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ABSTRACT

Watermelon plants require consistent environmental conditions throughout their growth period. Tissue culture serves as
a solution in plant propagation techniques that can control the environmental conditions for watermelon growth. This study
aims to determine the appropriate sterilization method and explant type for watermelon plant propagation using tissue culture
techniques. The research was conducted from June to August 2022 at the Tissue Culture Laboratory of the Faculty of Agriculture,
Sriwijaya University. This study used a Complete Randomized Factorial Design (CRFD) with two factors: six treatments of
different sterilization agent sequences for explants, including Benomyl 0.2% for 3 minutes, detergent for 3 minutes, HgCl: 0.03%
for 10 minutes, and 70% alcohol for 45 seconds, and four types of explants: radicle, hypocotyl, plumule, and cotyledon, with two
replicates of five experimental units each. The results showed that sterilization factors and explant types had a significant effect
on the percentage of contaminated explants and indicated a decrease in contamination in the treatment of 0.2% benomyl for 3
minutes, detergent for 3 minutes, 0.03% HgCl, for 10 minutes, and 70% alcohol for 45 seconds on cotyledon explants.
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ABSTRAK

Tanaman semangka membutuhkan kondisi lingkungan yang konsisten selama masa pertumbuhan. Kultur jaringan
menjadi solusi dalam teknik perbanyakan tanaman yang dapat mengendalikan kondisi lingkungan tumbuh semangka. Penelitian
ini bertujuan untuk menentukan sterilisasi dan jenis eksplan yang tepat dalam perbanyakan tanaman semangka dengan teknik
kultur jaringan. Penelitian dilaksanakan pada Juni hingga Agustus 2022 di Laboratorium Kultur Jaringan Fakultas Pertanian
Universitas Sriwijaya. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RALF) dengan dua faktor yaitu 6 taraf
rangkaian bahan sterilisasi eksplan yang berbeda antara benomyl 0.2% 3 menit, detergen 3 menit, HgCl, 0.03% 10 menit, dan
alkohol 70% 45 detik dan 4 jenis eksplan yaitu radikula, hipokotil, plumula, dan kotiledon dengan 2 ulangan masing-masing 5
unit percobaan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa faktor sterilisasi dan jenis eksplan berpengaruh sangat signifikan terhadap
persentase eksplan terkontaminasi dan menunjukkan penurunan kontaminasi pada perlakuan sterilisasi benomyl 0.2% 3 menit,
detergen 3 menit, HgCl, 0.03% 10 menit, dan alkohol 70% 45 detik pada eksplan kotiledon.

Kata kunci: browning, kontaminasi, kultur jaringan, kecambah semangka
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PENDAHULUAN

Semangka (Citrullus lanatus L.) merupakan salah
satu jenis buah dengan tingkat konsumsi terbesar di dunia
(Awasthi et al., 2022). Peningkatan konsumsi semangka
dipengaruhi oleh tren gaya hidup sehat dengan mengkonsumsi
buah semangka secara langsung hingga pemanfaatannya
di berbagai sektor seperti industri kosmetik, makanan dan
minuman, hingga pemanfaatan limbah semangka (Maoto et
al., 2019; Ansori, 2022). Meskipun demikian, menurut data
Badan Pusat Statistik menunjukkan penurunan hasil produksi
semangka di Indonesia. Pada tahun 2021, jumlah produksi
semangka mencapai 414.242 ton per tahun dan pada tahun
2022 menurun hingga 367.816 ton per tahun. Oleh karena
itu, dengan pemanfaatan semangka yang semakin beragam
diharapkan terus adanya peningkatan kuantitas hingga kualitas

produksi semangka.

Salah satu faktor penting yang dapat meningkatkan
kuantitas dan kualitas semangka adalah faktor lingkungan
tumbuh (Walters et al., 2021). Pertumbuhan tanaman
semangka sangat membutuhkan lingkungan yang memiliki
kelembaban cukup tinggi, suhu, curah hujan, dan lama
penyinaran yang stabil dalam satu tahun (Nabwire et al.,
2022). Meskipun demikian, kondisi iklim yang tidak stabil
menghambat pertumbuhan tanaman semangka. Perubahan
kondisi lingkungan tumbuh mengakibatkan penurunan
respon fisiologis dan morfologis tanaman semangka sehingga
mempengaruhi hasil produksi semangka (Malambane et al.,
2021).

Salah satu metode perbanyakan yang efektif dalam
mengendalikan kondisi lingkungan tumbuh adalah kultur
jaringan (Chun et al., 2020). Kultur jaringan memiliki
keunggulan dengan pertumbuhan yang lebih cepat, tidak
dipengaruhi iklim, mampu meningkatkan kualitas tanaman,
mampu menjaga kualitas genetik tanaman, dan dapat
menghasilkan semangka yang bebas hama dan penyakit
(Chandran ef al., 2020; Abebaw et al., 2021; Soumare et al.,
2021). Prinsip utama dari kultur jaringan adalah kondisi yang
aseptik sehingga dapat menciptakan lingkungan tumbuh dan
hasil yang baik melalui tahap sterilisasi baik pada lingkungan,
media tumbuh, dan terutama pada eksplan (Singh et al., 2023).

Proses sterilisasi eksplan merupakan tahap penting
untuk menghilangkan kontaminasi yang menjadi penghambat
pada pertumbuhan eksplan (Shofiyani dan Damajanti, 2017).
Jenis bahan kimia dan pembersih yang dapat dijadikan bahan
sterilisasi adalah fungisida benomyl, detergen, alkohol 70%,
hingga merkuri klorida (HgCl,) yang dapat digunakan dengan
waktu dan konsentrasi tertentu dengan urutan yang berbeda
dalam proses sterilisasi (Sivanesan et al., 2021). Fungisida
benomyl efektif dalam menurunkan tingkat kontaminasi,
seperti pada penelitian Ahmadpoor et al. (2022), yang
menggunakan eksplan Melia azedarach. L dengan konsentrasi
2 g L'!. Pada konsentrasi berbeda yaitu 0.2% pernah dilakukan
pada rangkaian sterilisasi Pranuthi et al. (2023), terhadap
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eksplan tangkai Polianthes tuberosa mampu menurunkan
tingkat kontaminasi 46%. Selain benomyl, bahan sterilisasi
lainnya seperti HgCl,, alkohol 70%, dan detergen juga dapat
digunakan pada rangkaian sterilisasi.

Pada penelitian Dodake ez al. (2021), sterilisasi
eksplan daun dan tunas Momordica dioica Roxb. menggunakan
satu jenis detergen pencuci 10 menit, fungisida 0.1% 10 menit,
dan HgCl, 0.1% 5 menit secara berurutan mampu mengurangi
kontaminasi sebesar 88%. Urutan sterilisasi lainnya pada
penelitian Pranata dan Herawati, (2019) yang menggunakan
urutan bahan sterilisasi campuran dua jenis detergen selama 3
menit, alkohol 70% selama 45 detik, dan HgCl, 0.03% selama
10 menit sebagai bahan sterilan pada eksplan pucuk Artemisia
annua LINN memberikan hasil persentase kontaminasi
3.33%. Penggunaan bahan sterilisasi dengan konsentrasi
sedikit dan waktu paparan yang singkat dapat membantu
mengurangi tingkat toksik yang dapat berdampak pada tubuh
manusia hingga eksplan, hal ini juga dapat disesuaikan dengan
jenis eksplan yang digunakan (Kara ef al., 2019). Oleh karena
itu, bahan sterilisasi seperti fungisida benomyl, detergen,
alkohol 70%, hingga merkuri klorida (HgCl,) dinilai mampu
menunjukkan efektivitasnya terhadap eksplan semangka
namun masih perlu diteliti dan diharapkan memberikan hasil
yang bervariasi terhadap tingkat kontaminasi dan viabilitas
eksplan terutama pada eksplan tanaman semangka.

Selain rangkaian sterilisasi, jenis eksplan juga menjadi
faktor keberhasilan kultur jaringan. Eksplan yang digunakan
pada kultur jaringan memiliki sel pertumbuhan yang masih
aktif, kondisi sehat, dan berasal dari tanaman bersifat unggul.
Jenis eksplan juga memberikan respon terhadap nutrisi dan juga
bahan sterilisasi (Avivi dan Ubaidillah, 2022; Tarigan et al.,
2023), salah satunya dengan menggunakan eksplan kecambah.
Pada penelitian Ulva et al. (2019), yang menggunakan eksplan
hipokotil dan kotiledon tomat menunjukkan pertumbuhan
dan ketahanan terhadap kontaminasi dengan baik. Hasil
penelitian Arum et al. (2022), yang menggunakan eksplan
plumula sorgum menunjukkan pertumbuhan kalus yang bebas
kontaminasi.

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini menjadi penting
dilakukan pada eksplan kecambah dan kotiledon tanaman
semangka yang sebelumnya belum pernah dilakukan. Bahan
sterilisasi yang digunakan kali ini disesuaikan dengan
kondisi eksplan yang masih sangat muda dengan konsentrasi
yang kecil dan waktu yang singkat berdasarkan referensi
sebelumnya. Penelitian ini diharapkan menemukan rangkaian
prosedur sterilisasi dengan bahan fungisida benomyl 0.2%,
detergen, alkohol 70%, dan HgCl, 0.03% dengan urutan yang
berbeda dan jenis eksplan yaitu radikula, hipokotil, plumula,
dan juga bagian kotiledon secara in vitro yang diharapkan
bebas kontaminasi, dan mampu memenuhi kebutuhan bibit
unggul.
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BAHAN DAN METODE
Tempat dan waktu penelitian

Penelitian  ini  dilaksanakan di  Laboratorium
Kultur Jaringan Program Studi Agronomi, Fakultas
Pertanian, Universitas Sriwijaya Palembang (2°59°23.4”S
104°43°53.4”E) pada bulan Juni hingga Agustus 2022.

Bahan dan alat penelitian

Bahan penelitian ini menggunakan kecambah semangka
varietas Punggawa F1 berusia 14 hari yaitu bagian radikula,
hipokotil, plumula, dan kotiledon. Bahan sterilisasi yang
digunakan yaitu fungisida benomyl 0.2%, detergen dari
jenis detergen pencuci piring (Mama lime®) 10 ml per 250
ml air, alkohol 70%, dan HgCl, 0.03% yang ditambahkan
tween 20 sebanyak 2 tetes sebagai bahan pengemulsi larutan
HgCl, (Prodromidis et al., 2023). Alat yang digunakan pada
penelitian ini adalah autoklaf dan Laminar Air Flow (LAF).
Bahan media tanam yang digunakan berupa media Murashige
and Skoog (MS) 4.43 g, agar-agar 8 g, sukrosa 30 g, dan
penggunaan zat pengatur tumbuh IAA (Indole Acetic Acid)
dan BAP (Benzyl Amino Purin) masing-masing 1 ppm.
Media kemudian dimasak hingga mendidih dan dimasukkan
ke dalam gelas kultur dan selanjutnya di autoklaf selama 30
menit dengan tekanan 15 psi dan suhu 121 °C dan terakhir
diletakkan di ruang inkubasi.

Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Lengkap Faktorial (RALF) dengan dua faktor perlakuan.
Faktor pertama adalah perlakuan sterilisasi, yang terdiri
atas enam taraf, yaitu rangkaian bahan sterilisasi eksplan
yang berbeda, meliputi: benomyl 0,2% selama 3 menit,
detergen selama 3 menit, HgClz 0,03% selama 10 menit, dan
alkohol 70% selama 45 detik (Tabel 1). Faktor kedua adalah
jenis eksplan, yang terdiri atas empat taraf, yaitu radikula
(E1), hipokotil (E2), plumula (E3), dan kotiledon (E4).
Dengan kombinasi kedua faktor tersebut, diperoleh 24
kombinasi perlakuan. Setiap kombinasi perlakuan terdiri dari
5 unit botol kultur dan masing-masing dilakukan sebanyak
dua ulangan, sehingga total unit percobaan yang digunakan
dalam penelitian ini adalah sebanyak 240 unit.

Persiapan Eksplan

Proses perkecambahan benih semangka dimulai dengan
merendam benih dengan menggunakan air steril selama 2
hari. Tahap selanjutnya, benih dibilas menggunakan air steril
dan dilakukan penyemaian di dalam botol kaca selama 14
hari hingga kecambah telah terbentuk radikula, hipokotil, dan
plumula yang siap diinokulasi (Gambar 1). Bagian kotiledon
semangka didapatkan dengan merendam benih semangka
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selama 2 hari sebelum masa inokulasi atau hingga kulit
benih pecah (Gambar 1). Benih yang dipilih dengan kriteria
tenggelam saat masa perendaman, kemudian dipisahkan
antara testa dan kotiledonnya.

Sterilisasi Eksplan

Semua jenis eksplan yang akan disterilisasi dibilas
terlebih dahulu menggunakan air steril. Selanjutnya eksplan
radikula, hipokotil, dan plumula dipotong ukuran + 1 cm
untuk mengurangi resiko kontaminasi dari mikroorganisme.
Sterilisasi dilakukan sesuai dengan perlakuan urutan
sterilisasi yang digunakan (Tabel 1). Setiap setelah tahap
sterilisasi eksplan akan dibilas menggunakan air steril.
Selanjutnya eksplan diinokulasi di dalam laminar air flow
yang sebelumnya telah disterilisasi alkohol 70%. Selanjutnya
akan diamati parameter penelitiannya di ruang inkubasi.

Analisis Data

Parameter yang diamati yaitu persentase eksplan
terkontaminasi (%), persentase eksplan hidup (%), persentase
eksplan mati (%), dan persentase media terkontaminasi (%).
Data yang memenuhi asumsi Analysis of Variance (ANOVA)
(p-value > 0.05) akan dianalisis menggunakan ANOVA dua
arah (Two - Way Analysis of Variance) dan uji lanjut dengan
Beda Nyata Jujur (BNJ) taraf 5%. Data yang tidak memenuhi
asumsi anova (p-value < 0.05) akan dianalisis dengan analisis
non-parametrik dengan metode Aligned Rank Transform
(ART) dengan uji lanjut menggunakan pairwise comparisons
pada estimated marginal means (EMMeans) dari model ART
penyesuaian Tukey dengan bantuan software Rstudio.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Persentase Eksplan Terkontaminasi (%)

Sterilisasi eksplan menjadi bagian terpenting dalam
tahap sterilisasi karena menjadi penentu pertumbuhan
eksplan pada tahap selanjutnya. Pada persentase eksplan
terkontaminasi, data tidak memenuhi asumsi anova (p-value =
2.767e-10). Hasil analisis ART menunjukkan interaksi antara
perlakuan sterilisasi P4 yaitu benomyl 0.2% selama 3 menit,
detergen selama 3 menit, HgCl, 0.03% selama 10 menit,
dan alkohol 70% selama 45 detik dengan eksplan kotiledon
(E4) menunjukkan rerata persentase eksplan terkontaminasi
terendah yaitu 1.5% (Tabel 2), sedangkan rerata persentase
eksplan terkontaminasi tertinggi sebesar 43% pada kombinasi
faktor perlakuan P5 yaitu benomyl 0.2% selama 3 menit,
detergen 3 menit, alkohol 70% 45 detik, dan HgCl, 0.03%
selama 10 menit dengan eksplan plumula (E3) (Tabel 2).
Interaksi antara faktor sterilisasi dan jenis eksplan berpengaruh
sangat signifikan terhadap persentase eksplan terkontaminasi.
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Gambar 1. Eksplan radikula, hipokotil, plumula, dan kotiledon semangka

Gambar 2. A) Eksplan plumula terkontaminasi bakteri, B) Eksplan plumula terkontaminasi cendawan, C) Media terkontaminasi

cendawan, D) Media terkontaminasi bakteri

Hasil penelitian ini terdapat dua jenis kontaminasi
yang ditemukan yaitu bakteri dan cendawan. Kontaminasi
bakteri dicirikan lendir berwarna putih pada bagian bawah
eksplan (Gambar 2A) dan kontaminasi cendawan ditemukan
pertumbuhan hifa berwarna putih menyelimuti eksplan
(Gambar 2B). Jenis kontaminasi pada penelitian ini memiliki
kesamaan dengan hasil penelitian Fauzan dan Tajuddin, (2017)
pada kultur tunas samping jati berupa bentuk kontaminasi
cendawan membentuk hifa berwarna putih yang sama pada
eksplan semangka. Jenis cendawan yang menjadi kontaminasi
dari spesies Aspergillus sp. dan kontaminasi bakteri berasal

dari bakteri gram negatif (Wulandari, 2022).

Pemberian fungisida benomyl 0.2% dengan waktu 3
menit pada awal tahap sterilisasi menjadi pilihan karena jenis
fungisida ini mampu menurunkan kontaminasi seperti pada
penelitian Inaya et al. (2024), yang menggunakan benomyl 0.2
% pada tahapan sterilisasi mampu menurunkan kontaminasi
pada eksplan tulang daun duku. Benomyl berfungsi sebagai
penghambat yang efektif dalam menekan pertumbuhan
kontaminasi (Dotulong et al., 2019).

Detergen difungsikan sebagai bahan pembersih yang
berbahan surfaktan sehingga dapat digunakan sebagai urutan
sterilisasi setelah fungisida benomyl yang memiliki residu
yang berat. Pernyataan ini didukung oleh Surya dan Ismaini,
(2021) yang menyatakan bahwa detergen sebagai surfaktan
pembersih yang ampuh digunakan dalam pembersihan tahap
awal pada eksplan.
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Penggunaan HgCl, dalam konsentrasi 0.03% selama
10 menit menjadi pilihan yang aman pada sterilisasi eksplan
kecambah semangka pada urutan setelah detergen. Konsentrasi
HgCl, yang tinggi menyebabkan terjadinya kerusakan pada
eksplan, apabila digunakan bersamaan dengan waktu yang
lama (Hardarani dan Nisa, 2022). Selain itu, penggunaan
HgCl, harus sangat diperhatikan karena bersifat toksik bagi
tubuh sehingga konsentrasi 0.03% menjadi pilihan yang aman
walaupun dalam rentang waktu yang cukup lama yaitu 10
menit dan menjadi lebih efektif (Sulistiyo et al., 2018).

Penggunaan alkohol 70% dengan durasi 45 detik di akhir
menjadi pilihan dalam urutan sterilisasi eksplan semangka
terbaik. Alkohol bersifat sterilisasi permukaan sehingga
mampu melapisi permukaan eksplan (Oktavia dan Pujiyanto,
2018). Pada perlakuan P5 (benomyl 0.2% selama 3 menit,
detergen 3 menit, alkohol 70% 45 detik, dan HgCl, 0.03%
selama 10 menit yang hanya berbeda pada urutan HgCl, dan
alkohol menunjukkan bahwa HgCl, menjadi bahan sterilisasi
yang bersifat penetrasi yang baik dan tepat digunakan terlebih
dahulu dibandingkan alkohol 70%.

HgCl, bekerja memecah protein dan kontak langsung
dengan mikroorganisme sehingga mampu menghilangkan
kontaminasi pada eksplan (Sandra, 2013 dalam Cahyono dan
Riani Ningsih, 2023). Sedangkan alkohol 70% sangat efektif
dalam sterilisasi permukaan sehingga saat alkohol 70%
digunakan terlebih dahulu akan membuat mikroorganisme
menjadi lebih resisten terhadap jenis sterilisasi lain. Hal ini
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dapat terjadi karena koagulasi dinding sel mikroorganisme
(Pratiwi et al., 2021).

Jenis eksplan sangat mempengaruhi kesesuaian bahan
sterilisasi baik secara urutan, waktu, dan konsentrasi bahan.
Hal ini sejalan dengan pernyataan Lal ez al. (2023), baik urutan,
konsentrasi, dan waktu sterilisasi harus optimal pada setiap
jenis eksplan untuk meningkatkan tingkat keberhasilan kultur
jaringan agar tidak membatasi pertumbuhan eksplan. Eksplan
kecambah semangka masih sangat rentan terhadap kerusakan
akibat pengaruh bahan sterilisasi sehingga penggunaan bahan
sterilisasi dengan konsentrasi yang kecil dalam waktu yang
singkat menjadi pilihan yang tepat.

Pada setiap tahap sesi sterilisasi eksplan kecambah
semangka dilakukan pembilasan menggunakan air steril
dengan tujuan mengurangi tercampurnya kandungan bahan
sterilisasi lainnya (Widyastuti ez al., 2021). Eksplan kotiledon
menjadi eksplan dengan interaksi terbaik terhadap bahan
sterilisasi. Eksplan kotiledon memiliki ketahanan yang
lebih baik dibandingkan jenis eksplan kecambah lainnya
karena memiliki selaput pelindung yang baik (Heriansyah
dan Indrawanis, 2020). Hal ini menjadi satu kesatuan dalam
keefektifan sterilisasi dan juga jenis eksplan.

Persentase Eksplan Hidup (%)

Eksplan yang hidup ditandai dengan perubahan bentuk
dan ukuran atau kondisi yang masih baik (Gambar 3A).
Pada persentase eksplan hidup, data tidak memenuhi asumsi

anova (p-value = 0,000236). Berdasarkan hasil analisis
ART, interaksi antara faktor sterilisasi dan jenis eksplan
menunjukkan pengaruh signifikan terhadap persentase eksplan
hidup. Interaksi perlakuan sterilisasi P2 (detergen 3 menit,
alkohol 70% 45 detik, dan HgCl, 0.03% 10 menit) dengan
eksplan radikula (E1) menjadi rerata tertinggi dibandingkan
interaksi faktor lainnya yaitu 42.5% (Tabel 3), sedangkan
interaksi dengan persentase eksplan hidup terendah ada pada
perlakuan sterilisasi P2 (detergen 3 menit, alkohol 70% 45
detik, dan HgCl, 0.03% 10 menit) dan eksplan plumula (E3)
dengan rerata persentase 8.5% (Tabel 3).

Tahap sterilisasi yang sama dengan jenis eksplan
yang berbeda mempengaruhi efektivitas tahap sterilisasi
pada eksplan kecambah semangka. Eksplan radikula yang
lebih kecil dibandingkan hipokotil, kotiledon, dan plumula
memiliki tingkat hidup yang lebih tinggi karena efektivitas
bahan sterilisasi lebih baik. Hasil penelitian Andriani dan
Heriansyah, (2021) yang melakukan sterilisasi daun dan akar
pada anggrek alam yang hasilnya bahwa sterilisasi akar lebih
efektif dibandingkan dengan daun karena ukuran permukaan
daun yang lebih lebar. Hal tersebut dapat dilakukan

pemotongan eksplan dengan ukuran yang kecil untuk
efektivitas sterilisasi. Pertumbuhan eksplan ditandai dengan
pemanjangan eksplan radikula (Gambar 3A). Pertambahan
ukuran eksplan dipengaruhi oleh respon eksplan yang baik
terhadap nutrisi pada media yang mengandung zat pengatur
tumbuh yang digunakan yaitu IAA dan BAP (Putri et al.,
2020).

Tabel 1. Perlakuan sterilisasi pada kultur jaringan eksplan kecambah semangka

Urutan sterilisasi

Perlakuan . T e T
Sterilisasi 1 Sterilisasi 2 Sterilisasi 3 Sterilisasi 4
P1 Detergen 3 menit HgCl,0.03% 10 menit+ tween 20 Alkohol 70% 45 detik
P2 Detergen 3 menit Alkohol 70% 45 detik HgCl,0.03% 10 menit+ tween 20
P3 Detergen 3 menit HgCl,0.03% 10 menit+ tween 20

P4 Benomyl 0.2% 3 menit
PS5 Benomyl 0.2% 3 menit
P6 Benomyl 0.2% 3 menit

Alkohol 70% 45 detik
HgCl,0.03% 10 menit+ tween 20

Detergen 3 menit HgCl,0.03% 10 menit + tween 20
Alkohol 70% 45 detik

HgCl,0.03% 10 menit + tween 20

Detergen 3 menit

Detergen 3 menit
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Tabel 2. Rerata persentase eksplan terkontaminasi terhadap interaksi perlakuan sterilisasi dan jenis eksplan semangka (%)

Jenis eksplan

Sterilisasi

El E2 E3 E4
Pl 10.5 22.5 3.5 38.0
P2 30.5 24.0 13.5 40.0
P3 36.5 335 24.0 18.5
P4 16.5 26.0 41.0 1.5
P5 36.5 20.5 43.0 5.5
P6 30.5 345 13.5 24.0

Keterangan: hasil interaksi terbaik ditandai dengan angka rerata terkecil menunjukkan hasil yang signifikan menurut analisis Aligned Rank

Transform (ART)
El:radikula, E2:hipokotil, E3:plumula, E4:kotiledon

P1: detergen 3 menit>HgCl, 0.03% 10 menit->alkohol 70% 45 detik
P2: detergen 3 menit—> alkohol 70% 45 detik - HgCl, 0.03% 10 menit

P3: detergen 3 menit->HgCl, 0.03% 10 menit

P4: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit->HgCl, 0.03% 10 menit->alkohol 70% 45 detik
P5: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit=> alkohol 70% 45 detik = HgClL, 0.03% 10 menit
P6: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit->HgCL, 0.03% 10 menit

Tabel 3. Rerata persentase eksplan hidup terhadap interaksi perlakuan sterilisasi dan jenis eksplan semangka (%)

Jenis eksplan

Sterilisasi

El E2 E3 E4
Pl 23.5 34.8 24.2 18.0
P2 42.5 37.5 8.5 8.5
P3 26.5 21.5 38.5 8.5
P4 30.2 14.5 10.5 38.5
P5 13.0 23.5 355 27.5
P6 14.5 23.5 26.2 38.0

Keterangan: hasil interaksi terbaik ditandai dengan angka rerata terbesar menunjukkan hasil yang signifikan menurut analisis Aligned Rank

Transform (ART)
El:radikula, E2:hipokotil, E3:plumula, E4:kotiledon

P1: detergen 3 menit->HgCl, 0.03% 10 menit->alkohol 70% 45 detik
P2: detergen 3 menit-> alkohol 70% 45 detik = HgCl, 0.03% 10 menit

P3: detergen 3 menit->HgCl, 0.03% 10 menit

P4: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit->HgCl, 0.03% 10 menit->alkohol 70% 45 detik
P5: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit-> alkohol 70% 45 detik -> HgCl, 0.03% 10 menit

P6: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit->HgCl, 0.03% 10 menit

Persentase Eksplan Mati (%)

Eksplan mati pada penelitian ini memiliki ciri-ciri
perubahan eksplan yang menjadi layu dan kering (Gambar 3B)
serta eksplan yang berubah warna menjadi coklat (Gambar 3C)
atau yang disebut dengan browning. Pada persentase eksplan
mati, data tidak memenuhi asumsi anova (p-value =3.335e-
08). Interaksi urutan sterilisasi dan jenis eksplan menunjukkan
tidak ada perbedaan yang signifikan dalam mempengaruhi
persentase eksplan mati. Hasil rerata menunjukkan interaksi
antara perlakuan P3 yaitu detergen 3 menit dan HgCl, 0.03%
selama 10 menit dengan eksplan radikula (E1) menunjukkan

interaksi terbaik yaitu 3.5% dengan tingkat eksplan mati
terendah sedangkan dengan persentase eksplan mati tertinggi
terjadi pada perlakuan P4 (benomyl 0.2% selama 3 menit,
detergen selama 3 menit, HgCl, 0.03% selama 10 menit,
dan alkohol 70% selama 45 detik) dan eksplan radikula (E1)
dengan rerata persentase eksplan mati mencapai 44% (Tabel
4).

Pada penelitian ini, efektivitas bahan sterilisasi
detergen dan HgCl, (P3) menunjukkan perlakuan terbaik
dalam menurunkan persentase eksplan mati. Hal ini dapat
terjadi karena rangkaian tahap sterilisasi yang lebih sedikit
dibandingkan sterilisasi P4 (benomyl 0.2% selama 3 menit,
detergen selama 3 menit, HgCl, 0.03% selama 10 menit, dan
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alkohol 70% selama 45 detik). Banyaknya paparan eksplan
terhadap bahan sterilisasi dapat menyebabkan kerusakan sel
pada cksplan sehingga menyebabkan layu hingga browning,
seperti pada penelitian Hamdani et al. (2020), pada eksplan
tunas kentang dengan sterilisasi benomyl, alkohol, NaOCl
yang berulang sebanyak 3 kali menyebakan terjadinya
kerusakan eksplan.

Eksplan layu juga dapat terjadi karena sel-sel yang
mengalami plasmolisis akibat pengaruh kuat dari bahan
sterilisasi yang melebihi ambang batas toleransi terhadap
konsentrasi dan waktu bahan sterilan yang tidak sesuai dengan
jenis eksplan yang digunakan (Hashim et al., 2021). Sejalan
dengan penelitian Natasha dan Restiani, (2019) pada eksplan
ginseng jawa yang terjadi kerusakan sel hingga 50% akibat
panjangnya proses sterilisasi. Jenis eksplan radikula yang
lebih kecil menjadi lebih rentan terjadi plasmolisis karena
ukuran lebih kecil.

Browning merupakan reaksi sel abnormal terhadap
bagian eksplan yang kemudian bereaksi dengan membran sel
untuk memicu pelepasan senyawa fenolik yang dapat terjadi
dari pengaruh pemotongan eksplan (Permadi et al., 2023).
Browning dapat terjadi karena kondisi stres yang dapat terjadi
pada lingkungan tumbuh eksplan seperti cahaya, suhu, hingga
bahan sterilisasi (Noli et al., 2024). Eksplan browning ini
menyebabkan nekrosis pada eksplan dan menyebabkan gagal
pertumbuhan.

Persentase Media Terkontaminasi (%)

Kontaminasi media yang ditemukan pada penelitian
ini berupa hifa berwarna putih di permukaan media yang

disebabkan oleh cendawan (Gambar 2C) dan lendir putih pada
permukaan media yang disebabkan oleh bakteri (Gambar 2D).
Jenis bakteri gram negatif dan cendawan Rhizopus sp menjadi
kontaminasi pada media pertumbuhan eksplan kecambah
semangka (Sulichantini et al, 2024). Pada persentase
eksplan mati, data tidak memenuhi asumsi anova (p-value =
0.002645). Hasil analisis ART menunjukkan bahwa interaksi
perlakuan sterilisasi dan jenis eksplan menunjukkan interaksi
yang signifikan terhadap persentase media terkontaminasi.
Paparan kontaminasi dari media akan memicu stres pada
eksplan sehingga menghambat pertumbuhan eksplan. Kondisi
media yang mengalami kontaminasi mempengaruhi eksplan
karena menyebabkan kegagalan pertumbuhan.

Interaksi antara kedua faktor yaitu perlakuan Pl
(detergen 3 menit, HgCl, 0.03% 10 menit, dan alkohol 70%
45 detik) dan eksplan hipokotil (E2) menjadi faktor interaksi
terbaik pada persentase media terkontaminasi dengan rerata
3.5% sedangkan interaksi antara perlakuan P1 (detergen 3
menit, HgCl, 0.03% 10 menit, dan alkohol 70% 45 detik)
dan eksplan plumula (E3) menjadi rerata tertinggi yaitu
42% (Tabel 5). Media yang mengalami kontaminasi dapat
disebabkan oleh kurang optimal dalam sterilisasi media
ataupun penutup media yang tidak sengaja bocor. Perubahan
suhu media didalam ruang inkubasi yang lebih dingin
dibandingkan sebelumnya juga mempengaruhi pertumbuhan
mikroorganisme pada media yang lebih cepat (Septiani et
al., 2022). Pendapat lainnya juga ditemukan bahwa tempat
penyimpanan media yang lembab juga mempengaruhi tingkat
kontaminasi pada media (Yasmin et al., 2018).

Tabel 4. Rerata persentase eksplan mati terhadap interaksi perlakuan sterilisasi dan jenis eksplan semangka (%)

Jenis eksplan

Sterilisasi

El E2 E3 E4
P1 25.5 37.5 16.5 14.0
P2 14.0 19.5 33.2 29.5
P3 3.5 23.8 335 41.5
P4 44.0 24.0 23.5 8.0
P5 31.0 24.0 23.5 22.0
P6 27.0 19.5 20.0 29.5

Keterangan: hasil interaksi terbaik ditandai dengan angka rerata terkecil menunjukkan hasil yang signifikan menurut analisis Aligned Rank

Transform (ART)
El:radikula, E2:hipokotil, E3:plumula, E4:kotiledon

P1: detergen 3 menit->HgCl, 0.03% 10 menit->alkohol 70% 45 detik
P2: detergen 3 menit-> alkohol 70% 45 detik > HgCl, 0.03% 10 menit

P3: detergen 3 menit->HgCl, 0.03% 10 menit

P4: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit—>HgCl, 0.03% 10 menit->alkohol 70% 45 detik
P5: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit—> alkohol 70% 45 detik - HgCl, 0.03% 10 menit
P6: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit>HgCl, 0.03% 10 menit
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Tabel 5. Rerata persentase media terkontaminasi terhadap interaksi perlakuan sterilisasi dan jenis eksplan semangka (%)

Jenis eksplan

Sterilisasi

El E2 E3 E4
P1 35.5 3.5 42.0 15.0
P2 10.5 16.0 31.0 30.2
P3 30.0 30.2 5.5 34.0
P4 13.0 37.5 20.0 26.0
P5 22.0 335 16.5 39.5
P6 36.0 25.0 28.0 7.5

Keterangan: hasil interaksi terbaik ditandai dengan angka rerata terkecil menunjukkan hasil yang signifikan menurut analisis Aligned Rank

Transform (ART)
El:radikula, E2:hipokotil, E3:plumula, E4:kotiledon

P1: detergen 3 menit->HgCl, 0.03% 10 menit->alkohol 70% 45 detik
P2: detergen 3 menit-> alkohol 70% 45 detik - HgCl, 0.03% 10 menit

P3: detergen 3 menit->HgCl, 0.03% 10 menit

P4: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit>HgCl, 0.03% 10 menit->alkohol 70% 45 detik
P5: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit=> alkohol 70% 45 detik = HgClL, 0.03% 10 menit
P6: benomyl 0.2% 3 menit->detergen 3 menit>HgCl, 0.03% 10 menit

KESIMPULAN

Rangkaian perlakuan sterilisasi dan jenis eksplan
menghasilkan interaksi terhadap persentase eksplan
terkontaminasi, berpengaruh sangat siginifikan terhadap
persentase eksplan hidup dan persentase media terkontaminasi,
serta tidak berpengaruh signifikan terhadap persentase eksplan
mati.

Interaksi antara perlakuan sterilisasi P4 yaitu benomyl
0.2% selama 3 menit, detergen selama 3 menit, HgCl, 0.03%
selama 10 menit, dan alkohol 70% selama 45 detik dengan
eksplan kotiledon (E4) menunjukkan persentase eksplan
terkontaminasi terendah yaitu 1.5%. Interaksi antara perlakuan
sterilisasi P2 yaitu detergen selama 3 menit, alkohol 70%
selama 45 detik, dan HgCl, 0.03% selama 10 menit dengan
eksplan radikula (E1) menunjukkan persentase eksplan hidup
tertinggi yaitu 42.5%. Interaksi antara perlakuan sterilisasi P3
yaitu detergen selama 3 menit dan HgCl, 0.03% selama 10
menit dengan eksplan radikula (E1) menunjukkan persentase
eksplan mati terendah yaitu 3.5%. Interaksi antara perlakuan
sterilisasi P1 yaitu detergen selama 3 menit, HgCl, 0.03%
selama 10 menit, dan alkohol 70% selama 45 detik dengan
eksplan hipokotil (E2) menunjukkan persentase media
terkontaminasi terendah yaitu 3.5%.
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