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Pendahuluan

Stevia rebaudiana Bertoni adalah tanaman semak abadi yang terkenal karena kandungan steviol glikosida,
pemanis alami yang 100-300 kali lebih manis dari sukrosa namun rendah kalori. Selain memiliki rasa manis khas,
stevia mengandung berbagai senyawa bioaktif seperti seskuiterpen lakton, diterpen, flavonoid, dan longipinan yang
berkhasiat sebagai antioksidan, antiparasit, antivirus, antiinflamasi, dan antiproliferatif. Permintaan terhadap stevia
meningkat seiring tren hidup sehat, namun budidaya konvensional sering terkendala pada perbanyakan skala
besar. Kultur in vitro menjadi alternatif efektif dengan pengendalian media tumbuh, meski penggunaan media
standar seperti Murashige and Skoog (MS) tergolong mahal.

Penggunaan bahan alami seperti bawang merah dan kecambah sebagai sumber auksin, giberelin, mineral, serta
vitamin berpotensi meningkatkan pertumbuhan tanaman, khususnya pembentukan akar dan perpanjangan sel.
Penelitian ini bertujuan menguji pengaruh penambahan ekstrak bawang merah dan kecambah terhadap
pertumbuhan stevia secara in vitro menggunakan media MS dan media sederhana. Fokusnya meliputi
perbandingan efektivitas kedua media, serta analisis dampak masing-masing ekstrak terhadap pertumbuhan
tanaman. Hipotesis penelitian menyatakan bahwa penambahan ekstrak bawang merah dan kecambah akan
memberikan efek positif terhadap pertumbuhan stevia dan terdapat perbedaan hasil antara penggunaan media MS
dengan media sederhana.
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Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium rumahan Taman RinDuh, Desa
Candinegoro, Kecamatan Wonoayu, selama 9 bulan (November 2024—Juli 2025)
menggunakan berbagai peralatan steril seperti pinset, pisau, cawan petri, jar kultur,
dan enkas, serta bahan meliputi bibit stevia, media MS, media sederhana (campuran
sari tomat, air kelapa muda, air rebusan kentang, gula, gandasil B, dan agar-agar),
ekstrak bawang merah, ekstrak kecambah, serta bahan sterilisasi. Media disterilkan
dengan perebusan di air mendidih selama 30 menit, sedangkan ekstrak bawang
merah dan kecambah dibuat dengan menghaluskan bahan segar bersama aquades,
lalu disimpan di lemari es. Penanaman eksplan stevia berukuran 2—20 cm dilakukan
di pagi hari pada media padat setelah sterilisasi, dengan perawatan meliputi
pengaturan suhu ruangan <20°C, pembersihan rak kultur, penerangan lampu LED 20
watt, dan penyemprotan alkohol 70% setelah pengamatan.
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Percobaan Pertama

Percobaan awal kultur jaringan Stevia rebaudiana menggunakan media sederhana yang
diperkaya ZPT alami dari ekstrak bawang merah dan kecambah menunjukkan tingkat
keberhasilan sterilisasi yang cukup baik, dengan 70% media tetap bebas kontaminasi dalam dua
hari pertama. Teknik sterilisasi eksplan menggunakan alkohol serta penanaman secara aseptik di
enkas juga efektif mempertahankan kondisi steril hingga hari ketiga. Hal ini membuktikan bahwa
meskipun media sederhana tidak sebaik media MS komersial, tetap mampu mendukung tahap
inisiasi kultur jaringan stevia dengan baik pada awalnya.

Namun, pada hari ketujuh, eksplan mengalami browning akibat oksidasi senyawa fenolik seperti
flavonoid, yang memicu kematian sel dan pembusukan jaringan, diikuti masuknya kontaminan.
Masalah ini diperparah oleh ketiadaan senyawa anti-browning seperti asam askorbat atau PVP,
serta kemungkinan komposisi ZPT alami yang tidak konsisten. Hasil ini menegaskan bahwa
meskipun media sederhana dengan ZPT alami menjanjikan, diperlukan optimalisasi dosis,
penambahan antioksidan, dan pemilihan eksplan rendah metabolit sekunder agar kultur dapat
bertahan hingga tahap regenerasi.
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Percobaan Kedua

Percobaan kedua dilakukan dengan menambahkan arang aktif pada media kultur untuk mengurangi
browning pada eksplan Stevia melalui penyerapan senyawa fenolik penyebab oksidasi. Hasil awal
menunjukkan 100% media tetap steril selama tiga hari, menandakan arang aktif tidak mengganggu
kondisi aseptik. Namun, saat penanaman pada hari ketujuh, 50% media mengalami kontaminasi yang
disebabkan oleh tutup botol berkarat akibat cipratan media panas, serta kemungkinan masuknya
mikroba dari udara atau alat yang kurang steril.

Penanaman pada media yang tersisa tetap berakhir dengan kontaminasi seluruh eksplan, yang diduga
berasal dari mikroba endofit dalam jaringan tanaman atau kerusakan jaringan akibat sterilisasi.
Meskipun arang aktif efektif mengurangi browning, kemungkinannya menyerap nutrien atau ZPT alami
dari ekstrak bawang merah dan kecambah sehingga mengganggu keseimbangan media. Hasil ini
menunjukkan bahwa pengendalian teknis sterilisasi, kualitas eksplan, dan ketepatan penanganan
menjadi faktor kunci untuk keberhasilan kultur jaringan bebas kontaminasi.
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Percobaan Ketiga

Percobaan ketiga menggunakan media dasar sederhana tanpa garam kompleks MS,
terdiri dari air, agar, Gandasil B, serta ZPT alami (ekstrak bawang merah dan
kecambah) sesuai perlakuan, mengikuti rekomendasi dosen pembimbing dari IPB
untuk kultur inisiasi Stevia rebaudiana. Hasil menunjukkan media ini steril dan bebas
kontaminasi, bahkan pada media tanpa penutup, dengan pertumbuhan tunas positif
setelah 7 hari. Ekstrak bawang merah memberikan hasil terbaik dalam merangsang
pertumbuhan tunas, diikuti ekstrak kecambah dan BAP, meski beberapa eksplan
mengalami browning akibat ketiadaan arang aktif. Secara keseluruhan, kombinasi
media ringan dengan ZPT alami efektif mendukung pertumbuhan awal kultur Stevia,
dengan keseimbangan formulasi media dan penanganan sterilisasi sebagai kunci
keberhasilan.
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Perlakuan Dengan Ekstrak Bawang Merah

perlakuan

M1U1l

M2U1

M1U2

M2U2

M1U3

M2U3

M1U4

M2U4

panjang eksplan

20,1 cm

13 cm

12,1 cm

10,2 cm

18,2 cm

15,9 cm

15,9 cm

7,4 cm

jumlah tunas

7

2

6

Pada percobaan ketiga, perlakuan dengan
ekstrak bawang merah menunjukkan hasil paling
signifikan dalam merangsang pertumbuhan
tunas. Hal ini terlihat dari kemunculan 7 dan
tunas pada perlakuan M1U1 dan 6 tunas pada
perlakuan M1U2 dan M1U3 , menjadikannya
perlakuan dengan rata-rata tunas terbanyak
dibandingkan perlakuan lain. Bawang merah
mengandung senyawa auksin dan sitokinin alami
yang Dbekerja efektif dalam merangsang
pembelahan sel dan inisiasi tunas pada jaringan
muda stevia.
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Perlakuan Dengan Esktrak Kecambah

perlakuan

Hiul

H2U1

H1U2

H2U2

H1U3

H2U3

H1U4

H2U4

panjang eksplan

17,3 cm

11,1 cm

13 cm

13,2cm

18,1 cm

15,4 cm

18,7 cm

14,5 cm

jumlah tunas

3

3

0

Sementara itu, perlakuan dengan ekstrak
kecambah kacang hijau menunjukkan hasil
yang kontras. Hanya ada 1 pelakuanyang
hasilnya cukup baik dengan munculnya 5
tunas pada perlakuan H1U4 namun beberapa
ulangan menunjukkan tidak  adanya
pertumbuhan tunas (nilai 0). Hal ini dapat
disebabkan oleh kadar hormon alami dalam
kecambah kacang hijau yang tidak stabil atau
lebih rendah dibandingkan dengan ekstrak
bawang merah.

& www.umsida.ac.id umsida1912 ¥ umsida1912 § :"Jve'“?ﬁidiyah © umsida1912 3

muham
idoarjo




Perlakuan Dengan BAP

perlakuan

B1U1l

B2U1

B1U2

B2U2

B1U3

B2U3

B1U4

B2U4

panjang eksplan

16,5cm

11,4 cm

16,5cm

11 cm

14,6 cm

15,7 cm

18 cm

13,6 cm

jumlah tunas

6

4

3

Perlakuan dengan ZPT BAP (zat pengatur
tumbuh sintetis) masih menunjukkan hasil
yang cukup baik. Jumlah tunas yang muncul
mencapai 6 tunas pada perlakuan B1U1 yang
menandakan bahwa ZPT sintetis tetap efektif
untuk inisiasi tunas meskipun tidak sekuat
respon pada ekstrak bawang merah.
Efektivitas ini bergantung pada konsentrasi
dan kombinasi antara auksin dan sitokinin
dalam BAP.
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umlah Tunas

Percobaan ketiga menunjukkan pertumbuhan tunas terbaik karena penggunaan media berbasis air,
agar, dan Gandasil B yang memiliki nutrisi lebih ringan dan mudah diserap dibanding media MS
penuh. Formulasi ini menghindarkan stres osmotik pada eksplan Stevia yang sensitif terhadap
konsentrasi garam tinggi, sekaligus mengurangi akumulasi metabolit pemicu browning. Hasil terbaik
diperoleh pada perlakuan ekstrak bawang merah, dengan 9-11 tunas, diduga karena kandungan
auksin (IAA) dan sitokinin (zeatin) yang merangsang pembelahan sel, serta senyawa sulfur dan
antioksidan yang mengurangi stres oksidatif.

Perlakuan BAP juga memberi hasil cukup baik, memicu pembentukan hingga 9 tunas, meski masih
kalah dibanding ekstrak bawang merah karena tidak mengandung senyawa pendukung alami.
Sementara itu, perlakuan ekstrak kecambah kacang hijau menunjukkan hasil terendah dengan
pertumbuhan yang tidak konsisten, diduga akibat kandungan ZPT yang fluktuatif tergantung umur
dan kondisi kecambah, serta kemungkinan degradasi senyawa aktif saat proses ekstraksi.
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Penyebab Kontaminasi

Kontaminasi menjadi kendala utama dalam kultur jaringan, seperti pada percobaan
pertama yang dipicu oleh suhu inkubasi tidak stabil, lingkungan kerja kurang steril, eksplan
yang masih membawa mikroba endofit, serta media atau alat yang belum sepenuhnya
bersih sebelum sterilisasi. Pada percobaan kedua, meski ditambahkan arang aktif untuk
mengatasi browning, muncul kontaminasi baru akibat arang yang kurang steril, karat pada
tutup botol, kemungkinan penanganan aseptik yang kurang optimal, dan eksplan yang
terkontaminasi dari dalam jaringan. Sebaliknya, percobaan ketiga bebas kontaminasi
berkat media nutrisi ringan yang tidak mendukung pertumbuhan mikroba, kondisi kerja dan
alat yang sangat steril, teknik penanaman aseptik, suhu ruangan terkontrol 18°C, serta
pemilihan eksplan sehat, menunjukkan pentingnya konsistensi prosedur, kebersihan, dan
kontrol lingkungan yang ketat untuk keberhasilan kultur jaringan.
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kontaminan

Selama proses budidaya kultur jaringan Stevia rebaudiana, teridentifikasi berbagai jenis
kontaminan dengan karakteristik berbeda pada tiap percobaan. Pada percobaan pertama,
ditemukan cairan bening beraroma fermentasi nira yang diduga disebabkan bakteri asam
laktat (Lactobacillus sp.) serta gumpalan putih halus seperti kapas yang mengindikasikan
jamur Penicillium atau Trichoderma. Pada percobaan kedua, kontaminasi lebih beragam,
meliputi cairan kekuningan berbau asam tajam yang mengarah pada bakteri gram negatif
(Pseudomonas sp. atau Enterobacter sp.), gumpalan bulu putih dan hitam khas jamur
Aspergillus dan Rhizopus, serta kontaminasi nonbiologis berupa karat pada tutup jar yang
berpotensi melepaskan logam berat dan merusak segel steril. Temuan ini menegaskan
pentingnya pengendalian ketat terhadap kebersihan, kelembaban, suhu, dan perlakuan
media maupun eksplan untuk mencegah berbagai jenis kontaminasi yang dapat
menghambat regenerasi tanaman.
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Kesimpulan

Hasil percobaan menunjukkan bahwa media sederhana berbahan air, agar-agar, Gandasil
B, dan ZPT alami seperti ekstrak bawang merah serta kecambah efektif mendukung
pertumbuhan awal eksplan Stevia, terutama jika proses kehitaman dapat diminimalkan.
Ekstrak bawang merah terbukti paling optimal dalam memicu pertumbuhan tunas,
menegaskan potensi besar ZPT alami sebagai alternatif ramah lingkungan dan ekonomis
dibandingkan ZPT sintetis. Penggunaan media “0 MS” pada tahap awal juga mampu
menciptakan kondisi stabil dan bebas kontaminasi, meskipun keberhasilan kultur tetap
memerlukan pengendalian senyawa fenolik dengan arang aktif, sterilisasi menyeluruh,
serta teknik penanaman yang tepat. Optimalisasi konsentrasi ZPT alami dan penggunaan
agen anti-browning direkomendasikan untuk mendukung keberlanjutan regenerasi hingga
fase multiplikasi dan aklimatisasi.
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