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INTISARI 

 

Transformasi genetik dengan perantara Agrobacterium tumefaciens 

merupakan salah satu metode transformasi yang umum digunakan dengan tingkat 

keberhasilan yang tinggi. Faktor yang dapat memengaruhi transformasi genetik 

dengan perantara A. tumefaciens adalah target transformasi dan lama waktu infeksi. 

Target transformasi yang baik adalah eksplan yang tidak bersifat rekalsitran, dapat 

terinfeksi oleh A. tumefaciens serta dapat tumbuh menjadi tanaman dewasa. Waktu 

infeksi A. tumefaciens yang terlalu singkat dapat menyebabkan gen tidak terintegrasi 

dengan baik pada genom tanaman, sedangkan waktu infeksi yang terlalu lama dapat 

menyebabkan nekrosis pada sel tanaman. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 

pengaruh hormon dalam menginduksi kalus yang diperlukan sebagai target 

transformasi serta lama waktu infeksi yang terbaik untuk meningkatkan frekuensi 

transformasi. Tahapan penelitian yang dilakukan meliputi pembuatan larutan stok, 

sterilisasi alat dan bahan, pembuatan medium, induksi kalus dari daun kaca piring 

dengan variasi hormon 2,4-D (1, 2, 3 ppm), kombinasi hormon TDZ 1,5 ppm IBA 1,5 

ppm dan TDZ 2 ppm IBA 1,5 ppm, prekultur target transformasi, deteksi gen AtRKD4 

dan hpt dengan metode PCR koloni, pembuatan starter Agrobacterium tumefaciens 

yang mengandung gen AtRKD4, infeksi kalus tanaman kaca piring dengan variasi 

lama waktu infeksi (15, 30, dan 45 menit), kokultivasi kalus, eliminasi 

Agrobacterium tumefaciens, dan seleksi kalus transforman tanaman kaca piring. Hasil 

deteksi gen dengan PCR menunjukkan bahwa koloni Agrobacterium tumefaciens 

EHA 105 membawa gen AtRKD4 (380 bp) dan hpt (500 bp). Hasil induksi kalus dari 

eksplan daun kaca piring menunjukkan bahwa kombinasi hormon TDZ-IBA tidak 

dapat menginduksi kalus dari eksplan daun tanaman kaca piring sedangkan hormon 

2,4-D dapat menginduksi kalus bersifat meremah berwarna kekuningan dengan 

persentase pembentukan kalus sebesar 100%. Lama waktu infeksi yang terbaik dalam 

transformasi genetik kalus kaca piring yaitu 15 menit dengan frekuensi transformasi 

sebesar 5,08%.  
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I. PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Tanaman kaca piring (Gardenia jasminoides J. Ellis) merupakan tanaman 

obat yang berasal dari China Selatan. Tanaman kaca piring umum digunakan 

sebagai obat tradisional untuk mengobati inflamasi. Tanaman ini memiliki 

berbagai senyawa aktif seperti geniposida, genipin, crocetin, asam geniposidat, 

dan crocin yang berperan sebagai antikanker, antiinflamatori, antiviral, 

antioksidan, antibakteri, dan berbagai manfaat lainnya (Phatak, 2015). 

Perbanyakan tanaman secara konvensional yaitu stek, memiliki kekurangan 

berupa laju proliferasi yang rendah. Perbanyakan tanaman dengan kultur invitro 

dapat dilakukan, namun dipengaruhi oleh berbagai faktor seperti hormon yang 

digunakan, sumber eksplan serta medium tanam (Salim dan Hamza, 2017). 

Transformasi gen AtRKD4 yang berfungsi untuk menginduksi 

embriogenesis somatik dapat dilakukan untuk mengatasi permasalahan 

perbanyakan tanaman (Mursyanti dkk., 2015). Transformasi genetik dengan 

perantara Agrobacterium tumefaciens merupakan salah satu metode transformasi 

yang umum digunakan dengan tingkat keberhasilan yang tinggi (Alimohammadi 

dan Najjar, 2009), efisiensi transformasi dengan perantara A. tumefaciens dapat 

mencapai 86% (Sukamto dkk., 2017). 

Menurut Khan dkk. (2015), protokol transformasi genetik dengan 

perantara A. tumefaciens pada tanaman obat dan tanaman aromatik jarang
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tersedia, sehingga perlu dikembangkan protokol tersebut. Keberhasilan 

transformasi genetik dipengaruhi oleh berbagai faktor, diantaranya adalah target 

transformasi yang digunakan dan waktu infeksi A. tumefaciens terhadap eksplan 

(Qianru dkk., 2017; Khan dkk., 2015). 

Target transformasi adalah suatu sel atau jaringan tanaman yang akan 

disisipi gen target agar dapat terintegrasi pada genom tanaman. Berbagai jenis 

eksplan seperti kotiledon, daun, hipokotil, akar, embrio zigotik dan kalus dapat 

digunakan sebagai target transformasi (Jackson dkk., 2003). Target transformasi 

yang baik dalam transformasi genetik adalah target yang tidak rekalsitran, dapat 

terinfeksi oleh A. tumefaciens, serta dapat tumbuh menjadi tanaman dewasa 

(Dwiyani dkk., 2016).  

Kalus dipilih sebagai target transformasi dalam penelitian ini karena laju 

pembelahan sel kalus yang tinggi sehingga dapat diperoleh tanaman transgenik 

dalam jumlah yang banyak (Mendoca dkk., 2013). Eksplan yang digunakan 

untuk induksi kalus adalah eksplan daun tanaman kaca piring. Eksplan daun 

dipilih karena proses sterilisasi yang relatif mudah dan daun tersedia dalam 

jumlah yang banyak (Trigiano dan gray, 2011).  

Induksi kalus dari daun kaca piring dapat dilakukan dengan penambahan 

zat pengatur tumbuh seperti 2,4-D, TDZ dan IBA. Menurut Bhojwani dan Razdan 

(1996), 2,4-D mampu menginduksi kalus yang bersifat embriogenik. Menurut 

Ahmad dan Faisal (2018), thidiazuron mampu menginduksi embriogenesis 

somatik. Penggunaan TDZ yang dikombinasikan dengan hormon auksin dapat 
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memberi efek sinergis dan lebih efektif dibanding penggunaan TDZ saja. 

Penelitian ini menggunakan variasi hormon 2,4-D dengan konsentrasi 1, 2, 3 

ppm serta hormon TDZ 1 ppm IBA 1,5 ppm, dan TDZ 2 ppm IBA 1,5 ppm untuk 

mengetahui hormon yang terbaik dalam menginduksi kalus dari eksplan daun 

kaca piring.  

Waktu infeksi A. tumefaciens terhadap target transformasi. Waktu infeksi 

yang terlalu singkat menyebabkan gen target tak tersisipkan dengan baik, 

sedangkan waktu infeksi yang terlalu lama dapat menyebabkan pertumbuhan 

bakteri berlebihan dan dapat menyebabkan nekrosis pada sel tanaman (Qianru 

dkk., 2017). Penelitian ini menggunakan variasi waktu infeksi 15, 30 dan 45 

menit untuk mengetahui waktu infeksi yang terbaik untuk meningkatkan 

frekuensi transformasi genetik tanaman kaca piring. 

 

B. Keaslian Penelitian 

Berdasarkan penelitian Farzinebrahimi dkk. (2014), diketahui bahwa 

kalus embriogenik tanaman kaca piring tumbuh dari eksplan daun setelah tiga 

minggu kultur pada medium Murashige and Skoog (MS) yang disuplementasi 

auksin. Penambahan auksin 2,4-D dengan konsentrasi 2 dan 2,5 ppm pada 

medium MS mampu menginduksi pembentukan kalus hingga 100%. Berdasarkan 

penelitian Gaber dan Barakat (2019) yang menggunakan eksplan berupa nodus 

tanaman kaca piring dengan medium MS yang disuplementasi 2,4-D 1 ppm dan 2 

ppm menunjukkan persentase pembentukan kalus embriogenik sebesar 100% 



4 

 

 

dengan morfologi kalus meremah dan berwarna putih dan kuning kehijauan. 

Berdasarkan penelitian Farzinebrahimi dkk. (2014), penambahan hormon TDZ 1 

ppm dan IBA 1,5 ppm pada medium Woody Plant Medium (WPM) mampu 

menginduksi pembentukan kalus dari daun tanaman kaca piring dengan 

morfologi kalus meremah berwarna kehijauan dan kekuningan. 

Penelitian mengenai efek variasi waktu infeksi Agrobacterium 

tumefaciens terhadap frekuensi transformasi genetik pada tanaman kaca piring 

belum pernah dilakukan sejauh ini. Penelitian yang pernah dilakukan terkait 

waktu infeksi yaitu penelitian Mendonca dkk. (2013) mengenai transformasi 

genetik Eucalyptus camaldulensis oleh A. tumefaciens EHA105, didapatkan 

waktu infeksi yang terbaik adalah 15 menit. Penelitian yang dilakukan oleh 

Johan (2018) mengenai waktu infeksi A. tumefaciens EHA105 untuk 

transformasi gen AtRKD4 pada kalus daun kumis kucing menghasilkan waktu 

infeksi yang terbaik adalah 30 menit dengan frekuensi transformasi mencapai 

5,6%. Penelitian yang dilakukan Budiani dkk. (2000) mengenai transformasi gen 

kitinase pada daun kopi menunjukkan bahwa waktu infeksi selama 15 menit 

menghasilkan frekuensi transformasi mencapai 42,5%. Penelitian yang dilakukan 

oleh Mursyanti dkk. (2015) mengenai transformasi gen AtRKD4 pada protokorm 

anggrek, waktu infeksi yang digunakan yaitu 60 menit. 
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C. Rumusan Masalah 

1. Bagaimana pengaruh variasi hormon 2,4-D (1, 2, 3 ppm), kombinasi hormon 

TDZ 1,5 ppm dan IBA 1,5 ppm serta kombinasi hormon TDZ 2 ppm dan IBA 

1,5 ppm dalam menginduksi kalus dari eksplan daun tanaman kaca piring? 

2. Berapakah lama waktu infeksi yang terbaik untuk meningkatkan frekuensi 

transformasi pada tanaman kaca piring? 

 

D. Tujuan Penelitian 

1. Mengetahui pengaruh hormon 2,4-D (1, 2, 3 ppm), kombinasi hormon TDZ 

1,5 ppm dan IBA 1,5 ppm serta kombinasi hormon TDZ 2 ppm dan IBA 1,5 

ppm dalam menginduksi kalus dari eksplan daun tanaman kaca piring. 

2. Mengetahui lama waktu infeksi yang terbaik untuk meningkatkan frekuensi 

transformasi pada tanaman kaca piring. 

 

E. Manfaat Penelitian 

Penelitian ini bermanfaat untuk menyediakan data bagi mahasiswa dan 

peneliti mengenai pengaruh hormon 2,4-D serta kombinasi hormon TDZ dan IBA 

dalam menginduksi kalus dari eksplan daun tanaman kaca piring dan lama waktu 

infeksi yang terbaik untuk transformasi genetik tanaman kaca piring. Penelitian ini 

diharapkan dapat digunakan sebagai protokol dasar transformasi genetik tanaman 

kaca piring. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

A. Tanaman Kaca Piring 

Kaca piring merupakan tanaman obat yang berasal dari China Selatan 

(Phatak, 2015). Menurut Lim (2014), tanaman kaca piring merupakan tanaman 

perennial berkayu dengan daun tunggal berbentuk elliptic-ovate, susunan daun 

bersilang, dan permukaan daun berwarna hijau mengkilap. Tanaman ini memiliki 

bunga tunggal yang harum dan berwarna putih kekuningan serta buah menyerupai 

berry berwarna jingga dengan panjang buah 10-20 mm. taksonomi tanaman kaca 

piring yaitu: 

Kerajaan : Plantae 

Kelas : Magnoliopsida 

Bangsa : Rubiales 

Suku : Rubiaceae 

Marga : Gardenia 

Jenis : Gardenia jasminoides 

Tanaman kaca piring dimanfaatkan dalam pengobatan Traditional 

Chinese Medicine (TCM), dan dikenal dengan nama zhi-zhi. Bagian tanaman yang 

digunakan berupa daun dan buah. Tanaman kaca piring telah dikenal sejak Dinasti 

Song (960-1279), dan diperkenalkan di Inggris pada abad ke-18 serta 

dibudidayakan secara luas (Jarvis dkk., 2014). Buah tanaman kaca piring juga 

umum digunakan sebagai pewarna kuning alami (Xiao dkk., 2016).  

Pengembangan dan penelitian mengenai kandungan fitokimia tanaman 

kaca piring gencar dilakukan selama beberapa tahun belakangan ini, dari tahun 
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2005 hingga 2015 terdapat lebih dari 200 hak paten yang berkaitan dengan 

tanaman kaca piring. Tanaman ini mengandung berbagai senyawa aktif seperti 

geniposida, genipin, crocetin, asam geniposidat, dan crocin yang berperan sebagai 

antikanker, antiinflamatori, antiviral, antioksidan, antibakteri, hepatoprotektif, 

gastroprotektif, dan berbagai manfaat lain (Phatak, 2015). Morfologi tanaman kaca 

piring dapat dilihat pada Gambar 1.  

Gambar 1. Morfologi Tanaman Kaca Piring (a) Bunga (b) Daun (c) Buah (d) 

Tanaman Kaca Piring (Sumber: Talhouk dkk., 2015). 

 

B. Pemilihan Eksplan Untuk Induksi Kalus 

Eksplan adalah bagian dari tanaman, dapat berupa jaringan maupun organ 

yang ditanam pada kutur in vitro. Eksplan yang baik adalah jaringan meristematis 

yang selnya aktif membelah. Eksplan yang umum digunakan untuk induksi kalus 

adalah eksplan daun, batang, nodus dan kotiledon. Faktor lain yang perlu 

diperhatikan berupa letak tumbuh eksplan. Bagian tanaman yang tumbuh di dalam 
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atau dekat dengan tanah umumnya lebih rentan kontaminasi dibandingkan bagian 

tanaman yang tumbuh dengan posisi yang jauh dari tanah (Smith, 2013) 

Penggunaan daun sebagai eksplan memiliki kelebihan proses sterilisasi 

yang relatif mudah (Trigiano dan gray, 2011), ketersediaan daun dan permukaan 

daun yang luas dapat digunakan sebagai eksplan. Pemilihan daun sebagai eksplan 

perlu memperhatikan beberapa hal diantaranya, dipilih dari daun muda tanaman 

dewasa yang diketahui asal-usul dan varietasnya, serta tidak terinfeksi penyakit 

(Mastuti, 2017).  

Faktor yang dapat memengaruhi respon eksplan terhadap medium, 

hormon dan kondisi pertumbuhan adalah faktor genotip. Tanaman memiliki 

perbedaan genotip antar genus dan antar individu. Terdapat tanaman yang 

memiliki genotip yang tidak responsif saat dikultur di dalam medium in vitro, dan 

terdapat tanaman yang memiliki genotip yang responsif saat dikultur di dalam 

medium in vitro (Smith, 2013).  

Penelitian mengenai pengaruh genotip terhadap kemampuan 

pembentukan embrio somatik telah dilakukan. Tanaman jagung, diketahui hanya 

varietas tertentu yang dapat diinduksi membentuk embrio somatik (Trigiano dan 

gray, 2011). Penelitian pada tanaman Daucus sebanyak 12  spesies, menggunakan 

eksplan tangkai daun dan ditumbuhkan pada kondisi yang sama untuk membentuk 

embrio somatik, didapatkan hasil bahwa 4 spesies tidak dapat membentuk embrio 

somatik. Analisis molekuler dilakukan pada spesies Daucus yang diteliti tersebut 

menggunakan metode RAPD dan didapatkan hasil terdapat dua pita yang identik 
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pada spesies yang membentuk embrio somatik namun tidak ditemukan pada 

spesies yang tidak dapat membentuk embrio somatik (Neumann dkk., 2009). 

 

C. Induksi Kalus dari Daun Tanaman Kaca Piring sebagai Target Transformasi 

Induksi kalus baik embriogenik dan non-embriogenik dapat dilakukan 

dengan perlakuan hormon. Pembentukan kalus dari eksplan membutuhkan 

penambahan hormon eksogen berupa auksin dan sitokinin. Sitokinin dan auksin 

yang dihasilkan secara endogen dalam kultur invitro, tidak cukup memenuhi 

kebutuhan eksplan untuk berkembang untuk menjadi kalus karena konsentrasinya 

yang kecil, sehingga perlu diketahui konsentrasi hormon optimum yang 

ditambahkan secara eksogen untuk dapat menginduksi kalus embriogenik (Ahmad 

dan Faisal, 2018).  

Kalus merupakan masa sel yang belum terdiferensiasi dan umumnya 

tumbuh disekitar irisan eksplan. Kalus muncul sebagai respon tanaman terhadap 

luka. Berdasarkan morfologi, kalus terbagi atas kalus meremah dan kalus kompak. 

Berdasarkan sifatnya, kalus terbagi atas kalus embriogenik dan kalus non-

embriogenik (Smith, 2013). 

Kalus embriogenik merupakan kalus yang dapat membentuk Pro-

Embryogenic Masses (PEMs) yang kemudian berkembang menjadi embrio 

somatik (Trugiono dan Gray, 2011).  Embrio somatik merupakan embrio yang 

berasal dari sel somatik dan memiliki kemampuan untuk tumbuh menjadi planlet 

(Ahmad dan Faisal, 2018). Sel-sel somatik baik haploid maupun diploid dapat 
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berkembang menjadi suatu struktur yang menyerupai embrio zigotik tanpa melalui 

fusi gamet. Proses ini dikenal sebagai embriogenesis somatik (Mastuti, 2017).  

Embriogenesis somatik dapat dibagi menjadi dua jenis, yaitu 

embriogenesis somatik secara langsung dan embriogenesis somatik secara tidak 

langsung. Embriogenesis somatik secara langsung yaitu proses pembentukan 

embrio somatik tanpa melalui pembentukan kalus. Embriogenesis somatik secara 

tidak langsung yaitu proses pembentukan embrio yang didahului oleh 

pembentukan kalus, kemudian kalus diinduksi menjadi embrio somatik (Trigiano 

dan gray, 2011). 

Pada proses embriogenesis somatik secara tidak langsung, kalus 

embriogenik dan kalus non-embriogenik dapat tumbuh secara bersamaan pada 

medium kultur. Kalus embriogenik dan kalus non-embriogenik memiliki sifat dan 

morfologi yang berbeda. Kalus non-embriogenik merupakan kalus yang terus 

membelah membentuk masa sel yang tidak terdiferensiasi, kalus ini dapat bersifat 

meremah maupun kompak serta translucent. Kalus embriogenik memiliki ukuran 

yang relatif kecil, permukaan yang halus, bentuknya isodiametris, vakuola yang 

kecil dan dinding sel lebih tebal  (Trigiano dan gray, 2011).  
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Berdasarkan penelitian Gaber dan Barakat (2019), kalus embriogenik 

tanaman kaca piring memiliki morfologi meremah berwarna kehijauan dan 

kekuningan. Perbandingan kalus embriogenik dan kalus non-embriogenik pada 

tanaman Gossypium hirsutum dapat dilihat pada Gambar 2. 

Gambar 2. Perbandingan Kalus Embriogenik dan Non-Embriogenik (A) Kalus 

Embriogenik Gossypium hirsutum; (B) Kalus Non-Embriogenik 

Gossypium hirsutum (Sumber: Trigiano dan gray, 2011). 

Menurut Mastuti (2017), perkembangan embrio somatik pada tanaman 

dikotil terdiri atas empat tahap, yaitu tahap globular, bentuk hati, bentuk torpedo, 

dan kotiledon. Perkembangan embrio somatik dapat dilihat pada Gambar 3. 

 

Gambar 3. Perkembangan Embrio Somatik Wortel pada Kultur Suspensi sel. (A) 

PEMs (B) Tahap Globular (C) Tahap Hati (D) Tahap Torpedo 

(Sumber: Naeumann dkk., 2009) 

A B 

C D 
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Embrio somatik dapat dimanfaatkan dalam perbanyakan tanaman dan 

pembuatan synthetic seed (Trigiano dan gray, 2011), selain itu embrio somatik 

dapat digunakan sebagai target transformasi genetik. Penggunaan embrio somatik 

sebagai target transformasi memiliki keuntungan berupa kondisi genetik yang 

seragam, jarang terbentuk chimera, dan mudah berproliferasi (Li dkk., 2002). 

Embrio somatik dapat tumbuh menjadi tanaman utuh sehingga akan diperoleh 

tanaman transforman (Jackson dkk., 2003) 

Kalus non-embriogenik juga dapat dimanfaatkan sebagai target 

transformasi. Namun, kalus transforman perlu diinduksi menjadi plantlet melalui 

proses organogenesis untuk mendapatkan tanaman transforman (Jackson dkk., 

2003). Abdalat dkk. (2011), melakukan transformasi pada kalus yang berasal dari 

eksplan internodus tanaman Crataegus aronia dan didapatkan hasil efisiensi 

transformasi sebesar 18,8%. Hwang dkk. (2019), melakukan transformasi pada 

kalus Mesembryanthemum crystallinum dan didapatkan frekuensi transformasi 3% 

 

D. Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) 

Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) merupakan molekul yang dapat memberikan 

efek tertentu pada berbagai jenis tanaman pada konsentrasi tertentu. ZPT yang 

terdapat secara alami dikenal sebagai fitohormon, terdapat pula ZPT sintetik yang 

dapat digunakan dan menunjukkan efek yang kuat. ZPT terbagi atas lima golongan 

yaitu auksin, sitokinin, giberelin, asam absisat dan etilen. ZPT yang berperan 
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penting dan umum digunakan dalam kultur in vitro adalah auksin dan sitokinin 

(Trigiano dan gray, 2011). 

Auksin merupakan fitohormon yang dapat memicu pembelahan dan 

pemanjangan sel (Song, 2013). Auksin digunakan dalam kultur in vitro berfungsi 

untuk memicu pembentukan kalus dan embrio somatik. Auksin alami yang dapat 

digunakan dalam kultur in vitro yaitu Indole-3-butyric acid (IBA) dan Indole-3-

acetic acid (IAA), sedangkan auksin sintetik yang dapat digunakan yaitu 2,4-D dan 

pikloram (Trigiano dan gray, 2011).  

Sitokinin merupakan hormon yang mampu merangsang sitokinesis atau 

pembelahan sel (Campbell dkk., 2003). Sitokinin juga dapat menginisiasi 

pertumbuhan tunas pada kultur in vitro. Sitokinin yang sering ditambahkan dalam 

medium kultur invitro antara lain yaitu kinetin, zeatin, dan benzilaminopurin, 

Thidiazuron (TDZ) dan Isopentenyl adenine (2iP)(Trigiano dan gray, 2011). 

Medium yang diberi penambahan auksin dan sitokinin secara bersamaan 

pada konsentrasi tertentu dapat mempengaruhi pertumbuhan eksplan. Konsentrasi 

auksin yang lebih tinggi dibanding sitokinin dapat menginduksi pembentukan 

akar, sedangkan konsentrasi auksin yang lebih rendah dibanding sitokinin dapat 

menginduksi pembentukan tunas. Medium dengan konsentrasi sitokinin dan 

auksin yang sama besar akan menginduksi pembentukan kalus (Trigiano dan gray, 

2011). 
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E. 2,4-Diklorofenoksi Asetat (2,4-D) 

2,4-diklorofenoksi asetat merupakan herbisida dengan sifat fisik 

berbentuk kristal, berwarna putih kekuningan dan tidak berbau. Senyawa ini larut 

dalam air, memiliki sifat yang stabil, dan tahan terhadap proses pemanasan (Kim 

dkk., 2019) serta tidak mudah terdegradasi oleh enzim yang dihasilkan sel 

tanaman (Hendaryono dan Wijayani, 1994). Struktur 2,4-D dapat dilihat pada 

Gambar 4 

 

Gambar 4. Struktur 2,4-diklorofenoksi asetat (Sumber: Cox, 2005). 

 

Senyawa ini memiliki struktur yang analog dengan auksin natural yaitu 

IAA serta mampu meniru auksin alami dalam level molekular (Song, 2013). 2,4-D 

mampu memicu pembelahan sel secara terus menerus bahkan mampu memicu 

level pembelahan sel yang lebih tinggi dibandingkan sel tanaman yang tidak diberi 

perlakuan auksin (Campanoni dan Nick, 2005). Penambahan 2,4-D ke dalam 

medium kultur dapat menginduksi pembentukan kalus dan embriogenesis somatik 

(Bhojwani dan Razdan,1996). 

 Pengetahuan mengenai mekanisme kerja hormon dalam menginduksi 

kalus embriogenik masih terbatas. Hal ini dikarenakan keterbatasan dalam 

mengidentifikasi sel somatik yang akan berubah menjadi embrio. Analisis 
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transkriptomik pada embrio somatik dilakukan untuk mengetahui kandidat gen 

yang terlibat dalam proses ini (Hernandez dkk., 2019). 

Pembentukan embrio somatik dipengaruhi oleh sinyal endogen dan 

pemrograman ulang oleh gen tertentu. Auksin diketahui menyebabkan ekspresi 

gen tertentu yang mengakibatkan sel yang telah terprogram untuk membentuk 

suatu jaringan yang spesifik mengalami pemrograman ulang atau dediferensiasi, 

sehingga sel akan terus membelah, membentuk kalus dan dapat bertransisi 

membentuk embrio somatik. Pada embrio somatik Arabidobsis, diketahui terdapat 

23 gen ARF (auxin response factor) yang diekspresikan, pada embrio somatik 

kapas terdapat lebih dari 80 gen terkait metabolism auksin yang diekspresikan 

(Hernandez dkk., 2019; George dkk., 2008).  

 

F. Indole-3-Butyric Acid (IBA) 

Indole-3-Butyric Acid (IBA) merupakan auksin dengan sifat yang lebih 

lemah dibandingkan 2,4-D dan mobilitasnya di dalam tanaman rendah 

(Hendaryono dan Wijayani, 1994). IBA memiliki sifat fisik berupa kristal 

berwarna putih kekuningan dan tidak berbau. IBA dapat larut dalam air dan 

bersifat sangat stabil pada medium dengan pH netral, asam maupun basa (Kim 

dkk., 2019). Struktur kimia IBA dapat dilihat pada Gambar 5. 



16 

 

 

 

Gambar 5. Struktur Kimia Indole-3Butyric Acid (Sumber: Kim dkk., 2019). 

 

Indole-3-Butyric Acid digunakan dalam pembentukan akar pada tanaman. 

Kemampuan IBA lebih baik dibandingkan IAA untuk menginduksi perakaran. 

Tanaman mampu mengkonversi IBA menjadi IAA melalui mekanisme oksidasi 

asam lemak di dalam peroksisom (Davies, 2010).  

Penggunaan IBA yang dikombinasikan dengan auksin atau sitokinin lain 

akan memberi hasil yang lebih baik dalam menginduksi kalus embriogenik 

dibandingkan penggunaan IBA secara tunggal (Hendaryono dan Wijayani, 1994). 

Berdasarkan penelitian Chen dkk. (2002), penggunaan IBA sebagai hormon 

tunggal dapat menginduksi kalus embriogenik, namun penambahan kinetin pada 

konsentrasi tertentu dapat mendukung efek dari IBA sehingga meningkatkan 

pembentukan kalus embriogenik.  

 

G. Thidiazuron (TDZ) 

Thidiazuron merupakan turunan senyawa urea yang dapat digunakan 

sebagai Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) (Lu, 1993). TDZ memiliki sifat fisik berupa 

kristal tak berwarna dan tak berbau (Kim dkk., 2019). TDZ awalnya digunakan 

sebagai defoliant (penggugur daun) pada tanaman kapas. Namun, TDZ terbukti 
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mampu memberi efek yang mirip seperti sitokinin pada konsentrasi yang rendah, 

sekitar 10pM (Trugiana dan Gray, 2011).  

Thidiazuron merupakan sitokinin yang kuat, penggunaan TDZ dengan 

konsentrasi 0,05-0,1 µM memiliki keaktifan yang lebih tinggi dibandingkan BA 

(Benzyladenine) dengan konsentrasi 4-10 µM (Trigiano dan gray, 2011). Menurut 

Thomas dan Katterman (1986), TDZ mampu menghambat proses degradasi 

sitokinin dan menginduksi sintesis sitokinin endogen. Struktur TDZ dapat dilihat 

pada Gambar 6. 

 
Gambar 6. Struktur Kimia Thidiazuron (Sumber: Kim dkk., 2019) 

 

Thidiazuron juga dapat meniru efek yang sama seperti auksin, yaitu dapat 

menginduksi kalus dan embriogenesis somatik (Trigiano dan gray, 2011). TDZ 

memodulasi level hormon auksin dan sitokinin endogen dalam embriogenesis 

somatik (George dkk., 2008). Konsentrasi TDZ yang digunakan untuk 

menginduksi embriogenesis somatik sangatlah beragam tergantung dari eksplan 

yang digunakan dan hormon tumbuhan lainnya (Ahmad dan Faisal, 2018).  

Penelitian Rugkhla dan Jones (1998), menunjukkan bahwa penggunaan 

TDZ 1 µM mampu menginduksi embrio somatik dari segmen nodal Santalum 
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album dan Santalum spicatum dengan frekuensi 100%. Penelitian Chhabra dkk. 

(2009), menunjukkan bahwa penggunaan TDZ dengan konsentrasi 2,5-15 µM 

mampu menginduksi embriogenesis somatik pada eksplan Lens culinaris. 

 

H. Plasmid pTA7002 dan gen AtRKD4 

Plasmid merupakan molekul DNA sirkular yang berantai ganda dan 

bereplikasi secara autonomi (Nugroho dan Rahayu, 2018). Kemampuan plasmid 

untuk bereplikasi secara mandiri dikarenakan plasmid memiliki sekuen origin of 

replication (titik ori) yang mengatur replikasi plasmid pada sel inang. Plasmid 

memiliki ukuran yang beragam dengan rentang kurang dari 1 kb hingga 500 kb 

(Glick dkk., 2010). 

Plasmid pTA7002 merupakan plasmid biner yang dikembangkan oleh 

Aoyama dan Chua (Aoyama dan Chua, 1997). Plasmid pTA7002 memiliki daerah 

T-DNA yang membawa gen hpt, gen AtRKD4 dan promoter CaMV 35S. Gen hpt 

merupakan gen yang mengkode protein hygromisin phosphotransferase yang 

berperan dalam sifat resistensi higromisin (Mursyanti dkk., 2015). 

Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) 35S promoter, merupakan promoter 

kuat yang diisolasi dari virus dan digunakan pada tanaman. Aktivitas dari 

promoter ini tidak terpengaruh oleh faktor lingkungan, jenis jaringan tanaman, dan 

spesies tanaman inang (Trigiano dan gray, 2011). Promotor kuat merupakan 

promotor yang memiliki afinitas yang tinggi terhadap RNA polimerase yang dapat 

meningkatkan transkripsi gen pada region downstream. CaMV 35S promoter 
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dimanfaatkan dalam transformasi genetik untuk meningkatkan ekspresi gen target 

pada tanaman transgenik (Glick dkk., 2010). Aktivitas promoter ini diinduksi oleh 

senyawa deksametason (Aoyama dan Chua, 1997).  

Struktur T-DNA 35S::GAL4::AtRKD4::GR dapat dilihat pada Gambar 7. 

 
Gambar 7. Struktur T-DNA 35S::GAL4::AtRKD4::GR ( Sumber: Mursyanti dkk., 

2015). 

 

Gen AtRKD4 merupakan gen yang diisolasi dari Arabidopsis thaliana dan 

mengkode faktor transkripsi yang melakukan regulasi embriogenesis berupa pola 

pembelahan sel pada awal embrio zigotik. Gen ini diekspresikan dalam periode 

waktu yang singkat, mulai dari terbentuknya zigot hingga tahap awal embrio. Gen 

RKD4 yang tidak berfungsi dengan baik dapat menyebabkan kecacatan pada 

embrio seperti elongasi zigot yang terhambat dan pola pembelahan sel yang 

abnormal (Waki dkk., 2011). 

Gen RKD4 mampu menginduksi embriogenesis sel somatik. Tanaman 

Arabidopsis yang telah disisipi gen indRKD4ox dan diberi perlakuan 

deksametason menunjukkan pertumbuhan struktur yang mirip seperti embrio pada 

akar Arabidopsis, kemudian dilakukan pengecatan yang menunjukkan bahwa sel-

sel yang tumbuh bersifat embriogenik. Hasil ini menunjukkan bahwa sel somatik 

dapat diinduksi menjadi bersifat embriogenik dengan adanya ekspresi gen RKD4 

(Waki dkk., 2011). Mursyanti dkk. (2015), menyisipkan gen AtRKD4 pada 
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protokorm Phalaenopsis dan berhasil menginduksi embrio somatik dari daun yang 

ditumbuhkan pada medium NP tanpa penambahan hormon. 

 

I. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Polymerase Chain Reaction merupakan metode yang digunakan untuk 

memperbanyak sekuen DNA di luar sel. Perbanyakan sekuen DNA dilakukan 

melalui tiga tahapan utama yaitu denaturasi, annealing, dan elongasi (Yuwono, 

2005). Denaturasi merupakan tahap untai DNA terdenaturasi dengan suhu yang 

tinggi, sekitar 95oC. Tahap annealing merupakan tahap penempelan primer pada 

DNA template, suhu pada tahap turun menjadi sekitar 55oC. Elongasi merupakan 

tahap terakhir dalam siklus PCR, yaitu tahap pemanjangan rantai DNA baru, oleh 

DNA polimerase dan suhu pada tahap ini berkisar pada 75oC (Glick dkk., 2010). 

Perbanyakan sekuen DNA dengan metode PCR memerlukan beberapa 

komponen esensial berupa primer, DNA template, DNA polimerase, dan 

deoksiribonukleotida. Primer merupakan sepasang oligonukleotida yang 

komplementer pada ujung 3’ dari kedua rantai DNA, primer menyediakan gugus 

hidroksil bebas pada ujung 3’ sehingga DNA polimerase dapat menempelkan basa 

nitrogen. DNA template merupakan sekuen DNA yang terdapat pada sampel dan 

berperan sebagai cetakan untuk membuat rantai DNA baru. Deoksiribonukleotida 

terdiri atas basa nitrogen timin, sitosin, adenin, dan guanin. DNA polimerase 

berfungsi untuk menempatkan nukleotida pada posisi yang tepat sehingga 

menghasilkan untai DNA baru yang persis seperti template (Glick dkk., 2010). 
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DNA polimerase yang stabil pada suhu tinggi dibutuhkan dalam proses 

PCR. Taq polimerase merupakan DNA polimerase yang sering digunakan karena 

memiliki sifat stabil pada suhu tinggi dan bekerja secara optimal pada suhu 75oC. 

Taq polimerase diisolasi dari bakteri Thermus aquaticus (Glick dkk., 2010). 

Menurut Toyobo (2019), selain Taq polimerase, Kod polimerase juga dapat 

digunakan dalam proses PCR. Kod polimerase diisolasi dari bakteri 

hipertermofilik Thermococcus kodakaraensis. Kod polimerase mampu menekan 

tingkat kesalahan proses PCR hingga 10 kali lebih rendah dibandingkan Taq 

polimerase. 

Aplikasi PCR dalam screening koloni bakteri yang telah disisipi gen 

target digunakan secara luas. Bakteri yang tumbuh pada medium seleksi perlu 

dikonfirmasi keberadaan gen dalam sel bakteri. PCR koloni merupakan metode 

yang dapat digunakan. Berbeda dengan PCR pada umumnya yang memerlukan 

DNA template dengan kemurnian yang tinggi, PCR koloni tidak memerlukan tahap 

isolasi dan purifikasi DNA. PCR koloni dapat dilakukan dengan mengusap koloni 

tunggal bakteri sehingga diperoleh sel-sel bakteri dan mencampurkan sel-sel 

tersebut pada PCR mix dan dapat langsung di PCR (Woodman, 2008). 

 

J. Transformasi Genetik dan Agrobacterium tumefaciens 

Transformasi genetik tanaman merupakan kegiatan transfer gen asing 

baik yang diperoleh dari bakteri, hewan, virus, dan tanaman ke dalam sel tanaman. 

Tujuan dilakukan transformasi yaitu agar gen yang diinsersikan dapat terintegrasi 
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dalam DNA genom dan terekspresi sesuai dengan sifat yang diharapkan. Metode 

yang dapat digunakan untuk transformasi genetik berupa mikroinjeksi, 

makroinjeksi, biolistik, dan transformasi dengan perantara A. tumefaciens 

(Nugroho dan Rahayu, 2018). 

Menurut Setti dan Bencheikh (2013), Agrobacterium tumefaciens 

merupakan bakteri Gram negatif dan bersifat aerob. Bakteri ini memiliki sel 

berbentuk batang pendek, motil, dan menunjukkan hasil positif pada uji katalase, 

dan uji fermentasi karbohidrat (sukrosa, mannitol, sorbitol, inositol, glukosa). 

Koloni A. tumefaciens memiliki bentuk sirkular, convex dan memiliki permukaan 

yang mengkilap dengan diameter koloni 1-1,5 mm pada jam ke-48 setelah 

inokulasi. A. tumefaciens tumbuh secara optimal pada suhu 25-28oC.  

Agrobacterium tumefaciens merupakan fitopatogen yang dapat 

menginfeksi sel tanaman dan mengintegrasikan materi genetiknya pada genom 

tanaman. Sifat ini menyebabkan pembentukan crown gall tumor yang dapat 

mengganggu pertumbuhan tanaman inang (Glick dkk., 2010). Kemampuan ini 

disebabkan oleh plasmid Ti yang terdapat pada bakteri. Plasmid Ti mengandung 

bagian yang dapat ditransfer dan terintegrasi pada genom tanaman inang yang 

disebut T-DNA (Gelvin, 2003). 

Mekanisme kerja A. tumefaciens dalam transformasi genetik diawali 

dengan bagian tanaman yang mengalami luka akan mengeluarkan komponen 

fenolik berupa asetosiringone yang dikenali oleh A. tumefaciens. A. tumefaciens 

akan menempel pada bagian sel tanaman yang mengalami luka dan membentuk 
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jaringan yang terdiri atas fibril selulosa sehingga A. tumefaciens dapat melekat erat 

pada permukaan sel tanaman. Gen virulensi (vir) yang terdapat pada plasmid Ti 

yang dibawa A. tumefaciens akan terinduksi dan memproduksi enzim restriksi 

yang memotong daerah left dan right border T-DNA. T-DNA yang telah terpotong 

akan dipindahkan dari sel A. tumefaciens menuju sel tanaman dan terintegrasi pada 

genom tanaman (Glick dkk., 2010). 

Transformasi genetik yang diperantarai A. tumefaciens dipergunakan 

secara luas pada berbagai spesies tanaman dan jaringan eksplan. Pengembangan 

galur terus dilakukan untuk menghasilkan sifat virulensi yang tinggi dan penelitian 

mengenai optimasi kondisi transformasi terus berlanjut untuk meningkatkan 

keberhasilan transformasi genetik (Trigiano dan gray, 2011). A. tumefaciens 

EHA105 merupakan salah satu galur yang umum digunakan dalam transformasi 

genetik. Penelitian Pratheesh dkk. (2012) membandingkan penggunaan A. 

tumefaciens strain EHA101, EHA105, dan LBA4404 untuk transformasi genetik 

pada alga Chlamydomonas. Hasil yang didapat bahwa A. tumefaciens galur 

EHA105 memiliki tingkat efisiensi dan frekuensi transformasi yang paling tinggi 

dengan jumlah koloni yang tumbuh pada medium selektif sebanyak 14 koloni, 

sedangkan alga yang ditransformasi menggunakan A. tumefaciens EHA101 dan 

LBA4404 adalah sebanyak 6 dan 7 koloni. 
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K. Lama Waktu Infeksi 

Infeksi merupakan tahap dalam transformasi genetik yang target 

transformasinya diinkubasi dalam suspensi A. tumefaciens dalam periode waktu 

tertentu (Gnasekaran dkk., 2014). Waktu infeksi yang optimal untuk setiap eksplan 

bervariasi tergantung pada eksplan yang digunakan. Hal ini disebabkan karena 

sensitivitas eksplan terhadap A. tumefaciens bervariasi (Duan dkk., 2013). 

Sensitivitas eksplan terhadap infeksi A. tumefaciens dapat dipengaruhi beberapa 

faktor, diantaranya yaitu dinding sel eksplan dan genotip eksplan yang digunakan 

(Malinovsky dkk., 2014).  

Dinding sel tanaman berperan untuk memberi struktur sel dan berperan 

dalam mekanisme pertahanan sel tanaman. Dinding sel tanaman umumnya 

tersusun atas selulosa, hemiselulosa, pektin, dan lignin. Komposisi komponen 

dapat bervariasi tergantung pada jaringan dan spesies tanaman. Selain itu, eksplan 

yang berasal dari spesies yang berbeda akan memiliki genotip reseptor yang 

berbeda juga. Perbedaan komposisi komponen penyusun dinding sel, serta 

perbedaan genotip reseptor dapat memengaruhi afinitas dan level kerentanan 

spesies tersebut terhadap infeksi A. tumefaciens (Malinovsky dkk., 2014; Trigiano 

dan gray, 2011).  

Berdasarkan penelitian Ma dkk. (2015), didapatkan hasil bahwa waktu 

infeksi A. tumefaciens terhadap kotiledon tomat adalah selama 20 menit. Penelitian 

Song dkk. (2019) mengenai transformasi genetik pada tanaman hybrid Populus 

alba x Populus glandulosa, didapatkan waktu infeksi oleh A. tumefaciens yang 
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optimal adalah 15 menit. Penelitian Sukamto dkk. (2017) mengenai waktu infeksi 

A. tumefaciens EHA105 pada kalus daun nilam, dan didapatkan waktu infeksi 

terbaik adalah 10 menit. 

Waktu infeksi yang terlalu singkat dapat mengakIBAtkan frekuensi 

transformasi yang rendah. Waktu infeksi yang terlalu lama menyebabkan A. 

tumefaciens tumbuh dalam jumlah yang berlebih (Qianru dkk., 2017) dan dapat 

menyebabkan kondisi hipertonik yang mengakibatkan sel pecah. Waktu infeksi 

yang terlalu lama juga dapat menyebabkan hiper-aktivasi mekanisme pertahanan 

yang dapat bersifat letal bagi sel yang memicu nekrosis atau kematian sel (Mannan 

dkk., 2009). Oleh karena itu perlu dilakukan optimasi waktu infeksi pada target 

transformasi untuk mengetahui waktu infeksi yang optimal dan frekuensi 

transformasi yang tinggi (Sukamto dkk., 2017). 

 

L. Hipotesis 

1. Penambahan hormon 2,4-D (1, 2 dan 3 ppm), kombinasi hormon TDZ 1,5 

ppm dan IBA 1,5 ppm serta kombinasi hormon TDZ 2 ppm dan IBA 1,5 ppm 

dapat menginduksi kalus dari eksplan daun tanaman kaca piring dengan 

morfologi meremah. 

2. Lama waktu infeksi A. tumefaciens EHA 105 yang optimal untuk transfer gen 

AtRKD4 pada kalus tanaman kaca piring adalah 15 menit. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

A. Simpulan 

Berdasarkan penelitian pengaruh lama waktu infeksi terhadap frekuensi 

transformasi gen AtRKD4 pada tanaman kaca piring yang telah dilakukan, dapat 

disimpulkan bahwa: 

1. Kombinasi hormon TDZ dan IBA tidak dapat menginduksi kalus dari eksplan 

daun kaca piring. Hormon 2,4-D (1, 2 dan 3 ppm) dapat menginduksi kalus 

dengan morfologi meremah dan berwarna kekuningan dari eksplan daun kaca 

piring. 

2. Lama waktu infeksi yang paling baik untuk meningkatkan frekuensi 

transformasi pada tanaman kaca piring adalah 15 menit. 

B. Saran 

Saran yang diajukan untuk penelitian lanjutan terkait transformasi gen 

AtRKD4 pada tanaman kaca piring, yaitu: 

1. Memastikan sifat embriogenik kalus kaca piring dengan pengamatan 

histologis. 

2. Pemilihan berbagai kultivar tanaman kaca piring sebagai eksplan untuk 

melihat kemampuan setiap kultivar dalam menginduksi kalus embriogenik. 

3. Penelitian lanjutan berupa regenerasi kalus transforman menjadi tanaman 

transgenik, serta melihat ekspresi gen AtRKD4 pada tanaman transgenik. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Jadwal Kegiatan Penelitian 

Tabel 8. Jadwal Kegiatan Penelitian 

Kegiatan Sept Okt Nov Jan Feb Mar Apr Mei Juni 

Pembuatan larutan stok                                     

Sterilisasi alat dan bahan                                     

Pembuatan medium                                     

Induksi kalus dari eksplan daun 

kaca piring 

                                    

Uji kemurnian A. tumefaciens                                     

Deteksi gen AtRKD4 dan hpt                                     

Prekultur target transformasi                                     

Pembuatan Starter A. tumefaciens                                     

Infeksi Kalus kaca piring                                     

Kokultivasi kalus kaca piring                                     

Eliminasi A. tumefaciens                                     

Recovery dan seleksi kalus kaca 

piring 

                                    

Analisis data                                     

Pembuatan naskah skripsi                                     

Keterangan: 

Sept   : September                  Mar  : Maret 

Okt    : Oktober                      Apr   : April 

Nov   : November             

Jan    : Januari 

Feb   : Februari 



78 

 

 

 

Lampiran 2. Data Induksi Kalus Menggunakan Hormon 2,4-D 

Tabel 9. Data Induksi Kalus 2,4-D 1 ppm 

Nama Berat 

Awal 

(gram) 

Berat Akhir 

(gram) 

Berat 

Basah 

(gram) 

Jumlah 

eksplan 

Hari muncul kalus 

1 2 3 4 5 

1.7.1 104,330 104,208 0,104 4 16 21 21 21 - 

1.7.2 113,308 113,143 0,061 4 16 21 21 21 - 

1.7.3 104,362 104,192 0,056 4 22 25 25 32 - 

1.7.4 112,068 111,908 0,066 4 16 16 21 21 - 

1.7.6 114,160 113,989 0,055 4 21 22 25 25 - 

1.25.1 116,506 116,427 0,147 5 24 27 27 27 27 

1.25.2 112,415 112,325 0,136 5 26 26 26 26 30 

Kontrol 110,740 110,514 - - - - - - - 

TOTAL 0,625 30  

Rata-Rata 0,0208  23,16667 

Tabel 10. Data Induksi Kalus 2,4-D 2 ppm 

Nama Berat 

Awal 

(gram) 

Berat Akhir 

(gram) 

Berat 

Basah 

(gram) 

Jumlah 

eksplan 

Hari muncul kalus 

1 2 3 4 5 

2.7.1 104,852 104,654 0,028 4 16 16 17 21 - 

2.7.2 100,396 100,278 0,108 4 18 21 21 21 - 

2.7.3 108,339 108,187 0,074 4 18 21 21 22 - 

2.7.5 109,054 108,911 0,083 4 16 17 21 21 - 

2.7.6 104,090 103,970 0,106 4 21 21 21 21 - 

2.23.1 108,574 108,465 0,117 4 23 23 25 25 - 

2.25.2 114,366 114,277 0,137 5 23 23 23 23 25 

Kontrol 110,740 110,514 - - - - - - - 

TOTAL 0,653 29  

Rata-Rata 0,0225  20,86207 

Tabel 11. Data Induksi Kalus 2,4-D 3 ppm 

Nama Berat 

Awal 

(gram) 

Berat Akhir 

(gram) 

Berat 

Basah 

(gram) 

Jumlah 

eksplan 

Hari muncul kalus 

1 2 3 4 5 

3.7.1 114,010 113,893 0,109 4 21 21 21 21 - 

3.7.2 106,987 106,860 0,099 4 17 18 21 21 - 

3.7.3 108,187 108,045 0,084 4 18 21 21 22 - 

3.7.4 115,192 115,027 0,061 4 16 18 21 21 - 

3.25.1 110,921 110,825 0,130 5 27 27 27 29 29 

Kontrol 110,740 110,514 - - - - - - - 

TOTAL 0,483 21  

Rata-Rata 0,023  21,81 
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Lampiran 3. Data Pengulangan Transformasi Genetik Kalus Kaca Piring 

 

Tabel 12. Frekuensi Transformasi Genetik Kalus Kaca Piring 

Waktu 

Infeksi 
Ulangan 

Jumlah Kalus 

yang 

ditransformasi 

Jumlah 

kalus 

transforman 

Frekuensi 

Transformasi 

Rata-Rata 

Frekuensi 

Transformasi 

15 menit 

1 6 0 0 

5,08% 

2 7 1 14,2857% 

3 9 1 11,1111% 

4 8 0 0 

5 8 0 0 

30 menit 

1 6 0 0 

3,3% 

2 7 0 0 

3 6 1 16,666667 

4 7 0 0 

5 7 0 0 

45 menit 

1 6 0 0 

0% 

2 7 0 0 

3 7 0 0 

4 7 0 0 

5 8 0 0 
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Lampiran 4. Analisis Varians Hari Munculnya Kalus 

 

Tabel 13. Analisis Varians Hari Munculnya Kalus 

 
Jumlah 

Kuadrat 

Derajat 

Bebas 

Rata-Rata 

Kuadrat 
Fhitung Signifikansi 

Antar Kelompok 79,097 2 39,548 3,143 0,049 

Dalam Kelompok 968,853 77 12,583   

Total 1047,950 79    

 

Tabel 14. Uji Duncan Hari Munculnya Kalus 

Hormon N 1 2 

2,4-D 2 ppm 29 20,8621  

2,4-D 3 ppm 21 21,8095 21,8095 

2,4-D 1 ppm 30  23,1667 

Signifikansi  0,339 0,172 
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Lampiran 5. Analisis Varians Frekuensi Transformasi Kalus Kaca Piring 

 

 

Tabel 15. Uji ANOVA Transformasi Genetik Kalus Kaca Piring 

 
Jumlah 

Kuadrat 

Derajat 

Bebas 

Rata-Rata 

Kuadrat 
F hitung Signifikansi 

Antar Kelompok 66,598 2 32,299 0,950 0,414 

Dalam Kelompok 420,836 12 35,070   

Total 487,434 14    

 

 


