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ABSTRACT 

Gmelina is a fast growing species that has high sufficient economy value and useful as medicinal plant. 

Propagation of gmelina by tissue culture has not been widely applied in Indonesia. This study aimed to analyze the 

effect of explant types and sterilization methods on the success of gmelina initiation. Treatments used in this study 

were explant types (apical shoot and leaf) and four sterilization methods (B1-B4) using detergent, tween 80, fungicide, 

bactericide, NaOCl, and HgCl2. All sterilization methods produced 6‒19% sterile gmelina shoot culture, but did not 

succeed producing sterile gmelina leaf culture. Contamination by fungi and bacteria was the main cause of failed 

gmelina shoot and leaf culture initiation. In general, sterilization methods used in this study has succeeded in 

eliminating microbes on the explant’s surface, but has not succeeded in eliminating microbes inside the explant. 
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ABSTRAK 

Gmelina merupakan tanaman fast growing yang memiliki nilai ekonomi cukup tinggi dan bermanfaat sebagai 

tanaman obat. Perbanyakan gmelina secara kultur jaringan belum banyak diterapkan di Indonesia. Penelitian ini 

bertujuan menganalisis pengaruh jenis eksplan dan metode sterilisasi terhadap keberhasilan inisiasi gmelina. 

Perlakuan yang dicobakan dalam penelitian yaitu jenis eksplan (tunas apikal dan daun) dan empat macam metode 

sterilisasi (B1-B4) dengan menggunakan detergen, tween 80, fungisida, bakterisida, NaOCl, dan HgCl2. Semua 

metode sterilisasi yang digunakan dalam penelitian ini dapat menghasilkan kultur tunas gmelina steril sebesar 6‒19%, 

namun belum berhasil menghasilkan kultur daun gmelina steril. Kontaminasi fungi dan bakteri menjadi penyebab 

utama kegagalan inisiasi kultur tunas dan kultur daun gmelina. Secara umum, metode sterilisasi yang digunakan dalam 

penelitian ini sudah berhasil untuk mematikan mikrob yang berada di permukaan eksplan, tetapi belum berhasil 

mematikan mikrob yang berada di dalam eksplan. 

 
Kata kunci: bahan sterilan, jenis eksplan, kontaminasi, kultur jaringan, mikro 
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PENDAHULUAN 

Gmelina merupakan salah satu tanaman yang 

pertumbuhannya cepat (fast growing). Gmelina mudah 

ditanam pada berbagai ketinggian dan berbagai jenis 

tanah (Suárez et al. 2013). Jenis kayu gmelina memiliki 

nilai ekonomi yang cukup tinggi karena dapat 

dimanfaatkan sebagai bahan bangunan, bahan pembuatan 

kertas dan lainnya. Serat kayu gmelina sangat baik untuk 

pembuatan pulp dan kertas. Kayu gmelina tergolong 

dalam kelas awet menengah (IV – V), kelas kuat III, 

mudah dikerjakan, dan tahan terhadap cuaca (Hadijah 

2013).  

Perbanyakan gmelina dapat dilakukan secara 

generatif dan vegetatif. Perbanyakan tanaman gmelina 

secara vegetatif dapat dilakukan dengan cara stek batang 

(Adinugraha et al. 2020) dan kultur jaringan (Suárez et 

al. 2013). Kultur jaringan merupakan salah satu teknik 

perbanyakan tanaman dengan cara mengisolasi bagian 

dari tanaman seperti protoplasma, sel, jaringan, dan 

organ (daun, akar, batang, bunga). Bagian tanaman yang 

terisolasi kemudian ditumbuhkan dalam media buatan 

secara aseptik dalam wadah tertutup yang tembus cahaya, 

sehingga bagian tanaman dapat memperbanyak diri dan 

bergenerasi menjadi tanaman lengkap. Perbanyakan 

secara kultur jaringan memiliki keuntungan yaitu tidak 

memerlukan lahan yang luas dan sebagai upaya 

perbanyakan tanaman secara massal dalam menyediakan 

bahan tanaman unggul bermutu tinggi, seragam, dan 

dalam waktu yang singkat.  

Keberhasilan dalam teknik kultur jaringan sangat 

ditentukan oleh proses inisiasi. Inisiasi adalah upaya 

penumbuhan meristem atau bagian tanaman (mata tunas, 

ujung akar, ujung daun muda, keping biji, dan 

sebagainya) supaya tumbuh dalam botol bebas hama dan 

penyakit (dalam kondisi aseptik). Dalam pelaksanaan 

kultur jaringan, terutama untuk jenis tanaman kehutanan, 

sering kali ditemukan adanya masalah berupa 

kontaminasi terutama pada tahapan inisiasi. Menurut 

Andriani dan Heriansyah (2021), kontaminasi 

merupakan suatu faktor pembatas dalam kegiatan 

perbanyakan tanaman secara kultur jaringan. 

Kontaminasi dapat dicegah melalui tahapan sterilisasi 

eksplan. Metode sterilisasi yang tepat perlu diketahui 

untuk mendapatkan kultur yang steril dan untuk 

mengatasi kendala kontaminasi yang sering terjadi. 

Tanaman gmelina memiliki potensi yang besar untuk 

diperbanyak dengan teknik kultur jaringan, namun 

penelitian mengenai optimalisasi tahapan inisiasi kultur 

jaringan pada gmelina masih terbatas. Beberapa studi 

telah membahas teknik perbanyakan gmelina secara 

umum (Rajbahak et al. 2016; Ahmad 2020; Madke et al. 

2021), namun kajian yang secara spesifik mengkaji 

pengaruh jenis eksplan dan metode sterilisasi terhadap 

keberhasilan inisiasi gmelina belum dilakukan. Padahal, 

tahapan inisiasi merupakan fase kritis yang sangat 

menentukan keberhasilan keseluruhan proses kultur 

jaringan. Selain itu, tingginya tingkat kontaminasi pada 

kultur jaringan tanaman kehutanan (Chornobrov dan 

Tkachova 2021; Permadi et al. 2023; Darwesh et al. 

2024) menunjukkan bahwa belum ada pendekatan teknik 

sterilisasi yang benar-benar efektif dan sesuai, khususnya 

untuk jenis eksplan dari gmelina. Oleh karena itu, 

penelitian ini bertujuan menganalisis pengaruh jenis 

eksplan dan metode sterilisasi terhadap keberhasilan 

inisiasi kultur jaringan gmelina. 

 

METODE PENELITIAN 

Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian berlangsung pada bulan Desember 2021 

sampai Februari 2022. Lokasi penelitian bertempat di 

Rumah Kaca Departemen Silvikultur, Fakultas 

Kehutanan dan Lingkungan IPB; dan Laboratorium 

Kultur Jaringan Esha Flora, Bogor.  

Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam penelitian adalah pinset, 

cawan petri, scalpel, mata pisau bedah, sendok 

pengaduk, pipet, gelas ukur, penggaris, timbangan 

digital, rak inkubasi, sprayer, aerator, alat tulis, botol 

selai (250 mL dan 330 mL), botol kultur, autoklaf, 

kompor, panci, pH meter, Laminar Air Flow Cabinet 

(LAFC), dan bunsen. Bahan yang digunakan adalah bibit 

gmelina, media Murashige Skoog (MS), Sodium 

hipoklorit (NaOCl) 5,25%, larutan HgCl2 (1 g/L), 

fungisida (bahan aktif mankozeb), fungisida (bahan aktif 

propineb), bakterisida (bahan aktif streptomisin sulfat), 

larutan streptomisin (1 g/L) alkohol 70%, spiritus, air 

steril, plastik, karet, label, tisu, aluminium foil, plastic 

wrap, masker, detergen, Tween 80, dan korek api. 

Pengolahan data dilakukan menggunakan aplikasi 

Microsoft Office Excel 2019, Microsoft Office Word 

2019, IBM Statistics SPSS 22, dan Minitab 19. 

Prosedur Penelitian  

1. Sterlisasi Alat 

Botol kultur direndam menggunakan detergen dan 

NaOCl 5,25% selama 30 menit, dicuci dengan spons 

pencuci alat, dibilas kemudian dimasukkan ke dalam 

dandang. Alat-alat penanaman seperti cawan petri, 

scalpel, dan pinset dicuci bersih menggunakan sabun lalu 

dikeringkan menggunakan tisu. Alat yang sudah kering 

selanjutnya disemprot alkohol lalu dibungkus dengan 

koran atau kertas lalu dimasukkan ke dalam dandang. 

Botol dan alat dalam dandang selanjutnya disterilisasi 

menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C selama 1 jam. 

Selanjutnya botol disimpan ke dalam plastik yang telah 

disemprot alkohol 70%. Sterilisasi LAFC dilakukan 

dengan cara menyemprotkan alkohol 70% ke permukaan 

LAFC, lalu dikeringkan dengan tisu. LAFC kemudian 

disterilisasi dengan sinar UV selama minimal 60 menit 

sebelum penanaman dilakukan. Selama sterilisasi LAFC 

juga dapat dilakukan persiapan alat penanaman dan 

media kultur yang akan digunakan. Seluruh alat 

penanaman dan media kultur disemprot dengan alkohol 

70% sebelum dimasukkan ke dalam LAFC. 

 

2. Pembuatan Media 

Bahan-bahan media MS terdiri dari larutan A hingga 

larutan F, vitamin, asam amino, agar-agar, gula, dan air 
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steril. Metode pembuatan media MS mengacu pada 

Helena et al. (2022). Seluruh bahan dicampur sesuai 

takaran masing-masing. Sebelum ditambahkan agar-

agar, pH larutan diukur sampai mencapai 5,8. Apabila 

larutan terlalu masam ditambahkan NaOH dan jika 

terlalu basa ditambahkan HCl. Larutan yang sudah 

menunjukkan pH optimal selanjutnya diberi bubuk agar 

sebanyak 6 g/L lalu dipanaskan hingga mendidih. 

Larutan media selanjutnya dituang ke dalam botol kultur 

yang sudah disterilisasi dengan takaran ±20 mL/botol. 

Setelah botol terisi larutan media, mulut botol ditutup 

menggunakan plastik dan karet, dan disterilisasi di dalam 

autoklaf pada suhu 121 °C selama 30 menit. Setelah botol 

dingin, dilakukan pengencangan karet pada mulut botol 

lalu disimpan ke dalam plastik yang sebelumnya telah 

disemprot alkohol 70%. Media yang sudah dingin 

disimpan di dalam ruangan penyimpanan media sebelum 

digunakan, untuk mencegah kontaminasi. 

3. Persiapan Tanaman Indukan dan Pengambilan 

Eksplan 

Benih gmelina disemaikan di rumah kaca Fakultas 

Kehutanan dan Lingkungan IPB. Pemeliharaan selama 

kegiatan penyemaian di rumah kaca dilakukan dengan 

penyiraman setiap hari pada pagi dan sore hari. Setelah 

satu bulan, benih disapih ke dalam polybag berisi media 

tanam berupa tanah dan kompos dengan perbandingan 

3:1. Selanjutnya, benih dipindahkan ke persemaian. 

Pemeliharaan bibit dilakukan dengan penyiraman setiap 

hari di pagi dan sore selama 2 bulan, lalu dipindahkan ke 

rumah kaca Esha Flora. Pemeliharaan di rumah kaca 

Esha Flora dengan melakukan penyiraman setiap pagi 

dan sore hari. Tanaman indukan yang digunakan untuk 

kegiatan inisiasi adalah gmelina yang berusia 4 bulan. 

Bagian tanaman yang digunakan adalah tunas apikal dan 

daun yang masih muda (tangkai masih hijau). Eksplan 

yang digunakan juga harus bebas dari hama dan penyakit.  

Eksplan dinyatakan bebas dari hama dan penyakit, jika di 

permukaan eksplan tidak ditemukan adanya gejala dan 

tanda dari serangan hama dan patogen. Eksplan yang 

sudah diambil kemudian disterilisasi sesuai dengan 

metode perlakuan. 

4. Sterilisasi Eksplan 

Sterilisasi dilakukan sebanyak 2 kali, yaitu di luar 

laminar dan di dalam laminar. Wadah yang digunakan 

untuk sterilisasi eksplan adalah botol. Air yang 

digunakan dalam proses sterilisasi adalah air steril. 

Eksplan dipotong menggunakan scalpel untuk 

memudahkan proses pengocokan dalam botol. Ukuran 

eksplan sebelum sterilisasi, yaitu 3-4 cm dan daun 5 cm 

x 2 cm. Ukuran yang besar ditujukan apabila terjadi lisis 

selama kegiatan sterilisasi, masih ada bagian tanaman 

yang dapat digunakan. Setelah eksplan dipotong, 

dilanjutkan dengan sterilisasi sesuai perlakuan. Protokol 

penggunaan agen sterilan, konsentrasi yang digunakan 

dan lamanya perendaman eksplan dilakukan berdasarkan 

penelitian Gu et al. (2022). Sterilisasi permukaan eksplan 

dapat dilakukan dengan berbagai macam agen sterilan 

seperti NaOCl, bakerisida dan fungisida, serta HgCl2.  

Konsentrasi agen sterilan dan lama perendamannya 

bergantung pada jenis eksplan yang digunakan. Setelah 

diberi perlakuan sterilisasi permukaan, eksplan dibilas 

dengan menggunakan air steril. 

Sterilisasi luar metode B1 dilakukan dengan mencuci 

eksplan menggunakan air mengalir selama 15 menit. 
Selanjutnya eksplan direndam dan dikocok dalam air 

steril selama 5 menit dan dibilas 3 kali. Eksplan 

kemudian direndam dan dikocok perlahan dalam larutan 

Tween 80 (20 tetes/L) selama 20 menit, lalu dibilas 

hingga bersih. Setelah itu, eksplan direndam dan dikocok 

dengan larutan fungisida A 2 g/L selama 1 jam, lalu 

dibilas hingga bersih. Eksplan selanjutnya direndam dan 

dikocok secara perlahan dalam larutan bakterisida 2 g/L 

selama 1 jam, lalu dibilas hingga bersih. Tahap sterilisasi 

selanjutnya dilakukan di dalam LAFC (sterilisasi dalam). 

Langkah pertama yaitu memindahkan eksplan ke dalam 

botol steril baru. Selanjutnya eksplan dibilas dengan air 

steril sebanyak 3 kali dengan waktu masing-masing 5 

menit. Eksplan kemudian direndam dan dikocok 

perlahan dalam larutan NaOCl 10% selama 15 menit lalu 

dibilas 3 kali dengan waktu masing-masing 5 menit. 

Setelah itu, eksplan direndam kembali dan dikocok 

perlahan dalam larutan NaOCl 5% selama 10 menit, 

kemudian dibilas 3 kali dengan waktu masing-masing 5 

menit. Selanjutnya eksplan ditiriskan dan dipindahkan ke 

dalam cawan petri untuk selanjutnya memasuki tahap 

penanaman. 

Sterilisasi luar metode B2 dilakukan dengan 

membersihkan permukaan eksplan menggunakan 

alkohol 70%, kemudian dicuci dengan air mengalir 

selama 15 menit. Selanjutnya, eksplan direndam dan 

dikocok dalam larutan detergen 10 g/L selama 10 menit, 

lalu dibilas dengan air steril hingga bersih. Setelah itu, 

eksplan direndam dan dikocok dalam larutan campuran 

bakterisida 2 g/L dan fungisida B 2 g/L selama 1 jam, lalu 

dibilas hingga bersih. Selanjutnya eksplan dipindahkan 

ke dalam botol steril baru. Eksplan kemudian direndam 

dan dikocok dalam larutan streptomisin 10% selama 1 

jam. Selanjutnya, dilakukan sterilisasi dalam seperti pada 

perlakuan B1. 

Sterilisasi luar metode B3 dilakukan seperti pada 

metode B1. Selanjutnya dilakukan sterilisasi dalam. 

Eksplan dibilas menggunakan air steril sebanyak 2 kali 

dengan waktu masing-masing 3 menit. Eksplan 

kemudian direndam dan dikocok dalam larutan HgCl2 

10% selama 7 menit, lalu dibilas 2 kali dengan waktu 

masing-masing 5 menit. Setelah itu, eksplan direndam 

dan dikocok dalam larutan NaOCl 10% selama 7 menit, 

lalu direndam dan dikocok kembali dalam larutan NaOCl 

5% selama 7 menit. Eksplan kemudian dibilas dengan air 

steril sebanyak 3 kali dengan waktu masing-masing 5 

menit. Selanjutnya eksplan ditiriskan dan dipindahkan ke 

dalam cawan petri untuk selanjutnya memasuki tahapan 

penanaman. 

Metode sterilisasi B4 merupakan kombinasi dari 

metode sterilisasi B2 dan B3. Sterilisasi luar metode B4 

dilakukan seperti pada metode B2, sedangkan sterilisasi 

dalam dilakukan seperti pada metode B3. 

5. Penanaman Eksplan 

Eksplan yang telah disterilkan diletakkan dalam 

cawan petri yang sebelumnya telah disterilkan 

menggunakan air steril yang dicampurkan dengan 

betadine. Air dikocok merata mengenai seluruh 
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permukaan bagian dalam cawan petri, lalu dibuang 

dan bagian dalam cawan petri dikeringkan dengan cara 

dibakar di atas api bunsen. Bagian eksplan yang putih 

(jaringan mati) dipotong untuk mencegah kontaminasi 

akibat jaringan yang mati.  

Eksplan yang sudah bersih dibilas dengan air steril 

dengan cara dikocok dalam botol selai selama 5 menit. 

Selanjutnya eksplan kembali diletakkan ke dalam cawan 

petri yang sebelumnya sudah diberi tisu steril, kemudian 

bagian atas eksplan juga dikeringkan dengan tisu steril. 

Eksplan yang sudah kering dapat segera ditanam ke 

dalam botol kultur. Penanaman dilakukan dengan hati-

hati dan untuk mengindari terjadinya kontaminasi. 

Tahapan penanaman diawali dengan membuka penutup 

botol media, lalu mulut botol dibakar di atas bunsen. 

Selanjutnya eksplan diambil menggunakan pinset dengan 

cara membuka tutup cawan petri lalu ditanam ke dalam 

botol media. Setelah eksplan ditanam mulut botol media 

dibakar kembali, kemudian ditutup kembali 

menggunakan penutup botol media. 

6. Pengamatan dan Pengambilan Data 

Tunas dan daun gmelina yang sudah ditanam secara 

aseptik, diamati selama 30 hari. Peubah yang diamati 

adalah: waktu pertama kali terjadinya kontaminasi, 

persentase kultur steril, persentase kultur terkontaminasi 

fungi, persentase kultur terkontaminasi bakteri, dan 

persentase kultur terkontaminasi fungi dan bakteri. 

Rumus penghitungan dari peubah yang diukur mengikuti 

Sudiyanti et al. (2017). Pengukuran persentase kultur 

steril diperoleh dari hasil perbandingan kultur yang steril 

dengan kultur yang ditanam seperti rumus berikut: 

𝐾𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑠𝑡𝑒𝑟𝑖𝑙 =
𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑦𝑎𝑛𝑔𝑠𝑡𝑒𝑟𝑖𝑙

𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑦𝑎𝑛𝑔𝑑𝑖𝑡𝑎𝑛𝑎𝑚
× 100%. 

Pengukuran persentase kultur yang terkontaminasi fungi 

diperoleh dari hasil perbandingan kultur yang 

terkontaminasi fungi dengan kultur yang ditanam seperti 

rumus berikut: 𝐾𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑇𝑒𝑟𝑘𝑜𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎𝑠𝑖𝐹𝑢𝑛𝑔𝑖 =
𝐾𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑡𝑒𝑟𝑘𝑜𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎𝑠𝑖𝑓𝑢𝑛𝑔𝑖

𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑦𝑎𝑛𝑔𝑑𝑖𝑡𝑎𝑛𝑎𝑚
× 100%. 

Pengukuran persentase kultur yang terkontaminasi 

bakteri diperoleh dari hasil perbandingan kultur yang 

terkontaminasi bakteri dengan kultur yang ditanam 

seperti rumus berikut: 

𝐾𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑇𝑒𝑟𝑘𝑜𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎𝑠𝑖𝐵𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖 =
𝐾𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑡𝑒𝑟𝑘𝑜𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎𝑠𝑖𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖

𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑦𝑎𝑛𝑔𝑑𝑖𝑡𝑎𝑛𝑎𝑚
× 100%. 

Pengukuran persentase kultur yang terkontaminasi fungi 

dan bakteri diperoleh dari hasil perbandingan kultur yang 

terkontaminasi fungi dan bakteri dengan kultur yang 

ditanam seperti rumus berikut: 

𝐾𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑇𝑒𝑟𝑘𝑜𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎𝑠𝐹𝑢𝑛𝑔𝑖𝑑𝑎𝑛𝐵𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖

=
𝐾𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑡𝑒𝑟𝑘𝑜𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎𝑠𝑖𝑓𝑢𝑛𝑔𝑖𝑑𝑎𝑛𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖

𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑦𝑎𝑛𝑔𝑑𝑖𝑡𝑎𝑛𝑎𝑚
× 100% 

 

7. Rancangan Percobaan 

Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap 

faktorial 2 faktor. Faktor pertama adalah jenis eksplan 

yang terdiri atas 2 taraf, yaitu (A1) tunas gmelina, dan 

(A2) daun gmelina. Faktor kedua adalah metode 

sterilisasi yang terdiri atas 4 taraf. Taraf dalam metode 

sterilisasi, yaitu B1, B2, B3, dan B4. Rincian masing-

masing metode sterilisasi dapat dilihat dalam subbab 

Sterilisasi Eksplan. Masing-masing perlakuan terdiri atas 

4 ulangan. Satu ulangan terdiri atas 4 unit botol yang 

masing-masing berisi 1 eksplan gmelina. Jumlah unit 

amatan keseluruhan adalah 128 botol. Model statistik 

rancangan yang digunakan adalah (Montgomery 2020):  

Yijk = 𝜇 + 𝛼i + 𝛽j + 𝛼𝛽 ij + 𝜀ijk 

Keterangan:  

Yijk   = Nilai pengamatan unit percobaan pada taraf jenis 

eksplan ke-i, metode sterilisasi ke-j, dan 

ulangan ke-k  

𝜇  = Rataan umum  

𝛼i  = Pengaruh utama faktor jenis eksplan  

𝛽j  = Pengaruh utama faktor metode sterilisasi  

𝛼𝛽 ij  = Pengaruh interaksi jenis eksplan ke-I dan 

metode sterilisasi ke-j  

𝜀ijk  = Pengaruh acak jenis eksplan ke-i, metode 

sterilisasi ke-j, dan ulangan ke-k  

I = Taraf jenis eksplan (A1, A2)  

j  = Taraf metode sterilisasi (B1, B2, B3, B4)  

k  = Ulangan (1,2,3,4) 

 

Hipotesis yang diajukan dalam percobaan ini adalah:  

Faktor metode sterilisasi  

H0: Metode sterilisasi yang digunakan tidak berpengaruh 

terhadap tingkat hasil inisiasi gmelina.  

H1: Metode sterilisasi yang digunakan berpengaruh 

terhadap tingkat hasil inisiasi gmelina. 

Faktor jenis eskplan  

H0: Jenis eksplan yang digunakan tidak berpengaruh 

terhadap hasil inisiasi gmelina.  

H1: Jenis eksplan yang digunakan berpengaruh terhadap 

hasil inisiasi gmelina.  

Pengambilan keputusan dilakukan berdasarkan nilai 

P-value yaitu: tolak H0 dan terima H1 jika P-value < 

0,05, dan terima H0 dan tolak H1 jika P-value > 0,05, 

pada taraf kesalahan 5%. Interaksi antar perlakuan yang 

terdapat dalam percobaan ini belum dapat diketahui 

karena pengolahan data dilakukan menggunakan uji 

nonparametrik.  

8. Pengolahan dan Analisis Data 

Data hasil pengamatan dihitung dan dianalisis secara: 

(1) statistik menggunakan uji Kruskal Wallis dengan 

bantuan aplikasi Minitab, dan (2) deskriptif. Analisis 

secara statistik digunakan untuk menganalisis persentase 

kultur steril, dan persentase kultur terkontaminasi. 

Analisis deskriptif digunakan untuk menganalisis faktor 

keberhasilan inisiasi gmelina. Pengambilan keputusan 

dilakukan berdasarkan nilai P-value yaitu: tolak H0 dan 

terima H1 jika P-value < 0,05, dan terima H0 dan tolak 

H1 jika P-value > 0,05, pada taraf kesalahan 5%. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil 

Perbedaan perlakuan metode sterilisasi (B1-B4) tidak 

berpengaruh terhadap keberhasilan inisiasi gmelina, 

sehingga hipotesis pertama ditolak. Jenis eksplan (tunas 
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dan daun gmelina) yang digunakan berpengaruh terhadap 

keberhasilan inisiasi, sehingga hipotesis kedua diterima.  

Seluruh perlakuan sterilisasi berhasil menghasilkan 

kultur tunas gmelina steril sebesar 6–19%, sedangkan 

pada kultur daun seluruh metode sterilisasi tidak 

menghasilkan (0%) kultur daun gmelina steril. Hasil 

penelitian menunjukkan tidak ada perbedaan nyata 

pengaruh metode sterilisasi terhadap hasil kultur gmelina 

steril, namun terdapat perbedaan pengaruh jenis eksplan 

terhadap hasil kultur gmelina steril. 

Tabel 1 Pengaruh metode sterilisasi terhadap 

keberhasilan inisiasi eksplan tunas dan 

daun gmelina 

Perlakuan sterilisasi 

Kultur steril (%) 

Tunas 

gmelina 

Daun 

gmelina 

B1   6 0 

B2 12 0 

B3 19 0 

B4 12 0 

B1: tween 80, fungisida A, bakterisida, NaOCl 10%, NaOCl 5%, 

B2: alkohol 70%, detergen, fungisida B dan bakterisida, 

streptomisin 10%, NaOCl 10%, NaOCl 5%, B3: tween 80, 

ungisida A, bakterisida, HgCl2 10%, NaOCl 10%, NaOCl 5%, 

B4: alkohol 70%, detergen, fungisida B dan bakterisida, 

streptomisin 10%, HgCl2 10%, NaOCl 10%, NaOCl 5%.  

 

Kultur tunas gmelina yang steril terlihat berwarna 

hijau dan muncul tunas baru pada hari ke-24. Seluruh 

kultur daun gmelina mengalami kontaminasi, namun 

terdapat kultur yang tidak mengalami kematian. Kultur 

daun gmelina terkontaminasi yang masih hidup memiliki 

warna daun hijau dan terdapat lapisan lendir berwarna 

merah muda di sekitar kultur. Kondisi media pada kedua 

kultur yang masih hidup terlihat tetap steril.  

Kontaminasi pada kultur tunas dan kultur daun 

gmelina pertama kali muncul pada 3-5 hari setelah 

inisiasi (Tabel 2). Rata-rata waktu muncul kontaminasi 

pada kultur tunas gmelina yaitu 4,6 hari. Rata-rata waktu 

muncul kontaminasi pada kultur daun gmelina yaitu 3,5 

hari. 

Tabel 2 Waktu pertama kali terjadinya kontaminasi pada 

kultur tunas dan daun gmelina 

Perlakuan 

Waktu munculnya kontaminasi 

(hari stelah inisiasi) 

Kultur tunas 

gmelina 

Kultur daun 

gmelina 

B1 4,5 4,3 

B2 3,9 3,3 

B3 5,0 3,0 

B4 5,1 3,2 

B1: tween 80, fungisida A, bakterisida, NaOCl 10%, NaOCl 

5%, B2: alkohol 70%, detergen, fungisida B dan bakterisida, 

streptomisin 10%, NaOCl 10%, NaOCl 5%, B3: tween 80, 

fungisida A, bakterisida, HgCl2 10%, NaOCl 10%, NaOCl 5%, 

B4: alkohol 70%, detergen, fungisida B dan bakterisida, 

streptomisin 10%, HgCl2 10%, NaOCl 10%, NaOCl 5% 

 

 Rata-rata kultur tunas gmelina terkontaminasi pada 

hari ke-3 hingga ke-10. Kontaminasi tidak ditemukan 

pada hari ke-10 hingga ke-15. Namun, pada hari ke-16 

kontaminasi kembali muncul pada perlakuan metode 

sterilisasi B1 dan tidak ditemukan kembali hingga hari 

ke-27. Selanjutnya, pada hari ke-28, kontaminasi 

kembali muncul pada perlakuan metode sterilisasi B4. 

Rata-rata kultur daun gmelina terkontaminasi pada 

hari ke-3 hingga ke-10 dan terjadi secara serentak. 

Kontaminasi tidak ditemukan kembali pada hari ke-5 

sampai ke-9. Namun, kontaminasi kembali muncul pada 

hari ke-10 dan ke-12 pada perlakuan metode sterilisasi 

B1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b 

Gambar 1 Pengaruh berbagai metode sterilisasi terhadap inisiasi tunas dan daun gmelina: (a) kultur tunas steril, (b) kultur 

daun terkontaminasi hidup (tanda panah). 
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Kegagalan inisiasi gmelina disebabkan oleh 

kontaminan fungi, bakteri, serta gabungan fungi dan 

bakteri. Kontaminasi fungi ditandai dengan munculnya 

benang-benang hifa berwarna putih pada permukaan 

kultur tunas dan daun gmelina. Kontaminasi bakteri 

ditandai dengan munculnya lapisan lendir berwarna 

keruh pada media kultur tunas dan daun gmelina. 

Kontaminasi gabungan fungi dan bakteri ditandai dengan 

munculnya lapisan lendir berwarna putih keruh pada 

media kultur serta benang-benang hifa berwarna putih 

pada permukaan kultur tunas dan daun gmelina.  

Hasil penelitian menunjukkan tidak adanya 

perbedaan nyata pengaruh perlakuan metode sterilisasi 

terhadap kontaminasi kultur. Kontaminasi oleh fungi 

ditemukan pada semua perlakuan metode sterilisasi 

dengan jenis eksplan tunas, yaitu sebesar 15,63%; dan 

pada perlakuan metode sterilisasi B1 dan B4 dengan jenis 

eksplan daun, yaitu sebesar 6,25%. Kontaminasi oleh 

bakteri hanya ditemui pada perlakuan metode sterilisasi 

B1 dengan jenis eksplan daun, yaitu sebesar 6,25%. 

Kontaminasi oleh gabungan fungi dan bakteri terjadi 

pada seluruh perlakuan metode sterilisasi dengan jenis 

eksplan tunas, yaitu sebesar 71,88%; dan dengan jenis 

eksplan daun sebesar 92,19%. Pada beberapa kultur tunas 

dan daun gmelina, kontaminan fungi dan bakteri tidak 

muncul secara bersamaan. Pada kultur tunas gmelina, 

kebanyakan kontaminan bakteri muncul terlebih dahulu, 

beberapa hari kemudian muncul kontaminan fungi, 

sedangkan pada kultur daun gmelina kontaminan fungi 

muncul lebih dahulu. 

Semua metode sterilisasi yang digunakan berhasil 

menghasilkan kultur tunas gmelina steril sebesar 12,5%, 

sedangkan kontaminasi yang terjadi pada kultur tunas 

gmelina adalah sebesar 87,5%. Pada kultur daun gmelina 

tidak dihasilkan kultur daun steril (0%), sedangkan 

kontaminasi yang terjadi pada kultur daun gmelina 

adalah sebesar 100%. Kontaminasi menjadi penyebab 

kematian pada kultur tunas gmelina dan kultur daun 

gmelina. Pada kultur tunas gmelina yang tidak 

terkontaminasi, tidak terjadi kematian. Kematian akibat 

kontaminasi pada kultur tunas gmelina terjadi sebesar 

100%, sedangkan pada kultur daun gmelina terjadi 

sebesar 98,44%.

 

Tabel 3 Pengaruh berbagai metode sterilisasi dan jenis eksplan terhadap tingkat kontaminasi kultur gmelina 

Perlakuan 

sterilisasi 

Kontaminasi fungi (%) Kontaminasi bakteri (%) Kontaminasi gabungan (%) 

Tunas Daun Tunas Daun Tunas Daun 

B1 25,0 17,5 0,0 6,0 70 75 

B2 12,5 0,0 0,0 0,0 75 100 

B3 12,5 0,0 0,0 0,0 70 100 

B4 12,5 6,25 0,0 0,0 75 95 

B1: tween 80, fungisida A, bakterisida, NaOCl 10%, NaOCl 5%, B2: alkohol 70%, detergen, fungisida B dan 

bakterisida, streptomisin 10%, NaOCl 10%, NaOCl 5%, B3: tween 80, fungisida A, bakterisida, HgCl2 10%, NaOCl 

10%, NaOCl 5%, B4: alkohol 70%, detergen, fungisida B dan bakterisida, streptomisin 10%, HgCl2 10%, NaOCl 

10%, NaOCl 5%. 

a b c

 

Kultur tunas 

Kultur daun 

Gambar 2 Pengaruh berbagai metode sterilisasi terhadap terjadinya kontaminasi pada kultur tunas gmelina dan daun 

gmelina: (a) kontaminan fungi, (b) kontaminan bakteri, (c) kontaminan gabungan fungi dan bakteri. 
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Pembahasan 

Keberhasilan inisiasi ditandai dengan dihasilkannya 

kultur steril. Kultur tunas gmelina steril yang dihasilkan 

dari penelitian ini sebesar 12,5%, sedangkan pada jenis 

eksplan daun belum dihasilkan kultur steril. Faktor yang 

memengaruhi keberhasilan inisiasi yaitu: metode 

sterilisasi, pemilihan bahan eksplan, dan faktor 

lingkungan (pH, cahaya, temperatur, dan kandungan zat 

pengatur tumbuh dalam media kultur) (Pangestika 2015). 

Belum dihasilkannya kultur daun gmelina steril 

disebabkan daun memiliki jaringan yang telah 

terdiferensiasi sehingga banyak terdapat jaringan yang 

sudah tua. Menurut Hilarino et al. (2011) kandungan 

biomassa pada daun tua lebih tinggi, sehingga dapat 

menyediakan sumber daya yang lebih banyak untuk 

pertumbuhan mikrob endofit (mikrob internal) yang ada 

di dalam jaringan tanaman, dan merupakan sumber 

kontaminan.  

Kultur steril dalam penelitian ini ditemukan pada 

kultur tunas gmelina yang dihasilkan pada seluruh 

perlakuan metode sterilisasi yang digunakan dalam 

penelitian ini. Metode sterilisasi yang digunakan dalam 

penelitian ini ditujukan untuk mematikan mikrob yang 

berada di permukaan eksplan (mikrob eksternal). 

Penggunaan kombinasi fungisida, bakterisida, NaOCl 

dan HgCl2 diduga dapat menekan atau menghilangkan 

kontaminan yang berada di permukaan eksplan. 

Penggunaan fungisida dan bakterisida bertujuan 

menghilangkan kontaminan berupa fungi dan bakteri. 

Penggunaan NaOCl sebagai bahan sterilan ditujukan 

menekan pertumbuhan mikrob dengan bertindak sebagai 

biosida beracun yang dapat mengoksidasi dan 

menstimulasi inaktivasi enzim serta degradasi asam 

lemak dan lipid bakteri (Pais et al. 2016). Pemilihan 

penggunaan HgCl2 sebagai bahan sterilan adalah karena 

HgCl2 memiliki sifat sangat larut dalam air sehingga 

mudah diabsorbsi. Ion Hg2+ memiliki daya toksisitas 

yang tinggi karena dapat menyebabkan gangguan 

pertukaran ion intraseluler pada fungi dan bakteri (Alfian 

2006).  

Kematian kultur dalam penelitian ini disebabkan oleh 

kontaminasi mikrob (fungi, bakteri, dan gabungan fungi 

dan bakteri). Orilkowska et al. (2017) menyatakan bahwa 

pertumbuhan mikrob yang mendominasi kultur dapat 

menimbulkan persaingan nutrisi pada media, 

mengisolasi eksplan dari oksigen, dan dapat 

menyebabkan kematian pada kultur. Kontaminasi dapat 

disebabkan oleh faktor eksternal dan faktor internal 

(Darwesh et al. 2024). Faktor eksternal yaitu berasal dari 

lingkungan kerja dan kontaminan yang terbawa oleh 

eksplan yang kurang steril, sedangkan kontaminasi 

internal berasal dari kontaminan yang terdapat dalam 

jaringan tanaman. 

Kontaminasi yang terjadi pada penelitian ini 

termasuk tinggi, hal ini disebabkan oleh sumber eksplan 

yang membawa kontaminan. Eksplan diambil dari 

tanaman induk berupa bibit gmelina berumur 4 bulan 

yang tidak dikarantina (diberi praperlakuan sebelum 

proses inisiasi), sehingga seluruh metode sterilisasi yang 

digunakan belum berhasil secara maksimal menekan 

jumlah kontaminasi. Menurut Ardiansyah (2014) 

perlakuan karantina dilakukan dengan tujuan menjaga 

sumber eksplan dari hama dan penyakit, sehingga dengan 

terjaganya kesehatan tanaman induk, mikrob endofit 

yang terdapat dalam jaringan tanaman dapat dikurangi 

maupun dihilangkan. 

Berdasarkan hasil penelitian, kebanyakan 

kontaminan fungi pada kultur tunas dan daun gmelina 

berasal dari dalam jaringan eksplan (endofit). 

Kemunculan kontaminan fungi menyebabkan kematian 

pada seluruh kultur gmelina yang terkontaminasi. 

Pertumbuhan fungi endofit dalam kultur dapat 

menyebabkan kematian karena pertumbuhan fungi yang 

lebih cepat daripada pertumbuhan eksplan akan menutupi 

eksplan dan akhirnya akan menyebabkan eksplan busuk 

dan mati (Habibah 2013). 

Kontaminasi yang disebabkan oleh bakteri terjadi 

pada kultur daun gmelina dan disebabkan oleh 

kontaminan yang berada di dalam jaringan eksplan 

(endofit). Menurut Shofiyani dan Hajoeningtijas (2010), 

kontaminasi bakteri umumnya merupakan kontaminasi 

internal yang sulit diatasi karena sterilisasi permukaan 

saja tidak mampu menghilangkan kontaminan bakteri 

yang berada di dalam jaringan tanaman. 

Kontaminasi gabungan fungi dan bakteri juga 

ditemukan dalam penelitian ini pada seluruh perlakuan 

dan termasuk ke dalam kontaminasi internal karena 

disebabkan oleh kontaminan yang berada di dalam 

jaringan eksplan (endofit). Pada beberapa kultur tunas 

gmelina terkontaminasi, kontaminan bakteri muncul 

lebih dahulu dibandingkan dengan kontaminan fungi. 

Kontaminan fungi kemudian tumbuh lebih cepat 

dibandingkan dengan kontaminan bakteri, sehingga 

setelah beberapa hari kontaminan bakteri tertutupi oleh 

kontaminan fungi hingga tidak terlihat pada permukaan 

eksplan. 

Kontaminasi internal dapat dicegah dengan kegiatan 

pra-perlakuan sebelum dilakukannya kegiatan inisiasi, 

yaitu berupa karantina tanaman induk sebagai sumber 

eksplan (Permadi et al. 2023). Karantina dapat dilakukan 

dengan memberi perlakuan fungisida dan bakterisida 

sistemik pada tanaman induk dalam jangka waktu 

tertentu. Menurut Mng’omba et al. (2007) pemberian 

fungisida sistemik melalui penyiraman secara teratur 

selama satu bulan sebelum inisiasi dapat mengeliminasi 

mikrob endofit yang terdapat dalam tanaman. 

Secara umum, metode sterilisasi B1-B4 yang 

digunakan dalam penelitian sudah berhasil mematikan 

mikrob yang berada di permukaan eksplan, tetapi belum 

berhasil mematikan mikrob yang berada di dalam 

eksplan. Jumlah bahan sterilan yang digunakan dalam 

metode sterilisasi B1-B4 adalah 4‒7 macam. Metode 

sterilisasi B3 dan B4 menggunakan HgCl2 yang kurang 

ramah terhadap lingkungan, sehingga metode sterilisasi 

B1 dan B2 direkomendasikan untuk inisiasi gmelina 

dengan eksplan tunas apikal. Kultur tunas gmelina steril 

yang dihasilkan dari penelitian ini masih rendah, 

walaupun demikian kultur steril tersebut dapat 

diperbanyak melalui tahapan multiplikasi. Dalam 

penelitian ini, belum dihasilkan kultur daun gmelina   
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steril. Hal ini menunjukkan bahwa mikrob endofit lebih 

banyak terdapat pada daun gmelina dibandingkan dengan 

tunas gmelina. 

SIMPULAN DAN SARAN 

Simpulan 

Semua metode sterilisasi yang digunakan dalam 

penelitian ini berpengaruh sama terhadap keberhasilan 

inisiasi eksplan tunas dan daun gmelina. Jenis eksplan 

memengaruhi keberhasilan inisiasi. Keberhasilan inisiasi 

kultur tunas gmelina adalah sebesar 12,5%, sedangkan 

keberhasilan kultur daun gmelina sebesar 0%.  

Saran 

Semua metode sterilisasi yang digunakan dalam 

penelitian ini dapat menghasilkan kultur tunas gmelina 

steril, namun belum dapat menghasilkan kultur daun 

gmelina steril. Metode sterilisasi B1 dan B2 

direkomendasikan untuk inisiasi gmelina dengan eksplan 

tunas apikal. Untuk meningkatkan persentase 

keberhasilan inisiasi, perlu diujicobakan praperlakuan 

(karantina) sebelum kegiatan inisiasi tunas atau daun 

gmelina. 
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