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ABSTRAK: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh berbagai konsentrasi NaOCl dan waktu perendaman terhadap tingkat kontaminasi pada optimasi sterilisasi eksplan biji manggis secara in vitro. Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan YAHDI, Medan, Sumatera Utara. 20245 Indonesia. Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan satu faktor yaitu konsentrasi NaOCl pada waktu perendaman yang telah ditentukan. Metode pertama dengan merendam eksplan ke dalam larutan NaOCl 15% dan 10% selama 5 menit, metode kedua dengan menggunakan NaOCl 20% dan 15% selama 15 menit, metode ketiga dengan menggunakan NaOCl 30% dan 20% selama 25 menit. Setiap perendaman ke dalam larutan NaOCl dilakukan, eksplan akan dibilas tiga kali dengan menggunakan aquades steril. Pengamatan dilakukan selama 12 minggu. Analisis data terhadap waktu munculnya kontaminasi dan persentase eksplan hidup dilakukan dengan menggunakan Uji Statistik ANOVA dilanjutkan dengan Post Hoc test Games-Howell, sumber kontaminasi dianalisis dengan menggunakan deskriptif kualitatif. Berdasarkan pengamatan yang dilakukan dapat dilihat bahwa metode pertama menunjukkan efektivitas yang paling rendah, metode kedua menunjukkan hasil yang lebih baik daripada metode sebelumnya tetapi belum maksimal, dan metode ketiga sangat efektif untuk menunda terjadinya kontaminasi tetapi masih perlu kajian lebih lanjut untuk mengetahui dampak toksisitasnya. Persentase eksplan hidup yang diperoleh setelah pengamatan selama 12 MST, metode pertama menghasilkan 0% eksplan hidup, metode kedua menghasilkan 0% eksplan hidup, metode ketiga menghasilkan 86,1% eksplan hidup. Berdasarkan pengamatan diketahui bahwa sumber kontaminasi berasal dari jamur dan bakteri.
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Abstract: This study aimed to evaluate the effect of different sodium hypochlorite (NaOCl) concentrations and immersion durations on contamination levels during the optimization of in vitro sterilization of mangosteen (Garcinia mangostana L.) seed explants. The research was conducted at the YAHDI Plant Tissue Culture Laboratory, Medan, North Sumatra, Indonesia, in 2024. A Completely Randomized Design (CRD) was used, consisting of a single factor: NaOCl concentration at specific immersion times. Three sterilization methods were tested: Method I (15% and 10% NaOCl for 5 minutes), Method II (20% and 15% NaOCl for 15 minutes), and Method III (30% and 20% NaOCl for 25 minutes). Explants were rinsed three times with sterile distilled water after each treatment. Observations were conducted over a 12-week period. Contamination onset and explant survival percentages were analyzed using ANOVA followed by a Games-Howell post hoc test, while contamination sources were assessed descriptively. Results indicated that Method I was the least effective, Method II showed moderate improvement, and Method III was the most effective in delaying contamination, though further investigation is warranted to evaluate its potential phytotoxicity. After 12 weeks, survival rates for Methods I and II were 0%, whereas Method III achieved a significantly higher survival rate of 86.1%. Fungal and bacterial organisms were identified as the primary sources of contamination.
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PENDAHULUAN
[bookmark: _Hlk187961329]Manggis (Garcinia mangostana L.) merupakan komoditas buah asli Indonesia yang mempunyai prospek sangat baik untuk dikembangkan. Manggis merupakan salah satu buah tropis yang sangat terkenal. Buah manggis dikenal dengan julukan Queen of Fruits karena manggis memiliki rasa yang lezat dan banyak digemari. Selain rasa, manggis juga dapat dimanfaatkan sebagai obat seperti anti peradangan, anti bakteri, dan sebagai pertolongan terhadap infeksi dan luka (Widiastuti et al., 2013).
Tanaman manggis sudah dikenal masyarakat sejak lama akan tetapi mereka belum menemukan cara yang tepat untuk melakukan budidaya secara mandiri. Alasan utama yang menyebabkan hal tersebut adalah karena tanaman manggis memiliki pertumbuhan uang lambat. Tanaman manggis dapat menghasilkan buah setelah berumur sekitar 12-15 tahun (Ashari & Sunarsih, 2006). Pertumbuhan tanaman manggis yang lambat berhubungan dengan sistem perakarannya yang lemah. Meski memiliki akar tunggang yang panjang dan kuat, tetapi hampir tidak memiliki percabangan dan bulu akar. Hal tersebut berdampak pada penyerapan mineral dari dalam tanah. 
Tanaman manggis merupakan tanaman musiman yang hanya berbuah 1 – 2 kali dalam setahun. Pada buah yang dihasilkan, manggis hanya memiliki 1 atau 2 biji yang berukuran besar dan layak dijadikan benih. Tanaman manggis bersifat apomiksis yaitu pembentukan zigot terjadi tanpa melalui proses penyerbukan. Embrio yang dihasilkan berkembang melalui dari sel somatis oada nukleus, integumen, dan dinding ovari yang berinisiasi membentuk struktur seperti tunas setelah mitosis pada inti sel terjadi. Dalam satu biji manggis terkandung lebih dari satu embrio. Meski demikian, manggis dianggap memiliki daya multiplikasi yang sangat rendah. 
Budidaya tanaman manggis biasanya dilakukan secara konvensional dan hanya dapat menghasilkan 1 – 2 embrio pada setiap biji yang dihasilkannya. Petani membutuhkan metode yang lebih tepat untuk melakukan perbanyakan tanaman manggis agar lebih banyak bibit yang dapat dihasilkan. Teknik kultur jaringan dianggap sebagai teknik yang yang tepat dan dapat digunakan untuk mengatasi kesulitan yang dihadapi oleh petani (Apriliyani & Wahidah, 2021).
Penerapan teknik kultur jaringan pada perbanyakan tanaman manggis telah banyak dilaporkan. Teknik kultur jaringan memiliki potensi besar dalam produksi tanaman manggis yang lebih banyak jika dibandingkan dengan perbanyakan secara tradisional. Teknik kultur jaringan dapat dijadikan alternatif karena teknik ini dapat dimodifikasi dan dimanipulasi sesuai dengan kebutuhan tanaman manggis. Penerapan kultur jaringan pada perbanyakan tanaman juga dilakukan dengan sterilisasi yang tinggi terhadap alat dan bahan yang digunakan sehingga menghasilkan tanaman yang bebas dari kontaminasi patogen (Pratiwi et al., 2020).
Pada penerapan teknik kultur jaringan banyak ditemukan kegagalan karena adanya kontaminan pada eksplan maupun media kultur. Pada umumnya sumber kontaminan yang sering ditemukan adalah bakteri dan jamur. Adanya kontaminasi dari kedua organisme tersebut dapat menyebabkan penurunan keberhasilan pertumbuhan maupun nekrosis sehingga eksplan tidak dapat berkembang kemudian mati. Untuk meminimalisir terjadinya kontaminasi, perlu dilakukan sterilisasi permukaan eksplan. Sterilisasi permukaan dapat dilakukan dengan merendam eksplan ke dalam larutan sterilan dengan konsentrasi tertentu selama periode tertentu. Eksplan yang digunakan pada kultur jaringan dapat berupa ujung tunas, ujung akar, ujung batang, potongan daun, biji, dan lain sebagainya.
Sebelum penanaman dilakukan, selain melakukan sterilisasi permukaan eksplan, seluruh alat dan bahan yang digunakan juga harus melalui proses sterilisasi. Sterilisasi merupakan tahapan yang sangat penting dalam teknik kultur in vitro (Shofiyani et al., 2019). Tujuan dari sterilisasi adalah untuk memusnahkan kemungkinan adanya mikroba yang menyebabkan kontaminasi pada media kultur jaringan. Mikroba tersebut dapat berupa bakteri, virus, jamur, ataupun khamir yang dapat menghambat pertumbuhan eksplan (Natasha dan Restiani, 2019). Hal tersebut dapat terjadi karena adanya persaingan memperebutkan nutrisi yang terjadi antara mikroba dengan eksplan. Keberhasilan teknik kultur jaringan berbanding lurus dengan pemilihan metode sterilisasi yang tepat.
Habibah et al., (2013) menyebutkan bahwa sterilisasi dapat dilakukan dengan berbagai cara, baik secara fisik maupun kimia. Sterilisasi secara fisik dapat dilakukan melalui suhu, tekanan, radiasi, dan penyaringan, misalnya sterilisasi, pembakaran atau sanitasi. Sterilisasi secara kimia dapat dilakukan melalui perubahan komposisi molekul misalnya dengan senyawa fenolik, alkohol, klor, iodium, dan etilen oksida. Natasha & Restiani (2019) mengungkapkan bahwa hal yang harus diperhatikan saat melakukan sterilisasi adalah memastikan eksplan agar tetap steril dan tidak rusak karena konsentrasi sterilan yang dipakai pada umumnya bersifat toksik dan dapat merusak jaringan. Oleh karena itu, diperlukan ketelitian untuk menentukan konsentrasi sterilan yang sesuai agar dapat menghilangkan bahan kontaminan tanpa merusak eksplan.
Berbagai teknik sterilisasi telah banyak dilakukan oleh ahli kultur jaringan untuk menghilangkan sumber kontaminasi secara efektif. Salah satu faktor yang paling menentukan keberhasilan sterilisasi adalah kombinasi antara bahan sterilan dan waktu perendaman. Menurut Shofiyani & Hajoeningtyas dalam ( Shofiyani et al., 2020) terdapat berbagai senyawa kimia yang dapat dipakai untuk sterilisasi eksplan yaitu natrium hipoklorit (NaOCl), merkuri klorit (Sublimat), detergen dan alkohol 70%. Shofiyani et al., (2020) menyatakan bahwa penggunaan sterilan Dithane 2 gr/L dengan lama perendaman 1 jam dapat menurunkan kontaminasi sebesar 44,44%. Yuliana (2018) melakukan sterilisasi terhadap kalus tanaman sirsak dengan menggunakan H2O2, HgCl2, dan NaOCl. Hasilnya menunjukkan bahwa penggunaan   H2O2 mampu menghasilkan kultur dengan tingkat kontaminan dan browning  paling rendah. Lutfiyani (2018) dalam penelitiannya berhasil menurunkan kontaminasi hingga 0% terhadap daun kemiri dengan menggunakan NaOCl 1% dengan lama perendaman 2,5 menit. Fauzan et al., (2017) menggunakan HgCl2 300 mg/L pada tanaman jati dan menghasilkan 85% kultur aseptik.

METODE
[bookmark: _Hlk187960555]Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan YAHDI Medan dari bulan Maret hingga September 2024. Penelitian ini menggunakan eksplan biji manggis. Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah peralatan standar yang biasa digunakan pada kultur jaringan. Bahan yang digunakan adalah biji manggis sebagai eksplan, media MS + BAP dengan berbagai konsentrasi, alkohol 70%, alkohol 96%, aquades steril, deterjen, bakterisida, fungisida, Natrium Hipoklorit (NaOCl), dan amoxilin sebagai antibiotik. 
Dalam teknik kultur jaringan tanaman, keberhasilan pertumbuhan eksplan sangat bergantung pada efektivitas proses sterilisasi. Kontaminasi oleh mikroorganisme seperti bakteri dan jamur merupakan kendala utama yang sering menyebabkan kegagalan kultur. Oleh karena itu, pemilihan metode sterilisasi yang tepat sangat penting untuk mengoptimalkan pertumbuhan eksplan dan meminimalisir risiko kerusakan jaringan akibat fitotoksisitas. Penelitian ini bertujuan membandingkan tiga metode sterilisasi biji manggis menggunakan variasi konsentrasi dan durasi perendaman larutan NaOCl, serta mengevaluasi dampaknya terhadap waktu muncul kontaminasi.
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan 1 faktor, yaitu ragam konsentrasi NaOCl dengan waktu perendaman tertentu. Terdapat   tiga perlakuan yang dilakukan pada waktu yang berbeda. Setiap kelompok perlakuan menggunakan 36 botol eksplan. Rancangan percobaan pertama dilakukan dengan menggunakan NaOCl 15% dan NaOCl 10% dengan masing-masing waktu perendaman selama 5 menit. Rancangan percobaan kedua dilakukan dengan menggunakan NaOCl 20% dan NaOCl 15% dengan masing-masing waktu perendaman 15 menit. Rancangan percobaan ketiga dilakukan dengan menggunakan NaOCl 30% dan NaOCl 20% dengan masing-masing waktu perendaman 25 menit. Setiap perendaman ke dalam larutan NaOCl selesai dilakukan, eksplan biji manggis akan dibilas dengan menggunakan aquades steril sebanyak tiga kali.
Pengamatan dilakukan sejak minggu pertama setelah inisiasi dilakukan hingga dua belas minggu setelah tanam. Parameter pengamatan pada penelitian ini yaitu waktu pertama munculnya kontaminasi, persentase tanaman hidup, dan sumber kontaminasi. Untuk mengetahui adanya pengaruh yang diberikan oleh ketiga metode sterilisasi yang diberikan terhadap waktu munculnya kontaminasi dan persentase eksplan hidup, maka akan dilakukan analisis data dengan menggunakan uji statistik ANOVA dengan uji lanjut Games-Howell dengan menggunakan aplikasi SPSS 26.0. Sedangkan sumber kontaminasi yang terdapat pada eksplan akan dianalisis dengan analisis deskriptif kualitatif.
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 memastikan seluruh biji sudah bersih, biji tersebut kemudian diberikan perlakuan sesuai dengan rancangan yang terdapat pada Tabel 1 di bawah ini. 
Tabel 1 Rancangan Percobaan Sterilisasi Eksplan Biji Manggis
	Rancangan*
	Jumlah Eksplan
	Konsentrasi NaOCl
	Waktu Perendaman
	Keterangan

	Metode I
	36 botol
	15% dan 10%
	5 menit
	Setiap perendaman akan dibilas dengan aquades steril tiga kali

	Metode II
	36 botol
	20% dan 15%
	15 menit
	

	Metode III
	36 botol
	30% dan 20%
	25 menit
	


*sterilisasi dilakukan pada waktu yang berbeda 

HASIL DAN PEMBAHASAN
1. 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 metode pertama muncul pada minggu pertama setelah inisiasi dilakukan. Pada perlakuan dengan metode kedua, kontaminasi muncul pertama kali di awal minggu pertama setelah proses penanaman. Sementara pada perlakuan dengan metode ketiga, kontaminasi muncul pertama kali pada pengamatan di minggu kesepuluh.
Tabel 2. Uji ANOVA Pengaruh Sterilisasi Eksplan Biji Manggis Terhadap   Waktu Kontaminasi
	Hasil Uji ANOVA

	Waktu Kontaminasi

	
	Jumlah Kuadrat
	df
	Rerata 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 metode 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 metode yang secara nyata berbeda efektivitasnya dalam menunda terjadinya kontaminasi pada eksplan. Karena terdapat perbedaan di antara ketiga metode yang dilakukan, maka selanjutnya dilakukan Post-Hoc Test Games-Howell. Hasil dari uji lanjut tersebut dapat dilihat pada Tabel 3 berikut.
Tabel 3. Hasil Post Hoc Test Games-Howell Pengaruh Sterilisasi terhadap Waktu Munculnya Kontaminasi
	Ragam Perbandingan

	Variabel Terikat: Waktu Munculnya Kontaminasi

	(I) Kelompok
	(J) Kelompok
	Perbedaan Rerata
(I-J)
	Std. Error
	Sig.
	95% Interval Kepercayaan

	
	
	
	
	
	Batas Bawah
	Batas Atas

	Metode 1
	Metode 2
	-1.889*
	.651
	.014
	-3.45
	-.33

	
	Metode 3
	-8.861*
	.413
	.000
	-9.87
	-7.85

	Metode 2
	Metode 1
	1.889*
	.651
	.014
	.33
	3.45

	
	Metode 3
	-6.972*
	.522
	.000
	-8.25
	-5.70

	Metode 3
	Metode 1
	8.861*
	.413
	.000
	7.85
	9.87

	
	Metode 2
	6.972*
	.522
	.000
	5.70
	8.25

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


Perlakuan dengan metode ketiga secara signifikan memiliki pengaruh paling besar dalam menunda terjadinya kontaminasi pada sterilisasi eksplan biji manggis daripada perlakuan dengan menggunakan metode pertama dan metode kedua. Dari penelitian ini dapat ditarik kesimpulan bahwa peningkatan konsentrasi dan lamanya waktu perendaman larutan NaOCl berbanding lurus dengan keberhasilan sterilisasi eksplan biji manggis.
Hasil pengamatan yang dilakukan pada metode pertama yang diberikan pada eksplan biji manggis menunjukkan bahwa rata-rata kontaminasi muncul pada 2,92 MST. Pada metode kedua, rata-rata kontaminasi muncul pada 4,81 MST. Sementara pada metode ketiga, rata-rata kontaminasi terjadi pada 11,78 MST. Untuk grafik rata-rata waktu munculnya kontaminasi dapat dilihat pada Gambar 1 berikut.
[image: ]
Gambar 1. Grafik Rata-Rata Waktu Munculnya Kontaminasi
[bookmark: _Hlk187960597]


Pengamatan terhadap waktu munculnya kontaminasi dilakukan sejak satu minggu setelah tanam. Rancangan metode 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 NaOCl 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 metode ini disebabkan oleh kontaminasi jamur. 
Metode kedua dilakukan pada tanggal 19 April 2024 dengan menggunakan 36 eksplan biji manggis yang ditanam pada media kultur yang telah disiapkan. Metode 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.
Metode ketiga dilakukan pada tanggal 3 Juli 2024 dengan menggunakan 36 eksplan biji manggis yang ditanam pada media kultur yang telah disiapkan. Metode ketiga menggunakan sterilan NaOCl 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.
[bookmark: _Hlk187960657]Peningkatan konsentrasi dan durasi perendaman NaOCl terbukti meningkatkan efektivitas sterilisasi eksplan biji manggis. Metode 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 fitotoksisitas, yang dapat menghambat viabilitas eksplan.
Kontaminasi yang terjadi pada eksplan yang dikultur dapat disebabkan oleh beberapa faktor seperti, eksplan itu sendiri, mikroorganisme yang masuk ke dalam media, botol kultur, peralatan yang kurang steril, lingkungan kerja dan ruang kultur, maupun kecerobohan yang terjadi saat melakukan percobaan. Sulikah et al., (2022) menyatakan bahwa pengamatan terhadap waktu terjadinya kontaminasi dapat dilakukan sejak minggu pertama sampai minggu keempat setelah tanam. Kontaminasi bakteri umumnya terjadi beberapa hari setelah tanam sedangkan kontaminasi jamur dapat terjadi sejak satu sampai dua minggu setelah tanam. Sejalan dengan Wulandari et al., (2017) dalam penelitiannya menyatakan bahwa kontaminasi disebabkan oleh mikroorganisme berupa fungi dan bakteri. Waktu munculnya kontaminan pada eksplan berbeda-beda, pada umumnya terjadi tiga hari setelah tanam.
Menurut Cassells (2012), disinfektan dengan konsentrasi tinggi dapat menyebabkan kerusakan jaringan seperti browning (menghitamnya jaringan), nekrosis, atau bahkan kematian sel tanaman. Oleh karena itu, meskipun.  Metode 3 efektif secara mikrobiologis, perlu dilakukan pengujian lanjutan untuk memastikan bahwa jaringan tetap mampu melakukan regenerasi setelah sterilisasi. Peningkatan konsentrasi dan durasi perendaman NaOCl terbukti meningkatkan efektivitas sterilisasi eksplan biji manggis. Metode 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 fitotoksisitas, yang dapat menghambat viabilitas eksplan.
Studi oleh Binte et al., (2022) juga menunjukkan bahwa metode 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, Metode 2 dapat dianggap sebagai kompromi antara efektivitas dan potensi kerusakan jaringan.
Wulandari (2014) melakukan penelitian untuk menguji efektivitas NaOCl (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% NaOCl 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 NaOCl sebagai bahan sterilisasi pada kultur jaringan aksenik ramin (Gonystylus bancanus). Hasilnya menyatakan bahwa penggunaan NaOCl yang dikombinasikan dengan alkohol mampu menurunkan tingkat kontaminasi secara signifikan. 
Parven & Syah (2019) menguji efek NaOCl terhadap kontaminasi dan perkecambahan Ficus religiosa. Berdasarkan pengamatan yang dilakukan, ditemukan bahwa peningkatan konsentrasi NaOCl dan durasi perendaman dapat mengurangi tingkat kontaminasi. Namun, konsentrasi tinggi dan waktu perendaman yang lama dapat merusak viabilitas jaringan dan menghambat regenerasi. Oleh karena itu, disarankan menggunakan konsentrasi dan waktu perendaman terendah yang efektif untuk menghindari efek negatif. Penelitian ini sejalan dengan hasil penelitian Wahyudi dan Hidayat (2022) yang menunjukkan bahwa kombinasi bahan sterilan dan waktu perendaman yang tepat dapat menurunkan tingkat kontaminasi secara signifikan, meskipun waktu spesifik kemunculan kontaminasi tidak dijelaskan secara rinci.
Kontaminasi dapat berasal dari eksplan (eksternal maupun internal), organisme yang masuk ke dalam media, seperti semut, botol kultur atau peralatan yang kurang steril, lingkungan kerja, dan ruang kultur dengan udara terkontaminasi. Kontaminasi internal yang disebabkan oleh bakteri dan jamur sangat sulit diatasi karena teknik sterilisasi permukaan tidak dapat membunuh kontaminan yang terdapat di dalam jaringan. Eksplan yang telah mengalami kontaminasi tidak dapat disterilisasi ulang. Akibatnya, pertumbuhan eksplan menjadi terhambat bahkan mati karena nutrisi yang dibutuhkan untuk pertumbuhan eksplan berkurang.

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

Tabel 4. Uji ANOVA Pengaruh Sterilisasi Terhadap Persentase Eksplan Hidup
	Uji ANOVA

	Persentase  Eksplan Hidup

	
	Jumlah Kuadrat
	df
	Rerata Kuadrat
	F
	Sig.

	Antar Kelompok
	4693.722
	2
	2346.861
	28.088
	.000

	Dalam Kelompok
	2757.250
	33
	83.553
	
	

	Jumlah
	7450.972
	35
	
	
	


[bookmark: _Hlk187960677]
Berdasarkan hasil uji ANOVA tersebut, diketahui bahwa ketiga metode 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.
Tabel 5. Hasil Uji Lanjut Games-Howell Pengaruh Sterilisasi Terhadap                 Persentase Eksplan Hidup
	Ragam Perbandingan

	Variabel Terikat:   Persentase  Eksplan Hidup

	Games-Howell  

	(I) Kelompok
	(J) Kelompok
	Perbedaan Rerata
(I-J)
	Std. Error
	Sig.
	95% Interval Kepercayaan

	
	
	
	
	
	Batas Bawah
	Batas Atas

	Metode 1
	Metode 2
	-5.2500
	4.5465
	.492
	-16.674
	6.174

	
	Metode 3
	-26.4167*
	3.1546
	.000
	-34.883
	-17.950

	Metode 2
	Metode 1
	5.2500
	4.5465
	.492
	-6.174
	16.674

	
	Metode 3
	-21.1667*
	3.3398
	.000
	-30.136
	-12.197

	Metode 3
	Metode 1
	26.4167*
	3.1546
	.000
	17.950
	34.883

	
	Metode 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 Metode 1 (perendaman NaOCl 15% dan 10% selama masing-masing 5 menit) dan Metode 2 (NaOCl 20% dan 15% selama masing-masing 15 menit) dengan nilai p sebesar 0,492. Namun, perbedaan yang signifikan ditemukan antara Metode 3 (NaOCl 30% dan 20% selama masing-masing 25 menit) dibandingkan dengan Metode 1 dan Metode 2, masing-masing dengan nilai p < 0,001. Hal ini menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi dan durasi perendaman NaOCl pada Metode 3 secara signifikan meningkatkan viabilitas eksplan. Efektivitas Metode 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, Metode 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
	Persentase Eksplan hidup (%)

	Minggu Ke
	Perlakuan Sterilisasi*

	
	Metode 1
	Metode 2
	Metode 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

	11
	0.0
	0.0
	91.7

	12
	0.0
	0.0
	86.1


*metode sterilisasi dilakukan pada waktu yang berbeda
[bookmark: _Hlk187960786]Berdasarkan Tabel 6 di atas, diketahui bahwa sterilisasi dengan menggunakan Metode 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 Metode II, 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 Metode III, 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 metode di atas, dapat dilihat bahwa Metode III 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 metode sterilisasi yang berbeda.

Gambar 2. Grafik Pengaruh Sterilisasi terhadap Persentase Eksplan Hidup
[bookmark: _Hlk187960895]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 NaOCl 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 NaOCl yang terlalu tinggi dapat merusak jaringan tanaman dan menurunkan viabilitas eksplan.
Lase et al., (2023) mengevaluasi efektivitas berbagai konsentrasi NaOCl dan waktu perendaman terhadap tingkat kontaminasi dan persentase eksplan hidup pada kultur jaringan pisang. Hasil menunjukkan bahwa perlakuan dengan NaOCl 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 NaOCl dan Ca(Ocl)2. Hasilnya menunjukkan eksplan yang disterilisasi dengan NaOCl menunjukkan tingkat kontaminasi yang lebih tinggi dibandingkan dengan kalsium hipoklorit (Ca(OCl)₂). Namun, eksplan yang disterilisasi dengan NaOCl 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 NaOCl 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 metode 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.

3. Sumber Kontaminan
Kontaminasi merupakan permasalahan utama pada kultur in vitro yang dapat muncul mulai tahap inisiasi, pemeliharaan kultur, hingga pembesaran planlet. Sumber kontaminasi dapat berasal dari eksplan, kebersihan ruangan, peralatan yang digunakan, serta media kultur yang dipakai dalam percobaan. Mikroorganisme penyebab kontaminasi pada kultur in vitro yang banyak ditemukan adalah jamur dan bakteri. Kontaminasi oleh jamur dapat ditandai dengan adanya benang-benang halus yang pada umumnya berwarna putih. Kontaminasi jamur dapat menyebabkan kematian pada eksplan. Kontaminasi bakteri ditandai dengan terbentuknya selaput bening yang membayang menutupi media berupa lendir di permukaan media dan berubah menjadi putih kekuningan (Abdullah et al., 2022).
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. 
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Gambar 3. Penampakan kontaminasi jamur pada eksplan biji manggis
(Dok. Pribadi Laboratorium Kultur Jaringan YAHDI)
Gambar 3 di atas merupakan beberapa gambar yang diperoleh melalui pengamatan yang dilakukan 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. 
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Gambar 4. Penampakan kontaminasi bakteri pada eksplan biji manggis
(Dok. Pribadi Laboratorium Kultur Jaringan YAHDI)
[bookmark: _Hlk187961185]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. Wati et al., (2020) menyebutkan bahwa bakteri yang masuk dan tumbuh di dalam media kultur jaringan masuk melalui bekas luka eksplan dan mengkontaminasi media dan eksplan. Kontaminasi bakteri pada eksplan dapat membusukkan akar, menghambat perbanyakan tanaman, dan membuat tanaman mati (Leifert , 1992). 
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).

SIMPULAN 
Berdasarkan hasil yang diperoleh melalui pengamatan selama dua belas minggu, maka dapat disimpulkan bahwa: (1) Metode 1 menunjukkan efektivitas yang paling rendah, metode 2 menunjukkan hasil yang lebih baik daripada metode sebelumnya tetapi belum maksimal, dan metode 3 sangat efektif untuk menunda terjadinya kontaminasi tetapi masih perlu kajian lebih lanjut untuk mengetahui dampak toksisitasnya; (2) Persentase eksplan hidup yang diperoleh setelah pengamatan selama 12 MST, pada rancangan percobaan dengan metode pertama menghasilkan 0% eksplan hidup, pada rancangan percobaan dengan metode kedua menghasilkan 0% eksplan hidup, pada rancangan percobaan dengan metode ketiga menghasilkan 86,1% eksplan hidup; (3) Kontaminasi yang terjadi selama dilakukan pengamatan sejak minggu pertama hingga dua belas minggu setelah tanam berasal dari bakteri dan jamur.

SARAN 
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, metode 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 metode 3. Setelah itu dapat dilakukan uji tambahan seperti pengamatan morfologi eksplan pasca perlakuan dan uji tumbuh untuk mengonfirmasi efek fitotoksik.
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  OPTIMASI STERILISASI EKSPLAN BIJI MANGGIS ( Garcinia   mangostana   L.) MENGGUNAKAN NATRIUM HIPOKLORIT SECARA  IN VITRO   Fauziyah Harahap 1 , Elita Asri 2 , Ashar Hasairin 1 , Syahmi Edi 1 , Cicik Suriani 1   , Abdul  Hakim Daulae 1 , Nurul Huda  Panggabean 1   1 Program Studi Pendidikan Biologi, Pasca Sarjana, Universitas Negeri Medan, Indonesia    2 Mahasiswa Program Studi Pendidikan Biologi, Pasca Sarjana, Universitas Negeri Medan, Indonesia   *Email:  fauziyahharahap@unimed.ac.id   Submit: dd - mm - yyyy; Revised: dd - mm - yyyy; Accepted: dd - mm - yyyy; Published: dd - mm - yyyy      ABSTRAK:   Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh berbagai konsentrasi NaOCl dan waktu perendaman terhadap  tingkat kontaminasi pada optimasi sterilisasi eksplan biji manggis secara  in vitro .  Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium  Kultur Jaringan YAHDI, Medan, Sumatera Utara. 20245 Indonesia. Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah  Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan satu faktor yaitu konsentrasi NaOCl pada waktu perendaman yang  telah ditentukan.  Metode pertama dengan merendam eksplan ke dal am larutan NaOCl 15% dan 10% selama 5 menit, metode kedua dengan  menggunakan NaOCl 20% dan 15% selama 15 menit, metode ketiga dengan menggunakan NaOCl 30% dan 20% selama 25  menit. Setiap perendaman ke dalam larutan NaOCl dilakukan, eksplan akan dibilas tig a kali dengan menggunakan aquades  steril. Pengamatan dilakukan selama 12 minggu. Analisis data terhadap waktu munculnya kontaminasi dan persentase eksplan  hidup dilakukan dengan menggunakan Uji Statistik ANOVA dilanjutkan dengan  Post Hoc test   Games - Howell,   sumber  kontaminasi dianalisis dengan menggunakan deskriptif kualitatif. Berdasarkan pengamatan yang dilakukan dapat dilihat bahwa  metode pertama menunjukkan efektivitas yang paling rendah, metode kedua menunjukkan hasil yang lebih baik daripada  metode sebelumnya tetapi belum maksimal, dan metode ketiga sangat efektif untuk menunda terjadinya kontaminasi tetapi  masih perlu kajian lebi h lanjut untuk mengetahui dampak toksisitasnya. Persentase eksplan hidup yang diperoleh setelah  pengamatan selama 12 MST, met ode pertama menghasilkan 0% eksplan hidup, metode kedua menghasilkan 0% eksplan hidup,  metode ketiga menghasilkan 86,1% eksplan hidup. Berdasarkan pengamatan diketahui bahwa sumber kontaminasi berasal dari  jamur dan bakteri.   Kata Kunci:   NaOCl, sterilisasi, kontaminasi , Garcinia mangostana,  kultur jaringan     Abstract :  This study aimed to evaluate the effect of different sodium hypochlorite (NaOCl) concentrations and immersion  durations on contamination levels during the optimization of  in vitro   sterilization of mangosteen ( Garcinia mangostana   L.)  seed explants. The research was conducted at the YAHDI Plant Tissue Culture Laboratory, Medan, North Sumatra, Indonesia,  in 2024. A Completely Randomized Design (CRD) was used, consisting of a single factor: NaOCl concentration at specific  immersion t imes. Three sterilization methods were tested: Method I (15% and 10% NaOCl for 5 minutes), Method II (20% and  15% NaOCl for 15 minutes), and Method III (30% and 20% NaOCl for 25 minutes). Explants were rinsed   three times with  sterile distilled water after each treatment. Observations were conducted over a 12 - week period.   Contamination onset and  explant survival percentages were analyzed using ANOVA followed by a Games - Howell post hoc test, while contamination  sources were assessed descriptively. Results indicated that Method I was the least effective, Method II showed mode rate  improvement, and Method III was the most effective in delaying contamination, though further investigation is warranted to  evaluate its  potential phytotoxicity. After 12 weeks, survival rates for Methods I and II were 0%, whereas Method III achieved  a significantly higher survival rate of 86.1%. Fungal and bacterial organisms were identified as the primary sources of  contamination.   Keywords:   sodium hypochlorite, sterilization, contamination,  Garcinia mangostana , tissue culture     PENDAHULUAN   Manggis ( Garcinia mangostana  L.) merupakan komoditas buah asli Indonesia  yang mempunyai prospek sangat baik untuk dikembangkan. Manggis merupakan  salah satu buah tropis yang sangat terkenal. Buah manggis dikenal dengan julukan  Queen of Fruits   karena manggis memiliki rasa yang lezat dan banyak digemari. Selain  rasa, manggis juga dapat dimanfaatkan sebagai obat seperti anti peradangan, anti  bakteri, dan sebagai pertolongan terhadap infeksi dan luka (Widiastuti  et al ., 2013).   Tanaman manggis sudah dikenal masyarakat sejak lama akan tetapi mereka  belum menemukan cara yang tepat untuk melakukan budidaya secara mandiri. Alasan  utama yang menyebabkan hal tersebut adalah karena tanaman manggis memiliki  pertumbuhan uang lambat. Tanam an manggis dapat menghasilkan buah setelah 

