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ABSTRAK

Aisyah. 2015. Seleksi In Vitro Eksplan Setengah Biji Kedelai dari Varietas
Tahan Tanah Kering Masam Menggunakan Kanamisin. Skripsi, Jurusan
Biologi FMIPA Universitas Negeri Semarang. Dr. Yustinus Ulung Anggraito,
M. Si.

Kata kunci: kanamisin, kedelai, seleksi in vitro

Kebutuhan kedelai di Indonesia terus meningkat namun lahan pertanian
subur semakin menyempit. Salah satu cara untuk meningkatkan produksi kedelai
yaitu, dengan memanfaatkan lahan kering masam sebagai lahan pertanian.
Kendala budidaya kedelai di lahan kering masam adalah hasil produksi yang
rendah, sehingga perlu adanya varietas kedelai tahan tanah kering masam.
Perakitan varietas tahan tanah kering masam dapat dilakukan dengan teknik
transformasi  genetik. Tahap-tahap transformasi genetik adalah infeksi,
kokultivasi, seleksi, regenerasi dan aklimatisasi. Seleksi pra transformasi dapat
memudahkan orang yang akan melakukan transformasi, dengan mengetahui
konsentrasi antibiotik yang optimal sehingga dapat mengefisienkan proses seleksi
pasca transformasi.

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan konsentrasi kanamisin yang
optimal, dan dosis lethal kanamisin, serta mengamati respon eksplan setengah biji
kedelai dari varietas tahan tanah kering masam.

Penelitian dilakukan pada bulan Oktober-November 2014. Eksplan yang
digunakan adalah setengah biji. Rancangan penelitian yang digunakan yaitu
Rancangan Acak Lengkap dengan dua faktor: yaitu konsentrasi kanamisin (0
mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L, dan 200 mg/L), dan varietas kedelai tahan
tanah kering masam (Gepak kuning, Tanggamus, Gema, Grobogan, dan
Burangrang). Parameter yang diamati adalah: hari muncul tunas, jumlah eksplan
yang tumbuh tunas, jumlah tunas yang tumbuh, dan jumlah eksplan yang hidup.

Hasil penelitian menunjukkan konsentrasi kanamisin 100 mg/L
menghasilkan banyak eksplan yang bertunas dan banyak tunas yang terbentuk
walaupun dalam cekaman antibiotik yang ketat. Meskipun media sudah
ditambahkan BAP 4 mg/L namun tidak langsung membentuk tunas, karena energi
digunakan untuk mengatasi cekaman. Berdasarkan LDs, (Lethal Dosis 50%)
setiap varietas memiliki sensitivitas yang berbeda. Varietas Grobogan sensitif
pada konsentrasi 100 mg/L, varietas Gema, Gepak Kuning, dan Tanggamus
sensitif pada konsentrasi 150 mg/L, sedangkan varietas Burangrang sensitif pada
konsentrasi 200 mg/L.

Konsentrasi kanamisin yang optimal untuk kedelai varietas tahan tanah
kering masam adalah 100 mg/L. Meningkatnya konsentrasi kanamisin
menyebabkan penundaan munculnya tunas, penurunan jumlah tunas, jumlah
eksplan yang bertunas, dan jumlah eksplan hidup.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kedelai adalah komoditas utama kacang-kacangan yang memiliki
kandungan protein nabati tinggi dan merupakan andalan pangan Indonesia yang
mendukung ketahanan pangan nasional. Kebutuhan kedelai terus meningkat
seiring dengan meningkatnya permintaan untuk bahan industri pangan. Biji
kedelai digunakan sebagai bahan pembuatan tempe, tahu, susu kedelai, tauco, dan
olahan kedelai lainnya. Bertambahnya jumlah penduduk Indonesia juga
menyebabkan kebutuhan kedelai meningkat seiring berkembangnya industri
pangan (Rukmana & Yuniarsih 2009).

Meningkatnya kebutuhan kedelai tidak searah dengan produksi kedelai
dalam negeri. Pada tahun 2012 kebutuhan kedelai di Indonesia mencapai 2,4 juta
ton, namun produksi kedelai dalam negeri hanya dapat mencukupi 30% (779.800
ton) dari kebutuhan tersebut, dan sisanya 70% (1,25 juta ton) harus impor (BPS
2012). Untuk menekan laju impor kedelai dapat diupayakan melalui berbagai
strategi, yaitu peningkatan produktivitas, perluasan areal tanam, peningkatan dan
efisien produksi. Penggunaan varietas unggul dan penerapan teknologi budidaya
dapat meningkatkan produktivitas kedelai dengan laju peningkatan 1,03% per
tahun.

Lahan pertanian di Indonesia semakin menyempit dikarenakan banyaknya
lahan yang digunakan sebagai pemukiman, perkantoran maupun yang lainnya.
Lahan pertanian terdiri dari lahan optimal yang tergolong subur dan lahan sub
optimal dengan kendala agronomis yang beragam. Penerapan teknologi budidaya
pertanian mendominasi pada lahan optimal, sedangkan lahan sub optimal kurang
dimanfaatkan. Oleh karena itu, untuk memenuhi kebutuhan kedelai, perluasan
area tanam lebih diarahkan ke lahan sub optimal atau lahan marginal seperti lahan
masam, lahan kering, atau lahan yang kesuburannya rendah (Savitri 2010).
Menurut data BBSDLP (2013) Indonesia mempunyai lahan marginal yang cukup

luas di antaranya adalah lahan kering masam dengan luasan mencapai + 102,8 juta



hektar di seluruh Indonesia. Lahan kering masam 67,5% dari luas total lahan
pertanian tersebar di luar Jawa di antaranya di Kalimantan, Sumatra, Sulawesi,
dan Papua. Lahan kering masam di Jawa di antaranya di daerah Grobogan,
Banyuwangi, Cisarua, Mojokerto, dan Bantul (Mulyani 2006). Namun
pengembangan pertanian di lahan kering masam mempunyai banyak kendala
karena kondisi lingkungan yang kurang optimal (Harsono 2008).

Permasalahan yang dihadapi dalam budidaya kedelai di tanah masam
adalah berkurangnya hasil produksi akibat lingkungan yang kurang optimal
karena pH yang rendah, keracunan Al, dan rendahnya unsur hara di dalam tanah
(Agustina 1990). Upaya mempercepat pemulihan lahan kering masam sudah
banyak dilakukan menggunakan berbagai cara di antaranya dengan bahan
amelioran seperti kapur, namun umumnya amelioran masih bersifat sementara.
Selain itu dengan pengapuran area tanam, membutuhkan biaya yang mahal, serta
menyebabkan pemadatan tanah dan pencucian. Oleh karena itu, mengembangkan
varietas kedelai yang tahan tanah kering masam merupakan cara yang lebih tepat
(Mariska et al. 2004). Untuk mendapatkan varietas kedelai yang tahan tanah
kering masam bisa dilakukan dengan pemuliaan tanaman menggunakan teknik
transformasi genetik. Teknik transformasi genetik ada dua cara yaitu transformasi
genetik secara langsung dengan particel bombardment dan transformasi genetik
menggunakan perantara Agrobacterium (Acquaah 2007).

Teknik transformasi genetik dengan Agrobacterium terdiri dari beberapa
tahap yaitu infeksi, kokultivasi, seleksi, regenerasi, dan aklimatisasi (Hoa et al.
2008). Seleksi terhadap sel-sel transforman merupakan faktor kunci dalam
keberhasilan metode yang dikembangkan untuk transformasi genetik. Seleksi
bertujuan untuk memisahkan sel transforman dan sel non transforman. Seleksi sel-
sel transforman dilakukan secara in vitro menggunakan antibiotik sebagai agen
seleksi (Arencibia 2000).

Antibiotik kanamisin biasa digunakan sebagai agen seleksi dalam
transformasi tanaman (Chi-Manzanero et al. 2010). Pada proses transformasi, gen
resistensi antibiotik yang digunakan sebagai gen penanda seleksi disisipkan ke
dalam vektor ekspresi. Gen npt2 mengkode enzim neomycin phosphotransferase2,



yang secara ekstensif digunakan sebagai gen penanda seleksi. Enzim neomycin
phosphotransferase2 dapat mendetoksifikasi kanamisin dengan memfosforilasi
gugus hidroksi dari kanamisin (Miki & Mchugh 2004). Banyak vektor ekspresi
yang mengandung gen resistensi kanamisin antara lain pG10-90 mengandung gen
npt2 untuk seleksi tembakau (Garcia-Almodofar et al. 2013), vektor ekspresi
pBlLec-GFP-FAD2 yang membawa gen npt2 untuk transformasi kedelai kultivar
Jilin 3 (Chen et al. 2011), p35SGUSintnptll untuk transformasi kedelai NARC-4
dengan perantara Agrobacterium (Zia et al. 2010).

Kanamisin adalah antibiotik aminoglikosida yang struktur kimianya
terdiri atas satu deoxystreptamin dan dua unit glukosamin (Yu et al. 2003).
Kanamisin berperan sebagai agen penyeleksi karena dapat membunuh sel tanaman
yang tidak diinginkan melalui penghambat pertumbuhan sel tanaman dengan
mengikat ribosom sub unit 40S sehingga menghambat inisiasi translasi plastid.
Sel tanaman yang ditransformasi dengan gen npt2 dapat mendetoksifikasi
kelompok antibiotik dalam medium seleksi (Zhang et al. 2001). Famili kacang-
kacangan mempunyai ketahanan alami terhadap antibiotik aminoglikosida seperti
kanamisin (Christou 1994).

Ada beberapa persyaratan yang perlu diperhatikan dalam melakukan
transformasi genetik, di antaranya metode seleksi yang efisien (Acquaah 2007).
Seleksi pra transformasi dapat memudahkan orang yang akan melakukan
transformasi, dengan mengetahui konsentrasi antibiotik yang optimal sehingga
proses seleksi pasca transformasi menjadi efisien. Konsentrasi kanamisin yang
terlalu rendah menyebabkan sel tanaman non transforman ada yang masih dapat
tumbuh dalam medium seleksi. Konsentrasi kanamisin terlalu tinggi
menyebabkan sel tanaman transforman bisa mati. Oleh karena itu perlu dilakukan
penelitian untuk mengetahui konsentrasi kanamisin yang optimal pada sel
tanaman yang belum ditransformasi, agar proses-proses sebelum seleksi dalam

transformasi menjadi tidak sia-sia.



B. Permasalahan

Berdasarkan latar belakang tersebut, rumusan masalah yang diajukan

adalah:

1.

Berapa konsentrasi optimal antibiotik kanamisin untuk seleksi in vitro kedelai
varietas tahan tanah kering masam?

Berapa Lethal doses 50% kanamisin untuk kedelai varietas tahan tanah kering
masam?

Bagaimanakah respon pertumbuhan Kkedelai varietas tahan tanah kering

masam terhadap berbagai konsentrasi antibiotik kanamisin?

Penegasan Istilah
Seleksi In Vitro

Seleksi in vitro adalah proses menyeleksi sel yang diinginkan yang
dilakukan di dalam botol kultur (Bos & Caligari 2008). Seleksi in vitro
dilakukan karena adanya agen seleksi seperti antibiotik atau herbisida. Seleksi
didasarkan pada ketahanan terhadap antibiotik atau herbisida (Puchta 2003).
Pada penelitian ini seleksi in vitro menggunakan antibiotik kanamisin.
Kedelai Varietas Tahan Tanah Kering Masam

Kedelai varietas tahan tanah kering masam adalah kedelai yang tahan
terhadap kekeringan dan kemasaman tanah. Dalam penelitian ini
menggunakan kedelai varietas tahan tanah kering masam yaitu varietas Gepak
kuning, Tanggamus, Gema, Burangrang, dan Grobogan (BALITKABI 2012).
Kanamisin

Kanamisin adalah antibiotik aminoglikosida yang dihasilkan dari
bakteri tanah Streptomyces kanamyceticus (The European Agency 2003).
Kanamisin sering digunakan sebagai agen selektif dalam seleksi in vitro
(Bardhan et al. 2012). Konsentrasi kanamisin yang digunakan sebagai agen
seleksi adalah: 0, 50, 100, 150, dan 200 ppm.



D. Tujuan Penelitian
Berdasarkan latar belakang dan perumusan masalah, tujuan penelitian ini
adalah untuk:
1. Menentukan konsentrasi kanamisin yang optimal untuk seleksi in vitro kedelai
varietas tahan tanah kering masam.
2. Menentukan Lethal doses 50% kanamisin untuk kedelai varietas tahan tanah
kering masam.
3. Mengamati respon pertumbuhan kedelai varietas tahan tanah kering masam

terhadap berbagai konsentrasi antibiotik kanamisin.

E. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi bagi para peneliti
yang akan melakukan perakitan varietas kedelai tahan tanah kering masam
melalui transformasi Agrobacterium dengan menggunakan gen penanda seleksi

kanamisin pada tahap seleksi in vitro.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

A. Botani Kedelai

Pada awalnya, kedelai dikenal dengan beberapa nama botani, yaitu
Glycine soja dan Soja max. Namun pada tahun 1948 telah disepakati bahwa nama
botani yang dapat diterima dalam istilah ilmiah, yaitu Glycine max (L) Merill.
Klasifikasi tanaman kedelai adalah sebagai berikut.

Phylum : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida
Ordo : Fabales
Famili  : Fabaceae

Genus  : Glycine
Species : Glycine max (L.) Merill
(Sumber: Kristin et al. 2010).

Tanaman kedelai umumnya tumbuh tegak, berbentuk semak, dan
merupakan tanaman semusim. Sistem perakaran kedelai terdiri dari dua macam,
yaitu akar tunggang dan akar sekunder (serabut) yang tumbuh dari akar tunggang.
Kedelai memiliki empat tipe daun, yaitu kotiledon (daun biji), daun primer
sederhana, daun bertiga (trifoliate) dan profila. Secara umum bentuk daun kedelai
ada dua, yaitu bulat (oval) dan lancip (lanceolate). Kedua bentuk daun tersebut
dipengaruhi oleh faktor genetik. Bentuk bunga kedelai menyerupai kupu-kupu
(Singh 2010).

Di dalam polong terdapat biji yang berjumlah 2-3 biji. Setiap biji kedelai
mempunyai ukuran bervariasi, mulai dari kecil (sekitar 7-9 g/100 biji), sedang
(10-13 ¢/100 biji), dan besar (>13 g/100 biji) (Tabel 1).



Tabel 1. Beberapa varietas kedelai berdasarkan ukuran biji

Varietas Golongan biji  Ukuran (g/100 biji)
Gepak kuning  Kecil 8,25
Otau Kecil 7-8
Ringgit Kecil 8
Argomulyo Sedang 10,6
Tanggamus Sedang 11
Sindoro Sedang 12
Slamet Sedang 12,5
Anjasmoro Besar 14,8-15,3
ljen Besar 15-17
Burangrang Besar 17
Grobogan Besar 18,4

Sumber: BPTPI 2010.

Gambar 1. Beberapa varietas kedelai dengan berbagai ukuran. (a) varietas Gepak
kuning, biji kecil. (b) varietas Argomulyo, biji sedang. (c) varietas
Burangrang, biji besar (dok. Pribadi).

Bentuk biji bervariasi, tergantung pada varietas tanaman, yaitu bulat, agak
gepeng, dan bulat telur. Namun demikian, sebagian besar biji berbentuk bulat
telur. Biji kedelai terbagi menjadi dua bagian utama, yaitu kulit biji dan embrio.
Pada kulit biji terdapat bagian yang disebut pusar (hilum) yang berwarna coklat,
hitam, atau putih. Pada ujung hilum terdapat mikrofil, berupa lubang kecil yang

terbentuk pada saat proses pembentukan biji (Rukmana & Yuniarsih 2009).
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Gambar 2. Anatomi biji kedelai (dok. Pribadi).



Biji kedelai banyak mengandung protein, karbohidrat, lemak, isoflavon,
dan mineral lainnya (Maxwell 2011). Oleh karena itu kedelai digunakan sebagai
bahan makanan yang diolah menjadi tahu, tempe, susu, vetsin, kue-kue, tofu, susu
kedelai, dan daging nabati. Selain itu, bahan industri makanan dari minyak kedelai
yang digunakan berbentuk gliserida sebagai bahan untuk pembuatan minyak
goreng, margarin, dan bahan lemak lainnya (Singh 2010).

Kebutuhan kedelai di Indonesia meningkat setiap tahunnya seiring dengan
pertambahan penduduk. Produksi dalam negeri belum dapat mencukupi
kebutuhan sehingga diperlukan pasokan kedelai tambahan. Pemenuhan kebutuhan
kedelai Indonesia dilakukan dengan mengimpor dari luar negeri. Impor kedelai
meningkat untuk setiap tahunnya (Tabel 2).

Tabel 2. Volume dan nilai impor kedelai tahun 2009-2012

Tahun 2009 2010 2011 (2012
(triwulan 1)
Volume (ton) 1320865 1740505  2.088.616 374.870
Nilai (000 US) 624.979 840.037  1.245.963 202.421

Sumber: Statistik Makro Sektor Pertanian. Vol. 4 No. 2 Thn. 2012. Kementerian
Pertanian.

Upaya program pengembangan kedelai bisa dilakukan dengan penanaman
di lahan kering masam. Namun ada masalah utama yang dihadapi dalam
pengembangan budidaya kedelai di lahan kering masam yaitu rendahnya tingkat
kesuburan, cekaman kekeringan pada pertanaman akhir musim hujan, gangguan
hama, gulma, dan penyakit (Mulyani 2006). Masalah tersebut dapat diatasi
dengan perakitan varietas kedelai tahan tanah kering masam. Perakitan varietas
kedelai adaptif lahan kering masam lebih diarahkan untuk mendapatkan varietas
yang toleran kemasaman tanah dan toleran kekeringan serta mempunyai sifat-sifat
agronomi yang baik (tanaman kokoh, tinggi, tidak mudah rebah, polong banyak,
ukuran biji besar atau sedang) (BPTPI 2010). Selain menggunakan metode
persilangan, perakitan varietas kedelai dapat dilakukan dengan metode
transformasi genetik (Kristin et al. 2010).

Pada transformasi genetik kedelai, eksplan yang sering digunakan adalah

setengah biji (half-seed), buku kotiledon (cotyledonary node), dan pollen tube



(Anita et al. 2012, Anuradha et al. 2006, Shuzen 2006). Eksplan setengah biji
diperoleh dari biji kedelai yang dibuang kulit arinya kemudian dibelah menjadi
dua, dan aksis embrionya dihilangkan (Zia et al. 2010). Proses menghilangkan
embrio, menyebabkan adanya luka, luka ini memberikan pintu masuk bagi
Agrobacterium selama infeksi sehingga proses transformasi lebih efisien (Paz et
al. 2005).

B. Tanah Kering Masam

Program pengembangan tanaman pangan di Indonesia dilakukan di lahan
sub optimal (lahan kering masam, rawa, dll) dengan pertimbangan lahan sub
optimal atau lahan marginal atau lahan tidak subur secara nasional masih sangat
luas dan masih banyak yang belum dimanfaatkan (Barus 2013). Luas lahan kering
masam di Indonesia mencapai + 108,8 juta hektar (BBSDLP 2012).

Perluasan areal tanam merupakan alternatif solusi untuk masalah
ketahanan pangan nasional. Salah satu tanaman semusim yang dapat
dikembangkan pada lahan-lahan sub optimal adalah kedelai (Glycine max).
Perluasan areal tanam kedelai mempunyai prospek baik di lahan kering masam
(Harsono 2008). Lahan kering didefinisikan sebagai suatu hamparan lahan yang
tidak pernah digenangi atau tergenangnya air pada sebagian besar waktu dalam
setahun. Secara umum, lahan kering dapat dibedakan menjadi lahan kering masam
dan non masam (Mulyani 2006). Tingginya curah hujan di Indonesia
menyebabkan pencucian basa-basa dalam tanah, akibatnya bereaksi masam dan

kejenuhan alumunium tinggi (Barus 2013).
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Gambar 3. Pengaruh pH tanah terhadap ketersediaan unsur hara (Scanlan
2013).
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Pada pH rendah, tanah bereaksi menjadi masam dengan kejenuhan basa
rendah, dan menunjukkan kejenuhan aluminium yang tinggi. Hal ini disebabkan
oleh tingginya curah hujan yang menyebabkan tingkat pencucian hara tinggi
terutama basa-basa dan yang tertinggal dalam kompleks adsorpsi liat dan humus

adalah ion H* dan AP**. Bentuk alumunium di dalam tanah berbeda-beda,

yang

tergantung pH tanah. Pada pH rendah (pH 3,5-5), alumunium berbentuk AI**

bersifat sangat toksik bagi tanaman (Suharsono 2005).

Keracunan Al merupakan faktor pembatas utama bagi pertumbuhan
tanaman di lahan asam. Toksisitas Al menyebabkan penghambatan pemanjangan
akar (Hock & Elstner 2005). Selain kemasaman tanah, kekeringan juga
merupakan cekaman bagi tanaman. Pada saat kekeringan, sebagian stomata daun
menutup sehingga terjadi hambatan masuknya CO, dan menurunkan aktivitas
fotosintesis. Cekaman kekeringan juga menghambat sintesis protein dan dinding
sel tanaman (Salisbury & Ross 1995). Toksisitas Al dan kekeringan adalah dua
kendala utama dalam produksi tanaman di dunia, terutama di daerah tropis. Gejala
utama fitotoksisitas Al adalah penghambatan pertumbuhan akar karena
terbatasnya nutrisi dan serapan air, sedangkan kekeringan berpengaruh dalam
pertumbuhan tunas. Oleh karena itu, dalam pemuliaan tanaman untuk ketahanan
kekeringan harus dikombinasikan dengan ketahanan Al, agar dapat melengkapi
bahwa tanaman tahan kekeringan juga dapat ditanam pada tanah masam (Yang et
al. 2012).

Menurut Mulyani (2006), keberhasilan usahatani tanaman pangan di
beberapa lahan kering masam disebabkan komponen penting yang satu sama lain
saling terkait dan tidak dapat dipisahkan, di antaranya adalah kondisi lahan dan
iklim, teknologi budidaya, tersedianya saprotan, pengelolaan pascapanen, jaminan
pasar, modal, kebiasaan petani, kelembagaan (kelompok tani dan penyuluh), dan
jenis komoditas yang diusahakan.

Pertanian di lahan kering masam umumnya menghadapi masalah
keracunan Al dan ketersediaan hara rendah bagi tanaman sehingga untuk
mengatasinya diperlukan varietas yang toleran sebagai teknologi budidaya pada

agroekosistem lahan kering masam (Mariska et al. 2004). Varietas tahan tanah
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kering masam ini lebih diarahkan untuk mendapatkan varietas yang toleran
kekeringan dan toleran kemasaman tanah serta memiliki sifat-sifat agronomi yang
baik (BPTPI 2010). Ada beberapa kedelai varietas unggul yaitu varietas kedelai
tahan tanah kering masam yang dilepas oleh Balai Penelitian Kacang-kacangan
dan Umbi-umbian (BALITKABI) Malang pada tahun 2012, yaitu Wilis, Kaba,
Sinabung, ljen, Tanggamus, Burangrang, Anjasmoro, Argomulyo, Detam 1,
Gepak Kuning, Grobogan (BALITKABI 2012).

Tabel 3. Kedelai varietas tahan tanah kering masam yang dilepas oleh
BALITKABI pada Tahun 1983-2011

Nama Varietas  Tahun Umur Kadar Kadar Potensi
Dilepas Masak Protein (%) Minyak (%) Hasil
(Hari) (ton/ha)
Wilis 1983 85-90 37 18 1,6
Argomulyo 1998 80-82 39,4 20,8 1,5-2
Burangrang 1999 80-82 39 20 1,6-2,5
Sinabung 2001 88 46 13 2,16
Kaba 2001 85 44 8 2,13
Tanggamus 2001 88 44,5 12,9 1,22
Anjasmoro 2001 82,5-925  42,78-42,05 17,21-18,60 2,03-2,25
ljen 2003 83 36,4 13,2 2,15-2,49
Detam 1 2008 84 45,36 33,06 3,45
Gepak Kuning 2008 73 35,38 15,10 2,86
Gema 2011 73 39,07 19,11 3,06
Grobogan 2008 76 43,9 18,4 3,4
Sumber: Balai Penelitian Kacang-kacangan dan Umbi-umbian (BALITKABI
2012).

C. Kanamisin sebagai Penanda Seleksi

Kanamisin merupakan antibiotik aminoglikosida, yang berasal dari bakteri
tanah Streptomyces kanamycetious. Struktur kimia kanamisin terdiri atas tiga unit
senyawa, yaitu 6-D-glukosamina, 1,3-diamino-4,5,6-tri-hidroksi sikloheksana dan

3-D-glukosamina (Sumarjo 2009), digambarkan pada Gambar 5.

Gambar 4. Struktur kimia kanamisin (Sumarjo 2009).
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Pada konsentrasi tertentu antibiotik ini dapat menghambat pertumbuhan
sel tanaman (non transgenik) melalui penghambatan sintesis protein dalam
kloroplas (Laine et al. 2000). Penghambatan juga terjadi di mitokondria dengan
mengikat ribosom sub unit 40S sehingga menghambat inisiasi translasi plastid,

dan akhirnya tanaman mengalami etiolasi dan mati (Bardhan et al. 2012).
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Gambar 5. Mekanisme kerja antibiotik aminoglikosida (Abdul et al. 2011).

Abdul et al. (2011) menjelaskan antibiotik aminoglikosida mengikat pada
ribosom subunit kecil sehingga dapat menyebabkan kesalahan asam amino,
mekanisme ini terjadi pada sel prokaryot (Gambar 6). Menurut Bahrampour et al.
(2012) mekanisme kerja penghambatan kanamisin dengan mengikat 18S rRNA
dari 40S ribosom sub unit dan menghambat bergeraknya ribosom, kemudian
diikuti penghentian sintesis protein dan enzim yang terlibat dalam fotosintesis
sehingga mengurangi pigmen fotosintetik.

Penggunaan gen penanda resisten antibiotik yang spesifik, akan
menghasilkan sel-sel yang mengandung gen resistensi antibiotik yang dapat hidup
di media yang mengandung agen seleksi. Resistensi terhadap agen seleksi dapat
terjadi melalui salah satu dari tiga macam mekanisme yaitu (1) detoksifikasi oleh
enzim, (2) pengurangan afinitas suatu target terhadap agen seleksi, dan (3)
ekspresi berlebih suatu target tipe alami (Altman 1998; Yuwono 2006). Antibiotik
yang sering digunakan sebagai agen seleksi adalah kanamisin dan gen penanda
seleksi kanamisin adalah gen npt2 (Arencibia 2000) karena banyak vektor
plasmid biner yang mengandung gen resistensi kanamisin di antaranya

p35SGUSintnptll yang digunakan Zia et al. (2010) untuk transformasi kedelai
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NARC-4 perantara Agrobacterium, vektor pBINm-gfp5-ER pada transformasi
Astaragalus sinicus (Cho & Jack 2002).

Sel tanaman yang ditransformasi dengan gen npt2 dapat mendetoksifikasi
kelompok antibiotik dalam medium seleksi (Zhang et al. 2001). Gen npt2 atau gen
aphA2 atau aph (3”)II menyandi enzim neomycin phosphotransferase (NPT2).
Enzim neomycin phosphotransferase diisolasi dari transposon (Tn5) bakteri.
Enzim ini dapat mendetoksifikasi kelompok antibiotik aminoglikosida seperti
kanamisin dan genetisin, dengan cara memfosforilasi gugus hidroksi spesifik
(Yong et al. 2006). Menurut Kestell (2012) adanya gen npt2 dapat menonaktifkan

antibiotik dengan fosforilasi gugus 3°-OH dari kanamisin.

HO 7
O il /L NHa* Gl \F 0 NHa*
FAA
H NHy# +H3N NHa*
Kanarmycin Kanamycin(3-Phosphate

Gambar 6. Proses detoksifikasi kanamisin (Arya 2007).

Proses fosforilasi gugus 3°-OH pada kanamisin akan membentuk
kanamisin(3’)-fosfat (Gambar 7). Produk detoksifikasi ini tidak mampu lagi

mengikat ribosom (Arya 2007).
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Tabel 4. Berbagai konsentrasi kanamisin yang digunakan sebagai agen seleksi
pada kedelai dan famili Leguminosae lainnya.

Sumber Tanaman Varietas Jenis eksplan  Antibiotik
Ziaetal. 2010 Kedelai NARC-4 dan Half-seed Kanamisin
NARC-7 30 ppm
Anitaetal. 2012  Kedelai cv. JS335 Half-seed Kanamisin
125 ppm
Anuradha et Arachis JL-24 Cotyledonary- Kanamisin
al.2006 hypogea node 150 ppm.
Cho & Jack .2002 Legume cv. Japan Kotiledon Kanamisin
Astragalus (Yutoubansei 75 ppm
sinicus Renge; Takayama
Seed, Kyoto,
Japan)
Pardal et al. 2004 Kedelai Wilis dan tidar Kotiledon Kanamisin
muda 200 ppm
Yi & Denyu. Kedelai Nannong88-1, Cotyledonary- Kanamisin
2006 Nannong18-6, node 40 ppm
Yu23 dan

Nannong 87C-38

Konsentrasi kanamisin yang optimal untuk seleksi pada famili
Leguminosae adalah 30-200 ppm dengan menggunakan eksplan kotiledon (Tabel
3).

Dosis lethal merupakan dosis suatu zat yang diberikan ke makhluk hidup
sehingga dapat menyebabkan kematian. Dosis lethal biasanya dinyatakan sebagai
Lethal Doses 50% (LDso). LDsy adalah dosis suatu senyawa yang dapat
menyebabkan kematian makhluk hidup sebanyak 50%. LDs, merupakan suatu
harga perhitungan yang menggambarkan estimasi yang paling baik dari dosis
yang diperlukan untuk menimbulkan kematian pada 50% makhluk hidup yang
diuji, karena selalu disertai dengan suatu perkiraan jarak dari kesalahannya seperti

probabilitas kisaran nilainya (Loomis 1978).

D. Seleksi In Vitro
Teknik transformasi genetik terdapat dua cara dalam mentransfer gen ke
sel inang yaitu secara langsung dengan partikel bombardmen dan tak langsung

dengan perantara Agrobacterium. Transformasi genetik dengan particel
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bombardment dilakukan dengan menembakkan DNA target ke sel utuh. Syarat
untuk melakukan transformasi adalah system regenerasi yang efisien, menentukan
sel yang mudah ditransformasi, dan metode seleksi yang efisien (Acquaah 2007).

Pada teknik transformasi genetik dengan menggunakan Agrobacterium,
tahap seleksi dilakukan untuk memisahkan sel atau jaringan yang tertransformasi
dengan sel atau jaringan nontransforman (Kutsokon et al. 2013). Menurut Verma
et al. (2013) seleksi in vitro dilakukan dengan menerapkan agen seleksi dalam
media kultur atau dengan pemberian kondisi khusus. Agen seleksi yang biasa
digunakan dalam seleksi pada tanaman yaitu antibiotik seperti kanamisin. Pada
transformasi genetik diperlukan metode seleksi yang efisien dengan mengetahui
konsentrasi agen seleksi yang optimal, sehingga mendapatkan sel-sel transforman
yang diinginkan (Acquaah 2007).

Seleksi in vitro didasarkan pada sifat resistensi terhadap antibiotik. Gen
penanda dalam seleksi in vitro digunakan untuk membantu menemukan sel
tanaman yang diinginkan. Gen penanda seleksi memberi resistensi terhadap agen
seleksi. Selain itu gen penanda seleksi juga untuk meningkatkan regenerasi sel
transforman setelah transformasi (Puchta 2003). Gen resistensi antibiotik
kanamisin yang digunakan untuk seleksi sel tanaman yang tertransformasi adalah
npt2 dan aph2 (Australian Goverment 2012). Gen Npt2 menyandi enzim
neomycin  phosphotransferase yang dapat mendetoksifikasi  antibiotik
aminoglikosida seperti kanamisin dengan cara fosforilasi gugus hidroksil pada
bagian amino-heksosa (Miki & Mchugh 2004). Pada famili kacang-kacangan
seperti kedelai mempunyai ketahanan alami terhadap antibiotik aminoglikosida
seperti kanamisin, hal ini yang menyebabkan tahap seleksi menjadi lebih efisien
(Christou 1994).

Dasar seleksi in vitro adalah teknik kultur in vitro. Teknik kultur jaringan
adalah teknik isolasi bagian tumbuhan yang ditumbuhkan pada media buatan yang
steril sehingga eksplan mampu beregenerasi dan berdifferensiasi menjadi tanaman
lengkap (Zulkarnain 2009). Medium merupakan salah satu faktor yang penting
dalam kultur jaringan. Media tumbuh dalam kultur jaringan harus dapat

memenuhi kebutuhan eksplan. Media MS merupakan media yang sering
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digunakan sebagian besar spesies tumbuhan. Keberhasilan kultur jaringan
bergantung pada berbagai faktor diantaranya genotip eksplan, zat pengatur
tumbuh (ZPT) dan jenis eksplan yang digunakan (Bhojwani & Razdan 1996).

Zat pengatur tumbuh merupakan senyawa organik yang disintesis oleh
tumbuhan yang mempengaruhi proses fisiologis. Dalam kultur jaringan, ada dua
golongan ZPT yang penting yaitu sitokinin dan auksin (Mineo 1990). Interaksi
dan rasio antara ZPT endogen dengan ZPT dalam media berpengaruh dalam
menentukan arah perkembangan eksplan. Konsentrasi auksin lebih tinggi
dibandingkan sitokinin akan menyebabkan pembentukan akar, konsentrasi
sitokinin lebih tinggi disbanding auksin akan menginduksi pembentukan tunas,
sedangkan konsentrasi auksin yang seimbang dengan konsentrasi sitokinin akan
memicu terbentuknya kalus (Van 2009). Sitokinin sintesis yang digunakan dalam

penelitian ini adalah benzilaminopurin (BAP).

Gambar 7. Struktur kimia ben2|lam|nopur|n (BAP) (Silva 2012).

Sitokinin merupakan ZPT yang mendorong pembelahan sel (sitokinesis).
Sitokinin merangsang terjadinya pembelahan mitosis pada meristem lateral.
Peningkatan pembelahan tersebut mempercepat pembentukan jaringan
pengangkut pada tunas samping sehingga tunas samping mendapatkan energi
hasil metabolisme (Taiz & Zeiger 2010). Pengangkutan hasil metabolisme akan
memenuhi kebutuhan energi untuk pembelahan sel. Sitokinin menyebabkan sel-
sel korteks bersifat merismatik dan aktif membelah. Proses pembelahan sel
dipengaruhi oleh Cyclin-dependent kinase (CDK), enzim yang berperan pada
pembelahan sel. CDK mempengaruhi peralihan fase dari G; ke S dan G, ke M
(Pereira et al. 2012).
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METODE PENELITIAN

A. Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan Jurusan Biologi
Fakultas MIPA Universitas Negeri Semarang. Penelitian dilakukan pada bulan
Oktober-November 2014.

B. Variabel Penelitian
1. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitan ini adalah konsentrasi antibiotik
kanamisin (0, 50, 100, 150, dan 200 ppm) dan varietas kedelai (varietas Gepak
kuning, Tanggamus, Gema, Burangrang, dan Grobogan).
2. Variabel Terikat
Variabel terikatnya adalah pertumbuhan eksplan, dengan parameter
pengamatan: jumlah eksplan yang hidup, hari munculnya tunas, jumlah eksplan
yang mampu bertunas, dan jumlah tunas yang terbentuk.
3. Variabel Kendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah:
a. Media tanam, yaitu media MS padat yang ditambahkan BAP 4 mg/L dan
vitamin B5 1 mg/L.
b. Suhu ruang tanam dan ruang inkubasi 25°-26 °C.
c. Pencahayaan dengan lampu TL 40 Watt.
d. Eksplan setengah biji, diperoleh dari biji kedelai yang dibuang kulit arinya

kemudian dibelah menjadi dua, dan aksis embrionya dihilangkan.

Gambar 8. Tahap-tahap memperoleh eksplan setengah biji (dok. Pribadi)
17
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C. Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental. Penelitian dilaksanakan
dengan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) yang terdiri dari dua faktor.
Faktor pertama adalah konsentrasi antibiotik kanamisin yang terdiri dari lima taraf
yaitu 0, 50, 100, 150, dan 200 mg/L. Faktor kedua adalah varietas kedelai tahan
tanah kering masam yang terdiri dari lima varietas yaitu Gepak kuning,
Tanggamus, Gema, Burangrang, dan Grobogan. Varietas-varietas ini memiliki
ukuran biji yang berbeda-beda. Varietas Gepak kuning mempunyai ukuran biji
kecil (8,5 g/100 biji), varietas Tanggamus dan Gema mempunyai ukuran sedang
(11-12 g/100 biji), varietas Grobogan dan Burangrang bijinya berukuran besar (18
9/100 biji dan 17 g/100 biji).

Dari faktor tersebut didapatkan 5 (konsentrasi kanamisin) x 5 (varietas) x
3 (ulangan) = 75 botol yang diamati. Ulangan tersebut diperoleh dengan rumus:
(Perlakuan-1) x Ulangan > 15 (Zulkarnain 2009). Satu unit percobaan adalah satu

botol kultur yang berisi lima eksplan.

D. Alat dan Bahan Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian meliputi: laminar air flow
(LAF), autoklaf, rak kultur, almari es, alat tanam (pisau tanam dan pinset), pH
meter, neraca analitik, mikropipet, bunsen, petridish, alat-alat gelas (gelas ukur,
gelas beker, erlenmeyer, tabung reaksi, botol ukur, pengaduk, botol-botol tempat
media) dan membran syringe filter.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain adalah media
MS Caisson, alkohol 70%, vitamin B5, BAP, antibiotik kanamisin, sukrosa, agar,
aquades, Natrium hipoklorit, kinetin, kacang kedelai (Glycine max (L.) Merill

dengan varietas Gepak kuning, Tanggamus, Gema, Burangrang, dan Grobogan.

E. Prosedur Penelitian
1. Membuat larutan kanamisin
Membuat larutan stok kanamisin 100 mg/ml dengan cara 1 gram

kanamisin dilarutkan dalam aquades steril sampai 10 ml. Perlakuan
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konsentrasi kanamisin 50 mg/L, dilakukan dengan mengambil 500
mikroliter larutan stok kanamisin untuk 1 liter media. Perlakuan konsentrasi
kanamisin 100 mg/L, dilakukan dengan mengambil 1000 mikroliter larutan
stok kanamisin untuk 1 liter media dan seterusnya.
Membuat media
Membuat media MS satu liter, dengan menimbang media (Caisson)
sebanyak 4,33 gram/L, ditambah vitamin B5 1 ml/L dari stok 1000X dan
BAP 4 ml/L dari stok 1 ppm. Kemudian ditambahkan sukrosa sebanyak 30
gram/L.
Mengukur pH larutan media MS menggunakan pH-meter. Apabila pH
terlalu asam maka perlu ditambahkan NaOH 10% dan bila terlalu basa
ditambahkan larutan HCI 10% hingga pH nya 5,8-6.
Larutan dimasak hingga mendidih dan ditambah agar-agar 7 gram/L,
kemudian aduk terus sampai homogen.
. Sterilisasi media dengan memasukkan erlenmeyer yang sudah berisi media
ke dalam autoklaf. Media disterilkan pada suhu 121°C dan dipertahankan
selama 20 menit.
Membuat larutan kanamisin pada berbagai konsentasi dengan cara
melarutkan kanamisin stok dengan pelarut akuades. Kemudian disterilisasi
dengan syringe filter dengan ukuran 0,22 mikrometer.
Mengambil media dan memasukkan ke dalam LAF. Didinginkan sampai
suhu 50° C. Menambah kanamisin yang sudah disterilkan dengan filter ke
dalam media MS sesuai dengan konsentrasi perlakuan.
Menuangkan media ke dalam botol-botol kultur dan menutupnya dengan
penutup botol.
. Sterilisasi eksplan

Biji kedelai direndam dalam larutan alkohol 70% dan dikocok
selama 10 menit. Larutan alkohol 70% dibuang dan diganti dengan 5,25%
NaClO dan dikocok selama 10 menit. Bilas dengan akuades steril sebanyak
tiga kali dengan cara mengganti 5,25% NaClO dengan akuades steril. Proses

sterilisasi eksplan dilakukan di dalam LAF.
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4. Penanaman eksplan pada medium

Setelah biji kedelai disterilisasi, biji diimbibisi selama 24 jam.
Kemudian biji dikupas kulit arinya dengan menggunakan pinset dan pisau
tanam lalu ditiriskan di atas tisu steril. Biji yang sudah ditiriskan, ditanam
dengan posisi sisi abaxial di bawah dan ujung distal sedikit ditancapkan
dalam media kultur. Botol medium ditutup dan di sekitar tutup botol dilapisi
plastik sil untuk menghindari kontaminasi. Botol diberi label yang berisi

perlakuan, varietas, dan ulangan.

E. Metode Pengumpulan Data

Pengambilan data dilakukan dengan cara mengamati satu per satu plantlet

yang telah ditanam. Parameter yang diamati antara lain:

a.

Hari muncul tunas, dihitung mulai hari penanaman hingga muncul tunas

minimal setinggi 0,5 cm.

b. Jumlah eksplan yang tumbuh tunas. Eksplan yang tumbuh tunas minimal

C.

d.

setinggi 0,5 cm dihitung mulai awal penanaman dan data diambil setiap
seminggu sekali selama penelitian.

Jumlah tunas yang tumbuh. Tunas yang tumbuh dalam satu botol kultur
dihitung setiap seminggu sekali selama penelitian (satu bulan).

Jumlah eksplan yang hidup. Eksplan yang hidup atau eksplan yang tidak
berwarna coklat-kehitaman dihitung sejak awal penanaman selama satu bulan.
Eksplan yang hidup merupakan eksplan yang tahan terhadap antibiotik

kanamisin, eksplan berwarna kehijauan.
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Tabel 5. Pengamatan untuk semua parameter

Taraf Jumlah eksplan  Jumlah eksplan Hari muncul
: Jumlah Tunas
Perlakuan yang hidup yang bertunas tunas

12 345 12 3 45 1 23451 23 45

V1KO
V1K1
V1K2
V1K3
V1K4
V1K5
V2KO0
V2K1
V2K?2
Dst

Keterangan:
V (1,2,3,4, dan 5) : Varietas kedelai Gepak kuning, Tanggamus, Gema, Grobogan,
dan Burangrang.

K (1,2,3,4,dan 5) : Konsentrasi kanamisin 0, 50, 100, 150, dan 200 mg/L.
F. Analisis Data

Data dianalisis dengan ANAVA dua jalur menggunakan perangkat SPSS
versi 21 pada aras probabilitas 0,05 untuk melihat pengaruh perlakuan. Apabila
hasil uji ANAVA dari setiap perlakuan signifikan, maka dilakukan uji lanjut
menggunakan DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) dengan tingkat
kepercayaan 95% untuk menganalisis perbedaan pengaruh antar kombinasi taraf
perlakuan (Gomez & Gomez 1995).

Tabel 6. Penggunaan uji Anava dua jalan

Sumber Variasi Db JK KT Fh Frab Fab
(a=5%) (a=1%)

A

B

Interaksi A x B
Total

Keterangan:

A =varietas kedelai

B = konsentrasi kanamisin
db = derajat bebas

JK = jumlah kuadrat

KT= kuadrat tengah

Fh = faktorial hitung
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Jika nilai F hitung > dari F tabel maka hasilnya signifikan atau berbeda
nyata, sebaliknya jika nilai F hitung < F tabel maka hasil tidak signifikan. Bila
hasilnya signifikan, diteruskan dengan Uji DMRT (Duncan’s Multilpe Range
Test) dengan tingkat kepercayaan 95% (Gomez & Gomez 1995), untuk
mengetahui perbedaan antar kombinasi taraf perlakuan.

Adapun tahapan dalam melakukan uji DMRT adalah sebagai berikut.

1. Menghitung sa

2s?
Sa =\
Keterangan:
52 = KT galat
r = Banyaknya ulangan

2. Menghitung nilai wilayah jarak ganda Duncan

n _(0)()
)
Keterangan:
o = diperoleh pada tabel uji Duncan 5%

Selisih < rerata = tidak berbeda, notasi sama
Selisih > rerata = berbeda nyata, notasi berbeda



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan uraian hasil dan pembahasan di atas dapat disimpulkan
bahwa setiap varietas memiliki respon dan sensitivitas yang berbeda-beda
pada perlakuan berbagai konsentrasi kanamisin. Pada parameter jumlah tunas
dan jumlah eksplan yang mampu bertunas, konsentrasi kanamisin yang
optimal untuk seleksi in vitro kedelai varietas tanah kering masam adalah 100
mg/L. Berdasarkan LDsy (Lethal Doses 50%) setiap varietas memiliki
sensitivitas yang berbeda, varietas Burangrang sensitif pada konsentrasi 200
mg/L, varietas Gema, Gepak Kuning, dan Tanggamus sensitif pada
konsentrasi 150 mg/L, sedangkan varietas Grobogan sensitif pada konsentrasi
100 mg/L.

Respon eksplan kelima varietas kedelai tahan tanah kering masam
terhadap meningkatnya konsentrasi kanamisin menunjukkan penundaan
munculnya tunas, penurunan jumlah tunas dan jumlah eksplan yang mampu
membentuk tunas. Semakin meningkatnya konsentrasi antibiotik kanamisin
menyebabkan semakin sedikit eksplan yang mampu bertahan hidup.

B. Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang multiplikasi tunas dari
hasil seleksi in vitro kedelai varietas tahan tanah kering masam eksplan
biji setengah menggunakan kanamisin.
2. Posisi eksplan saat penanaman perlu diperhatikan. Posisi eksplan yang
benar adalah ujung proksimal sedikit terbenam di dalam media, karena
ujung proksimal memiliki sifat membelah yang lebih tinggi dibandingkan

ujung distal.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rekap pengambilan data pengaruh pemberian kanamisin
terhadap hari munculnya tunas kedelai varietas tahan tanah
kering masam

Ulangan (hst)

Perlakuan

1 2 3
KOGM 11 55 8
K1GM 13 7 12,5
K2GM 9,6 11 12,5
K3GM 17 9 15
K4GM - 11 -
KOGK 20 11 -
K1GK 6,5 9 14
K2GK 5 10 9
K3GK - - 12
K4GK - - -
KOGB 8,5 11 -
K1GB - - 13
K2GB 14 - -
K3GB 18 - -
K4GB - - -
KOTG 11 75 13
K1TG 11 16 21
K2TG 10 7 11,3
K3TG 15 11 -
K4TG - 12 -
KOBR 10 8 13
K1BR - 12 7
K2BR 6,3 10,5 11
K3BR - - 11
K4BR - 10 -
Keterangan:
K (0,1,2,3,4) : konsentrasi kanamisin 0, 50, 100, 150, 200 mg/L
GM : kedelai varietas Gema
GK : kedelai varietas Gepak kuning
GB : kedelai varietas Grobogan
TG : kedelai varietas Tanggamus
BR : kedelai varietas Burangrang
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Lampiran 2 Perhitungan analisis varian dua jalan untuk parameter waktu
munculnya tunas kedelai varietas tahan tanah kering masam

Tabel Waktu Munculnya Kecambah dan Reratanya untuk Setiap Taraf Perlakuan

Varietas U Konsentrasi kanamisin (mg/L) > Rerata Rerata
0 50 100 150 200 varietas
Gema 1 11 13 96 17 - 50,6 10,1 10,9
2 55 7 11 9 11 435 87
3 8 125 125 15 - 48 9,6
> (T) 245 325 331 41 11 1421
Rerata 81 108 11 136 11
Gepak 1 20 65 5 - - 31,5 105 10,7
Kuning 2 11 9 10 - - 30 10
3 - 14 9 12 - 35 11,6
> (T) 31 295 24 12 - 96,5
Rerata 155 98 8 12 -
Grobogan 1 85 - 14 18 - 40,5 135 12,9
2 1 - - - - 11 11
3 - 13 - - - 13 13
> (T) 195 13 14 18 - 64,5
Rerata 97 13 14 18
Tanggamus 1 1 11 10 15 - 47 11,7 11,1
2 75 16 7 11 12 535 83
3 13 21 113 - - 453 15
> (T) 315 48 283 26 12 1458
Rerata 105 16 94 13 12
Burangrang 1 10 - 6,3 - - 16,3 8,1 9,8
2 8 12 105 - 10 405 10,1
3 13 7 11 11 - 42 10,5
> (T) 31 19 278 11 10 988
Rerata 10,3 95 92 11 10 5477
Rerata Kanamisin 105 118 9,7 135 11 ’
Keterangan :
Uu(,273) rulangan 1, 2, 3

> > jumlah
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G?> _ (548)% _ 300304
rxSxT 3x5x5 75

= = 4004,05
JKumum  =YX*-FK
= (11)° + (5,5)* + (8)> + (13)° + (7)* + (12,5 + (9,6)° + (11)* +
(12,5)* + (17)? + (9)° + (15)* + (11)° + (20)* + (11)° + (6,5)° + (9)°
+ (14)° + (5)° + (10)* + (9)° + (12)* + (8,5)° + (11)° + (13)° +
(14)° + (18)° + (11)* + (7,5)* + (13)° + (11)° + (16)° + (21)* +
(10) + (7)° + (11,3)* + (15)" + (11)° + (12)* + (10)° + (8)* + (13)°
+ (12)? + (7)% + (6,3)? + (10,5)* + (11)% + (11) + (10)* — 4004,05
= 6696,29 — 4004,05
=2692,24

2
JKulangan = R FK
VxK
_ (186)%+(178,5)%+(183)2

ik — 4004,05
- 34596+3182652,25+33489 _ 4004105
- 999:7'25 — 4004,05
= 3997,89 — 4004,05
=-6,16

JK perlakuan = Z&°_ FK

T
(24,5)%+(32,5)%+(33,1)%+(41)2+(11)%24+(31)%+ (29,5)%+(24)%?+(12)%+ (19,5)?
+ (13)24(14)2%+ (18)%+ (31,5)2+(48)%24(28,3)% 4 (26)%+ (12)%+(31)%2+(19)?
+(27,8)%+ (11)%+4 (10)2
3

—4004,05
- 15407,59 _ 4004,05
=5135,86 — 4004,05
=1131,81
JK galat = JK umum — JK ulangan — JK perlakuan
=2692,24 — (-6,16) — 1131,81
=1836,59
Tabel Jumlah Hasil Varietas x Kanamisin
Kanamisin Jumlah Hasil (V x K) Jumlah
GM GK GB TG BR  Kanamisin (K)
0 245 31 195 315 31 137,5
50 325 295 13 48 19 142
100 331 24 14 28,3 27,8 127,2
150 41 12 18 26 11 108
200 11 0 0 12 10 33
Jumlah 142,1 96,5 645 1458 98,8

Varietas (V)
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KV (Varietss)  =Z2 _FK
— (142,1)2+(96,5)2+(64;i)52+(14-5,8)2+ (98,8)%+ —4004,05
= 22220 4004,05
=4312,27 — 4004,05
= 308,21
JK K (Kanamisin) = ETK; -F
2 2 2 2 2
_ (137,5)2+(142) +(:;iz,2) +(108)%+(33) _ 4004,05
= 22200 4004,05
= 4533,53 — 4004,05
=529,48
JKV x K = JK perlakuan — JK V (Varietas) — JK K (Kanamisin)
=1131,81 — 308,21 — 529,48
=294,12
KTV = KT 382 - 77,05
v—1 5-1
KT K = =20 - 132,37
_ JKVxK _ 29412 _
KTV xK DD - G-DG-D 18,38
_ JKgalat _  1836,59 _ 1836,59 _
KT galat T (r-1)(@wk-1) (3-1)(5x5-1) 48 38,26
F (V) — KTV — 77,05 — 2’01
KT galat 38,26
F (K) — KT K — 132,37 — 3,45
KT galat 38,26
FIVXK) =t = foag = 048
Tabel Sidik Ragam Data Hari Munculnya Tunas
. F tabel
Sumber Keragaman Db JK KT F hitung 50 1%
Ulangan 2 -6,16
Perlakuan 24 1131,81
Varietas (V) 4 308,21 77,05 2,01" 2,56 3,72
Kanamisin (K) 4 529,48 132,37 3,45* 2,56 3,72
SxT 16 294,12 18,38 0,48" 1,85 2,39
Galat 50 1836,59 38,26

Umum 74 269224
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Lampiran 3 Perhitungan hasil uji jarak berganda duncan (UJGD) untuk
parameter hari munculnya tunas kedelai varietas tahan tanah
kering masam

2 x KT Galat 2 x 38,26
Sz = j = \/ 3 = /25,50 = 5,05

r

Ry — (rp) (Sa)
PSR

Tabel hasil perhitungan uji jarak berganda duncan pada perlakuan kanamisin
untuk hari munculnya tunas

Perlakuan Rerata rp Rp Notasi
0 10,5 3,1 11,10 a
50 11,8 3,01 10,78 a
100 9,7 3,17 11,35 a
150 13,5 2,86 10,24 a
200 11 3,1 11,10 a
Keterangan :

Rp = nilai wilayah beda nyata terpendek
rp = diperoleh pada tabel uji Duncan 5%
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Lampiran 4 Rekap pengambilan data pengaruh pemberian kanamisin
terhadap jumlah tunas kedelai varietas tahan tanah kering

masam
Ulangan
Perlakuan T > 3
KOGM 2 1 2,3
K1GM 1 1 1,2
K2GM 2,6 1 1
K3GM 1 1 1
K4GM 0 1 0
KOGK 1 1 0
K1GK 3,5 2 1
K2GK 1 2 1
K3GK 0 0 1
K4GK 0 0 0
KO0GB 2 1 0
K1GB 0 0 2
K2GB 1 0 0
K3GB 1 0 0
K4GB 0 0 0
KOTG 1 1,5 2
K1TG 2 1 1
K2TG 1,6 2 2,6
K3TG 2 1 0
KATG 0 1 0
KOBR 3 4,5 4
K1BR 0 1 1
K2BR 1,6 2,5 2,5
K3BR 0 0 1
K4BR 0 1 0
Keterangan:
K (0,1,2,3,4) : konsentrasi kanamisin 0, 50, 100, 150, 200 mg/L
GM : kedelai varietas Gema
GK : kedelai varietas Gepak kuning
GB : kedelai varietas Grobogan
TG : kedelai varietas Tanggamus

BR : kedelai varietas Burangrang
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Lampiran 5 Perhitungan analisis varian dua jalan untuk parameter jumlah
tunas

Tabel Jumlah tunas dan Reratanya untuk Setiap Taraf Perlakuan

Varietas U Konsentrasi kanamisin (mg/L) > Rerata Rerata
0 50 100 150 200 varietas
Gema 1 2 1 26 1 0 6,6 1,3 1,1
2 1 1 1 1 1 5 1
3 23 12 1 1 0 55 11
> (T) 53 32 46 3 1 17,1
Rerata 17 10 15 1 0,3
Gepak 1 1 35 1 0 0 55 11 0,9
Kuning 2 1 2 2 0 0 5 1
3 0 1 1 1 0 3 06
> (T) 2 65 4 1 0 13,5
Rerata 06 21 13 03 O
Grobogan 1 2 0 1 1 0 4 08 0,4
2 1 0 0 0 0 1 02
3 0 2 0 0 0 2 04
> (T) 3 2 1 1 0 7
Rerata 1 06 03 03 O
Tanggamus 1 1 2 16 2 0 6,6 1,3 1,2
2 15 1 2 1 1 65 1,3
3 2 1 26 0 0 56 1.1
> (T) 45 4 6,2 3 1 18,7
Rerata 15 13 20 1 0,3
Burangrang 1 3 0 16 O 0 46 09 1,4
2 45 1 25 0 1 9 18
3 4 1 25 1 0 85 17
> (T) 115 2 66 1 1 22,1
Rerata 38 06 22 03 03 784
Rerata Kanamisin 17 12 14 06 0,2

Keterangan :
U(,273) sulangan 1, 2, 3
> > jumlah



GZ

50

(78,4)? _ 6146,56

rxSxT -

JK umum

JK ulangan

JK perlakuan

=81,95

3x5x5 75

=YX*-FK

= (27 + (17 + (2,3 + (1)°+ (1) + (1,2)* + (2,6)°+ (1) + (1)° +
(1)° + (12 + (1% + (1) + (1% + (1> + (35)*+ (2" + (L)* + (1)* +
@+ L2+ QP+ @1+ Q)+ @+ @)+ (L) +(1)*+ (1,5 +
(2 + (27 + (17 + (1)° + (1,6)* + (2)° + (2,6)° + (2)* + (1)° + (1)°
+(3)° + (4,5)" + (4)° + (1)° + (1)° + (L,6)° + (2,5)° + (2,5) + (1)°
+(1)>— 81,95

= 160,62 — 81,95

=78,67

2
= Zi _ FK
VxK
_ (27)%+(27)%+(24,6)?

—-81,95
—-81,95

5x5
_ 729+729+605,16

_ 2063,16

—81,95
25

=82,53-81,95
=0,56

I
|M
.“]
N
I
T
A

(1_'-‘:,3)2+(3,2)2+(4,6)2+(3)2+(1)2+(2)2+ (6,5)2+(4)24+(1)%+ (3)?
+ (2)24+(1)%4 (1)%4 (4,5)%2+(4)%2+(6,2)%+ (3)%+ (1)%+(11,5)%2+(2)?
+(6,6)%+ (1)%+ (1)?

= S —81,95
— 414,24 _ 81,95
= 138,08 — 81,955
= 56,13
JK galat = JK umum — JK ulangan — JK perlakuan
=78,67 - 0,56 — 56,13
=21,97
Tabel Jumlah Hasil Varietas x Kanamisin
Kanamisin Jumlah Hasil (V x K) Jumlah
GM GK GB TG BR  Kanamisin (K)
0 5,3 2 3 4,5 115 26,3
50 3,2 65 2 4 2 17,7
100 4,6 4 1 6,2 6,6 224
150 3 1 1 3 1 9
200 1 0 0 1 1 3
Jumlah 17,1 135 7 18,7 22,1

Varietas (V)




o1

KV (Varietss)  =Z2 _FK
— (17,1)%2+(13,5)2+(7)%+(18,7)%+ (22,1)%+ 81,05
3x5
= =228195
=90,78 - 81,95
=8,83
JK K (Kanamisin) = ETK; —
_ (26,3)%2+(17,7)2+(22,4)%+ (9)%+(3)? 8195
3x5
_ 159174 81.95
=106,11 - 81,95
=24,16
JKV x K = JK perlakuan — JK V (Varietas) — JK K (Kanamisin)
=56,13 - 24,16 — 8,83
=23,14
KTV =KV 58 520
v—-1 5-1
KT K =222 604
k-1 5-1
_ JKVxK 23,14  _
KTV xK = DD - G-DG-D 1,45
_ JKgalat _ 21,97 21,97 _
KT galat T (r-1)(wk-1) (3-1)(5x5-1) 48 0,45
F (V) = =221=488
KT galat 0,45
F (K) = =2 21342
KT galat 0,45
FI(VXK) = IfTTgVa’;’; = ;—:i =322
Tabel Sidik Ragam Data Jumlah Tunas
. F tabel
Sumber Keragaman Db JK KT F hitung 50 1%
Ulangan 2 0,56
Perlakuan 24 56,13
Varietas (V) 4 8,83 2,20 4,88** 2,56 3,72
Kanamisin (K) 4 24,16 6,04 13,42** 2,56 3,72
V x K 16 23,14 1,45 3,22** 1,85 2,39
Galat 50 21,97 0,45
Umum 74 78,67
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Lampiran 6 Perhitungan hasil uji jarak berganda Duncan (UJGD) untuk
parameter jumlah tunas

2 x KT Galat 2x0,45
Sz = = = ,/0,3=0,54
d r 3

GI
2

Tabel hasil perhitungan uji jarak berganda duncan pada perlakuan kanamisin
untuk jumlah tunas

Rp

Perlakuan Rerata rp Rp Notasi
0 1,7 2,86 1,09 a
50 1,1 3,1 1,18 b
100 1,4 3,01 1,15 ab
150 0,6 3,17 1,21 c
200 0,2 3,22 1,23 C
Keterangan :

Rp = nilai wilayah beda nyata terpendek
rp = diperoleh pada tabel uji Duncan 5%

Tabel hasil perhitungan uji jarak berganda duncan pada perlakuan varietas untuk
jumlah tunas

Perlakuan Rerata rp Rp Notasi
GM 1,1 3,1 1,18 ab
GK 0,9 3,17 1,21 bc
GB 0,4 3,22 1,22 c
TG 1,2 3,01 1,15 ab
BR 1,4 2,86 1,09 a
Keterangan :

Rp = nilai wilayah beda nyata terpendek
rp = diperoleh pada tabel uji Duncan 5%
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Tabel hasil perhitungan uji jarak berganda duncan pada interaksi perlakuan untuk
jumlah tunas

Perlakuan Rerata rp Rp Notasi
KOGM 1,77 3,22 1,23 bc
K1GM 1,07 3,35 1,28 bc
K2GM 1,53 3,27 1,25 bc
K3GM 1 3,39 1,29 bc
K4GM 0,33 3,46 1,32 C
KOGK 0,67 3,44 1,32 C
K1GK 2,17 3,1 1,19 bc
K2GK 1,33 3,33 1,27 bc
K3GK 0,33 3,47 1,33 C
K4GK 0 3,47 1,33 C
KOGB 1 3,39 1,29 bc
K1GB 0,67 3,44 1,32 C
K2GB 0,33 3,47 1,33 C
K3GB 0,33 3,47 1,33 C
K4GB 0 3,47 1,33 C
KOTG 1,5 3,3 1,26 bc
K1TG 1,33 1,35 1,28 bc
K2TG 2,07 3,17 1,21 b
K3TG 1 3,42 1,31 bc
KATG 0,33 3,47 1,33 c
KOBR 4 2,86 1,09 a
K1BR 0,67 3,44 1,32 c
K2BR 2,20 3,01 1,15 b
K3BR 0,33 3,44 1,33 c
K4BR 0,33 3,44 1,33 C

Keterangan :

Rp = nilai wilayah beda nyata terpendek
rp = diperoleh pada tabel uji Duncan 5%
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Lampiran 7 Rekap pengambilan data pengaruh pemberian kanamisin
terhadap jumlah eksplan yang bertunas

Perlakuan

Ulangan

2

KOGM
K1GM
K2GM
K3GM
K4GM
KOGK
K1GK
K2GK
K3GK
K4GK
K0GB
K1GB
K2GB
K3GB
K4GB
KOTG
KI1TG
K2TG
K3TG
K4TG
KOBR
K1BR
K2BR
K3BR
K4BR

OO WONOMNMNMNRPFPPFPOPFPPFPONMNOORPNPFPOPFP,WEN|F
P OMNPFEFNPFPPRPWFPRNOOOORFRPROOMNMNMNNEFERFRPREPEPEDN
OFRPNPFPPOOMNPFPWOOORPROONRPFPPOORPL,M~PMWW

Keterangan:
K (0,1,2,3,4)
GM
GK
GB
TG
BR

: konsentrasi kanamisin 0, 50, 100, 150, 200 mg/L
: kedelai varietas Gema

: kedelai varietas Gepak kuning
: kedelai varietas Grobogan

: kedelai varietas Tanggamus

: kedelai varietas Burangrang
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Lampiran 8 Perhitungan analisis varian dua jalan untuk parameter jumlah
eksplan yang bertunas

Tabel Jumlah eksplan yang bertunas dan Reratanya untuk Setiap Taraf
Perlakuan

Varietas U Konsentrasi kanamisin (mg/L) >  Rerata Rerata
0 50 100 150 200 varietas
Gema 1 2 1 3 1 0 7 1,4 1,6
2 2 1 1 1 1 6 1,2
3 3 4 4 1 0 12 2,4
> (T) 7 6 8 3 1 25
Rerata 2,3 2 26 1 0,3
Gepak 1 1 2 1 0 0 4 0,8 0,8
Kuning 2 1 2 2 0 0 5 1
3 0 1 1 2 0 4 0,8
> (T) 2 5 4 2 0 13
Rerata 06 16 13 06 O
Grobogan 1 2 0 1 1 0 4 0,8 0,4
2 1 0 0 0 0 1 0,2
3 0 1 0 0 0 1 0,2
> (T) 3 1 1 1 0 6
Rerata 1 03 03 03 0
Tanggamus 1 1 1 2 2 0 6 1,2 1,3
2 2 1 3 1 1 8 1,6
3 3 1 2 0 0 6 1,2
> (T) 6 3 7 3 1 20
Rerata 2 1 23 1 0,3
Burangrang 1 2 0 3 0 0 5 1 1,06
2 2 1 2 0 1 6 1,2
3 1 1 2 1 0 5 1
> (T) 5 2 7 1 1 16
Rerata 16 06 23 03 03 80
Rerata Kanamisin 15 1,1 18 06 0,2
Keterangan :

U(,273) sulangan 1, 2, 3
> > jumlah
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_ G?* _ (80)% _ 6400 _
T rxSxT  3x5x5 75 85,33
JKumum  =YX*-FK
= (27 + (27 + @) + AP+ L)+ @+ @+ A+ @)+ Q)+
L2+ D+ (17 + (1P + A2+ P+ %+ (1> + 1) + (2° +
AP+ (2P + 2+ (L2 + Q)+ QA+ @)+ (1)*+(2°+ (3 +
W2+ @)+ (17 + 7+ @) + (2* + (27 + (1) + (1)* + (2 +
(2 + (1> + (@0’ + Q)+ Q)+ (2° + (2" + (1)°+ (1)° - 85,33
=164 — 85,33
=78,67
JKulangan = ZR° _
VXK 2 g2
- (29 +(:;‘;)5 +(28) 85,33
— 576+576+784 _ 85 33
= % 85,33
=77,44 — 85,335
=-7,89
JK perlakuan = ETTZ -FK
(7)?+(6)%+(8)2+(3)2+(1)?+(2)2+ (5)%2+(4)?+(2)%+ (3)?
+ (D2+@32%+ (124 (6)2+(3)2+(7) 2+ (3)%+ (1)2+(5)%+(2)?
- +(7)2%+ (1)%+ (1)? 8533
3 b
= 43& 85,33
=134,66 — 85,33
=49,33
JK galat = JK umum — JK ulangan — JK perlakuan
=78,67 —(-7,89) — 49,33
=37,23
Tabel Jumlah Hasil Varietas x Kanamisin
Kanamisin Jumlah Hasil (V x K) Jumlah
GM GK GB TG BR  Kanamisin (K)
0 7 2 3 6 5 23
50 6 5 1 3 2 17
100 8 4 1 7 7 27
150 3 2 1 3 1 10
200 1 0 0 1 1 3
Jumlah 25 13 6 20 16

Varietas (V)
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KV (Varietss)  =Z2 _FK
_ (25)24(13)2+(6)?+(20)%+ (16)*+ 8533
3x5
= =2-8533
=99,06 - 85,33
=13,73
JK K (Kanamisin) = ETK; -F
_ (23)2+(17)%+@27)%+ (10)2+(3)? 85,33
3x5
=220 8533
=110,4 - 85,33
= 25,07
JKV x K = JK perlakuan — JK V (Varietas) — JK K (Kanamisin)
=49,33 - 13,73 - 25,07
=10,53
KTV =L =2 =343
v—-1 5-1
KT K = [KK_2507 _ g 06
k-1 5-1
_ JKVxK _ 10,53  _
KTV xK = DD - G-DG-D 0,65
JK galat _ 37,23 _ 37,23 _
KT galat T (r-1)(wk-1) (3-1)(5x5-1) 48 0,77
F (V) = =22 =445
KT galat 0,77
F (K) = KK _5%_gr5g
KT galat 0,77
PV === o
Tabel Sidik Ragam Data jumlah eksplan yang bertunas
. F tabel
Sumber Keragaman Db JK KT F hitung 0 1%
Ulangan 2 -7,89
Perlakuan 24 49,33
Varietas (V) 4 13,73 3,43 4,45%* 2,56 3,72
Kanamisin (K) 4 25,07 6,26 8,59** 2,56 3,72
SxT 16 10,53 0,65 0,84" 1,85 2,39
Galat 50 37,23 0,77

Umum 74 78,67
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Lampiran 9 Perhitungan hasil uji jarak berganda Duncan (UJGD) untuk
parameter jumlah eksplan yang bertunas

2x KT Galat 2x0,77
Sg= \/ = \/ 3 = /25,50 = 5,05

r

_ 1) (52)
2

Tabel hasil perhitungan uji jarak berganda duncan pada perlakuan kanamisin
untuk jumlah eksplan yang bertunas

Rp

Perlakuan Rerata rp Rp Notasi
0 1,5 3,01 1,51 a
50 11 3,1 1,56 ab
100 1,8 2,86 1,44 a
150 0,6 3,1 1,56 C
200 0,2 3,17 1,59 C
Keterangan :

Rp = nilai wilayah beda nyata terpendek
rp = diperoleh pada tabel uji Duncan 5%

Tabel hasil perhitungan uji jarak berganda duncan pada perlakuan varietas untuk
jumlah eksplan yang bertunas

Perlakuan Rerata rp Rp Notasi
GM 1,6 2,86 1,44 a
GK 0,8 31 1,56 bc
GB 0,4 3,22 1,62 C
TG 13 3,01 1,51 ab
BR 1,06 3,17 1,59 ab
Keterangan :

Rp = nilai wilayah beda nyata terpendek
rp = diperoleh pada tabel uji Duncan 5%
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Lampiran 10 Rekap pengambilan data pengaruh kanamisin terhadap
jumlah eksplan hidup
Ulangan
2

Perlakuan

KOGM
K1GM
K2GM
K3GM
K4GM
KOGK
K1GK
K2GK
K3GK
K4GK
KO0GB
K1GB
K2GB
K3GB
K4GB
KOTG
K1TG
K2TG
K3TG
KATG
KOBR
K1BR
K2BR
K3BR
K4BR

Keterangan:

K (0,1,2,3,4) : konsentrasi kanamisin 0, 50, 100, 150, 200 mg/L

GM : kedelai varietas Gema

GK : kedelai varietas Gepak kuning

GB : kedelai varietas Grobogan

TG : kedelai varietas Tanggamus

BR : kedelai varietas Burangrang

P OPRPPPIOPRPNEAPRARPRPROOPRPWOIORPRWPRAUIUIONWPASBMPE
PO WOOOOTWWPEArPRPOOITOOWRARUIUIORPR WWOUAIEFENWRAO
PN PRMOONMNPPOOOOOTOOWRROIOFRP WPARMIORPL MBS BIMW
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Lampiran 11 Perhitungan analisis varian dua jalan untuk parameter jumlah
eksplan hidup

Tabel Jumlah eksplan yang hidup dan Reratanya untuk Setiap Taraf Perlakuan

Varietas U Konsentrasi kanamisin (mg/L) > Rerata  Rerata
0 50 100 150 200 varietas
Gema 1 4 4 3 2 0 13 2,6 3
2 5 4 3 2 1 15 3
3 4 4 4 4 1 17 34
> (T) 13 12 10 8 2 45
Rerata 433 4 3,33 2,66 0,66
Gepak 1 5 4 3 1 0 13 2,6 2,8
Kuning 2 5 3 3 1 0 12 24
3 5 4 4 3 1 17 34
> (T) 15 11 10 5 1 42
Rerata 5 3,66 333 166 0,33
Grobogan 1 5 3 1 0 0 9 18 2,2
2 5 4 3 0 0 12 24
3 5 4 3 0 0 12 24
> (T) 15 11 7 0 0 33
Rerata 5 366 233 0 0
Tanggamus 1 5 4 4 2 1 16 3,2 3,5
2 5 4 4 3 3 19 38
3 5 5 4 2 2 18 3,6
> (T) 15 13 12 7 6 53
Rerata 5 433 4 2,33 2
Burangrang 1 5 4 4 3 4 20 4 3,8
2 5 5 3 5 4 22 44
3 5 4 4 2 1 16 3,2
> (T) 15 13 11 10 9 58
Rerata 5 4,33 366 3,33 3 231
Rerata Kanamisin 48 4 33 2 1,2
Keterangan :
Uu(,273) rulangan 1, 2, 3
> > jumlah
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G?> _ (231)% _ 53361
rxSxT 3x5x5 75

= =711,48
JKumum  =YX*-FK
= (@) + (B + (A2 + (@)Y + @+ @+ @ +@B+@)+ ()7 +
(2% + @+ (1> + @A)+ B+ B+ (B> + (4)°+ 3+ (4 +
B+ @)+ @+ (L) + @A) +@+ Q) +BP+E+(B)Y+
(B + (4> + (4> + (1) + B+ B+ (B + (B> + (B + 4+
@)Y+ (B + (4> + (4 + @Y+ + @)+ (2 + (1) +(3)+
(2> + (5 + (5)° + (5)° + (4" + (B5)* + (4)° + (4)* +(3)* + (4)* +
(3)? + (5)° + (2" + (4) + (4)"+ (1)*- 711,48
=917-711,48
= 205,52

P
T vxk_
_ (71)%+(80)?+(80)*

5x5
= 2 711,48
25

=278,64 — 711,48
=2,16

JK ulangan

—711,48

2
JK perlakuan E% -FK

(13)24(12)24(10)2+(8)2+(2)2+(15)%+ (11)24(10)%+(5)2+ (1)?
+ (15)24(13)2+ (12)2%+ (7)%24(6)%24(15)%+ (13)2+ (11)%24+(10)%2+(9)?

3

711,48
=27 71148
=889 711,48
=177,52
JK galat = JK umum — JK ulangan — JK perlakuan
= 205,52 -2,16 — 177,52
= 25,84
Tabel Jumlah Hasil Varietas x Kanamisin
Kanamisin Jumlah Hasil (V x K) Jumlah
GM GK GB TG BR  Kanamisin (K)
0 13 15 15 15 15 73
50 12 11 11 13 13 60
100 10 10 7 12 11 50
150 8 5 0 7 10 30
200 2 1 0 6 9 18
Jumlah 45 42 33 53 58

Varietas (V)
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KV (Varietss)  =Z2 _FK
— (45)%+(42)%+(33)%+(53)%+ (58)%+ 711,48
3x5
= 22271148
=763,73 711,48
= 25,25
JK K (Kanamisin) = ETK; -F
_ (73)%+(60)%+(50)%+ (30)2+(18)? 711,48
53 3x5
=222 71148
=843,53 - 711,48
=132,05
JKV x K = JK perlakuan — JK V (Varietas) — JK K (Kanamisin)
=177,52 — 25,25 - 132,05
= 20,22
KT V =KV _2525 531
v—1 5-1
KT K =18 - 132058 - 33,01
k-1 5-1
_ JKVxK 2022 _
KTV xK = DD - G-DGD 1,26
JK galat 25,84 _ 2584 _
KT galat T (r-1)(wk-1) (3-1)(5x5-1) 48 0,53
F (V) = =202 11,90
KT galat 0,54
= (K) - KT K — 33,01 - 62,28
KT galat 0,54
FI(VXK) = KKTTQ‘;’;’; = % =237
Tabel Sidik Ragam Data jumlah eksplan yang hidup
. F tabel
Sumber Keragaman Db JK KT F hitung 0 1%
Ulangan 2 2,16
Perlakuan 24 177,52
Varietas (V) 4 25,25 6,31 11,90** 2,56 3,72
Kanamisin (K) 4 132,05 33,01 62,28** 2,56 3,72
SXT 16 20,22 1,26 2,37* 1,85 2,39
Galat 50 25,83 0,54
Umum 74 205,52
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Lampiran 12 Perhitungan hasil uji jarak berganda duncan (UJGD) untuk
parameter jumlah eksplan yang hidup

2 x KT Galat 2x0,53
Sd:j =\/ 3 = ,/0,35 =10,59

r

GI
2

Tabel hasil perhitungan uji jarak berganda duncan pada perlakuan kanamisin
untuk jumlah eksplan yang hidup

Rp

Perlakuan Rerata rp Rp Notasi
0 4,8 2,86 1,19 a
50 4,0 3,01 1,25 ab
100 3,3 3,10 1,29 bc
150 2,0 3,17 1,32 cd
200 1,2 3,22 1,34 d
Keterangan :

Rp = nilai wilayah beda nyata terpendek
rp = diperoleh pada tabel uji Duncan 5%

Tabel hasil perhitungan uji jarak berganda duncan pada perlakuan varietas untuk
jumlah eksplan yang hidup

Perlakuan Rerata rp Rp Notasi
GM 3,0 3,10 1,29 ab
GK 2,8 3,17 1,32 ab
GB 2,2 3,22 1,34 b
TG 3,5 3,01 1,25 ab
BR 3,8 2,86 1,19 a
Keterangan :

Rp = nilai wilayah beda nyata terpendek
rp = diperoleh pada tabel uji Duncan 5%
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Tabel hasil perhitungan uji jarak berganda duncan pada perlakuan varietas untuk

jumlah eksplan yang hidup

Perlakuan Rerata rp Rp Notasi
KOGM 4,33 3,01 1,25 ab
K1GM 4,00 3,10 1,29 ab
K2GM 3,33 3,22 1,34 bc
K3GM 2,66 3,30 1,38 bc
K4GM 0,66 3,39 1,41 cd
KOGK 5,00 2,86 1,19 a
K1GK 3,66 3,17 1,32 ab
K2GK 3,33 3,22 1,34 bc
K3GK 1,66 3,35 1,40 bc
K4GK 0,33 3,39 1,41 de
KOGB 5,00 2,86 1,19 a
K1GB 3,66 3,17 1,32 ab
K2GB 2,33 3,33 1,39 bc
K3GB 0,00 3,42 1,43 e
K4GB 0,00 3,42 1,43 e
KOTG 5,00 2,86 1,19 a
K1TG 4,33 3,01 1,25 ab
K2TG 4,00 3,10 1,29 ab
K3TG 2,33 3,33 1,39 bc
KATG 2,00 3,35 1,40 bc
KOBR 5,00 2,86 1,19 a
K1BR 4,33 3,01 1,25 ab
K2BR 3,66 3,17 1,32 ab
K3BR 3,33 3,22 1,34 bc
K4BR 3,00 3,27 1,36 bc

Keterangan :

Rp = nilai wilayah beda nyata terpendek
rp = diperoleh pada tabel uji Duncan 5%
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Lampiran 13. Hasil uji ANAVA dua jalan dan hasil UJGD dengan
menggunakan perangkat SPSS 17.

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable:HARI MUNCUL TUNAS

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1136.193% 24 47.341 1.517 .107
Intercept 3999.671 1 3999.671 128.160 .000}
VARIETAS 312.595 4 78.149 2.504 .054
KANAMISIN 533.869 4 133.467 4.277 .005
VARIETAS * KANAMISIN 289.729 16 18.108 .580 .884
Error 1560.427 50 31.209
Total 6696.290 75
Corrected Total 2696.619 74

a. R Squared = .421 (Adjusted R Squared = .144)

HARI MUNCUL TUNAS

Duncan®”

Subset
KANAMISIN N 1 2
200 15 2.20
150 15 7.20
100 15 8.48
0 15 9.17
50 15 9.47
Sig. 1.000 .319|

Means for groups in homogeneous

subsets are displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) =

31.209.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size =

15.000.
b. Alpha = .05.



Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:JUMLAH TUNAS
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Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 56.126% 24 2.339 5.188 .000
Intercept 81.954 1 81.954 181.797 .000
VARIETAS 8.830 4 2.207 4.897 .002
KANAMISIN 24.495 4 6.124 13.584 .000
VARIETAS * KANAMISIN 22.801 16 1.425 3.161 .001
Error 22.540 50 451
Total 160.620 75
Corrected Total 78.666 74
a. R Squared = .713 (Adjusted R Squared = .576)
JUMLAH TUNAS
Duncan®”
Subset
KANAMISIN 1 2 3
200 15 .20
150 15 .60
50 15 1.18
100 15 1.49 1.49
0 15 1.75
Sig. .109 .207 .294

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = .451.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15.000.

b. Alpha = .05.




JUMLAH TUNAS

Duncan®”

Subset
VARIETAS N 1 2 3
GROBOGAN 15 A7
GEPAK KUNING 15 .90 .90
GEMA 15 1.14 1.14
TANGGAMUS 15 1.25 1.25
BURANGRANG 15 1.47
Sig. .083 .189 .206

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = .451.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15.000.

b. Alpha = .05.

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable:JUMLAH EKSPLAN BERTUNAS
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Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 48.187% 24 2.008 3.204 .000
Intercept 87.480 1 87.480 139.596 .000
VARIETAS 12.453 4 3.113 4.968 .002
KANAMISIN 25.253 4 6.313 10.074 .000
VARIETAS * KANAMISIN 10.480 16 .655 1.045 429
Error 31.333 50 .627
Total 167.000 75
Corrected Total 79.520 74

a. R Squared = .606 (Adjusted R Squared = .417)




JUMLAH EKSPLAN BERTUNAS
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Duncan®®
Subset
KANAMISIN 1 2
200 15 .20
150 15 .67 .67
50 15 1.20 1.20}
0 15 1.53
100 15 1.80}
Sig. 113 .071 .054
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = .627.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15.000.
b. Alpha = .05.
JUMLAH EKSPLAN BERTUNAS
Duncan®”
Subset
VARIETAS N 2 3
GROBOGAN 15 A7
GEPAK KUNING 15 .87 .87
BURANGRANG 15 1.07 1.07 1.07
TANGGAMUS 15 1.33 1.33
GEMA 15 1.67
Sig. .054 133 .054

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = .627.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15.000.

b. Alpha = .05.



Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:jumlah eksplan hidup
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Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 177.520% 24 7.397 13.208 .000
Intercept 711.480 1 711.480 1270.500 .000
VARIETAS 25.253 4 6.313 11.274 .000
KANAMISIN 132.053 4 33.013 58.952 .000
VARIETAS * KANAMISIN 20.213 16 1.263 2.256 .015
Error 28.000 50 .560
Total 917.000 75
Corrected Total 205.520 74
a. R Squared = .864 (Adjusted R Squared = .798)

jumlah eksplan hidup
Duncan®”

Subset

VARIETAS 1 2 3 4
GROBOGAN 15 2.20
GEPAK KUNING 15 2.80
GEMA 15 3.00 3.00
TANGGAMUS 15 3.53 3.53
BURANGRANG 15 3.87
Sig. 1.000 468 .057 .228

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = .560.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15.000.

b. Alpha = .05.




jumlah eksplan hidup

Duncan®®

KANAM Subset

ISIN N 1 2 3 4 5

200 15 1.20

150 15 2.00

100 15 3.33

50 15 4.00

0 15 4.87
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000|

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = .560.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15.000.

b. Alpha = .05.
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Lampiran 14. Dokumentasi hasil seleksi kedelai beberapa varietas tahan
tanah kering masam pada berbagai konsentrasi kanamisin

7 !: W "
150 mg/L 200 mg/L
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150 mg/L 200 mg/L

150 mg/L 200 mg/L
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150 mg/L 200 mg/L

Gambar. Hasil seleksi berbagai varietas kedelai pada berbagai konsentrasi
kanamisin. (A) Varietas Gema, (B) Varietas Gepak Kuning, (C) Varietas
Grobogan, (D) Varietas Tanggamus, (E) Varietas Burangrang (dok.
Pribadi).





