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Abstrak: Penelitian ini bertujuan mengevaluasi pengaruh konsentrasi NaOCI dan waktu perendaman terhadap
tingkat kontaminasi dan viabilitas eksplan biji manggis secara in vitro, serta menentukan kombinasi perlakuan
sterilisasi yang optimal. Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan YAHDI, Medan, Sumatera Utara.
Metode yang digunakan adalah Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan satu faktor perlakuan berupa kombinasi
konsentrasi NaOCI dan waktu perendaman. Tiga kombinasi diuji: kombinasi pertama NaOCl 15% dan 10% selama
5 menit, kombinasi kedua NaOCI 20% dan 15% selama 15 menit, dan kombinasi ketiga NaOCIl 30% dan 20%
selama 25 menit. Setiap perlakuan diikuti dengan pembilasan tiga kali menggunakan akuades steril. Pengamatan
dilakukan selama 12 MST. Analisis data menggunakan ANOVA dan uji lanjut Games-Howell untuk membandingkan
perbedaan antar perlakuan, sementara sumber kontaminasi dianalisis secara deskriptif kualitatif. Hasil
menunjukkan kombinasi pertama paling rendah efektivitasnya, kombinasi kedua lebih baik namun belum maksimal,
dan kombinasi ketiga paling efektif menunda kontaminasi dengan tingkat eksplan hidup 86,1%. Kombinasi ketiga
juga memberikan penundaan kontaminasi terlama. Sumber kontaminasi utama adalah jamur dan bakteri,
menegaskan pentingnya disinfektan efektif. Kombinasi ketiga berpotensi menjadi protokol sterilisasi awal untuk
eksplan biji manggis, khususnya bahan tanaman dengan endokarp keras dan mudah terkontaminasi.

Kata Kunci: NaOCI; sterilisasi; kontaminasi; Garcinia mangostana; kultur jaringan

Abstract: This study evaluates the effects of NaOCI concentration and immersion time on contamination levels and
viability of in vitro mangosteen seed explants, aiming to identify the optimal sterilization protocol. Conducted at
YAHDI Tissue Culture Laboratory, Medan, Indonesia, a Randomized Complete Block Design tested three treatment
combinations: (1) 15% and 10% NaOCI for 5 minutes, (2) 20% and 15% NaOCI for 15 minutes, and (3) 30% and
20% NaOCI for 25 minutes. After immersion, explants were rinsed three times with sterile distilled water.
Observations spanned 12 MST, with data analyzed using ANOVA and Games-Howell post hoc tests; contamination
sources were qualitatively described. Results showed the first combination had the lowest effectiveness, the second
was better but suboptimal, while the third significantly delayed contamination and yielded the highest explant
survival rate of 86.1%. The third treatment also prolonged the contamination-free period compared to others. Fungal
and bacterial contaminants were predominant, highlighting the need for effective disinfectants against both. These
findings indicate that the third combination is a promising sterilization protocol for mangosteen seed explants,
especially for hard endocarp tissues prone to contamination.
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PENDAHULUAN

Manggis (Garcinia mangostana L.) merupakan komoditas buah tropis asli
Indonesia yang memiliki prospek sangat baik untuk dikembangkan secara agribisnis.
Dikenal dengan julukan Queen of Fruits, manggis sangat digemari karena rasa
buahnya yang lezat serta kandungan senyawa bioaktif yang berpotensi sebagai
antiinflamasi, antibakteri, dan penyembuh luka (Widiastuti et al.,, 2013). Senyawa-
senyawa ini membuat manggis tidak hanya diminati sebagai buah konsumsi segar,
tetapi juga memiliki nilai tambah dalam bidang farmasi dan kesehatan. Meskipun
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demikian, upaya budidaya tanaman manggis secara mandiri masih menghadapi
berbagai kendala, terutama terkait dengan pertumbuhan yang sangat lambat.
Tanaman manggis biasanya baru mulai berbuah setelah mencapai umur 12-15 tahun
(Ashari & Sunarsih, 2006), yang menjadi tantangan besar dalam hal produktivitas dan
efisiensi usaha tani. Pertumbuhan yang lambat ini erat kaitannya dengan sistem
perakaran tanaman. Walaupun manggis memiliki akar tunggang yang panjang, akar
tersebut hampir tidak memiliki percabangan dan bulu akar yang berfungsi sebagai
penyerapan mineral dari tanah. Kondisi ini menyebabkan penyerapan nutrisi menjadi
kurang optimal, sehingga mempengaruhi perkembangan tanaman secara
keseluruhan. Selain itu, manggis juga memerlukan kondisi lingkungan yang spesifik
seperti iklim tropis yang lembap dan tanah yang subur untuk tumbuh dengan baik.
Faktor-faktor ini menjadikan budidaya manggis membutuhkan perhatian khusus, baik
dari segi pemilihan bibit unggul maupun teknik budidaya yang tepat untuk
mempercepat masa pertumbuhan dan meningkatkan hasil panen.

Selain itu, manggis hanya berbuah satu hingga dua kali dalam setahun, dengan
setiap buah biasanya menghasilkan hanya satu atau dua biji besar yang layak
dijadikan benih. Keterbatasan jumlah benih ini menjadi salah satu kendala utama
dalam upaya perbanyakan tanaman secara konvensional. Selain itu, manggis memiliki
sifat apomiktik, yaitu perkembangan embrio terjadi tanpa melalui proses penyerbukan
dan berasal dari jaringan somatik seperti nukleus, integumen, atau dinding ovarium.
Kondisi ini menyebabkan embrio yang terbentuk tidak melalui rekombinasi genetik,
sehingga potensi variasi genetik pada bibit yang dihasilkan sangat rendah. Walaupun
satu biji manggis dapat mengandung lebih dari satu embrio (multiple embryos), daya
multiplikasi tanaman ini tetap rendah, sehingga jumlah bibit yang dapat diperoleh
melalui metode biji terbatas.

Permasalahan pada budidaya manggis, khususnya terkait lambatnya
pertumbuhan, keterbatasan jumlah benih, dan sifat apomiktik yang membatasi variasi
genetik serta daya perbanyakan konvensional yang rendah, menunjukkan adanya gap
signifikan antara kebutuhan produksi bibit secara massal dan metode yang ada saat
ini. Kondisi ini menghambat pengembangan agribisnis manggis secara optimal dan
berkelanjutan. Oleh karena itu, solusi inovatif sangat diperlukan untuk mengatasi
kendala-kendala tersebut. Salah satu pendekatan yang menjanjikan adalah
penerapan teknologi kultur jaringan tanaman (plant tissue culture) yang
memungkinkan perbanyakan eksplan secara aseptik dalam kondisi in vitro. Teknik ini
tidak hanya dapat mempercepat produksi bibit dalam jumlah besar, tetapi juga
menjamin kemurnian genetik dan kesehatan tanaman yang dihasilkan. Kultur jaringan
juga memungkinkan eksplorasi metode sterilisasi eksplan yang efektif, mengingat
tingginya risiko kontaminasi pada bahan tanaman manggis yang memiliki endokarp
keras dan sifat apomiktik. Pendekatan terbaru dalam penggunaan kombinasi
konsentrasi NaOCI dan durasi perendaman sebagai disinfektan berpotensi
meningkatkan efektivitas sterilisasi tanpa menimbulkan toksisitas yang merusak
viabilitas jaringan. Dengan demikian, pengembangan protokol sterilisasi yang optimal
menjadi salah satu fokus utama dalam penelitian ini untuk meningkatkan keberhasilan
kultur jaringan manggis. Kombinasi teknologi kultur jaringan dengan optimasi proses
sterilisasi ini diharapkan dapat menjawab gap dalam produksi bibit manggis,
mempercepat masa pertumbuhan, dan meningkatkan produktivitas agribisnis manggis
secara signifikan.

Sebagai solusi, teknik kultur jaringan tanaman telah banyak diterapkan karena
memungkinkan perbanyakan tanaman dalam jumlah besar, lebih cepat, dan bersifat
bebas patogen. Teknik ini dapat dimodifikasi sesuai kebutuhan spesifik tanaman dan
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dilakukan dalam kondisi aseptik (Apriliyani & Wahidah, 2021; Pratiwi et al., 2020).
Namun, dalam praktiknya, teknik kultur jaringan manggis kerap mengalami kegagalan
yang disebabkan oleh kontaminasi pada eksplan maupun media tanam. Kontaminan
utama yang sering dijumpai adalah bakteri dan jamur yang dapat menyebabkan
nekrosis serta kematian eksplan, sehingga menurunkan tingkat keberhasilan kultur.

Untuk mengatasi masalah kontaminasi, proses sterilisasi permukaan eksplan
menjadi tahap krusial dalam teknik kultur in vitro (Shofiyani et al., 2019). Sterilisasi
bertujuan untuk membunuh mikroorganisme seperti bakteri, virus, jamur, dan khamir
yang dapat bersaing dalam menyerap nutrisi dari media. Efektivitas sterilisasi sangat
bergantung pada jenis bahan sterilan yang digunakan serta durasi perendaman yang
tepat, karena larutan sterilan umumnya bersifat toksik terhadap jaringan tanaman jika
tidak digunakan secara proporsional (Natasha & Restiani, 2019).

Beberapa studi sebelumnya menunjukkan variasi efektivitas dari berbagai
kombinasi sterilisasi. Habibah et al. (2013) menjelaskan bahwa sterilisasi dapat
dilakukan secara fisik (misalnya melalui suhu, tekanan, radiasi, atau penyaringan)
maupun secara kimia menggunakan senyawa seperti fenol, alkohol, klorin, dan
natrium hipoklorit (NaOCI). Yuliana (2018) menemukan bahwa H,O, mampu
menghasilkan kalus tanaman sirsak dengan tingkat kontaminasi dan browning paling
rendah. Lutfiyani (2018) melaporkan tingkat kontaminasi 0% pada daun kemiri
menggunakan NaOCI 1% selama 2,5 menit. Fauzan et al. (2017) menunjukkan bahwa
penggunaan HgCl, 300 mg/L pada tanaman jati dapat menghasilkan 85% kultur
aseptik.

Namun, hingga kini belum banyak kajian spesifik mengenai optimasi konsentrasi
dan durasi perendaman larutan NaOCI yang paling efektif untuk sterilisasi eksplan biji
manggis, terutama mengingat sifat endokarp biji yang keras dan mudah
terkontaminasi. Kesenjangan inilah yang mendorong dilakukannya penelitian ini.
Dengan latar belakang tersebut, penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh
konsentrasi larutan NaOCIl dan waktu perendaman terhadap tingkat kontaminasi dan
viabilitas eksplan, serta untuk menentukan kombinasi perlakuan yang paling optimal
dalam sterilisasi eksplan biji manggis secara in vitro. Penelitian ini diharapkan dapat
memberikan kontribusi praktis dalam penyusunan protokol kultur jaringan manggis
yang lebih efektif dan aplikatif bagi pengembangbiakan tanaman tropis bernilai
ekonomi tinggi ini.

Meskipun berbagai penelitian telah dilakukan untuk mengembangkan teknik
sterilisasi pada tanaman, hingga kini belum ada studi yang secara komprehensif
membandingkan pengaruh konsentrasi NaOCI| dengan waktu perendaman terhadap
tingkat kontaminasi pada eksplan biji manggis. Studi sebelumnya sebagian besar
fokus pada penggunaan satu konsentrasi atau waktu tertentu tanpa melihat interaksi
kedua faktor tersebut secara mendalam (Shofiyani et al., 2020; Yuliana, 2018). Oleh
karena itu, penting untuk melakukan penelitian yang dapat mengoptimalkan kedua
variabel tersebut untuk memperoleh hasil sterilisasi yang lebih efektif. Penelitian ini
diharapkan dapat memberikan kontribusi dalam penyusunan protokol standar
sterilisasi untuk tanaman manggis, yang dapat diaplikasikan baik untuk petani maupun
industri pembibitan. Dengan adanya protokol yang lebih efektif, diharapkan dapat
meningkatkan keberhasilan perbanyakan tanaman manggis secara in Vvitro,
mengurangi risiko kontaminasi, dan mempermudah proses produksi bibit yang bebas
patogen (Apriliyani & Wahidah, 2021; Pratiwi et al., 2020). Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengevaluasi pengaruh kombinasi konsentrasi NaOC| dan durasi
perendaman terhadap tingkat kontaminasi serta viabilitas eksplan biji manggis, guna
mengembangkan kombinasi sterilisasi yang optimal yang dapat digunakan dalam
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perbanyakan tanaman manggis secara in vitro dan memberikan solusi praktis bagi
petani atau industri pembibitan manggis.

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh konsentrasi NaOCl dan
waktu perendaman terhadap tingkat kontaminasi serta viabilitas eksplan biji manggis
dalam kultur jaringan secara in vitro. Secara khusus, penelitian ini mengkaji efektivitas
kombinasi perlakuan sterilisasi yang meliputi variasi konsentrasi larutan NaOCI dan
durasi perendaman dalam menekan kontaminasi mikroba sekaligus mempertahankan
tingkat kelangsungan hidup eksplan. Indikator utama yang diamati meliputi waktu
munculnya kontaminasi (dalam hari) sebagai parameter efektivitas sterilisasi, serta
persentase eksplan hidup sebagai ukuran viabilitas jaringan tanaman.

METODE

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan YAHDI Medan
selama periode Maret hingga September 2024. Fokus utama penelitian adalah
penggunaan eksplan biji manggis sebagai material tanaman untuk kultur jaringan in
vitro. Eksplan biji dipilih karena merupakan sumber utama perbanyakan tanaman
manggis secara aseptik yang memungkinkan pengembangan bibit dalam jumlah besar
dengan kualitas genetik terjaga. Dalam penelitian ini, digunakan peralatan standar
kultur jaringan yang meliputi laminar air flow cabinet untuk menjaga kondisi aseptik,
autoklaf untuk sterilisasi media dan peralatan, serta alat-alat laboratorium pendukung
seperti mikroskop dan inkubator. Media kultur yang digunakan adalah media
Murashige and Skoog (MS) yang ditambah dengan bahan pengatur tumbuh berupa
Benzylaminopurine (BAP) pada berbagai konsentrasi yaitu O ppm, 2 ppm, 4 ppm, dan
6 ppm. Variasi konsentrasi BAP ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh hormon
sitokinin terhadap pertumbuhan dan viabilitas eksplan. Selain media dan alat kultur,
bahan-bahan pendukung lainnya juga digunakan dalam proses sterilisasi dan
perlakuan eksplan, seperti alkohol 70% dan 96% untuk disinfeksi awal, akuades steril
sebagai media pembilasan, deterjen untuk pembersihan, serta bakterisida dan
fungisida untuk mengendalikan kontaminasi mikroba. Natrium hipoklorit (NaOCI)
dipakai sebagai agen disinfektan utama dengan berbagai konsentrasi dan waktu
perendaman sebagai variabel perlakuan. Selain itu, antibiotik amoksilin digunakan
untuk menekan pertumbuhan bakteri selama kultur jaringan. Kombinasi alat dan bahan
ini mendukung terciptanya kondisi optimal untuk perbanyakan eksplan manggis secara
aseptik dan efektif.

Dalam teknik kultur jaringan tanaman, keberhasilan pertumbuhan eksplan sangat
bergantung pada efektivitas proses sterilisasi. Kontaminasi oleh mikroorganisme,
terutama bakteri dan jamur, merupakan kendala utama yang sering menyebabkan
kegagalan kultur jaringan. Mikroorganisme ini dapat berkembang dengan cepat di
media kultur, menghambat pertumbuhan eksplan, bahkan menyebabkan kematian
jaringan. Oleh karena itu, pemilihan kombinasi sterilisasi yang tepat sangat penting
untuk mengoptimalkan kondisi aseptik, meminimalisir risiko kontaminasi, dan
menghindari kerusakan jaringan akibat efek fitotoksik dari bahan kimia disinfektan.
Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan tiga kombinasi sterilisasi biji manggis
dengan variasi konsentrasi dan durasi perendaman larutan natrium hipoklorit (NaOCI),
sekaligus mengevaluasi dampaknya terhadap waktu munculnya kontaminasi pada
media kultur. Salah satu metode sederhana untuk mengidentifikasi sumber
kontaminasi adalah dengan mengamati morfologi koloni mikroorganisme yang tumbuh
di atas media kultur. Untuk jamur, karakteristik koloni seperti bentuk, warna, tekstur,
dan pola pertumbuhan pada media seperti Potato Dextrose Agar (PDA) digunakan
untuk membedakan spesiesnya (Sutanto et al., 2018). Sedangkan untuk bakteri,
identifikasi didasarkan pada morfologi sel, termasuk bentuk (bulat, batang, spiral),
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ukuran dan warna koloni pada media agar nutrisi atau agar MacConkey (Rahman et
al., 2016). Dengan pendekatan ini, penelitian dapat memberikan gambaran jelas
mengenai efektivitas sterilisasi dan jenis kontaminan yang paling sering muncul,
sehingga menjadi dasar pengembangan protokol sterilisasi yang optimal.

Kombinasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak
Kelompok (RAK) dengan satu faktor perlakuan, yaitu kombinasi konsentrasi larutan
NaOCI dan waktu perendaman. Perlakuan terdiri dari tiga kombinasi, yaitu: kombinasi
pertama, eksplan direndam terlebih dahulu dalam larutan NaOCI 15% selama 5 menit,
kemudian dilanjutkan dengan perendaman dalam larutan NaOCI 10% selama 5 menit;
kombinasi kedua, eksplan direndam terlebih dahulu dalam larutan NaOCI 20% selama
15 menit, kemudian dilanjutkan dengan perendaman dalam larutan NaOCI 15%
selama 15 menit; kombinasi ketiga, eksplan direndam terlebih dahulu dalam larutan
NaOCIl 30% selama 25 menit, kemudian dilanjutkan dengan perendaman dalam
larutan NaOCI 20% selama 25 menit Setelah direndam, eksplan biji manggis akan
dibilas dengan menggunakan akuades steril sebanyak tiga kali. Setiap perlakuan
terdiri dari 36 unit kultur yang diuji pada waktu yang berbeda untuk mengamati
perbedaan hasil pada setiap periode pengamatan. Pemilihan ketiga kombinasi
didasarkan pada eksperimen pendahuluan yang dilakukan dalam rangka menentukan
kombinasi konsentrasi dan waktu yang paling efektif.

Pengamatan dilakukan sejak 1 MST setelah inisiasi dilakukan hingga 12 MST.
Parameter pengamatan pada penelitian ini yaitu waktu pertama munculnya
kontaminasi, persentase tanaman hidup, dan sumber kontaminasi. Untuk mengetahui
adanya pengaruh yang diberikan oleh ketiga kombinasi sterilisasi terhadap waktu
munculnya kontaminasi dan persentase eksplan hidup, analisis data dilakukan
menggunakan uji statistik ANOVA satu arah pada taraf signifikansi 5% (a = 0,05)
dengan bantuan aplikasi SPSS versi 26.0. Sebelum dilakukan ANOVA, terlebih dahulu
dilakukan uji prasyarat untuk memastikan validitas data, yaitu uji normalitas dan uji
homogenitas. Uji normalitas dilakukan untuk mengetahui apakah data terdistribusi
secara normal, menggunakan uji Shapiro-Wilk atau Kolmogorov-Smirnov tergantung
pada jumlah sampel. Uji homogenitas dilakukan menggunakan uji Levene untuk
memastikan bahwa varians antar kelompok perlakuan adalah homogen. Apabila hasil
uji menunjukkan bahwa data tidak memenuhi asumsi homogenitas, maka dilanjutkan
dengan uji ANOVA yang tidak mengasumsikan homogenitas varians, yaitu uji Games-
Howell sebagai uji lanjut untuk mengetahui signifikansi perbedaan antar perlakuan
secara spesifik. Uji Games-Howell digunakan untuk mengetahui perbedaan antar
perlakuan secara lebih spesifik setelah ANOVA menunjukkan adanya pengaruh yang
signifikan. Sumber kontaminasi dicatat untuk mengidentifikasi jenis mikroorganisme
yang menyebabkan kontaminasi pada eksplan. Kontaminasi biasanya berasal dari
bakteri, jamur, atau khamir yang berkembang pada media kultur setelah perendaman.
Sumber kontaminasi dianalisis dengan menggunakan analisis deskriptif kualitatif
berdasarkan morfologi dan jenis mikroorganisme yang tampak pada eksplan.

Langkah pertama yang dilakukan pada sterilisasi eksplan biji manggis adalah
dengan mengupas kulit manggis lalu memisahkan biji manggis dari daging buahnya.
Selanjutnya biji manggis yang telah dipisahkan dari daging buah disikat dengan
menggunakan detergen untuk memastikan biji manggis yang akan dijadikan eksplan
benar-benar bersih. Selanjutnya biji yang telah disikat bersih, dibilas dengan
menggunakan air mengalir. Langkah berikutnya, biji-biji tersebut direndam ke dalam
larutan detergen selama 20 menit lalu membilasnya dengan akuades steril dua kali.
Pada tahap selanjutnya, biji-biji tersebut dimasukkan ke dalam larutan fungisida dan
bakterisida selama dua jam dan dibilas menggunakan akuades steril dua kali. Setelah
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memastikan seluruh biji sudah bersih, biji tersebut kemudian diberikan perlakuan
sesuai dengan rancangan yang terdapat pada Tabel 1 di bawah ini.

Tabel 1 Rancangan perlakuan sterilisasi eksplan biji manggis
Jumlah Konsentrasi Waktu
Eksplan NaOCl Perendaman
Kombinasil 36 botol 15% dan 10% 5 menit Setiap perendaman
Kombinasi Il 36 botol 20% dan 15% 15 menit akan dibilas dengan

Kombinasi Ill 36 botol 30% dan 20% 25 menit akuades steril tiga kali
*sterilisasi dilakukan pada waktu yang berbeda

Rancangan* Keterangan

HASIL DAN PEMBAHASAN
Waktu Muncul Kontaminasi

Tabel di bawah ini menunjukkan waktu munculnya kontaminasi setelah dilakukan
sterilisasi. Sterilisasi dilakukan dalam rentang waktu yang berbeda. Berdasarkan
pengamatan yang telah dilakukan terhadap ketiga perlakuan, kontaminasi pada
perlakuan dengan kombinasi pertama muncul pada 1 MST setelah inisiasi dilakukan.
Pada perlakuan dengan kombinasi kedua, kontaminasi muncul pertama kali di awal
minggu pertama setelah proses penanaman. Sementara pada perlakuan dengan
kombinasi ketiga, kontaminasi muncul pertama kali pada 10 MST.

Tabel 2. Hasil uji ANOVA pengaruh sterilisasi eksplan biji manggis terhadap waktu

kontaminasi
Rerata :
Jumlah Kuadrat df Kuadrat F Sig.
Antar Kelompok 1568.389 2 784.194  150.638 .000
Dalam Kelompok 546.611 105 5.206
Jumlah 2115.000 107

Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa perbedaan antara ketiga kombinasi
sterilisasi signifikan secara statistik. Hal tersebut dapat dilihat dari nilai F = 150.638
dan p-value = 0.000 (p < 0.05). Hal tersebut berarti bahwa setidaknya terdapat satu
kombinasi yang secara nyata berbeda efektivitasnya dalam menunda terjadinya
kontaminasi pada eksplan. Karena terdapat perbedaan di antara ketiga kombinasi
yang dilakukan, maka selanjutnya dilakukan Post-Hoc Test Games-Howell. Hasil dari
uji lanjut tersebut dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil post hoc test games-howell pengaruh sterilisasi terhadap waktu
munculnya kontaminasi

) Perbedaan Std 95% Interval

(I) Kelompok Kelompok Rerata Erro.r Sig. Kepercayaan
(I-3) Batas Bawah Batas Atas
Kombinasi1l Kombinasi 2 -1.889" .651 .014 -3.45 -.33
Kombinasi 3 -8.861" 413  .000 -9.87 -7.85
Kombinasi 2 Kombinasi 1 1.889" .651 .014 .33 3.45
Kombinasi 3 -6.972" 522 .000 -8.25 -5.70
Kombinasi 3 Kombinasi 1 8.861" 413 .000 7.85 9.87
Kombinasi 2 6.972" 522 .000 5.70 8.25

*Perbedaan rata-rata signifikan pada tingkat 0,05
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Perlakuan dengan kombinasi ketiga secara signifikan memiliki pengaruh paling
besar dalam menunda terjadinya kontaminasi pada sterilisasi eksplan biji manggis
daripada perlakuan dengan menggunakan kombinasi pertama dan kombinasi kedua.
Dari penelitian ini dapat ditarik kesimpulan bahwa peningkatan konsentrasi dan
lamanya waktu perendaman larutan NaOCI| berbanding lurus dengan keberhasilan
sterilisasi eksplan biji manggis. Hasil pengamatan yang dilakukan pada kombinasi
pertama yang diberikan pada eksplan biji manggis menunjukkan bahwa rata-rata
kontaminasi muncul pada 2,92 MST. Pada kombinasi kedua, rata-rata kontaminasi
muncul pada 4,81 MST. Sementara pada kombinasi ketiga, rata-rata kontaminasi
terjadi pada 11,78 MST. Untuk grafik rata-rata waktu munculnya kontaminasi dapat
dilihat pada Gambar 1.

w2 11.78
-

-4 10

o = 4.81

@z 3 201

5 =

o 0

= JENIS PERLAKUAN

Metode 1 Metode 2 Metode 3
Gambar 1. Grafik Rata-Rata Waktu Munculnya Kontaminasi

Pengamatan terhadap waktu munculnya kontaminasi dilakukan sejak satu
minggu setelah tanam. Rancangan kombinasi pertama dilakukan pada tanggal 30
Maret 2024 dengan menggunakan 36 eksplan biji manggis yang ditanam pada media
kultur yang telah disiapkan. Rancangan ini menggunakan sterilan NaOCI 15% dan
10% dengan waktu perendaman masing-masing 5 menit. Berdasarkan pengamatan
yang dilakukan, kontaminasi muncul pertama kali pada tanggal 2 April 2024, pada hari
ketiga setelah inisiasi dilakukan. Kontaminasi terus berlanjut hingga menyisakan 2
botol eksplan yang bertahan hidup hingga 9 MST. Pada umumnya kontaminasi yang
terjadi pada kombinasi ini disebabkan oleh kontaminasi jamur. Kombinasi kedua
dilakukan pada tanggal 19 April 2024 dengan menggunakan 36 eksplan biji manggis
yang ditanam pada media kultur yang telah disiapkan. Kombinasi kedua menggunakan
sterilan NaOCl 20% dan 15% dengan waktu perendaman 15 menit. Berdasarkan
pengamatan yang dilakukan, kontaminasi muncul pertama kali pada tanggal 23 April
2024, 3 hari setelah tanam (minggu pertama). Kontaminasi terus terjadi hingga
menyisakan 7 botol eksplan yang bertahan sampai pengamatan pada 9 MST, yaitu
pada tanggal 21 Juni 2024. Kombinasi ketiga dilakukan pada tanggal 3 Juli 2024
dengan menggunakan 36 eksplan biji manggis yang ditanam pada media kultur yang
telah disiapkan. Kombinasi ketiga menggunakan sterilan NaOCI 30% dan 20% dengan
waktu perendaman 25 menit. Berdasarkan pengamatan yang dilakukan, kontaminasi
muncul pertama kali pada 10 MST, yaitu pada tanggal 12 September 2024.
Kontaminasi terus berlanjut hingga minggu terakhir pengamatan, yaitu minggu ke —
12, pada tanggal 21 September 2024.

Peningkatan konsentrasi dan durasi perendaman NaOCI terbukti meningkatkan
efektivitas sterilisasi eksplan biji manggis. Kombinasi 3, yang menggunakan
konsentrasi tertinggi dan waktu perendaman terlama, memberikan hasil optimal dalam
menunda munculnya kontaminasi hingga hari ke-12. Namun, efektivitas ini berpotensi
disertai risiko fitotoksik, yang dapat menghambat viabilitas eksplan. Berdasarkan hasil
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pengamatan selama 12 MST, kombinasi ketiga terbukti paling efektif dalam menunda
munculnya kontaminasi, yang umumnya baru terjadi setelah minggu kedua.
Sebaliknya, pada kombinasi pertama dan kedua, kontaminasi mulai tampak hanya
beberapa hari setelah tanam. Hal ini konsisten dengan laporan Sulikah et al. (2022),
yang menyatakan bahwa kontaminasi bakteri umumnya terjadi pada minggu pertama,
sedangkan kontaminasi jamur cenderung muncul satu hingga dua minggu setelah
tanam. Kombinasi ketiga menggunakan kombinasi NaOCl 30% dan 20% dengan
waktu perendaman 25 menit, yang memberikan efek disinfeksi lebih kuat terhadap
mikroorganisme kontaminan. Efektivitas tersebut didukung pula oleh Habibah et al.
(2013), yang menyebutkan bahwa semakin tinggi konsentrasi dan lama waktu
perendaman bahan sterilan, semakin besar kemampuannya dalam mengeliminasi
mikroba. Menariknya, meskipun sterilan yang digunakan tergolong tinggi, kombinasi
ketiga tetap menghasilkan tingkat viabilitas eksplan paling tinggi, yakni sebesar 86,1%.
Sebaliknya, kombinasi pertama dan kedua, yang menggunakan konsentrasi dan waktu
perendaman lebih rendah, justru tidak menghasilkan eksplan hidup (0%). Hal ini
menunjukkan bahwa meskipun larutan NaOCI bersifat toksik pada konsentrasi tinggi
(Natasha & Restiani, 2019), dalam konteks eksplan biji manggis yang memiliki
endokarp keras, perlakuan tersebut masih ditoleransi oleh jaringan dan efektif dalam
mencegah kontaminasi.

Kendati demikian, diperlukan diskusi kritis mengenai kemungkinan adanya
kompromi antara efektivitas sterilisasi dan kesehatan jaringan tanaman. Konsentrasi
sterilan yang tinggi dan durasi perendaman yang lama memang dapat menurunkan
tingkat kontaminasi secara signifikan, namun di sisi lain berpotensi merusak struktur
sel eksplan, terutama pada jaringan yang lebih lunak atau sensitif. Menurut George et
al. (2008), penggunaan senyawa hipoklorit dengan konsentrasi tinggi dapat
menyebabkan kerusakan membran sel dan menghambat pembelahan sel awal dalam
proses kultur. Oleh karena itu, efektivitas suatu kombinasi sterilisasi tidak dapat hanya
dinilai dari minimnya kontaminasi, tetapi juga dari kemampuannya menjaga viabilitas
dan potensi regeneratif jaringan dalam jangka panjang. Dalam konteks ini,
keberhasilan kombinasi ketiga mengindikasikan bahwa eksplan biji manggis,
khususnya bagian embrio di dalam endokarp, memiliki toleransi terhadap perlakuan
disinfektan yang relatif tinggi. Meskipun demikian, perlu dilakukan evaluasi lanjutan
untuk menilai apakah perlakuan ini berdampak negatif terhadap tahap-tahap
pertumbuhan berikutnya, seperti pembentukan kalus, tunas, atau akar. Dengan kata
lain, meskipun kombinasi ini berhasil mengatasi kontaminasi awal, belum tentu
menjamin keberhasilan regenerasi secara keseluruhan. Maka dari itu, keberlanjutan
viabilitas dan morfogenesis eksplan perlu menjadi bagian dari parameter evaluasi
dalam studi lanjutan.

Menurut Cassells (2012), disinfektan dengan konsentrasi tinggi dapat
menyebabkan kerusakan fisiologis pada jaringan tanaman seperti browning
(menghitamnya jaringan akibat oksidasi fenol), nekrosis, atau bahkan kematian sel,
yang secara langsung berdampak pada rendahnya keberhasilan kultur in vitro. Oleh
karena itu, meskipun perlakuan pada kombinasi ketiga, yakni sterilisasi menggunakan
konsentrasi NaOCI 30% dan 20% secara berurutan selama 25 menit, menunjukkan
efektivitas tertinggi dalam menekan kontaminasi, yang ditunjukkan oleh penundaan
kemunculan kontaminan hingga 12 MST, tingkat kontaminasi paling rendah, dan
persentase eksplan hidup tertinggi sebesar 86,1%, perlu dilakukan pengujian lanjutan
untuk memastikan bahwa jaringan tanaman tetap mampu menjalani proses
regenerasi, seperti pembentukan kalus, tunas, dan akar, setelah perlakuan sterilisasi
tersebut.
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Peningkatan konsentrasi dan durasi perendaman NaOCI terbukti meningkatkan
efektivitas sterilisasi eksplan biji manggis. Kombinasi 3, yang menggunakan
konsentrasi tertinggi (NaOCl 30% dan 20%) dan waktu perendaman terlama (25
menit), mampu menunda munculnya kontaminasi hingga hari ke-12, jauh lebih baik
dibandingkan dua kombinasi lainnya. Namun, efektivitas ini berpotensi disertai risiko
fitotoksik, yang tidak langsung terlihat dari tingkat viabilitas awal, tetapi bisa
memengaruhi proses regenerasi lanjutan. Hal ini sejalan dengan temuan Rout et al.
(2000), yang menyatakan bahwa fitotoksisitas akibat sterilan sering kali tidak tampak
dalam tahap awal tetapi dapat mengganggu organogenesis dan embriogenesis pada
tahap berikutnya. Studi oleh Daud et al. (2012) juga menekankan pentingnya
menyeimbangkan antara kemampuan disinfektan dalam  mengeliminasi
mikroorganisme dengan toleransi jaringan tanaman terhadap paparan kimia. Dalam
beberapa kasus, meskipun eksplannya tampak hidup setelah sterilisasi, jaringan yang
mengalami stres kimia berat memiliki kemampuan regeneratif yang rendah atau
menunjukkan kelainan morfologis. Oleh karena itu, meskipun kombinasi 3
menunjukkan hasil paling optimal dalam menekan kontaminasi dan mempertahankan
viabilitas awal, penggunaannya sebagai protokol standar perlu divalidasi lebih lanjut
dengan mengamati perkembangan eksplan dalam jangka waktu lebih panjang,
termasuk pada tahap morfogenesis dan multiplikasi. Studi oleh Binte et al., (2022) juga
menunjukkan  bahwa kombinasi sterilisasi yang optimal tidak hanya
mempertimbangkan efektivitas menekan kontaminasi, tetapi juga harus
mempertahankan kondisi fisiologis jaringan tanaman agar tetap aktif secara metabolik.
Seperti dinyatakan oleh George et al. (2008), keberhasilan kultur jaringan tidak hanya
bergantung pada ketiadaan kontaminasi, tetapi juga pada kemampuan jaringan untuk
merespon media secara fisiologis. Dalam konteks ini, Kombinasi 2 dapat dianggap
sebagai kompromi antara efektivitas dan potensi kerusakan jaringan.

Woulandari (2014) melakukan penelitian untuk menguji efektivitas NaOCI (1%,
2%, dan 3%) dengan waktu perendaman (2,5, 5, 7,5 menit) pada sterilisasi eksplan
tunas aksiler Eucalyptus pellita. Hasil terbaik diperoleh pada perlakuan 1% NaOCI
selama 7,5 menit, dengan kemunculan kontaminasi rata-rata pada hari ke-19,5 setelah
inokulasi. Namun, konsentrasi 3% dengan durasi perendaman 5-7,5 menit
menunjukkan efek negatif terhadap pertumbuhan tunas eksplan. Faizal dan Nurmala
(2021) menggunakan NaOCI sebagai bahan sterilisasi pada kultur jaringan aksenik
ramin (Gonystylus bancanus). Hasilnya menyatakan bahwa penggunaan NaOCI yang
dikombinasikan dengan alkohol mampu menurunkan tingkat kontaminasi secara
signifikan. Parven & Syah (2019) menguji pengaruh penggunaan NaOCI terhadap
tingkat kontaminasi dan kemampuan perkecambahan Ficus religiosa. Hasil penelitian
mereka menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi NaOCI dan durasi perendaman
secara umum dapat menurunkan tingkat kontaminasi. Namun, penggunaan
konsentrasi tinggi dan waktu perendaman yang terlalu lama berpotensi merusak
viabilitas jaringan, menghambat perkecambahan, dan memperlambat proses
regenerasi. Oleh karena itu, mereka merekomendasikan penggunaan konsentrasi dan
durasi perendaman terendah yang masih efektif secara mikrobiologis untuk
meminimalkan risiko toksisitas. Temuan ini sejalan dengan hasil penelitian Wahyudi
dan Hidayat (2022), yang menunjukkan bahwa kombinasi bahan sterilan dan waktu
perendaman yang tepat dapat secara signifikan menurunkan tingkat kontaminasi,
meskipun penelitian tersebut tidak menjelaskan secara spesifik waktu kemunculan
kontaminasi.

Penelitian serupa pada biji manggis menunjukkan tantangan yang serupa, di
mana biji manggis memiliki struktur yang keras dan sedikit memungkinkan untuk
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melakukan perbanyakan secara konvensional. Proses sterilisasi yang efektif penting
dalam upaya perbanyakan biji manggis secara kultur jaringan, di mana sterilisasi yang
optimal akan mengurangi kontaminasi mikroorganisme seperti jamur dan bakteri tanpa
merusak jaringan tanaman yang memiliki daya regenerasi rendah. Seperti yang
ditemukan pada penelitian ini, meskipun kombinasi konsentrasi NaOCI tertinggi dan
durasi perendaman terlama terbukti efektif dalam mengurangi kontaminasi, perlu
dicatat bahwa hal ini dapat berisiko pada viabilitas jaringan, sehingga penting untuk
mempertimbangkan keseimbangan antara efektivitas sterilisasi dan kelangsungan
hidup eksplan manggis. Kontaminasi pada eksplan kultur jaringan dapat berasal dari
berbagai sumber, baik eksternal maupun internal. Sumber eksternal meliputi
mikroorganisme yang masuk ke dalam media kultur, seperti bakteri, jamur, dan semut,
serta dari peralatan, botol kultur, dan lingkungan kerja yang kurang steril. Sementara
itu, kontaminasi internal yang disebabkan oleh mikroorganisme yang sudah ada dalam
jaringan eksplan sangat sulit diatasi, karena teknik sterilisasi permukaan hanya
menghilangkan kontaminasi luar dan tidak dapat membunuh kontaminan yang
terdapat di dalam jaringan eksplan itu sendiri. Eksplan yang sudah terkontaminasi
tidak dapat disterilisasi ulang, sehingga menyebabkan terhambatnya pertumbuhan
dan viabilitas eksplan, yang pada akhirnya dapat mengakibatkan kematian eksplan
akibat kekurangan nutrisi yang dibutuhkan untuk regenerasi.

Persentase Eksplan Hidup

Tabel di bawah ini menunjukkan hasil uji ANOVA yang dilakukan untuk
mengetahui pengaruh kombinasi yang berbeda terhadap persentase eksplan biji
manggis yang hidup selama dua belas minggu pengamatan. Berdasarkan hasil uji
ANOVA diketahui bahwa perlakuan tiga kombinasi sterilisiasi berbeda memberikan
pengaruh yang signifikan terhadap persentase eksplan biji manggis yang dapat
bertahan hidup. Hasil uji ANOVA dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil uji ANOVA pengaruh sterilisasi terhadap persentase eksplan hidup

Jumlah df Rerata F Sig.
Kuadrat Kuadrat
Antar Kelompok 4693.722 2 2346.861 28.088 .000
Dalam Kelompok 2757.250 33 83.553
Jumlah 7450.972 35

Berdasarkan hasil uji ANOVA tersebut, diketahui bahwa ketiga kombinasi
sterilisasi memberikan pengaruh yang signifikan terhadap persentase eksplan biji
manggis yang dapat bertahan hidup, dengan nilai F sebesar 28,088 dan nilai
signifikansi (p) sebesar 0,000 (p < 0,05). Hasil ini mengindikasikan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna secara statistik antara setidaknya dua kelompok perlakuan
(Field, 2013). Untuk mengidentifikasi perbedaan spesifik antar pasangan perlakuan,
dilakukan uji lanjut Games-Howell, yang direkomendasikan pada kondisi varians yang
tidak homogen (Howell, 2012). Hasil uji lanjut Games-Howell dapat dilihat pada Tabel
5 berikut.
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Tabel 5. Hasil uji lanjut games-howell pengaruh sterilisasi terhadap persentase
eksplan hidup

0,
Perbedaan 95% Interval

() J) Std. , Kepercayaan
Kelompok Kelompok R?E‘?ta Error Sig. Batas Batas
(I-J) Bawah Atas
Kombinasi 1 Kombinasi 2 -5.2500 4.5465 492 -16.674 6.174
Kombinasi 3 -26.4167° 3.1546 .000 -34.883 -17.950
Kombinasi 2 Kombinasi 1 5.2500 4.5465 .492 -6.174 16.674
Kombinasi 3 -21.1667° 3.3398 .000 -30.136 -12.197
Kombinasi 3 Kombinasi 1 26.4167° 3.1546 .000 17.950 34.883
Kombinasi 2 21.1667° 3.3398 .000 12.197 30.136

*Perbedaan rata-rata signifikan pada tingkat 0,05.

Berdasarkan hasil uji lanjut, tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara
Kombinasi 1 (perendaman NaOCI 15% dan 10% selama masing-masing 5 menit) dan
Kombinasi 2 (NaOCl 20% dan 15% selama masing-masing 15 menit) dengan nilai p
sebesar 0,492. Namun, perbedaan yang signifikan ditemukan antara Kombinasi 3
(NaOCl 30% dan 20% selama masing-masing 25 menit) dibandingkan dengan
Kombinasi 1 dan Kombinasi 2, masing-masing dengan nilai p < 0,001. Hal ini
menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi dan durasi perendaman NaOCI pada
Kombinasi 3 secara signifikan meningkatkan viabilitas eksplan. Efektivitas Kombinasi
3 diduga berkaitan dengan kemampuannya dalam menekan mikroorganisme
kontaminan secara optimal tanpa menyebabkan kerusakan fisiologis pada jaringan
tanaman, sebagaimana dijelaskan oleh George et al., (2008) dan Cassells (2012),
yang menyatakan bahwa keberhasilan sterilisasi dalam kultur jaringan bergantung
pada keseimbangan antara daya desinfektan dan toleransi jaringan tanaman terhadap
bahan kimia yang digunakan. Dengan demikian, Kombinasi 3 dapat direkomendasikan
sebagai perlakuan sterilisasi yang paling efektif dalam meningkatkan keberhasilan
inisiasi eksplan biji manggis secara in vitro.

Persentase eksplan hidup merupakan parameter yang diukur untuk mengetahui
kemampuan eksplan beradaptasi dalam media kultur. Pengamatan persentase
eksplan dilakukan untuk melihat jumlah eksplan yang dapat bertahan dalam media
yang telah disediakan. Tabel di bawah merupakan hasil rekapitulasi pengamatan
eksplan hidup selama 12 MST.

Tabel 6. Persentase eksplan hidup setelah 12 MST
Perlakuan Sterilisasi*

Minggu Ke Kombinasi 1 Kombinasi 2 Kombinasi 3
1 100.0 100.0 100.0
2 63.9 72.2 100.0
3 36.1 63.9 100.0
4 27.8 58.3 100.0
5 22.2 52.8 100.0
6 16.7 44 .4 100.0
7 13.9 33.3 100.0
8 11.1 27.8 100.0
9 5.6 19.4 100.0
10 0.0 0.0 100.0
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Perlakuan Sterilisasi*

Minggu Ke Kombinasi 1 Kombinasi 2 Kombinasi 3
11 0.0 0.0 91.7
12 0.0 0.0 86.1

*kombinasi sterilisasi dilakukan pada waktu yang berbeda

Berdasarkan Tabel 6 di atas, diketahui bahwa sterilisasi dengan menggunakan
Kombinasi I, menghasilkan 36,1% eksplan hidup setelah pengamatan 3 MST,
kemudian setelah 6 MST menjadi 16,7%. Pada minggu ke — 9 berkurang lagi menjadi
5,6% dan pada akhir pengamatan di 12 MST, tidak ada lagi eksplan hidup yang tersisa.
Pada percobaan dengan Kombinasi Il, mampu menghasilkan 72% eksplan hidup
setelah pengamatan 3 MST, kemudian setelah 6 MST menjadi 44,4%. Pada minggu
ke — 9 berkurang lagi menjadi 19,4% dan pada akhir pengamatan di 12 MST, tidak ada
lagi eksplan yang tersisa. Pada percobaan dengan Kombinasi Ill, mampu
menghasilkan 100% eksplan hidup hingga minggu kesembilan setelah tanam. Namun,
pada pengamatan yang dilakukan setelah 12 MST tersisa 86,1% eksplan yang dapat
bertahan hidup.

Dari ketiga kombinasi di atas, dapat dilihat bahwa Kombinasi [II mampu
menghasilkan persentase eksplan hidup paling banyak setelah pengamatan 12 MST,
yaitu 86,1%. Persentase eksplan hidup ditunjukkan melalui eksplan yang mampu
bertahan hidup yang ditandai dengan daun berwarna hijau, tidak mengalami browning
atau pencokelatan dan tidak mengalami kontaminasi. Gambar 2 merupakan grafik
yang menggambarkan persentase eksplan hidup yang setelah mendapat perlakuan
sterilisasi yang menggunakan tiga kombinasi sterilisasi yang berbeda.
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Gambar 2. Grafik pengaruh sterilisasi terhadap persentase eksplan hidup

Premanath & Bhat (2011) melakukan sterilisasi eksplan Hibiscus rosa-sinensis.
Dalam penelitian ini, eksplan internodal yang disterilisasi dengan larutan Clorox 10%
selama 15 menit menunjukkan tingkat kontaminasi yang rendah dan hampir semua
eksplan bertahan hidup. Namun, eksplan ujung tunas yang disterilisasi dengan Clorox
30% selama 10 menit tidak bertahan hidup. Perlakuan terbaik untuk eksplan ujung
tunas adalah perendaman dalam Clorox 5% selama 40 menit, yang menghasilkan
tingkat kelangsungan hidup yang lebih tinggi. Abebe & Feyyisa (2013) menggunakan
NaOCI 1,5% selama 10 menit diikuti dengan etanol 70% selama 10 detik pada
sterilisasi eksplan daun B. Huillensis menghasilkan tingkat kontaminasi yang rendah
serta persentase eksplan hidup yang tinggi. Penambahan fungisida cefotaxime 0,03
mg/L dalam media kultur juga meningkatkan persentase eksplan yang bersih dan
hidup. Namun, konsentrasi NaOCI yang terlalu tinggi dapat merusak jaringan tanaman
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dan menurunkan viabilitas eksplan. Lase et al. (2023) mengevaluasi efektivitas
berbagai konsentrasi NaOCIl dan waktu perendaman terhadap tingkat kontaminasi dan
persentase eksplan hidup pada kultur jaringan pisang. Hasil menunjukkan bahwa
perlakuan dengan NaOCI 25% selama 30 menit menghasilkan persentase eksplan
hidup tertinggi, yaitu 30%, dengan tingkat kontaminasi yang rendah. Namun, secara
umum, persentase eksplan hidup pada semua perlakuan berada di bawah 50%,
menunjukkan perlunya optimasi lebih lanjut. Nugroho & Andriani (2024) melakukan
sterilisasi eksplan Elaeocarpus grandiflorus dengan menggunakan NaOC| dan
Ca(Ocl)2. Hasilnya menunjukkan eksplan yang disterilisasi dengan NaOCI
menunjukkan tingkat kontaminasi yang lebih tinggi dibandingkan dengan kalsium
hipoklorit (Ca(OCl),). Namun, eksplan yang disterilisasi dengan NaOCI| memiliki
kemampuan pemulihan dan pertumbuhan yang lebih baik, dengan persentase eksplan
hidup mencapai 80% pada perlakuan tertentu. Hal ini menunjukkan bahwa meskipun
tingkat kontaminasi awal lebih tinggi, eksplan yang disterilisasi dengan NaOCI memiliki
potensi regenerasi yang lebih tinggi.

Dalam kultur in vitro, sterilisasi dan kualitas eksplan merupakan faktor penting
dalam pertumbuhan. Selain sterilisasi eksplan, sterilisasi pada proses transfer atau
inokulasi juga dapat mempengaruhi persentase eksplan hidup. Persentase eksplan
hidup juga dipengaruhi oleh sumber eksplan. Eksplan yang diperoleh melalui
subkultur, yaitu eksplan hasil kultur in vitro sehingga eksplan dalam keadaan steril.
Eksplan yang diperoleh dari lapang merupakan eksplan yang harus disterilisasi
dengan kombinasi yang tepat agar eksplan dapat tumbuh dan bertahan hidup. Media
tanam yang digunakan pada kultur in vitro juga mempengaruhi persentase eksplan
hidup. Eksplan dapat bertahan hidup karena adanya reaksi positif tanaman terhadap
media yang diberikan sehingga tanaman mampu beradaptasi dalam media tersebut.

Sumber Kontaminan

Salah satu kendala paling krusial dalam kultur jaringan in vitro adalah
kontaminasi mikroorganisme, yang dapat terjadi pada setiap tahap dari proses kultur,
mulai dari inisiasi, pemeliharaan, hingga aklimatisasi planlet. Kontaminasi ini dapat
muncul akibat berbagai sumber, baik eksternal maupun internal, yang meliputi eksplan
yang digunakan, kebersihan ruang kultur, peralatan yang digunakan, serta media
kultur yang dipersiapkan untuk percobaan. Sumber eksternal kontaminasi biasanya
melibatkan partikel mikroorganisme yang terkontaminasi melalui udara ruang kultur,
peralatan yang tidak steril, atau media kultur yang terkontaminasi oleh mikroba dari
luar. Sumber internal kontaminasi lebih sulit diatasi karena sering kali mikroorganisme
sudah ada di dalam eksplan itu sendiri, baik pada jaringan permukaan maupun
jaringan internal.

Kontaminasi dalam kultur jaringan in vitro dapat berasal dari berbagai sumber,
baik eksternal maupun internal. Sumber eksternal meliputi kebersihan ruang kultur,
peralatan yang digunakan, serta media kultur yang terkontaminasi mikroorganisme.
Sumber internal, terutama pada eksplan biji manggis, lebih sulit diatasi karena
mikroorganisme dapat berada pada jaringan eksplan itu sendiri, baik di permukaan
maupun dalam jaringan internal. Penelitian oleh Abdullah et al. (2022) menunjukkan
bahwa eksplan yang tidak cukup disterilisasi memiliki potensi untuk menampung
mikroorganisme pada bagian internal maupun eksternal jaringan. Dalam penelitian ini,
mikroba seperti jamur dan bakteri yang ada pada eksplan sebelum perlakuan
sterilisasi berpotensi menyebabkan kontaminasi jika tidak ditangani dengan prosedur
sterilisasi yang efektif. Oleh karena itu, penting untuk memastikan bahwa eksplan
manggis yang digunakan dalam percobaan bebas dari kontaminan sebelum dilakukan
proses kultur in vitro (Sulikah et al., 2022).
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Ciri-Ciri Kontaminan

Mikroorganisme kontaminan pada kultur in vitro memiliki ciri-ciri yang berbeda.
Jamur dapat ditandai dengan benang-benang halus yang berwarna putih atau hijau,
sementara bakteri menyebabkan pembentukan lendir berwarna putih kekuningan
pada permukaan media. Penelitian oleh Wulandari et al. (2017) menyatakan bahwa
jamur seperti Fusarium dan Aspergillus sering menjadi penyebab utama kontaminasi
pada eksplan in vitro. Dalam penelitian ini, pengamatan terhadap jenis kontaminasi
yang muncul pada eksplan biji manggis sangat penting, karena jenis dan waktu
munculnya kontaminan dapat mempengaruhi efektivitas sterilisasi yang diterapkan.
Misalnya, kontaminasi jamur pada eksplan biji manggis sering kali muncul setelah satu
hingga dua minggu, sementara bakteri dapat muncul lebih cepat, dalam beberapa hari
setelah inokulasi.

Jenis dan Penyebab Kontaminasi Jamur

Jamur Fusarium dan Aspergillus adalah penyebab umum kontaminasi dalam
kultur jaringan tanaman. Penelitian oleh Parven & Syah (2019) menunjukkan bahwa
jamur ini dapat tumbuh cepat dalam media kultur yang kaya nutrisi dan kondisi yang
lembab. Dalam penelitian sterilisasi eksplan biji manggis ini, penurunan tingkat
kontaminasi jamur dapat dicapai melalui penggunaan NaOCI dengan konsentrasi yang
tepat dan durasi perendaman yang sesuai. Akan tetapi, penggunaan konsentrasi yang
terlalu tinggi berisiko menyebabkan kerusakan pada jaringan eksplan, seperti
pembakaran jaringan atau browning, yang dapat mempengaruhi kemampuan
regeneratifnya (Cassells, 2012).

Jenis dan Penyebab Kontaminasi Bakteri

Kontaminasi bakteri pada eksplan biji manggis, seperti yang ditemukan dalam
penelitian ini, sering disebabkan oleh bakteri patogen dari lingkungan atau peralatan
yang kurang steril. Bakteri Pseudomonas dan Bacillus adalah dua jenis bakteri yang
umum ditemukan dalam kultur jaringan tanaman (Sulikah et al., 2022). Bakteri dapat
merusak eksplan dengan cara bersaing mendapatkan nutrisi atau menyebabkan
pembusukan jaringan. Dalam penelitian ini, perlakuan dengan NaOCI diharapkan
dapat mengurangi tingkat kontaminasi bakteri, namun perlu diperhatikan bahwa
penggunaan NaOCI dalam konsentrasi tinggi dan waktu perendaman yang lama dapat
berisiko mengarah pada efek fitotoksik yang merusak jaringan eksplan manggis
(Cassells, 2012).

Dampak Kontaminasi terhadap Eksplan

Kontaminasi mikroorganisme pada eksplan biji manggis dapat menghambat
proses regenerasi tanaman, seperti pembentukan kalus atau tunas. Penelitian oleh
Wahyudi & Hidayat (2022) menunjukkan bahwa tingkat kontaminasi yang tinggi dapat
mengurangi kemampuan eksplan untuk berkembang dan beregenerasi, bahkan
menyebabkan kematian eksplan. Oleh karena itu, tujuan utama dari perlakuan
sterilisasi adalah untuk menurunkan atau bahkan menghilangkan kontaminasi
mikroorganisme tersebut tanpa merusak kemampuan eksplan untuk berkembang dan
beregenerasi. Dalam penelitian ini, penurunan tingkat kontaminasi diharapkan dapat
meningkatkan viabilitas dan regenerasi eksplan biji manggis.

Waktu Munculnya Kontaminasi dan Implikasinya

Waktu munculnya kontaminasi pada eksplan biji manggis juga menjadi faktor
penting yang dipertimbangkan dalam penelitian ini. Kontaminasi bakteri biasanya
muncul dalam waktu beberapa hari setelah inokulasi, sementara jamur biasanya
memerlukan waktu lebih lama, sekitar satu hingga dua minggu. Penelitian oleh
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Abdullah et al. (2022) menyatakan bahwa waktu munculnya kontaminasi dapat
berpengaruh pada jenis dan durasi perlakuan sterilisasi yang perlu diterapkan untuk
menghindari kontaminasi. Dalam penelitian ini, perlakuan NaOCI dengan konsentrasi
dan durasi yang berbeda akan diuji untuk menentukan apakah waktu kemunculan
kontaminasi dapat ditunda atau dikendalikan lebih baik tanpa mengorbankan
kesehatan jaringan eksplan.

Handoyowati (2016) menyatakan bahwa setiap bahan yang dijadikan eksplan
memiliki tingkat kontaminasi yang berbeda, tergantung dari jenis tanaman, bagian
tanaman yang dijadikan eksplan, morfologi permukaan, lingkungan tumbuh, kondisi
tanaman, dan waktu pengambilan eksplan.

Gambar 3. Penampakan kontaminasi jamur pada eksplan biji manggis
(Dokomentasi Pribadi Laboratorium Kultur Jaringan YAHDI)

Gambar 3 menunjukkan penampakan kontaminasi jamur pada eksplan biji
manggis berdasarkan hasil pengamatan di ruang kultur. Kontaminasi jamur
ditunjukkan dengan adanya miselium berwarna putih yang terdapat di sekitar eksplan.
Miselium yang menyebar di sekitar eksplan akan menyebabkan kematian pada
eksplan. Pancaningtyas & Nafi’ah (2020) menyatakan bahwa jamur kontaminan yang
sering ditemukan pada kultur in vitro antara lain Fusarium, Penicilium, Alternaria,
Rhizopus, Cylindrocarpon, dan Aspergillus. Jamur berkembang biak dengan
menggunakan spora. Spora jamur dapat bertahan dalam waktu yang lama, selama
lingkungan masih menyediakan air dan kelembaban masih terjaga.

: . %
Gambar 4. Penampakan kontaminasi bakteri pada eksplan biji manggis
(Dokumentasi Pribadi Laboratorium Kultur Jaringan YAHDI)

Kontaminasi bakteri dapat dideteksi dengan terbentuknya selaput bening yang
membayang menutupi media berupa lendir di permukaan media dan berubah menjadi
putih kekuningan seperti yang ditunjukkan oleh Gambar 4. Kontaminasi dapat
menyebar dari waktu ke waktu, menutupi permukaan media, dan menghambat
pertumbuhan eksplan (Abdullah et al., 2022). Aktivitas bakteri pada eksplan dapat
mengganggu jaringan eksplan sehingga dapat menyebabkan kematian pada eksplan.
Kontaminasi bakteri dalam kultur jaringan dapat terjadi melalui berbagai jalur, salah
satunya adalah melalui bekas luka pada eksplan yang memungkinkan mikroorganisme
masuk dan mengkontaminasi media serta eksplan itu sendiri. Wati et al. (2020)

Bioscientist: Jurnal llmiah Biologi, June 2025 Vol. 13, No. 2. | 1464



Harahap et al Optimasi Sterilisasi Eksplan Biji Manggis.....

mengungkapkan bahwa bakteri dapat masuk melalui luka eksplan dan berkembang
biak di dalam media kultur, yang berpotensi merusak struktur eksplan seperti akar,
serta menghambat proses perbanyakan dan pertumbuhan tanaman. Dampak yang
serupa juga ditemukan oleh Leifert (1992), yang menyatakan bahwa kontaminasi
bakteri dapat menyebabkan pembusukan akar pada eksplan dan berpotensi
menyebabkan kematian tanaman. Namun, karakteristik kontaminasi pada biji manggis
mungkin memiliki perbedaan dengan tanaman lain yang telah diteliti sebelumnya,
mengingat biji manggis memiliki sifat fisik dan kimia yang berbeda. Misalnya, biji
manggis memiliki lapisan pelindung yang lebih keras yang dapat mempengaruhi
penetrasi zat disinfektan dan potensi penyerapan mikroorganisme (Sulikah et al.,
2022). Oleh karena itu, penting untuk menilai apakah prosedur sterilisasi yang
diterapkan untuk tanaman lain, seperti yang dijelaskan oleh Leifert (1992) dan Wati et
al. (2020), dapat diaplikasikan secara langsung pada biji manggis, atau perlu
disesuaikan dengan kondisi spesifik dari eksplan tersebut.

Dalam konteks ini, penelitian ini bertujuan untuk menguiji efektivitas sterilisasi
NaOCI pada biji manggis, dengan mempertimbangkan sifat unik biji manggis serta
perbedaan pada tingkat kerentanannya terhadap kontaminasi bakteri. Pengaruh
perlakuan sterilisasi terhadap pertumbuhan dan regenerasi eksplan biji manggis, baik
dalam menekan kontaminasi maupun dalam mempertahankan viabilitas jaringan,
akan menjadi fokus utama analisis ini. Kontaminasi bakteri dapat diamati mulai hari ke
4 setelah proses penanaman dilakukan sementara kontaminasi jamur dapat diamati
sejak 1 MST hingga 4 MST. Kontaminasi dapat disebabkan oleh sumber kontaminan
pada saat proses penanaman eksplan dilakukan. Kontaminasi dapat berasal dari
peralatan, eksplan, media, ruang atau prosedur penanaman yang salah. Kontaminasi
eksplan yang dikultur dapat terjadi akibat adanya kontaminasi eksternal atau internal.
Kontaminasi eksternal dapat dilakukan melalui sterilisasi permukaan. Kontaminasi
internal sulit untuk diatasi karena sterilisasi permukaan tidak dapat membunuh
kontaminan yang terdapat di dalam jaringan (Abdullah et al., 2022).

Pengetahuan tentang waktu munculnya kontaminasi bakteri dan jamur serta
sumber-sumber kontaminasi yang dapat terjadi selama proses penanaman eksplan ini
sangat penting untuk meningkatkan keberhasilan kultur jaringan. Dengan pemahaman
tersebut, prosedur sterilisasi yang lebih efektif dapat dikembangkan untuk
meminimalisir kontaminasi, baik eksternal maupun internal, dan memastikan
kelangsungan hidup eksplan yang optimal. Oleh karena itu, penelitian ini memiliki
aplikasi praktis dalam pengembangan protokol sterilisasi yang lebih efisien, khususnya
untuk tanaman seperti biji manggis, yang dapat membantu petani dan industri
pembibitan dalam memperoleh tanaman sehat dan bebas kontaminasi.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa kombinasi NaOCl 30%
dan 20% selama 25 menit (kombinasi ketiga) merupakan yang paling efektif dalam
menunda kontaminasi pada eksplan biji manggis, dengan persentase eksplan hidup
mencapai 86,1%. Sementara itu, kombinasi pertama (NaOCl 15% dan 10% selama 5
menit) menunjukkan efektivitas yang paling rendah, menghasilkan 0% eksplan hidup.
Kombinasi kedua (NaOCI 20% dan 15% selama 15 menit) memberikan hasil yang
lebih baik, namun masih belum maksimal, dengan 0% eksplan hidup. Temuan ini
menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi NaOCI| dan semakin lama durasi
perendaman, semakin efektif dalam mengurangi kontaminasi, meskipun masih perlu
penelitian lanjutan untuk memastikan tidak adanya efek toksisitas terhadap jaringan
tanaman. Kontaminasi yang terdeteksi selama penelitian berasal dari bakteri dan
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jamur, yang menegaskan pentingnya kontrol mikroorganisme dalam kultur in vitro.
Penelitian ini memberikan kontribusi penting dalam pengembangan protokol sterilisasi
yang lebih efektif untuk perbanyakan tanaman manggis, yang berpotensi bermanfaat
bagi industri pembibitan dan sektor pertanian.

REKOMENDASI

Berdasarkan hasil percobaan ini, diharapkan agar penelitian yang berhubungan
dengan optimasi sterilisasi eksplan dapat terus dilakukan untuk mengoptimalkan
pengaruh dari bahan sterilan yang akan digunakan dalam perbanyakan yang
dilakukan secara in vitro sehingga dapat meminimalisir terjadinya kontaminasi baik
yang berasal dari bakteri maupun jamur. Penelitian mendalam juga penting untuk
dilakukan guna mengeksplor pengaruh bahan sterilan terhadap eksplan maupun
terhadap sumber kontaminan. Dalam aplikasi praktis, penelitian ini dapat memberikan
referensi untuk pemilihan bahan sterilisasi permukaan eksplan pada perbanyakan
tanaman secara in vitro. Untuk eksperimen awal, kombinasi 3 dapat digunakan untuk
menjamin eksplan bebas kontaminasi. Namun untuk regenerasi dan subkultur,
disarankan untuk melakukan evaluasi viabilitas jaringan setelah eksplan mendapat
perlakuan dengan menggunakan kombinasi 3. Setelah itu dapat dilakukan uiji
tambahan seperti pengamatan morfologi eksplan pasca perlakuan dan uji tumbuh
untuk mengonfirmasi efek fitotoksik.
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