BAB 1V
METODE PENELITIAN

A. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian telah dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan
Jurusan Biologi Fakultas MIPA Universitas Negeri Sebelas Maret Surakarta pada

bulan Desember 1998 - September 1999.

B. Bahan dan Alat
1. Bahan-bahan
a. Bahan Eksplan
Eksplan berupa irisen daun yang diambil dari ruas ke-2 dari ujung yang
merupakan hasil peremajaan dengan cara pemangkasan tanaman dengan cara
pemangkasan. Tanaman induk ditanam di alam ierbuka, dssa Bendan,
Banwdono-Boyola]i. Daun dipotong dengan ukuran 0,8 x 0,8 cm® melalui ibu
tulang daun,
b. Bahan-bahan kimia :
- Larutan stok mikronutrien medium MS
~-Larutan stok sumber besi
-Bahan-bahan makronutrien medium MS
- larutan stok zat pengatur tumbuh : NAA dan BAP

- Bahan kimia untuk sterilisasi eksplan HgCl; 0,1 %
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- antioksidan { asam sitrat ) 16%
- agar
- sukrosa
- Alkohol
- Aquades
- Spirhis
- Aluminium foil
2. Alat-alat
- Alat-alat gelas : Erlenmeyer, wadah kultur, gelas ukur, gelas piala, petridish
- Alat fimbangan analitik
- Alet untuk menanam eksplan ke dalam medium ( pinset, gunting dan skalpel)
- pH meter
- Jarum injeksi, pipet dan magnetig stirrer
- Almari pendingin {refrigerator)
- Alat-alat sterilisasi ( Autoklaf, lampu spiritus)
- Laminar Air Flow cabinet

- alat pemotret

C. CaraKerja
1. Persiapan Alat
Alat-slat dissekting set (skalpel dan pinset) dan slat-alat gelas dicuci

dengan detergen dan dibilas demgan air bersih beberapa kali kemudian
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dikeringanginkan. Alat-alat gelas seperti wadah kultur ditutup aluminium foil

sedangkan pinset, gunting dan skalpet dibungkus dengan kertas payung,

kemudian disteritisasi dengan autoklaf selama 30 menit dengan tekanan 2 atm ,

suhu 121°C. Alat-alat disecting set (pinset, gunting dan skalpel ) disterilisasi

dengan nyata api bunsen setiap kali akan digunakan di dalam LAF.

2. Pembuatan laruian siok medium Murashige-Skoog

Larutan-larutan  stok untuk pembuatan medium MS perlakuan terdiri

dari :

a.

b.

larutan stok A = 100 m] NH,NO;

larutan stok B = 100 ml KNO3

larutan stok C = 100 ml CaCl, 2H,;0

larutan stok D = 100 ml MgSO,.7H,O dan KIH,PO;

larutan stok E = 100 mt FeSO,.7H,0O dan Na;EDTA

laratan stok F = 100 ml campuran mikronutrien medium MS (H.BOs,
MnSOs 4H:0, ZnSOs 4H,O0, KI NaMoO,2H:0, CuSO,5H,0, CoCl
.6H,0)

larutan stok G = 100 ml vitamin-vitamin medium MS (myoinositol, vitamin
B1, vitamin B2, nicotinic acid )

Masing-masing larutan stok dibuat uniuk 2 liter medium MS (untuk 4x

ulangan) yaitu dibuat dari 2x dosis yang dibutuhkan untuk pembuatan 1 liter

medium MS.
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3.Pembuatan larutan stok NAA
Larutan stok dibuat dari 2 mg NAA dalam 160 ml aquades steril, kemudian untuk

melarutkan ditambah 5 tetes larutan NaOH 0,1 N.

4. Pembuatan Larutan Stok BAP
Larutan stok dibuat dari 1,5 mg BAP dalam 240 ml aquades steril, kemudian

untuk melarutkan ditambah 5 tetes larutan HCJ 0,1 N.

5. Pembuatan medium MS
Untuk setiap perlakuan dibuat 100 m! medium untuk 4x ulangan. ZPT NAA dan -
BAP dit_ambahkan dengan jumlah yang disesuaikan dengan perlakuan. Medium
MS sebesar 100 m! dibuat dengan memasukkan lanutan stok ABCDEFG masing-
masing sebanyak 5 mi ke dalam gelas piala. 3 gr sukrosa dimasukkan sambil
dilarutkan dengan magnetik stirrer. Kemudian ditambshkan larutan zat pengatur
tumbuh NAA dan BAP sesuai konsentrasi dari setiap perlakuan. Air suling
ditambahkan sampai mendekati volume 100 mi. Tingkat keasaman medium
diukur dengan pH meter hingga pH mencapai 5,8. Jika pH larutan terialu tinggi
dapat diturunkan dengan penambahan larutan HCI 0,1 N sedangkan jika pH
terlalu rendah dapat dinaikken dengen penambahan larutan NaOH 0,1 N.
Kemudian ditambahkan 0,85 agar dan dipanaskan sambil terus diaduk sampai
larutan mendidih. Medium  dimasukkan ke dalam botol kultur yang sudah

disterilisasi masing-masing sebanyak 25 ml, kemudian ditutup dengan aluminium
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Jotl sampai benar-benar rapat Media disterilisasi dengan autoklaf pada

temperatur 121°C, tekanan 2 atm selama 15 menit,

6. Sterilisasi eksplan

Daun dicuci dengan detergen dan dibilas dengan air ledeng yang mengalir.
Sebelum dimasukkan ke LAF eksplan dimasukkan ke dalam botol berisi
alkohol 50% selama 1 menit dan dibilas dengan aquades steril dan digojog
selama 2 menit.

Dimasukkan ke dalam larutan HgCl, { 0,1 g dalam 100 m! aquades steril)
selama 2 menit dan dibilas dengan aquades steril dengan digojog selama 2
menit. Pembilasan dilakukan 2x.

Eksplan dipotong dengan ukuran 0,8x 0,8 cm” dengan scalpel steril.

Sebelum ditanam, eksplan dimasukkan ke dalam larutan asam sitraf untuk
mencegah terjadinya pencoklatan yang disebabkan oksidasi senyawa fenolik.
Kemudian ekspian ditanam pada media MS dengan menggunakan pinset
steril hingga permukaan irisan bersentuhan dengan medium. Selanjutnya
wadah kultur difutup kembali dengan afuminium foil dan diinkubasi daiam

ruangan steril.

D.Rancangan Percobaan

Percobaan menggunakan Rancangan Acak Lengkap pola faktorial (5x4)

Fakior pertama : pemberian zat pengatur tumbuh NAA pada medium Murashige-

Skoog {(medium MS) dengan berbagai konsentrast yaitu :




NO =0 mg/1 NAA

N1=0,5 mg/l NAA

N2= 1,0 mg/l NAA

N3=1,5 mg/l NAA

N4=2,0 mg/l NAA
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Faktor kedua : pemberian zat pengatur tumbuh BAP pada medium MS dengan

BO=0 mg/l BAP

B1= 0,25 mg/l BAP

B2=0,5 mg/l BAP

B3=0,75 mg/l BAP

berbagai konsentrasi yaitu:

Sehingga pada penelitian ini terdapat 20 kombinasi perlakuan. Masing-masing

perlakuan dengan 4x ulangan. Skema kombinasi perlakuan tersebut adalah :

NAA 0 0,5 1,0 1,5 2,0
{mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1} { mg/l}
BAP No N1 N2 N3 N4
0
(mg/1) NOBO NIBO N2Bo N3BO0 N4B0
B0
0,25
(mg/1) NOB1 N1B1 N2B1 N3B1 N4B1
Bl |
0,5
(mg/l) NOB2 N1B2 N2B2 N3B2 N4B2
B2
0,75
(mg/1) NOB3 N1B3 N2B3 N3B3 N4B3
B3
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E. Parameter
Parameter yang diamati adalah berat basah kalus. Berat basah kalus
diukur dari selisih antara berat pada penimbangan yang dilakukan saat eksplan
berumur 2 minggu setelah tanam dengan berat pada penimbangan yang dilakukan

2 minggu setelah saat munculnya kalus yang pertama.

E. Analisa Data
Data berat basah kalus ditransformasi dalam /y+0,5, kemudian

dianalisa menggunakan ANOVA unfuk percobasn faktoria! untuk mengetehui
adanya pengaruh faktor utama dan faktor interaksi ferhadap pertumbuhan kalus
(dinyatakan dengan berat basah kalus)

Uii lanjut menggunakan wji DMRT ( Duncan’s Multiple Range Test) pada
taraf uji signifikasi 1% untuk mengetaimi beda pengarvh masing-masing
periakuan terhadap beraf basah kalus sehingga dapat diteniukan perlakuan yang

dapat menghasilkan pertumbuban yang menghasilkan berat bassh kalus yang

tertinggi.






