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ABSTRAK

SELEKSI PLANLET JERUK KEPROK BW (Citrus reticulata Blanco)
SETELAH DIINDUKSI LARUTAN ATONIK DALAM KONDISI
CEKAMAN KEKERINGAN SECARA IN VITRO

Oleh

Ni Made Nada Elsika

Buah jeruk keprok BW (Citrus recitulata Blanco) sangat terkenal dan banyak
dibudidayakan di Propinsi Lampung. Kendala budidaya jeruk keprok BW adalah
tingkat curah hujan yang rendah sehingga menyebabkan pasokan air ke lahan
pertanian menurun dan kondisi tanah menjadi kering. Atonik dipakai sebagai Zat
Pengatur Tumbuh. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi larutan
atonik yang optimum dan konsentrasi toleran PEG 6000 untuk seleksi planlet
jeruk keprok BW yang resisten terhadap cekaman kekeringan dan mengetahui
interaksi larutan atonik dengan Polyethylene Glycol (PEG) 6000 terhadap
pertumbuhan, kandungan klorofil dan kandungan karbohidrat planlet jeruk keprok
BW. Penelitian ini dilaksanakan di ruang in vitro, Laboratorium Botani, Jurusan
Biologi, Fakultas Matematika dan IlImu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap Faktorial, yang terdiri dari
2 faktor yaitu faktor A larutan Atonik dengan 3 taraf perlakuan (0 mL/L (al), 3
mL/L (a2), 6 mL/L (a3) ), faktor B PEG 6000 dengan taraf konsentrasi (0% dan
10%) dengan 4 kali ulangan. Homogenitas ragam menggunakan uji Levene pada
taraf nyata 5%, kemudian dilanjutkan dengan Uji Two Way Factorial Anova pada
taraf nyata 5% dan uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ) pada taraf nyata 5%. Hasil
penelitian menunjukkan konsentrasi larutan atonik yang optimum terhadap
cekaman kekeringan untuk seleksi planlet jeruk BW adalah 6ml/I secara in vitro.
Konsentrasi toleran PEG 6000 untuk seleksi planlet jeruk BW yang resisten

terhadap cekaman kekeringan secara in vitro adalah 10%. Interaksi larutan atonik
éml/l dengan Polythylene Glycol (PEG) 6000 0% dapat meningkatkan
pertumbuhan, kandungan klorofil a, klorofil b, dan klorofil total. Kombinasi
atonik Oml/l dan PEG 6000 10% dapat meningkatkan kandungan karbohidrat
terlarut total pada planlet jeruk BW (Citrus reticulata Blanco).

Kata kunci : Atonik, Citrus reticulata Blanco, In Vitro, PEG 6000.
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. PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang

Buah jeruk keprok BW (Citrus reticulata Blanco) sangat terkenal dan
banyak dibudidayakan di Propinsi Lampung. Jeruk keprok BW berpotensi
menjadi produk unggulan daerah yang dapat dikembangkan dan diarahkan
untuk keperluan ekspor sehingga meningkatkan pendapatan petani sekitar
(Suhandy, 2010).

Jeruk keprok BW memiliki rasa buah yang segar dari kombinasi manis
dan asam, membuat harga jual jeruk BW ini relatif tinggi, namun masih
ada kendala yakni presentase pecah buah mencapai 60% sehingga hasil
panen hanya 40% (Balai Penelitian Tanah, 2020). Menurut Sutopo (2020),
pecah buah yang terjadi pada jeruk BW disebabkan karena fluktuasi suhu,
buah yang terlalu lebat dan ratio nutrisi hara yang tidak tepat. Maka
kendali suhu dan kelembapan tanah harus stabil dengan mengairi dan

melakukan pemeliharaan serta pemupukan tanaman jeruk.

Permintaan untuk konsumsi rumah tangga buah jeruk dari tahun 2015
sampai 2019 meningkat sebesar 0,52%/kg/kapita/tahun. Namun produksi
buah jeruk setiap tahunnya belum stabil dilihat dari perkembangan
produksi buah jeruk tahun 2011 sampai 2015 yang menurun sebesar
1,49%/tahun (Pusdatin, 2015). Indonesia termasuk daerah tropika yang
umumnya memiliki tingkat curah hujan yang rendah sehingga

menyebabkan pasokan air ke lahan pertanian menurun. Air adalah faktor



penting dalam pertumbuhan tanaman jeruk manis, pembentukan buah,
fotosintesis dan lain-lain (Peter, 2012). Jumlah curah hujan dan
distribusinya yang beragam sangat menentukan ketersediaan air bagi
tanaman (Lee and Kader, 2000).

Kekurangan air pada tanaman akan mengakibatkan terganggunya aktivitas
fisiologis maupun morfologis (Haryati, 2003). Proses — proses biokimia
yang terjadi di dalam sel akan terganggu sehingga laju fotosintesis
menurun karena kekurangan pasokan air dan menghambat sintesis protein
(Fitter and Hay, 1994).

Teknik in vitro merupakan cara untuk mendapatkan bibit yang baik.
Menggunakan varietas yang tahan terhadap kekeringan merupakan
alternatif yang dapat digunakan untuk mengatasi masalah cekaman
kekeringan pada tanaman. Seleksi cekaman kekeringan secara in vitro
dilakukan dengan pemberian agen penyeleksi ke dalam medium tanam
(Muliani dkk., 2014).

Polyetyhlene Glycol (PEG) 6000 dapat digunakan untuk seleksi ketahanan
terhadap kekeringan dengan menginduksi Polyetyhlene Glycol (PEG)
dengan berat lebih dari 4000 pada medium in vitro, karena tidak
menyebabkan keracunan pada tanaman (Lawyer, 1970). PEG dapat
menurunkan potensial air saat larut sempurna di dalam air. PEG yang
ditambahkan pada medium cair maupun padat dapat menciptakan kondisi
kekeringan sehingga dapat mengetahui respon jaringan dan menyeleksi
tanaman yang tahan terhadap cekaman kekeringan (Badami dan Amzeri,
2010).

Upaya peningkatan produktivitas jeruk BW dapat dilakukan dengan
pemberian Zat Pengatur Tumbuh (ZPT). Atonik merupakan zat yang

berfungsi mempercepat tumbuhnya akar, mengaktifkan penyerapan unsur



hara, meningkatkan keluarnya kuncup dan buah serta memperbaiki
kualitas tanaman budidaya (Sumiati, 2001).

Sejauh ini belum ada dilakukan penelitian tentang seleksi planlet jeruk
chokun BW (Citrus reticulata Blanco) setelah diinduksi larutan atonik
dalam kondisi cekaman kekeringan secara in vitro, oleh karena itu
penelitian ini perlu dilakukan untuk meningkatkan kualitas dan

produktivitas tanaman jeruk BW di Lampung.

1.2. Tujuan Penelitian

a. Mengetahui konsentrasi larutan atonik yang optimum terhadap
cekaman kekeringan untuk seleksi planlet jeruk BW secara in vitro.

b. Mengetahui konsentrasi toleran PEG 6000 untuk seleksi planlet jeruk
BW yang resisten terhadap cekaman kekeringan secara in vitro.

c. Mengetahui interaksi larutan atonik dengan Polyethylene Glycol (PEG)
6000 terhadap pertumbuhan, kandungan klorofil dan kandungan
karbohidrat planlet jeruk BW.

1.3.Kerangka Pemikiran

Tanaman buah jeruk merupakan tanaman yang banyak diminati di
Indonesia dan bernilai ekonomi tinggi. Namun produksi buah jeruk di
Indonesia belum mampu memenuhi permintaan yang tinggi sehingga perlu

perhatian dalam pengembangan tanaman buah jeruk.

Jeruk BW di Lampung banyak mengalami pecah buah. Pecah buah
disebabkan karena kurangnya pasokan air, sehingga para petani
mengalami kerugian. Cekaman kekeringan membuat produksi jeruk BW
menurun. Penggunaan Polyethylene Glycol (PEG) 6000 mempunyai
kemampuan menstimulasi keadaan cekaman kekeringan dengan

menurunkan potensial air. Teknik in vitro digunakan untuk mendapatkan



bibit yang baik dengan memperbaiki karakter dan ketahanan tanaman.
Upaya meningkatkan produktivitas jeruk BW dilakukan dengan pemberian
Zat Pengatur Tumbuh (ZPT). Atonik dapat merangsang pertumbuhan akar

dan memperbaiki kualitas tanaman.

Planlet yang dapat tumbuh pada medium yang mengandung Polyethylene
Glycol (PEG) 6000 dan diinduksi larutan atonik diduga mampu bertahan
di lingkungan alaminya dalam keadaan kekeringan. Perkecambahan jeruk
BW secara in vitro dengan penambahan larutan atonik dan PEG 6000
dapat digunakan sebagai indikator stimulasi cekaman kekeringan dalam

medium in vitro.

1.4. Hipotesis

a. Terdapat konsentrasi larutan atonik yang optimum terhadap cekaman
kekeringan untuk seleksi planlet jeruk BW secara in vitro.

b. Terdapat konsentrasi toleran PEG 6000 untuk seleksi planlet jeruk BW
yang resisten terhadap cekaman kekeringan secara in vitro.

c. Terdapat interaksi antara larutan atonik dengan Polyethylene Glycol
(PEG) 6000 terhadap pertumbuhan, kandungan klorofil dan kandungan
karbohidrat planlet jeruk BW.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Tanaman Jeruk
Klasifikasi tanaman jeruk keprok BW menurut sistem Kklasifikasi

Cronquist (1981) adalah sebagai berikut :

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Bangsa : Sapindales

Suku : Rutaceae

Marga : Citrus

Jenis : Citrus reticulata Blanco

2.2.Morfologi tanaman jeruk
1. Akar

Tanaman jeruk keprok BW (Citrus reticulata Blanco) memiliki akar
tunggang panjang dan akar serabut yang bercabang serta akar-akar
rambut. Ujung akar terdapat sel-sel epidermis seperti pipa yang
panjang dan bulu-bulu rambut akan menghisap air dan garam — garam

mineral yang menembus ke dalam tanah (Soelarso, 1996).



2. Batang

Batang jeruk keprok BW mampu tumbuh mencapai 20 meter jika tidak
dilakukan pemangkasan. Warna batang kecoklatan, bercabang dan
ranting berwarna coklat kehijauan. Permukaan kulit nampak kasar
(Aksi Agraris Kanisius, 1994).

3. Daun

Daun jeruk tebal dan berwarna hijau gelap, posisi daun berhadapan.
Tepi daun meruncing, bergerigi dan oval tumpul. Daun terdiri dari
lembaran daun besar dan lembaran daun kecil, lembaran daun kecil
biasanya terletak di dekat tangkai daun. Di ujung ranting terdapat daun
muda (Aksi Agraris Kanisius, 1994).

4. Bunga

Bunga jeruk merupakan bunga berbentuk majemuk, berkelamin dua,
jumlah kelopak bunga 4 — 5 buah dan berdaun lebar. Di dalam benang
sari terdapat tonjolan dasar bunga, bunga jeruk berwarna putih dan
harum serta banyak mengandung nektar (Pracaya, 1996).

5. Buah

Buah berbentuk bulat lonjong, kulit buah tidak terlalu tebal, dinding
kulit berpori-pori, mengandung pektin pada lapisan dalam kulit
(albedo) dan bagian luar kulit (flavedo). Daging buah berwarna kuning
segar, dan terdapat biji di dalam buah (Aksi Agraris Kanisius, 1994).
Morfologi tanaman jeruk keprok BW disajikan pada Gambar 1.



Gambar 1. Tanaman Jeruk keprok BW
Sumber : (elsika, 2021)

Jeruk keprok banyak dibudidayakan di Indonesia bahkan dalam
perdagangan, kebutuhan buah jeruk 60% dipenuhi oleh jeruk keprok
(Sarwono, 1995). Jeruk keprok merupakan komoditas hortikultura
yang memiliki nilai ekonomis tinggi sehingga dapat dikembangkan

untuk meningkatkan perekonomian nasional.

Jeruk mengandung vitamin C yang melimpah dan vitamin A yang
mencukupi kebutuhan gizi bagi tubuh. Mengandung flavonoid, pektin,
kalsium, serta asam fosfat yang baik untuk tubuh. Tidak hanya buah
yang dapat dimakan, jeruk juga dikelola dalam berbagai macam
produk seperti farfum, sabun mandi, pewangi ruangan dan lain-lain.
jeruk juga digunakan sebagai terapi kesehatan seperti pertahanan
tubuh, anti kanker, memerangi infeksi virus, dan menurunkan kadar
kolesterol (Ball, 1997).

Perbanyakan jeruk dilakukan secara vegetatif dan generatif. Sebagian
besar secara vegetatif yaitu penyambungan dan okulasi. Perbanyakan
biji dapat dilakukan hanya pada batang bawah saja. Perbanyakan jeruk
BW juga dapat dilakukan secara in vitro untuk mendapatkan bibit
jeruk keprok yang berkualitas (Nurwahyuni dkk,. 2012).

Menurut Nurwahyuni dkk. (2012), menanam jeruk harus di lahan ideal
yang memiliki lapisan tanah dalam sekitar 150 cm dan tidak kedap air.
Kedalaman air tanah 75cm, bertekstur lempung berpasir dan memiliki



pH 6. Jika pH dibawah 5 tanaman jeruk akan teracuni oleh unsur
mikro sedangkan pH diatas 7 menyebabkan tanaman kekurangan unsur
mikro. Iklim yang sesuai yaitu sinar matahari penuh dengan suhu 13°C
— 35°C serta curah hujan 1000 — 3000 mm/tahun. Masa panen buah

secara optimal sekitar 8 bulan setelah pembungaan.

2.3. Kultur Jaringan
Kultur jaringan digunakan untuk perbanyakan tanaman yang
memungkinkan perbanyakan skala besar dengan waktu relatif singkat
(Santoso dan Nursandi, 2003). Kultur jaringan merupakan metode
untuk mengisolasi bagian tanaman (protoplasma, sel, jaringan dan
organ) dengan kondisi lingkungan terkendali dan dalam keadaan
aseptik (Gunawan, 1992).

Faktor keberhasilan teknik kultur in vitro selain kondisi aseptik dan
terkontrol juga penambahan Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) pada
medium (Sugiono dan Hasbianto, 2014). Faktor lingkungan juga
berpengaruh terhadap pertumbuhan kultur jaringan yaitu pH,
kelembapan, cahaya dan temperatur (Nugroho, 2010). Teknik kultur
jaringan menggunakan bagian tanaman yang dinamakan eksplan.
Eksplan biasanya diambil dari bagian tanaman seperti ujung tunas,

batang, daun, bunga, ujung akar dan bagian biji (Cahyono, 2005).

2.4. Cekaman Kekeringan
Cekaman kekeringan berpengaruh negatif terhadap pertumbuhan
tanaman karena ketersediaan air yang kurang sehingga menjadi salah
satu kendala dalam budidaya tanaman jeruk (Hendaryono, 2000).
Ketersediaan air yang kurang mengakibatkan tanaman berada di titik
kritis sehingga berpengaruh terhadap produksi tanaman (Rahadian,
2013). Air berperan sebagai pelarut, medium transport senyawa,

medium reaksi biokimia, fotosintesis, menjaga suhu tanaman tetap



2.5.

2.6.

konstan. Kebutuhan air makin banyak seiring pertumbuhan tanaman
(Suhartono, 2008).

Tanaman yang berada dalam kondisi kekeringan akan bereaksi dengan
merespon dengan cara menghindari kekeringan (avoidance), tanaman
yang toleransi terhadap kekeringan (tolerance) dan resisten terhadap
kekeringan. Perubahan tanaman terjadi secara anatomi dan fisiologi
akibat kekeringan seperti kecepatan fotosintesis menurun,
menutupnya stomata dan tanaman layu bahkan mati (Ashraf and
Fooland, 2007).

Poly Ethylene Glycol (PEG)

PEG ditambahkan pada medium untuk menurunkan potensial osmotik
sehingga upaya ini dapat menyebabkan ketersedian air berkurang dan
menirukan kondisi cekaman kekeringan (Rahayu dkk., 2005).
Menurut Jiang and Lafitte (2007), PEG merupakan zat inert dan non

toksis yang memiliki berat molekul tinggi.

PEG bersifat stabil, mudah larut dalam air hangat, tidak beracun, tidak
bau, tidak berwarna, titik lebur tinggi (580), mudah menguap, dan
dapat mengikat pigmen. Seperti lilin putih, berbentuk padat pada suhu
ruang dan berbentuk cair pada suhu 104°C dengan berat molekul rata
—rata 1000 (Mitchel, 1972). Menurut Mirbahar et al. (2013), PEG
6000 dapat menginduksi kondisi cekaman kekeringan seperti pada

tanah kering dengan konsentrasi tertentu.

Atonik

Zat Pengatur tumbuh atonik mengandung auksin yang memiliki
kemampuan untuk menstimulasi perkembangan sel — sel meristem
dalam proses pertumbuhan tanaman. Senyawa nitro aromatik yang
terkandung dalam atonik dapat merangsang perkembangan akar dan

meningkatkan pertumbuhan tunas. Senyawa lain seperti dinitrophenol
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pada atonik berfungsi mengaktifkan penyerapan hara dan
mempercepat keluarnya kuncup (Hidayanto dkk., 2010).

ZPT yang banyak ditemukan di pasaran adalah atonik. Atonik
mengandung garam natrium senyawa fenol berwarna coklat, larut
dalam air dan memiliki aroma khas. Komponen utama terdiri dari
natrium 5-nitroguaiakol (C;HgNO4Na), natrium ortonitrofenol
(CsH4NO3zNa), natrium para-nitrofenol (CsH4sNO3Na) dan natrium 2.4-
dinitrofenol (CsH3N,OsNa) yang berpengaruh terhadap pertumbuhan
dan perkembangan tanaman seperti mempercepat aliran protoplasma,
peransang tumbuhnya akar, merangsang pembungaan dan pertunasan
serta perkembangan serbuk sari, memecah dormansi, mempercepat
fertilisasi dan pembuahan, serta meningkatkan dan memperbaiki
kualitas buah (Budi dkk, 2020).

2.7.Klorofil
Klorofil menjadi faktor penting dalam proses fotosintesis. Fotosintesis
merupakan proses pembentukan senyawa organik berupa karbohidrat
dan O, dari senyawa anorganik (CO, dan H,0) dibantu cahaya
matahari. Terdapat 2 macam klorofil yaitu klorofil a (CssH7,0OsN4sMg)
yang berwarna hijau tua dan klorofil b (CssH70OsN4sMg) yang
berwarna hijau muda. Panjang gelombang yang diserap keduanya
mencapai 600 — 700 nm dengan cahaya berwarna merah sedangkan
cahaya warna hijau paling sedikit diserap dengan panjang gelombang
500 — 600 nm. Klorofil merupakan pigmen utama di dalam kloroplas.
(Song, 2011).

Kloroplas berasal dari plastida yang belum dewasa (proplastida) tidak
berwarna dan kecil. Kloroplas pada tanaman tingkat tinggi terletak di
dalam jaringan parenkim spons dan parenkim palisade (Salisbury dan
Ross, 1991). Klorofil berkaitan dengan cekaman kekeringan sebagai

respon fisiologis tumbuhan. Dengan terjadinya kekeringan maka



11

konsentrasi klorofil menurun, disebabkan penyerapan unsur hara yang
terhambat (Nio song dan Banyo, 2011). Kurangnya ketersediaan air
menyebabkan terhambatnya sintesis klorofil pada daun karena laju

fotosintesis menurun (Hendriyani dan Setiari, 2009).

2.8.Karbohidrat

Karbohidrat merupakan senyawa organik yang memiliki kandungan
karbon, hidrogen dan oksigen dalam bentuk molekul sederhana
maupun kompleks (Christian and Vaclavik, 2003). Karbohidrat
terlarut memiliki beberapa macam seperti sukrosa, glukosa dan
fruktan. Karbohidrat terlarut total dapat dijadikan sebagai indikator
dalam analisis cekaman kekeringan. Bagian batang sering digunakan
untuk mengukur kandungan karbohidrat karena bagian batang
mengandung banyak konsentrasi gula dan menunjukkan karakterisasi
perubahan genotip pada keadaan tercekam (Kerepesi and Galiba,
2000).

Karbohidrat menjadi sumber energi utama untuk metabolisme.
Karbohidrat meliputi 90% lebih dari berat kering tanaman (Fennema,
1996). Metode Fenol-sulfur merupakan salah satu metode untuk
menganalisis kandungan karbohidrat, metode ini cukup mudah dan
akurat dalam pengukuran gula murni seperti oligosakarida,
proteoglikan, glikoprotein dan glikolipid. Adanya kandungan
karbohidrat terlarut total membantu tanaman bertahan hidup dalam

keadaan kekeringan (Masuko et al., 2005).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1.Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan januari 2021 sampai dengan
bulan maret 2021 di ruang in vitro, Laboratorium Botani, Jurusan
Biologi, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam,

Universitas Lampung.

3.2.Alat dan Bahan
Alat — alat yang digunakan pada penelitian ini adalah autoklaf, botol
kultur, cawan petri, tabung reaksi, gelas ukur, Erlenmeyer, labu takar,
beaker glass, pH meter, bunsen, pinset, gunting, mikropipet, batang
pengaduk, kompor, laminar air flow cabinet (LAFC) merk ESCO,
magnetic stirrer, timbangan analitik , spektrofotometer UV, pisau
scalpel, mata pisau scalpel (One Med), peralatan diseksi, tisu, alat tulis,

solasi, kertas label, hand sprayer, plastic wrap, dan alumunium foil.

Bahan — bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
polyethylene glycol (PEG) 6000, alkohol 70% untuk sterilisasi alat,
larutan atonik (natrium para-nitrofenol, natrium 5-nitroguaicol,
natrium ortonitrofenol, natrium 2,4 dinitrofenol), reagen biuret,
albumin, akuadest, Benzine Amino Purine (BAP), sukrosa, Plant
Preservative Mixture (PPM), Kalium Hidroksida (KOH), Asam
Klorida (HCL), dan bahan kimia medium Murashige dan Skoog (MS)
padat, agar, larutan stok organik yaitu sukrosa, vitamin, asam amino,

detergen dan baycline (digunakan untuk sterilisasi eksplan).
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3.3.Rancangan Penelitian

Penelitian dilaksanakan dengan menggunakan percobaan faktorial
yang disusun dalam Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RALF) yang
terdiri atas dua faktor yaitu faktor A : larutan atonik yang terdiri dari 3
taraf perlakuan 0 mL/L (al), 3 mL/L (a2), 6 mL/L (a3) dan faktor B:
konsentrasi Polyethylene Glycol (PEG) 6000 yang terdiri atas 2 taraf
perlakuan 0% dan 10%. Masing-masing konsentrasi dilakukan 4 kali
pengulangan dan setiap ulangan terdiri dari 4 planlet jeruk dalam
setiap botol kultur. Notasi faktor taraf kombinasi perlakuan disajikan

pada Tabel 1 dan tata letak percobaan disajikan pada Gambar 2.

Tabel 1. Notasi faktor taraf kombinasi perlakuan

Faktor A (Larutan Atonik)
B (PEG 6000) Taraf a a, az
by a; by axby asb,
b, aib azby asb,
Keterangan :

alb1l : larutan atonik 0 ml/l, PEG 6000 0%
alb?2 : larutan atonik 0 ml/l, PEG 6000 10%
a2b1 : larutan atonik 3 ml/l, PEG 6000 0%
a2b?2 : larutan atonik 3 ml/l, PEG 6000 10%
a3bl : larutan atonik 6 ml/l, PEG 6000 0%
a3b2 : larutan atonik 6 ml/l, PEG 6000 10%
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3.4.Bagan Alir Penelitian

Penelitian ini terdiri atas beberapa tahap, yaitu: (1.) Perendaman
planlet jeruk keprok BW dengan larutan atonik dengan konsentrasi
yang ditentukan sebelum penanaman dalam medium, (2.) Penanaman
planlet jeruk keprok BW ke dalam medium MS yang sudah
ditambahkan PEG sesuai konsentrasi, (3.) Analisis karakter ekspresi
yang spesifik pada planlet jeruk keprok BW resisten cekaman
kekeringan meliputi analisis presentase jumlah planlet yang hidup,
visualisasi planlet, klorofil a, klorofil b, klorofil total, dan kandungan
karbohidrat. Pengamatan dilakukan setiap hari selama 3 minggu.
Tahap penelitian disajikan dalam bentuk diagram alir yang tercantum

pada Gambar 3.
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Gambar 3. Bagan Alir Penelitian
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3.5.Pelaksanaan Penelitian

Adapun langkah dalam pelaksanaan penelitian sebagai berikut :

3.5.1.

3.5.2.

3.5.3.

Sterilisasi Alat

Alat-alat glass dan dissecting set (scalpel, mata pisau scalpel dan
pinset) dicuci menggunakan detergen dan dibilas dengan air
mengalir dan disterilisasi dengan autoklaf. Alat-alat yang terbuat
dari bahan gelas dibungkus plastik, sedangkan alat-alat yang
terbuat dari bahan logam dan cawan petri dibungkus menggunakan
kertas HVS kemudian disterilisasi dalam autoklaf pada temperatur

121°C dan tekanan 1 atm selama 30 menit.

Persiapan Medium Tanam

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah murashige
dan skoog (MS) padat. Pembuatan medium tanam MS 1 liter
dilakukan dengan menimbang larutan stok sebanyak 4,43 gram ke
dalam labu takar 1 liter. Akuades ditambahkan sampai tanda 1 liter
dan pH diatur sampai 5,5. Penambahan KOH 1 N dan HCI 1 N
untuk mendapatkan pH 5,5. Larutan tersebut dipindahkan ke dalam
wadah yang lebih besar lalu ditambahkan agar-agar sebanyak 7g/L,
sukrosa 30g/L, dan PPM 0,5ml/L. Larutan medium dipanaskan
sampai mendidih (sambil diaduk) untuk melarutkan agar-agar.
Penambahan ZPT (Zat Pengatur Tumbuh) dilakukan setelah
larutan medium selesai dipanaskan dengan tekanan 17,5 psi, 121°C
selama 15 menit-30menit. Kemudian dituangkan ke dalam botol
kultur 20ml/botol.

Persiapan Medium Seleksi

Medium Murashige dan Skoog (MS) padat ditambahkan
Polyethylene Glycol (PEG) 6000 dengan konsentrasi 0%, dan 10%.
Sebelum digunakan, PEG 6000 yang telah dilarutkan dengan

akuades disaring menggunakan syringe filter yang mempunyai
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diameter 0,45 pm sebanyak 2 kali, dilanjutkan filter berdiameter 22
pm satu kali. Penyaringan dilakukan dalam ruang steril di dalam
LAF Cabinet. Selanjutnya PEG 6000 ditambahkan ke dalam
medium MS. Sebelum digunakan, medium diinkubasi selama 7
hari pada suhu kamar (25°C) untuk memastikan PEG 6000 telah
tersaring dengan baik. Apabila dalam waktu 7 hari tidak terjadi

kontaminasi pada medium, maka medium siap digunakan.

3.5.4. Sterilisasi Biji

3.5.5.

3.5.6.

Biji jeruk keprok dikupas dari kulitnya kemudian direndam dalam
larutan bendix (fungisida) selama 30 menit, kemudian dibilas
dengan akuades sebanyak 3 kali, lalu biji dikupas lapisan kulit
arinya. Setelah itu biji direndam menggunakan bayclean 10%
selama 10 menit dilanjutkkan dengan bayclean 5% selama 15
menit. Biji dibilas dengan menggunakan akuades steril sebanyak 3
kali pengulangan. Semua kegiatan ini dilakukan dalam ruang steril

di dalam Laminar Air Flow Cabinet.

Penanaman

Biji yang telah steril kemudian dipindahkan ke cawan petri.
Selanjutnya biji ditanam pada medium MS yang dilakukan dalam
ruang steril di dalam Laminar Air Flow. Setiap botol kultur
ditanami 10 biji, sehingga total biji yang ditanam sebanyak 100 biji
dalam 10 botol kultur. Biji jeruk keprok BW ditumbuhkan hingga
menjadi planlet selama 2 minggu. Inkubasi kultur dilakukan pada
ruangan dengan penyinaran 1000 lux, 24jam/hari dan suhu sekitar
20°C.

Induksi Planlet Dengan Larutan Atonik

Akar planlet jeruk keprok BW direndam menggunakan larutan
atonik selama 10 menit terlebih dahulu sebelum ditanam. Larutan
atonik dilarutkan dengan akuades pada 3 konsentrasi yaitu Oml/L,

3ml/L, dan 6ml/L, kemudian disaring dengan syringe filter dengan
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3.5.8.

19

diameter 45 um sebanyak 2 kali dan dilanjutkkan filter berdiameter

22 pm sebanyak 1 kali.

Penanaman Pada Medium Seleksi

Planlet yang telah direndam dengan larutan atonik dipindahkan ke
dalam cawan petri, lalu ditanam pada medium Murashige dan
Skoog yang telah diberi PEG 6000 dengan berbagai konsentrasi.
Penanaman planlet jeruk keprok BW dilakukan dalam LAF
Cabinet. Setiap botol kultur ditanami 4 planlet, sehingga total
planlet yang ditanam sebanyak 96 planlet dalam 24 botol kultur.

Pengamatan
Pengamatan dilakukan pada akhir minggu ke-3 dan dievaluasi
untuk mengetahui konsentrasi PEG 6000 yang toleran terhadap
planlet jeruk keprok BW secara in vitro. Setelah 3 minggu
diinkubasi, planlet yang masih hidup dalam botol kultur kemudian
dikarakterisasi dengan parameter sebagai berikut :
a. Persentase Jumlah Planlet yang Hidup
Rumus yang digunakan untuk menghitung persentase jumlah
planlet jeruk keprok BW menurut Nurcahyani dkk. (2014)
yaitu

jumlah planlet yang hidu
] p yang pxlOO%

jumlah seluruh planlet

b. Visualisasi Planlet
Setelah diseleksi PEG 6000, visualisasi planlet meliputi warna
jeruk keprok BW dengan Klasifikasi sebagai berikut : hijau,
hijau kecokelatan dan cokelat. Menurut Nurcahyani dkk.
(2014), rumus yang digunakan untuk menghitung persentase

data visualisasi yaitu

Jumlah planlet berwarna hijau/ hijau cokelat/ cokelat X 100%

Jumlah seluruh planlet
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c. Analisis Kandungan Klorofil

Analisis kandungan klorofil menggunakan metode Miazek
(2002) dengan menggunakan spektofotometer, bahan yang
digunakan yaitu bagian daun planlet jeruk keprok BW yang
sudah diseleksi dengan PEG 6000. Daun planlet jeruk kerpok
BW yang seragam diambil dan dihilangkan ibu tulang daunnya,
kemudian digerus dengan mortar (pestle) dan ditambahkan
5mL ethanol 96%. Lalu larutan disaring dengan kertas
Whatmann No.1 dan dimasukkan ke dalam flakon lalu tutup
rapat. Larutan sampel dan larutan standar (ethanol 96%)
diambil sebanyak 1mL, dimasukkan ke dalam kuvet. Setelah
itu dilakukan pembacaan serapan dengan spektofotometer UV
pada panjang gelombang (1) 649 nm dan 665 nm, dengan
ulangan sampel sebanyak 3 kali.

Kadar klorofil dihitung menggunakan rumus sebagai berikut :

Klorofil a = 13.36 Aggs — 5.19 Agag M
w x 1000
Klorofil b = 27.43 Agse— 8.12 Ages (;)
w x 1000
Klorofil total = 22.24 Agso — 5.24 Aggs M
w x 1000

Keterangan :
Ages : Absorbansi pada panjang gelombang 665 nm
Asag : Absorbansi pada panjang gelombang 649 nm

V :Volume ethanol
W : Berat daun

. Analisis Kandungan Karbohidrat

Analisis kandungan karbohidrat terlarut total menggunakan
metode fenol-sulfur (Witham et al., 1993). Daun planlet jeruk
keprok BW diambil dan ditimbang sebanyak 0,1 gram. Daun

ditumbuk menggunakan mortar lalu diberi 10ml akuades.
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Disaring dengan kertas Whatman No.1 lalu dimasukkan ke
dalam tabung reaksi. Selanjutnya filtrat diambil sebanyak 1ml
lalu ditambahkan 1ml H,SO4 kemudian ditambahkan fenol
sebanyak 2ml. kemudian, filtrate dimasukkan ke dalam kuvet

dibaca pada panjang gelombang 490 nm.

Kandungan karbohidrat terlarut total dihitung dengan cara
membuat larutan standar glukosa yang terdiri dari beberapa
konsentrasi lalu diukur pada spektrofotometer dengan panjang
gelombang 490 nm.

3.6. Analisis Data
Data pertumbuhan planlet Jeruk BW selama seleksi dengan Poly
Ethylene Glycol (PEG) 6000 berupa data kualitatif dan kuantitatif. Data
kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif dan didukung
foto. Data kuantitatif yang didapat dari setiap parameter diuji
homegenitas terlebih dahulu dengan uji levene pada taraf nyata 5%,
kemudian dilanjutkan analisis dengan menggunakan Uji Two Way
Factorial Anova pada taraf nyata 5% dan apabila diperoleh hasil berbeda
nyata maka dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) pada taraf
nyata 5%.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, dapat disimpulkan bahwa:

1. Konsentrasi larutan atonik yang optimum untuk seleksi planlet jeruk BW
(Citrus reticulata Blanco) terhadap cekaman kekeringan secara in vitro
adalah 6ml/I.

2. Konsentrasi PEG 6000 yang toleran untuk seleksi planlet jeruk BW
(Citrus reticulata Blanco) secara in vitro adalah 10%.

3. Terdapat interaksi antara PEG 6000 dan atonik. Kombinasi perlakuan PEG
0% dan atonik 6ml/I dapat meningkatkan kandungan klorofil. Kombinasi
perlakuan PEG 10% dan atonik Oml/l dapat meningkatkan kandungan
karbohidrat.

5.2. Saran
Perlu dilakukan penelitian lanjutan terhadap planlet jeruk keprok BW (Citrus
reticulata Blanco) dengan ekstrak tanaman lain. Melakukan analisis prolin

dan analisis molekuler.
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