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Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan prosedur embriogenesis somatik in 

vitro pada kopi robusta unggul lokal lampung dari eksplan daun.  Penelitian ini 

terdiri dari 3 percobaan yaitu pengaruh jenis eksplan daun dan formulasi media 

terhadap induksi kalus primer, respons induksi kalus primer dari klon kopi robusta 

(Komari, Tugino, Siswanto dan Tugu Sari) terhadap dua formulasi media dan 

pengaruh klon kopi robusta (Komari, Tugino, Siswanto dan Tugu Sari) dan 

formulasi media induksi kalus primer terhadap pembentukan kalus embriogenik 

pada media embrogenesis. Ketiga percobaan tersebut dilakukan di Laboratorium 

Ilmu Tanaman Fakultas Pertanian Universitas Lampung.  Percobaan I 

dilaksanakan dengan menggunakan rancangan acak lengkap dengan perlakuan 3 

jenis potongan daun dan 6 jenis formulasi media.  Percobaan II dilaksanakan 

dengan menggunakan rancangan acak lengkap dengan perlakuan 4 klon kopi 

robusta dan 2 jenis formulasi media terbaik yang didapatkan dari Percobaan I.  

Percobaan III dilaksanakan dengan menggunakan rancangan acak lengkap dengan 

3 ulangan.  Bahan tanaman yang digunakan adalah kalus primer umur 4 MST  

yang terbentuk pada dua media terbaik pada Percobaan II.  Data dari ketiga 

percobaan dianalisis menggunakan standar error (SE) menurut Walpole (1997).   

 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa eksplan daun dengan tulang daun di bagian 

tengah dan bagian samping yang dikulturkan pada media ½ MS + 1mg/L BA dan 

pada media NPCM + 1mg/L 2,4 D + 2mg/L TDZ menunjukkan persentase 

pembentukan kalus primer yang paling tinggi yaitu masing-masing sebesar 100%.  

Media NPCM + 1mg/L 2,4 D + 2mg/L TDZ menginduksi ukuran kalus yang 



 

paling tinggi yang ditunjukkan dengan nilai skor sebesar 3,87± 0,07.  Eksplan dari 

klon Komari dan Wanto yang dikulturkan pada media NPCM + 1mg/L 2,4 D + 

2mg/L TDZ menghasilkan ukuran kalus primer yang paling tinggi yang 

ditunjukkan dengan nilai skor sebesar 4,00 ± 0,00.  Kalus primer dari klon Komari 

yang diinduksi pada media NPCM + 1mg/L 2,4 D + 2mg/L TDZ menghasilkan 

kalus embriogenik (12 MST) dan embrio somatik (16 MST) dengan persentase 

tertinggi masing-masing sebesar 82,86% dan 44,83%. 

 

Kata kunci : embriogenesis somatik kopi, induksi kalus primer, kultur jaringan 

kopi, klon kopi lokal, 2,4 D, TDZ. 
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This study aims to obtain procedure of in vitro somatic embryogenesis in local 

superior robusta coffee from leaf explants. This study consisted of three 

experiments, i.e. (1) the effect of leaf explants and media formulations on primary 

callus induction, (2) the response of primary callus induction from robusta coffee 

clones (Komari, Tugino, Siswanto and Tugu Sari) to two media formulations and 

(3) the effect of robusta coffee clones (Komari, Tugino, Siswanto and Tugu Sari) 

and media formulation on primary callus induction for embryogenic callus 

formation in embrogenesis media. The three experiments were conducted at the 

Plant Sciences Laboratory and a Greenhouse of the Faculty of Agriculture, 

University of Lampung. The first experiment was conducted using a completely 

randomized design with 3 types of dissected leaf and 6 types of media 

formulations. The second experiment was conducted using a completely 

randomized design with 4 robusta coffee clones and 2 types of the best media 

formulations which obtained from first experiment. The third experiment was 

conducted using a completely randomized design with 3 replications. The explant 

was primary callus which was formed on the two best media in second 

experiment. The data from all three experiments were analyzed using standard 

error (SE) according to Walpole (1997). 

 

The results showed that the highest percentage (100%) of primary callus 

formation was found in leaf explants with main vein and second vein parts which 

cultured on ½ MS + 1mg / L BA and in NPCM + 1mg / L 2.4 D + 2mg / L TDZ. 



 

The highest callus size was found in NPCM + 1mg / L 2.4 D + 2mg / L TDZ, as  

indicated by a score of 3.87 ± 0.07. The explants from Komari and Wanto clones 

which cultured on NPCM + 1mg / L 2.4 D + 2mg / L TDZ had the highest 

primary callus size, as indicated by a score of 4.00 ± 0.00. The primary callus of 

Komari clone which cultured on NPCM + 1mg / L 2.4 D + 2mg / L TDZ, had the 

highest percentage of embryogenic callus (82.86%) and somatic embryos (44, 

83%). 

 

Keywords: somatic embryogenesis of coffee, primary callus induction, tissue 

culture of coffee, local coffee clones, 2.4 D, TDZ.  
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Kopi merupakan salah satu hasil komoditi perkebunan yang memiliki nilai 

ekonomis yang tinggi diantara tanaman perkebunan lainnya dan berperan penting 

sebagai sumber devisa negara.  Kopi juga merupakan sumber penghasilan bagi 

tidak kurang dari satu setengah juta jiwa petani kopi di Indonesia (Rahardjo, 

2012).  Total nilai ekspor kopi pada tahun 2017 tercatat sebesar 1,2 miliar dollar 

AS, nilai ini meningkat 17,48% dari tahun sebelumnya (BPS, 2017).  

 

Kopi Indonesia memiliki nilai yang tinggi di pasar dunia.  Hal ini merupakan 

indikasi bahwa klon yang ada di Indonesia adalah klon yang disukai karena cita 

rasanya, oleh karena itu perlu diproduksi dalam jumlah yang besar.  Jenis kopi 

yang terkenal di Indonesia adalah robusta (Coffea canephora Pierre ex Froehner) 

dan arabika (C. arabica L.).  Proporsi total keseluruhan produksi kopi di 

Indonesia didominasi oleh kopi robusta yaitu sebesar 85% dan sisanya adalah 

kopi arabika (Direktorat jenderal perkebunan, 2017). 

 

Saat ini Indonesia memiliki luasan total untuk perkebunan kopi yang meningkat 

dari tahun 2014 sampai 2016. Luasan total dari perkebunan rakyat, perkebunan 

negara, perkebunan swasta pada tahun 2014, 2015 dan 2016 adalah masing-

masing sebesar 1.230.495 ha, 1.233.227 ha, dan 1.233.294 ha.  Dari luasan 
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tersebut diperoleh produksi (dalam ton) sebesar 643.857, 664.460 dan 667.655 

(Direktorat jenderal perkebunan, 2017).  Total produksi tersebut masih tergolong 

sangat rendah jika dibandingkan dengan produktivitas kopi di berbagai negara 

produsen kopi.  Nilai rata-rata produktivitas kopi di perkebunan Indonesia pada 

tahun 2018 sebesar 722 kg/ha sedangkan di Brazil mencapai 1.800 kg/ha (USDA, 

2018). 

 

Perkebunan kopi yang ada di Indonesia umumnya merupakan perkebunan rakyat 

yang belum menggunakan teknik budidaya yang intensif.  Hal ini menyebabkan 

pemeliharaan tanaman yang kurang optimal, sehingga produktivitasnya lebih 

rendah jika dibandingkan dengan Brazil sebagai negara penghasil kopi nomor 1 di 

dunia.  Pada perkebunan rakyat umumnya bibit yang digunakan merupakan bibit 

yang diperbanyak secara generatif (melalui biji).  Kopi robusta merupakan 

tanaman yang menyerbuk silang (allogamous) sehingga biji yang dihasilkan 

memiliki sifat yang tidak sama dengan induknya.  Selain itu kopi robusta juga 

bersifat self incompatible (Anim-Kwapong, et al., 2010), sehingga untuk 

menghasilkan buah kopi yang maksimal diperlukan penataan pertanaman di 

lapangan yang dilakukan secara poliklonal yaitu klon yang berbeda-beda ditanam 

secara berselang-seling dan berdekatan.  Sehingga klon yang saling bersebelahan 

dapat saling mendukung untuk terjadinya penyerbukan silang secara maksimal 

(Erdiansyah, et al., 2016).   

 

Oleh karena itu untuk penanaman kopi robusta yang baik dan benar diperlukan 

klon-klon unggul yang diperbanyak secara vegetatif (klonal) sehingga mampu 

mendapatkan bibit kopi yang seragam dan sesuai dengan induknya.  Di Indonesia 
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perbanyakan secara vegetatif yang pernah dan sering dilakukan adalah dengan 

cara menyambung dan menyetek.  Namun kedua cara ini belum mampu 

menghasilkan bibit kopi yang seragam dalam jumlah besar.  Hal ini karena 

kegiatan menyambung dan menyetek tidak efisien dalam pertanaman kopi dalam 

skala besar dan kemungkinan hidup dari bahan stek dan sambungan relatif kecil. 

Disamping itu jumlah bibit yang dihasilkan bergantung pada jumlah stek yang 

ditanam dan seedling yang disambung dengan entress. 

 

Dalam rangka meningkatkan ketersediaan bibit berkualitas dari klon-klon kopi 

unggul  yang memiliki sifat genetik yang seragam dan dapat tersedia dalam 

jumlah besar salah satu teknik yang dapat digunakan adalah kultur jaringan (Deo 

et al., 2010).  Teknik kultur jaringan akhir-akhir ini telah banyak dilakukan 

termasuk untuk beberapa jenis tanaman kopi (Coffea sp).  Teknik ini didasarkan 

atas sifat totipotensi sel tumbuhan yang berarti kemampuan setiap sel tumbuhan 

untuk tumbuh dan berkembang menjadi tanaman utuh bila diberikan lingkungan 

yang sesuai.  Dengan cara ini dapat dihasilkan bibit tanaman kopi yang seragam 

dalam jumlah besar.  Ducos et al. (2003) menyatakan bahwa tanaman kopi yang 

diperbanyak melalui embriogenesis memiliki karakter dan kemampuan produksi 

yang sama dengan induknya dan tidak berbeda nyata dengan tanaman kopi yang 

dihasilkan melalui stek. 

 

Penelitian mengenai perbanyakan tanaman kopi secara in vitro sudah banyak 

dilakukan.  Namun kemampuan regenerasi tanaman seringkali bersifat species-

specific, artinya seringkali tanaman dari genotipe yang berbeda akan memberikan 

respon regenerasi tunas atau embrio yang juga berbeda (Yusnita, 2015).  Oleh 
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karena itu perlu didapatkan prosedur regenerasi in vitro tanaman kopi robusta 

yang sesuai dengan genotipe tanaman yang sudah beradaptasi di Lampung, 

sehingga ketersediaan bibit dalam jumlah banyak dapat diwujudkan. 

 

Embriogenesis somatik dapat terbentuk secara langsung dari eksplan (tanpa 

melalui tahap pembentukan kalus) atau secara tidak langsung (melalui tahap 

pembentukan kalus).  Embriogenesis secara tidak langsung lebih sering dilakukan 

karena dapat menghasilkan embrio yang lebih banyak dibandingkan secara 

langsung (Yuwono, 2008).  Pembentukan embrio somatik secara langsung sering 

ditemukan terhambat karena terjadi browning pada eksplan akibat adanya oksidasi 

senyawa fenol dari jaringan eksplan (Santos-Briones and Hernandes-Sotomayor, 

2006). 

 

Embriogenesis somatik tidak langsung dilakukan melalui 4 tahapan yaitu induksi 

kalus primer, induksi kalus embriogenik dari kalus primer dan inisiasi embrio 

somatik, pematangan embrio somatik (ES maturation) dan regenerasi tanaman 

dari embrio somatik (Handayani, 2008).  Hasil penelitian Samson et al. (2006) 

menunujukkan bahwa penggunaan media dasar pada tahap induksi kalus primer 

dan induksi kalus embriogenik memberikan hasil yang berbeda pada tiap jenis 

medianya.  Selain media dasar, jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh juga 

mempengaruhi pembentukan kalus primer dan kalus embriogenik.  Ibrahim et al. 

(2013) menyatakan bahwa penggunaan 1 mg/l
 
2,4-D + 2 mg/l thidiazuron dan 2 

mg/l
 
2,4-D + 2 mg/l

 
thidiazuron dalam media dasar NPCM (New Primary Culture 

Medium) menghasilkan lebih banyak embrio dengan fase globular dan torpedo 

pada embriogenesis kopi arabika.  Ducos et al. (2007) menggunakan media dasar 
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¼ MS dengan penambahan 5 µM BA untuk menginduksi kalus sampai dengan 

regenerasi embrio somatik menjadi planlet utuh. 

 

Bagian organ yang sering digunakan sebagai eksplan dalam kultur jaringan kopi 

adalah daun muda.  Daun yang sering digunakan dalam pembentukan kalus 

embriogenik pada tanaman kopi adalah bagian daun tanpa tulang daun (Ducos et 

al. 2003, Samson et al. 2006, Ducos et al. 2007, Santana et al., 2007, Ahmed et 

al., 2013, Etienne et al., 2013 dan Ibrahim et al. 2013). 

 

Klon kopi robusta unggul lokal didapatkan dari dua kabupaten di Lampung  yaitu 

Tanggamus dan Lampung Barat.  Di kabupaten Tanggamus telah didapatkan lima 

klon kopi robusta unggul yang oleh para petani diberi nama klon Tugino, klon 

Biyadi, klon Siswanto, klon Wardi dan klon Komari.  Klon Tugino dan klon 

Siswanto telah mendapat penghargaan sebagai pemenang I dan II (Siswanto) oleh 

Pusat Penelitian Kopi dan Kakao dalam Lomba Kopi Unggul Nasional Tahun 

2015.  Keunggulan klon-klon kopi robusta pemenang lomba adalah berdasarkan 

produktivitas per pohon dan cita rasanya.  Klon Komari adalah klon unggul 

pilihan petani yang produksinya stabil tinggi dengan cita rasa tinggi namun belum 

diikutkan lomba (Buniman, komunikasi personal, 2018).  Di Lampung Barat 

terdapat beberapa klon unggul dari segi produktivitas pilihan petani salah satunya 

adalah klon Tugu Sari.  Dalam penelitian ini digunakan 4 klon unggul lokal yang 

terpilih yaitu klon Tugino, klon Siswanto, klon Komari dan klon Tugu Sari. 

 

  



6 

 

Penelitian ini dilakukan untuk menjawab masalah yang dirumuskan dalam 

pertanyaan berikut: 

1. Bagaimanakah pengaruh jenis eksplan daun dan formulasi media terhadap 

induksi kalus primer.  

2. Bagaimanakah respons induksi kalus primer dari klon kopi robusta (Komari, 

Tugino, Siswanto, Tugu Sari) terhadap dua formulasi media. 

3. Bagaimanakah pengaruh klon kopi robusta (Komari, Tugino, Siswanto dan 

Tugu Sari) dan dua formulasi media induksi kalus primer terhadap induksi 

kalus embriogenik pada media embrogenesis. 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan prosedur embriogenesis somatik in 

vitro pada kopi robusta unggul lokal lampung dari eksplan daun.  Penelitian ini 

terdiri dari 3 percobaan : 

1. Pengaruh jenis eksplan daun dan formulasi media terhadap induksi kalus 

primer.  

2. Respons induksi kalus primer dari klon kopi robusta (Komari, Tugino, 

Siswanto dan Tugu Sari) terhadap dua formulasi media. 

3. Pengaruh klon kopi robusta (Komari, Tugino, Siswanto dan Tugu Sari) dan 

dua formulasi media induksi kalus primer terhadap induksi kalus embriogenik 

pada media embriogenesis. 
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1.3 Kerangka Pemikiran 

Perbanyakan tanaman kopi robusta secara generatif tidak bisa menghasilkan bibit 

kopi yang seragam dan sesuai dengan induknya.  Hal ini karena kopi robusta 

termasuk salah satu tanaman yang menyerbuk silang.  Sehingga sulit didapatkan 

tanaman yang mempunyai sifat yang sama dengan induk yang diinginkan.  Upaya 

pembiakan secara kultur jaringan merupakan alternatif untuk mengatasi masalah 

tersebut.  

 

Teknik kultur jaringan telah banyak dilakukan termasuk untuk beberapa jenis 

tanaman kopi (Coffea sp).  Teknik ini didasarkan atas sifat totipotensi sel 

tumbuhan yang berarti setiap sel tumbuhan mampu menurunkan sifat dan 

mempunyai potensi yang sama dengan induknya untuk tumbuh dan berkembang 

bila diberikan lingkungan yang sesuai. 

 

Namun dalam regenerasi organ bersifat species-specific, artinya pada genotipe 

yang berbeda akan memberikan respon yang juga berbeda.  Oleh karena itu perlu 

mencari prosedur regenerasi secara in vitro  yang sesuai dengan genotipe tanaman 

kopi robusta yang ada di Lampung.  Sehingga mampu menyediakan bibit dalam 

jumlah banyak dan mampu meningkatkan produktivitas kopi di Lampung. 

 

Perbanyakan in vitro  tanaman kopi dapat dilakukan melalui proses regenerasi 

secara embriogenesis.  Embriogenesis somatik dapat terbentuk melalui 

embriogenesis secara langsung (tanpa melalui tahap induksi kalus) dan tidak 

langsung (melalui tahap induksi kalus).  Embriogenesis secara tidak langsung 

lebih sering dilakukan karena dapat menghasilkan embrio yang lebih banyak 

dibandingkan secara langsung.  Pembentukan embrio somatik secara langsung 
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sering ditemukan terhambat karena terjadi browning pada eksplan akibat adanya 

oksidasi senyawa fenol dari jaringan eksplan.  Embriogenesis somatik tidak 

langsung dilakukan melalui 4 tahapan yaitu induksi kalus primer, induksi kalus 

embriogenik dari kalus primer dan inisiasi embrio somatik, pematangan embrio 

somatik (ES maturation) dan regenerasi tanaman dari embrio somatik. 

Penggunaan media dasar pada tahap induksi kalus primer dan induksi kalus 

embriogenik memberikan hasil yang berbeda pada tiap jenis medianya.  Selain 

media dasar zat pengatur tumbuh juga mempengaruhi pembentukan kalus primer 

dan kalus embriogenik. 

 

Pertumbuhan dan morfogenesis tanaman secara in vitro dikendalikan oleh 

keseimbangan dan interaksi dari zat pengatur tumbuh yang berada dalam eksplan 

(endogen) dengan zat pengatur tumbuh yang diserap dari media tumbuh 

(eksogen).  Pemberian zat pengatur tumbuh yang tepat akan mempengaruhi 

pertumbuhan dari kalus.  Zat pengatur tumbuh yang sering ditambahkan pada 

media kultur in vitro adalah ZPT golongan auksin dan sitokinin.  

 

Penggunaan auksin dan sitokinin mampu menginduksi kalus embriogenik dalam 

embriogenesis somatik tanaman kopi.  Pada ratio tertentu penggunaan auksin dan 

sitokinin mampu menstimulasi embriogenesis.  
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1.4 Hipotesis 

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, dirumuskan hipotesis 

sebagai berikut: 

1. Penggunaan jenis eksplan daun dan formulasi media dapat menginduksi kalus 

primer.  

2. Ada perbedaan respons induksi kalus primer dari klon kopi robusta (Komari, 

Tugino, Siswanto dan Tugu Sari) terhadap dua formulasi media. 

3. Penggunaan kalus primer dari klon kopi robusta (Komari, Tugino, Siswanto 

dan Tugu Sari) dan dua formulasi media induksi kalus primer dapat 

menginduksi kalus embriogenik dan embrio somatik.   
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Klasifikasi dan Morfologi Tanaman Kopi Robusta 

Kopi robusta adalah tanaman budidaya berbentuk pohon yang termasuk dalam 

famili Rubiaceae dan genus Coffea.  Daunnya berbentuk bulat telur dengan ujung 

agak meruncing.  Daun tumbuh berhadapan dengan batang, cabang, dan ranting-

rantingnya.  Permukaan atas daun mengkilat, tepi rata, pangkal tumpul, panjang 5-

15 cm, lebar 4,0-6,5 cm, pertulangan menyirip, tangkai panjang 0,5-1,0 cm, dan 

berwarna hijau (Najiyati dan Danarti, 2012). 

Klasifikasi kopi menurut Cronquist (1981) adalah sebagai berikut:  

Kingdom : Plantae  

Divisio  : Magnoliophyta  

Sub Divisio : Spermatophyta 

Class  : Magnoliopsida  

Sub Class : Asteridae  

Order  : Rubiales  

Family  : Rubiaceae  

Genus   : Coffea  

Species  : Coffea canephora Pierre ex Froehner 

Kopi merupakan tanaman tahunan yang memiliki 3 organ vegetatif yaitu akar, 

batang, dan daun.  Sistem perakaran pada kopi yaitu sistem perakaran tunggang 
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yang tidak mudah rebah.  Perakaran tanaman kopi relatif dangkal, lebih dari 90% 

dari berat akar terdapat pada lapisan tanah 0-30 cm (Najiyati dan Danarti, 2012).  

 

Tanaman kopi mempunyai sifat dimorfisme dalam pertumbuhan vegetatifnya, 

yaitu pertumbuhan tegak (ortotropik) dan pertumbuhan ke samping (plagiotropik) 

dengan percabangan yang banyak.  Batang kopi merupakan tumbuhan berkayu, 

tumbuh tegak ke atas, dan berwarna putih keabu-abuan.  Pada batang, terdapat 2 

macam tunas yaitu tunas seri (tunas reproduksi) yang selalu tumbuh searah 

dengan tempat tumbuh asalnya dan tunas legitim yang hanya dapat tumbuh sekali 

dengan arah tumbuh yang membentuk sudut nyata dengan tempat aslinya (Arief et 

al., 2011). 

 

Organ generatif kopi terdiri atas 3 bagian yaitu bunga, buah, dan biji.  Bunga pada 

kopi robusta memiliki ciri yaitu berukuran kecil, mahkotanya berwarna putih dan 

berbau harum semerbak.  Kelopak bunga berwarna hijau.  Apabila bunga sudah 

dewasa, kelopak dan mahkotanya akan membuka dan segera mengadakan 

penyerbukan kemudian akan terbentuk buah.  Waktu yang diperlukan sejak 

terbentuknya bunga hingga buah menjadi matang ± 8-11 bulan, tergantung dari 

jenis dan faktor lingkungannya (Direktorat Jenderal Perkebunan, 2009).  Buah 

tanaman kopi terdiri dari daging buah dan biji.  Daging buah terdiri atas 3 bagian 

yaitu lapisan kulit luar (eksokarp), lapisan daging (mesokarp), dan lapisan kulit 

tanduk (endokarp) yang tipis tetapi keras.  Buah kopi umumnya mengandung dua 

butir biji tetapi ada juga buah yang tidak menghasilkan biji atau hanya 

menghasilkan satu butir biji.  Biji kopi terdiri atas kulit biji dan lembaga.  Secara 
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morfologi, biji kopi berbentuk bulat telur, bertekstur keras, dan berwarna putih 

kotor (Najiyati dan Danarti, 2012). 

 

2.2 Teknik Perbanyakan Kopi 

Tanaman kopi dapat diperbanyak secara generatif dan vegetatif.  Perbanyakan 

secara generatif (menggunakan biji) merupakan cara termurah dan termudah 

untuk perbanyakan tanaman kopi.  Perbanyakan secara generatif memiliki 

keuntungan seperti sistem perakaran lebih kuat, lebih mudah diperbanyak dan 

jangka waktu berbuah lebih panjang.  Namun perbanyakan secara generatif juga 

memiliki kelemahan antara lain waktu untuk memulai berbuah lebih lama dan 

sifat turunan tidak sama dengan induknya dan ada banyak jenis tanaman 

produksinya sedikit atau benihnya sulit untuk berkecambah (AAK, 2010). 

 

Perbanyakan secara vegetatif pada kopi yang pernah dan sering dilakukan adalah 

dengan cara menyambung dan menyetek.  Dari kedua cara tersebut, yang banyak 

dilakukan secara besar-besaran hanyalah dengan cara menyambung.  Sedangkan 

kegiatan menyetek belum begitu meluas, karena kemungkinan hidup dari bahan 

stek sangat kecil dan tidak semua jenis dapat disetek (AAK, 2010). 

 

Perbanyakan secara vegetatif mempunyai keuntungan seperti lebih cepat berbuah, 

sifat turunannya sesuai dengan induknya dan dapat digabung sifat-sifat yang 

diinginkan.  Perbanyakan secara vegetatif juga mempunyai kelemahan antara lain 

perakaran kurang baik, lebih sulit dikerjakan karena membutuhkan keahlian 

tertentu, jumlah tanaman yang diperbanyak bergantung pada jumlah stek yang 

ditanam, dan jangka waktu berbuah lebih pendek (AAK, 2010). 
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Salah satu teknik yang memungkinkan untuk dikembangkan dalam rangka 

menghasilkan bibit kopi yang bersifat unggul, memiliki sifat genetik yang 

seragam, jumlah yang massal tanpa merusak tanaman induknya serta bibit yang 

dihasilkan memiliki akar tunggang sehingga kuat dan tahan terhadap kekeringan 

adalah dengan menggunakan teknik kultur jaringan (Deo et al., 2010). 

 

2.3 Kultur Jaringan Kopi 

Embriogenesis somatik adalah teknik perbanyakan tanaman dengan cara 

menginduksi embrio dari sel somatik tanpa adanya fusi gamet dan dilakukan pada 

lingkungan yang aseptik (Purnamaningsih, 2002).  Jumlah propagul yang 

dihasilkan dari embrogenesis somatik tidak terbatas (Purnamaningsih, 2002), 

karena pada embriogenesis, setiap sel pada jaringan yang ditanam berpotensi 

berkembang menjadi satu individu baru, sehingga kapasitas produksi bibitnya 

dapat mencapai ratusan ribu hingga jutaan bibit (Roostika et al., 2009). 

 

Dalam pola regenerasi melalui embriogenesis, terdapat beberapa tahapan dari 

eksplan menjadi tanaman lengkap yang meliputi tahapan induksi kalus, poliferasi 

kalus, dan diferensiasi kalus menjadi jaringan.  Proses pembentukan embrio 

somatik pada umumnya didahului dengan pembentukan jaringan embriogenik, 

selanjutnya pembentukan stuktur embrio globular, hati, torpedo dan kotiledon 

(Handayani, 2008). 

 

Tahapan induksi kalus merupakan tahap isolasi eksplan dan penanaman pada 

media tumbuh untuk menginduksi pembentukan kalus yang bersifat embriogenik 

(Lubis, 2013).  Penanaman tersebut dilakukan pada media tanam yang 
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mengandung kombinasi zat pengatur tumbuh (ZPT) auksin dan sitokinin yang 

mempunyai konsentrasi tinggi (Purnamaningsih, 2002). 

 

Tahap induksi embrio somatik merupakan tahap penanaman kalus embriogenik ke 

dalam media tanam.  Media tersebut umumnya mengandung kombinasi ZPT 

auksin dengan konsentrasi rendah dan sitokinin dengan konsentrasi yang tinggi. 

Dalam proses induksi embrio somatik, embrio dapat berkembang dalam beberapa 

tahap, yaitu tahap embrio globular, embrio tahap hati, tahap torpedo, embrio tahap 

kotiledon dan tahap perkecambahan.  Menurut beberapa penelitian yang telah 

dilakukan, tahap perkembangan embrio tersebut merupakan tahap yang paling 

sulit dalam embriogenesis somatik (Purnamaningsih, 2002). 

 

Arimarsetiowati (2011) menyatakan bahwa pembentukan embrio somatik secara 

langsung pada eksplan daun Coffea arabica bisa terlihat 12 minggu setelah kultur. 

Pembentukan embrio somatik diawali dengan terbentuknya embrio berbentuk 

bintik-bintik putih pada eksplan.  Selanjutnya kalus yang terbentuk menyebar di 

sekeliling daun.  Kalus tersebut berkembang dan berwarna kecoklatan.  Kalus 

yang berwarna kecoklatan berubah menjadi embrio fase globular berwarna putih 

setelah berumur 6 bulan.  Embrio fase globular mulai berkembang menjadi fase 

hati dan torpedo pada umur 7 bulan, selanjutnya embrio fase globular mulai 

memperbanyak diri. 

 

Berdasarkan hasil penelitian Riyadi dan Tirtoboma (2004) bahwa tingkat 

perkembangan embrio somatik erat kaitannya dengan warna embrio.  Embrio pada 

fase globular umumnya berwarna putih kekuningan.  Embrio fase early heart 

berwarna kekuningan.  Embrio fase middle heart berwarna putih. 
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Bagian organ yang sering digunakan sebagai eksplan dalam kultur jaringan kopi 

adalah daun muda (Santana et al., 2007).  Penggunaan media MS dengan ½ 

konsentrasi garam makro dan mikro yang dilengkapi vitamin B5, zat pengatur 

tumbuh 2,4-D dan kinetin baik secara tunggal maupun kombinasi dapat 

menginduksi kalus dan massa proembrio dari eksplan daun kopi arabika varietas 

Sigarar Utang (Ibrahim et al., 2012).  

 

Pada bagian daun yang sudah disayat berhasil membentuk kalus yang kompak 

dari eksplan daun kopi arabika (Ahmed et al., 2013).  Kalus yang terbentuk dalam 

kultur in vitro dibedakan menjadi dua macam, yaitu kalus embriogenik dan kalus 

non embriogenik.  Kalus embriogenik adalah kalus yang memiliki potensi untuk 

beregenerasi menjadi tanaman melalui embriogenesis.  Sedangkan kalus non 

embriogenik adalah kalus yang tidak mempunyai kemampuan untuk beregenerasi 

menjadi tanaman (Surbarnas, 2011). 

 

Penggunaan media MS yang diperkaya dengan 1 mg/l 2, 4-D dan 2 mg/l BAP 

didapatkan pesentase pembentukan kalus tertinggi sebesar 96% (Ahmed et al., 

2013).  Kalus embriogenik terbentuk sebesar 91 % dari eksplan daun kopi arabika 

dengan menggunakan media MS dengan ½ konsentrasi garam makro dan mikro 

dan ditambahkan 1 mg/l 2,4-D dan  1 mg l
–1

 kinetin (Etienne et al., 2013). 

 

Hasil penelitian Ibrahim et al. (2013) menunujukkan bahwa yang menghasilkan 

lebih banyak embrio dengan fase globular dan torpedo pada embriogenesis kopi 

arabika adalah masing-masing dengan perlakuan dengan menggunakan 2,4-D (1 

mg/l) + thidiazuron (2 mg/l) dan dengan menggunakan 2,4-D (2 mg/l) + 

thidiazuron (2 mg/l). 
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2.4 Media Kultur 

Media kultur jaringan adalah media tanam yang terdiri dari berbagai komposisi 

dan macam unsur hara dan sebagainya.  Menurut Ryugo (1988) media tanam pada 

kultur jaringan berisi kombinasi dari asam amino essensial, garam-garam 

anorganik, vitamin-vitamin, larutan buffer, dan sumber energi (glukosa).  Media 

kultur jaringan merupakan salah satu faktor penentu keberhasilan dalam 

perbanyakan tanaman secara in vitro.  

 

Menurut Rahardja (1994) untuk membuat media dengan jumlah zat seperti yang 

ditentukan, diperlukan penimbangan dan penakaran bahan secara tepat.  

Ketidaktepatan ukuran dapat menyebabkan terjadinya proses yang tidak 

dikehendaki selama proses pengulturan.  Yusnita (2003) menyebutkan, komponen 

media kultur jaringan tanaman adalah air destilata atau aquades, unsur hara makro 

dan mikro, sumber karbohidrat (sukrosa), vitamin, asam amino, bahan organik 

lain seperti mio inositol, zat pengatur tumbuh, bahan suplemen alami (seperti 

ekstrak malt, air kelapa, jus tomat, dan bubur pisang) dan bahan pemadat media 

(agar-agar atau gelrite). 

 

2.5 Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) 

ZPT merupakan komponen penting dalam memberi arah pertumbuhan dan 

perkembangan sel atau jaringan tanaman.  Dua golongan ZPT yang paling 

berperan dalam proses morfogenesis adalah sitokinin dan auksin.  Skoog dan 

Miller (1957) dalam Yusnita (2003), mengemukakan bahwa regenerasi tunas dan 

akar in vitro dikontrol secara hormonal oleh ZPT sitokinin dan auksin.  Sitokinin 
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dan auksin merupakan dua kelompok ZPT yang merupakan komponen media 

yang penting dalam kultur jaringan. 

 

Perbandingan sitokinin dengan auksin yang tinggi mampu mendorong 

pembentukan tunas, sedangkan perbandingan sitokinin dengan auksin yang rendah 

akan mendorong pembentukan akar, dan jumlah sitokinin dan auksin yang sama 

dapat mendorong pembentukan kalus.  Hubungan antara sitokinin dan auksin 

dalam mengontrol regenerasi tunas atau akar berlaku untuk berbagai spesies 

tanaman (Skoog dan Miller, 1957 dalam Yusnita, 2003). 

 

2.6 Benzyladenin 

Benziladenin (BA) merupakan salah satu jenis sitokinin sintetik yang mempunyai 

struktur hampir sama dengan kinetin, dengan rumus kimia C12H11N5 (Gambar 1).  

 

 

 

 

 

Gambar 1. Rumus bangun Benzyladenin 

BA merupakan jenis sitokinin yang sangat aktif dalam merangsang pembelahan 

sel, pembentukan tunas adventif, poliferasi tunas aksilar, dan menghambat 

pembentukan akar serta meningkatkan aliran fotosintat (Pierik, 1987).  Bobot 

molekul BA sebesar 225,36 g/mol, dengan konsentrasi 0,5-10 mg/l dapat 

merangsang multiplikasi tunas aksilar dan relatif mudah diperoleh serta lebih 

murah jika dibandingkan dengan TDZ (Yusnita, 2003). 
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2.7 Thidiazuron 

Thidiazuron (TDZ) merupakan senyawa organik sitokinin sintetis yang memiliki 

rumus molekul C9H8N4O5 dengan berat molekul 220, 251 (Gambar 2).  TDZ 

berfungsi dalam memacu perkembangan sel, pembentukan organ serta 

perkembangan tunas (Salisbury et al., 1995).  

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Rumus bangun Thidiazuron 

TDZ memiliki kemampuan untuk menginduksi tunas yang lebih baik 

dibandingkan dengan sitokinin yang lain seperti zeatin, kinetin ataupun 6-

benzylaminopurin.  Kemampuan TDZ dalam induksi pembentukan embrio 

somatik tersebut diduga karena TDZ dapat menempel pada salah satu sisi dari 

Cytokinin Binding Protein (CBP) yang terdapat pada membran sel sehingga 

mampu merangsang produksi sitokinin endogen (Kusmianto, 2008).  Dengan 

demikian, kadar sitokinin yang meningkat di dalam sel akan memacu terjadinya 

pembelahan sel maupun merangsang morfogenesis suatu jaringan.  TDZ juga 

mampu menghambat kerja enzim sitokinin oksidase.  Enzim tersebut dikenal 

sebagai enzim yang mampu mendegradasi sitokinin.  Dengan demikian 

terhambatnya kerja enzim tersebut, adanya maka reaktivitas sitokinin menjadi 

tidak terhambat (Kusmianto, 2008).  Adanya enzim sitokinin di dalam sel 

bersamaan dengan adanya auksin pada konsentrasi tertentu akan menyebabkan 



19 

 

hubungan antar sel menjadi longgar sehingga terinduksi pembentukan embrio-

embrio yang baru (Sutanto dan Aziz, 2006). 

 

2.8 2,4-Dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) 

2,4-D merupakan auksin tiruan yang paling efektif dalam produksi kultur 

embriogenik (Bhojwani and Razdan, 1996).  Dibandingkan dengan golongan 

auksin IAA, 2,4-D memiliki sifat lebih stabil karena tidak mudah terurai oleh 

enzim-enzim yang dikeluarkan oleh sel tanaman ataupun oleh pemanasan pada 

proses sterilisasi (Indah, 2013).  Rumus bangun 2,4-D dapat dilhat pada Gambar 

3. 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Rumus bangun 2,4-D. 

2,4-D telah lama digunakan sebagai salah satu komponen media tumbuh yang 

mampu menginduksi kalus embriogenik pada berbagai jenis tanaman. 

Penambahan 2,4-D dalam media kultur akan dapat merangsang pembelahan dan 

pembesaran sel pada eksplan sehingga dapat memacu pembentukan dan 

pertumbuhan kalus (Rahayu et al., 2002). 

 

Mekanisme kerja 2,4-D dalam pembesaran dan pembelahan sel erat kaitannya 

dengan kemampuan auksin dalam pelonggaran dinding sel.  Berdasarkan teori 

pertumbuhan asam, auksin mampu melonggarkan dinding sel dengan cara 
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meningkatkan pompa ion H+ ke dalam dinding sel sehingga menyebabkan pH 

dinding sel menjadi asam.  pH yang asam tersebut menyebabkan enzim-enzim 

yang berperan dalam degradasi ikatan polisakarida pada dinding sel menjadi aktif 

dan akan memutus ikatan polisakarida pada dinding sel tersebut.  Akibatnya air 

dapat masuk ke dalam sel dan tekanan turgor naik sehingga menyebabkan dinding 

sel menjadi longgar (Lestari et al., 2013). 
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III. BAHAN DAN METODE  

 

 

 

Penelitian ini merupakan studi regenerasi in vitro tanaman kopi yang terdiri dari 3 

percobaan yaitu: 

1. Pengaruh jenis eksplan daun dan formulasi media terhadap induksi kalus 

primer.  

2. Respons induksi kalus primer dari klon kopi robusta (Komari, Tugino, 

Siswanto dan Tugu Sari) terhadap dua formulasi media. 

3. Pengaruh klon kopi robusta (Komari, Tugino, Siswanto dan Tugu Sari) dan 

formulasi media induksi kalus primer terhadap induksi kalus embriogenik 

pada media embriogenesis. 

Ketiga percobaan tersebut dilakukan di Laboratorium Ilmu Tanaman Fakultas 

Pertanian Universitas Lampung pada bulan Agustus 2018 hingga Juni 2019. 

 

3.1 Percobaan I: Pengaruh jenis eksplan daun dan formulasi media 

terhadap induksi kalus primer. 

 

3.1.1 Bahan Tanaman 

 

Bahan tanaman yang digunakan adalah tanaman kopi klon lokal Lampung.  Bibit-

bibit unggul klon lokal didapatkan dari hasil eksplorasi di kabupaten Tanggamus 

dan Lampung Barat.  Bibit-bibit ini berupa stek 2-3 buku yang kemudian dirawat 

di dalam rumah kaca yang diberikan naungan buatan dengan menggunakan 

paranet.  Pemupukan dilakukan 2 kali seminggu dengan menggunakan Growmore 
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(N-P-K 32-10-10) sebanyak 2 gr/l.  Penyiraman dilakukan secara rutin setiap hari.  

Pengendalian hama dan penyakit menggunakan insektisida curacron (1 ml/l) dan 

fungisida dithane (2 gr/l) yang disemprotkan dan diaplikasikan setiap minggu. 

 

Eksplan yang digunakan adalah daun muda berwarna hijau muda yang sudah 

berkembang penuh dengan ukuran panjang daun 7-12 cm.  Daun yang digunakan 

adalah daun yang berada pada posisi kedua sampai ketiga dari atas tanaman 

(Priyono et al., 2010).  Bagian daun yang digunakan sebagai eksplan adalah 

bagian daun yang tidak memiliki tulang daun (TTD), bagian daun dengan tulang 

daun di bagian samping (TDS), dan bagian daun dengan tulang daun di bagian 

tengah (TDT) (Gambar 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Daun muda kopi yang digunakan sebagai eksplan. (a) TDT, (b) TDS, 

(c) TTD. 

 

a 

b 

c 
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3.1.2 Sterilisasi Eksplan 

Eksplan yang digunakan adalah daun muda yang masih berwarna hijau muda. 

Daun dibersihkan dengan menggunakan deterjen dan dibilas dengan air sebanyak 

tiga kali.  Selanjutnya daun direndam dengan menggunakan dithane (2 gr/l) 

selama 15 menit.  Daun kemudian dibawa ke dalam laminar air flow cabinet 

(LAFC), dipotong menjadi tiga bagian kemudian direndam dengan ethanol 70% 

selama 3 detik dan dibilas menggunakan air steril.  Daun kemudian dimasukkan 

ke dalam larutan natrium hypochlorite 0,5%  yang telah ditambahkan dengan 

Tween 20 sebanyak 3 tetes dan dikocok menggunakan tangan selama 7 menit lalu 

dibilas menggunakan air steril sebanyak 3 kali.  Eksplan kemudian dipotong 

dengan ukuran 0,5 cm X 0,5 cm. 

 

3.1.3 Media Kultur 

Untuk induksi kalus digunakan 3 jenis media dasar yang ditunjukkan pada Tabel 1 

yaitu NPCM (New Primary Culture Medium), ¼ MS dan ½ MS. Media NPCM  

merupakan media modifikasi dari Murashige and Skoog (1962) (Samson et al., 

2006) (Tabel lampiran 6).  Media dasar ¼ MS adalah media Murashige dan Skoog 

(1962) yang dimodifikasi unsur makro dan mikro menjadi seperempatnya, 

sedangkan ½ MS menjadi setengahnya.  Ketiga media dasar ini diperkaya dengan 

thiamine-HCL (15 mg/l), asam nikotinat (1 mg/l), piridoksin-HCL (1 mg/l) dan 

mio inositol (130 mg/l) (Samson et al., 2006).  Bahan lain yang dtambahkan 

adalah sukrosa 30 g/l, asam askorbat 200 mg/l dan asam sitrat 150 mg/l. 

Selanjutnya pH media diatur menjadi 5,8.  Jika pH kurang dari 5,8 maka diberi 

penambahan KOH 1 N sedangkan jika pH lebih dari 5,8 maka diberi HCL 1 N. 

Setelah pH menjadi 5,8 ditambahkan 7 g/l bubuk agar-agar kemudian media 
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dimasak hingga mendidih lalu media dituangkan ke dalam botol-botol kultur 

sebanyak 20 ml per botol.  Botol berisi media ditutup dengan plastik bening 

kemudian diikat dengan karet dan disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121ºC 

dengan tekanan 1,2 kg/cm
2
 selama 7 menit. 

Tabel 1. Media induksi kalus primer 

 

Jenis potongan daun Jenis Media 

TDT N1D1T2  

N1D2T2 

M1D1T2 

M1D2T2 

M1B1 

M2B1  

TDS N1D1T2  

N1D2T2 

M1D1T2 

M1D2T2 

M1B1 

M2B1  

TTD N1D1T2  

N1D2T2 

M1D1T2 

M1D2T2 

M1B1 

M2B1  

Keterangan: 

N1D1T2 : NPCM + 1 mg/l 2,4-D + 2 mg/l TDZ 

N1D2T2 : NPCM + 2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l TDZ 

M1D1T2 : ¼ MS + 1 mg/l 2,4-D + 2 mg/l TDZ 

M1D2T2 : ¼ MS + 2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l TDZ  

M1B1  : ¼ MS + 1 mg/l BA 

M2B2  : ½ MS + 1 mg/l BA 

 

3.1.4 Penanaman Eksplan dan Ruang Kultur 

Penanaman eksplan dilakukan secara adaxial faces on medium (permukaan atas 

daun menyentuh pada media).  Penanaman eksplan steril dan subkultur dilakukan 

di dalam LAFC dengan kondisi aseptik.  Eksplan dikulturkan dalam ruang kultur 

dengan kondisi ruangan gelap pada suhu 25
O
C ± 2

O
C.  
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3.1.5 Rancangan Percobaan 

Percobaan ini dilaksanakan dengan menggunakan rancangan acak lengkap dengan 

3 ulangan.  Setiap unit percobaan terdiri dari 1 botol kultur yang masing-masing 

berisi 5 eksplan, dengan perlakuan 3 jenis potongan daun dan 6 jenis formulasi 

media (Tabel 1.).  Data persentase eksplan berkalus dan skoring banyaknya kalus 

primer yang terbentuk pada 4 MST dianalisis menggunakan standar error (SE) 

menurut Walpole (1997) dengan menggunakan rumus sebagai berikut. 

SE = √
∑(𝑥𝑖)2− 

(∑ 𝑥𝑖)
2

𝑛

𝑛(𝑛−1)
 

 

3.1.6 Pengamatan 

Pada Percobaan I ini dilakukan pengamatan terhadap perkembangan kultur, 

penentuan eksplan berkalus dan banyaknya kalus yang terbentuk pada setiap 

eksplan pada umur 4 MST.  Pengamatan secara visual dilakukan setiap minggu 

setelah penanaman selama 4 minggu untuk melihat perkembangan kalus. 

Persentase eksplan berkalus dilakukan dengan menghitung banyaknya eksplan 

yang membentuk kalus pada minggu ke 4 dibagi dengan total jumlah eksplan 

yang ditanam.  Banyaknya kalus yang terbentuk ditentukan dengan skoring 

(Gambar 5) dengan kriteria skor sebagai berikut : 

Skor 0 : Eksplan tidak membentuk kalus sama sekali 

Skor 1 : Eksplan membentuk kalus sedikit ( sampai 10% dari pinggiran daun 

membentuk kalus) 

Skor 2 : Eksplan membentuk kalus sedang ( 11-45% dari pinggiran daun 

membentuk kalus) 
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Skor 3 : Eksplan membentuk kalus banyak ( 46-75% dari pinggiran daun 

membentuk kalus) 

Skor 4 : Eksplan membentuk kalus sangat banyak ( >75% dari pinggiran daun 

membentuk kalus) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Kalus yang terbentuk pada eksplan daun kopi robusta (a) Skor 0, 

 (b) Skor 1, (c) Skor 2, (d) Skor 3, (e) Skor 4. 

 

 

3.2 Percobaan II: Respons induksi kalus primer dari klon kopi robusta 

(Komari, Tugino, Siswanto dan Tugu Sari) terhadap dua formulasi 

media.  

 

3.2.1 Bahan Tanaman 

Bahan tanaman yang digunakan adalah tanaman kopi klon Komari, Tugino, 

Siswanto dan Tugu Sari.  Klon Komari Tugino dan Siswanto (Gambar 6) 

didapatkan dari kabupaten Tanggamus sedangkan Tugu Sari didapatkan dari 

kabupaten Lampung Barat.  Eksplan yang digunakan adalah daun muda berwarna 

hijau muda yang sudah berkembang penuh, yang dipotong menjadi berukuran 

lebih kurang 0,5 x 0,5 cm.  

d 

a b c 

e 
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Gambar 6. Keragaan tanaman kopi robusta klon unggul lokal Lampung  

(a) Tugino, (b) Siswanto, (c) Komari. 

 

3.2.2 Sterilisasi Eksplan 

Sterilisasi eksplan dilakukan sama dengan Percobaan I. 

 

3.2.3 Media Kultur 

Pembuatan media kultur dilakukan sama dengan Percobaan I. 

 

 

 

 

 

a b 

c 
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3.2.4 Penanaman Eksplan dan Ruang Kultur 

Penanaman eksplan dan kondisi ruang kultur dilakukan sama dengan Percobaan I. 

Eksplan dikulturkan selama 4 minggu pada media induksi pembentukan kalus, 

lalu disubkultur ke media pembentukan kalus embriogenik. 

 

3.2.5 Rancangan Percobaan 

Percobaan ini dilaksanakan dengan menggunakan rancangan acak lengkap dengan 

3 ulangan.  Perlakuan disusun dengan menggunakan 4 klon kopi robusta dan 2 

jenis formulasi media terbaik yang didapatkan dari Percobaan I.  Setiap unit 

percobaan terdiri dari 3 botol kultur yang masing-masing berisi 5 eksplan.  Data 

yang diperoleh dianalisis menggunakan standar error (SE) (Walpole, 1997). 

 

3.2.6 Pengamatan 

Pengamatan dilakukan sama dengan pengamatan pada Percobaan I. 

 

3.3 Percobaan III: Pengaruh klon kopi robusta (Komari, Tugino, Siswanto 

dan Tugu Sari) dan formulasi media induksi kalus primer terhadap 

induksi kalus embriogenik pada media embriogenesis. 

 

3.3.1 Bahan Tanaman 

Bahan tanaman yang digunakan adalah kalus primer umur 4 MST  yang terbentuk 

pada dua media terbaik pada Percobaan II . 

 

3.3.2 Media Kultur 

Media kultur yang digunakan adalah media dasar E (Tabel lampiran 7) dengan 

penambahan 1 mg/l 2,4-D dan 4 mg/l BA yang diperkaya dengan thiamine-HCL 

(20 mg/l), glysin (20 mg/l), cystein (40 mg/l), adenin (22 mg/l), mio inositol (200 

mg/l), malt extract (800 mg/l) dan kasein hidrolisat (200 mg/l) (Samson et al., 
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2006).  Bahan lain yang ditambahkan adalah sukrosa 30 g/l, asam askorbat 200 

mg/l dan asam sitrat 150 mg/l. (Samson et al. 2006).  Pembuatan media kultur 

dilakukan sama dengan Percobaan I. 

 

3.3.3 Penanaman Eksplan dan Ruang Kultur 

Kalus primer umur 4 MST  yang terbentuk pada Percobaan II dipindahkan ke 

media induksi kalus embriogenik yaitu media dasar E dengan penambahan 1 mg/l 

2,4-D dan 4 mg/l BA (Samson et al. 2006).  Kultur diletakkan dalam ruang kultur 

dengan kondisi ruangan gelap pada suhu 25
O
C ± 2

O
C.  Subkultur dilakukan setiap 

4 minggu sekali pada media yang sama.  Pada subkultur ketiga embrio somatik 

yang terbentuk dari media E disubkultur ke media R (Tabel lampiran 8) sampai 

membentuk tunas. 

 

3.3.4 Rancangan Percobaan 

Percobaan ini dilaksanakan dengan menggunakan rancangan acak lengkap dengan 

3 ulangan.  Perlakuan disusun dengan menggunakan 4 klon kopi robusta dan 2 

jenis formulasi media terbaik dari Percobaan I.  Setiap unit percobaan terdiri dari 

3 botol kultur yang masing-masing berisi 5 eksplan.  Data yang diperoleh 

dianalisis menggunakan standar error (SE) (Walpole, 1997). 

 

3.3.5 Pengamatan 

Pengamatan dilakukan secara visual pada kalus embriogenik yang terbentuk pada 

umur 8, 12 dan 16 MST dan menghitung persentase kalus primer yang 

membentuk kalus embriogenik dan embrio somatik. 
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V.       KESIMPULAN 

 

 

 

5.1 Kesimpulan 

 

 

Berdasarkan hasil dari penelitan ini kesimpulan yang dapat diperoleh adalah : 

1. Eksplan daun dengan tulang daun di bagian tengah dan bagian samping yang 

dikulturkan pada media ½ MS + 1mg/l BA dan pada media NPCM + 1mg/l 

2,4-D + 2mg/l TDZ menunjukkan persentase pembentukan kalus primer yang 

paling tinggi yaitu masing-masing sebesar 100%.  Media NPCM + 1mg/l 2,4-

D + 2mg/l TDZ menginduksi ukuran kalus yang paling tinggi yang 

ditunjukkan dengan nilai skor sebesar 3,87± 0,07. 

2. Eksplan dari klon Komari dan Siswanto yang dikulturkan pada media NPCM 

+ 1mg/l 2,4-D + 2mg/l TDZ menghasilkan ukuran kalus primer yang paling 

tinggi yang ditunjukkan dengan nilai skor sebesar 4,00 ± 0,00. 

3. Kalus primer dari klon Komari yang diinduksi pada media NPCM + 1mg/l 

2,4-D + 2mg/l TDZ menghasilkan kalus embriogenik (12MST) dan embrio 

somatik (16 MST) dengan persentase tertinggi masing-masing sebesar 

82,86% dan 44,83%.  
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5.2 Saran  

 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai komposisi media dasar beserta 

kombinasi zat pengatur tumbuh selain BA dan 2,4-D + TDZ, yang mampu 

menstimulasi kalus primer untuk berkembang menjadi kalus embriogenik pada 

klon Tugino dan Siswanto. 
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