
in. BAHAN DAN METODE 

3.1. Tempat dan Waktu 
Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi Tanaman 

Fakultas Peftanian Universitas Riau. Penelitian ini dilaksanakan selama 4 bulan, 
dimulai dari bulan Desember 200S sampai deaigan bulan April 2009. 

3.2. Bahan dan Alat 
Baban ymg digunakan dalam penelitian ini adalab planlet anggrek 

{Dendrobium bifalce) umur 2 l»ilan yang masih berada di dalam botol kultur, media 
Mmashige dan Skoog, sukrosa, agar, aquades, alkohol 70% dan 96%, HCl 1 N, 
N ^ H 1 N, f(»malin 0,04%, aitmumum foil, plastic wrcp, k^tas t i ^ dan kertas 
label. 

Alat-alat yang digusakan adalah timlmgan analitik, hot plate and magnetic 
stirrer, pH meter, oven, autoclave, lamnar Air Flow Cabinet (LAFC), botol kultur, 
erlemneyer, petridish, lampu l»msen, hand scalpel, pinset, sterile blade, gelas ukur, 
pipet tetes, dan lan^u neon 20 watt 

3.3. M^ode P«Bdftian 
Penelitian ini dilaksanakan secara eksperimen dengan menggunakan metode 

Raawangan A c ^ Lengk^ (RAL) dengan 5 taraf perlakuan ponb^rian sukrosa. 
Ad^un perlakuan sukrosa yang diberikan dalam penelitian ini adalah sel^gai 
berikut 

50 = Tanpa pemberian sukrosa 
51 = Pemberian sukrc«a dengan konsentrasi 10 g/1 
52 = Pemberian sukrosa dengan konsentrasi 20 g/1 
53 = Pemberian sukrosa dengan konsentrasi 30 g/1 
54 = Pemberian sukrosa dengan konsentrasi 40 g/1 
Jiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali sehingga diperoleh 15 unit 

percobaan, setiap unit percobaan terdiri dari 4 planlet, sehingga total keseluruhan 
planlet adalah 60. 
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r^ta basil peogamatan diaoalisa secara statistik dengan menggunakan sidik 
ragam, dengan model linier sebagai barikut: 

Dimana: 
Yy = Hasil i^ngamatan dari taraf perlakuan ke-i dan ulangan ke-j 

= Efek rata-rata umum 
S, = Efek rata-rata dari taraf perlakuan ke-i 
% = Galat percobaan dari peri3kuanke4terfiadapulaDg8nke^^ 
Data porcolmn yang teli^ dianalisis dengan sidik r a ^ m dilai^utkan d ^ a n 

uji Duncan's New Multiple Range Test (DNMRT) pada taraf 5%. 

3.4. Pelaksanaan Penelitian 
3.4.1. Sterilisasi slat 

Alat-alat sq)erti botol-botol kultur, petridish, pinset dan hand scalpel dicuci 
dengan m^ggunakan deter^en dan dibilas sampai bersik Setelab dicuci, botol 
dikeringkan den^n k e r ^ tisu dan ditutup dengan menggunakan aJumunium foil, 
sedangkan petridish, t^igkai scalpel dan pinset dibungkus dengm kertas. Alat-aJat 
tersebut koofuulian disterilisasi ifen^oi n^ngguaakan autoclave dengan subu 121° C 
dan tekanan 15 psi selama 15 menit. Bersamaan dengan sterilisasi alat-alat tersebut, 
dapat juga dil^aikan sterilisasi aquades. Alat-alat yang telah disterilisasi disimpan 
ke dalam oven san^)ai ketika akan digunsdcan. 
3.4.2. Pefflbuatan media 

Bahan-bahan dan jumlah bahan yang dibutuhkan untuk pembuatan larutan 
stok d a | ^ dilihat p^ia Laoopiran 1, sedangkan cara pembuatan larutan stok d a ^ t 
dilihat pada Lampiian Z Untuk membuat I liter media MS (Lampiran 3), 
masing-masing larutan stok dipipet sesuai dengan ketentuan ke dalam gelas piala 
ukuran 1 liter, kemudian ditambabkan agar sebanyak 8 g dan sukrosa yang 
jumlahnya sesuai den^n nmsing-masing perlakuan, lahi volumenya dicukupkan 
menjadi 900 ml dengan menambahkan aquades. Setelah itu pH larutan diukur 
dengan pH meter dan diatur a ^ mencapai 5,8 dengan caxa menambahk^ 
NaOH 1 N jika pH laruten kurang dari 5,8 dan menamfcahkan HCl 1 N jika pH 
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larutan lebih dari 5,8. Kemudian volume larutmi dicukupkan menjadi 1 liter dengan 
menambahkan aquades. Selanjutnya media dipanaskan sami^i gula dan agar larut 
sempuma, setelah itu media dimasukkan ke dalam botol-botol kultw sebanyak 
20 ml/botol, lalu botol ditutup dengan men^un^can altmmium foil dan dibm 
label sesuai perlakuan, setelah itu n ^ i a disterilisasi dengan menggunakan 
autoclave |ada tekanan 15 psi dan suhu 121 °C selama 10 menit dan diinkubasi 
selama 1 minggu sebelum digunakan. 
3.43. Potaiiamatt planlet 

Penanaman dilakukan di dalam Lamimtr Air Flow Cabinet (LAFC) yang 
berada di ruang tanam. Planlet yang masih bmda di dsHsm botol dikelumkan dan 
diletakkan di atas petri£sh sAeA lahi dipisahkan satu p0- satu, dibmihkan dari 
media yang menempel, kemudian d^ilih planlet d e n ^ tinggt 2 cm, jisnlafa daun 
2 Ivlai, dan memiliki 2 akar. Selai^utnya planlet dimxlam di dsdam larutan 
klorox 1% selama 5 menit dan dibil^ dcaigan aq ied^ steril s ^ ^ y a k tiga kali, 
selai^utnya dilakukan penanaman. BcHol kultur d i p e ^ i ^ draig^ ias^ask kiri, 
kemudi^ dibuka tutupaya, lalu diputar sambil membakar muhd; botol di adas lampu 
tainsen. Dengan menggunakan pinset sterii planlet difflnl»l dan ditanan pada 
media, kemudian mulut botol dibakar sambil diputar lagi, lalu botol ditutup konbali 
denpoi idummum foU. i^lai^uhiya, b^ ian samping bctol ki^ltur diliUt dengan 
f^tic wrep keanudian diberi l a l ^ tanggal penanaman, lalu diai»m n ^ u r u t l»gan 
peaieliti^ di n ^ g vckxiks^ (Lampiran A\ dan dilakukan pemeliharaan. 
3.4.4. Pemeliharaan 

Pemelih^aaa n̂ hi»iti pengaturan suhu ruangan antara 21-25 °C, pemberian 
cahaya dengan Ismpn neon 20 watt yang berjarak 40 cm diatas botol kultur, serta 
m ^ a g a kondisi r u a n ^ agar tetap storil d e a i ^ menyanprc^kmi fi)rmalitt 0,04% 
set i^ akan keluar dari ruang inkulmi, dmi men^lu^kmi botol kultur jika ada 
planlet atau media yang telah terkontaminasi. 

3.5. Pengamatan 
3.5.1. Pertambahan tinggi planlet 

Pertambahan tinggi planlet i^alah selisih tinggi planlet pada saat awal 
penelitian dengan pada saat akhir paielitian- Data tinggi planlet diperoleh dengan 
cara meaigukur panjang planlet dari pangkal batang samj^ ujung titik tumbuh 
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menggunakan penggaiis. Pengukuran tinggi awal dilakukan dari luar botol kultur 
setelah penanaman dilakukan untuk mencegah kontaminasi, sedangkan pengukuran 
tinggi akhir dilakukan saat akhir pei^Utian dengan mengeluarkan planlet dari botol 
kultur. 

Pertambahan panjang daun planlet 
Pertambahan panjang daun adalah selisih panjang daun pada saat awal 

penelitian dengan pada s ^ akhir pestehtian. Pengukurmi paiyang daun sama seperti 
pengukuran tinggi planlet, daun yang diukur ^lalah daun yang tdah membuka 
sempuma. 
3.53. Pertambahan jundah akar 

Pertambahan jumlah akar adalah selisih jumlah akar pada saat awal 
penelitian dengan pada saat akhir penelitian. 
3A4. Berat kering plankt 

Pengukuran berat kering planlet dilakukan pada akhir penelitian, yaitu 
dengan mengamlnl satu tflngman sampel dari iiap unit percot^an, kemudian 
dibersibkan dengan air lalu dikeringanginkan. Setelah itu, planlet dimasukkan ke 
dalam scaph^ kertas dan dioven selama 48 jam pada suhu 70° C, kemudian 
ditimbang dengan menggunakan timl»ngan analitik. 
3.5^. Pengamatan secara visual 

Pengamatan secara visual dilakukan dengan mengamati keadaan planlet 
secara umum sepotti baituk, v/arm dan potumbuhannya. Data ditampilkan dalam 
bentuk foto. 


