
 

 

 

 

 

 

III. BAHAN DAN METODE 

 

 

 

 

Penelitian ini terdiri atas 2 percobaan, yaitu: 

1. Pengaruh konsentrasi benziladenin dengan dan tanpa thidiazuron terhadap 

multiplikasi tunas pisang ‘Kepok Kuning’ (genom ABB) eksplan primer (dari 

bonggol). 

2. Pengaruh konsentrasi benziladenin dengan dan tanpa thidiazuron terhadap 

multiplikasi tunas pisang ‘Raja Bulu’ (genom AAB) eksplan sekunder. 

 

 

3.1 Percobaan I.  Pengaruh Konsentrasi Benziladenin dengan dan tanpa 

Thidiazuron terhadap Multiplikasi Tunas Pisang ‘Kepok 

Kuning’ (Genom ABB) Eksplan Primer (dari Bonggol)  

 

 

3.1.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Ilmu Tanaman, Fakultas Pertanian, 

Universitas Lampung pada November 2014 sampai Juni 2015. 

 

 

3.1.2 Metode Penelitian 

Untuk menjawab pertanyaan dalam rumusan masalah dan untuk menguji hipotesis 

yang diajukan, maka rancangan perlakuan yang digunakan adalah rancangan 

faktorial 4x2.  Faktor pertama adalah empat taraf konsentrasi benziladenin (BA), 

yaitu 1 mg/l, 2 mg/l, 4 mg/l, dan 6 mg/l.  Faktor kedua adalah pemberian 
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thidiazuron (TDZ), yaitu 0 mg/l dan 0,01 mg/l.  Masing-masing dari perlakuan 

tersebut ditambahkan ke dalam media dasar MS (Murashige dan Skoog).  

Rancangan percobaan yang digunakan adalah rancangan teracak sempurna (RTS).  

Masing-masing perlakuan diulang tiga kali.  Setiap satuan percobaan terdiri atas 

tiga botol kultur.  Setiap botol terdiri atas satu eksplan.  Perlakuan yang diterapkan 

disajikan pada Tabel 1 berikut ini. 

Tabel 1.   Perlakuan zat pengatur tumbuh yang ditambahkan ke dalam media dasar 

MS (Murashige dan Skoog). 

 

Perlakuan ke- BA (mg/l) TDZ (mg/l) 

1 1 0 

2 2 0 

3 4 0 

4 6 0 

5 1 0,01 

6 2 0,01 

7 4 0,01 

8 6 0,01 

 

 

 

Pada penelitian ini, homogenitas data diuji dengan uji Bartlett.  Apabila asumsi 

terpenuhi, selanjutnya dilakukan analisis ragam.  Pemisahan nilai tengah dilakukan 

dengan uji beda nyata terkecil (BNT) pada taraf 5%. 

 

 

3.1.3 Pelaksanaan Penelitian 

3.1.3.1 Sterilisasi Botol dan Alat 

Semua alat yang digunakan dalam kegiatan kultur jaringan harus berada dalam 

kondisi aseptik.  Sterilisasi botol sebagai tempat kultur merupakan langkah pertama 

yang harus dilakukan.  Sterilisasi botol dilakukan dalam 2 tahapan.  Tahap 1, botol 

hasil kultur sebelumnya disterilisasi menggunakan autoklaf Budenberg selama 30 
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menit pada suhu 121oC dan tekanan 1,5 kg/cm2.  Selanjutnya botol dicuci dengan 

menghilangkan sisa media tanam sebelumnya dan direndam dalam air yang telah 

dicampur detergen dan 5 tutup botol desinfektan selama 1 malam.  Tahap 2, Botol 

yang sudah direndam dicuci bersih seluruh bagiannya dan kertas label yang tertera 

pada botol dihilangkan.  Botol yang sudah bersih dibilas menggunakan air mengalir 

lalu direndam air panas selama 15 menit.  Botol hasil rendaman kemudian 

ditiriskan dan ditutup dengan plastik menggunakan karet.  Sterilisasi tahap akhir 

dilakukan menggunakan autoklaf Tomy selama 30 menit pada suhu 121oC dan 

tekanan 1,5 kg/cm2. 

Alat yang digunakan berupa alat diseksi (pinset dan scalpel), cawan petri, keramik, 

botol schott, kapas, dan gelas ukur.  Alat diseksi, cawan petri, dan keramik yang 

sudah bersih dibungkus menggunakan kertas lalu dimasukkan ke dalam plastik 

tahan panas.  Botol schott diisi ¾ air sebagai persiapan untuk air steril.  Kapas 

bersih dimasukkan ke dalam botol kultur steril.  Gelas ukur diberi penutup pada 

bagian mulutnya menggunakan kertas alumunium foil dan plastik tahan panas.  

Seluruh alat disterilisasi menggunakan autoklaf Tomy selama 30 menit pada suhu 

121oC dan tekanan 1,5 kg/cm2. 

 

 

3.1.3.2 Pembuatan Media 

Sebelum dilakukan pembuatan media, semua alat gelas dan nongelas (gelas beaker 

ukuran 2 L, 1 L, dan 500 ml; gelas ukur ukuran 10 ml, 25 ml, 100 ml, 250 ml, 1000 

ml, dan 2000 ml; pipet tetes; labu ukur 500 ml dan 1000 ml; magnet; pinset; 

spatula; dan panci enamail) yang akan digunakan dibilas dengan menggunakan 

aquades terlebih dahulu. 
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Terdapat 2 jenis media yang digunakan pada penelitian ini, yaitu media prekondisi 

dan media perlakuan.  Kedua media tersebut menggunakan media dasar MS.  

Media prekondisi berisi garam-garam MS (tertera pada Tabel 6 di lampiran), 50 

mg/l  asam sitrat, 150 mg/l asam askorbat, 2 mg/l BA, 0,005 mg/l TDZ, dan 30 g/l 

sukrosa.  Komposisi media perlakuan sama dengan media prekondisi, hanya saja 

BA dan TDZ yang digunakan sesuai dengan perlakuan. 

Pembuatan media dilakukan dengan melarutkan garam-garam MS, 50 mg/l  asam 

sitrat, 150 mg/l asam askorbat, BA, TDZ, dan 30 g/l sukrosa hingga homogen.  

Penghomogenan dilakukan menggunakan magnetic stirrer.  Larutan yang telah 

homogen ditera dengan aquades menggunakan labu ukur 1 L (untuk pembuatan 1 L 

media).  Setelah itu, larutan kembali dihomogenkan lalu pH larutan media 

ditetapkan menjadi 5,8 menggunakan pH meter.  Penetapan pH dilakukan dengan 

menambahkan beberapa tetes KOH 1 N jika pH kurang dari 5,8 dan menambahkan 

beberapa tetes HCl 1 N jika pH lebih dari 5,8.  Selanjutnya larutan media 

dimasukkan ke dalam panci enamail yang telah berisi 8 g/l agar-agar.  Larutan 

media dimasak hingga mendidih.  Selama proses memasak, pengadukan terus 

dilakukan supaya larutan media dan agar-agar tercampur rata.  Sebanyak 25-30 ml 

media dituangkan ke dalam botol kultur steril lalu ditutup menggunakan plastik, 

diikat dengan karet, dan diberi label sesuai dengan komposisi media.  Untuk 1 L 

media dibutuhkan kurang lebih 30 botol kultur steril.  Larutan media kemudian 

disterilisasi menggunakan autoklaf Tomy selama 7 menit pada suhu 121oC dan 

tekanan 1,5 kg/cm2.  Setelah sterilisasi berakhir, media dikeluarkan dari autoklaf, 

didiamkan hingga dingin, lalu disimpan dalam ruang kultur. 
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3.1.3.3 Bahan Tanaman 

Kultivar pisang yang digunakan pada percobaan I ini adalah ‘Kepok Kuning’.  

Bahan tanam yang digunakan berupa eksplan mata tunas (tunas apikal dan aksilar) 

yang berasal dari bonggol tanaman pisang.  Bonggol pisang didapatkan dari 

Gedong Tataan, Kabupaten Pesawaran, Lampung Selatan.  Pengambilan bonggol 

pisang dilakukan dengan menggali tanah di sekitar anakan lalu bonggol dipisahkan 

dari tanaman induk menggunakan sabit.  Bonggol yang digunakan adalah bonggol 

dengan diameter 10-15 cm dengan tinggi batang semu 45-50 cm. 

 

 

3.1.3.4 Persiapan Eksplan 

Bonggol anakan pisang dibersihkan dari tanah maupun kulit batang semu yang 

sudah membusuk.  Beberapa lapisan kulit batang semu dibuang dengan pisau 

hingga terlihat batang semu berwarna putih (tersisa 3-4 lapis).  Bagian bonggol di 

sekitar batang semu dicungkil menggunakan pisau dengan bentuk segilima 

sehingga diperoleh eksplan berupa jaringan meristematik berdiameter 5-8 cm dan 

batang semu setinggi 8-10 cm (Gambar 4).  Eksplan selanjutnya direndam dalam 

larutan 150 mg/l asam askorbat dan 2 g/l fungisida Mankozeb selama 30 menit.  

Rendaman eksplan kemudian dibawa ke laboratorium untuk dilakukan sterilisasi 

permukaan eksplan. 

Bonggol pisang yang sudah diambil mata tunasnya sebagai eksplan, direndam 

dengan 2 g/l Growmore dan 2 g/l fungisida Mankozeb selama 10-15 menit.  

Bonggol yang sudah direndam selanjutnya ditanam dalam bedengan yang sudah 

disiapkan. 
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Gambar 4.  Calon eksplan berupa jaringan meristematik berdiameter 5-8 cm dan 

batang semu setinggi 8-10 cm 

 

 

 

3.1.3.5 Sterilisasi dan Penanaman Eksplan 

Sterilisasi permukaan eksplan dilakukan di ruang persiapan dan ruang tanam 

laboratorium Ilmu Tanaman.  Ukuran eksplan diperkecil dengan menyisakan 2-3 

lapis kulit saja.  Eksplan direndam dalam larutan detergen selama 15-25 menit lalu 

dibilas dengan air mengalir sehingga kotoran dan fungisida tidak lagi menempel 

pada permukaan eksplan.  Eksplan yang telah bersih kemudian dimasukkan ke 

dalam botol schott untuk proses sterilisasi selanjutnya. 

Sterilisasi pertama dilakukan dengan menggunakan larutan desinfektan 50%. 

Desinfektan yang digunakan adalah desinfektan yang mengandung bahan aktif 

5,25% NaOCl.  Pembuatan larutan desinfektan 50% dilakukan dengan melarutkan 

50 ml larutan desinfektan ke dalam 50 ml air steril.  Larutan tersebut dimasukkan 

ke dalam botol schott yang telah berisi ekplan pisang kemudian ditambahkan cairan 

Tween-20 sebayak 2 tetes/100 ml.  Larutan ini dikocok menggunkan shaker selama 

30 menit.  Setelah itu, eksplan dibilas dengan air steril hingga bersih (± 3 kali). 
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Proses selanjutnya dilakukan di dalam laminar air flow cabinet (LAFC).  Eksplan 

diperkecil lagi menggunakan alat diseksi hingga bagian meristem bonggol 

berukuran 1,5 x 1,5 cm dan tinggi batang semu adalah 2-2,5 cm.  Pemotongan 

dilakukan dengan menghilangkan bagian yang rusak dan menghitam akibat 

sterilisasi awal.  Kulit batang semu dikupas hingga tersisa 1-2 lapis saja.  Setelah 

itu eksplan dimasukkan ke dalam larutan 150 mg/l asam askorbat.  Hal ini 

bertujuan agar eksplan tidak menghitam. 

Sterilisasi kedua dilakukan sebelum eksplan ditanam ke media.  Sterilisasi ini 

menggunakan larutan desinfektan yang sama dengan sterilisasi pertama tetapi 

kadarnya diturunkan menjadi 15%.  Larutan desinfektan 15% dibuat dengan cara 

melarutkan 15 ml larutan desinfektan ke dalam 85  ml air steril dan ditambahkan 

dengan Tween-20 sebanyak 2 tetes/100 ml.  Pengocokan dilakukan secara manual 

menggunakan tangan selama 10 menit.  Setelah itu, eksplan dibilas dengan air steril 

hingga bersih (± 3 kali).  Eksplan ditiriskan kemudian ditanam ke dalam media 

prekondisi (Gambar 5).  Penanaman eksplan pada media prekondisi dilakukan 

untuk menyeragamkan kandungan sitokinin yang ada pada eksplan sekaligus 

seleksi terhadap eksplan-eksplan yang kontaminan.  Eksplan berada di media 

prekondisi selama 4 minggu.  Eksplan disimpan dalam ruang kultur bersuhu 24-

26oC dengan intensitas cahaya 1.000-10.000 lux. 

 

 
 

Gambar 5. Penanaman eksplan di media prekondisi 



32 
 

Subkultur (pemindahan) eksplan ke media prekondisi yang baru dilakukan untuk 

tindakan penyelamatan dan peremajaan.  Penyelamatan dilakukan bila ditemukan 

adanya kontaminasi akibat cendawan maupun bakteri.  Apabila kontaminasi terjadi 

sangat parah, maka eksplan disterilisasi dengan larutan desinfektan 5% selama 5 

menit sebelum ditanam ke media yang baru.  Peremajaan dilakukan setiap kali 

eksplan mengalami blackening akibat fenolik yang dikeluarkannya.  Apabila 

fenolik yang dikeluarkan terlalu banyak, bagian meristem pisang cukup dikerok 

(dikikis) sedikit untuk menghilangkan warna hitam yang timbul akibat fenol. 

 

 

  
 

Gambar 6. Eksplan yang terkontaminasi (a) cendawan dan (b) bakteri 

 

 

 

3.1.3.6 Subkultur ke Media Perlakuan 

Subkultur ke media perlakuan dilakukan 4 minggu setelah tanam (MST).  Pada 

tahapan ini, seluruh eksplan dihomogenkan ukurannya dalam LAFC.  Bagian 

meristem bonggol berukuran 1-1,5 x 1-1,5 cm dan bagian batang semu berukuran 

tinggi 0,6-1 cm.  Setelah dilakukan pemotongan menggunakan alat diseksi, eksplan 

ditanam pada media perlakuan.  Subkultur eksplan ke media baru dilakukan pada  

4, 8, 12, 16, 20, dan 24 minggu setelah perlakuan (MSP). 

 

 

a b 
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3.1.3.7 Pengamatan 

Variabel yang diamati adalah sebagai berikut. 

1. Perkembangan umum eksplan.  Perkembangan umum eksplan diamati dengan 

melihat perkembangan yang terjadi pada eksplan mulai dari awal tanam hingga 

28 MSP setiap satu minggu sekali.  Variabel pengamatan ini digunakan sebagai 

data deskriptif untuk menjelaskan kondisi umum eksplan. 

2. Jumlah propagul per eksplan.  Propagul adalah mata tunas dan tunas aksilar 

yang tumbuh dari ketiak bonggol eksplan.  Pengamatan variabel ini dilakukan 

sejak muncul mata tunas ataupun tunas aksilar sampai 28 MSP setiap satu 

minggu sekali. 

3. Penampilan visual eksplan.  Penampilan visual diamati dengan mengambil 

gambar eksplan menggunakan kamera pada 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, dan 28 MSP.  

Variabel pengamatan ini digunakan sebagai penunjang hasil pengamatan 

variabel lainnya. 

 

 

 

3.2 Percobaan II. Pengaruh Konsentrasi Benziladenin dengan dan tanpa 

 Thidiazuron terhadap Multiplikasi Tunas Pisang ‘Raja 

 Bulu’ (Genom AAB) Eksplan Sekunder  

 

3.2.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Ilmu Tanaman, Fakultas Pertanian, 

Universitas Lampung pada Maret 2015 sampai Juni 2015. 
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3.2.2 Metode Penelitian 

Untuk menjawab pertanyaan dalam rumusan masalah dan untuk menguji hipotesis 

yang diajukan, maka rancangan perlakuan yang digunakan adalah rancangan 

faktorial 4x2.  Faktor pertama adalah empat taraf konsentrasi BA, yaitu 1 mg/l, 2 

mg/l, 4 mg/l, dan 6 mg/l.  Faktor kedua adalah pemberian TDZ, yaitu 0 mg/l dan 

0,01 mg/l.  Masing-masing dari perlakuan tersebut ditambahkan ke dalam media 

dasar MS (Murashige dan Skoog, 1962).  Rancangan percobaan yang digunakan 

adalah rancangan teracak sempurna (RTS).  Masing-masing perlakuan diulang tiga 

kali.  Setiap satuan percobaan terdiri atas tiga botol kultur.  Setiap botol terdiri atas 

satu eksplan. 

Pada penelitian ini, homogenitas data akan diuji dengan uji Bartlett.  Apabila 

asumsi terpenuhi, selanjutnya dilakukan analisis ragam.  Pemisahan nilai tengah 

dilakukan dengan uji beda nyata terkecil (BNT) pada taraf 5%. 

 

 

3.2.3 Pelaksanaan Penelitian 

3.2.3.1 Sterilisasi Alat dan Pembuatan Media Tanam 

Semua alat yang akan digunakan dalam kegiatan kultur jaringan harus berada 

dalam kondisi aseptik.  Langkah-langkah sterilisasi alat pada percobaan ini sama 

dengan langkah-langkah sterilisasi alat pada percobaan I. 

Terdapat 2 jenis media yang digunakan pada penelitian ini, yaitu media prekondisi 

dan media perlakuan.  Langkah-langkah pembuatan media pada percobaan ini sama 

dengan langkah-langkah pembuatan media pada percobaan I. 



35 
 

3.2.3.2 Bahan Tanaman 

Kultivar pisang yang digunakan adalah pisang ‘Raja Bulu’.  Bahan tanam yang 

digunakan berupa tunas aksilar yang berasal dari ekplan pisang ‘Raja Bulu’ hasil 

kultur in vitro berumur 12 bulan setelah tanam (BST) hasil penelitian Jannah 

(2014) dan Triyani (2014). 

3.2.3.3 Penanaman Eksplan ke dalam Media Prekondisi dan Media Perlakuan 

Tunas aksilar yang akan dijadikan eksplan dipisah dari kultur in vitro ‘Raja Bulu’ 

yang berumur 12 bulan menjadi satu individu dengan bagian bonggol.  Penanaman 

ini dilakukan di media prekondisi selama 14 hari.  Ekplan yang sudah berumur 14 

hari kemudian diseragamkan panjang tunasnya menjadi 1 cm.  Ekplan tersebut 

dimasukkan ke media perlakuan yang telah ditentukan. 

 

 

3.2.3.4 Pengamatan 

Variabel yang diamati adalah sebagai berikut. 

1. Perkembangan umum eksplan.  Perkembangan umum eksplan diamati dengan 

melihat perkembangan yang terjadi pada eksplan mulai dari awal eksplan masuk 

ke media prekondisi hingga 12 MSP setiap satu minggu sekali.  Variabel 

pengamatan ini digunakan sebagai data deskriptif untuk menjelaskan kondisi 

umum eksplan. 

2. Jumlah propagul per eksplan.  Propagul adalah mata tunas dan tunas aksilar 

yang tumbuh dari ketiak bonggol eksplan.  Pengamatan variabel ini dilakukan 

sejak muncul mata tunas ataupun tunas aksilar sampai 12 MSP setiap satu 

minggu sekali. 
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3. Penampilan visual eksplan.  Penampilan visual diamati dengan mengambil 

gambar eksplan menggunakan kamera pada 0, 4, 8, dan 12 MSP.  Variabel 

pengamatan ini digunakan sebagai penunjang hasil pengamatan variabel lainnya. 


