I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Pisang (Musa sp.) dikenal sebagai tanaman buah berupa herba yang berasal dari
Asia Tenggara, termasuk Indonesia. Pisang dapat dengan mudah ditemui di
berbagai daerah di Indonesia. Menurut FAO (2014), kini pisang menjadi tanaman
pangan paling penting nomor 8 di dunia dan nomor 4 di negara berkembang. Asia
menyumbang produksi pisang sebesar 56,4% dari total pisang dunia. Indonesia
menjadi salah satu negara penghasil pisang di Asia. Produksi pisang Indonesia
terus mengalami peningkatan dari tahun ke tahun. Berdasarkan data FAOSTAT
(2014), pada tahun 2009, 2010, 2011, 2012, dan 2013 Indonesia mampu
memproduksi pisang sebanyak 6.373.533, 5.755.073, 6.132.695, 6.189.052, dan
5.359.126 ton/tahun. Angka ini menjadikan Indonesia menempati posisi ketujuh
sebagai negara penghasil pisang terbesar di dunia, berada di bawah India, Brazil,
Cina, Uganda, Filipina, dan Equador. Billah dkk. (2014) menyatakan bahwa total
konsumsi pisang per kapita di Indonesia relatif stabil dengan kecenderungan yang
menurun dalam lima tahun terakhir. Konsumsi pisang per kapita pada tahun
2009, 2010, 2011, 2012, dan 2013, yaitu masing-masing sebesar 7,926; 6,831,
8,812; 5,788; dan 5,631 kg per kapita. Namun, peningkatan jumlah penduduk dan

kesadaran penduduk mengenai gizi diperkirakan akan menyebabkan permintaan



terhadap pisang-pisang berkualitas akan semakin meningkat pula. Pisang seperti
‘Kepok Kuning’ dan ‘Raja Bulu’ kian menjadi populer bagi masyarakat dalam

negeri karena rasanya yang enak dan bergizi.

Produksi pisang berkualitas terkendala oleh penanaman yang hanya sebatas
tanaman sampingan, luasan lahan untuk menanam pisang masih rendah,
penanaman bersifat sporadis (Direktorat Pengolahan dan Pemasaran Hasil
Hortikultura, 2005) dan ketersediaan bibit bermutu masih kurang (Billah dkk.,
2014). Padahal penyediaan buah pisang yang berkualitas mutlak diawali dengan
penyediaan bibit pisang yang berkualitas pula. Secara konvensional, bibit pisang
diperoleh dari tunas pisang anakan dengan tinggi 1-1,5 m dan lebar potongan
umbi 15-20 cm. Anakan ini berasal dari pohon yang berbuah baik dan sehat.
Pada umumnya, bibit anakan yang diambil ada dua jenis, yaitu anakan muda dan
dewasa. Namun, anakan dewasa lebih sering digunakan karena sudah mempunyai
bakal bunga dan persediaan makanan di dalam bonggol sudah banyak sehingga
laju pertumbuhannya lebih cepat. Penggunaan bibit yang berbentuk tombak (daun
masih berbentuk seperti pedang, helai daun sempit) lebih diutamakan daripada
bibit dengan daun yang lebar (Prihatman, 2000). Kelemahan sistem konvensional
ini adalah kesulitan dalam mencari bibit anakan dalam jumlah banyak dan waktu

singkat.

Kultur jaringan sudah lama dikenal sebagai perbanyakan tanaman dengan cara
cepat. Menurut Yusnita (2003), kultur jaringan merupakan suatu teknik untuk
menumbuhkembangkan bagian tanaman in vitro secara aseptik dan aksenik pada

media kultur berisi hara lengkap dan kondisi lingkungan terkendali untuk tujuan



tertentu. Kultur jaringan bermula pada teori totipotensi sel yang dikemukaan oleh
Schwann dan Schleiden bahwa setiap sel tanaman hidup mempunyai informasi
genetik dan perangkat fisiologis lengkap untuk dapat tumbuh dan berkembang
menjadi tanaman utuh pada kondisi sesuai. Teknik ini mampu menghasilkan
banyak tanaman dalam waktu yang relatif singkat, tidak memerlukan tempat yang
luas, kegiatan perbanyakan dapat dilakukan sepanjang tahun tanpa bergantung
pada musim, dan menghasilkan bibit yang sehat. Perbanyakan dengan kultur
jaringan menjadi pilihan tepat ketika permintaan pasar terhadap suatu tanaman
tinggi tetapi pasokannya rendah karena laju perbanyakannya secara konvensional

dianggap lambat.

Keberhasilan perbanyakan dengan kultur jaringan dipengaruhi oleh beberapa
faktor, yaitu genotipe tanaman, umur ontogenik, metode pembiakan in vitro, zat
pengatur tumbuh (ZPT), dan lingkungan kultur. Secara genotipe, pisang ‘Kepok
Kuning” memiliki genom BBB (Valmayor dkk., 2000). Namun menurut Yusnita
(2003), pisang ‘Kepok Kuning’ bergenom ABB. Pernyataan ini sama dengan
laporan Wahyuningtyas dkk. (2009), Damayanti dan Roostika (2010), dan Sari
dan Badruzsaufari (2013). Dalam penelitiannya, Nisa dkk. (2010) menyebutkan
bahwa perbedaan penentuan genom pisang ‘Kepok Kuning’ ini disebabkan oleh
adanya variasi sifat ciri dari Musa balbisiana dan kemiripan morfologi
antarpisang yang bergenom ABB dan BBB. Sedangkan untuk genom pisang
‘Raja Bulu’, Yusnita (2015) menyebutkan bahwa pisang ini diketahui memiliki

genom AAB.



Pisang dengan genotipe yang mengandung genom B relatif lebih sulit membentuk
tunas majemuk dibanding pisang bergenotipe AAA, seperti pisang ‘Ambon
Kuning’ dan ‘Cavendish’. Oleh karena itu, percepatan pembentukan mata tunas
dan tunas (propagul) umumnya dibantu oleh ZPT jenis sitokinin, seperti
benziladenin (BA), kinetin, isopenteniladenin (2-iP), dan thidiazuron (TDZ). Dari
berbagai sitokinin tersebut, BA menjadi sitokinin yang paling sering digunakan
karena efektifitas untuk perbanyakan propagul cukup tinggi, mudah didapat, dan
relatif lebih murah dibanding jenis sitokinin lain. Sitokinin yang memiliki
efektifitas hampir sama atau lebih tinggi dibanding BA adalah TDZ (Yusnita,

2003).

Penelitian Al-Amin dkk. (2009) menunjukkan bahwa pemberian 7,5 mg/| BAP
yang dikombinasikan dengan 0,5 mg/l NAA menghasilkan proliferasi tunas
pisang ‘BARI banana-I’ tertinggi, yaitu rata-rata 6 tunas pada 30 hari setelah
inisiasi. Pada penelitian Jannah (2014) diperoleh hasil media dengan zat pengatur
tumbuh tunggal 6 mg/l BA maupun media dengan kombinasi zat pengatur tumbuh
6 mg/l BA dan 2 mg/l kinetin menghasilkan multiplikasi tunas in vitro pisang
‘Raja Bulu’ tertinggi. Hasil penelitian Roy dkk. (2010) menunjukkan bahwa
pemberian 0,11 mg/l TDZ dapat meningkatkan tunas pisang ‘Malbhog’ menjadi
45 tunas per eksplan pada 8 minggu setelah inisiasi. Hasil yang sama juga
diperoleh pada penelitian Triyani (2014) yang menunjukkan bahwa peningkatan
konsentrasi TDZ maupun BA dapat meningkatkan multiplikasi tunas pisang ‘Raja
Bulu’. Multiplikasi tunas pisang ‘Raja Bulu’ terbaik diperoleh pada media

dengan zat pengatur tumbuh 0,05 mg/l TDZ.



Beberapa hasil penelitian melaporkan bahwa BA dan TDZ dapat meningkatkan
jumlah propagul pisang secara drastis. Namun konsentrasinya beragam untuk
setiap kultivar tanaman pisang. Pada penelitian ini akan dipelajari pengaruh
berbagai konsentrasi BA dengan dan tanpa TDZ pada multiplikasi pisang ‘Kepok

Kuning’ dan ‘Raja Bulu’ in vitro.

Berdasarkan latar belakang, maka penelitian ini dilakukan untuk menjawab

masalah yang dirumuskan dalam pertanyaan berikut:

1. Berapa konsentrasi BA tunggal yang menghasilkan rata-rata jumlah propagul
pisang ‘Kepok Kuning’ dan ‘Raja Bulu’ in vitro terbaik?

2. Apakah penambahan TDZ pada BA dapat menghasilkan rata-rata jumlah
propagul pisang ‘Kepok Kuning’ dan ‘Raja Bulu’ in vitro terbaik?

3. Berapa konsentrasi BA yang ditambahkan dengan TDZ yang menghasilkan
rata-rata jumlah propagul pisang ‘Kepok Kuning’ dan ‘Raja Bulu’ in vitro

terbaik?

1.2 Tujuan Penelitian

Berdasarkan identifikasi dan rumusan masalah, maka tujuan penelitian ini adalah

sebagai berikut.

1. Menentukan konsentrasi BA tunggal yang menghasilkan rata-rata jumlah
propagul pisang ‘Kepok Kuning’ dan ‘Raja Bulu’ in vitro terbaik.

2.  Mempelajari pengaruh penambahan TDZ pada BA terhadap rata-rata jumlah

propagul pisang ‘Kepok Kuning’ dan ‘Raja Bulu’ in vitro.



3. Menentukan konsentrasi BA dengan pemberian TDZ yang menghasilkan
rata-rata jumlah propagul pisang ‘Kepok Kuning’ dan ‘Raja Bulu’ in vitro

terbaik.

1.3 Landasan Teori

Dalam rangka menyusun penjelasan teoritis terhadap pertanyaan yang telah

dikemukaan, penulis menggunakan landasan teori sebagai berikut.

Kultivar pisang yang ada saat ini berasal dari dua spesies pisang liar berbiji, yaitu
Musa acuminata (genom A) dan Musa balbisiana (genom B). Persilangan
keduanya menyebabkan adanya variasi jenis pisang. Persilangan ini dapat terjadi
melalui hibridisasi alami maupun dengan campur tangan manusia. Pisang ‘Kepok
Kuning’ dan ‘Raja Bulu” merupakan hasil persilangan yang terjadi secara alami
antara Musa acuminata dengan Musa balbisiana yang menghasilkan masing-
masing genom ABB dan AAB. Pisang dengan genom ABB ditandai dengan ciri
buah berukuran sedang, sangat bersegi, kulit buah tebal, daging buah masak
kuning, dan cocok sebagai buah olahan. Sedangkan pisang dengan genom AAB
dicirikan dengan buah panjang gemuk, ujung buah tumpul, dan cocok sebagai
buah olahan maupun dimakan segar. Dari segi morfologi, pisang dengan genom
ABB memiliki tepi tangkai daun yang umumnya menutup, pangkal helaian daun
bertelinga, dan bakal biji selalu tersusun 4 baris teratur dalam ruang bakal biji.
Pisang dengan genom AAB memiliki tepi daun yang membuka tegak, pangkal
helaian daun membulat, dan bakal biji selalu tersusun 2 baris teratur dalam ruang

bakal biji (Jumari dan Pudjoarinto, 2000).



Penelitian Meldia dkk. (2012) menunjukkan bahwa inisiasi eksplan pisang dengan
genom ABB maupun AAB lebih lama dibanding genom AAA. Selain itu,
persentase membentuk tunas dan jumlah tunas yang dihasilkan juga lebih rendah
dibanding jenis pisang lain. Hal ini karena pisang bergenom B memiliki tingkat
kandungan fenol dan aktivitas polyphenoloxidase lebih tinggi dibanding yang lain.
Kandungan fenol yang tinggi pada eksplan ditandai dengan warna coklat pada
eksplan akibat pelukaan permukaan eksplan. Senyawa fenol bersifat toksik bagi

jaringan eksplan sehingga pertumbuhan dan perkembangan eksplan terganggu.

Sitokinin merupakan zat pengatur tumbuh yang memiliki andil besar dalam
pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Menurut Sheen (2002), sitokinin
mampu mengontrol pembelahan sel (sitokinesis), inisiasi meristem tunas,
diferensiasi daun dan akar, biogenesis kloroplas, toleransi stres, dan senescens.
Bersama dengan auksin, sitokinin dapat mengubah sel daun yang telah
terdiferensiasi menjadi sel induk dan meregenerasi tunas tanpa batas dalam kultur
jaringan tanaman. Salisbury dan Ross (1995) menyatakan bahwa sitokinin
mampu mendorong pembelahan sel dalam teknik kultur jaringan melalui
peningkatan aktivitas peralihan dari G2 (persiapan pembelahan sel) ke mitosis
pada sistem daur sel. Peningkatan aktivitas ini dapat terjadi karena sitokinin
mampu menaikkan laju sintesis protein. Beberapa protein tersebut berupa protein
pembangun atau enzim yang dibutuhkan untuk mitosis. Sintesis protein ini
ditingkatkan dengan cara memacu pembentukan mRNA yang menyandikan
protein tersebut. Untuk melakukan hal ini, sitokinin diduga memacu produksi
protein inti melalui translasi di sitosol. Selain itu, translasi pesan genetik menjadi

protein juga dapat dipercepat dengan cara meningkatkan kestabilan mRNA.



Namun di lain sisi ternyata juga terjadi perubahan tingkat mMRNA yang diduga
karena sitokinin dapat memacu transkripsi beberapa gen dan menekan transkripsi
gen lain. Oleh karena itu, disimpulkan bahwa sitokinin umumnya bekerja pada
transkripsi, pada kestabilan mRNA, atau pada translasi. Bahkan bisa pula
sitokinin mempengaruhi ketiga proses tersebut di spesies atau bagian tumbuhan

yang berlainan.

Selain sitokinesis, efek lain yang disebabkan oleh sitokinin adalah terjadinya
pemelaran sel. Percobaan dengan sel kotiledon lobak dan mentimun
membuktikan bahwa pemberian sitokinin dapat menyebabkan dinding sel
mengendur secara inversible dalam tekanan turgor yang biasa. Hal ini
membuktikan terjadinya peningkatan plastisitas dinding sel sehingga sel dapat
membesar lebih cepat. Pembelahan yang diikuti dengan pembesaran sel ini akan
membentuk tunas tanaman apabila nisbah sitokinin-auksin tinggi (Salisbury dan

Ross, 1995).

Menurut Kusmianto (2008), induksi sel oleh sitokinin diawali dengan pengikatan
sitokinin pada protein penerima atau cytokinin binding protein (CBP) yang
terdapat di membran sel. Pengikatan ini menyebabkan terjadinya aktivasi di
bagian transmembrane domain sehingga terjadi autofosforilasi pada kompleks
protein histidine kinase (HK). Ikatan fosfat pada protein HK mengaktifkan kerja
protein histidine phosphotransfer (HP). Protein HP yang telah mengikat fosfat
masuk ke dalam efector response regulator (ERR) dengan memberi gugus fosfat

kepada ERR. ERR terdiri atas bagian utama, yaitu reseptor fosfat, bagian DNA,



dan aktivator transkripsi. Setelah gugus fosfat terikat pada reseptor, bagian DNA

yang terikat pada ERR akan ditranskripsikan sebagai pemicu sitokinesis.

Penelitian yang dilaporkan oleh Sari (2012) menyatakan bahwa peningkatan
konsentrasi BA (2, 4, 6 mg/l) menyebabkan terjadi peningkatan jumlah tunas
pisang ‘Ambon Kuning’. Jumlah tunas terbanyak dihasilkan oleh eksplan yang
ditanam pada media dengan 6 mg/l BA, yaitu 16,44 tunas. Penelitian selanjutnya
menunjukkan bahwa terdapat dosis maksimum penggunaan BA. Penelitian
Yusnita dkk. (2015) dengan 3 taraf konsentrasi BA, yaitu 2,5 mg/l, 5 mg/l, dan 7,5
mg/l menunjukkan bahwa terjadi peningkatan jumlah tunas pada 2,5 dan 5 mg/I
BA dan jumlah tunas menurun pada konsentrasi 7,5 mg/l BA. Hasil penelitian ini
tidak jauh berbeda dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Avivi dan
Ikrarwati (2004), Muhammad dkk. (2007) dan Bhosale dkk. (2011). Avivi dan
Ikrarwati (2004) melaporkan bahwa peningkatan parameter jumlah tunas pisang
‘Abaca’ terjadi pada konsentrasi 4, 5, dan 6 mg/l lalu penurunan jumlah tunas
terjadi pada konsentrasi 7 mg/l BA. Penelitian Muhammad dkk. (2007) pada
pisang ‘Basrai’ menunjukkan bahwa pada konsentrasi 2, 4, dan 6 mg/I terjadi
peningkatan jumlah tunas pisang kemudian penurunan jumlah tunas terjadi pada
konsentrasi 8 mg/l BA. Penelitian Bhosale dkk. (2011) menyatakan bahwa terjadi
peningkatan jumlah tunas pisang ‘Ardhapuri’ dan ‘Basrai’ pada 3, 5, 7 mg/l BA
dan penurunan jumlah tunas pada 9 mg/l BA. Sedangkan pada pisang ‘Shrimanti’
peningkatan jumlah tunas terjadi pada konsentrasi 3 dan 5 mg/l BA lalu jumlah
tunas menurun pada 7 dan 9 mg/l BA. Hal ini menunjukkan bahwa setiap jenis
pisang membutuhkan konsentrasi BA yang berbeda-beda untuk dapat

menghasilkan jumlah tunas maksimal.
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Selain BA, TDZ juga merupakan jenis sitokinin yang biasa digunakan dalam
kultur jaringan. Penggunaan TDZ dengan konsentrasi 2 UM (setara dengan 0,44
mg/l) dapat meningkatkan jumlah tunas pada pisang ‘Baka Baling’, ‘Nangka’, dan
‘Rastali’ dan 5 uM (setara dengan 1,1 mg/l) pada pisang ‘Berangan Intan’ dan
‘Berangan’ (Shirani dkk., 2009). Hasil penelitian Isnaeni (2008) dan Triyani
(2014) menunjukkan bahwa penggunaan TDZ pada konsentrasi rendah (0,04 mg/I
dan 0,05 mg/l) lebih efektif dibandingkan penggunaan BA pada konsentrasi lebih
tinggi (3 mg/l dan 6 mg/l). Hal ini karena diduga TDZ mampu memacu produksi
sitokinin endogen dan berperan sebagai inhibitor sitokinin oksidase. Sitokinin
oksidase merupakan enzim yang dapat menghilangkan keaktifan sitokinin tipe
adenin bebas seperti BA. Oleh karena itu, penambahan TDZ dapat meningkatkan

kerja sitokinin endogen maupun eksogen (Kusmianto, 2008).

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa kombinasi BA dan TDZ dapat
meningkatkan jumlah tunas pisang in vitro. Kumar dkk. (2011) melaporkan
bahwa kombinasi 4 mg/l BA dan 0,4 mg/l TDZ mampu menghasilkan tunas
pisang ‘Puttabale’ terbaik di antara perlakuan lain. Hal sejenis juga dilaporkan
oleh Yusnita dan Hapsoro (2013) yang menyebutkan bahwa kombinasi 2 mg/l BA
dan 0,01 mg/l TDZ mampu meningkatkan pembentukan propagul per eksplan
pada kultur in vitro pisang ‘Tanduk’ sebesar sepuluh kali lipat dibanding media

dengan 2 mg/l BA.

1.4 Kerangka Pemikiran

Berdasarkan landasan teori yang telah dikemukakan, berikut ini disusun kerangka

pemikiran untuk memberikan penjelasan terhadap rumusan masalah.
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Pisang ‘Kepok Kuning’ dan ‘Raja Bulu’ merupakan pisang hasil hibridisasi alami
antara Musa acuminata dengan Musa balbisiana yang masing-masing
menghasilkan genom ABB dan AAB. Genom B pada jenis pisang ini
menyebabkan inisiasi dan multiplikasi tunas relatif lebih lama. Hal ini karena
kandungan senyawa fenol yang lebih tinggi pada pisang bergenom B dibanding
pisang bergenom A saja. Senyawa fenol ditandai dengan adanya warna hitam di
sekitar eksplan ketika bereaksi dengan oksigen. Senyawa ini muncul akibat
pelukaan dan bersifat toksik pada eksplan sehingga mengganggu pertumbuhan
dan perkembangan tanaman. Oleh karena itu, komposisi media kultur yang tepat
diharapkan dapat mempercepat inisiasi dan multiplikasi tunas pisang ‘Kepok
Kuning’” maupun pisang ‘Raja Bulu’ sehingga eksplan tidak mati akibat fenolik

yang dikeluarkannya.

Sitokinin merupakan zat pengatur tumbuh yang digunakan untuk multiplikasi
tunas pada kultur jaringan tanaman. Sitokinin berperan penting dalam
pembelahan sel (sitokinesis). Sitokinin mendorong sitokinesis melalui sistem
kerjanya yang mampu mempengaruhi proses yang terjadi di DNA. Sitokinin
dapat mempercepat laju transkripsi sehingga memacu aktivitas gen-gen tertentu.
Selain itu sitokinin juga mampu meningkatkan kestabilan mRNA sehingga laju
translasi meningkat. Peningkatan laju translasi menyebabkan peningkatan laju
sintesis protein sehingga mempersingkat replikasi DNA (fase S pada daur sel).
Akibatnya, waktu peralihan dari fase G2 (persiapan pembelahan sel) ke mitosis
berlangsung lebih singkat. Pembelahan sel pun akan berlangsung lebih cepat.
Selain pada pembelahan sel, sitokinin juga berperan dalam peningkatan plastisitas

dinding sel sehingga pembesaran sel terjadi lebih cepat. Oleh karena itu,
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penambahan sitokinin ke dalam media kultur dapat mempercepat pembelahan
sekaligus pembesaran sel. Apabila konsentrasi sitokinin di dalam eksplan lebih
tinggi dibanding konsentrasi auksin, sel-sel yang membelah dan membesar tadi

akan membentuk tunas.

Benziladenin (BA) dan thidiazuron (TDZ) merupakan jenis sitokinin yang biasa
digunakan dalam kultur jaringan. Beberapa penelitian terkait dengan BA pada
perbanyakan tunas berbagai pisang in vitro menyebutkan bahwa konsentrasi BA
yang semakin tinggi dapat menghasilkan tunas pisang yang semakin banyak pula
pada dosis optimum tertentu. Dosis ini berbeda untuk setiap jenis pisang.
Beberapa pisang mengalami peningkatan multiplikasi tunas pada konsentrasi BA
mencapai 6 mg/l kemudian menurun pada konsentrasi BA lebih dari 6 mg/I.
Beberapa penelitian dengan TDZ menunjukkan bahwa pemberian TDZ dalam
konsentrasi yang lebih rendah dibanding BA dapat meningkatkan jumlah tunas
pisang. Kombinasi BA dengan TDZ diduga dapat meningkatkan multiplikasi
tunas pisang in vitro karena sifat TDZ yang diduga mampu meningkatkan kerja
sitokinin endogen maupun eksogen. Hal ini terbukti dari penelitian pisang
‘Tanduk’ yang menunjukkan bahwa kombinasi 2 mg/l BA dengan 0,01 mg/l TDZ
menghasilkan tunas pisang sepuluh kali lebih banyak dibanding BA tunggal 2

mg/l.
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Gambar 1. Alur kerangka berpikir

1.5 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pemikiran, maka penulis mengajukan hipotesis sebagai

berikut.

1. Peningkatan konsentrasi BA tunggal dapat meningkatkan rata-rata jumlah
propagul pisang ‘Kepok Kuning’ dan ‘Raja Bulu’ in vitro.

2. Penambahan TDZ ke dalam media yang mengandung BA dapat meningkatkan
rata-rata jumlah propagul pisang ‘Kepok Kuning’ dan ‘Raja Bulu’ in vitro
dibandingkan penggunaan BA tunggal.

3. Peningkatan konsentrasi BA yang dikombinasikan dengan TDZ dapat
meningkatkan rata-rata jumlah propagul pisang ‘Kepok Kuning’ dan ‘Raja

Bulu’ in vitro.



