4. Sterilisasi dan Inisiasi eksplan
Alat dan bahan ;

% Laminar fir Flow Cabanet

Laminar ;i Derfungsi sebagal tempet aseplik karena aSran
wdara yang dihasilkan bebas dan partikel debu dan spora
jamur. Alat i ddengakapi dengan HEPA (high efficiency
particutate air filter) dengan menggunaian ower.

Botof selai, Cawan petri

Alat potong 1 set {Pinset, scalpel, gunting dan pinset janiam)

Hertas tissus

*® # #* *

Lampu Bunsen, Sprayer, methanod alcohol, dan Air steril

Bahan sterilan {antibictik. Clorox, indine)
Langkah kerga gi dalam Eaminar :

*

Hadupkan Baminar dan nyalakan ampu Bunsen.

# Siapkan media kultur, semprot dengan alkohol 70 % kemudian
masuhan ke dalem laminas

# Lakuikan pembakaran afat potong dengan api Bunsen dan
kemudian letakan dalam bodol selai yang sudah diberi alkohol
06 %

# Stenliszsi eksplan dengan bahan sterdan
Siapkan eksplan pada cawan petri, potong bagian yang terkena
rtEiolik

* Ambil eksplan dengan pmset kemudian masukan ke dalam botol
kuhur lalu tancapkan atau letakan pada media padat.

#*  Tutup botol dengan aluminium foil atau palstik tahan panas: lalu
kencangkan dengan karet gelang.

# Beri label botol hultur sesuai dengan nama tanaman dan tanggal
penanaman.

* Letakkan di dalam rak inkubasi dengan penyinaran lampu

fluorence 300D lux setama 16 jam hidup B jam mati

5. Sublouttur

Subluttur merupakan proses pemindahan kultur yang telah diinisiasi
ke media baru untuk memperbanyak eksplan. Subkuftur dilakukan jka
media swidah berwarna cokalt atau ekspian telah memenubd bobol
Kuitur, Waktu unfuik melakukan subkuitur berkisar antara tiga sampai
enam manggu dan masa setelah tanam.

. Pengakaran, Hardening dan aklimatisasi

Tahap pengekaran menggunakan medium dengan
perambahan zat pengatur tumbubh auksin (NAAIBAL Setelah akar
twumbuh, kutur dipindahkan ke ruang hasdening wntuk peoses
lapangan kondisi planlet sudah kuat. Besilout adalah tahapan dari
proses aklimatisasi
& Helvarkan pianiet dari bodol lale cud pada air mengalir untuk
menghilangkan sgar-agar pada bekas medsa

+ Setelah bersih rendam planket dalam fungsida dan bakterisida
selama 30 menit

# Siapkan media tanam berupa kompos dan pasic dengan
perbandingan 1-1 vang telah dékukus selama 4 jam

+ Siapkan bak plastik untuk media aklim lalu tanam planiet yang
tefah disterilisasi

& Tutup bak plastik dengan plasiik transparan lalu ketakan di bawah
sungkup ataw di numah kaca. Usahakan temperatur - dgaga pada
suhu 25-28° C dengan kefembaban TO-B0 %.
Setedah 10-15 hari sunkupy'plastik penutup dibuka.

# Setelah planket menunjukan pertumbuhan maka sudah siap
dipindahkan ke media polybag.
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2, Pembuatan media tanam

o ) ' 3. Persiapan tanaman induk dan bahan eksplan
Peratatan yang digunakan dakam kuttur jaringan amtara lain yaitu

Harantina tanaman induk merupakan suatu proses mengisolas
tanaman untuk mendapatikan bahan eksplan yang steql

|. Pendahuluan

Kultur jaringan merupakan salah satu cara perbanyakan * Gelas ukur/labu takar

tanaman secara vegetatif dengan cara mengisolasi bagian tanaman Botol selai Alat dan bahan :
seperti daun, mata tunas, serta menumbuhkan bagian-bagian S — + Detergen
tersebut dalam media buatan secara aseptik k nutrisi dan 3 3
zat pergatur tumbuh dalam wadah tertutu:.lrcern}::.ic:;:ﬁ sehingza # Hertas pH /pH efectric y F“"E'_Eda i o
bagian tanaman dapat memperbanyak difi dan beregenerasi + Pipet kapder *  Antibiorti
menjadi tanaman lenghap. #  Aluminium foil/piastic tahan panas serta karet gelang | # Pupukdaun
Metode kultwr Jaringan  dikembangken  untuk membostu Media yang digunakan secara umum adalah Murashie & Skoog # Hand sprayer
memperbanyak  tanaman, khususmya tanaman yang  sulit [MS). Langkahlangkah datam pembuatan media adalah sebaga Langkah kerja ;
dikembangkan secara generatif. Bibit hasll dasi kultur jaringan . : g -
mempunyai - : i sifat mm g #* Penyeleksian dan perda;anpdr.un indiuk .
identik dengan induknya, dapat diperbamyak dalam jumiah besar o] dengan detergen #* Pembuatan kebwen pangkas dari hasil stek dan grafting pohon
datam waktu singkat, mutu dan kesehatan bibit lebih teramin, #* Timbang bahan sesuai konsentrasi dan gula sebamyak 30 gr dan inhuk
pestumbuhan bibit lebih cepat dibandingkan dengan perbanyakan agar sebanyak 8 gram # Lakukan pemyemprotan kebun pangkas dengan fungisida dan
korvensional #+ Pipet stok media MS dan vitamin serta stok zal pengatur tumbuh bakterisida sea pupuk daun secara rutin
. (ZPT) sesuai tabed lalu masukan ke dalam gelas ukur & Jika sudah muncul tunas muda maka siap digunakan untuk
“. Tll]llﬂll # Masukkan gufa ke dalam gelas ulour labu putar dengan magnetic bahan eksglan
Tujuan penggunaan metode Kultur Jaringan antara lain adalah stirer atau juga bisa diaduk secara manual # Bahan ekspian dizmbil maksimum tiga titk dari pucuk. Bahan

untuk mendapatikan bibit sesuai dengan induknya atau True of type # Ukur pH dengan kertas ph atau dengan pH elektrik sampai der-
dalam waktu singkat dan untuk memperbanyak bibit tanaman yang
sulit di kembangkan dengan biji.

eksplan lain yaitu bakal tangkai bunga dan kuncup daun.
gan kisaran 5.7-5.8, lskukan penambahan NaOH 1 N jika & Eksplan disteriisasi di luar dan di dalam laminar
kurang dan jika kisaran berebih tambahkan HCL 1 N untuk ' Persiapan Eksplan Di luar laminar :

: o e ’ # Pemotongan eksplan
[Il. Metodologi * ::::ﬂmm*wm“ o —
1 o . aeii e detom botol scial 25, | # Perendaman dengan fungisida dan bakterisida
Dilakuan dengan mencampurkan garam makro, garam miko, % Tutup botol dengan akmminium foil atau palstik tahan panas \

witamin, dan zat pengatur tumbuh dengan komsentrasi sebagai o Bt g TS o L R

RO gunakan autoklal selama 20 menit dengan tekanan 171 atm.
Volume media Volume media
Bahan kimia (mifiter) Bahan kimia [mi/Titer)
Garam makro : Garam mikro :
MNHENCS 10 1] 5
M0 10 H:B80s 5
KH2.PO4 10 MnS04H20 5
M50 TH2D 10 ZnS0u 2H=0 5
CalClz 2Hz0 10 MNazMoOy. 2HAD 5
Vitasmin - CurS0e.5H20 5
Glycing 5 CoCl 5H:0 5
Pyridhosin HCI 5 Hormon :
Thiamin HCL 5 BAR 015
Mhyo inositol 5 Hinetin 0u1-10
Fe na EDTA 5




