
in. BAHAN DAN M E T O D E 

3.1. Tempat dan Waktu 

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Fisiologi dan Kultur Jaringan 

Balai Penelitian Sei Putih Medan Sumatra Utara. Penelitian ini dilaksanakan 

selama 4 bulan mulai Mei 2006 sampai Agustus 2006. 

3.2. Bahan dan Alat 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah media MS 

(Murashige dan Skoog), zat pengatur tumbuh berupa kinetin dan lAA, aquades, 

formalin 0,04%, alkohol 70% dan 95% HCl 0,1 N , NaOH 0,1 N, tissue, eksplan 

tanaman panili yang diperoleh dari Balai Penelitian Perkebunan Sungai Putih 

Medan Sumatra Utara. 

Alat-alat yang digunakan adalah hotplate dan magnetic stirrer, erlenmeyer, 

botol kultur, gelas ukur, pH meter. Laminar Air Flow Cabinet (LAFC), autoclave, 

timbangan analitik, pinset, pipet tetes, kertas saring, corong, tabung reaksi, 

petridish, beaker, karet, lampu Bunsen, Aluminium foil, lampu neon 20 Watt. 

3.3. Metode Penelitian 

Penelitian ini merupakan eksperimen dengan menggunakan metode 

Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 9 perlakuan dan 3 ulangan, sehingga 

diperoleh 27 unit percobaan, setiap unitnya terdiri dari 4 tanaman. 
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Perlakuannya adalah sebagai berikut: 

ZPTl = Konsentrasi kinetin 0,2 ppm dan l A A 1 ppm 

ZPT2 = Konsentrasi kinetin 0,2 ppm dan lAA 2 ppm 

ZPT3 = Konsentrasi kinetin 0,2 ppm dan lAA 3 ppm 

ZPT4 == Konsentrasi kinetin 0,4 ppm dan lAA 1 ppm 

ZPT5 =-• Konsentrasi kinetin 0,4 ppm dan lAA 2 ppm 

ZPT6 = Konsentrasi kinetin 0,4 ppm dan lAA 3 ppm 

ZPT7 = Konsentrasi kinetin 0,6 ppm dan lAA 1 ppm 

ZPT8 = Konsentrasi kinetin 0,6 ppm dan lAA 2 ppm 

ZPT9 = Konsentrasi kinetin 0,6 ppm dan lAA 3 ppm 

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisis secara statistik dengan 

menggunakan Sidik Ragam dengan model linear sebagai berikut. 

Yij = n + Pi+8ij 

Dimana: 

Yij = Nilai pengamatan pada perlakuan ke-i ulangan ke-j 

1̂  = Nilai tengah umum 

Pi = Pengaruh pemberian Kinetin dan l A A 

Sjj = Galat percobaan pada perlakuan ke-i ulangan ke-j 

Data hasil pengamatan dianalisis secara sidik ragam dan dilanjutkan 

dengan uji DNMRT pada taraf 5%. 
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3.4. Pelaksanaan Penelitian 

3.4.1 Sterilisasi Alat 

Alat-alat seperti botol kultur, petridish, pisau, tangkai scalpel dicuci 

dengan menggunakan deterjen dan dibilas sampai bersih, kemudian 

disterilisasikan ke dalam autoclave dengan tekanan 15 psi pada suhu sekitar 

121 °C selama 20 menit. Setelah itu dilakukan sterilisasi lanjutan dengan 

menyimpan alat-alat selain botol, terlebih dahulu dibungkus dengan kertas 

duplikator kemudian disimpan di dalam oven dengan suhu 80 °C sampai saat akan 

digunakan. Aquades steril disimpan di tempat yang telah ditentukan, Laminar Air 

Flow Cabinet (LAFC) disemprot dengan menggunakan alkohol 90 %. 

3.4.2. Pembuatan Media 

Media yang digunakan pada penelitian ini adalah MS. Bahan-bahan 

dibuat dalam larutan stok A, B, C, D, F, E, G, lAA dan Kinetin untuk membuat 

larutan media, tiap-tiap larutan stok dipipet sesuai konsentrasi yang dianjurkan 

dapat dilihat pada Lampiran 2. 

Untuk pembuatan 1 liter media MS, ke dalam gelas piala yang berukuran 

1000 ml dipipet larutan stock A, B, C, D, E, F, G, lAA dan Kinetin sesuai dengan 

perlakuan. Kemudian volume media dicukupkan menjadi 900 ml dengan 

menambah aquadest steril. 

Sebelum dipanaskan terlebih dahulu dilakukan pengecekan keasaman 

media (pH larutan) dengan pH meter, hingga pH nya mencapai 5,8. pH 

pengaturan pFl dilakukan dengan manambahkan beberapa tetes NaOH 0,1 N 

apabila terlalu asam dan ditambahkan HCl 0,1 N apabila terlalu basa. Setelah pH 
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yang dikehendaki tercapai, volume media dicukupkan menjadi 1000 ml. Setelah 

itu dimasukJian agar sebanyak 8 g, dan panaskaii sambil diaduk di atas hot plate 

hingga mendidih. Setelah itu media dimasukkan ke dalam botol kultur sebanyak 

20 ml/botol, selanjutnya botol ditutup rapat dengan menggunakan aluminium foil. 

Media dalam botol kultur disterilkan dalam autoclave selama 15 menit pada 

tekanan 15 psi dan suhu 121 °C. 

Media yang telah steril diinkubasi selama 1 minggu di ruang inkubasi 

sebelum digunakan untuk penanaman eksplan. Hal ini bertujuan untuk 

mengetahui media kultur benar-benar dalam keadaan steril. Skema pembuatan 

media ini dapat dilihat pada Lampiran 3. 

3.4.3. Penyediaan Bahan Eksplan 

Eksplan diambil dari 3 ruas termuda tanaman panili yang telah diseleksi 

yaitu dari induk yang sehat. Kemudian dibawa ke Laboratorium untuk dipotong 

menjadi 3 mas, selanjutnya disterilisasi. 

3.4.4. Sterilisasi Eksplan 

Sebelum ditanam pada media kultur eksplan disterilisasi terlebih dahulu. 

Eksplan dicuci dengan menggunakan sabun, lalu dibilas dengan air mengalir 

kemudian direndam dalam NaClO 10 % selama 30 menit, proses sterilisasi 

dengan NaClO dilakukan di dalam LAFC dan dishaker. Setelah itu dicuci dengan 

aquades steril sabanyak tiga kali dimana pengerjaannya dilakukan di dalam LAFC 

dan di depan lampu bunsen. Pada saat pengerjaan mulut erlenmeyer di dekatkan 

ke lampu bunsen. 
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3.4.5. Persiapan Penanaman 

Sebelum dilakukan penanaman eksplan, media kultur, aquadest steril, 

pinset, gunting, petridish, aluminium foil, lampu bunsen dan korek api yang 

sebelumnya disemprot dengan alkohol 90 % dimasukkan ke LAFC. Kemudian 

lampu ultra violet (UV) dinyalakan kurang lebih 15 menit sebelum dilakukan 

penanaman agar steril. Kedua tangan disemprot dengan alkohol 70 %. 

3.4.6. Penanaman Eksplan 

Setelah lampu Ultra Violet dimatikan, maka dilakukan penanaman dengan 

mengeluarkan eksplan dari tabung erlenmeyer dan ditempatkan di petridish steril. 

Eksplan dipotong-potong pada setiap ruas kemudian dengan pinset steril di atas 

petridish, eksplan diambil dan ditanam pada media kultur yang sebelumnya telah 

dipersiapkan sesuai dengan perlakuan masing-masing. 

Sebelum ditutup dengan aluminium foil, mulut botol dipanaskan dengan 

menggunakan lampu bunsen ± 3 0 detik dahulu secara perlahan sambil diputar-

putar. Botol ditutup kembali dan dikencangkan dengan menggunakan karet 

gelang. Setiap media kultur diberikan label yang berisi tanggal penanaman dan 

perlakuan kemudian diletakkan di ruang kultur. 

3.4.7. Pemeliharaan 

Pemeliharaan meliputi pemeliharaan media pada ruangan kultur dengan 

menjaga suhu ruangan antara 25° - 27°C dan memberikan penyinaran dengan 

lampu TL 40 watt yang berjarak 25 cm di atas media. Ruangan kultur dijaga agar 

tetap steril dengan menyemprotkan secara berkala dengan 0,4 % formalin. Jika 

ada eksplan yang terkontaminasi oleh mikro-organisme segera dipisahkan dan 

dikeluarkan dari ruang kultur. 
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3.5. Pengamatan 

3.5.1. Saat muncul tunas ( hari) 

Pengamatan saat muncul tunas dihitung mulai dari saat penanaman 

eksplan sampai 50% dari seluruh populasi telah muncul yaitu ditandai dengan 

penampakan mata tunas pada eksplan panili. 

3.5.2. Saat muncul tunas ( hari) 

Pengamatan saat muncul akar dihitimg mulai dari saat penanaman eksplan 

sampai 50 % dari seluruh populasi telah muncul yaitu ditandai dengan keluamya 

akar yang telah terlihat dari batang eksplan panili. 

3.5.3. Jumlah ruas batang (ruas) 

Pengamatan dilakukan pada akhir penelitian yaitu dengan menghitung 

seberapa banyaknya mas batang yang dihasilkan oleh eksplan panili pada setiap 

perlakuan. Dihitung dari mulai mas pertama pada tunas eksplan panili. 

3.5.4. Persentase keberhasilan ("/©) 

Persentase keberhasilan dihitung pada akhir penelitian yaitu dengan 

menghitung jumlah eksplan yang masih hidup pada setiap perlakuan, kemudian 

dianalisis secara statistik. 


