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RINGKASAN

Agung Eko Kurniawan. Penelitian berjudul : “Induksi Kalus
Embriogenik dari Eksplan Kotiledon Kubis (Brassica oleracea) dengan
Pemberian Berbagai Konsentrasi 2,4-D dan Benzyl Amino Purine” dibimbing oleh
Assoc. Prof. Ir. Dartius, M.S., selaku ketua komisi pembimbing dan Ir. Aidi
Daslin Sagala, M.S., selaku anggota komisi pembimbing. Penelitian bertujuan
untuk menghasilkan perbanyakan kalus embriogenik kubis dari eksplan kotiledon
melalui teknik in-vitro dengan aplikasi berbagai konsentrasi 2,4-D dan BAP yang
sesuai dalam media Murasige dan Skoog (MS). Penelitian menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial yang terdiri dari faktor konsentrasi
2,4-D yaitu : Do = 0 mg/l (kontrol), D1 = 2 mg/l, D, = 4 mg/l, D3 = 6 mg/l dan
faktor konsentrasi BAP yaitu : By = 0 mg/l (kontrol), B; = 0,01 mg/l, B, = 0,02
mg/l, Bz = 0,03 mg/l. Perlakuan diulang 3 kali dengan jumlah sampel eksplan
4splan perpetridish. Parameter yang diukur adalah persentase hidup, persentase
kalus, persenta sekalus embriogenik, berat kalus dan volume kalus. Data dianalisa
menggunakan analisis sidik ragam Rancangan Acak Lengkap dan diikuti dengan
uji beda rataan menurut metode Duncan. Hasil penelitian menunjukkan
keberhasilan hidup eksplan sebesar 100% dengan pemberian konsentrasi 2,4-D
dan BAP. Perlakuan 2,4-D dengan konsentrasi 2-4 mg/l memberikan pengaruh
terbaik terhadap persentase kalus, persentase kalus embriogenik, berat kalus dan
volume kalus. Perlakuan BAP serta interaksi 2,4-D dan BAP berpengaruh tidak
nyata terhadap semua variabel yang diamati.



SUMMARY

Agung Eko Kurniawan. The study entitled: "Induction of Embryogenic
Callus from Cabbage Cotyledon Explants (Brassica oleracea) by Treatments of
Various Concentrations of 2,4-D and Benzyl Amino Purine” was supervised by
Assoc. Prof. Ir. Dartius, MS, as chairman of the supervisory commission and Ir.
Aidi Daslin Sagala, MS, as a member of the supervisory committee. The objective
of study was to reproduce the embryogenic callus of cabbage from cotyledonous
explants through an in vitro with the application of various concentrations of 2,4-
D and appropriate BAP in Murasige and Skoog (MS) media. The study used a
factorial Completely Randomized Design (CRD) consisting of a concentration
factor of 2,4-D, namely: Do = 0 mg/l (control), D; = 2 mg/l, D, = 4 mg/l, D3 = 6
mg/l and BAP concentration factors are: By = 0 mg/l (control), B; = 0.01 mg/I, B,
= 0.02 mg/l, B; = 0.03. The treatment was three times with a total sample of 4
explants perpetridish. Parameters measured were percentage of survival,
percentage of callus, percentage of embryogenic calus, callus weight and callus
volume. Data were analyzed using analysis of variance in Completely
Randomized Design and followed by a mean difference test according to
Duncan's method. The results showed that the explants' survival success was
100% with the giving of 2,4-D and BAP concentrations. 2,4-D treatment with a
concentration of 2-4 mg/l gave the best effect on callus percentage, embryogenic
callus percentage, callus weight and callus volume. BAP treatment and the
interaction of 2,4-D and BAP had no significant effect on all observed variables.
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PENDAHULUAN
Latar belakang

Kubis (Brassica oleracea) merupakan salah satu jenis sayuran yang
banyak dikonsumsi karena berbagai bermanfaat sebagai sumber vitamin A, B, dan
C, mineral, karbohidrat, dan protein yang berguna bagi kesehatan. Tanaman
kubis, seperti beberapa jenis sayuran lainnya, memiliki sifat mudah rusak,
produksi musiman, dan tidak tahan disimpan lama. Sifat mudah rusak ini dapat
disebabkan oleh daun yang lunak dan kandungan air cukup tinggi, sehingga
mudah rusak secara fisik, oleh gangguan hama atau penyakit tanaman.

Salah satu strategi untuk memenuhi permintaan pasar, baik dalam negeri
maupun luar negeri adalah peningkatan kualitas dan kuantitas produksi kubis.
Pengembangan budidaya kubis memiliki prospek yang cerah, yaitu dapat
menunjang perbaikan gizi, meningkatkan ekspor nonmigas, memperluas
kesempatan kerja, mengembangkan agribisnis, melestarikan serta meningkatkan
kualitas lingkungan. Meskipun demikian, fakta di lapangan menunjukkan bahwa
pengembangan masih terbatas disebabkan, antara lain karena masih terbatasnya
informasi mengenai aspek budidaya dan sosial ekonomi (Erida dkk., 2010).

Perbanyakan tanaman dengan kultur jaringan telah banyak dilakukan
terutama pada tanaman yang bernilai ekonomi tinggi, seperti tanaman hias,
tanaman pangan, maupun tanaman hortikultura. Teknik kultur jaringan juga

merupakan pemecahan masalah terhadap tanaman yang sulit berbiji, daya



kecambah yang rendah ataupun tanaman hibrida. Kultur jaringan ini memberikan
bibit tanaman yang memiliki kualitas sangat baik dan bebas dari penyakit
sehingga tanaman tersebut bias tahan lama. Selain itu ingin mendapatkan bibit
tanaman yang hasilnya banyak tetapi hanya membutuhkan waktu yang relatif
singkat. Atau jika kita memiliki induk tanaman yang berkualitas, kita bisa
melakukan kultur jaringan pada tanaman ini, mulai dari rasa buahnya yang sama,
ukuran buahnya yang sama bahkan warnanya juga sama (Rubatzky, 2001).

Dalam perbanyakan tanaman secara kultur jaringan merupakan suatu
metode perbanyakan tanaman yang dilakukan secara vegetatif, yakni
membudidayakan jaringan tanaman menjadi tanaman kecil yang memiliki sifat
yang identik dengan induknya. Kalus adalah sel yang terdeferensiasi yang belum
diketahui apakah dapat berkembang menjadi organ berupa tunas atau akar. Inisiasi
dari pembentukan kalus disebut induksi kalus kemungkinan besar banyak jenis
spesies tanaman yang berbeda dapat menghasilkan kalus dan kemudian tumbuh
pada fase pertumbuhan selanjutnya. Kalus yang tumbuh dan berkembang pada
fase regenerasi disebut kalus embriogenik (Pierik, 1989).

Untuk pengembangan kalus embriogenik dapat dengan berbagai bahan
kimia antara lain hormon pertumbuhan endogen, auksin dan sitokinin. 2,4-D
adalah salah satu auksin (hormon pertumbuhan) yang berperan dalam
pertumbuhan kalus dari eksplan dan menghambat regenerasi pucuk tanaman.
Sedangkan pembentukan tunas lebih dipengaruhi oleh hormon sitokinin. Benzyl
Amino Purine (BAP) termasuk hormon sintetik dari jenis sitokinin yang memiliki
sifat lebih stabil dan kuat dibandingkan jenis hormon sitokinin lainnya seperti
kinetin dan zeatin. Secara umum, BAP memiliki pengaruh utama pembentukan

tunas, multiplikasi tunas dan mamacu pembelahan sel dalam metabolisme



tanaman untuk membentuk bagian/organ yang diperlukan. Kelompok auksin yang
biasa digunakan untuk pengakaran dan induksi kalus selain 2,4-D pada kultur
jaringan adalah NAA (Naphthalene Acetic Acid) dan IBA (Indole-3- Butyric
Acid) (Akbar dkk., 2017).

Berdasarkan senyawa 2,4-D dengan konsentrasi 4 mg/l dalam modifikasi
media MS telah berhasil menginduksi kalus embriogenik sebesar 80% dari total
eksplan sekutelum yang dikultur. Kalus embriogenik ditandai dengan warna kalus
kekuningan, struktur friable dengan bentuk nodular pada bagian permukaannya.
Penelitian Munshi dkk., (2007) telah berhasil menginduksi kalus dari eksplan
hipokotil dan kotiledon pada media MS mengandung 1 mg/l 2,4-D dan 0,5/l
NAA. Regenerasi tunas kemudian berhasil diinduksi dari kalus embriogenik
tersebut dengan memindahkan kedalam media MS yang mengandung 2 mg/l BA
dan 0,1 mg/l NAA.

Regenerasi plantlet secara kultur jaringan diharapkan dapat menjadi
alternatif dalam penyediaan bahan tanaman yang mempunyai karakter superior.
Keterbatasan bahan tanaman hibrida (F1) yang sama dengan tetuanya menjadi
latar belakang penelitian untuk mencari alternatif penyediaan bahan tanaman yang
sama dengan induknya melalui teknik kultur jaringan, yaitu induksi tunas dari
eksplan hipoktil kubis F1 hibrida (Panjaitan dkk., 2009).

Tujuan Penelitian

Menginduksi kalus embriogenik dari eksplan kotiledon melalui pemberian

berbagai konsentrasi 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) dan Benzyl Amino

Purine (BAP).



Hipotesis
1. Perlakuan konsentrasi 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) berpengaruh
pada induksi kalus embriogenik dari eksplan kotiledon kubis
2. Perlakuan konsentrasi Benzyl Amino Purine (BAP) berpengaruh pada
induksi kalus embriogenik dari eksplan kotiledon kubis
3. Perlakuan interaksi konsentrasi 2,4-D dengan BAP berpengaruh pada
induksi kalus embriogenik dari eksplan kotiledon kubis

Kegunaan Penelitian

1. Sebagai salah satu syarat untuk menyelesaikan pendidikan S1 Program Studi
Agroteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Muhammadiyah Sumatera
Utara.

2. Sebagai bahan informasi untuk pengguna dalam pengembangan induksi kalus

embriogenik dari eksplan kotiledon tanaman kubis.



TINJAUAN PUSTAKA
Botani Kubis
Berdasarkan tata nama (sistematika) botani, tanaman kubis

diklasifikasikan ke dalam :

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Rhoeadales

Famili : Cruciferae

Genus : Brassica

Spesies : Brassica oleraceae (Harder dkk, 1965).

Kubis merupakan salah satu anggota dari keluarga tanaman kubis-kubisan
(Cruciferae). Bagian yang dikonsumsi dari sayuran ini adalah massa bunganya
atau disebut dengan “Curd”. Massa bunga kubis bunga umumnya berwarna putih
bersih atau putih kekuning — kuningan.

Akar

Tanaman memiliki akar tunggang dan akar serabut. Akar tunggang
tumbuh kepusat bumi (kearah dalam), sedangkan akar serabut tumbuh kearah
samping (horizontal), menyebar dan dangkal (20-30 cm). Dengan perakaran yang
dangkal tersebut, tanaman akan tumbuh cukup baik apabila ditanam pada tanah
yang gembur dan poros.

Batang

Batang tanaman tumbuh tegak dan pendek (sekitar 30 cm). Batang
tersebut berwarna hijau, tebal, dan lunak namun cukup kuat dan batang tanaman
ini tidak bercabang.

Daun



Daun tanaman kubis berbentuk bulat telur (oval) dengan bagian tepi daun
bergerigi, agak panjang. Daun tersebut berwarna hijau dan tumbuh berselang-
seling pada batang tanaman.

Bunga

Massa bunga (curd) terdiri dari bakal bunga yang belum mekar, tersusun
atas lebih dari 5000 kuntum bunga dengan tangkai pendek, sehingga tampak
membulat padat dan tebal berwarna putih bersih atau putih kekuning - kuningan.
Diameter massa bunga kubis bunga dapat mencapai lebih dari 20 cm dan memiliki
berat antara 0,5 kg — 1,3 kg, tergantung varietas dan kecocokan tempat tanam.
Buah dan Biji

Bunga-bunga kubis tersusun dalam suatu tandan (inflorescentia) dan
mekarnya bunga-bunga tersebut terjadi secara berurutan dari yang tertua ke yang
muda. Pada tandan ini buah-buah yang terletak paling bawah lebih tua daripada
buah di atasnya. Panjang tandan bunga dapat mencapai 1 — 2 m, tetapi panjang
tangkai bunganya hanya 1 — 2 cm. Rata-rata setiap hari dua bunga mekar dan
mahkota bunga layu setelah mekar dua hari.

Teknik Perbanyakan Tanaman Secara In-Vitro

Teknik perbanyakan mikro yang merupakan suatu bentuk aplikasi teknik
kultur jaringan dan bertujuan untuk perbanyakan tanaman telah terbukti sesuali
untuk perbanyakan kubis. Untuk memanfaatkan teknik ini secara optimal
diperlukan penguasaan kondisi yang tepat untuk pertumbuhan dan perkembangan
kubis secara in vitro. Salah satunya adalah pemakaian media kultur dengan
kandungan komponen-komponennya yang tepat dan mampu merangsang

perbanyakan tunas (Tuhuteru dkk., 2012).



Manfaat dan Kegunaan Perbanyakan Kultur In-Vitro

Kultur jaringan (tissue culture) adalah suatu teknik mengisolasi bagian-
bagian tanaman (sekelompok sel, jaringan, organ, protoplasma, tepung sari, ovari
dan sebagainya), ditumbuhkan secara tersendiri, dipacu untuk memperbanyak diri,
akhirnya diregenerasikan kembali menjadi tanaman lengkap yang mempunyai
sifat sama seperti induknya dalam suatu lingkungan yang aseptik (bebas hama dan
penyakit). Selanjutnya teknik ini juga disebut kultur in-vitro (in vitro culture)
yang artinya kultur di dalam wadah gelas. Dasar pengembangan kultur jaringan
adalah totipotensi. Totipotensi merupakan potensi suatu sel untuk dapat tumbuh
dan berkembang menjadi tanaman yang lengkap. Setiap sel akan beregenerasi
menjadi tanaman yang lengkap dan utuh apabila ditempatkan pada kondisi yang
sesuai.

Manfaat Kultur Jaringan Menurut Hendaryono dan Wijayani (1994) yang
bisa didapatkan dari kultur jaringan adalah sebagai berikut : a. Bibit dapat
diperbanyak dalam jumlah besar dan relatif cepat. b. Bibit unggul, cepat berbuah
serta tahan hama dan penyakit. c. Seragam atau sama dengan induknya, tetapi
dapat juga menimbulkan keberagaman. d. Efisiensi tempat dan waktu. e. Tidak
tergantung musim, dapat diperbanyak secara kontinyu. f. Untuk skala besar biaya
lebih murah. g. Cocok untuk tanaman yang sulit beregenerasi. h. Menghasilkan
tanaman bebas virus. i. Menghasilkan bahan bioaktif/metabolit sekunder tanpa
menanam di luar atau di lapang. j. Kultur jaringan sesuai dengan program
pemuliaan konvensional seperti penyelamatan embrio. k. Produksi bahan-bahan
sekunder dapat melalui kultur sel, jaringan, danorgan. I. Proses tukar-menukar
plasma nutfah menjadi lebih mudah. m. Plasma nutfah bisa disimpan dalam

bentuk sel-sel yang kompeten dalam regenerasi selanjutnya (Giarsiana, 2016).



Zat Pengatur Tumbuh Tanaman

Penggunaan zat pengatur tumbuh dalam kultur jaringan tanaman sangatlah
penting Yyaitu untuk mengontrol organogenesis dan morfogenesis dalam
pembentukan dan perkembangan tunas dan akar serta pembentukan kalus. Ada
dua golongan zat pengatur tumbuh tanaman yang sering digunakan dalam kultur
jaringan, yaitu sitokinin dan auksin. Yang termasuk golongan sitokinin antara lain
BA (benzil adenin), kinetin (furfuril amino purin), 2-Ip (dimethyl allyl amino
purin), dan zeatin. Penggunaan zat pengatur tumbuh di dalam kultur jaringan
tergantung pada arah pertumbuhan jaringan yang diinginkan. Untuk pembentukan
tunas pada umumnya digunakan sitokinin, sedangkan untuk pembentukan akar
atau pembentukan kalus digunakan auksin. Sitokinin merupakan senyawa derifat
adenin yang dicirikan olen kemampuannya menginduksi pembelahan sel (cell
division) pada jaringan. Bentuk dasar dari sitokinin adalah adenin (6-amino
purine). Adenin merupakan bentuk dasar yang menentukan terhadap aktifitas
sitokinin. Sitokinin alami (endogen) adalah zeatin dan dihidrozatin, sedangkan
sitokinin sintetik yaitu zeatin, BA, BAP, 2-iP, IPA, PA dan Kinetin (Haris dkk.,
2015).

Fungsi dan Peranan 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)

Induksi kalus embriogenik pada kebanyakan spesies memerlukan
konsentrasi auksin yang tinggi. Auksin 2,4-D biasanya digunakan didalam media
kultur secara bersendirian maupun dikombinasi dengan sitokinin (BAP, BA,
kinetin). Konsentrasi auksin yang tinggi untuk induksi kalus bagaimanapun dapat

menghambat pengembangan terbentuknya somatik embrio pada tahap yang tinggi



media tanpa hormon biasanya digunakan untuk pengembangan lanjutan dari kalus
embriogenik menjadi somatik embrio (Phillips dkk., 1995).
Fungsi dan Peranan Benzyl Amino Purine (BAP)

Benzyl Amino Purine (BAP) adalah generasi pertama sintetik sitokinin
yang merangsang pembelahan sel. Sitokinin (BAP) berfungsi sebagai perangsang
pertumbuhan tunas, berpengaruh terhadap metabolism sel, pembelahan sel,
merangsang sel, mendorong pembentukan buah dan biji, mengurangi dormansi
apikal, serta mendorong inisiasi tunas lateral. Sitokinin diproduksi dalam jaringan
yang sedang tumbuh aktif, khususnya pada akar, embrio, dan buah. Sitokinin yang
diproduksi di dalam akar, akan sampai ke jaringan yang dituju, dengan bergerak
ke bagian atas tumbuhan di dalam cairan xylem. Bekerja bersama-sama dengan
auksin; sitokinin menstimulasi pembelahan sel dan mempengaruhi lintasan
diferensiasi. Efek sitokinin terhadap pertumbuhan sel didalam kultur jaringan,
memberikan petunjuk tentang bagaimana jenis hormon ini berfungsi di dalam
tumbuhan yang lengkap. Ketika satu potongan jaringan parenkhim batang
dikulturkan tanpa memakai sitokinin, maka selnya itu tumbuh menjadi besar
tetapi tidak membelah. Sitokinin secara mandiri tidak mempunyai efek. Akan
tetapi, apabila sitokinin itu ditambahkan bersama-sama dengan auksin, maka sel
itu dapat membelah. Sitokinin, auksin, dan faktor lainnya berinteraksi dalam
mengontrol dominasi apikal, yaitu suatu kemampuan dari tunas terminal untuk

menekan perkembangan tunas aksilar (Endang, 2010).

Jenis Kalus
Pertumbuhan dan morfogenesis dari jaringan tanaman didalam teknik In

Vitro sangat dipengaruhi oleh komposisi media kultur meskipun keperluan dasar



dari jaringan tanaman yang dikultur adalah sama pada jenis semua tanaman tetapi
dalam prakteknya komposis nutrisi yang merangsang pertumbuhan jaringan
berbeda antara satu formula dengan formula lainnya bergantung kepada jenis
spesies yang dikultur (Razdan, 2005).

Kalus adalah satu atau lebih sel atau jaringan yang terdifrensiasi yang
biasanya muncul dari pelukaan jaringan ataupun organ tanaman. Inisiasi
pembentukan kalus sering disebut induksi kalus. Pada eksplan yang diisolasi dari
beberapa spesies tanaman banyak yang berhasil diinduksi menjadi kalus.
Kemudian kalus tersebut tumbuh dan berkembang. Tidak semua kalus mampu
beregenerasi membentuk organ tanaman baik tunas maupun akar. Hanya kalus
embriogenik yang mampu beregenerasi menjadi organ tanaman baik tunas
maupun akar termasuk terbentuknya somatik embrio (Kirti, 1990).

Kalus Embriogenik dan Manfaatnya

Kalus embriogenik adalah kalus yang mampu beregenerasi menjadi organ
maupun plantlet. Organogenesis secara tidak langsung biasanya melalui peringkat
induksi kalus embriogenik. Organogenesis secara tidak langsung memerlukan dua
signal hormonal yang berbeda dimana pertama adalah menginduksi organ tunas
dan kemudian organ akar dalam dua media kultur yang berbeda konsentrasi
hormon rendah pada perkembangan sel embriogenik menjadi anak pokok
(plantlet) perlu mendapat perhatian didalam mengatur ritme perkembangan sel

(Bhojwani, 1983).



BAHAN DAN METODE

Tempat dan Waktu

Penelitian dilaksanakan pada bulan Mei sampai Juli 2019 di laboraturium
kultur jaringan Alifa Agricultural Research Centre (AARC), JI. Brigjen Katamso
No. 454/ 51C. Medan dengan ketinggian tempat + 25 meter diatas permukaan
laut.
Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan pada penelitian adalah eksplan kotiledon tanaman
kubis (Brassica oleraceae) hibrida F1 varietas Red Globe, media MS (Murashige
& Skoog, 1962), phytagel agar, sakarosa, zat pengatur tumbuh 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) dan Benzyl Amino Purine (BAP), NaOH
0,1N dan HCI 0,1N.

Alat yang digunakan adalah gelas ukur, erlenmeyer, cawan petri, batang
pengaduk, botol tutup biru (blue cup bottle), alat-alat diseksi (forcep, scalpel,
blade), kabinet LAF (Laminar Air Flow), lampu bunsen, penyemprot alkohol
(sprayer), pH meter (indikator pH), tabung reaksi (test tube), rak kultur, AC (Air
Conditioner), lampu, tisu, aluminium foil, kertas label, karet, plastik, microwave,
autoclave dan alat tulis.

Metode Penelitian
Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial,

dengan dua faktor yang diteliti, yaitu :



1. Faktor perlakuan konsentrasi 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (D) terdiri dari :
Do : 0 mg/l (kontrol)
D; : 2 mgl/l
D, : 4 mg/l
D3 : 6 mg/l
2. Faktor perlakuan konsentrasi Benzyl Amino Purine (B) terdiri dari :
Bo : 0 mg/l (kontrol)
B1 : 0,01 mg/l
B, : 0,02 mg/l
B; : 0,03 mg/l

Jumlah kombinasi perlakuan 4 x 4 = 16 kombinasi, yaitu :

DoBo D1Bg D,Bg D3Bo
DoB1 DB, D,B; D3B;
DoB> DB, D,B, DsB,
DoBs D1Bs D,Bs D3B3

Jumlah perlakuan :16 perlakuan

Jumlah ulangan : 3ulangan

Jumlah eksplan per perlakuan . 2 eksplan

Jumlah sampel per perlakuan . 2 sampel

Jumlah eksplan keseluruhan . 240 sampel

Metode Analisis Data



Data hasil penelitian dianalisis menggunakan analisis ragam mengikuti
prosedur Rancangan Acak Lengkap dandilanjutkan dengan uji beda rataan
menurut Duncan, mengikuti model matematik linier sebagai berikut :

Yijk = l + Dj + By + (DB)ji+ Eij

Dimana :

Yijk - Hasil parameter pengukuran dari faktor D pada taraf ke- j dan faktor B
pada taraf ke- k dalam ulangan ke- i

M . Efek nilai tengah

D; -Pengaruh faktor perlakuan D pada taraf ke- j

Bk . Pengaruh faktor perlakuan B pada taraf ke- k

DBjx  :Pengaruh interaksi perlakuan dari faktor D pada taraf ke- j dan faktor B
pada taraf ke- k

2 ijk . Pengaruh galat pada ulangan ke- i, factor D pada taraf ke- j dan factor
B pada taraf ke- k

Pelaksanaan Penelitian
Pensterilan Peralatan Kultur

Alat-alat kultur yang akan digunakan seperti gelas ukur, erlenmeyer,
cawan petri, batang pengaduk dan alat alat diseksi, (forcep, scalple dan blade)
terlebih dahulu dicuci bersih, dikeringkan kemudian diseterilisasi dengan
autoclave pada suhu 121 ° C dengan tekanan 1,2 kg/cm selama 1 jam. Setelah di
sterilisasi alat-alat tersebut kemudian disusun dalam rak pada ruang kultur yang
sudah seteril. Tujuan dari pensterilan perlatan inisiasi ini agar alat-alat yang akan
digunakan untuk proses inisiasi tetap dalam kondisi aseptik dan bebas dari sumber

kontaminasi.



Sterilisasi Ruang Inkubasi Kultur dan Laminar Air Flow Cabinet

Sterilisasi ruang inkubasi kultur dilakukan dengan menyemprotkan alcohol
70 % keseluruh permukaan rak inkubasi kultur kemudian menghidupkan lampu
ultra violet (UV). Untuk pensterilan laminar air flow cabinet, lampu UV
dihidupkan selama 30 menit dengan menutup laminar air flow kabinet. Setelah itu
lampu UV dimatikan dan blower laminar air flow cabinet di hidupkan. Laminar
air flow cabinet dapat digunakan setelah blower di hidupkan selama 15 menit dan
bagian lantai laminar air flow kabinet disemprot dengan alkohol dan
mengusapnya seraya membersihkan lantai laminar air flow cabinet.

Pembuatan Media

Terdapat dua jenis media dalam penelitian ini yaitu media gernminasi biji
benih dan media untuk induksi kalus. Media germinasi biji benih kubis hibrida F1
dimaskudkan untuk menyiapkan sumber eksplan dari biji benih hibrida F1 yang
digerminasikan. Adapun media germinasi yang digunakan adalah setengah media
MS (MS half-strength). Sedangkan media yang digunakan untuk induksi kalus
adalah media MS penuh yang mengandung berbagai variasi konsentrasi 2,4-D
dengan BAP sesuai dengan perlakuan uji.

Untuk membuat media MS diperlukan larutan stok makro (100 X), larutan
stok mikro (1000 X), laritan stok vitamin (100 X) dan larutan stok zat besi
(100X). Untuk membuat media MS penuh maka dilakukan pengambilan dari
masing-masing dengan menggunakan formula sebagai berikut:

M1.V1=M2.V2
Dimana:

M1 = Konsentrasi larutan stok

V1 = Volume larutan stok yang diambil



M2 = Konsentrasi (porsi) media yang di inginkan
V2 = Volume larutan media yang akan di buat
Contoh pembuatan 1 liter media MS penuh, maka cara pembuatannya adalah
sebagai berikut:
Dimasukan 1/3 volume air kedalam beacker glass 1liter (300 ml), kemudian
dimasukan larutan stok dengan kalkulasi sebagai berikut:
Larutan stok makro =M1.V1=M2.V2
= 100X .V1=1X.1000 ml

V1= 1000X ml : 100X

V1=10 ml
Larutan stok mikro =1 ml
Larutan stok vitamin = 10 ml
Larutan zat besi =10 ml
Kemudian ditimbang 30 gram sukrosa dan dimasukan kedalam beacker glass yang
telah berisi larutan stok. Tambahkan air destilasi kedalam beacker glass tersebut
sehingga 950 ml dan diukur pH nya menjadi 5,8. Jika pH terlalu tinggi maka
diturunkan dengan menggunakan larutan 1% HCI, sebaliknya untuk
meningkatkan pH larutan digunakan larutan 1% NaOH. Setelah pH larutan media
yang diinginkan (5,8) tercapai kemudian ditambahkan phytagel agar 3,5 gram
kemudian sempurnakan volume larutan media MS tersebut menjadi 1000 ml
dengan menambahkan air destilasi. Larutan media tersebut dimasak dalam
microwave sehingga mendidih dan kemudian didistribusikan kedalam tabung
reaksi (vessel) dengan volume 12,5 ml. Vessel kemudian ditutup dengan
aluminium foil dan diautoclave dengan suhu 121°C, 1,5 atm selama 30 menit.

Sterilisasi Biji Benih



10.

Biji di persiapkan sesuai dengan kebutuhan penelitian dengan tambahan
tambahan 10 % sebagai cadangan,

Letakkan dalam silinder ukur dan di tutup dengan kertas jaring supaya biji
tidak keluar,

Gelas ukur yang berisi berisi biji tersebut diletakkan di bawah keran air
yang mengalir selama 1 jam,

Tiriskan air dan di bawa ke dalam Laminar Air Flow,

Bilas dengan air destilasi steril 1 kali,

Kemudian biji direndam dengan larutan cloroks 2,5 %,

Biji di bilas dengan air destilasi steril sebanyak 5 kali,

Biji di cuci dengan cloroks kembali 2 % selama 10 menit,

Kemudian bilas dengan air destilasi steril sebanyak 3 kali.

Setelah semuanya sudah dilakukan, biji tanaman kubis sudah dapat di

germinasikan.

Kultur Germinasi

Biji benih yang telah disterilisasi kemudian digerminasi ke dalam test tube

yang berisi %/, MS0 selama 10 hari.

Kultur Inisiasi

Setelah biji berkecambah kemudian diambil kotiledonnya dan dikultur ke

dalam petridish yang berisi media MS yang didalam nya terdapat zat pengatur

tumbuh 2,4-D dan BAP sesuai dengan perlakuan kultur induksi kalus. Eksplan

yang kotiledon yang telah diinisiasi diletakkan didalam ruang inkubasidengan

temperatur 25 + 2°C dan cahaya lampu TL 12 jam terang dan 12 gelap.

Parameter Pengamatan

Persentase Hidup



Persentase eksplan hidup dihitung 2 minggu sekali berdasarkan jumlah
eksplan yang hidup pada setiap perlakuan dibagi dengan total eksplan yang di

kultur

Persentase Kalus

Persentase kalus dihitung berdasarkan kotiledon yang membentuk formasi
kalus
Persentase Kalus Embriogenik

Persentase kalus embriogenik dilihat berdasarkan jumlah eksplan
kotiledon yang membentuk formasi kalus embriogenik yang ditandai dengan ciri-
ciri berbentuk nodular dan dengan warna kuning cerah kehijauan dan friable
Berat Kalus (mg)

Berat kalus dihitung berdasarkan eksplan yang membentuk formasi kalus
yang dihitung diakhir pengamatan
Volume Kalus (ml)

Volume kalus dihitung berdasarkan eksplan yang membentuk formasi

kalus yang dihitung diakhir pengamatan



HASIL DAN PEMBAHASAN

Persentase Kalus Hidup

Berdasarkan persentase kalus hidup kotiledon kubis dengan pemberian
2,4-D dan BAP umur 2 sampai dengan 14 minggu setelah kultur menunjukkan
keberhasilan dalam pertumbuhan eksplan yang ditandai dengan 100% eksplan
yang dikultur keseluruhannya tidak terkontaminasi. Hal ini dikarenakan kondisi
aseptik lingkungan kultur dan laboratorium yang terjaga kebersihannya disamping
unsur hara makro dan mikro yang terkandung dalam media MS sesuai untuk
memenuhi kebutuhan tumbuh eksplan. Faktor lingkungan kultur juga berperan
dimana pengaturan suhu 25+2 °C dengan cahaya lampu 12 jam terang dan 12 jam
gelap mengindikasikan lingkungan yang sesungguhnya di lapangan sesuai dengan
keperluan pertumbuhan tanaman kubis. Menurut Hartman dkk. (1997) bahwasan
nya eksplan yang sukses dikultur (survive) berkorelasi dengan kesesuaian media
dan zat pengatur tumbuh yang digunakan sehingga eksplan akan tumbuh dengan
baik pada keadaan dan lingkungan yang dikehendakinya. Lebih lanjut Zulkarnain
(2009) menyatakan bahwa faktor lingkungan yang sesuai bagi tanaman akan

membuat tanaman tumbuh dengan baik.



Menurut pendapat Putri dkk. (2013) penambahan zat pengatur tumbuh
2,4-D pada media dasar MS semua perlakuan konsentrasi mampu mempengaruhi
perkembangan eksplan terutama pada variabel pelengkungan dengan kisaran

waktu 2 - 4 hari setelah tanam.

Persentase Kalus

Berdasarkan hasil statistik menunjukkan bahwa perlakuan 2,4-D
memberikan pengaruh nyata pada umur 2, 4, 6 dan 8 MST, perlakuan BAP dan
interaksi antara kedua perlakuan memberikan pengaruh tidak nyata pada
persentase kalus kotiledon kubis. Data pengamatan dan sidik ragamnya dapat
dilihat pada lampiran 5-8.

Tabel 1. Persentase Kalus Kotiledon Kubis dengan Perlakuan 2,4-D dan BAP
umur 2, 4, 6 dan 8 MST.

Minggu Setelah Tanam (MST)

Perlakuan > 4 5 3
24D
............................ (Y0) v,
Do 0.71b 0.71b 0.71b 0.71b
D, 2.75ab 717 a 9.07 a 10.00 a
D, 3.24a 6.97 ab 8.50 ab 8.99 ab
D3 2.88 ab 6.03 ab 7.38 ab 7.84 ab
BAP
Bo 2.32 4.81 6.08 6.54
B 2.54 5.71 7.07 7.52
B, 2.33 5.32 6.41 6.94
B3 2.39 5.04 6.10 6.54
Interaksi (2.4-D x BAP)
DoBo 0.71 0.71 0.71 0.71
DoB1 0.71 0.71 0.71 0.71
DoB> 0.71 0.71 0.71 0.71
DoB3 0.71 0.71 0.71 0.71
D1Bo 3.23 6.97 9.33 10.02

D1B: 2.19 6.73 8.70 9.98



D1B> 2.52 6.95 8.67 9.98

D1Bs 3.06 8.04 9.59 10.02
D2Bo 2.39 5.53 7.55 8.19
D2B; 4.42 8.42 9.79 10.02
D2B; 2.86 6.53 7.48 7.94
D,B3 3.29 7.41 9.20 9.81
D3Bo 2.94 6.02 6.73 1.22
DsB: 2.82 7.00 9.10 9.36
D3B> 3.24 7.10 8.80 9.13
D3B3 2.51 4.01 4.90 5.62

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang tidak sama pada kolom yang sama
berbeda nyata menurut uji Duncan 5%

Berdasarkan Tabel 1. Pemberian 2,4-D berpengaruh nyata terhadap
parameter persentase kalus kotiledon kubis pada umur 8 MST. Data tertinggi
terdapat pada perlakuan D; (10.00 %) berbeda tidak nyata dengan D, (8.99 %) dan
D3 (7.84%), namun perlakuan D; berbeda nyata dengan perlakuan Dy yang
memiliki persentase kalus terendah yaitu (0.71 %). Hal ini dikarenakan auksin
2,4-D berfungsi dalam pembentukkan kalus dari eksplan. Widiastoety, 2014
menyatakan bahwa penggunaan ZPT auksin dapat merangsang pertumbuhan
kalus. Zat pengatur tumbuh 2,4-D termasuk golongan auksin dimana auksin ini
berfungsi dalam meningkatkan tekanan osmotik, mengurangi tekanan pada
dinding sel, meningkatkan plastisitas dan mengembangkan dinding sel, serta
meningkatkan sintesis protein. Zat pengatur tumbuh terdiri dari golongan sitokinin
dan auksi. Auksin mempunyai peran ganda tergantung pada struktur kimia,
konsentrasi dan jaringan tanaman yang diberi perlakuan. Pada umumnya auksin
digunakan untuk menginduksi pembentukan kalus, kultur suspense dan akar.

Hasil tertinggi pada perlakuan BAP umur 2 MST adalah B; (2.54 %) dan
terendah By (2.32 %), pada umur 4 MST adalah B; (5.71) dan terendah By (4.81),
pada umur 6 MST adalah By (7.07) dan terendah By (6.08), pada umur 8 MST

adalah B; (7.52) dan terendah By (6.54).



Hubungan jumlah persentase kalus dengan perlakuan 2,4-D dapat dilihat

pada Gambar 1. Sampai 4.
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Gambar 1. Hubungan Persentase Kalus dengan Perlakuan 2,4-D umur 2 MST.

Pada Gambar 1. Persentase kalus tanaman kubis umur 2 MST

menunjukkan hasil kuadratik positif dengan persamaan § = 0.745 + 1.25x - 0.15x°

dengan nilai R = 0.993 serta nilai x maksimum = 4.1 yang berarti dengan

perlakuan 2,4-D 4,1 mg/liter akan menghasilkan persentase kalus optimum

3.35 %.
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Gambar 2. Hubungan Persentase Kalus dengan Perlakuan 2,4-D umur 4 MST.



Pada Gambar 2. Persentase kalus tanaman kubis umur 4 MST
menunjukkan hasil kuadratik positif dengan persamaan § = 1.006 + 3.563x -
0.462x? dengan nilai R = 0.937 serta nilai x maksimum = 3.85 yang berarti dengan
perlakuan 2,4-D 3.85 mg/liter akan menghasilkan persentase kalus optimum

7.87 %.
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Gambar 3. Hubungan Persentase Kalus dengan Perlakuan 2,4-D umur 6 MST.

Pada Gambar 3. Persentase kalus tanaman kubis umur 6 MST
menunjukkan hasil kuadratik positif dengan persamaan ¢ = 1.129 - 4.527x +
0.592x2 dengan nilai R = 0.921 serta nilai x maksimum = 4.81 yang berarti dengan

perlakuan 2,4-D 4.81 mg/liter akan menghasilkan persentase kalus optimum 8 %.
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Gambar 4. Hubungan Persentase Kalus dengan Perlakuan 2,4-D umur 8 MST.



Pada Gambar 4. Persentase kalus tanaman kubis umur 8 MST
menunjukkan hasil kuadratik positif dengan persamaan ¥ = 1.65 + 4.958x -
0.655x dengan nilai R = 0.902 serta nilai x = 3.8 yang berarti dengan perlakuan

2,4-D 4.81 mg/liter akan menghasilkan persentase kalus optimum 11 %.

Hal ini disebabkan karena adanya perlakuan 2,4-D yang mampu
memenuhi  kebutuhan wunsur hara bagi eksplan kotiledon kubis dalam
pembentukan kalus. Menurut Li dkk., (2017) bahwa induksi kalus merupakan
langkah pertama perbanyakan secara in vitro, dan faktor pengaruh utama
pembentukan kalus adalah genotipe eksplan, medium dasar, hormon, serta jenis
eksplan yang digunakan.

Menurut Sitanggang dkk., (2015) pengaruh yang tidak nyata dari aplikasi
BAP disebabkan proses fisiologis tanaman telah berjalan dengan baik sehingga
BAP tidak memberikan pengaruh yang berarti. Hal ini dikarenakan sifat BAP
hanya sebagai biostimulan dalam proses fisiologis tanaman.

Persentase Kalus Embriogenik

Berdasarkan hasil statistik menunjukkan bahwa perlakuan 2,4-D
memberikan pengaruh nyata pada umur 9, 11 dan 13 MST, perlakuan BAP dan
interaksi antara kedua perlakuan memberikan pengaruh tidak nyata pada
persentase kalus embriogenik kotiledon kubis. Data pengamatan dan sidik

ragamnya dapat dilihat pada lampiran 9-11.



Tabel 2. Persentase Kalus Embriogenik dengan Pemberian 2,4 D dan BAP pada
Umur 9, 11 dan 13 MST

Minggu Setelah Tanam (MST)

Perlakuan 9 11 13
24D
............................. (O3 R
DO 0.71c 0.71c 0.71c
D1 5.99 a 7.80 a 8.74 a
D2 5.28 ab 7.47 ab 7.75ab
D3 3.54b 5.09b 494 b
BAP
BO 3.56 4.69 5.29
B1 4.91 6.22 6.66
B2 3.50 4.99 4.92
B3 3.54 5.17 5.27
Interaksi (2.4-D x BAP)
DoBo 0.00 0.00 0.00
DoB: 0.00 0.00 0.00
DoB> 0.00 0.00 0.00
DoB3 0.00 0.00 0.00
D1Bo 30.00 45.00 61.67
D.B; 41.67 63.33 90.00
D:B, 41.67 78.33 81.67
D1B3 32.50 68.33 75.00
D2Bo 25.00 51.67 58.33
D2B; 57.50 90.00 93.33
D.B> 10.00 25.00 30.00
D,B3 36.67 71.67 71.67
D3Bg 13.33 26.67 30.00
D3B; 31.67 51.67 51.67
D3B> 16.67 30.00 23.33
D3B3 5.00 11.67 11.67

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang tidak sama pada kolom yang sama
berbeda nyata menurut uji Duncan 5%

Berdasarkan Tabel 2. Pemberian 2,4-D berpengaruh nyata terhadap
parameter persentase kalus embriogenik pada umur 13 MST. Data tertinggi
terdapat pada perlakuan D; (8.74 %) berbeda tidak nyata dengan D, (7.75 %) dan

D3 (4.94 %), namun perlakuan D; berbeda nyata dengan perlakuan D, yang



memiliki persentase kalus terendah yaitu (0.71 %). Hal ini dikarenakan kurang
baiknya pertumbuhan dari eksplan yang diambil dan dosis 2,4-D dan BAP yang
kurang optimal untuk pertumbuhan. Menurut Yuniastuti dkk. (2010) auksin
berpengaruh inisiasi kalus embriogenik. Jenis auksin yang paling sering dipakai
adalah 2,4-D karena efektifitasnya tinggi. 2,4-D merupakan golongan auksin yang
berfungsi dalam pembelahan sel, peranannya yang terpenting yaitu menginduksi
kalus dan memecah dormansi sel, pada meristem apikal tanaman.

Menurut  Zimmerman (1993), Suatu jaringan tanaman dapat
diregenerasikan secara in vitro melalui dua cara yaitu organogenesis atau
morfogenesis tunas dan embriogenesis somatik. Embriogenesis somatik
merupakan proses dimana sel somatik dalam kondisi terinduksi akan
menghasilkan sel-sel embriogenik, yang akan mengalami serangkaian perubahan
morfologi dan biokimia dan akhirnya terbentuk embrio somatik. Morfogenesis
adalah proses pertumbuhan dan diferensial sel-sel individu menjadi jaringan
kemudian menjadi organ dan akhirnya menjadi organisme yang dapat dikenali,
jaringan embrio permanen menghasilkan morfogenetik potensial yang bervariasi
dengan lingkungan dan terus menghasilkan organ baru sepanjang kehidupan
tanaman tersebut. Kultur jaringan merupakan salah satu teknik dalam
perbanyakan tanaman secara klonal untuk perbanyakan masal. Keuntungan
pengadaan bibit melalui kultur jaringan antara lain dapat diperoleh bahan tanaman
yang unggul dalam jumlah banyak dan seragam.

Hubungan persentase kalus embriogenik dengan perlakuan 2,4-D dapat

dilihat pada Gambar 5. Sampai 7.
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Gambar 5. Hubungan Persentase Kalus Embriogenik dengan Perlakuan 2,4-D
umur 9 MST.

Pada Gambar 5. Persentase kalus embriogenik tanaman kubis umur 9 MST
menunjukkan hasil kuadratik positif dengan persamaan § = 0.958 + 3.021x -
0.438x* dengan nilai R = 0.925 serta nilai x maksimum = 3.44 yang berarti dengan
perlakuan 2,4-D 3.44 mg/liter akan menghasilkan persentase kalus embriogenik

optimum 6.16 %.
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Gambar 6. Hubungan Persentase Kalus Embriogenik dengan Perlakuan 2,4-D
umur 11 MST.



Pada Gambar 6. Persentase kalus embriogenik tanaman kubis umur 11
MST menunjukkan hasil kuadratik positif dengan persamaan y = 0.978 + 4.191x -
0.591x? dengan nilai R = 0.955 serta nilai x maksimum = 4.03 yang berarti dengan
perlakuan 2,4-D 4.03 mg/liter akan menghasilkan persentase kalus embriogenik

optimum 9.43 %.
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Gambar 7. Hubungan Persentase Kalus Embriogenik dengan Perlakuan 2,4-D
umur 13 MST.

Pada Gambar 7. Persentase kalus embriogenik tanaman kubis umur 13
MST menunjukkan hasil kuadratik positif dengan persamaan y = 1.07 + 4.65x -
0.677x% dengan nilai R = 0.933 serta nilai x maksimum = 3.44 yang berarti dengan
perlakuan 2,4-D 3.44 mg/liter akan menghasilkan persentase kalus embriogenik

optimum 9.05 %.

Hasil tertinggi pada perlakuan BAP pada umur 13 MST adalah B; (6,66)
dan terendah B, (4,92). Hal ini mengidentifikasikan bahwa hormon 2,4-D yang
digunakan untuk merangsang terjadinya proses kalogenesis dan embryogenesis

baik secara langsung maupun tidak langsung. Hasil tersebut senada dengan



penelitian Hofmann dkk. (2004), yang menunjukkan bahwa frekuensi
embryogenesis secara nyata dipengaruhi oleh genotipe, kandungan sukrosadan
jenis auksin yang digunakan dalam induksi embrio somatik hormon 2,4-D
cenderung menginduksi embrio somatik secara tidak langsung melalui fase kalus
sehingga jumlah embrio yang dihasilkan cukup banyak. Pembentukan kalus
embriogenik tidak terlalu dipengaruhi oleh kadar sitokinin (BAP) yang
ditambahkan pada media sesuai dengan penyataan George (1993), untuk
menginduksi kalus peranan sitokinin tidak terlalu penting.

Berat Kalus (g)

Berdasarkan hasil statistik menunjukkan bahwa perlakuan 2,4-D
memberikan pengaruh nyata pada berat kalus umur 14 MST, perlakuan BAP dan
interaksi antara kedua perlakuan memberikan pengaruh tidak nyata pada berat
kalus kotiledon kubis. Data pengamatan dan sidik ragamnya dapat dilihat pada
lampiran 12.

Tabel 3. Berat Kalus Kotiledon Kubis dengan Perlakuan 2,4-D dan BAP umur 14

MST
Perlakuan 2,4-D Rataan
BAP Dy D, D, D3
.......................................... Bt
Bo 0.71 0.87 0.81 0.76 0.79
B 0.71 0.86 0.86 0.82 0.81
B, 0.71 0.81 0.80 0.77 0.77
Bs 0.71 0.85 0.84 0.77 0.79
Rataan 0.71b 0.85a 0.83 ab 0.78 ab 0.79

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang tidak sama pada kolom yang sama
berbeda nyata menurut uji Duncan 5%

Berdasarkan Tabel 3. Pemberian 2,4-D berpengaruh nyata terhadap
parameter berat kalus pada umur 14 MST. Data tertinggi terdapat pada perlakuan
D; (0.85 g) berbeda tidak nyata dengan D, (0.83 g) dan D3 (0.78 g), namun

perlakuan D; berbeda nyata dengan perlakuan Do yang memiliki berat kalus



terendah yaitu (0.71 g). Hal ini terjadi karena tipe morfogenesis pada kultur
jaringan sangat tergantung pada rasio antara auksin dan sitokinin yang diberikan.
Kalus akan terbentuk jika terdapat rasio auksin dan sitokinin yang lebih tinggi.
Konsentrasi auksin dan sitokinin yang berbeda mengakibatkan arah pertumbuhan
yang berbeda sekalipun rasionya dalam jumlah yang sama. Untuk meningkatkan
jumlah embrio dalam proses embriogenesis somatik, selain memperhatikan
keseimbangan zat pengatur tumbuh, perlu mengatur keseimbangan ammonium

(N) dari N tereduksi dan N teroksidasi, mengatur konsentrasi sumber energi, dan

asam amino.

Hubungan berat kalus dengan perlakuan 2,4-D dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 8. Hubungan Berat Kalus dengan Perlakuan 2,4-D umur 14 MST.

Pada Gambar 8. Berat kalus tanaman kubis umur 14 MST menunjukkan
hasil kuadratik positif dengan persamaan § = 0.713 + 0.082x - 0.012x?
R = 0.927 serta nilai x maksimum = 3.41 yang berarti dengan perlakuan 2,4-D

3.41 mg/liter akan menghasilkan berat kalus optimum 0.86 gram.



Hasil tertinggi pada perlakuan BAP B; (0,81 g) dan terendah B, (0,77 g).
Dari hasil analisis sidik ragam menunjukkan bahwa perlakuan BAP tidak
berpengaruh nyata pada tabel 3. Hal ini dipengaruhi hormon 2,4-D yang mampu
diserap eksplan dalam pembentukan berat kalus. Menurut Rusdianto. (2012) Berat
kalus secara fisiologis terdiri dari dua kandungan yaitu air dan karbohidrat. Berat
kalus yang dihasilkan tergantung pada kecepatan sel membelah diri,
memperbanyak diri dan dilanjutkan dengan pembesaran kalus. Perbedaan berat
kalus pada eksplan disebabkan oleh kandungan air yang berbeda-beda pada setiap
eksplan. Selain itu semua jaringan atau eksplan memiliki kemampuan menyimpan
air yang tidak sama.
Volume Kalus (ml®)

Berdasarkan hasil statistik menunjukkan bahwa perlakuan 2,4-D
berpengaruh nyata pada parameter volume kalus, namun BAP dan interaksi antara
kedua perlakuan memberikan pengaruh tidak nyata pada volume kalus umur 14

MST, Data pengamatan dan sidik ragamnya dapat dilihat pada lampiran 15.

Tabel 4. Volume Kalus Kotiledon Kubis dengan Perlakuan 2,4-D dan BAP umur

13 MST
Perlakuan 2,4-D Rataan
BAP Do D1 D2 D3
................... (MP)
Bo 0.71 2.35 2.00 1.39 1.61
B 0.71 2.52 2.75 2.28 2.06
B, 0.71 2.67 1.91 1.74 1.76
Bs 0.71 2.44 2.79 1.35 1.82
Rataan 0.71b 2.50 a 2.36 ab 1.69 ab 1.81

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang tidak sama pada kolom yang sama
berbeda nyata menurut uji Duncan 5%

Berdasarkan Tabel 4. Pemberian 2,4-D berpengaruh nyata terhadap

parameter volume kalus pada umur 14 MST. Data tertinggi terdapat pada



perlakuan D; (2.50 mI®) berbeda tidak nyata dengan D, (2.36 mI°) dan D3 (1.69
ml®), namun perlakuan D; berbeda nyata dengan perlakuan Do yang memiliki
volume kalus terendah yaitu (0.71 ml®). Hal ini dikarenakan kurang baiknya
pertumbuhan dari eksplan kalus yang kurang optimal dalam penyerapan dosis
yang diberikan. Terbentuknya kalus yang dihasilkan karena pertumbuhan eksplan
pada kultur jaringan dipengaruhi oleh media yang digunakan pada konsentrasi zat
pengatur tumbuh. Pemilihan konsentrasi dan jenis auksinditentukan antara lain
oleh tipe pertumbuhan dan perkembangan eksplan yang dikehendaki. Menurut
Sellars dkk. (1990) penggunaan auksin dengan daya aktivitas kuat (antara lain 2,4-
D, NAA atau dikombinasikan dengan sitokinin dengan konsentrasi rendah)
umumnya digunakan untuk induksi kalus embriogenik. Selain itu, jenis dan
konsentrasi hormon, jenis asam amino serta rasio auksin dan sitokinin sangat
menentukan dalam menginduksi pembentukan kalus.

Hubungan volume kalus dengan perkaluan 2,4-D yang dapat dilihat pada

Gambar 9.
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Gambar 9. Hubungan Volume Kalus dengan perlakuan 2,4-D umur 14 MST.



Pada Gambar 9. Volume kalus tanaman kubis umur 14 MST menunjukkan
hasil kuadratik positif dengan persamaan § = 0.77 + 1.064x - 0.153x*
R = 0.951 serta nilai x maksimum = 3.47 yang berarti dengan perlakuan 2,4-D

3.47 mg/liter akan menghasilkan volume kalus optimum 2.62 mI°.

Volume tertinggi adalah D, (2,4-D), hal ini disebabkan karena pemberian
konsentrasi yang tepat akan membuat volume kalus meningkat dikarenakan
cocoknya pemberian konsentrasi pada dosis tersebut. Kemungkinan hal tersebut
berhubungan dengan kemampuan masing-masing varietas dalam membentuk
kalus serta formulasi media yang digunakan dalam menginduksi pembentukan
volume kalus. Varietas yang lebih responsif menghasilkan ukuran kalus yang
lebih besar, demikian pula dengan perlakuan formulasi media yang digunakan.
Menurut Yoshida (1995). Kalus yang berukuran 1-2 mm merupakan kalus yang
terbaik untuk dipindahkan ke medium regenerasi, sedangkan kalus yang
berukuran kurang dari 1 mm akan sulit beregenerasi atau mati. Menurut
Wattimena (1992), sitokinin berperan dalam memperlambat proses pembentukan
volume kalus dengan menghambat perombakan butir-butir klorofil dan protein

dalam sel.



KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

1. Keberhasilan hidup eksplan sebesar 100% dengan pemberian konsentrasi
2,4-D (Dichlorophenoxyacetic acid) dan BAP (Benzyl Amino Purine).

2. Perlakuan 2,4-D dengan konsentrasi 2-4 mg/l memberikan pengaruh terbaik
terhadap persentase kalus (85-99%), persentase kalus embriogenik (63-77%),
berat kalus (0,18-0,22 mg) dan volume kalus (5,82-5,84 ml).

3. Perlakuan BAP serta interaksi 2,4-D dan BAP tidak berpengaruh terhadap
semua variabel yang diamati.

Saran

1. Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan pada penggunaan BAP dengan kisaran
konsenstrasi yang lebih tinggi untuk mengetahui pengaruh yang signifikan
terhadap pertumbuhan kalus dari kotiledon kubis.

2. Penelitian perlakuan BAP dengan jenis auksin lainnya perlu dilakukan untuk

mengetahui pengaruhnya terhadap induksi kalus kotiledon tanaman kubis.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Denah Penelitian
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Keterangan : Gambar denah penelitian

Lampiran 2. Bagan Letak Tanaman Sampel

Keterangan:

' = Tanaman sampel



= Bukan tanaman sampel

‘E = Bagan botol eksplan

Lampiran 3. Komposisi Media Murashige dan Skoog

No. Element 1X 1 Note
mgLh) | -

1 Macro elements 10X
Calcium Chloride CaCl, 332.02 3.3202
Potassium Dihydrogen 170.00 1.7 Stock solution
Phosphate KH,PO4 kept in freezer
Potassium Nitrate KNO3 1900.00 | 19 at 4°C
Magnesium Sulfate MgSO, 180.00 1.8
Ammonium Nitrate NH;NO3; | 1650.00 | 16.5

2 Micro elements 1000X
Cobalt Chloride CoCl, 6H,O | 0.025 0.025
Cuprum Sulfate CuSO4 5H,O | 0.025 0.025
Boric Acid H3BOs 6.20 6.2 Stock solution
Potassium lodide Kl 0.83 0.83 kept in freezer
Manganese Sulfate MnSO, 16.90 16.9 at4°C
4H,0
Sodium Molybdate Na,MoO, | 0.25 0.25
2H,0
Zinc Sulfate ZnSO,4 7H,0 8.60 8.6

3 Vitamins 100X | Keptin freezer
Glycine C;HsNO, 2.00 0.2 at 4°C and
Nicotinic Acid C¢H sNO» 0.50 0.05 stock solution
Pyridoxine CgH 11NO 3 0.50 0.05 placed in dark
Thiamine C1,H 17CIN4O 5 0.10 0.01 bottle

4 | lron \ | 100X




Disodium 37.25 3.725 Stock solution

ethylenediaminetetraacetic kept in freezer

acid Na,EDTA at 4°C

Ferrous Sulfate FeSO,4 7H,0O 27.85 2.785

5 Other Added each

Myo-inositol 100 0.1 time when

Sucrose 30,000 30 making
medium

Sumber : Murashige dan Skoog 1962

Lampiran 4. Deskripsi Tanaman Kubis (Brassica olaracea)
Varietas : Red Globe

Nama latin : Brassica olaracea

Jenis Tanaman : Semusim
Warna : Hijau Cerah
Daun : Bulat telur (oval) , jumlah daun 10-13 helai dan panjang

daun 18,5 cm, lebar daun 15 cm, dan tinggi tanaman kubis

23-26 cm.

Permukaan daun

Bulu

Panjang

Alat produksi

: Halus dan lemas

: Tidak berbulu

: Panjang tegap

- Biji



Panen

Potensi budidaya

Produksi

Lampiran 5. Data Rataan Persentase Kalus Umur 2 MST

: 28 hari setelah tanam

. Dataran rendah dan dataran tinggi

: 667.473 ton/tahun

Ulangan

Perlakuan 1 5 3 Total Rataan
DoBo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB: 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB> 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
D1By 7.50 11.25 11.25 30.00 10.00
D1B; 1.25 15.00 1.25 17.50 5.83
D1B> 0.00 17.50 6.25 23.75 7.92
D1B; 0.00 17.50 17.50 35.00 11.67
D,By 0.00 11.25 8.75 20.00 6.67
D,B; 15.00 20.00 22.50 57.50 19.17
D,B, 15.00 0.00 15.00 30.00 10.00
D,B; 12.50 11.25 7.50 31.25 10.42
D3Bg 11.25 5.00 8.75 25.00 8.33
D3B; 8.75 7.50 6.25 22.50 7.50
DsB, 15.00 5.00 11.25 31.25 10.42
D3B3 5.00 5.00 7.50 17.50 5.83
Total 91.25 126.25 123.75 341.25

Rataan 5.70 7.89 7.73 7.11

Lampiran 6. Data Setelah ditransformasi dengan menggunakan rumus vx + 0.5

Perlakuan 1 Ulaggan 3 Total Rataan
DoBg 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB1 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB>» 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB3 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71



D1Bo 2.83 3.43 3.43 9.68 3.23

DiB; 1.32 3.94 1.32 6.58 2.19
DiB; 0.71 4.24 2.60 7.55 2.52
D.B3 0.71 4.24 4.24 9.19 3.06
D2Bg 0.71 3.43 3.04 7.18 2.39
D2B; 3.94 4.53 4.80 13.26 4.42
D.B> 3.94 0.71 3.94 8.58 2.86
D2B3 3.61 3.43 2.83 9.86 3.29
D3Bo 3.43 2.35 3.04 8.81 2.94
Ds3B; 3.04 2.83 2.60 8.47 2.82
DsB2 3.94 2.35 3.43 9.71 3.24
D3B3 2.35 2.35 2.83 7.52 2.51
Total 33.33 40.63 40.92 114.88

Rataan 2.08 2.54 2.56 2.39

Lampiran 7. Daftar Sidik Ragam Persentase Kalus Umur 2 MST

. F. Tabel
SK DB JK KT F.Hitung —55z 501
Ulangan 2 2.31 1.16 1110 3.32 5.39
Perlakuan 15 56.72 3.78 3637 2.01 2.70
D 3 47.05 15.68 15.057  2.92 451
Linier 1 176.19 176.19 169.08"  4.17 7.56
Kuadratik 1 208.66 208.66 200.24  4.17 7.56
Kubik 1 1.77 1.77 170" 4.17 7.56
Galat 30 31.26 1.04
Total 47 90.29
Keterangan tn : Tidak Nyata
*x . Sangat Nyata
KK '6.57 %
Linear :0.901
Kuadratik: 0.993
Kubik :0.923
Lampiran 8. Data Rataan Persentase Kalus Umur 4 MST
Perlakuan 1 Ulaggan 3 Total Rataan
DoBo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB; 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoBs 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
D1Bo 50.00 62.50 33.75 146.25 48.75
D;B; 33.75 81.25 27.50 142.50 47.50
DB, 27.50 87.50 37.50 152.50 50.83

D:B3 50.00 75.00 68.75 193.75 64.58



D2Bg 25.00 62.50 12.50 100.00 33.33
D.B; 75.00 56.25 81.25 212.50 70.83
D2B> 75.00 8.75 61.25 145.00 48.33
D.B3 62.50 45.00 56.25 163.75 54.58
D3Bo 11.25 56.25 50.00 117.50 39.17
DsB1 40.00 56.25 50.00 146.25 48.75
D3B: 56.25 43.75 50.00 150.00 50.00
D3B3 43.75 5.00 8.75 57.50 19.17
Total 550.00 640.00 537.50 1727.50

Rataan 34.38 40.00 33.59 35.99

Lampiran 9. Data Setelah ditransformasi dengan menggunakan rumus vx + 0.5

Perlakuan 1 Ulaggan 3 Total Rataan
DoBo 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB1 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB- 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB; 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
D:Bo 7.11 7.94 5.85 20.90 6.97
D;B: 5.85 9.04 5.29 20.19 6.73
DB, 5.29 9.38 6.16 20.84 6.95
D:B; 7.11 8.69 8.32 24.12 8.04
DBy 5.05 7.94 3.61 16.59 5.53
D;,B; 8.69 7.53 9.04 25.26 8.42
DB, 8.69 3.04 7.86 19.59 6.53
D;Bs 7.94 6.75 7.53 22.22 7.41
DsBo 3.43 7.53 7.11 18.07 6.02
D3B; 6.36 7.53 7.11 21.00 7.00
D3B; 7.53 6.65 7.11 21.29 7.10
D3B; 6.65 2.35 3.04 12.04 4.01
Total 82.53 87.20 80.86 250.58

Rataan 5.16 5.45 5.05 5.22

Lampiran 10. Daftar Sidik Ragam Persentase Kalus Umur 4 MST

F. F. Tabel

SK DB K KT Hing — 005 001

Ulangan 2 1.35 0.68 0.28 3.32 5.39

Perlakuan 15 370.03 24.67 10.28 2.01 2.70

D 3 334.77  111.59 46.52 2.92 4.51

Linier 1 896.56 896.56  373.79 4.17 7.56



Kuadratik 1 1971.78 1971.78 822.06 4.17 7.56

Kubik 1 126.16  126.16 52.60 4.17 7.56
Galat 30 71.96 2.40
Total 47 443.34
Keterangan tn : Tidak Nyata
*x . Sangat Nyata
KK * 5.49 %
Linear :0.913
Kuadratik: 0.937
Kubik  :0.905

Lampiran 11. Data Rataan Persentase Kalus Umur 6 MST

Perlakuan 1 Ulaggan 3 Total Rataan
DoBo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB: 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
D1Bo 85.00 92.50 82.50 260.00 86.67
D1B: 66.25 97.50 63.75 227.50 75.83
D1B: 60.00 97.50 68.75 226.25 75.42
D:1B3 82.50 100.00 92.50 275.00 91.67
D2Bo 75.00 100.00 15.00 190.00 63.33
D2B; 100.00 86.25 100.00 286.25 95.42
D.B: 90.00 8.75 97.50 196.25 65.42
D.B3 92.50 81.25 78.75 252.50 84.17
D3Bo 6.25 75.00 78.75 160.00 53.33
D3B: 90.00 75.00 82.50 247.50 82.50
DsB: 95.00 62.50 75.00 232.50 77.50
D3B3 82.50 5.00 10.00 97.50 32.50
Total 925.00 881.25 845.00 2651.25

Rataan 57.81 55.08 52.81 55.23

Lampiran 12. Data Setelah ditransformasi dengan menggunakan rumus vx + 0.5

Perlakuan 1 Ulaggan 3 Total Rataan
DoBg 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB; 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB> 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71

DoB3 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71



DBy 9.25 9.64 9.11 28.00 9.33
D:B; 8.17 9.90 8.02 26.09 8.70
DB, 7.78 9.90 8.32 26.00 8.67
D:Bs; 9.11 10.02 9.64 28.78 9.59
D,Bo 8.69 10.02 3.94 22.65 7.55
D,B; 10.02 9.31 10.02 29.36 9.79
D,B; 9.51 3.04 9.90 22.45 7.48
D,Bs 9.64 9.04 8.90 27.59 9.20
D3Bo 2.60 8.69 8.90 20.19 6.73
D3B; 9.51 8.69 9.11 27.31 9.10
D3B; 9.77 7.94 8.69 26.40 8.80
D3Bs 9.11 2.35 3.24 14.70 4.90
Total 106.00 101.38 100.63 308.00

Rataan 6.62 6.34 6.29 6.42

Lampiran 13. Daftar Sidik Ragam Persentase Kalus Umur 6 MST

) F. Tabel
SK DB JK KT F. Hitung —5o2 5.0
Ulangan 2 1.06 0.53 0.14™ 3.32 5.39
Perlakuan 15 588.20  39.21 10737 2.01 2.70
D 3 539.33 179.78 4920 = 2.92 451
Linier 1 1363.37 1363.37 373.09"  4.17 7.56
Kuadratik 1 3239.81 3239.81 88659  4.17 7.56
Kubik 1 252.68 252.68  69.15° = 4.17 7.56
Galat 30 109.63 3.65
Total 47 698.88
Keterangan tn : Tidak Nyata
** : Sangat Nyata
KK ' 5.50 %
Linear :0.919
Kuadratik: 0.921
Kubik :0.910
Lampiran 14. Data Rataan Persentase Kalus Umur 8 MST
Perlakuan 1 Ulanzgan 3 Total Rataan
DoBo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB: 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB; 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoBs 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
D:Bo 100.00 100.00 100.00 300.00 100.00
D:B; 97.50 100.00 100.00 297.50 99.17



D1B; 97.50 100.00 100.00 297.50 99.17

D1Bs 100.00 100.00 100.00 300.00 100.00
D2Bo 100.00 100.00 20.00 220.00 73.33
D2B; 100.00 100.00 100.00 300.00 100.00
D2B; 100.00 13.75 100.00 213.75 71.25
D2Bs 100.00 100.00 87.50 287.50 95.83
D3Bo 15.00 75.00 81.25 171.25 57.08
DsBs 100.00 75.00 87.50 262.50 87.50
DsB: 100.00 75.00 75.00 250.00 83.33
D3B3 100.00 10.00 12.50 122.50 40.83
Total 1110.00 948.75 963.75 3022.50

Rataan 69.38 59.30 60.23 62.97

Lampiran 15. Data Setelah ditransformasi dengan menggunakan rumus vx + 0.5

Perlakuan 1 Ulaggan 3 Total Rataan
DoBo 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB1 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB>» 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB3 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
D1Bg 10.02 10.02 10.02 30.07 10.02
D:B; 9.90 10.02 10.02 29.95 9.98
D:1B> 9.90 10.02 10.02 29.95 9.98
D1Bs 10.02 10.02 10.02 30.07 10.02
D,By 10.02 10.02 4,53 24.58 8.19
D,B; 10.02 10.02 10.02 30.07 10.02
D,B, 10.02 3.77 10.02 23.82 7.94
D,B; 10.02 10.02 9.38 29.43 9.81
DsBy 3.94 8.69 9.04 21.67 7.22
DsB; 10.02 8.69 9.38 28.09 9.36
DsB» 10.02 8.69 8.69 27.40 9.13
D3B3 10.02 3.24 3.61 16.87 5.62
Total 116.79 106.09 107.60 330.48

Rataan 7.30 6.63 6.73 6.88

Lampiran 16. Daftar Sidik Ragam Persentase Kalus Umur 8 MST

. F. Tabel
SK DB JK KT F. Hitung 0.05 0.0L
Ulangan 2 4.19 2.10 070" 3.32 5.39

Perlakuan 15 677.22 4515  15.09 2.01 2.70



D 3 638.89 212.96 71.18" 2.92 451
Linier 1 1494.67 1494.67 49958  4.17 7.56
Kuadratik 1 3933.49 393349 1314747 417 7.56
Kubik 1 371.93 37193 124327 417 7.56
Galat 30 89.76 2.99
Total 47 771.16
Keterangan tn : Tidak Nyata

wx . Sangat Nyata
KK '5.09 %
Linear :0.901
Kuadratik: 0.902
Kubik :0.899

Lampiran 17. Data Rataan Persentase Kalus Embriogenik Umur 9 MST

Ulangan

Perlakuan 1 5 3 Total Rataan
DoBo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB> 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
D1Bo 10.00 55.00 25.00 90.00 30.00
D1B, 45.00 35.00 45.00 125.00 41.67
D1B, 50.00 40.00 35.00 125.00 41.67
D:B3 36.25 31.25 30.00 97.50 32.50
D2Bo 25.00 40.00 10.00 75.00 25.00
D2B; 67.50 55.00 50.00 172.50 57.50
D.B> 0.00 5.00 25.00 30.00 10.00
D.B3 60.00 20.00 30.00 110.00 36.67
D3Bo 5.00 5.00 30.00 40.00 13.33
DsB1 45.00 0.00 50.00 95.00 31.67
DsB> 20.00 15.00 15.00 50.00 16.67
D3B3 15.00 0.00 0.00 15.00 5.00
Total 378.75 301.25 345.00 1025.00

Rataan 23.67 18.83 21.56 21.35

Lampiran 18. Data Setelah ditransformasi dengan menggunakan rumus vx + 0.5

Ulangan

Perlakuan 1 9 3 Total Rataan
DoBo 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB; 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71

DoB> 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71



DoB3 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
D1Bg 3.24 7.45 5.05 15.74 5.25
D1B; 6.75 5.96 6.75 19.45 6.48
DB, 7.11 6.36 5.96 19.43 6.48
D1B3 6.06 5.63 5.52 17.22 5.74
D,Bg 5.05 6.36 3.24 14.65 4.88
D,B; 8.25 7.45 7.11 22.80 7.60
D,B, 0.71 2.35 5.05 8.10 2.70
D,B; 7.78 4,53 5.52 17.83 5.94
DsBo 2.35 2.35 5.52 10.21 3.40
DsB; 6.75 0.71 7.11 14.56 4.85
DsB, 4.53 3.94 3.94 12.40 4.13
D3B3 3.94 0.71 0.71 5.35 1.78
Total 65.32 56.62 64.30 186.23

Rataan 4.08 3.54 4.02 3.88

Lampiran 19. Daftar Sidik Ragam Persentase Kalus Embriogenik Umur 9 MST

] F. Tabel

SK DB JK KT F.Hitung —5 o2 001
Ulangan 2 2.83 1.41 0.62™ 3.32 5.39
Perlakuan 15 255.73 17.05 753" 2.01 2.70
D 3 199.00 66.33  29.32° 2.92 451
Linier 1 219.35 21935 96.94 4.17 7.56
Kuadratik 1 1773.00 1773.00 783.60 = 4.17 7.56
Kubik 1 88.18 88.18 3897 4.17 7.56
Galat 30 67.88 2.26
Total 47 326.43
Keterangan  tn : Tidak Nyata

kel : Sangat Nyata

KK '6.26 %

Linear :0.911

Kuadratik: 0.925

Kubik :0.921

Lampiran 20. Data Rataan Persentase Kalus Embriogenik Umur 11 MST

Perlakuan 1 Ulaggan 3 Total Rataan
DoBg 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DB, 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
D:Bg 25.00 100.00 10.00 135.00 45.00
D.B; 80.00 65.00 45.00 190.00 63.33



D.B> 75.00 80.00 80.00 235.00 78.33

D1B3 75.00 65.00 65.00 205.00 68.33
D2Bo 60.00 70.00 25.00 155.00 51.67
D.B; 100.00 85.00 85.00 270.00 90.00
D2B> 15.00 15.00 45.00 75.00 25.00
D.Bs 95.00 50.00 70.00 215.00 71.67
D3Bo 15.00 10.00 55.00 80.00 26.67
DsB1 55.00 10.00 90.00 155.00 51.67
D3B> 35.00 25.00 30.00 90.00 30.00
D3B3 25.00 5.00 5.00 35.00 11.67
Total 655.00 580.00 605.00 1840.00

Rataan 40.94 36.25 37.81 38.33

Lampiran 21. Data Setelah ditransformasi dengan menggunakan rumus vx + 0.5

Ulangan

Perlakuan 1 5 3 Total Rataan
DoBog 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB1 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB> 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB3 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
D.Bg 5.05 10.02 3.24 18.32 6.11
DB, 8.97 8.09 6.75 23.81 7.94
D:B, 8.69 8.97 8.97 26.63 8.88
D1B3 8.69 8.09 8.09 24.88 8.29
D,Bg 7.78 8.40 5.05 21.22 7.07
D,B; 10.02 9.25 9.25 28.52 9.51
D,B, 3.94 3.94 6.75 14.62 4,87
D,B; 9.77 7.11 8.40 25.28 8.43
DsBg 3.94 3.24 7.45 14.63 4.88
DsB; 7.45 3.24 9.51 20.20 6.73
DsB, 5.96 5.05 5.52 16.53 551
D3B3 5.05 2.35 2.35 9.74 3.25
Total 88.14 80.57 84.15 252.86
Rataan 5.51 5.04 5.26 5.27

Lampiran 22. Daftar Sidik Ragam Persentase Kalus Embriogenik Umur 11 MST

) F. Tabel
SK DB JK KT F. Hitung 0.05 001
Ulangan 2 1.79 0.89 035" 3.32 5.39

Perlakuan 15 453.01 30.20 11.74 ™ 2.01 2.70



D 3 385.28  128.43  49.92 2.92 451
Linier 1 591.75  591.75 230.037  4.17 7.56
Kuadratik 1 3231.08 3231.08 1256.01°°  4.17 7.56
Kubik 1 104.36 10436 4057 4.17 7.56
Galat 30 77.17 2.57
Total a7 531.97
Keterangan tn : Tidak Nyata

wx . Sangat Nyata
KK '5.56 %
Linear :0.923
Kuadratik: 0.955
Kubik :0.934

Lampiran 23. Data Rataan Persentase Kalus Embriogenik Umur 13 MST

Ulangan

Perlakuan 1 5 3 Total Rataan
DoBog 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB: 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB> 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoBs 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
D1Bg 35.00 100.00 50.00 185.00 61.67
D1B; 90.00 85.00 95.00 270.00 90.00
D1B, 85.00 80.00 80.00 245.00 81.67
D.Bs 75.00 70.00 80.00 225.00 75.00
D,Bg 65.00 75.00 35.00 175.00 58.33
D,B; 100.00 90.00 90.00 280.00 93.33
D,B, 15.00 20.00 55.00 90.00 30.00
D,B3 95.00 50.00 70.00 215.00 71.67
DsBg 20.00 10.00 60.00 90.00 30.00
D3B; 55.00 10.00 90.00 155.00 51.67
DsB, 35.00 5.00 30.00 70.00 23.33
D3B3 25.00 5.00 5.00 35.00 11.67
Total 695.00 600.00 740.00 2035.00

Rataan 43.44 37.50 46.25 42.40

Lampiran 24. Data Setelah ditransformasi dengan menggunakan rumus vx + 0.5

Perlakuan Ulangan Total Rataan
1 2 3
DoBo 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB1 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB> 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71

DoB3 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71



D1Bo 5.96 10.02 7.11 23.09 7.70

D1B1 9.51 9.25 9.77 28.53 9.51
D1B, 9.25 8.97 8.97 27.19 9.06
D1B3 8.69 8.40 8.97 26.06 8.69
D,Bo 8.09 8.69 5.96 22,74 7.58
D,B; 10.02 9.51 9.51 29.05 9.68
D,B; 3.94 4.53 7.45 15.91 5.30
D,B3 9.77 7.11 8.40 25.28 8.43
DsBo 4.53 3.24 7.78 15.55 5.18
DsB1 7.45 3.24 9.51 20.20 6.73
DsB, 5.96 2.35 5.52 13.83 4.61
DsB; 5.05 2.35 2.35 9.74 3.25
Total 91.05 80.48 94.13 265.65

Rataan 5.69 5.03 5.88 5.53

Lampiran 25. Daftar Sidik Ragam Persentase Kalus Embriogenik Umur 13 MST

) F. Tabel
SK DB JK KT F. Hitung —5 o2 001
Ulangan 2 6.41 3.20 1.56 " 3.32 5.39
Perlakuan 15 520.65 3471 16.88 7 2.01 2.70
D 3 46590  155.30 75517 2.92 451
Linier 1 49423 49423 24030  4.17 7.56
Kuadratik 1 422829 422829 2055.83°  4.17 7.56
Kubik 1 187.04  187.04 9094  4.17 7.56
Galat 30 61.70 2.06
Total 47 588.76
Keterangan  tn : Tidak Nyata
** : Sangat Nyata
KK '5.13 %
Linear :0.915
Kuadratik: 0.933
Kubik  :0.909
Lampiran 26. Data Rataan Berat Kalus (g) Umur 14 MST
Perlakuan 1 Ulaggan 3 Total Rataan
DoBo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB; 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB: 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoBs 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

D1Bo 0.09 0.33 0.35 0.77 0.26



D.B; 0.30 0.25 0.18 0.72 0.24

D.B, 0.13 0.17 0.15 0.45 0.15
D:B3 0.20 0.34 0.15 0.70 0.23
D,Bg 0.12 0.15 0.19 0.46 0.15
D,B; 0.33 0.19 0.19 0.71 0.24
D.B, 0.07 0.05 0.29 0.41 0.14
D,B3 0.28 0.20 0.13 0.61 0.20
D3sBg 0.05 0.07 0.10 0.22 0.07
D3B;1 0.20 0.09 0.21 0.50 0.17
DB 0.10 0.08 0.08 0.26 0.09
D3B3 0.09 0.13 0.04 0.26 0.09
Total 1.96 2.07 2.05 6.09

Rataan 0.12 0.13 0.13 0.13

Lampiran 27. Data Setelah ditransformasi dengan menggunakan rumus vx + 0.5

Perlakuan 1 Ulaggan 3 Total Rataan
DoBo 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB1 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB> 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB3 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
D1Bo 0.77 0.91 0.92 2.60 0.87
D.B; 0.89 0.87 0.82 2.58 0.86
D.B, 0.79 0.82 0.81 2.42 0.81
D.B; 0.84 0.92 0.81 2.56 0.85
D,By 0.79 0.81 0.83 2.43 0.81
D,B; 0.91 0.83 0.83 2.57 0.86
D,B, 0.76 0.74 0.89 2.39 0.80
D,B3 0.88 0.84 0.80 2.52 0.84
DsBg 0.74 0.76 0.77 2.27 0.76
DsB; 0.84 0.77 0.84 2.45 0.82
DsB, 0.77 0.76 0.76 2.30 0.77
DsBs 0.77 0.79 0.73 2.30 0.77
Total 12.58 12.65 12.64 37.87
Rataan 0.79 0.79 0.79 0.79

Lampiran 28. Daftar Sidik Ragam Berat Kalus Umur 14 MST

SK DB JK KT F. Hitung F. Tabel




0.05 0.01

Ulangan 2 0.00 0.00 0.04 " 3.32 5.39
Perlakuan 15 0.16 0.01 6.14"" 2.01 2.70
D 3 0.14 0.05 26.80 2.92 451
Linier 1 0.12 0.12 72.037 417 7.56
Kuadratik 1 1.28 1.28 743577 417 7.56
Kubik 1 0.07 0.07 38517 417 7.56
Galat 30 0.05 0.00
Total 47 0.21
Keterangan  tn : Tidak Nyata

*x . Sangat Nyata

KK '5.26 %

Linear :0.918

Kuadratik: 0.927

Kubik  :0.907

Lampiran 29. Data Rataan VVolume Kalus (mI*) Umur 14 MST

Perlakuan 1 Ulaggan 3 Total Rataan
DoBo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB: 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DoB3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
D1Bo 4.31 7.77 3.45 15.53 5.18
D:1B; 6.04 3.45 8.63 18.12 6.04
D:B> 6.90 6.91 6.04 19.85 6.62
D1Bs 6.04 5.18 5.18 16.39 5.46
D2Bo 2.93 4.31 3.28 10.52 3.51
D2B; 7.50 6.40 7.30 21.20 7.07
D2B; 3.45 1.90 4.31 9.66 3.22
D2B3 13.81 6.91 2.93 23.65 7.88
D3Bo 1.38 1.90 1.04 431 1.44
D3B: 5.50 4.31 4.31 14.13 4.71
D3B: 2.07 2.59 2.93 7.59 2.53
D3B3 1.90 0.52 1.73 4.14 1.38
Total 61.84 52.13 51.12 165.09
Rataan 3.86 3.26 3.20 3.44

Lampiran 30. Data Setelah ditransformasi dengan menggunakan rumus vx + 0.5

Perlakuan Ulangan Total Rataan




1 2 3
DoBo 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB; 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB; 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DoB; 0.71 0.71 0.71 2.12 0.71
DBy 2.19 2.88 1.99 7.06 2.35
D:B; 2.56 1.99 3.02 7.57 2.52
D:B; 2.72 2.72 2.56 8.00 2.67
D:B; 2.56 2.38 2.38 7.32 2.44
D,Bq 1.85 2.19 1.94 5.99 2.00
D,B; 2.83 2.63 2.79 8.25 2.75
D,B; 1.99 1.55 2.19 5.73 1.91
D,B; 3.78 2.72 1.85 8.36 2.79
DsBy 1.37 1.55 1.24 4.16 1.39
DsB; 2.45 2.19 2.19 6.84 2.28
DsB; 1.60 1.76 1.85 5.21 1.74
DsB; 1.55 1.01 1.49 4.05 1.35
Total 30.28 28.39 28.34 87.01
Rataan 1.89 1.77 1.77 1.81
Lampiran 31. Daftar Sidik Ragam Volume Kalus Umur 14 MST
) F. Tabel
SK DB JK KT F. Hitung —55z 001
Ulangan 2 0.15 0.08 0.69™ 3.32 5.39
Perlakuan 15 27.88 1.86 16.76 2.01 2.70
D 3 24.05 8.02 72.28 " 2.92 451
Linier 1 28.38 28.38  255.98 " 4.17 7.56
Kuadratik 1 217.94  217.94 1965.47° = 4.17 7.56
Kubik 1 6.92 6.92 62.37 4.17 7.56
Galat 30 3.33 0.11
Total 47 31.36
Keterangan  tn : Tidak Nyata
*x . Sangat Nyata
KK "4.34 %
Linear :0.943

Kuadratik: 0.951

Kubik

:0.913



