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MOTTO 

 .فَا نِ  مَعَِ الۡعُسۡرِ  يُسۡرًا

For indeed, with every hardship there is relief  

(QS 94:5) 

  

 

Flowers need time to bloom and so do you 
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ABSTRACT 

Exogenous hormones can be used within media to meet the high efficiency on plant 

regeneration during somatic embryogenesis. In Indonesian cotton plants, the 

efficiency of regeneration media as indicated by the morphological response of 

cotton plants and the expression of embryogenesis genes needs to be studied. The 

aims of this study were to determine the effect of 2,4-D and IBA hormones on the 

morphology and induction of cotton callus; to determine the effect of regeneration 

media with the different combination of auxin and cytokinin on the morphology and 

gene expression of cotton plant during embryogenesis. This research was 

conducted by inducing cotton callus on MS0 medium, MS Basal + 0.1 mg/L 2,4-D 

and MS Basal + 0.1 mg/L IBA. The best callus induction results were regenerated 

on regeneration media M1 (MS Vitamin + 0.01 ppm 2,4-D + 0.3 ppm IBA + 0.5 

ppm Kinetin), M2 (MS Vitamin + 0.01 ppm 2,4-D + 0.5 ppm IBA + 0.5 ppm 

Kinetin), M3 (MS Vitamin + 0.00 ppm 2,4-D + 0.3 ppm IBA + 0.5 ppm Kinetin), 

and M4 (MS Vitamin + 0, 00 ppm 2,4-D + 0.5 ppm IBA + 0.5 ppm Kinetin). 

Embryogenesis gene expression was observed through RNA isolation, cDNA 

synthesis, PCR, and visualization methods. The best morphological results for 

callus induction were obtained on MS Basal + 0.1 mg/L 2,4-D medium with a 

compact and white callus texture character that indicates high embryogenic and 

regeneration ability. In the regeneration phase, the highest percentage of 

regenerated callus parameters was found in M2 media. Several embryogenesis 

genes were expressed such as GhSERK1, GhSERK2, LEC, GhWUS, and 

GhWOX11. The best regeneration media with morphological parameters and 

embryogenesis gene expression was obtained on M2 media. 

 

Keywords: gene expression, hormone, regeneration efficiency, somatic 

embryogenesis 
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RINGKASAN 

Karakterisasi Ekspresi Gen Embriogenesis selama Fase Regenerasi dengan 

Perlakuan Hormon Auksin dan Sitokinin pada Kultur Kapas (Gossypium 

hirsutum L.); Mitha Aprilia Mufadilah; 201510501126; 2023; 43 Halaman; 

Program Studi Agroteknologi Fakultas Pertanian Universitas Jember. 

 

Tingkat efisiensi media regenerasi yang tinggi dengan adanya penambahan 

hormon dapat dimanfaatkan dalam embriogenesis somatik. Embrio somatik yang 

berdiferensiasi pada regenerasi diregulasi oleh adanya ekspresi gen tertentu yang 

berkaitan dengan proses embriogenesis.Pada tanaman kapas di Indonesia, efisiensi 

media regenerasi yang ditandai dengan respon morfologi tanaman kapas dan ekspresi 

gen embriogenesis perlu dikaji. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengatahui 

pengaruh hormon 2,4-D dan IBA terhadap morfologi dan induksi kalus kapas serta 

untuk mengetahui pengaruh beberapa media regenerasi terhadap morfologi dan 

ekspresi gen embriogenesis tanaman kapas. Penelitian ini dilakukan dengan 

menginduksi kalus kapas pada media MS0, MS Basal + 0.1 mg/L 2,4-D dan MS 

Basal + 0.1 mg/L IBA. Hasil induksi kalus terbaik diregenerasikan pada media 

regenerasi M1 (MS Vitamin + 0,01 ppm 2,4-D + 0,3 ppm IBA + 0,5 ppm Kinetin), 

M2 (MS Vitamin + 0,01 ppm 2,4-D + 0,5 ppm IBA + 0,5 ppm Kinetin), M3 (MS 

Vitamin + 0,00 ppm 2,4-D + 0,3 ppm IBA + 0,5 ppm Kinetin), dan M4 (MS Vitamin 

+ 0,00 ppm 2,4-D + 0,5 ppm IBA + 0,5 ppm Kinetin). Ekspresi gen embriogenesis 

diamati melalui metode isolasi RNA, sintesis cDNA, PCR, dan visualisasi. Variabel 

yang diamati antara lain persentase induksi kalus, diameter kalus, morfologi kalus, 

persentase regenerasi tanaman, serta visualisasi hasil eskpresi gen. Hasil morfologi 

pada induksi kalus terbaik didapatkan pada media MS Basal + 0.1 mg/L 2,4-D 

dengan karakter tekstur kalus yang kompak dan berwarna putih. Pada fase regenerasi, 

persentase tertinggi untuk parameter kalus beregenerasi tertinggi didapatkan pada 

media M2.  Beberapa gen embriogenesis terekspresi seperti GhSERK1, GhSERK2, 

LEC, GhWUS, dan GhWOX11. Media regenerasi terbaik dengan parameter 

morfologi dan ekspresi gen embriogenesis didapatkan pada media M2.  
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SUMMARY 

Characterization of Embryogenic Gene Expression during the Regeneration 

Phase with Auxin and Cytokinin Hormone Combination Treatment in Cotton 

(Gossypium hirsutum L.) Culture; Mitha Aprilia Mufadilah; 201510501126; 

2023; 43 Pages; Department of Agrotechnology Faculty of Agriculture University 

of Jember. 

 

The high efficiency of regeneration media with the addition of hormones 

can be implemented in somatic embryogenesis. The differentiation of somatic 

embryos are regulated by the expression of certain genes related to embryogenesis 

process. In cotton plants in Indonesia, the efficiency of regeneration media which 

is characterized by the morphological response and the expression of cotton 

embryogenesis genes needs to be studied. The aims of this study were to determine 

the effect of 2,4-D and IBA hormones on the morphology and induction of cotton 

callus; to determine the effect of several regeneration media on the morphology and 

gene expression of cotton embryogenesis. This research was conducted by inducing 

cotton callus on MS0 medium, MS Basal + 0.1 mg/L 2,4-D and MS Basal + 0.1 

mg/L IBA. The best callus induction results were regenerated on regeneration 

media M1 (MS Vitamin + 0.01 ppm 2,4-D + 0.3 ppm IBA + 0.5 ppm Kinetin), M2 

(MS Vitamin + 0.01 ppm 2,4-D + 0.5 ppm IBA + 0.5 ppm Kinetin), M3 (MS 

Vitamin + 0.00 ppm 2,4-D + 0.3 ppm IBA + 0.5 ppm Kinetin), and M4 (MS Vitamin 

+ 0, 00 ppm 2,4-D + 0.5 ppm IBA + 0.5 ppm Kinetin). Embryogenesis gene 

expression was observed through RNA isolation, cDNA synthesis, PCR, and 

visualization. Variables in this research such as the percentage of callus induction, 

callus diameter, callus morphology, percentage of plant regeneration, and 

visualization of gene expression results were observed. The best morphological 

results for callus induction were obtained on MS Basal + 0.1 mg/L 2,4-D medium 

with a compact and white callus texture character. In the regeneration phase, the 

highest percentage of regenerated callus parameters was found in M2 media. 

Several embryogenesis genes were expressed such as GhSERK1, GhSERK2, LEC, 

GhWUS, and GhWOX11. The best regeneration media with morphological 

parameters and embryogenesis gene expression was obtained on M2 media.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Media regenerasi dalam kultur jaringan merupakan hal pokok yang perlu 

diperhatikan dalam implementasi perbanyakan secara in vitro. Keberhasilan kultur 

in vitro bergantung pada komposisi media regenerasi. Kebutuhan nutrisi setiap 

tanaman untuk tumbuh optimal sangat bervariasi dan disesuaikan dengan tujuan 

kultur (Sudheer et al., 2022). Salah satu upaya untuk meningkatkan efisiensi media 

regenerasi dilakukan dengan penambahan hormon eksogen. Media regenerasi 

dengan tingkat efisiensi yang baik dapat dimanfaatkan untuk perbanyakan tanaman 

menggunakan sel-sel somatik (embriogenesis somatik) (Hesami et al., 2020).  

Embriogenesis somatik merupakan perbanyakan menggunakan sel-sel 

somatik tanaman pada media regenerasi tertentu secara in vitro. Embrio yang 

dihasilkan pada embriogenesis somatik berasal dari sel-sel somatik yang 

berdiferensiasi. Diferensiasi sel somatik diregulasi oleh adanya ekspresi gen 

tertentu. Beberapa gen yang biasanya terkespresi pada embriogenesis antara lain 

WOX, WUS, SERK, baby boom (BBM), LEC (Yang & Zhang, 2010). Penambahan 

hormon eksogen pada media regenerasi dapat menyebabkan adanya ekspresi gen 

pertumbuhan yang berbeda. Hal ini berkaitan dengan adanya tingkat transkripsi 

yang tinggi dari gen yang diekspresikan secara berbeda yang mendorong 

diferensiasi dan rediferensiasi sel (Xue et al., 2022). Diferensiasi sel selalu disertai 

dengan adanya perubahan pola ekspresi gen yang terlibat, terutama pada saat 

induksi kalus dan embriogenesis somatik (Liu et al., 2018). Informasi terkait 

beberapa gen embriogenesis yang tersekspresi penting diketahui, terutama dalam 

upaya pengembangan tanaman potensial melalui pendekatan bioteknologi.  

Salah satu tanaman potensial yang masih belum banyak dikaji di Indonesia 

terkait ekspresi gen embriogenesisnya adalah tanaman kapas. Pada penelitian 

sebelumnya, beberapa gen embriogenesis telah terkonfirmasi terekspresi pada 

beberapa kapas di Cina dan Brazil, seperti GhSERK1 (Shi et al., 2012; da Cunha 

Soares et al., 2018), GhSERK2 (Liu et al., 2018), GhWUS (Xiao et al., 2018). Wei 

et al. (2022) menyatakan bahwa pemberian auksin menghasilkan ekspresi berbeda 
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pada gen GhWOX11 dan GhWOX12 yang mengontrol formasi pertumbuhan kalus 

tanaman kapas. Beberapa gen embriogenesis kapas lainnya juga diketahui 

terekspresi melalui perbanyakan secara embriogeneis somatik pada media dengan 

hormon auksin dan sitokinin yang berupa kinetin (Wu et al., 2009).  

Gen-gen yang meregulasi embriogenesis tanaman kapas Indonesia belum 

banyak diketahui. Informasi mengenai regulasi gen embriogenesis pada tanaman 

kapas di Indonesia dapat menjadi sumber berharga terkait kemampuan regenerasi 

kapas dan pengembangan rekayasa genetik tanaman kapas di masa depan. 

Penelitian ini dilakukan guna mengkaji pengaruh media regenerasi terhadap 

ekspresi gen-gen embriogenesis pada tanaman kapas di Indonesia. Adapun tanaman 

kapas yang dikaji adalah Gossypium hirsutum L. Var. Kanesia 15.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut.  

1. Bagaimana pengaruh hormon 2,4-D dan IBA terhadap morfologi dan 

induksi kalus?  

2. Bagaimana pengaruh perbedaan media regenerasi terhadap morfologi dan 

ekspresi gen embriogenesis pada tanaman kapas (Gossypium hirsutum L.)? 

 

1.3 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh hormon 2,4-

D dan IBA pada induksi kalus kapas serta untuk mengetahui respon morfologi dan 

ekspresi gen embriogenesis tanaman kapas (Gossypium hirsutum L.) pada berbagai 

media regenerasi.  

 

1.4 Manfaat 

Manfaat penelitian bagi akademis adalah dapat memberikan informasi 

terkait ekspresi gen embriogenesis yang terekspresi pada tanaman kapas 

(Gossypium hirsutum L.) dalam upaya pengembangan tanaman kapas serta 

memberikan informasi terkait efisiensi media regenerasi terbaik dalam 

embriogenesis somatik tanaman kapas.  
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tanaman Kapas (Gossypium hirsutum L. Var. Kanesia 15) 

Tanaman kapas dikenal sebagai tanaman penghasil serat alami yang penting 

di dunia. (Salimath et al., 2021; Aslam et al., 2022). Lebih dari 80% pemanfaatan 

tanaman kapas adalah untuk diambil seratnya, sedangkan biji kapas digunakan 

untuk minyak dan pakan (Hernandez, 2016). Tanaman kapas (Gossypium spp.) 

merupakan spesies yang berasal dari genus Gossypium, suku Gossypieae yang 

biasanya tumbuh di daerah kering dan semi kering. Tanaman kapas termasuk dalam 

tanaman herbasius, semak, dan memiliki tinggi 3 sampai 40 kaki. Jenis komersial 

utama dari tanaman kapas antara lain Gossypium barbadense, Gossypium 

herbaceum, Gossypium hirsutum, Gossypium arboreum, (Wendel et al., 2010). 

Salah satu spesies kapas yang dibudidayakan di Indonesia adalah spesies 

Gossypium hirsutum L. 

Gossypium hirsutum L. merupakan spesies kapas allotetraploid yang telah 

lama dibudidayakan di seluruh dunia untuk dimanfaatkan sebagai serat tekstil alami 

(Wang et al., 2019). Adapun klasifikasi kapas (Gossypium hirsutum L) adalah 

sebagai berikut.  

Kingdom : Plantae 

Filum  : Spermatophyta 

Sub filum : Angiospermae 

Kelas  : Dicotyledonae 

Ordo  : Malvales 

Famili  : Malvaceae 

Genus  : Gossypium 

Spesies : Gossypium hirsutum  

(Anonim a., 2019).  

 

Salah satu varietas kapas yang ada di Indonesia adalah Varietas Kanesia 15. 

Gossypium hirsutum L. Var. Kanesia 15 merupakan varietas kapas yang toleran 

terhadap kekeringan, tahan terhadap wereng kapas (Amrasca biguttula), memiliki 

 

3 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



4 

 

 

 

kekuatan serat 32,16 g/tex dengan keseragaman serat 86,46%. Produktivitas kapas 

Varietas Kanesia 15 pada kondisi keterbatasan air adalah 962-2237 kg kapas 

berbiji/ha, sedangkan produktivitas pada pengairan optimal adalah 1617-3617 kg 

kapas berbiji/ha. Varietas Kanesia 15 sesuai untuk dibudidayakan di wilayah Jawa 

Timur, Sulawesi Selatan dan Nusa Tenggara Barat (Balai Penelitian Tanaman 

Pemanis dan Serat, 2014).   

 

2.2 Kultur Jaringan Tanaman Kapas (Gossypium hirsutum L.) 

Kultur jaringan tanaman merupakan suatu metode dalam memelihara sel, 

jaringan, maupun organ tanaman tertentu pada lingkungan yang buatan guna 

menghasilkan bahan tanam yang seragam dalam jumlah besar (Haque et al., 2022). 

Kultur jaringan bertumpu pada konsep totipotensi sel, yaitu kemampuan sel dan 

jaringan tanaman untuk berkembang menjadi satu individu baru (Kolakar et al., 

2018). Prinsip utama perbanyakan secara in vitro adalah dengan menggunakan 

bagian tanaman yang ditanam pada jenis media tanam tertentu di lingkungan steril 

(Basri, 2016). Bagian tanaman yang dipilih dalam perbanyakan kapas melalui 

kultur jaringan adalah bagian tanaman yang sel-selnya masih aktif membelah. 

Gamborg et al. (1976) menyatakan bahwa faktor utama yang menentukan 

keberhasilan kultur jaringan adalah asal eksplan dan media kultur. Adapun faktor-

faktor lain yang mendukung keberhasilan kultur in vitro antara lain genotipe 

tanaman, lingkungan tumbuh, dan kondisi eksplan yang diperbanyak.  

Eksplan merupakan bahan untuk inisasi dalam suatu kultur. Penanaman 

eksplan pada media tepat dapat beregenerasi melalui proses embriogenesis maupun 

organogenesis (Gunawan, 1988). Pada dasarnya semua bagian tanaman dapat 

digunakan sebagai eksplan dalam kultur in vitro, terutama jaringan muda yang 

mengandung sel-sel yang aktif membelah. Pada kultur in vitro tanaman kapas, 

bagian kotiledon, hipokotil, tunas apikal meristem biasanya digunakan sebagai 

eksplan untuk tujuan organogenesis langsung (Yasin dan Yasmin, 2019). Bagian 

kotiledon maupun hipokotil juga dapat digunakan sebagai eksplan dalam 

menginduksi kalus pada kultur in vitro kapas (Kumar dkk., 2015). Eksplan kapas 
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dapat diperoleh dari hasil perkecambahan benih kapas yang berumur 5-7 hari (Hui-

hui et al., 2019; Ke et al., 2021).   

Keberhasilan pertumbuhan eksplan dalam kultur in vitro kapas sangat 

bergantung pada media kultur yang digunakan. Sumber nutrisi bagi tanaman harus 

tersedia pada media kultur yang digunakan. Di sisi lain, komposisi media bagi 

setiap jenis tanaman perlu disesuaikan. Umumnya, media kultur harus memiliki 

sumber karbohidrat, nutrisi makro, nutrisi mikro dan vitamin yang mampu 

mengoptimalkan pertumbuhan tanaman. Hal ini sesuai dengan pernyataaan (Saad 

dan Elshahed., 2012) bahwa komponen utama dalam media kultur antara lain 

makronutrien, mikronutrien, vitamin, asam amino, nitrogen, karbon, bahan organik 

dan bahan pemadat. Pada implementasi regenerasi kapas melalui kultur jaringan, 

hormon pertumbuhan memegang peran penting dalam tahap induksi dan 

perkembangan tanaman.  Pada kajian embriogenesis somatik kapas teridentifikasi 

adanya aktivitas auksin dan sitokinin endogen yang mendasari diferensiasi dan 

rediferensiasi sel (Duarte-Aké dan De-la-Peña, 2016). Penambahan plant growth 

regulator (PGR) seperti jenis auksin dan sitokinin pada media kultur jaringan 

mampu memicu pertumbuhan eksplan sesuai tujuan kultur yang diinginkan. Lestari 

(2011) menyatakan jenis auksin antara lain IAA, NAA, IBA, 2,4-D, PIC. Adapun 

jenis sitokinin yang biasa digunakan pada media kultur antara lain Kinetin, BAP 

(6-benzylaminopurine), TDZ (Thidiazuron) (Restanto dkk., 2018), dan sebagainya.  

 

2.3 Hormon Auksin (2,4-D dan IBA) dan Sitokinin (Kinetin) 

Zat pengatur tumbuh dalam perbanyakan tanaman merupakan suatu hormon 

yang dapat memacu perkembangan dan pertumbuhan tanaman. Zhao et al. (2021) 

menyatakan bahwa hormon auksin dan sitokinin yang seimbang mampu 

mengontrol organogenesis pada kultur in vitro.  Pertimbangan penggunaan jenis 

dan konsentrasi auksin maupun sitokinin diperlukan untuk menyesuaikan tujuan 

kultur dan fungsi hormon dalam meregulasi pertumbuhan tanaman pada 

perbanyakan in vitro.  

Aplikasi hormon auksin pada media regenerasi memicu pembentukan kalus 

dan menekan morfogenesis tanaman (Rasud dan Bustaman, 2020). Beberapa 
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macam hormon auksin yang biasa digunakan dalam kultur jaringan antara lain 

adalah IAA, NAA, IBA, dan 2,4-D. Umumnya IAA, NAA, dan IBA digunakan 

pada multiplikasi tunas dan akar, sedangkan 2,4-D digunakan untuk menstimulasi 

pembentukan kalus dan proliferasi sel (Phillips & Garda, 2019). 2,4-D (2,4-

dichlorophenoxyacetic acid) merupakan jenis hormon auksin sintetis. Aplikasi 2,4-

D pada kultur jaringan digunakan pada konsentrasi yang umumnya lebih rendah 

daripada IAA, NAA, dan IBA. Penggunaan 2,4-D pada dosis rendah mampu 

memacu pertumbuhan tanaman, namun dalam dosis tinggi dapat mempengaruhi 

sintesis protein dan mengubah plastisitas dinding sel (Tiwari et al., 2019).  

 Jenis hormon auksin lain yang biasa digunakan dalam kultur in vitro adalah 

IBA (Indole-3-butyric-acid). IBA (Indole-3-butyric-acid). merupakan asam 

butanoat yang memiliki peran sebagai hormon tanaman, metabolit tanaman dan 

auksin. IBA dapat ditemukan pada Pisum sativum, Tropaeolum majus, Zea mays, 

dan Nicotiana tabacum (NCBI, 2022). Hormon IBA (Indole-3 butyric acid) pada 

konsentrasi yang berbeda mampu menstimulasi pertumbuhan akar maupun tunas. 

Šípošová et al. (2019) menyatakan bahwa pada konsentrasi yang lebih rendah, IBA 

mampu menstimulasi pertumbuhan akar, sedangkan pada konsentrasi yang lebih 

tinggi dapat memicu pertumbuhan tunas.  

Selain auksin, sitokinin merupakan salah satu hormon tanaman yang 

penting dalam mendorong pembelahan sel (Wang et al., 2021). Jenis zat pengatur 

tumbuh sitokinin antara lain BA, Zeatin, Kinetin dan sebagainya. Peran zat 

pengatur tumbuh sitokinin dalam kultur in vitro erat kaitannya dengan inisiasi 

tunas. Yuniati dkk. (2018) menyatakan inisiasi tunas dalam kultur jaringan tanaman 

dipengaruhi oleh konsentrasi optimum sitokinin pada media kultur.  

 

2.4 Regulasi Gen Embriogenesis dan Pengaruh Hormon  

Embriogenesis somatik merupakan proses pembentukan embrio yang 

berasal dari sel-sel somatik. Wang et al. (2022) menyatakan embriogenesis somatik 

merupakan salah satu klasifikasi embriogenesis non-zigotik atau perkembangan 

embrio tanpa adanya fertilisasi. Terdapat beberapa jalur dalam menginisiasi 

embriogenesis somatik. Fehér, et al. (2016) menyatakan bahwa pada beberapa 
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percobaan, pembentukan embrio somatik tidak terjadi secara langsung melalui sel-

sel somatik, melainkan melalui intervensi fase kalus. Kalus merupakan massa yang 

tidak teroganisir dari sel-sel yang terdiferensiasi. Tahap diferensiasi sel tidak lepas 

dari regulasi gen terkait. Cetz-Chel dan Loyola-Vargas (2016) menyatakan bahwa 

faktor transkripsi pada embriogenesis somatik tidak langsung diinduksi oleh 

overekspresi gen BABY BOOM (BBM), WUSCHEL (WUS) pada sel-sel vegetatif. 

(Gulzar et al., 2020) juga menyatakan bahwa beberapa gen telah diketahui 

berhubungan secara langsung dengan embriogenesis somatik, seperti Somatic 

Embryogenesis Like Receptor Kinase (SERK), Leafy Cotyledon (LEC), BABY 

BOOM (BBM).  

Gen Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase (SERK) merupakan 

reseptor transmembran yang terlibat dalam memicu embriogenesis dan telah 

terdeteksi terekspresi pada embrio somatik yang berkembang.   Leafy Cotyledon 

(LEC) adalah gen yang memiliki kelebihan komplementer dan parsial dalam 

menginduksi embriogenesis somatik. LEC1 meregulasi perkembangan embrio, 

sedangkan LEC2 menginisiasi proliferasi, produksi kalus, pembentukan struktur 

kotiledon pada embriogenesis somatik. Baby Boom (BBM) merupakan faktor 

transkripsi yang terlibat dalam proliferasi sel dan morfogenesis selama 

pembentukan embrio (embriogenesis). WUSCHELL (WUS) mengenkode faktor 

transkripsi yang secara langsung meregulasi gen-gen lain. Fungsi WUSCHELL 

(WUS) adalah untuk mempertahankan keadaan sel yang tidak berdiferensiasi. 

Sedangkan gen WOX mampu menstimulasi pembentukan embrio pada kondisi ada 

maupun tidak adanya auksin (Duarte-Aké dan De-la-Peña, 2016).  

Aktivasi gen-gen embriogenesis diregulasi oleh keberadaan hormon dalam 

tanaman. Level auksin endogen maupun eksogen mampu mempengaruhi 

perkembangan sel-sel somatik yang disebabkan oleh aktivasi gen embriogenesis 

(da Cunha Soares et al., 2018). Pada tanaman, area yang terakumulasi auksin pada 

zona periferal mampu membentuk primordia tanaman (Pandey dan Chaudary, 

2014). Pengaruh hormon selain auksin terhadap regulasi gen embriogenesis 

ditemukan pula pada jenis sitokinin. Sitokinin merupakan jenis hormon tanaman 

yang mampu meregulasi pembentukan perakaran lateral dan pertumbuhan tanaman 
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(Chang et al., 2015). Sitokinin juga bertindak dalam mengatur kapasitas sintesis 

protein dan status pertumbuhan sel. Ghorbel dan Brini (2021) menyatakan bahwa 

sitokinin telah dikaji berperan sebagai inisiator pertumbuhan kalus, perkembangan 

klorofil dan perkembangan xylem. Salah satu jenis sitokinin, yaitu kinetin yang 

diberikan secara eksogen mempengaruhi transkripsi rRNA pada Arabidopsis 

thaliana (Barciszewski et al., 2007).  

 

2.5 Hipotesis 

1. Pemberian hormon auksin berupa 2,4-D dan IBA pada media induksi kalus 

berpengaruh pada pertumbuhan kalus kapas (Gossypium hirsutum L.) 

secara in vitro.  

2. Pemberian kombinasi hormon auksin dan sitokinin pada media regenerasi 

berpengaruh terhadap morfologi dan ekspresi gen embriogenesis dalam 

regenerasi sel kalus kapas (Gossypium hirsutum L.).  
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian Karakterisasi Ekspresi Gen Embriogenesis selama Fase 

Regenerasi dengan Perlakuan Kombinasi Hormon Auksin dan Sitokinin pada 

Kultur Kapas (Gossypium hirsutum L.) dilakukan di Laboratorium 

Agrobioteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Jember. Penelitian ini dilakukan 

pada bulan November sampai selesai.  

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain laminar air flow cabinet, 

autoklaf, glass ware (gelas ukur, erlenmeyer, petridish, beaker glass, test tube), 

scalpel, pinset, gunting, pipet tetes, mikropipet, pH meter, vortex mixer, centrifuge, 

mesin PCR, elektroforesis, UV-transiluminator, power supply, lemari pendingin, 

milipore.  

 

3.2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah benih kapas lokal 

(Gossypium hisutum L. Var. Kanesia 15), media MS Vitamin (NH4NO3 1650 mg/l, 

H3BO3 6,2 mg/l, CaCl2, CoCl3.6H2O 0,025 mg/l, CuSO4.5H2O 0,025 mg/l, 

Na2EDTH.2H2O 37,26 mg/l, FeSO4.7H2o 27,8 mg/l, MgSO4 180,7 mg/l, 

MnSO4.H2O 16,9 mg/l, MoO3.H2O 0,25 mg/l, KI 0,83 mg/l. KNO3 1900 mg/l, 

ZnSO4 8,6 mg/l, KH2PO3 170 mg/l. myo-Inositol 100 mg/l, glycine 2 mg/l, 

Nicotinic acid 0,5 mg/l, Pyridoxine.HCl 0,5 mg/l, Thiamine.HCl 0,1 mg.l), 2,4-

Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), IBA, kinetin, gelrite, sukrosa, alcohol 70%, 

alcohol 96%, aquades, HCl 0,2 M, NaOH 0,1 M, alkohol 96%, alkohol 70%. Bahan 

yang diperlukan dalam ekstraksi DNA antara lain tanaman kapas (Gossypium 

hirsutum L.) hasil regenerasi mikrotube, nitrogen cair, buffer RPL, buffer RBW, 

buffer RNW, primer, Nuclease-free water, green master mix 2X, 4x DN Master 

mix, DNAse 1.5x RT Master mix II, dan greenstar.  
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3.3 Rancangan Percobaan 

Penelitian ini dilakukan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktor 

tunggal. Faktor percobaan yang digunakan pada fase induksi kalus adalah hormon 

auksin dengan 3 taraf perlakuan dan diulang sebanyak 6 kali. Adapun taraf 

perlakuan yang digunakan adalah sebagai berikut. 

K1 = Media MS0 

K2 = Media MS Vitamin + 0,1 ppm 2,4-D 

K3 = Media MS Vitamin + 0,1 ppm IBA 

Denah pengacakan rancangan pada fase induksi kalus adalah sebagai berikut.  

K1U6 K3U1 K1U2 

K3U4 K2U2 K2U1 

K2U5 K2U4 K3U5 

K3U6 K1U5 K3U2 

K1U3 K1U4 K1U1 

K2U6 K2U3 K3U3 

 

Faktor percobaan yang digunakan adalah faktor kombinasi hormon 

pertumbuhan berupa auksin dan sitokinin. Adapun penelitian ini terdapat 4 taraf 

perlakuan hormon dan diulang sebanyak 6 ulangan, antara lain sebagai berikut.  

M1 = MS Vitamin + 0,01 ppm 2,4-D + 0,3 ppm IBA + 0,5 ppm Kinetin 

M2 = MS Vitamin + 0,01 ppm 2,4-D + 0,5 ppm IBA + 0,5 ppm Kinetin 

M3 = MS Vitamin + 0,00 ppm 2,4-D + 0,3 ppm IBA + 0,5 ppm Kinetin 

M4 = MS Vitamin + 0,00 ppm 2,4-D + 0,5 ppm IBA + 0,5 ppm Kinetin 

Adapun denah pengacakan rancangan adalah sebagai berikut.  

M3U1 M3U3 M3U2 M4U4 

M1U1 M1U3 M1U4 M2U3 

M2U1 M1U5 M3U5 M1U2 

M4U2 M3U4 M4U5 M2U4 

M2U2 M2U5 M4U3 M4U1 
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3.4  Pelaksanaan Penelitian 

3.4.1 Prosedur Pelaksanaan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui ekspresi gen-gen embriogenesis 

pada kultur jaringan tanaman kapas (Gossypium hirsutum L. Var. Kanesia 15) 

dengan berbagai media regenerasi. Penelitian ini dilakukan melalui beberapa 

prosedur pelaksanaan antara lain sebagai berikut.  

1. Sterilisasi Alat dan Bahan 

Gelas ukur, erlenmeyer, petridish, beaker glass, test tube, scalpel, pinset, 

gunting dicuci dan dibungkus dengan aluminium foil. Alat disterilisasi pada 

autoklaf selama kurang lebih 30 menit pada suhu 121oC dan tekanan 15 psi. Alat 

yang telah disterilisasi disimpan pada oven.  

2. Pembuatan Media  

Media kultur in vitro yang diperlukan dalam penelitian ini adalah media 

perkecambahan, media induksi kalus dan media regenerasi. Pembuatan media 

perkecambahan dilakukan dengan menimbang 4.3 g/L media MS, 6 g/L gelrite, dan 

30 g/L sukrosa. Pembuatan media induksi kalus dilakukan dengan menimbang 4.3 

g/L media MS vitamin, 6 g/L gelrite, dan 30 g/L sukrosa, 2,4-D 0,1 mg/L dan IBA 

0,1 mg/L. Pembuatan media regenerasi dilakukan dengan menimbang 4,3 g/L 

media MS vitamin, 6 g/L gelrite, dan 30 g/L sukrosa, 2,4-D 0,01 mg/L, IBA 0,3 

mg/L dan 0,5 mg/L, dan Kinetin 0,5 mg/L.  

Bahan yang telah ditimbang kemudian dilarutkan menjadi 1000 ml larutan 

media dan diaduk hingga homogen. pH larutan diukur hingga mencapai nilai 5,8 

(penambahan 0,1 M NaOH dilakukan apabila pH < 5.8 dan penambahan 0,2 M HCl 

dilakukan apabila pH larutan di atas 5,8). Larutan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 

dan ditutup dengan aluminium foil kemudian diautoklaf pada suhu 121oC dan 

tekanan 15 psi selama 30 menit. Media yang telah diautoklaf dituang pada test tube 

(media perkecambahan) dan petridish (media induksi kalus dan renegerasi) di 

dalam laminar air flow (LAF).  

3. Sterilisasi Laminar Air Flow (LAF) 

Laminar Air Flow (LAF) disterilkan dengan alkohol 70% pada bagian lantai 

dan dinding laminar. Lampu UV diaktifkan selama 30 menit untuk memastikan 
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tidak ada mikroorganisme yang berpotensi mengontaminasi ekspan selama proses 

penanaman dilakukan.  

4. Penanaman Benih Kapas pada Media Perkecambahan 

Eksplan benih kapas (Gossypium hirsutum L. Var. Kanesia 15) disterilisasi 

pada larutan kloroks 10% selama 8 menit dan dibilas menggunakan aquades steril 

sebanyak 3 kali. Benih kapas yang telah steril ditanam pada media MS.  

5. Induksi Kalus  

Benih kapas yang telah berkecambah pada umur 7 sampai 14 HST diambil 

bagian meristematiknya untuk dikaluskan. Proses induksi kalus dilakukan dengan 

cara thin layer culture, yaitu dengan memotong bagian tunas muda (bagian 

meristem) sepanjang ±1 mm dan ditanam pada 3 media induksi kalus yang berbeda. 

Kalus diinduksi selama 4 minggu pada media induksi dan morfologi kalus diamati 

pada minggu kedua dan keempat.  

6. Regenerasi Kalus Tanaman Kapas 

Hasil induksi kalus terbaik diregenerasikan pada media regenerasi dengan 

kombinasi hormon auksin dan sitokinin yang berbeda. Kalus disubkultur setiap dua 

minggu. Kalus diregenerasikan selama 10 minggu untuk mendapatkan hasil 

regenerasi tanaman kapas. Hasil regenerasi kalus kapas pada umur 10 MST 

dipindahkan ke media MS0 untuk mengetahui jumlah planlet yang didapatkan.  

7. Ekspresi Gen Embriogenesis Tanaman Kapas (Gossypium hirsutum L.) 

Ekspresi gen yang akan diamati adalah gen GhSERK1, GhSERK2, GhWOX11, 

GhWUSS, LEC (Leafy Cotyledon), dan BBM (Baby Boom). Pengambilan sampel 

dilakukan pada minggu kedua dan keempat setelah penanaman pada media 

regenerasi. Tahapan dalam ekspresi gen yaitu isolasi RNA, sintesis cDNA dan 

PCR. 

a) Isolasi RNA  

Kalus embriogenik tanaman kapas sebanyak 100 mg diambil dan digerus 

dengan menambahkan nitrogen cair sampai halus. Hasil gerusan dimasukkan 

ke dalam microsentrifuge tube 1,5 ml dan ditambahkan 350 µl buffer RPL. 

Larutan buffer dan hasil gerusan kalus dihomogenkan menggunakan vortex 

dan diinkubasi selama 3 menit. Sampel dipindahkan ke dalam filter EzPure™ 
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yang berada dalam tube koleksi dan disentrifuge selama 30 detik dengan 

kecepatan 12000 rpm. Supernatan yang tersaring dipindahkan ke 

microcentrifuge tube 1.5 ml yang baru.  

Pada tahap pengikatan RNA, sampel ditambahkan dengan 300 µl ethanol 

70% untuk memurnikan sampel kemudian dilakukan swirling. Sampel 

dipindahkan ke dalam kolom RNeasy yang berada dalam tube koleksi (Rb 

Geneid) dengan segera. Sampel disentrifuge selama 30 detik dengan kecepatan 

12000 rpm. Larutan yang tersaring dibuang dan kolom RNeasy diletakkan 

kembali ke tube koleksi.  

RNA yang didapatkan dicuci dengan menambahkan 500 µl buffer RBW 

pada bagian tengah kolom RNeasy dan disentrifuge selama 30 detik dengan 

kecepatan 12000 rpm. Larutan yang tersaring dibuang dan kolom RNeasy 

diletakkan kembali ke tube koleksi. 70 µl DNase ditambahkan pada bagian 

tengah kolom RNeasy dan diinkubasi selama 10 menit. Kemudian 500 µl 

buffer RBW ditambahkan pada 70 µl DNAse lalu inkubasi selama 2 menit dan 

disentrifuge kembali selama 30 detik dengan kecepatan 12000 rpm. Larutan 

yang tersaring dibuang dan diletakkan kembali kolom RNeasy ke tube koleksi.  

Selanjutnya 500 µl buffer RNW ditambahkan pada bagian tengah kolom 

RNeasy ke tube koleksi dan disentrifugasi selama 30 detik dengan kecepatan 

12000 rpm, lalu larutan yang tersaring dibuang dan kolom RNeasy diletakkan 

kembali ke tube koleksi. Tahapan ini diulang sebanyak dua kali. Sampel RNA 

selanjutnya dielusi dan kolom RNeasy diletakkan pada tube 1,5 ml yang baru. 

50 µl Nuclease-free Water (H2O steril) ditambahkan pada bagian tengah matrik 

kolom RNeasy dan disentrifuge selama 1 menit dengan kecepatan 12000 rpm 

untuk mengelusi RNA purifikasi. RNA yang didapat selanjutnya dihitung 

konsentrasinya dengan menggunakan nanodrop, kemurnian RNA dapat dilihat 

dari nilai perbandingan absorbansi pada panjang gelombang 260 nm dan 280 

nm.  

b) Sintesis cDNA  

Transkripsi balik dilakukan untuk mengubah sampel RNA menjadi bentuk 

cDNA. Larutan RNA diinkubasi pada suhu 65oC dengan durasi 5 menit 
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kemudian disimpan dalam es. Larutan reaksi Dnase I disiapkan dengan total 

volume 8 µl yaitu 4x DN Master Mix 2 µl, RNA template 0,5 µg – 0,5 µg, dan 

Nuclease-free Water X µl. Selanjutnya diinkubasikan pada suhu 37oC selama 

5 menit. Larutan reverse transcription disiapkan dengan total volume 10 µl 

yaitu larutan reaksi DNase I 8 µl dan 5x RT Master Mix II 2 µl. Siklus dalam 

PCR dilakukan sebanyak 2 siklus. Siklus pertama, sampel diinkubasi pada suhu 

37oC selama 15 menit dan pada suhu 50oC selama 5 menit. Siklus kedua, 

sampel dipanaskan pada suhu 98oC selama 5 menit.  

c) PCR  

PCRِ dilakukanِ denganِ volumeِ reaksiِ 10ِ μlِ yangِ terdiriِ dariِ komponen-

komponenِyaitu:ِGreenِMasterِMix,ِ2Xِ5ِμl,ِ1ِμlِ(10ِμM)ِdariِsetiapِprimerِ

Forward (F) dan Reverse (R) (Tabel 3.1), 1ِ μlِ cDNAِ template,ِ danِ 2ِ μlِ

Nuclease-Free Water. Pemrograman PCR adalah satu siklus awal 95°C selama 

2 menit dan 30 siklus: 95°C selama 30 detik untuk denaturasi, 50°C selama 30 

detik untuk annealing, 72°C selama 1 menit untuk extension, dan satu siklus 

akhir 72°C selama 5 menit. Produk PCR yang diamplifikasi menjadi sasaran 

elektroforesis dalam agarose gel 2% yang diwarnai dengan Greenstar 

kemudian divisualisasi dengan UV transluminator.  

 

Tabel 3. 1 Primer sekuen untuk analisis gen 

Gen Primer Sumber 

GhSERK1 Fِ5′ِGCATGATCATTGTAACCCCAAGِ3′ِ 
R 5′ِGGTATTCAGGGGCTATATGACCِ3′ 

(da Cunha Soares, 

2018) 

GhSERK2 F 5’ CGGTTATGGTGTTATGCTTCT 3’ 
R 5’GCTCCACTTCTTCGTCTATGT 3’ 

(Liu et al., 2018) 

GhWOX11 F 5’ AAAACCGGCGTTCTAGGTCTCG 3’ 
R 5’ GTATACTGCTTGGGCTTGGGGG 3’ 

(Wei et al., 2022) 

GhWUS F 5’ CTGATATTCTCCCCATGCAAACA 3’ 
R 5’ CGAGCAATCCCTAAAACTCTTCT 3’ 

(Xiao et al., 2018) 

LEC F 5’ CGT CGG TGG GAT GCT CAA GTC 3’  
R 5’ GGT GCT CGA AGT TGA CGG TCT 3’ 

(Haryadi et al., 2023) 

BBM F 5’ CGA TTT ACC GTG GCG TGA CA 3’ 
R 5’CGT GAA GAG CAT CCT GGA CA 3’ 

(Adnan et al., 2022) 

Actin F 5’ TCC ATC TTG GCA TCT CTC AG 3’  
R 5’ GTA CCC GCA TCA GGC ATC TG 3’ 

(Haryadi et al., 2023) 
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3.5 Variabel Pengamatan 

1. Induksi Kalus  

a. Persentase Induksi Kalus 

Persentase induksi kalus didapatkan dengan menghitung jumlah eksplan yang 

membentuk kalus. Perhitungan persentase induksi kalus dilakukan pada 

eksplan yang berumur 2 minggu pada media induksi dengan rumus sebagai 

berikut.  𝑃𝑒𝑟𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠𝑒 𝑖𝑛𝑑𝑢𝑘𝑠𝑖 𝑘𝑎𝑙𝑢𝑠 =  𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑘𝑎𝑙𝑢𝑠𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑙𝑎𝑛  x 100% 

 

b. Diameter Kalus 

Diameter kalus diamati pada kalus yang berumur 2 minggu dan 4 minggu 

menggunakan pengukur diameter. Diameter kalus terbaik digunakan sebagai 

bahan tanam regenerasi.  

c. Morfologi Kalus 

Pengamatan morfologi kalus dilakukan menggunakan mikroskop dan data 

mengenai bentuk kalus, warna kalus, struktur dan bentuk kalus diambil pada 

minggu kedua dan keempat pada media kultur.  

2. Regenerasi Tanaman 

a. Green Spot 

Pengamatan dilakukan untuk mengetahui terjadinya pembentukan green spot 

pada kalus pada minggu kedua. Persentase green spot pada kalus dihitung 

dengan rumus: 𝑃𝑒𝑟𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠𝑒 𝑔𝑟𝑒𝑒𝑛 𝑠𝑝𝑜𝑡 =  𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑔𝑟𝑒𝑒𝑛 𝑠𝑝𝑜𝑡 𝑝𝑎𝑑𝑎 𝑘𝑎𝑙𝑢𝑠𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑙𝑎𝑛  𝑥 100% 

 

b. Persentase Jumlah Kalus pada Fase Embriogenesis Somatik 

Banyaknya kalus yang membentuk fase globular dan koleoptilar pada minggu 

kedua dan keempat tahap regenerasi tanaman diamati. Persentase akhir jumlah 

kalus pada fase embriogenesis somatik dihitung pada minggu keempat fase 

regenerasi.   

c. Persentase Regenerasi Tanaman 
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Pengamatan persentase regenerasi tanaman berdasarkan Mostafiz dan Wagiran 

(2018) dilakukan dengan rumus:  

 𝑃𝑒𝑟𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠𝑒 𝑟𝑒𝑔𝑒𝑛𝑒𝑟𝑎𝑠𝑖 = 𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑎𝑙𝑢𝑠 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑏𝑒𝑟𝑒𝑔𝑒𝑛𝑒𝑟𝑎𝑠𝑖𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑎𝑙𝑢𝑠 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑖𝑛𝑑𝑢𝑘𝑠𝑖  𝑥 100% 

 

d. Visualisasi Hasil Elektroforesis DNA 

Pengamatan visualisasi hasil elektroforesis DNA dilakukan dengan mengamati 

tebal tipisnya ukuran pita DNA yang didapatkan.  

 

3.6 Analisis Data 

Data pengamatan yang didapatkan pada tahap induksi kalus diolah 

menggunakan analisis keragaman (ANOVA). Data yang berbeda nyata dilakukan 

uji lanjut menggunakan Tukey untuk mengetahui faktor perlakuan yang paling baik 

dalam pembentukan kalus. Pada tahap regenerasi tanaman, data hasil pengamatan 

dianalisis menggunakan analisis keragaman (ANOVA). Data yang berbeda nyata 

dilakukan uji lanjut DMRT (Duncan’s Multiple Range Test). Ekspresi gen 

embriogenesis dianalisis secara deskriptif dengan penyajian data secara visual.  
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

  

4.1 Hasil   

Pada penelitian ini, didapatkan data morfologi kalus selama induksi, 

karakterisasi embriogenesis pada kultur kapas selama fase regenerasi, serta ekspresi 

gen embriogenesis.  

4.1.1 Induksi Kalus 

 Hasil induksi kalus kapas pada tiga jenis media induksi yang berbeda 

dikategorikan ke dalam hasil ukuran kalus dan morfologi kalus. Induksi kalus kapas 

menunjukkan perbedaan yang signifikan pada ukuran kalus. Penggunaan media MS 

basal dengan hormon auksin yang berbeda, yaitu IBA dan 2,4-D mampu 

menginduksi kalus kapas yang berasal dari eksplan hipokotil dengan rata-rata 

ukuran kalus terbaik diperoleh pada media MS Basal + 0.1 mg/L 2,4-D (Tabel 4.1).  

 

Tabel 4. 1 Persentase induksi, bobot dan ukuran kalus kapas 

Perlakuan Media 

Persentase 

Induksi 

Kalus (%) 

Bobot Kalus 

(mg) 

Diameter kalus (mm) 

2 MST 4 MST 

MS0 0 - - - 

MS Basal + 0,1 mg/L IBA 100 4,8 ± 1,31 1,26 ± 0,11a 1,66 ± 0,17a 

MS Basal + 0,1 mg/L 2,4-D 100 5,9 ± 3,68 1,31 + 0,12b 2,03 ± 0,07b 

Keterangan: angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak nyata 

pada uji Tukey 5%; MST: minggu setelah tanam 

 

Secara visual, pada umur 2 MST induksi kalus melalui eksplan hipokotil 

belum menunjukkan adanya pembentukan kalus yang jelas. Pada umur 4 MST, 

karakter morfologi kalus yang didapatkan pada tahap induksi kalus dihasilkan pada 

media dengan hormon 2,4-D memiliki warna kalus putih sedangkan kalus dari 

media induksi dengan hormon IBA berwarna putih kekuningan (Gambar 4.1).   

 

17 
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Keterangan: MST: minggu setelah tanam; U1: Ulangan 1; U2: Ulangan 2; U3: Ulangan 3 

Gambar 4. 1 Karakteristik kalus kapas hasil induksi 2 MST dan 4 MST (scale bars = 1 

mm). 

 

Berdasarkan gambar di atas dapat diketahui adanya perbedaan karakter 

morfologi kalus baik secara ukuran, warna, maupun tekstur kalus. Kalus yang 

diinduksi pada media 2,4-D memiliki kemampuan regenerasi yang tinggi 

dibandingkan dengan kalus yang diinduksi pada media IBA (Tabel 4.2).  

 
Tabel 4. 2 Morfologi kalus kapas hasil induksi 

Perlakuan Media 
Tekstur 

Kalus 
Warna Kalus 

Kategori 

Kalus 

Kemampuan 

Embriogenesis / 

Regenerasi 

MS0 - - -  

MS Basal + 0,1 mg/L 2,4-D Compact White K2 HER 

MS Basal + 0,1 mg/L IBA Friable White-yellowish K3 HENR 

Keterangan: HER (High Embryogenic and Regeneration Ability); HENR (High 

Embryogenic but No Regeneration Ability); K2: compact white callus; K3: friable callus 

(Downey et al., 2019) 

 

Induksi kalus embriogenik pada kultur kapas diperlukan sebagai dasar 

pemilihan media induksi terbaik sebelum kalus diregenerasikan. Kalus 

embriogenik terbaik yang didapatkan, yaitu kalus pada media MS + 0.1 mg/L 2,4-

D dipilih untuk diregenerasikan pada media regenerasi dengan kombinasi hormon 

auksin dan sitokinin yang berbeda.  

4.1.2 Regenerasi Tanaman 

 Regenerasi tanaman kapas dilakukan selama 12 minggu pada 4 media 

regenerasi dengan kombinasi hormon auksin dan sitokinin yang berbeda. Selama 

fase regenerasi, ukuran kalus (Gambar 4.2) diamati pada minggu kedua, keempat, 
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dan kesepuluh untuk mengetahui pertumbuhan kalus selama berada di media 

regenerasi. Ukuran kalus terbaik didapatkan pada media regenerasi M2 yaitu media 

MS Vitamin + 0,01 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin.  

 

 

 
Keterangan: M1: media regenerasi 1; M2: media regenerasi 2; M3: media regenerasi 3; 

M4: media regenerasi 4; MST: minggu setelah tanam 

Gambar 4. 2 Diameter kalus pada fase regenerasi 

 

Adapun persentase regenerasi kapas dikategorikan dalam beberapa 

parameter regenerasi (Tabel 4.3). Rata-rata persentase koleoptilar terbaik 

didapatkan pada media M1, namun berbeda tidak nyata dengan media M2. 

Persentasi regenerasi kalus pada media M1 dan M2 menunjukkan hasil yang 

berbeda nyata dengan persentase terbaik didapatkan pada media regenerasi M2. 

Kalus yang diregenerasikan pada media M3 dan M4 tidak menunjukkan adanya 

respon pada regenerasi tanaman.  
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Tabel 4. 3 Persentase green spot, globular, koleoptilar, dan regenerasi tanaman 

Perlakuan 

Media 

Green spot 

(%) 

Globular 

(%) 
Koleoptilar (%) 

Kalus yang 

Beregenerasi (%) 

M1 100 ± 0,00 100 ± 0,00 25,00 ± 9,13c 33,33 ± 10,53c 

M2 100 ± 0,00 100 ± 0,00 16,67 ± 10,54bc 50.00 ± 14,91d 

M3 100 ± 0,00 100 ± 0,00 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00ab 

M4 100 ± 0,00 100 ± 0,00 16,67 ± 0,00b 0,00 ± 0,00a 

Keterangan: angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak nyata 

pada uji DMRT 5%; M1: media regenerasi 1; M2: media regenerasi 2; M3: media 

regenerasi 3; M4: media regenerasi 4 
 

Respon morfologi regenerasi kapas pada 4 media yang berbeda 

menunjukkan hasil yang beragam (Gambar 4.3).  

 
Gambar 4. 3 Morfologi kalus pada fase regenerasi (scale bars = 1 mm) 

Keterangan: M1: media regenerasi 1; M2: media regenerasi 2; M3: media regenerasi 3; 

M4: media regenerasi 4; MST: minggu setelah tanam 

 

Pada minggu kedua, kalus yang diregenerasikan pada semua media 

regenerasi telah menunjukkan adanya green spot dan telah memasuki fase globular 

sebagai salah satu ciri dari terjadinya proses regenerasi (Gambar 4.4a). Jumlah 

kalus yang memasuki fase koleoptilar dihitung pada minggu keempat, namun pada 

umur 2 MST, telah terdapat kalus yang mulai memasuki fase koleoptilar, yaitu 

kalus pada media regenerasi M2 (Gambar 4.3b).  
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Keterangan: tanda panah merah menunjukkan fase globular (a) dan fase koleoptilar (b) 

Gambar 4. 4 Formasi globular (a) dan koleoptilar (b) tanaman kapas (scale bars = 1 mm).  

 

Regenerasi kalus yang diamati selama 10 minggu pada media yang berbeda 

menunjukkan bahwa kalus dengan kombinasi media 2,4-D, IBA dan Kinetin (M1 

dan M2) menghasilkan kalus yang mampu menghasilkan tunas pada minggu ke 10. 

Hal tersebut menunjukkan karakteristik morfogenesis ke arah pembentukan planlet 

(Gambar 4.5). Jumlah tunas terbanyak didapatkan pada media regenerasi M2 

dengan persentase 50%. Sedangkan regenerasi kalus pada media tanpa hormon 2,4-

Dِ(M3ِdanِM4)ِmenghasilkanِ“rooty callus” dan secara berwarna kecoklatan yang 

mengindikasikan kalus mengalami browning.  

 
Keteranggan: M1: media regenerasi 1; M2: media regenerasi 2; M3: media regenerasi 3; 

M4: media regenerasi 4 

Gambar 4. 5 Planlet kapas yang didapatkan selama 2 minggu pada media MS0 (scale 

bars = 1 mm). 

 

Kalus hasil regenerasi yang berusia 10 minggu dipindahkan pada media 

MS0. Regenerasi kalus pada media M1 dan M2 menghasilkan planlet kapas setelah 

disubkultur pada media MS0 selama 2 minggu. Jumlah planlet kapas terbaik 

didapatkan pada kapas yang diregenerasikan di media M2 dengan persentase 50%. 

Kalus yang diregenerasikan pada media M3 dan M4 tidak menunjukkan adanya 

arah perkembangan menjadi planlet dan kalus mengalami browning.  
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4.1.3 Ekspresi Gen Embriogenesis Kapas pada Beberapa Media Regenerasi 

Ekspresi gen GhSERK1, GhSERK2, GhWOX11, GhWUSS, BBM dan LEC 

digunakan sebagai parameter penelitian untuk mengetahui adanya respon aktivitas 

gen embriogenesis tanaman kapas pada media regenerasi yang berbeda. 

Berdasarkan hasil visualisasi menggunakan elektroforesis (Gambar 4.6), beberapa 

gen embriogenesis terkekspresi pada berbagai perlakuan media regenerasi yang 

digunakan baik pada umur 2 MST maupun 4 MST.  

 
(M1: media regenerasi 1; M2: media regenerasi 2; M3: media regenerasi 3; M4: media 

regenerasi 4; MST: minggu setelah tanam) 

Gambar 4. 6 Ekspresi gen embriogenesis pada tanaman kapas di berbagai media regenerasi.  

 

Di antara gen yang diamati, gen BBM tidak terkekspresi pada semua 

perlakuan baik di umur 2 MST maupun 4 MST. Selain itu, gen GhWOX11 dan 

GhWUSS hanya terekspresi pada media regenerasi M3. Adapun ekspresi gen 

embriogenesis terbanyak dengan tingkat ekspresi yang tinggi didapatkan pada 

perlakuan media regenerasi M1 dan M2. Tingkat ekspresi gen GhSERK1 dan 

GhSERK2 pada media regenerasi M2 menunjukkan tingkat ekspresi yang lebih 

tinggi dibandingkan dengan media M1.  
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4.2 Pembahasan 

Induksi kalus dilakukan sebagai salah satu cara dalam mendapatkan 

dediferensiasi sel yang berpotensi menjadi suatu embrio. Pembentukan kalus sangat 

bergantung pada ketersediaan dan jumlah auksin eksogen pada media. Pada 

penelitian ini, pemberian auksin jenis 2,4-D pada konsentrasi yang sama dengan 

IBA memberikan hasil induksi dan morfologi kalus yang terbaik. Keberhasilan 

induksi kalus pada media 2,4-D juga terkonfirmasi pada tanaman anggrek lilin 

(Aerides odorata Lour.) (Khalida dkk., 2019), Barringtonia racemosa (Dalila et al., 

2013). Pemberian auksin eksogen pada tanaman kapas menunjukkan kemampuan 

induksi kalus yang tinggi pada 2,4-D dan menengah pada hormon IBA (Hui-hui et 

al., 2019). Hormon IBA dalam hal ini tidak lebih baik dibandingkan 2,4-D dalam 

menginduksi kalus tanaman kapas. Penggunaaan IBA dalam pembentukan kalus 

pada dediferensiasi sel juga belum banyak diaplikasikan dan pada penelitian lain 

seringkali digunakan untuk organogenesis pembentukan akar (Babashpour-Asl, 

2012; Fattorini et al., 2017; Justamante et al., 2022).  

Keberadaan auksin pada jaringan tanaman mempengaruhi adanya 

perbedaan formasi dan morfologi kalus (Bano et al., 2022). Berdasarkan karakter 

morfologinya, terdapat dua tipe karakter kalus yang didapatkan pada penggunaan 

hormon 2,4-D dan IBA pada induksi kalus. Kategori kalus K2 didapatkan pada 

media 2,4-D dan kategori kalus K3 didapatkan pada media IBA. Induksi kalus 

dalam media dengan 2,4-D menunjukkan karakteristik kalus yang embriogenik dan 

memiliki kemampuan regenerasi yang tinggi menurut Downey et al. (2019).  

Morfologi kalus yang diamati secara visual melalui warna kalus dapat 

menunjukkan aktivitas pembelahan sel yang terjadi pada kalus. Kalus yang 

berwarna putih, putih-kekuningan maupun kuning mengindikasikan bahwa 

pembelahan sel masih terjadi, sedangkan kalus yang berwarna kecoklatan 

menandakan bahwa sel-sel kalus mengalami penuaan (Astutik dkk., 2021). Kalus 

yang dihasilkan pada media 2,4-D ditandai dengan bentuk yang kompak dan 

berwarna putih mengindikasikan aktifnya jaringan meristematik (Klimek-

Chodacka et al., 2020). Pada penelitian ini, hormon 2,4-D mampu menginduksi 
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tanaman kapas dengan hasil terbaik, namun penggunaan konsentrasi 2,4-D perlu 

dikonfirmasi lebih lanjut pada penelitian selanjutnya.  

Tahapan regenerasi dalam perbanyakan secara embriogenesis somatik 

ditandai dengan beberapa fase perkembangan tanaman. Regenerasi kalus 

embriogenik pada empat kombinasi media yang berbeda menghasilkan data yang 

tidak signifikan pada semua parameter yang diamati. Pada penelitian ini, greenspot 

teramati pada umur 2 MST di semua media regenerasi (Tabel 4.3). Adanya green 

spot mengindikasikan bahwa kalus yang diregenerasikan bersifat embriogenik 

(Noor et al., 2022). Selain greenspot, fase globular (Gambar 4.4a) teramati pada 

semua media regenerasi dan fase koleoptilar teramati pada media M2 di umur 2 

MST (Gambar 4.4b). Jenis hormon sangat mempengaruhi arah regenerasi tanaman 

kapas yang diperbanyak secara in vitro.  

Peran auksin dan sitokinin pada tahap regenerasi kalus kapas menentukan 

arah regenerasi kapas. Auksin dan sitokinin memiliki peran antagonis pada fase 

diferensiasi tanaman, namun   keduanya saling memiliki ketergantungan satu sama 

lain (Chandler & Werr, 2015).  Pada penelitian ini, kombinasi media 2,4-D, IBA, 

dan kinetin pada konsentrasi yang berbeda (M1 dan M2) menghasilkan hasil 

regenerasi kapas hingga menjadi planlet. Kombinasi 2,4-D, IBA, dan Kinetin pada 

media regenerasi dengan konsentrasi kinetin 0.1 ppm juga terkonfirmasi 

menghasilkan embrio somatik terbaik pada Gossypium arboreum (Ke et al., 2021). 

Pada penelitian ini, kombinasi media IBA dan Kinetin tidak dapat menghasilkan 

regenerasi kapas ke arah yang diinginkan.  

Pada tingkat molekular, regenerasi tanaman melalui embriogenesis somatik 

tidak terlepas dari regulasi gen-gen embriogenesis terkait sebagai salah satu 

parameter regenerasi. Gen GhSERK1 terekspresi pada umur 2 dan 4 MST di media 

regenerasi M1 dan M2 dan hanya terekspresi pada M4 di minggu kedua dan M3 di 

minggu keempat. Dalam penelitian ini, ekspresi GhSERK1 pada media regenerasi 

M1 dan M2 berbanding lurus dengan hasil regenerasi yang diinginkan. Regulasi 

positif GhSERK1 pada tanaman kapas terjadi pada kalus yang bersifat embriogenik 

(da Cunha Soares, 2018). Regulasi positif SERK pada kalus yang embriogenik juga 
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terkonfirmasi pada Araucaria angustifolia, Trifolium nigrescens dan Cattleya 

maxima (Steiner et al., 2012; Pilarska et al., 2016; Cueva-Agila et al., 2020).  

Selain GhSERK1, GhSERK2 termasuk ke dalam keluarga SERK yang 

berfungsi dan berasosiasi dengan embriogenesis somatik maupun zigotik. Pada 

regenerasi kapas yang dilakukan, GhSERK2 hanya terekspresi pada media 

regenerasi M1 dan M2 umur 2 MST. Namun, pada umur 4 MST GhSERK2 

terekspresi pada semua media regenerasi dengan tingkat ekspresi yang berbeda. 

Perbedaan kandungan hormon auksin pada tingkat kinetin yang sama di media 

regenerasi mempengaruhi waktu terekspresinya gen GhSERK2. Dalam penelitian 

ini, level ekspresi gen SERK yang tinggi terjadi pada fase globular. Ekspresi 

GhSERK2 yang tinggi juga teridentifikasi pada fase globular pada spesies Brassica 

napus, Cocos nucifera, Momordica charantia (Ahmadi, et al., 2016; Rajesh et al., 

2016; Talapatra et al., 2014). Ekspresi gen SERK diregulasi secara positif (up-

regulated) oleh adanya auksin dan sitokinin pada tanaman (Porras-Murillo et al., 

2018). Tingkat ekspresi GhSERK2 yang tinggi dipicu oleh hormon 2,4-D pada fase 

awal embriogenesis somatik pada tanaman kapas (Liu, et al., 2018).  

BBM (THE BABY BOOM) termasuk dalam faktor transkripsi yang memiliki 

peran esensial dalam proses embriogenesis dan proliferasi. Ekspresi BBM tidak 

terkonfirmasi baik pada regenerasi 2 MST maupun 4 MST pada penelitian ini. 

Tidak terekspresinya gen ini menunjukkan bahwa tidak adanya aktivitas gen BBM 

pada fase yang diamati. Pada penelitian lain, ekspresi gen BBM pada Arabidopsis 

thaliana (Lutz et al., 2015), Glycine max L. (Ouakfaoui et al., 2010), Theobroma 

cacao (Florez et al., 2015) mengaktifkan jalur sinyal transduksi yang mengarah 

pada pembentukan embrio somatik (Ja & Kumar, 2018). Pada Arabidobsis thaliana, 

BBM menjadi faktor transkripsi atas ekspresi gen LEC dalam proses embriogenesis 

somatik (Horstman et al., 2017). Sebagai faktor transkripsi, ekspresi gen BBM pada 

fase tertentu dalam embriogenesis somatik tanaman kapas perlu dikonfirmasi lebih 

lanjut.   

Gen lain yang memiliki fungsi dalam embriogenesis somatik adalah LEC. 

Ekspresi LEC diidentifikasi pada 2 MST regenerasi menunjukkan bahwa terdapat 

aktivitas LEC yang berkaitan dengan proses embriogenesis somatik pada tanaman 
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kapas di awal fase regenerasi. Ekspresi LEC pada Arabidopsis thaliana (Horstman 

et al., 2017) merupakan faktor transkripsi yang menginduksi pembentukan embrio 

somatik pada fase seedling. Pada spesies Gossypium hirsutum dan Gossypium 

barbadense, LEC terekspresi pada fase zigotik hingga fase globular, sedangkan 

pada tahap perkembangan tanaman ekspresinya akan terbatasi (Wang et al., 2022).  

Pada penelitian ini ekspresi GhWOX11 dan GhWUSS hanya terkonfirmasi 

pada media M3. Secara morfologi, kalus yang diregenerasikan pada media M3 tidak 

menunjukkan arah regenerasi yang diinginkan. Ekspresi GhWOX11 yang 

terkonfirmasi pada Gossypium hirsutum L. dipengaruhi oleh keberadaan auksin 

berupa 2,4-D dan menunjukkan tingkat ekspresi yang tinggi pada hipokotil (Wei et 

al., 2022).  Selain, GhWOX11, ekspresi WUS pada media regenerasi M3 tidak 

menunjukkan hasil regenerasi ke arah yang diinginkan. Pada penelitian Xiao et al. 

(2018), ekspresi GhWUSS teridentifikasi pada meristem tunas dan bunga pada 

spesies Gossypium hirsutum L.  
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan  

1. Media induksi kalus terbaik didapatkan pada media MS Basal + 0,1 mg/L 2,4-

D dengan hasil morfologi kalus kapas yang kompak, berwarna putih dan 

memiliki tingkat embryogenesis dan regenerasi yang tinggi.  

2. Kombinasi media regenerasi mempengaruhi karakteristik morfologi dan 

ekspresi gen embriogenesis tanaman kapas pada kultur in vitro. Gen 

embriogenesis yang terlibat dalam embriogenesis somatik terkespresi pada 

media maupun waktu yang berbeda. Secara keselurugan gen embriogenesis 

yang terekspresi adalah GhSERK1, GhSERK2, GhWUS, GhWOX11 dan 

OsLEC. Media regenerasi M2 (media regenerasi dengan kombinasi hormon 

2,4-D 0,01 mg/L, IBA 0,5 mg/L, dan Kinetin 0,5 mg/L) menghasilkan jumlah 

tanaman beregenerasi dan jumlah ekspresi gen terbaik dengan tingkat ekspresi 

yang paling tinggi. Adapun gen yang terekspresi pada media M2 adalah 

GhSERK1, GhSERK2, dan OsLEC. 

 

5.2 Saran  

 Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan, apabila dilakukan 

penelitian serupa, penggunaan media MS0 sebagai kontrol pada induksi kalus tidak 

perlu dilakukan. Penelitian lebih lanjut dengan menambahkan variabel penelitian 

lain untuk mendukung data penelitian yang telah dilakukan seperti daya induksi 

kalus dan keragaman somaklonal diperlukan.  
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Dokumentasi Pelaksanaan Penelitian 

  
1. Penimbangan bahan media kultur in 

vitro 

2. Sterilisasi alat dan media kultur 

 

  
3. Penanaman eksplan pada media 

induksi kalus 

4. Pengamatan kalus 

 

  
5. Pemindahan kalus pada media 

regenerasi 

6. Pengamatan Kalus pada media 

regenerasi 

 

 

36 
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7. Isolasi RNA 8. Sintesis cDNA 

 

  
9. Elektroforesis 10. Visualisasi hasil ekspresi gen 
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Lampiran 2. Analisis Data Diameter Kalus pada Fase Induksi Kalus 2 MST 

Perlakuan 

Media 

Ulangan (mm) 
Total 

Rata-

rata 
StDev 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

MS0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9 1,000 0,000 

IBA 1,2 1,3 1,3 1,2 1,2 1,1 1,2 1,3 1,5 11,3 1,256 0,113 

2,4D 1,3 1,5 1,3 1,3 1,2 1,5 1,2 1,2 1,3 11,8 1,311 0,117 

Total 3,5 3,8 3,6 3,5 3,4 3,6 3,4 3,5 3,8 
32,1 1,1889 

  

Rata-rata 1,17 1,27 1,2 1,17 1,13 1,2 1,13 1,17 1,27 

 

FK 38,163 

JK Total 0,707 

JK Perlakuan 0,496 

JK Galat 0,211 

 

Perhitungan Analisis Keragaman (ANOVA)  

Sumber 

Keragaman 
db JK KT Fhitung 

F tabel 

5% 

F tabel 

1% 
Kesimpulan 

Perlakuan 2 0,496 0,248 28,168 3,403 5,61 Signifikan 

Galat 24 0,211 0,009     

Total 26 0,707      

 

Uji BNJ 

Perlakuan Rata-rata Notasi  

MS0 0  
IBA 1.26 a 

2,4-D 1.31 b 
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Lampiran 3. Analisis Data Diameter Kalus pada Fase Induksi Kalus 4 MST 

Perlakuan 

Media 

Ulangan (mm) 
Total 

Rata-

rata 
StDev 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

MS0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9 1,000 0,000 

IBA 1,5 1,7 1,8 2 1,6 1,6 1,5 1,7 1,5 14,9 1,656 0,167 

2,4D 2 2 2 2 2 2 2 2,2 2,1 18,3 2,033 0,071 

Total 4,5 4,7 4,8 5 4,6 4,6 4,5 4,9 4,6 
42,2 1,563  

Rata-rata 1,5 1,57 1,6 1,67 1,53 1,53 1,5 1,63 1,53 

 

FK 65,957 

JK Total 5,183 

JK Perlakuan 4,921 

JK Galat 0,262 

 

Perhitungan Analisis Keragaman 

Sumber db JK KT Fhitung 
F table 

5% 

F 

Tabel 

1% 

Kesimpulan 

Perlakuan 2 4,921 2,460 225,186 3,403 5,61 ** 

Galat 24 0,262 0,011     

Total 26 5,183      

  

UJI BNJ 

Perlakuan Rata-rata Notasi  

MS0 0  
IBA 1.66 a 

2,4-D 2.03 b 
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Lampiran 4. Diameter Kalus Fase Regenerasi  

a. Diameter Kalus 2 MST Regenerasi (mm) 

Perlakuan 
Ulangan (mm) 

Total 
Rata-

Rata 
StDev 

I II III IV V VI 

M1 3.50 2.50 2.50 2.00 2.80 2.50 15.80 2.63 0.497 

M2 2.50 2.20 3.00 2.50 2.70 2.00 14.90 2.48 0.354 

M3 2.50 3.00 2.00 2.50 2.50 1.50 14.00 2.33 0.516 

M4 1.70 2.50 2.70 2.50 1.50 2.00 12.90 2.15 0.489 

Total 10.20 10.20 10.20 9.50 9.50 8.00 57.60   

 

Perhitungan ANOVA 

Sumber 

Keragaman 
DB JK KT Fhit 

Fhit 

5% 

Fhit 

1% 
Ket 

Perlakuan 3 0.77 0.26 1.17 3.10 4.94 tn 

Galat 20 4.39 0.22     

Total 23 5.16      

 

b. Diameter Kalus 4 MST Regenerasi 

Perlakuan 
Ulangan (mm) 

Total 
Rata-

Rata 
StDev 

I II III IV V VI 

M1 4 3 3 2.5 3 3 18.50 3.08 0.492 

M2 3 2.7 4 3 3 4 19.70 3.28 0.567 

M3 3.5 4 3 2.5 3 3 19.00 3.17 0.516 

M4 2 3.2 3 3 3 2 16.20 2.70 0.548 

Total 12.50 12.90 13.00 11.00 12.00 12.00 73.40   

 

Perhitungan ANOVA 

Sumber 

Keragaman 
db JK KT Fhit 

Fhit 

5% 

Fhit 

1% 
Ket 

Perlakuan 3 1.15 0.38 1.35 3.10 4.94 tn 

Galat 20 5.65 0.28     

Total 23 6.80      
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c. Diameter Kalus 10 MST Regenerasi  

Perlakuan 
Ulangan 

Total 
Rata-

Rata 
StDev 

I II III IV V VI 

M1 5.00 5.00 6.00 4.00 4.00 3.00 27.00 4.50 1.049 

M2 5.00 4.00 5.00 5.00 5.00 4.50 28.50 4.75 0.418 

M3 5.00 4.00 4.00 3.50 5.00 5.00 26.50 4.42 0.665 

M4 3.00 3.00 4.00 4.00 3.00 5.00 22.00 3.67 0.816 

Total 18.00 16.00 19.00 16.50 17.00 17.50 104.00   

 

Perhitungan ANOVA 

SK Db JK KT Fhit Fhit 5% Fhit 1% Ket 

Perlakuan 3 3.92 1.31 2.19 3.10 4.94 tn 

Galat 20 11.92 0.60     

Total 23 15.83      
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Lampiran 5. Analisis data jumlah kalus yang memasuki fase koleoptilar 

Perlakuan Ulangan  Rata-

rata 

StDev 

1 2 3 4 5 6 

M1 33.33 16.67 33.33 16.67 33.33 16.67 25.000 9.13 

M2 0.00 16.67 16.67 16.67 33.33 16.67 16.668 10.54 

M3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.000 0.00 

M4 16.67 16.670 16.67 16.67 16.67 16.67 16.670 0.00 

 

FK 5105.05 

JK Total 2951.07 

JK Perlakuan 1979,29 

JK Galat 971,78 

 

 

Perhitungan Analisis Keragaman 

Sumber db JK KT Fhitung F tabel 

5% 

F Tabel 

1% 

Kesimpulan 

Perlakuan 3 1979,29 659,76 13,58 3,0978 4,938 ** 

Galat 20 971,78 48,59 
 

     

Total 23 2951.07 
  

     

 

Uji DMRT 

Perlakuan Rata-rata 
Rata-rata + 

DMRT 
Simbol 

 
M3 0.00 8.395 a  

M4 16.67 25.483 b  

M2 16.67 25.748 bc  

M1 25   c  
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Lampiran 6. Analisis data jumlah kalus yang beregenerasi 

Perlakuan 
Ulangan  

Total 
Rata-

rata 
StDev 

1 2 3 4 5 6 

M1 33.33 33.33 33.33 33.33 16.67 50 199.99 33.33 10.54 

M2 50 33.33 66.67 33.33 50 66.67 300 50 14.91 

M3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

M4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

FK 10416,25 

JK Total 12916,75 

JK Perlakuan 11249,75 

JK Galat 1667,00 

 

 

Perhitungan Analisis Keragaman 

Sumber db JK KT Fhitung 
F table 

5% 

F tabel 

1% 
Kesimpulan 

Perlakuan 3 11249,75 3749,917 44,99 3,098 4.938 ** 

Galat 20 1667,00 83,35     

Total 23 12916,75      

 

Uji DMRT 

Perlakuan Rata-rata 
Rata-rata 

+ DMRT 
Simbol 

 
M3 0.00 10.995 a  

M4 0 11.543 ab  

M1 33.33 45.220 c  

M2 50  d  
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