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Abstract. This study aimed to investigate the effects of red onion extract and mung bean sprout extract on the in vitro growth
of Stevia (Stevia rebaudiana B). Stevia is a promising low-calorie natural sweetener plant, but conventional

propagation is often limited. Tissue culture offers an effective solution, although commonly used MS media is

relatively expensive. Therefore, this study also evaluates the potential of using a simple, low-cost medium as an

alternative. The research consisted of three experimental trials. Results showed that red onion extract produced the

highest number of shoots, up to 11 shoots, outperforming synthetic PGR Benzyl Amino Purine (BAP) and sprout

extract treatments. The use of activated charcoal effectively reduced browning, while the simplified medium agar,

gandasil B and water (without MS salts) demonstrated higher sterility levels. Although mung bean sprout extract

showed some positive effects, its performance was inconsistent. The length of the explant and number of nodes also
influenced shoot formation. Overall, the combination of red onion extract and simple medium was the most effective

in promoting Stevia shoot development. This study highlights the potential of natural plant growth regulators as eco-

friendly alternatives in tissue culture, though further optimization is needed to achieve consistent and contamination-

free results.

Keywords — Tissue Culture; Stevia Rebaudiana B; PGR; Red Onion; Sprout Extract; Simple Medium.

Abstrak. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh penambahan ekstrak bawang merah dan ekstrak kecambah
kacang hijau terhadap pertumbuhan tanaman Stevia (Stevia rebaudiana B) secara in vitro. Stevia merupakan
tanaman pemanis alami rendah kalori yang prospektif, namun sulit diperbanyak secara konvensional. Kultur jaringan
menjadi solusi efektif, namun media MS yang umum digunakan tergolong mahal. Oleh karena itu, penelitian ini juga
mengevaluasi potensi media sederhana sebagai alternatif ekonomis. Penelitian dilakukan dalam tiga percobaan.

Hasil menunjukkan bahwa ekstrak bawang merah menghasilkan jumlah tunas terbanyak, mencapai 11 tunas,
mengungguli ZPT sintetis Benzyl Amino Purine (BAP) dan ekstrak kecambah. Penggunaan arang aktif terbukti
mampu mengurangi browning, sedangkan media sederhana berupa agar, gandasil B dan air (tanpa MS) menunjukkan
tingkat sterilitas lebih tinggi. Meskipun ekstrak kecambah menunjukkan hasil positif pada beberapa perlakuan,
efektivitasnya cenderung tidak stabil. Faktor panjang eksplan dan jumlah ruas batang juga mempengaruhi jumlah
tunas. Secara keseluruhan, ekstrak bawang merah dan media sederhana menjadi kombinasi terbaik dalam mendukung
pertumbuhan tunas stevia. Penelitian ini menunjukkan bahwa ZPT alami berpotensi menjadi alternatif ramah
lingkungan dalam kultur jaringan, namun tetap diperlukan optimasi lanjutan untuk hasil yang konsisten dan bebas
kontaminasi.

Kata Kunci — Kultur Jaringan; Stevia Rebaudiana B; ZPT;, Bawang Merah; Kecambah; Media Sederhana.

|. PENDAHULUAN

Tumbuhan merupakan kebutuhan yang tidak bisa dipisahkan dari manusia. Banyak manfaat dan

kegunaannya terutama kandungan antioksidan [1]. Stevia rebaudiana B, adalah semak abadi dari keluarga Compositae
yang ditanam di banyak tempat di seluruh dunia karena kandungan antioksidan dan citarasanya yang khas. Steviol
glikosida, yang memiliki rasa manis 100 hingga 300 kali lipat dari sukrosa, membuatnya terkenal dengan rasa
manisnya [2]. Menurut banyak penelitian, ekstrak stevia lebih baik daripada gula dan pemanis buatan [3]. Stevia
tumbuh dengan baik pada suhu 150C hingga 350C dan pada pH optimalnya yaitu 5,5 hingga 6 dengan kelembapan
tanah hhingga 70% [4]. Seskuiterpen lakton, diterpen, longipinan, dan flavonoid adalah fitokimia utama dari anggota
genus ini. Sebagian besar aktivitas farmakologis ekstrak stevia dan senyawanya telah dijelaskan; yang paling umum
adalah sifat antioksidan, antiparasit, antivirus, anti-inflamasi, dan antiproliferatif [5]. Stevia di dataran sedang mampu
beradaptasi dengan baik dan dengan laju fotosintesis yang tinggi, lahan menengah mempunyai potensi sebagai lahan
baru untuk pengembangan stevia di iklim tropis[6]

Stevia (Stevia rebaudiana B) merupakan tanaman yang dikenal memiliki kadar pemanis alami tinggi,

khususnya steviosida, yang hingga 300 kali lebih manis dibandingkan sukrosa namun rendah kalori [5]. Permintaan
akan stevia meningkat seiring dengan minat masyarakat terhadap pemanis alami sebagai alternatif pengganti gula
untuk gaya hidup sehat. Namun, pertumbuhan dan perbanyakan stevia sering menghadapi tantangan, terutama dalam
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skala komersial. Kultur in vitro telah banyak digunakan untuk mengatasi kendala tersebut, di mana media

pertumbuhan dapat dikendalikan untuk memperoleh hasil yang optimal [7].

Media sederhana merupakan formulasi yang disusun dari agar-agar sebagai agen pemadat, Gandasil B

sebagai sumber nutrisi makro dan mikro esensial, serta air yang berfungsi sebagai pelarut sekaligus medium

pencampuran bahan aktif yang digunakan pada tiap perlakuan. Kombinasi sederhana ini mampu menyediakan kondisi

dasar yang cukup untuk menopang pertumbuhan eksplan, meskipun tidak sekompleks media MS yang umumnya

digunakan dalam kultur jaringan. Agar-agar berperan menjaga kestabilan tekstur media, sehingga eksplan tetap berada

dalam posisi yang sesuai untuk penyerapan nutrisi. Sementara itu, Gandasil B mengandung unsur hara seperti nitrogen,

fosfor, kalium, serta unsur mikro yang mendukung pembelahan sel dan pembentukan tunas. Air berfungsi melarutkan

semua komponen tersebut agar dapat tersedia dalam bentuk yang mudah diserap oleh jaringan tanaman. Dengan

susunan yang lebih sederhana, media ini menjadi alternatif ekonomis yang tetap mampu menunjang keberhasilan awal

pertumbuhan tanaman Stevia rebaudiana secara in vitro [8].

Auksin eksogen adalah zat pengatur tumbuh yang bisa mempercepat proses pembentukan akar. Pembentukan

akar ini membantu tanaman menyerap unsur hara dan air dari tanah lebih cepat. Dengan penyerapan yang lebih efisien,

pertumbuhan dan hasil panen tanaman akan meningkat karena peran auksin yang mampu merangsang perpanjangan

sel di bagian meristem pucuk [9]. Fitohormon _yang_terdapat dalam bawang merah adalah _auksin,_allithiamin,_dan giberelin. Auksin berperan

dalam meningkatkan _mempercepat. biji, perkembangan kuncup,

pemanjangan batang, pertumbuhan daun, serta mempengaruhi pertumbuhan percabangan [10]. | memiliki potensi
dan kecambah. Kedua tanaman ini mengandung mineral, kalium, fosfor, dan vitamin B

yang berfungsi

sebagai katalis dalam proses penyerapan nutrisi. Selain itu, bawang merah juga mengandung hormon auksin dan
giberelin, yang merupakan zat pengatur tumbuh alami [11]. Bawang merah juga bisa digunakan sebagai bahan pupuk
karena mengandung kalsium, fosfor, dan besi yang merupakan unsur penting dalam pertumbuhan tanaman [12]
Penambahan ekstrak bawang merah dan ekstrak kecambah diketahui bisa mendorong pertumbuhan tanaman

[13]. Bawang merah memiliki hormon alami seperti auksin dan giberelin yang mampu membantu pembentukan akar
dan pertumbuhan sel [14], sedangkan kecambah kaya akan enzim dan hormon yang juga bisa mendukung
pertumbuhan tanaman [15]. Karena itu, penelitian ini bertujuan untuk melihat dampak penambahan ekstrak bawang
merah dan ekstrak kecambah terhadap pertumbuhan stevia yang ditanam di dalam ruangan menggunakan media MS
dan media sederhana [16].

Penggunaan ZPT sintetik berupa BAP (Benzyl Amino Purine) dengan kandungan sitokinin sintetis juga

digunakan dalam penelitian ini dengan tujuan sebagai pembanding efektivitas antara ZPT alami dan ZPT sintetik.
BAP dikenal mampu merangsang pembelahan sel, inisiasi tunas, serta mempercepat pertumbuhan jaringan tanaman
dalam kultur in vitro. Dengan sifatnya yang lebih stabil dan konsentrasi yang terukur, BAP sering dijadikan standar
dalam kultur jaringan untuk mengevaluasi sejauh mana ekstrak alami seperti bawang merah atau kecambah dapat
menyaingi kinerja zat pengatur tumbuh sintetis [17]. Perbandingan ini penting dilakukan agar dapat diketahui potensi
nyata ZPT alami dalam menggantikan penggunaan zat kimia sintetis, sehingga kultur jaringan dapat dikembangkan
dengan cara yang lebih ramah lingkungan dan ekonomis.

Penelitian ini ingin menguji pengaruh penambahan ekstrak bawang merah dan ekstrak kecambah terhadap
pertumbuhan tanaman stevia (Stevia rebaudiana B) secara in vitro.

Stevia adalah tanaman yang menghasilkan pemanis alami dengan kalori rendah yang sangat potensial, tetapi dalam
budidaya cara konvensional sering mengalami hambatan. Teknik kultur jaringan bisa menjadi solusi yang efektif
untuk memperbanyak tanaman secara besar-besaran, tetapi penggunaan media standar seperti Murashige and Skoog
(MS) biasanya mahal. Itu sebabnya, dalam penelitian ini juga dilihat peluang penggunaan media sederhana sebagai
alternatif yang lebih murah. Tiga pertanyaan utama yang ingin dijawab adalah: (1) Bagaimana pengaruh penambahan
ekstrak bawang merah terhadap pertumbuhan stevia secara in vitro? (2) Bagaimana pengaruh penambahan ekstrak
kecambah terhadap pertumbuhan stevia secara in vitro? (3) Apakah ada perbedaan efek antara media MS dan media
sederhana pada pertumbuhan stevia yang diberi Berdasarkan pertanyaan-
pertanyaan tersebut, . ekstrak
kecambah, serta membandingkan efektivitas media MS dan media sederhana terhadap pertumbuhan stevia secara in
vitro. Kami menduga bahwa penambahan kedua ekstrak tersebut akan berdampak positif pada pertumbuhan stevia,
dan terdapat perbedaan efektivitas antara penggunaan media MS dan media sederhana.
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IIl. METODE

Penelitian ini menggunakan metode kualitatif dan kuantitatif yang kemudian dijabarkan dengan studi

deskriptif untuk memperkuat dugaan hasil pengamatan [18]. Pendekatan kuantitatif dilakukan melalui pencatatan

parameter pertumbuhan seperti jumlah tunas, panjang eksplan, serta tingkat keberhasilan kultur, sedangkan



pendekatan kualitatif dilakukan dengan mengamati kondisi fisiologis eksplan, seperti terjadinya browning, tingkat
kontaminasi, maupun respon morfologis tanaman terhadap perlakuan media. Data yang diperoleh kemudian dianalisis
secara deskriptif untuk memberikan penjelasan menyeluruh [19] mengenai efektivitas penggunaan ZPT alami
dibandingkan ZPT sintetik dengan kosentrasi yang sama 1 ZPT tiap perlakuan serta perbedaan antara media sederhana
dan media MS. Dengan kombinasi metode tersebut, penelitian ini tidak hanya menghasilkan angka sebagai indikator
keberhasilan, tetapi juga memberikan interpretasi yang lebih dalam mengenai faktor-faktor yang memengaruhi
pertumbuhan stevia secara in vitro.

Lokasi penelitian di laboratorium rumahan Taman RinDuh yang berada di Desa Candinegoro, Kecamatan

Wonoayu. Penelitian berlangsung selama 9 bulan, mulai dari November 2024 hingga Juli 2025. Alat yang digunakan
termasuk pinset, pisau steril, bunsen, cawan petri, jar kultur, gelas, wadah sambal, kertas pH, batang pengaduk, gelas
ukur, dan enkas. Bahan yang digunakan mencakup bibit tanaman stevia, agar-agar, media MS, gandasil B, arang aktif,
air kelapa muda, sari tomat, air rebusan kentang, aquades, gula, alkohol, fungisida Antracol, bakterisida, betadine,
sabun cuci piring, dan cairan pemutih pakaian [20].

Pada percobaan pertama media kultur dibuat dengan dua jenis formulasi, yaitu media MS sederhana

(campuran sari tomat, air kelapa muda, air rebusan kentang, gula, gandasil B, serta campuran MS dengan agar-agar).
Media tersebut disterilkan dengan direbus pada suhu 120°C selama 30 menit. Ekstrak bawang merah dan ekstrak
kecambah disiapkan dengan cara membersihkan bahan baku, kemudian menghaluskan menggunakan blender dan
menambahkan aquades. Setelah itu, ekstrak disimpan di lemari es. Seluruh alat juga disterilkan dengan dicuci, dibilas
menggunakan cairan pemutih, dan disemprot alkohol 70%. Pengambilan dan penanaman eksplan dilakukan di pagi
hari. Eksplan dipotong berukuran 2-5 cm setelah disterilisasi, lalu ditanam pada media padat. Perawatan mencakup
menjaga suhu ruangan di bawah 20°C di dalam box dengan penambahan es batu sebagai pendinginnya, membersihkan
rak penyimpanan jar, menggunakan penerangan lampu LED 20 watt, serta menyemprotkan alkohol 70% setelah
pengamatan [20].

Pada percobaan kedua, media kultur yang digunakan memiliki formulasi hampir sama dengan percobaan

pertama, namun dilakukan modifikasi dengan penambahan arang aktif sebagai penetralisir senyawa flavonoid yang
berpotensi memicu browning pada eksplan. Arang aktif berfungsi menyerap senyawa fenolik hasil oksidasi, sehingga
kondisi media tetap mendukung pertumbuhan jaringan [21]. Selain itu, pengaturan suhu ruang kultur dijaga lebih

stabil pada kisaran 18°C—20°C untuk menekan pertumbuhan mikroorganisme kontaminan sekaligus menciptakan
lingkungan optimal bagi regenerasi eksplan. Modifikasi ini bertujuan untuk mengurangi kegagalan yang terjadi pada
percobaan pertama serta meningkatkan peluang keberhasilan kultur jaringan stevia pada tahap inisiasi tunas.
Percobaan ketiga dilakukan dengan menggunakan media seerhana 0 MS yang hanya terdiri dari agar sebagai
pemadat, Gandasil B sebagai sumber nutrisi, dan air sebagai pelarut utama. Formulasi sederhana ini dipilih untuk
mengurangi kandungan garam mineral kompleks yang dapat memicu stres osmotik pada eksplan stevia. Sama seperti
pada perlakuan kedua, suhu ruang dikontrol pada kisaran 18°C—20°C untuk menjaga kondisi stabil bagi pertumbuhan
eksplan serta meminimalkan risiko kontaminasi. Sebagai langkah tambahan, sterilisasi dilakukan kembali
menggunakan laminar air flow yang dilengkapi dengan penyinaran sinar UV [22], sehingga area kerja benar-benar
bebas dari mikroorganisme dan mendukung keberhasilan inisiasi kultur jaringan.
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IIl. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Percobaa Pertama

Pada percobaan awal pembudidayaan tanaman Stevia rebaudiana B menggunakan metode kultur jaringan,

eksplan ditanam ke dalam media sederhana yang kaya akan ZPT alami, yaitu ekstrak bawang merah dan kecambah.

Dalam dua hari pertama pengamatan, terdapat 70% media kultur yang tetap steril tanpa tanda-tanda kontaminasi. Hal

ini menunjukkan bahwa cara membuat media dan metode sterilisasi yang digunakan cukup efektif dalam menciptakan

lingkungan bebas kontaminasi. Meskipun media yang digunakan tidak sebaik media kultur komersial seperti MS

(Murashige and Skoog), tetapi tetap mampu memberikan kondisi yang cukup baik untuk mendukung pertumbuhan

awal jaringan, setidaknya dalam tahap sterilisasi [23].

Selain itu, proses sterilisasi eksplan dan teknik penanaman juga berperan penting dalam keberhasilan awal ini.

Eksplan yang digunakan berasal dari bagian tanaman Stevia yang masih muda, kemudian disterilkan dengan metode

kimia menggunakan alkohol dan ditanam dengan teknik aseptik di dalam enkas [24]. Selama tiga hari setelah

penanaman, tidak ditemukan tanda-tanda kontaminasi pada eksplan maupun media, menandakan bahwa metode

sterilisasi telah berjalan dengan baik dan dapat mempertahankan kondisi steril. Keberhasilan ini penting, mengingat

pada tahap inisiasi, eksplan sangat rentan terhadap serangan mikroorganisme, terutama jika sterilisasi tidak dilakukan

secara optimal.

Gambar 1. Penanaman eksplan Gambar 2. Sampel percobaan ke-1

Namun demikian, hasil pengamatan pada hari ketujuh setelah penanaman menunjukkan adanya permasalahan
fisiologis pada eksplan. Tanaman mengalami browning, yaitu perubahan warna jaringan menjadi coklat gelap yang
terjadi secara progresif dan berujung pada pembusukan jaringan. Browning ini merupakan reaksi fisiologis akibat



oksidasi senyawa fenolik, khususnya flavonoid, yang terkandung dalam eksplan [5]. Dalam konteks ini, eksplan Stevia
diduga mengandung flavonoid dalam kadar tinggi, dan dalam kondisi kultur in vitro yang tertutup serta tidak adanya
sistem transportasi alami seperti di tanaman utuh, senyawa tersebut tidak terdistribusi dengan baik dan justru
mengendap di jaringan. Oksidasi flavonoid menghasilkan radikal bebas dan senyawa toksik yang memicu kematian
sel tanaman.

Kondisi ini diperparah karena media yang digunakan belum dilengkapi dengan antioksidan atau bahan penetral
browning seperti asam askorbat atau PVP (polyvinylpyrrolidone), yang sering ditambahkan dalam kultur jaringan
tanaman yang kaya metabolit sekunder [25]. Akibat dari browning ini, eksplan kemudian membusuk secara
menyeluruh, yang menjadi pemicu masuknya kontaminan dari lingkungan sekitar, baik berupa bakteri maupun jamur.
Ini membuktikan bahwa meskipun media awal steril dan teknik sterilisasi sudah memadai, keberhasilan kultur jaringan
juga sangat tergantung pada kondisi fisiologi tanaman, keseimbangan zat pengatur tumbuh, dan pengendalian senyawa
metabolit sekunder.
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Gambar 3. Browning_pada sampel pucuk daun Gambar 4. Browning pada sampel batang

Selain itu, ZPT alami dari ekstrak bawang merah dan kecambah, meskipun mengandung senyawa seperti auxin
dan sitokinin alami, belum tentu memiliki komposisi dan konsentrasi yang ideal bagi eksplan Stevia. Kandungan
senyawa bioaktif dalam ekstrak alami cenderung tidak konsisten dan dapat berbeda tergantung umur bahan, kondisi
ekstraksi, dan bagian yang digunakan [26]. Oleh karena itu, meskipun dapat menjadi alternatif ZPT komersial,
penggunaannya membutuhkan optimalisasi lebih lanjut agar tidak memicu stress fisiologis pada jaringan tanaman.
Secara keseluruhan, hasil ini menunjukkan bahwa penggunaan media sederhana dan ZPT alami dalam kultur
jaringan dapat berhasil pada tahap awal, namun diperlukan pendekatan tambahan untuk mencegah browning dan
memastikan kelangsungan hidup eksplan hingga fase regenerasi. Perlu dilakukan pengujian lanjutan dengan
penambahan senyawa anti-browning, pengaturan dosis ekstrak ZPT alami, serta penggunaan eksplan dari bagian
tanaman yang lebih rendah kandungan metabolit sekundernya [21].

B. Hasil Percobaan Kedua

Setelah mengevaluasi hasil dari percobaan pertama, dilakukan modifikasi pada media kultur untuk percobaan

kedua. Kali ini, media yang digunakan masih mengacu pada formulasi awal, namun ditambahkan arang aktif sebagai
upaya untuk menetralisir senyawa flavonoid yang diduga menjadi penyebab utama terjadinya browning pada eksplan
Stevia. Arang aktif diketahui efektif dalam menyerap senyawa fenolik dan metabolit sekunder lainnya, sehingga dapat
mencegah oksidasi yang memicu browning [27]. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa selama tiga hari setelah
media dibuat, 100% media tetap steril dan tidak mengalami kontaminasi, menandakan bahwa penambahan arang aktif
tidak mengganggu kondisi aseptik media, bahkan cenderung memperbaikinya [28].

Namun, keberhasilan awal ini tidak sepenuhnya berlanjut saat proses penanaman eksplan. Penanaman dilakukan
pada hari ketujuh setelah media siap, namun hasilnya menunjukkan bahwa sebanyak 50% media mengalami
kontaminasi secara tiba-tiba. Investigasi penyebab kontaminasi menunjukkan adanya faktor teknis, yakni tutup botol
yang berkarat akibat terciprat media panas saat proses penuangan. Karat ini berpotensi menjadi tempat
berkembangnya mikroorganisme dan memicu kontaminasi internal. Di sisi lain, sebagian kontaminasi lainnya juga
disebabkan oleh masuknya mikroba dari luar, diduga melalui udara atau kontak permukaan alat yang tidak sepenuhnya
steril [29].

Gamabar 5. Sampel percobaan Ke-2

Penanaman tetap dilanjutkan pada 50% media yang tersisa dan tampak bersih, namun hasilnya menunjukkan

bahwa semua eksplan yang ditanam tetap mengalami kontaminasi, meskipun telah dilakukan sterilisasi maksimal di
bawah laminar air flow di sinari lampu UV selama 30 menit sebelum dan sesudah penanaman. Hal ini menjadi indikasi
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bahwa kontaminasi tidak semata-mata berasal dari lingkungan luar, tetapi bisa juga berasal dari eksplan itu sendiri

karena endofit (mikroba dari dalam jaringan tanaman) atau karena senyawa eksplan yang rusak selama proses

sterilisasi. Faktor lingkungan sebetulnya sudah dikondisikan secara optimal. Proses kultur dilakukan dalam ruang

steril dengan suhu yang dikontrol pada 18°C, yang tergolong ideal untuk menghambat pertumbuhan mikroorganisme.

Namun, hasil yang tetap menunjukkan kontaminasi menandakan bahwa penyebab utama bukan dari suhu atau ruang

inkubasi, melainkan lebih kepada proses awal penanaman dan kualitas eksplan itu sendiri[30].

Gambar 6. Eksplan Terkontaminasi Mikroba



Dugaan lain yang perlu diperhatikan adalah bahwa penambahan arang aktif, meskipun berhasil menekan

browning, juga dapat menyerap nutrien atau ZPT alami yang ditambahkan dari ekstrak bawang merah dan kecambah,
sehingga mempengaruhi keseimbangan media secara keseluruhan [21]. Selain itu, arang aktif juga dapat mengganggu
pH media jika tidak dikontrol dengan tepat. Ketidakseimbangan ini bisa memicu stress fisiologis pada eksplan, yang
kemudian menjadi pintu masuk kontaminasi.

Berdasarkan hasil percobaan kedua ini, dapat disimpulkan bahwa meskipun langkah perbaikan dengan arang

aktif memberikan hasil positif dalam mengurangi browning, pengendalian teknis sterilisasi alat dan akurasi saat proses
penanaman tetap menjadi tantangan utama. Kontaminasi akibat faktor non-biologis seperti tutup botol berkarat
menunjukkan bahwa keberhasilan kultur jaringan sangat sensitif terhadap detail kecil dalam proses pelaksanaan.
Evaluasi menyeluruh terhadap kebersihan alat, eksplan yang digunakan, hingga teknik handling perlu terus
ditingkatkan agar memperoleh hasil kultur yang optimal dan bebas kontaminasi [31].

C. Hasil Percobaan Ketiga

Percobaan ketiga dilakukan dengan pendekatan berbeda, yaitu menggunakan media dasar sederhana tanpa
garam-garam kompleks dari MS (Murashige and Skoog). Komposisi media terdiri dari air, agar, Gandasil B, serta
ZPT alami (ekstrak bawang merah dan kecambah) sesuai perlakuan. Formulasi ini berdasarkan literatur yang
merekomendasikan "0 MS" sebagai media inisiasi untuk kultur jaringan Stevia, karena tanaman ini tergolong sensitif
terhadap konsentrasi garam mineral tinggi pada fase awal kultur [21].

Gambar 7. Media 0 MS Percobaan Ke-3

Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa media dengan formulasi ini memiliki stabilitas sterilitas yang sangat

baik. Seluruh media tidak mengalami kontaminasi, bahkan terdapat satu media yang dibiarkan tanpa penutup dan tetap
bebas dari mikroorganisme, meskipun ditanami eksplan tambahan. Hal ini menunjukkan bahwa formulasi media yang
lebih ringan, tanpa komponen kompleks seperti MS, tidak hanya mendukung sterilitas yang lebih tinggi, tetapi juga
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mengurangi potensi mikroba berkembang, karena ketersediaan nutrisi yang lebih terbatas bagi mikroorganisme,

namun masih mencukupi untuk eksplan tanaman[21].

Gambar 8.Tunas Di Ruas Eksplan Gambar 9. Tunas di dalam media Gambar 10. Tunas menembus media

Hasil penanaman eksplan selama 7 hari menunjukkan respon yang sangat positif. Teramati adanya pertumbuhan
tunas-tunas baru, yang merupakan indikator awal keberhasilan regenerasi. Perlakuan dengan ekstrak bawang merah
memberikan hasil paling signifikan dalam merangsang pertumbuhan tunas, dibandingkan perlakuan lain. Hal ini dapat
dikaitkan dengan kandungan ZPT alami dalam bawang merah, terutama auksin dan sitokinin dalam rasio yang
mendukung inisiasi dan pemanjangan tunas [26]. Beberapa literatur menyebutkan bahwa bawang merah mengandung
senyawa seperti IAA (Indole-3-Acetic Acid) dan zeatin, yang berperan penting dalam proses morfogenesis tanaman.
Perlakuan dengan ekstrak kecambah dan BAP (ZPT sintetis sebagai kontrol) menunjukkan hasil yang sebanding,
yaitu adanya pertumbuhan tunas, meskipun tidak sekuat ekstrak bawang merah. Ini menunjukkan bahwa baik ZPT
alami dari kecambah maupun bahan sintetis tetap memiliki efek biologis, namun efektivitasnya masih dipengaruhi
oleh konsentrasi dan komposisi masing-masing.

Meskipun hasilnya ada yang berhasil, percobaan ini juga mengalami browning pada beberapa eksplan, serupa
dengan yang terjadi pada percobaan pertama. Hal ini disebabkan karena tidak adanya penambahan arang aktif dalam
media. Seperti diketahui, Stevia merupakan tanaman dengan kandungan flavonoid tinggi, dan dalam kondisi kultur in
vitro yang tertutup, senyawa ini cenderung terakumulasi dan teroksidasi menjadi senyawa toksik yang menyebabkan
browning, kerusakan jaringan [5], dan berpotensi menghambat pertumbuhan tunas lebih lanjut. Ketidakhadiran arang
aktif dalam media menjadi titik lemah dalam formulasi ini, mengingat pada percobaan kedua, penggunaan arang aktif
terbukti mampu mencegah browning meskipun tidak sepenuhnya menyelamatkan eksplan dari kontaminasi.

Secara keseluruhan, percobaan ketiga memberikan hasil paling tampak dibandingkan dua percobaan sebelumnya.
Kombinasi media ringan dengan ZPT alami terbukti efektif dalam mendukung pertumbuhan awal kultur Stevia,

selama penanganan sterilisasi dan kualitas eksplan tetap terjaga. Keseimbangan antara kesederhanaan media dan
pengendalian fisiologis tanaman, seperti penggunaan arang aktif dan pemilihan eksplan yang tepat, tetap menjadi
kunci penting dalam mengoptimalkan hasil kultur jaringan Stevia ke tahap lanjut, seperti perbanyakan massal atau
regenerasi tanaman utuh.

Pertumbuhan tunas yang baik pada percobaan ketiga disebabkan oleh penggunaan media dengan kandungan

nutrisi yang lebih ringan dan mudah diserap oleh eksplan, dibandingkan media MS penuh. Media berbasis air, agar,
dan Gandasil B memberikan nutrien makro dan mikro dalam jumlah seimbang namun tidak berlebih, sehingga eksplan
Stevia yang sensitif terhadap konsentrasi garam tinggi tidak mengalami stres osmotik [32]. Formulasi ini mendukung
proses pembelahan dan diferensiasi sel secara optimal, sehingga mendukung regenerasi tunas secara aktif. Nutrisi
yang ringan juga meminimalkan akumulasi senyawa metabolit yang berpotensi memicu browning, sehingga eksplan



dapat bertahan dan tumbuh lebih baik dalam jangka waktu awal kultur.
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Gambar_11. Ulangan 1_ Gambar 12. Ulangan 2 Gambar 13. Ulangan 3 Gambar 14. Ulangan 4

Pada perlakuan dengan ekstrak bawang merah, hasilnya merupakan yang paling baik di antara perlakuan lain,

dengan kemunculan 9 tunas pada ulangan ke-1 dan 11 tunas pada ulangan ke-3. Hal ini diduga besar disebabkan oleh
kandungan ZPT alami dalam bawang merah, seperti auksin (IAA) dan sitokinin (zeatin), yang berperan dalam
merangsang pembentukan tunas dan pembelahan sel [33]. Selain itu, bawang merah juga mengandung senyawa sulfur
dan antioksidan yang membantu mengurangi stres oksidatif pada eksplan, sehingga proses morfogenesis dapat
berlangsung lebih efektif.

Tabel 1. Hasil pengamatan dengan perlakuan esktrak bawang merah 7 hari setelah tanam
Perlakuan Ulangan Sampel Panjang Sampel Jumlah Tunas
S + BM
1
A20,1cm7
B13cm2
2
A12,1cm6
B 10,2cm 4
3
A 18,2cm 6
B159cm5
4
A 15,9cm 2
B7,4cm?2
Pada percobaan ketiga, perlakuan dengan kode S + BM adalah media sederhana ditambahkan ekstrak bawang
merah menunjukkan hasil paling signifikan dalam merangsang pertumbuhan tunas. Hal ini terlihat dari kemunculan 7
dan tunas pada ulangan 1 sampel A dan 6 tunas pada ulangan 2 sampel A dan ulangan 3 sampel A, menjadikannya
perlakuan dengan rata-rata tunas terbanyak dibandingkan perlakuan lain. Bawang merah mengandung senyawa auksin
dan sitokinin alami yang bekerja efektif dalam merangsang pembelahan sel dan inisiasi tunas pada jaringan muda
stevia.
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Sementara itu, perlakuan dengan BAP (Benzyl Amino Purine) juga menunjukkan hasil yang cukup baik, dengan

pertumbuhan tertinggi sebesar 9 tunas pada ulangan pertama dan 5 tunas pada ulangan kedua. Efektivitas BAP diduga

berasal dari konsentrasi dan jenis ZPT yang sesuai, yang bekerja secara langsung dalam memicu inisiasi tunas. Namun,

efeknya tidak sekuat ekstrak bawang merah, diduga karena BAP tidak mengandung senyawa pendukung alami lain

seperti antioksidan atau senyawa organik minor yang juga mendukung regenerasi [34].

Tabel 2. Hasil pengamatan dengan perlakuan ekstrak kacang hijau 7 hari setelah tanam
Perlakuan Ulangan Sampel Panjang Sampel Jumlah Tunas
S + BAP

1

A16,5cm6

B11,4cm4

2

A 16,5cm 3

B11cm2

3

A 14,6 cm1

B 15,7 cm 2

4

A18cm 3

B 13,6 cmO0

Perlakuan dengan kode S + BAP adalah media sederhana dengan tambahan ZPT (Benzyl Amino Purine) masih



menunjukkan hasil yang cukup baik. Jumlah tunas yang muncul mencapai 6 tunas pada perlakuan ulangan 1 sampel
A 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.

Gambar 19. Ulangan 1 Gambar 20. Ulangan 2 Gambar 21. Ulangan 3 Gambar 22. Ulangan 4

Pada perlakuan dengan ekstrak kecambah kacang hijau, hasil pertumbuhan tunas tergolong paling rendah, yaitu

6 tunas pada ulangan ke-1 dan 5 tunas pada ulangan ke-4, dan tidak menunjukkan pertumbuhan pada ulangan ke-2.
Hal ini diduga karena variasi kandungan ZPT dalam ekstrak kecambah lebih fluktuatif tergantung umur dan kondisi
kecambah saat diekstrak. Selain itu, kadar auksin dan sitokinin dalam ekstrak ini diduga belum seimbang secara
optimal untuk mendorong pertumbuhan tunas, atau bisa jadi terjadi degradasi senyawa aktif jika proses ekstraksi tidak
dilakukan dengan tepat [35]. Ketidakteraturan ini membuat perlakuan kecambah kurang konsisten dalam merangsang
pertumbuhan tunas.
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Perlakuan Ulangan Sampel Panjang Sampel Jumlah Tunas

S +KH

1

A17,3cm 3

B11,1cm 3

2

A13cm0

B13,2cm0

3

A18,1cm0

B 15,4 cm 2

4

A18,7cm5

B14,5cm 1

Sementara itu, perlakuan dengan kode S + KH adalah media sederhana yang ditambahkan ekstrak kecambah
kacang hijau menunjukkan hasil yang kontras. Hanya ada 1 pelakuanyang hasilnya cukup baik dengan munculnya 5
tunas pada perlakuan ulangan 4 sampel A 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.

Faktor panjang eksplan dan jumlah ruas batang juga sangat memengaruhi jumlah tunas yang muncul. Eksplan
dengan ruas lebih banyak memberikan potensi meristematik yang lebih besar [36] karena setiap ruas mengandung
tunas aksiler yang siap tumbuh bila dirangsang ZPT. Namun demikian, tidak selalu eksplan yang panjang
menghasilkan lebih banyak tunas, karena keberhasilan pertumbuhan juga ditentukan oleh kualitas jaringan eksplan
(misalnya jaringan tua atau terlalu muda), kandungan fenolik yang tinggi yang bisa menghambat pertumbuhan, serta
berpotensi kerusakan jaringan saat proses sterilisasi. Dengan demikian, keberhasilan penumbuhan tunas tidak hanya
ditentukan oleh jenis ZPT atau ekstrak alami yang digunakan, namun juga sangat dipengaruhi oleh faktor fisiologis
eksplan, kondisi lingkungan kultur, dan interaksi antara hormon dan jaringan. Kombinasi media rendah nutrisi seperti
0 MS dengan ZPT alami terbukti menjadi pendekatan yang menjanjikan dalam kultur jaringan Stevia yang lebih
murah dan efektif.

D. Penyebab Kontaminasi

Kontaminasi merupakan salah satu kendala utama dalam teknik kultur jaringan yang dapat menggagalkan

keseluruhan proses. Pada percobaan pertama, kontaminasi diperkirakan disebabkan oleh beberapa faktor. Pertama,
kondisi suhu inkubasi yang tidak stabil dapat memicu pertumbuhan mikroorganisme, terutama jika terlalu hangat atau
tidak sesuai dengan standar suhu kultur jaringan (sekitar 18—25°C). Kedua, lingkungan kerja yang kurang steril, seperti
ruang tanam yang tidak tertutup rapat atau laminar airflow yang tidak dibersihkan dengan optimal, berpotensi
masuknya spora dan mikroba dari udara. Ketiga, kontaminasi saat penanaman terjadi karena eksplan belum benar-
benar bersih dari mikroba endofit atau karena alat tanam tidak disterilkan sempurna. Selain itu, dugaan lain berasal
dari media yang telah tercemar sebelum autoklaf, seperti botol atau gelas ukur yang kurang bersih sebelum pembuatan
media [37].

Pada percobaan kedua, meskipun media ditambahkan arang aktif untuk mengatasi browning, justru muncul
kontaminasi baru. Diduga penyebabnya adalah arang aktif yang tidak disterilisasi secara menyeluruh sebelum
dicampurkan ke dalam media, karena arang bersifat poros dan mudah membawa mikroba jika tidak diautoklaf dengan
baik. Faktor kedua adalah karat pada tutup botol, yang muncul karena media panas terciprat ke bagian logam saat
penuangan, menciptakan kondisi ideal bagi mikroorganisme tumbuh. Selanjutnya, kontaminasi saat proses penanaman
meskipun dilakukan di laminar airflow, bisa saja terjadi jika UV lamp tidak cukup lama dinyalakan [38], atau
tangan/operator menyentuh area steril secara tidak sengaja. Selain itu, eksplan yang digunakan membawa kontaminasi



dari jaringan dalam (endofit) yang tidak dapat dibasmi hanya dengan sterilisasi permukaan.

Sementara itu, pada percobaan ketiga tidak ditemukan kontaminasi sama sekali, bahkan pada media yang

dibiarkan tanpa penutup. Hal ini menunjukkan bahwa semua tahap telah dilakukan secara optimal. Diduga n
keberhasilan ini disebabkan oleh media yang lebih ringan, yang tidak menyediakan nutrisi berlebih bagi
mikroorganisme, sehingga menurunkan risiko pertumbuhan kontaminan. Selain itu, lingkungan kerja dan alat yang
digunakan sangat steril, serta teknik penanaman dilakukan dengan hati-hati dan aseptik. Penyesuaian suhu ruangan
menjadi 18°C [39], serta pemilihan eksplan yang lebih sehat dan bersih juga mendukung keberhasilan ini. Kombinasi
dari semua faktor tersebut menjadikan percobaan ketiga sebagai bukti penting bahwa keberhasilan kultur jaringan
sangat bergantung pada konsistensi teknik, kebersihan, dan kontrol lingkungan yang ketat.
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E. Kontaminan

Selama proses budidaya kultur jaringan Stevia, ditemukan beberapa jenis kontaminan dengan karakteristik

berbeda dalam setiap percobaan. Pada percobaan pertama, ditemukan dua jenis kontaminan utama. Kontaminan
pertama berupa cairan bening yang berbau mirip fermentasi nira, diduga besar disebabkan oleh kontaminasi bakteri
asam laktat, seperti Lactobacillus sp. Bakteri ini biasanya tumbuh di lingkungan yang kaya akan gula atau senyawa
organik, dan menghasilkan aroma yang mirip dengan tape atau nira. Kehadiran bakteri ini bisa menunjukkan bahwa
eksplan atau media terkontaminasi oleh mikroorganisme fermentatif dari lingkungan sekitar atau dari jaringan

tanaman itu sendiri. Kontaminan kedua pada percobaan pertama berupa gumpalan putih yang halus seperti bulu kapas,
yang sangat khas dan menunjukkan adanya jamur dari genus Penicillium atau Trichoderma. Jamur ini sering muncul
dalam kultur jaringan bila terjadi kebocoran aseptik atau ada bagian alat/media yang lembap [40]. Jamur ini
berkembang dengan cepat dan menyebar melalui spora udara, sehingga sangat mudah mengkontaminasi kultur jika
kebersihan laminar flow, alat tanam, atau eksplan tidak optimal.

Pada percobaan kedua, ditemukan kontaminasi yang lebih beragam. Pertama, terdapat cairan berwarna

kekuningan dengan bau asam tajam, yang sangat mengarah pada infeksi bakteri gram negatif seperti Pseudomonas sp.
atau Enterobacter sp.. Bakteri jenis ini tumbuh cepat dalam media kaya nutrien dan dapat menyebabkan eksplan
membusuk dengan cepat, serta memicu perubahan warna dan bau pada media. Kedua, muncul kontaminasi berupa
gumpalan bulu putih dan hitam, yang menunjukkan kombinasi jamur dari genus Aspergillus dan Rhizopus [40]. Warna
gelap dan tekstur berbulu tebal merupakan ciri khas jamur yang tumbuh agresif di permukaan media dengan
kelembaban tinggi atau akibat kerusakan wadah seperti tutup yang tidak rapat [41]. Selain kontaminasi
mikroorganisme, pada percobaan kedua juga ditemukan kontaminasi berupa karat pada tutup jar, yang bersifat non-
biologis namun tetap merusak kultur. Karat tersebut diduga berasal dari cipratan media panas yang mengenai bagian
logam tutup jar, menyebabkan oksidasi. Karat ini bukan hanya menjadi sumber cemaran logam berat yang toksik bagi
tanaman, tetapi juga dapat menjadi tempat tumbuhnya mikroorganisme tertentu. Karat juga dapat merusak segel steril
wadah, sehingga mempermudah masuknya kontaminan dari udara luar [42].

Secara keseluruhan, berbagai jenis kontaminasi ini menunjukkan bahwa keberhasilan kultur jaringan sangat
tergantung pada pengendalian ketat terhadap kebersihan, kelembaban, suhu, dan perlakuan media serta eksplan. Setiap
jenis kontaminan memberikan dampak berbeda terhadap eksplan dan memerlukan pendekatan pencegahan yang
spesifik agar tidak mengganggu proses regenerasi tanaman.

IV. SIMPULAN

Dari hasil semua percobaan, bisa disimpulkan bahwa media sederhana yang terdiri dari air, agar-agar, Gandasil

B, dan ZPT alami seperti ekstrak bawang merah serta kecambah mampu membantu pertumbuhan awal eksplan Stevia
secara efektif, terutama ketika proses kehitaman berhasil dikurangi. Dari semua bahan tersebut, ekstrak bawang merah
terbukti paling baik dalam memicu pertumbuhan tunas, menunjukkan bahwa ZPT alami memiliki potensi besar

sebagai alternatif yang ramah lingkungan dan lebih ekonomis dibandingkan ZPT sintetis. Selain itu, penggunaan
media “0 MS” pada tahap awal ternyata mampu menciptakan lingkungan yang stabil dan bebas dari kontaminasi.
Namun, untuk mencapai hasil kultur jaringan yang optimal, perlu diperhatikan beberapa faktor penting, seperti
pengendalian senyawa fenolik dengan arang aktif, sterilisasi alat dan bahan yang menyeluruh, serta teknik penanaman
yang tepat. Kombinasi pendekatan ilmiah dan teknis ini sangat penting untuk menghindari kegagalan kultur akibat
kontaminasi atau stres fisiologis tanaman. Oleh karena itu, penelitian lanjutan dapat difokuskan pada optimalisasi
konsentrasi ZPT alami dan penggunaan agen anti-browning, agar regenerasi eksplan Stevia dapat berlanjut hingga
fase multiplikasi dan aklimatisasi.
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LAMPIRAN
Sterilisai 1 Stok media 1 eskplan media 1
5
Penyimpanan media 1di box steril kontaminasi percobaan 1 media percobaan 2
Kontaminasi percobaan 2 media kontaminasi 2 media percobaan 3
Sterilisasi UV media 3 penanaman eksplan 3 sterilisasi dengan aquases
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Sterilisasi dengan antracol tanaman eksplan
Blender semua bahan media Ph media pemanasan media
Paket MS 1 liter gula air kelapa muda

Kentang tomat  wortel

Page | 17

Copyright © Universitas Muhammadiyah Sidoarjo. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (CC BY).

The use, distribution or reproduction in other forums is permitted, provided the original author(s) and the copyright owner(s) are credited and
that the original

publication in this journal is cited, in accordance with accepted academic practice. No use, distribution or reproduction is permitted which
does not comply

with these terms.

Kecambah arang aktif gandasil B
TABEL HASIL PENGAMATAN
Perlakuan Ulangan Sampel Panjang Sampel Jumlah Tunas
S + BM

1

A20,1cm?7

B13cm2

2

A12,1cm6

B 10,2cm 4

3

A18,2cm6

B159cm5

4

A159cm 2

B7,4cm?2

Perlakuan Ulangan Sampel Panjang Sampel Jumlah Tunas
S + BAP

1

A16,5cm 6

B11,4cm4



2

A16,5cm 3
B11cm2
3

A 14,6 cm 1
B 15,7 cm 2
4

A18cm3
B 13,6 cm O

Perlakuan Ulangan Sampel Panjang Sampel Jumlah Tunas
S + KH

1

A17,3cm 3
B11,1cm3
2
A13cm0
B13,2cm0
3
A18,1cmO0
B 15,4 cm 2
4
A18,7cm5
B14,5cm 1



