eksplan menglamai nekrosis bahkan mati
(Hesami et al., 2019).

Beberapa penelitian mengenai optimasi
sterilisasi eksplan Stelechocarpus burahol telah
dilakukan. Habibah et al. (2013) melaporkan
bahwa kombinasi perendaman fungisida selama
24 jam dilanjutkan bakterisida dan fungisida
selama 30 menit, dilanjutkan dalam alkohol
70% dan klorox 10% selama 10 menit
merupakan sterilan yang optimal dalam
menekan kontaminasi pada eksplan daun
S.burahol. Selain itu, Handayani et al. (2021)
juga berhasil mengoptimasi sterilisasi eksplan
endosperm kepel secara in vitro menggunakan
NaOCI (klorox) 10% selama 10 menit dan
menghasilkan eksplan hidup sebesar 44,44%
serta tidak terjadi kontaminasi dan browning.
Pada penelitian lanjutan, Handayani et al.,
2022) juga berhasil melaporkan sterilan yang
optimal pada kultur embrio S.burahol
menggunakan NaOCI (klorox) 5% selama 5
menit dan menghasilkan eksplan hidup sebesar
88,89 %, browning sebesar 11,11% serta tidak
terjadi kontaminasi. Sejauh ini, belum ada
informasi mengenai optimasi sterilisasi eksplan
nodus S.burahol secara in vitro. Oleh karena itu
penelitian ini penting untuk dilakukan sehingga
dapat dijadikan informasi bagi metode
perbanyakan tanaman Kepel secara in vitro
menggunakan eksplan nodus. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui teknik sterilisasi
eksplan yang optimal untuk mengurangi
kontaminasi namun tetap dapat
mempertahankan pertumbuhan eksplan nodus
Stelechorcarpus burahol dalam kultur in vitro.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium
Bioteknologi Dasar Fakultas Bioteknologi
Universitas Kristen Duta Wacana, Yogyakarta
pada bulan Maret hingga Mei 2021.

Persiapan Eksplan

Eksplan nodus Stelechocarpus burahol
diperoleh dari Pasar Tanaman Hias (Pasty),
Yogyakarta (ex-vitro). Tanaman kepel yang
dipilih sebagai sumber eksplan adalah tanaman
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yang sehat, berumur 1 — 2 tahun ditandai
dengan nodus yang masih berwarna hijau segar
dan jaringannya tidak keras. Nodus yang
digunakan dalam penelitian ini adalah nodus
urutan ke-2 sampai ke-4 dari pucuk cabang
tanaman kepel.

Sterilisasi Eksplan

Eksplan yang telah disiapkan
selanjutnya dicuci di bawah air mengalir untuk
menghilangkan debu dan kotoran yang
menempel pada eksplan. Eksplan selanjutnya
direndam dalam larutan antiseptik dan dibilas.
Eksplan dicuci menggunakan detergen cair dan
tween 80 sebanyak 3 tetes kemudian dibilas
menggunakan akuades steril sampai bersih.
Eksplan yang telah bersih disimpan dalam
petridish steril dan dibawa ke dalam Laminar
Air Flow (LAF) untuk dilanjutkan tahap
sterilisasi.  Sterilisasi eksplan dalam LAF
menggunakan variasi perlakuan yang disajikan
pada Tabel 1. Setelah eksplan disterilisasi
selanjutnya dicuci dengan akuades steril
sebanyak 3 kali. Eksplan ditanam ke dalam
botol kultur yang berisi media MS dan Kinetin
2 ppm. Kultur dipelihara pada suhu 25° C dan
kondisi 24 jam terang selama 30 hari.

elSSN: 2655-8122

Pengamatan

Pengamatan kultur meliputi  waktu
kontaminasi, persentase kontaminasi, persentase
jenis kontaminan dan persentase pertumbuhan
eksplan. Pengamatan dilakukan setelah 30 hari
setelah tanam (HST).

Analisis Data

Data yang diperoleh merupakan data
kuantitatif dan kualitatif. Data selanjutnya
dianalisis secara deskriptif untuk melihat
pengaruh sterilisasi tunggal dan kombinasi
terhadap beberapa parameter yang diamati.
Perhitungan data kuantitatif adalah sebagai
berikut:

Persentase Kontaminasi (%)

_ jumlah eksplan yang kontam

x 100%

total eksplan yang ditanam

Persentase pertumbuhan eksplan (%)
— jumlah eksplan tumbuh (Kalus/Akar) x100%

total eksplan yvang ditanam

Persentase jenis kontaminan (%)

_ jumlah eksplan kontam (Bakteri/jamur)

x 100%

total eksplan yang ditanam

Tabel 1. Variasi Perlakuan Sterilisasi pada eksplan nodus S. burahol

Perlakuan Sterilan

Durasi Perendaman

Klorox 10%

Sterilan
Tunggal

Etanol 70%

Carbendazim 5%

Sterilan
Kombinasi

Klorox 10% + Etanol 70% + Carbendazim 5%

10 menit
15 menit
20 menit

1 menit
3 menit
5 menit

10 menit
15 menit
20 menit

1 menit 30 detik
3 menit 30 detik

5 menit 30 detik
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HASIL DAN PEMBAHASAN
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Gambar 1. Perkembangan waktu kontaminasi pada eksplan nodus tanaman kepel (a) Kontrol 1 HST
(b) Kontrol 2 HST kontaminasi bakteri (c) Etanol 70% hari ke- 1 menit 7 HST (d) Etanol
70% 1 menit 14 HST (e) Etanol 70% 1 menit 21 HST (f) Carbendazim 5% 15 menit 1
HST (g) Carbendazim 5% 15 menit 5 HST kontaminasi jamur (h) Klorox 10% 15 menit
hari ke- 1 HST (i). Klorox 10% 15 menit 3 HST kontaminasi jamur.

Keterangan : HST = Hari Setelah Tanam

Waktu Kontaminasi

Sterilisasi eksplan merupakan salah satu
tahap penting dalam pelaksanaan kultur in vitro.
Eksplan harus berada dalam kondisi aseptis
bebas dari kontaminan sehingga dapat tumbuh
dengan optimal. Tabel 2 menunjukkan pengaruh
variasi sterilisasi terhadap waktu kontaminasi
pada eksplan nodus selama 30 hari kultur.
Berdasarkan hasil tersebut, waktu kontaminasi
muncul pada eksplan bervariasi.

Pada eskplan yang tidak disterilisasi
(kontorl)  menunjukan waktu kontaminasi
eksplan nodus kepel berlangsung paling cepat
yaitu 2-3 HST. Pada perlakuan sterilan tunggal

(etanol 70%) durasi perendaman 1 menit
menunjukan waktu munculnya kontaminasi
yaitu 6-24 HST. Pada perlakuan sterilan
kombinasi (klorox 10% + etanol 70% +
carbendazim 5%) dengan lama perendaman
eksplan 1 menit 30 detik menunjukan waktu
muncul kontaminasi paling lama yaitu 6-30
HST. Perkembangan waktu kontaminasi dapat
dilihat pada Gambar 1.

Perbedaan  waktu kontaminasi  ini
disebabkan jenis kontaminan eksternal maupun
internal. Berdasarkan waktu kontaminasi pada
eksplan  nodus tanaman  kepel dapat
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dikategorikan sebagai kontaminan eksternal,
dengan waktu kontam kurang dari 7 hari setelah
tanam (HST). Kontaminasi eksternal atau
kontaminasi permukaan tanaman umumnya
tumbuh setelah 2 hari setelah tanam sedangkan
kontaminasi internal atau kontaminasi yang
bersumber dari jaringan eksplan tanaman
muncul lebih lama dari 7 hari bahkan hingga
satu bulan (Anggoro et al., 2022; Handayani et
al., 2021). Selain itu, eksplan yang digunakan
dalam penelitian in adalah eksplan nodus ex-
vitro sehingga peluang kontaminasi eksternal
maupun internal  relatif  lebih  tinggi.
Kontaminasi internal berasal dari kontaminan
yang terbawa dari dalam jaringan tanaman

Tabel 2. Pengaruh variasi sterilisasi terhadap
waktu kontaminasi eksplan nodus
kepel selama 30 hari pengamatan

. Durasi Wakt_u .
Perlakuan Sterilan Perendaman Kontaminasi
(HST)
Kontrol - - 2-3
Klorox 10 menit 7-20
10% 15 menit 3-6
20 menit 4-6
Sterilan Etanol 1 menit 6-24
Tunggal 70% 3 menit 7-15
5 menit 5-9
Carband 10 menit 6-13
azim 5% 15 menit 5-7
20 menit 7-15
Klorox 1 menit 30 6-30
Sterilan 10% + detik
Kombinasi Etanol 3menit 30 4-27
70% + detik
Carbend 5 menit 30 8-29
azim 5% detik

elSSN: 2655-8122

eksplan, sedangkan kontaminan eksternal
berasal dari permukaan eksplan (Pratiwi et al.,
2021). Kontaminasi eksternal atau kontaminasi
permukaan eksplan ini dapat di tangani melalui
sterilisasi mother plant. Dalam penelitian ini
mother plant dari tanaman kepel dikoleksi dari
pasar tumbuhan yang kemudian dipelihara di
lingkungan laboratorium. Habibah et al. (2013)
menyatakan tindakan pengendalian tanaman
yang tepat sewaktu di lapangan (in vivo) dapat
mengurangi tingkat kontaminasi awal dan akan
mengurangi kekuatan konsentrasi bahan sterilan
yang digunakan, sehingga mengurangi efek
kerusakan terhadap  jaringan eskplan.

Persentase Kontaminasi

Persentase  kontaminasi  menunjukan
efektivitas bahan sterilan yang digunakan dalam
mengurangi kontaminasi. Persentase
kontmaninasi disajikan pada Gambar 2. Kontrol
menunjukkan persentase kontaminasi sebesar
100% selama 30 hari pengamatan. Perlakuan
sterilasi tunggal dan kombinasi menunjukkan
pengaruh yang bervariasi. Perlakuan sterilisasi
tunggal etanol 70% selama 1 menit
menunjukkan persentase kontaminasi sebesar
33,33%, sedangkan pada perlakuan sterilisasi
kombinasi (klorox 10% + etanol 70% +
carbendazim 5%) selama 5 menit 30 detik
menunjukkan persentase kontaminasi sebesar
66,66%.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan,
durasi perendaman pada sterilasi tunggal
maupun  kombinasi  tidak  menunjukkan
pengaruh terhadap persentase kontaminasi.
Sterilisasi tunggal etanol 70% selama 1 menit
menunjukan hasil yang lebih baik dibandingkan
etanol 70% dengan durasi perendaman selama 5
menit.

240



Metamorfosa:Journal of Biological Sciences 9(2): 235-246 (September 2022)

Persentase (%)
S U1
oOoo

I

30
20
10

> E— T~ 2 o

o c c C C c

= O O O o a

] E €& E € €

~ © w1 O - ™

— i o ] o

N X

X ® ¥ S o

© o o ~N N

— = - W w

Y ¥ ¥

E70%5 menit

elSSN: 2655-8122

W7 HST 14 HST  W21HST
c c o [22] (3] [22]
o W o B
E E E G x5 x§ =
g2 8 R E ©E ©E ©
o\c o\o o\o — 'Om 'Ol_n ©
n n n Q Q O
O VU o g L ¢

Gambar 2. Persentase kontaminasi nodus kepel selama 30 hari pengamatan

Sterilasi tunggal klorox 10% selama 10 menit
menunjukkan  hasil  yang lebih  baik
dibandingkan dengan durasi perendaman 20
menit. Hal ini dapat disebabkan karena durasi
perendaman selama 10 menit merupakan
kondisi optimal bagi eksplan nodus kepel dalam
membunuh kontaminan. Hal ini juga dapat
dipengaruhi jenis sterilan yang digunakan. Jenis
sterilan yang digunakan adalah bahan kimia
disinfektan yang memiliki mekanisme dalam
menekan kontaminan yang berbeda.
Penggunaan klorox (NaOCI) sebagai
sterilan permukaan berbagai jenis eksplan
tanaman telah banyak dilaporkan (Anggoro et
al., 2022; Handayani et al., 2022; Handayani et
al., 2021; Jan et al., 2013; Pratiwi et al., 2021;
Oo et al, 2018). NaOCI efektif menekan
kontaminasi di bagian permukaan jaringan

tanaman. Alkohol mengurangi terjadinya
kontaminasi pada tahap sterilisasi dengan cara
membunuh  bakteri  melalui  mekanisme
denaturasi  protein sel bakteri penyebab

kontaminasi (Setiani et al., 2018). Carbendazim
(methyl 1H-benzimidazol-2-ylcarbamate)
merupakan fungisida sistemik dengan spektrum
luas yang digunakan untuk mengendalikan
jamur (Anggoro et al., 2022; Koukouvinos et
al., 2021; Sen et al., 2013).

Beberapa sterilan dapat menjadi toksik
bagi jaringan eksplan apabila konsentrasi dan
durasi perendaman tidak sesuai. Selain itu jenis
eksplan yang digunakan juga mempengaruhi

efektivitas sterilisasi, berbeda jenis eksplan
akan memberikan respon yang berbeda.

Persentase Jenis Kontaminan

Gambar 3. Pertumbuhan jenis kontaminan
pada eksplan nodus tanaman
kepel (a) kontaminan bakteri (b)
kontaminan jamur

Berdasarkan data persentase jenis
kontaminan pada Gambar 4 menunjukkan
bahwa jenis kontaminan pada eksplan nodus
kepel adalah jamur dan bakteri. Kontaminasi
yang disebabkan oleh kontaminan jamur
diamati dengan munculnya serabut hifa
berwarna putih, koloni berwarna putih di sekitar
eksplan.  Selain itu, kontaminasi yang
disebabkan bakteri ditandai dengan munculnya
lendir di sekitar eskplan nodus. Lendir yang
muncul diawali dengan warna bening dan
kental, kemudian di hari berikutnya berwarna
kuning keruh kecoklatan, untuk lebih jelas
dapat dilihat pada Gambar 3. Berdasarkan hasil
persentase jenis kontaminan eksplan nodus
kepel, kontrol menunjukkan persentase jenis
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kontaminan bakteri sebesar 100%. Sterilan
klorox 10% dengan durasi perendaman 10, 15
dan 20 menit optimal dalam mengurangi
pertumbuhan kontaminan bakteri, sebaliknya
sterilan  klorox  belum optimal dalam
mengurangi kontaminan jamur, dapat dilihat
dari  persentase jenis kontaminan yang
dihasilkan. Hal tersebut dikarenakan masing-
masing sterilan memiliki fungsi yang berbeda
dalam menghambat pertumbuhan mikrobia.
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Sterilan seperti NaOCI, etanol dan tween
diketahui menghambat pertumbuhan jamur dan
bakteri pada media tumbuh (Omamor et al.,
2007). NaOCIl bekerja dengan memasuki
jaringan mikroba dan berperan dalam merubah
biosintesis sel, memasuki metabolisme sel,
merusak struktur fosfolipid, dan merusak
jaringan organik pada sel-sel mikroba (Marion
etal., 2012).

-~ 100
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- 80
E 70
= 60
P
-

30
20

10 KEC1 KEC3 KECS

K10% K10% K 10% C5% C5% C5% . . .
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Gambar 4. Persentase jenis kontaminan eksplan nodus kepel selama 30 hari pengamatan

Handayani et al. (2021) menjelaskan
bahwa, NaOCI dikenal efektif membunuh
bakteri karena bersifat hipertonis sehingga
dapat menyebabkan mikrobia mengalami
osmolisis  bahkan  dengan  konsentrasi
mikromolar sudah mampu menekan bakteri
secara signifikan. Hal ini sejalan dengan
penelitian Habibah et al. (2013) vyang
menggunakan klorox 15% dan 10% mampu
mengeleminasi kontaminan bakteri namun tidak
pada kontaminan jamur endofit pada eksplan
daun tanaman kepel. Hal berbeda ditunjukkan
sterilan tunggal etanol 70% dengan variasi
durasi perendaman 1, 3 dan 5 menit, dan
carbendazim 5% dengan variasi lama
perendaman 10, 15 dan 20 menit. Sterilan
etanol 70% lebih optimal menekan persentase
jenis  kontaminan  jamur  dibandingkan
carbendazim 5%. Hal ini disebabkan alkohol
berperan sebagai bakterisida dan sekaligus
fungisida dengan mekanisme aksi denaturasi
protein dari mikroorganisme kontaminan

(Pratiwi et al., 2021). Carbendazim merupakan
fungisida belum optimal dalam mengurangi
persentase jenis kontaminan jamur. Hal ini
dapat dilihat dari persentase jenis kontaminan
jamur yang masih tinggi (66,66%). Hal ini
dapat disebabkan eksplan nodus tanaman kepel
membutuhkan waktu perendaman eksplan yang
lebih lama. Dalam penelitiannya, Habibah et al.
(2013) melakukan perendaman eksplan daun
kepel di dalam sterilan fungisida selama 24 jam.
Selain itu kontaminan jamur memiliki spora
yang kecil dan ringan sehingga mudah terbawa
oleh udara, hal ini menyebabkan waktu
kontaminasi lebih cepat dan berdampak pada
persentase jenis kontaminan. Jenis eksplan yang
digunakan juga berpengaruh dalam persentase
jenis kontaminan. Hal tersebut dikarenakan
nodus memiliki ruang antar sel berukuran besar
sehingga rawan mengalami luka dan
memberikan peluang masuknya spora jamur
(Ray & Ali, 2017).
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Sterilan kombinasi lebih optimal menekan
kontaminan jenis bakteri. Sterilisasi kombinasi
terdiri dari beberapa jenis sterilant yang
memiliki mekanisme berbeda dalam
menghambat pertumbuhan mikrobia.
Berdasarkan fungsi dan kekuatan setiap jenis
sterilan ketika dikombinasikan tidak menjadi
toksik bagi eksplan. Sterilisasi kombinasi
memberikan hasil yang stabil, jika dilihat
berdasarkan waktu kontaminasi, persentase
kontaminasi dan persentase jenis kontaminan.
Berdasarkan hasil pengamatan persentase jenis
kontaminan pada eksplan nodus tanaman kepel
didominasi oleh kontaminan jenis jamur. Hal ini
mengindikasikan kontaminan jamur endofit
pada ekspkan nodus tanaman kepel. Putri et al.,
(2017) menjelaskan adanya perbedaan potensi
pertumbuhan dan status metabolik endogen
jenis tanaman menjadi penyebab perbedaan
tingkat interaksi dengan lingkungan makro
maupun mikro sehingga menyebabkan adanya
perbedaan diversitas kontaminan pada teknik
kultur in vitro.

Persentase Pertumbuhan Eksplan

Pada perlakuan sterilasi kombinasi,
persentase eksplan yang berhasil tumbuh lebih
banyak dibandingkan dengan sterilan tunggal.
Sterilan kombinasi dengan durasi perendaman 5
menit 30 detik mampu menghasilkan persentase
eksplan yang tumbuh (kalus) sebesar 100%
(Gambar 5). Respon pertumbuhan eksplan
nodus kepel diawali dengan pembengkakan
pada bagian nodus yang mengalami pelukaan.
Dalam perkembangan selanjutnya, dari bagian
yang mengalami pembengkakan tersebut
berubah warna menjadi kuning (Gambar 6). Hal
ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Bhojwani & Dantu (2013) vyang
menyatakan bahwa adanya pertumbuhan
eksplan dapat dilihat dari adanya perubahan
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warna,  pembengkakan  eksplan  hingga
terbentuknya baik kalus, akar maupun tunas.
Efektivitas sterilisasi eksplan juga ditentukan
dari persentase eksplan yang dapat tumbuh.
Perlakuan sterilisasi kombinasi menunjukkan
waktu  kontaminasi  relatif lebih  cepat
dibandingkan dengan sterilisasi tunggal, namun
pada persentase kontaminasi lebih stabil dan
optimal dalam  mengurangi  persentase
kontaminasi. Beberapa eksplan yang tidak
mampu bertahan dan tidak tumbuh cenderung
mengalami pencoklatan (browning), namun ada
yang tidak mengalami kematian sama sekali
hingga 30 HST. Hal ini diduga karena proses
sterilisasi pada durasi perendaman yang relatif
lama dan konsentrasi sterilan yang relatif tinggi
sehingga menghambat pertumbuhan eksplan.
Berdasarkan hasil penelitian, diketahui bahwa
perlakuan sterilisasi tunggal dan kombinasi
berpengaruh dalam menghambat pertumbuhan
kontaminan pada eksplan nodus tanaman kepel
dan tidak memberikan efek negatif terhadap
pertumbuhan eksplan. Hal ini dapat dilihat dari
persentase  kontaminasi  dan  persentase
pertumbuhan eksplan yang dihasilkan sterilisasi
kombinasi (klorox 10% + etanol 70% +
carbendazim 5%) dengan durasi perendaman 5
menit 30 detik. Hal ini sejalan dengan penelitian
yang dilakukan (Anggoro et al., 2022; Habibah
et al., 2013)yang menyatakan bahwa sterilisasi
kombinasi lebih efektif dibandingkan dengan
sterilan tunggal pada eksplan nodus Bambu dan
eksplan daun Kepel.
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Gambar 5. Persentase pertumbuhan eksplan nodus kepel selama 30 hari pengamatan

Gambar 6. Perkembangan eksplan nodus Kepel (a) kalus 4 HST pada perlakuan sterilisasi kombinasi
(Klorox+Ethanol+Carbandazim) 5 menit 30 detik (b) akar 5 HST pada perlakuan
(Klorox+Ethanol+Carbandazim) 1 menit 30 detik

KESIMPULAN

Sterilisasi kombinasi

(Klorox 10%+ Ethanol 70%+ Carbendazim 5%) dengan durasi

perendaman eksplan 5 menit 30 detik merupakan teknik sterilisasi permukaan eksplan yang optimal
dalam menghasilkan persentase kontaminasi sebesar 66,66% dan persentase pertumbuhan eksplan

sebesar 100%.
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