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ABSTRAK

PEMBENTUKAN SCALP DAN TUNAS PADA KULTUR IN VITRO
TANAMAN PISANG AMBON KUNING SEBAGAI RESPONS
TERHADAP BERBAGAI KONSENTRASI THIDIAZURON

Oleh

AGIL IKHSANDI

Penelitian dilakukan untuk mengetahui respon pembentukan scalp dan tunas pada
Kultur in vitro pisang ‘Ambon Kuning’ terhadap peningkatan konsentrasi TDZ.
Eksplan tunas berasal dari bonggol anakan pedang ditanam pada media prakondisi
dengan kandungan BAP 5 mg/l selama 4 minggu sebelum dicobakan. Penelitian
dilakukan dalam rancangan acak lengkap (RAL) dengan tiga ulangan, masing
masing ulangan terdiri dari 3-6 botol kultur yang ditanami satu eksplan per botol.
Perlakuan yang diberikan ialah penambahan konsentrasi TDZ 0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5; 3,0; 3,5; dan 4,0 mg/l pada media dasar Murashige dan Skoog (MS).
Keseragaman data diuji menggunakan uji Barlett, kemudian dilanjutkan analisis
ragam dan pemisahan nilai tengah menggunakan uji BNT 5%. Hasil penelitian
pada pisang ‘Ambon Kuning’ berumur 4 MSP menunjukkan bahwa peningkatan
konsentrasi TDZ dari 0,5 mg/l menjadi 1 mg/l meningkatkan rata-rata jumlah

mata tunas, propagul dan jumlah tunas, yaitu : 2,13 menjadi 3,0 tunas per eksplan.



Peningkatan konsentrasi lebih lanjut menghasilkan penurunan jumlah tunas, mata
tunas dan propagul per eksplan. Sedangkan pada pembentukan scalp dari 0,5
mg/l menjadi 1 mg/l menjadi 1,5 mg/l dapat meningkatkan rata-rata jumlah scalp
dari 0,47 menjadi 2,06 menjadi 2,08 scalp per eksplan. Peningkatan konsentrasi

lebih lanjut menghasilkan penurunan jumlah scalp per eksplan.

Kata kunci: Ambon Kuning, in vitro, Tunas, Scalp, Thidiazuron.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Tanaman Pisang (Musa paradisiaca Linn.) merupakan komoditi hortikultura yang
memiliki potensi besar di Indonesia. Tanaman yang berasal dari Asia Tenggara
ini termasuk komoditi unggulan yang berkontribusi besar dalam banyak sektor,
terutama perkembangan ekonomi pertanian di Indonesia. Berdasarkan data
FAOSTAT (2014), Indonesia menempati peringkat ke 7 negara penghasil pisang
terbesar dengan kontribusi sebesar 5,67% dari total produksi pisang dunia.
Sementara di posisi pertama adalah India, dikuti Brazil, Cina, Uganda, Filipina,
dan Equador. Menurut Badan Pusat Statistik (2016), produksi pisang Indonesia
pada tahun 2016 mencapai 6.448.018 ton buah pisang dari luas panen sebesar
77.133 ha. Provinsi Lampung menempati urutan kedua dengan kontribusi sebesar
1.224.815 ton, setelah provinsi Jawa Timur sebesar 1.852.396 ton, setelah itu

provinsi Jawa Barat sebesar 1.092.235 ton (BPS, 2016).

Salah satu pisang yang populer dan diminati oleh masyarakat adalah pisang
Ambon Kuning (AAA). Ambon Kuning berukuran lebih besar dari pisang ambon
lain, daging buah pulen dan mempunyai rasa manis legit serta aromanya harum
sehingga cocok disajikan sebagai hidangan buah segar (Yusnita, 2015). Salah

satu masalah dalam budidaya tanaman pisang adalah pada penyediaan bibit yang



berkualitas. Menurut Yusnita (2015), produksi pisang berkualitas tidak dapat
dilakukan tanpa adanya penyediaan bibit berkualitas, yang kemudian menentukan
jumlah dan mutu buah. Perbanyakan bibit pisang secara konvensional didapat
dari belahan bonggol (bit) dan anakan (sucker) dengan ukuran 100-150 cm yang
tumbuh pada pohon induk. Penyediaan bibit melalui anakan dan belahan bonggol
ini tidak dapat memenuhi kebutuhan bibit dengan jumlah besar. Selain itu, umur
anakan yang tidak seragam dapat meningkatkan biaya produksi, menyebabkan
waktu panen yang berbeda, dan tentunya mempersulit manajemen. Terlebih pada
produksi berskala perkebunan, proses penyediaan bibit harus dikelola secara masif
dan sistematis. Perbanyakan dengan kultur jaringan dinilai lebih tepat dan efisien

dalam menyediakan kebutuhan bibit yang berkulaitas

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 dalam kondisi lingkungan yang terkontrol.
Kultur jaringan bemula berdasarkan teori totipotensi oleh Schwann dan Schleiden
(1838), bahwa setiap sel hidup tanaman yang memiliki perangkat fisiologis dan
genetis yang lengkap dapat tumbuh dan berkembang menjadi tanaman utuh pada
kondisi yang sesuai. Kultur jaringan mampu meproduksi tanaman dalam jumlah
yang besar dengan waktu yang relatif singkat, tidak bergantung musim sehingga
mampu dilakukan sepanjang tahun dan tidak memerlukan tempat yang luas

(Yusnita, 2015).

Faktor yang berperan dalam perbanyakan tanaman melalui kultur jaringan salah

satunya adalah penggunaan komposisi zat pengatur pertumbuhan (ZPT) yang



tepat. Kombinasi atau pemberian ZPT tunggal dapat mengarahkan perkembangan
eksplan melalui axillary branching, organogenesis, atau embriogenesis.

Istigomah (2015) melaporkan bahwa peningkatan konsentrasi benziladenin dari 1
mg/l menjadi 4 mg/l dan 6 mg/l menyebabkan peningkatan rata rata jumlah
propagul, kemudian 0,01 mg/l thidiazuron (TDZ) yang dikombinasikan
benziladenin (2, 4, 6 mg/l) menyebabkan pembentukan nodul berupa bintil
berwarna putih pada pisang Kepok Kuning (AAB). Hasil penelitian Srangsam
(2003), pada kultivar Gross Michel (AAA) mengungkapkan bahwa 1,5 mg/l 2,4 D
menyebabkan induksi kalus embriogenik dengan persentase pembentukan 100%
dan digunakan 2 mg/l TDZ untuk pematangan kalus menjadi tunas. Sadik (2015)
mengungkapkan bahwa kombinasi TDZ dan 4-CPPU yang sama (9, 11, 13) dan
26 uM) mampu meningkatkan pembentukan scalp embriogenik sebesar 50%

pada lima kultivar East African-AAA Banana.

Lee (2005) melaporkan bahwa penambahan 0,2 mg/l TDZ menyebabkan
peningkatan hampir dua kali lipat multiplikasi tunas pisang Cavendish (AAA)
dibandingkan media yang mengandung 4 mg/l BA. Sedangkan konsentrasi 2 mg/I
TDZ tanpa BA menekan pertumbuhan pemanjangan tunas sehingga menjadi
kerdil dan muncul gumpalan berbentuk globular pada pangkal tunas. Pengaruh
TDZ di atas menghasilkan respon berbeda-beda pada tiap kultivar pisang yang
dicobakan. Genotipe pisang yang berbeda akan memberikan respon yang berbeda
pada pemberian jenis dan konsentrasi ZPT yang sama. Yusnita (2015)
menjelaskan bahwa kultivar Ambon Kuning tertentu dapat memberikan respon

pembentukan jumlah tunas aksilar terbanyak pada konsentrasi ZPT yang berbeda.



Hal Ini dapat dipengaruhi oleh perbedaan umur, lingkungan tumbuh dan

kemungkinan variabilitas genetiknya.

Penelitian ini dilakukan untuk menjawab masalah yang dirumuskan dalam

pertanyaan sebagai berikut:

1. Bagaimana pengaruh peningkatan konsentrasi TDZ terhadap pembentukan
scalp pada kultur pisang Ambon Kuning?

2. Bagaimana pengaruh peningkatan konsentrasi TDZ terhadap pembentukan

tunas pada kultur pisang Ambon Kuning?

1.2 Tujuan Penelitian

Berdasarkan identifikasi dan perumusan masalah, tujuan penelitian dirumuskan

sebagai berikut:

1. Mengetahui pengaruh peningkatan konsentrasi TDZ terhadap pembentukan
tunas pada kultur in vitro pisang Ambon Kuning?

2. Mengetahui pengaruh peningkatan konsentrasi Thidiazuron terhadap

pembentukan scalp pada kultur in vitro pisang Ambon Kuning?

1.3 Kerangka Pemikiran

Dalam kultur jaringan, ZPT memegang peranan yang menentukan dalam
mengarahkan perkembangan tanaman. Zat pengatur tumbuh golongan auksin dan
sitokinin memegang peranan penting. Pembentukan tunas, akar, kalus dan embrio

ditentukan oleh jenis, jumlah dan perbandingan ZPT yang digunakan.



Organogenesis dan embriogenesis merupakan pola perkembangan yang dapat
dimanfaatkan untuk memperbanyak propagul secara cepat. Pada kedua pola
perkembangan ini tanaman dirangsang untuk membentuk tunas atau embrio secara
adventif, baik secara langsung tanpa melalui pembentukan kalus maupun tidak
langsung melalui pembentukan kalus (Yusnita, 2003). Murthy (1997) dalam
thesisnya menjelaskan bahwa teknik embriogenesis somatik merupakan metode

yang efektif untuk memacu multiplikasi tanaman dengan cepat.

Mega (2016) menjelaskan bahwa peningkatan konsentrasi TDZ (0,01-0,4 mg/l)
mampu meningkatkan pembentukan tunas pada kultur in vitro pisang Ambon
Kuning. Hasil penelitian Astria (2016) menunjukkan bahwa media yang
mengandung 1 mg/l pikloram dikombinasikan dengan TDZ konsentrasi rendah
(0,01-0,2 mg/l ) memacu peningkatan jumlah tunas pada eksplan ujung tunas
pisang Ambon Kuning. Sedangkan pada eksplan bunga pisang Cavendish
kombinasi 1 mg/l pikloram + 0,075 mg/l TDZ juga mampu memacu
pembentukan kalus sebesar 28,6%. TDZ yang dikombinasikan dengan berbagai
jenis auksin mampu memacu pembentukan jaringan embriogenik pada tanaman.
Selain itu, pemberian TDZ tunggal dapat mensubstitusi penggunaan kombinasi
auksin dan sitokinin dalam memacu embriogenesis somatik yang telah ditemukan
dalam beberapa tanaman seperti tembakau, kacang, geranium,dan buncis (Murthy,

1997).



Gambar 1. (a) Tunas adventif (b) Struktur scalp

Chabra dkk. (2008) menemukan bahwa konsentrasi TDZ rendah sampai 2,0 uM
(0,4 mg/l) menginduksi pembentukan tunas dan konsentrasi 2,5-15uM (0,55-3,30
mg/l) mampu menginduksi pembentukan tunas menjadi embrio somatik pada
tanaman kacang lentil (Lens culinaris Medik.). Pengaruh tersebut juga ditemukan
oleh Bates, dkk. (1992) pada tanaman berkayu White Ash (Fraxinus americana
L.), bahwa 10 uM (2,2 mg/l) Thidiazuron yang dikombinasikan dengan 0,1 uM
(0,022 mg/l) 2,4D secara simultan mampu menginduksi pembentukan tunas dan
embrio somatik. Schhofs dkk.(1998), Stroosse dkk. (2006) mngemukakan bahwa
media dengan penambahan 100 uM (22,5 mg/l) BAP secara efektif menginduksi

pembentukan jaringan kompeten untuk embriogenesis somatik pada pisang.

Dalam penelitian tentang peran sitokinin dan TDZ dalam mestimulasi
embriogenesis somatik pada keluarga Restionaceae yang dilakukan Panaia (2004)
melaporkan bahwa TDZ dengan konsentrasi 5 — 10 uM (1,1 - 2,2 mg/l) yang
dikombinasikan dengan 2,4 D 1uM (0,22 mg/l) mampu menginduksi
pembentukan embrio somatik pada eksplan koleoptil muda B. tetraphyllum, dan
daun D. Flexuosus. Hasil studi yang dilakukan Shirani dkk. (2010) menunjukkan

bahwa TDZ dengan konsentrasi 7,5 uM (1,65 mg/l) mampu memacu



pembentukan scalp tertinggi pada pisang Rastali (AAB) hingga 8,89 scalp per
eksplan. Pada pisang Berangan Intan dan Berangan (AAA) dari konsentrasi
rendah sampai dengan 5 UM (1,1 mg/l) menyebabkan peningkatan jumlah scalp

yang terbentuk.

1.4 Hipotesis

Dari kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, dapat disimpulkan hipotesis

sebagai berikut:

1. Peningkatan konsentrasi TDZ dari 0,5 mg/l sampai taraf tertentu mampu
meningkatkan pembentukan tunas dan scalp pada kultur in vitro pisang Ambon

Kuning



. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Tanaman Pisang Ambon Kuning

Menurut Satuhu dan Supriadi (2010), tanaman pisang diduga berasal dari Asia
Selatan dan Asia Pasifik, penyebarannya hingga kini sangat luas terlebih ke
negara beriklim tropis dan subtropis. Ambon Kuning merupakan salah satu jenis
pisang hasil hibridisasi alami dengan sifat triploid atau memiliki tiga set genom
(AAA). Ambon Kuning merupakan hasil hibridisasi antar sesama pisang jenis
Musa acuminata diploid (AA) yang kemudian menghasilkan keturunan steril

dengan tiga genom AAA dan hanya dapat diperbanyak secara vegetatif.

Gambar 2. Buah Pisang ‘Ambon Kuning’



Adapun Klasifikasi pisang secara umum menurut Nelson dkk. (2006) dan
Plantamor (2013):

Kingdom . Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Divisio : Magnoliophyta

Kelas . Liliopsida

Subkelas : Commelinidae

Ordo . Zingiberales

Familia : Musaceae

Genus : Musa

Spesies : Musa paradisiaca Linn

Pisang memiliki perakaran serabut yang tumbuh pada umbi batang. Pertumbuhan
akar yang mengarah ke bawah dapat mencapai kedalaman 75-150 cm, dan
perakaran yang mengarah ke samping atau mendatar dapat tumbuh hingga 4 meter
atau lebih (Cahyono, 2009). Tanaman pisang tumbuh tegak dengan batang semu
berupa lapis lapis pelepah daun yang saling membungkus satu sama lain hingga
menyerupai batang. Pelepah daun yang dapat tumbuh hingga 3-8 meter ini
mengandung banyak air, berongga dan lunak. Batang sejatinya berada di dalam
tanah berupa umbi batang atau umumnya disebut sebagai bonggol (corm).
Tanaman ini memiliki daun yang memiliki lapisan lilin pada bagian bawahnya,
daunnya berbentuk lanset dan memanjang dengan panjang tangkai daun berkisar

30-40 cm.

Bunga tanaman pisang yang baru muncul disebut jantung pisang.
Tanaman ini memiliki bunga yang berkelamin satu dengan lima buah benang sari,

dan memiliki bentuk bunga bulat lonjong dan runcing. Bunga di topang oleh



10

tangkai bunga yang sifatnya keras dengan diameter 8 cm. Bunga diselubungi
seludang berwarna merah tua yang tersusun secara spiral dengan panjang 10-25
cm. Mahkotanya berwarna putih dan tersusun secara melintang dan berjumlah
dua baris. Menurut Cahyono (2009) pisang Ambon Kuning memiliki ukuran buah
lebih besar dibandingkan spesies pisang ambon lainnya. Pisang ambon kuning
dalam satu tandan umumnya terdapat 9 sisir, sedangkan Ambon Lumut terdapat 7-
12 sisir dan Ambon Putih terdapat 10-14 sisir. Ambon Kuning memiliki kulit
buah berwarna kuning ketika matang dan memiliki rasa manis legit (Yusnita,
2015). Pisang ini mengandung kadar karbohidarat yang tinggi yaitu sebesar 22%,
sedikit lebih tinggi dibandingkan pisang Kepok dan pisang Mas dengan kadar

karbohidrat 21% (Satuhu dan Supriadi, 2008).

Menurut Prihatman (2000) tanaman pisang dapat tumbuh dengan baik pada
daerah beriklim tropis basah dengan 2 bulan kering.dan memiliki curah hujan
1.520-3.800 mm/tahun. Pisang dapat tumbuh dengan tanah yang memiliki
drainase baik, kaya akan humus dan ketersediaan air yang cukup. Tanaman ini
termasuk toleran terhadap kekeringan serta mampu hidup pada dataran tinggi
hingga 2.000 mdpl. Suhu yang optimum untuk pertumbuhannya berkisar 27°C

dengan suhu maksimumnya mencapai 38°C.

2.2 Perbanyakan Tanaman Pisang secara Konvensional

Pisang Ambon Kuning diperbanyak secara vegetatif, di tingkat petani umumnya
dilakukan dengan menggunakan anakan (sucker) atau belahan bonggol (bit).

Santoso (2003) mengungkapkan bahwa ada 4 cara perbanyakan vegetatif pisang
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yaitu menggunakan anakan langsung, anakan semai, bit anakan dan bit bonggol.
Perbanyakan menggunakan anakan langsung dilakukan dengan memisahan
anakan dari pohon induk untuk ditanam langsung pada lahan. Bibit yang baik
ialah anakan pedang yang ukurannya 100 — 150 cm. Anakan semai didapat dari
anakan rebung atau anakan dengan ukuran yang kecil, kemudian disemai terlebih
dahulu dalam polibag untuk menghindari stres lingkungan. Sedangkan bit anakan
merupakan bibit yang didapat dari anakan yang terlebih dahulu dirangsang untuk
menumbuhkan tunas aksilar. Kemudian tunas yang muncul diambil dengan cara
dibelah dan ditanam kembali. Bit bonggol merupakan perbanyakan dengan cara
membelah bonggol dengan ukuran 10 cm x 10 cm yang disesuaikan dengan

jumlah tunas yang ada, lalu hasilnya langsung ditanam pada lahan.

2.3 Perbanyakan Tanaman Pisang secara in Vitro

Kultur jaringan merupakan teknik menumbuh-kembangkan bagian tanaman in
vitro secara aseptik pada media kultur yang berisi hara lengkap dengan kondisi
lingkungan terkendali untuk tujuan tertentu (Yusnita, 2003). lliev dkk. (2010)
menjelaskan bahwa prinsip dasar kultur jaringan adalah teori totipotensi sel, yaitu
setiap sel hidup tanaman yang memiliki perangkat fisiologis dan genetis yang
lengkap dapat tumbuh dan berkembang menjadi tanaman utuh pada kondisi yang
sesuai. Kultur jaringan dapat digunakan untuk memperbanyak tanaman secara
vegetatif dengan cepat. Teknik perbanyakan ini juga dapat dilakukan sepanjang
tahun, tidak memerlukan tempat yang luas, dan menghasilkan bibit yang true-to-

type, serta bebas dari patogen (Yusnita, 2003).



12

Menurut Yusnita (2003), perbanyakan melalui kultur jaringan dilakukan dalam

lima tahapan, yaitu sebagai berikut :

1. Tahap 0, pemilihan dan penyiapan tanaman induk sebagai eksplan. Jenis dan
varietas tanaman harus jelas, bebas dari hama dan penyakit serta
memperhatikan umur fisiologis dan bagian eksplan yang diambil.

2. Tahap 1, inisiasi kultur atau culture establishment. Tahapan ini bermaksud
untuk mendapatkan kultur yang aseptik dan aksenik dengan cara sterilisasi.
Sterilisasi eksplan dilakukan pada permukaan eksplan dengan menggunakan
bahan kimia seperti NaOCI, CaOCl, etanol, dan HgCl,.

3. Tahap 2, multiplikasi atau perbanyakan propagul. Tahapan ini dilakukan
untuk mengkondisikan eksplan pada lingkungan hormonal yang sesuai. Baik
diarahkan pada perbanyakan tunas maupun pembentukan embrio. Pada tahap
ini juga dilakukan subkultur atau pemindahan tanaman pada media baru
hingga jumlah tunas yang diharapkan tercapai.

4. Tahap 3, pemanjangan tunas, induksi, dan perkembangan akar. Tahapan ini
bertujuan untuk mempersiapkan tanaman ditransfer ke lingkungan eksternal.
Pada tahapan ini pemanjangan tunas dan pengakaran tanaman didorong oleh
adanya hormon-hormon tertentu dan proses ini dilakukan secara bertahap.

5. Tahap 4, aklimatisasi planlet ke lingkungan eksternal. Planlet dipindahkan ke
media aklimatisasi, prinsipnya ialah memberikan intensitas cahaya rendah
dengan kelembaban nisbi tinggi kemudian berangsur-angsur intensitas cahaya

dinaikkan dan kelembabannya diturunkan.



13

Keberhasilan perbanyakan tanaman melalui kultur jaringan diantaranya ditentukan
oleh media. Berbagai macam jenis media telah diformulasikan oleh banyak
peneliti, seperti woody plant medium (WPM) yang digunakan pada kultur
tanaman kayu, Knudson, Lin dan Staba pada wortel, Nitsch dan Nitsch pada
kultur anther, Gamborg pada kultur kedelai dan jenis media lain. Media kultur
yang paling sering dipakai ialah media yang diformulasikan oleh Murashige dan
Skoog (MS) pada 1962. Media MS ini sering digunkan karena secara universal
cocok pada kultur berbagai jenis tanaman. Menurut Yusnita (2003) media kultur
yang lengkap mengandung beberapa komponen seperti air destilata (aquades),
unsur hara makro-mikro, asam amino, sukrosa, vitamin, zat pengatur tumbuh
(ZPT) serta pemadat media (agar-agar atau gelrite). Selain itu media kultur
kadang kali memerlukan suplemen berupa bahan-bahan alami seperti eksrak buah

(tomat, kentang, pisang), air kelapa, dan berbagai bahan lain.

Kondisi lingkungan kultur juga menentukan keberhasilan perbanyakan melalui
kultur jaringan yang meliputi cahaya, suhu dan komponen atmosfer. Jenis
tanaman tertentu membutuhkan suhu tertentu agar morfogenesis yang terjadi
optimum, tetapi secara umum suhu optimum dalam inkubasi tanaman berkisar
antara 20-27°C. Selain itu, kualitas cahaya akan mempengaruhi diferensiasi
jaringan. Radiasi dekat spektrum ultraviolet dan biru dapat merangsang
pembentukan tunas sedangkan pembentukan akar dirangsang oleh cahaya merah
dan sedikit cahaya biru. Secara umum, intensitas cahaya optimum pada tahap
inisiasi ialah 0 - 1.000 lux, tahap multiplikasi 1.000 - 10.000 lux, tahap

pengakaran 10.000-30.000 lux dan tahap aklimatisasi 30.000 lux (Yusnita, 2003).
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2.4 Pola Regenerasi Tanaman

Yusnita (2003) menjelaskan bahwa regenerasi tanaman terjadi melalui
perbanyakan tunas aksilar (axillary branching), organogenesis dan embriogenesis.
Pola perbanyakan tunas aksilar atau tunas samping ini dilakukan dengan
mengkulturkan kembali tunas samping yang ada agar menghasilkan tunas
samping majemuk. Perbanyakan melalui tunas samping ini relatif sederhana,
tingkat aberasi genetiknya kecil dan berlangsung cepat karena terjadinya
rejuvenasi. Yusnita (2003) menjelaskan bahwa pola regenerasi organogenesis dan
embriogenesis dapat terjadi secara langsung atau tanpa pembentukan kalus

(dirrect) dan tidak langsung (indirrect).

Pola regenerasi organogenesis terjadi melalui beberapa tahap yaitu dediferensiasi,
induksi, kemudian terdiferensiasi kembali. Pada tahap dediferensiasi, eksplan
yang sejatinya sudah terspesialisasi dengan fungsi tertentu dikembalikan menjadi
sel atau jaringan yang nasibnya belum ditentukan. Setelah itu sel dianggap telah
kompeten, yaitu mampu merespon stimulus morfogenik tertentu. Kemudian sel
tersebut diinduksi, yaitu dirangsang untuk merealisasikan kemampuannya dalam
merespon sinyal lain yang tersedia. Pada fase ini dihasilkan populasi sel yang
terdeterminasi, yaitu arah perkembangannya sudah pasti. Setelah sel tersebut
mengalami determinasi maka fase induksi berakhir, yang kemudian sel tersebut

akan berdiferensiasi atau terspesialisasi menjadi organ atau jaringan tertentu.

Purnamaningsih (2002) menjelaskan bahwa embriogenesis somatik merupakan
suatu proses di mana sel somatik (baik haploid maupun diploid) berkembang

membentuk tumbuhan baru melalui tahap perkembangan embrio yang spesifik



15

tanpa melalui fusi gamet. Melalui pola regenerasi ini jJumlah propagul yang
dihasilkan tidak terbatas dan dapat diperoleh dalam waktu yang lebih singkat dan
dinilai dapat mempercepat keberhasilan dengan peluang transformasi yang lebih
tinggi karena dapat berasal dari satu sel somatik. Embrio somatik dicirikan
dengan strukturnya yang bipolar, yaitu dengan dua kutub meristem berupa tunas

dan akar (Gaj,2001).

Hapsoro dan Yusnita (2016) mengemukakan bahwa embriogenesis somatik terjadi
dalam beberapa tahap dan berbeda antara tanaman dikotil dan monokotil. Pada
tanaman dikotil, terjadi empat tahap yaitu globular, hati, torpedo dan kotiledon.
Pada tahap globular terbentuk struktur kecil berbentuk bulat (globe) dari
kelompok yang lebih besar dari sel pada permukaan kalus atau jaringan yang
terdiferensiasi. Kemudian berkembang menjadi bentuk hati yang kemudian
disebut sebagai tahap hati. Selanjutnya terjadinya pemajangan embrio menjadi
bentuk terpedo (tahap terpedo) dan kemudian terlihat primordia tajuk dan tampak
sepasang kotiledon sehingga disebut tahap kotiledon. Berbeda dengan dikaotil,
embrio somatik pada tanaman monokotil terjadi melalui pembentukan struktur
yang tampak seperti pro-embrio, berkembang menjadi globular, lalu terbentuk
struktur mirip skutelum dengan notch pada ujung dan koleoptilnya (tahap hati).
Kemudian struktur tersebut lebih jelas berupa koleoptil dan skutelum yang lebih

besar.

Studi yang dilakukan Schoofs, dkk.(1998) mengemukakan bahwa scalp
merupakan bahan yang digunakan untuk mengidnuksi embriogenic cell

suspension(ECS). Scalp diidentifikasi sebagai jaringan proliferasi meristem yang
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kompeten dengan karakter fleshy bulb like-structure, yaitu suatu jaringan yang
strukturnya berupa gumpalan berbentuk globular. Stroose, dkk.(2005)
mengungkapkan bahwa scalp merupakan metode regenerasi melalui pembentukan
suspensi embrio yang melingkupi fase persiapan jaringan meristem, induksi
embrio, inisiasi, penstabilan jaringan kemudian regenerasi tanaman. Melalui
pengertian itu scalp dapat diidentifikasi sebagai jaringan meristem yang memiliki
kemampuan untuk beregenerasi melalui embrio. Sholi dkk. (2009)
mengungkapkan bahwa scalp diidentifikasi sebagai jaringan meristem cauliflower
like-structures yang berupa Clupms kompak yang dinduksi sebagai bahan dalam

pembentukan ECS.

2.5 Thidiazuron

Murthy (1997) menjelaskan bahwa Thidiazuron (TDZ: N-phenyl-N'-1,2,3-
thidiazol-5-ylurea) merupakan senyawa derivat phenyl-urea yang awalnya
dikembangkan untuk memanen buah kapas secara mekanis. Kemudian zat ini
dikenal sebagai zat pengatur tumbuh pada berbagai macam jenis tanaman secara
in vitro serta memiliki kemampuan dalam menginduksi kalus sampai
pembentukan embrio somatik. Goerge (2008) mengungkapkan bahwa TDZ
merupakan jenis sitokinin yang lebih efektif daripada sitokinin jenis adenin dalam

menginduksi respon morfogenik tanaman.
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Gambar 3. Struktur Molekul Thidiazuron
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Sebenarnya, TDZ dikategorikan sebagai sitokinin karena menghasilkan respon
yang mirip seperti yang dihasilkan oleh sitokinin alami (endogenous). Beberapa
pemberian perlakuan menggunakan sitokinin juga dapat meningkatan auksin
endogen, etilen dan ABA (Murthy, 1997). Murch dkk. (1997) memverifikasi
bahwa TDZ menstimulasi perbanyakan yang diakibatkan dari meningkatnya asam
absisat, proline dan ion-ion tertentu. Jones (2007) menemukan bahwa fraksi
rendah TDZ mampu merangsang embriogenesis pada sel yang kompeten.
Menurut George (2008) aktivitas sitokinin endogen merupakan penyebab atau
bertanggung jawab atas sulitnya pembentukan embrio pada beberapa genotipe

tanaman.

Guo (2011) menjelaskan bahwa TDZ berpengaruh dalam meningkatkan
akumulasi ion mineral yang menginduksi regenerasi tanaman. TDZ dengan
jumlah relatif rendah dapat meningkatkan multiplikasi tunas atau embriogenesis
somatik pada beberapa tanaman. Mithila dkk. (2003) melaporkan bahwa
konsentrasi rendah TDZ dapat menginduksi organogenesis pada eksplan tanaman
bunga African Violets, namun pada dosis yang lebih tinggi (5-10 pM =1,1-2,2
mg/l) dapat menginduksi pembentukan embrio somatik. Hasil studi yang
dilakukan Shirani dkk. (2010) menunjukkan bahwa 7,5 uM TDZ (1,65 mg/l)
mampu memacu pembentukan scalp tertinggi pada pisang Rastali (AAB) hingga
8,89 scalp per eksplan. Sedangkan konsentrasi rendah sampai dengan 5 uM (1,1
mg/l) TDZ meningkatan jumlah scalp pada pisang Berangan Intan dan Berangan

(AAA)



111. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium IImu Tanaman, Fakultas Pertanian,

Universitas Lampung pada Februari 2017 hingga September 2017.

3.2 Bahan Tanaman

Kultivar yang digunakan adalah pisang ‘Ambon Kuning’ dan eksplan yang
digunakan berupa tunas anakan pedang (sword sucker) yang berasal dari bonggol
(Gambar 4). Bahan tanam didapatkan dari Gedong Tataan-Way Lima, Kabupaten

Pesawaran, Lampung.

Gambar 4. Anakan Pedang (sword sucker) pisang ‘Ambon Kuning’.
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Pengambilan bonggol dilakukan dengan menggali tanah di sekitar anakan,
kemudian bonggol anakan dipisahkan dari rumpun induk menggunakan sabit.

Bonggol yang digunakan memiliki diameter 10-15 cm dengan tinggi 100-150 cm.

3.3 Metode Penelitian

Rancangan percobaan dalam penelitian ini adalah rancangan acak lengkap (RAL).
Percobaan tersebut dilaksanakan dengan faktor tunggal, yaitu penambahan ZPT
berupa TDZ sebanyak delapan taraf konsentrasi (0,5; 1,0; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; dan 4
mg/l). Setiap perlakuan terdiri atas tiga ulangan. Setiap satuan percobaan terdiri
dari 3-6 botol kultur (250 ml), 1 eksplan per botol. Homogenitas data diuji
menggunakan uji Bartlett dan jika asumsi terpenuhi dilanjutkan analisis ragam
dengan pemisahan nilai tengah menggunakan uji beda nyata terkecil (BNT) pada

taraf 5%.

3.4 Sterilisasi Alat

Kondisi aseptik merupakan syarat dalam kultur jaringan, maka botol sebagai
tempat kultur dan peralatan yang digunakan harus disterilisasi terlebih dahulu.
Sterilisasi botol dilakukan melalui 2 tahapan. Tahap pertama dilakukan sterilisasi
botol hasil kultur sebelumnya menggunakan autoklaf Budenberg selama 30 menit
pada suhu 121°C dan tekanan 1,2 kg/cm?. Selanjutnya agar, sisa tanaman, dan
label dibersihkan dari dinding botol, kemudian botol direndam selama 1 malam
dalam air yang telah ditambahkan detergen 2 g/l dan 100 ml/I disinfektan berupa

larutan pemutih komersial. Tahap kedua botol dicuci menggunakan sabut pada
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seluruh bagiannya hingga bersih lalu dibilas di bawah air mengalir. Setelah itu
botol direndam dalam air panas selama 15 menit, kemudian botol ditiriskan lalu
ditutup plastik tahan panas dan diikat karet. Selanjutnya botol tersebut
disterilisasi tahap akhir menggunakan autoklaf Tommy selama 30 menit pada

suhu 121°C dan tekanan 1,2 kg/cm?.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu berupa alat diseksi (pinset dan
scaple), keramik, cawan petri, gelas ukur, kapas, dan botol Schott.. Untuk
menyiapkan air steril, botol schott kapasitas satu liter diisi air hingga -
volumenya. Kemudian alat berupa pinset, skalpel, keramik dan cawan petri
distrilisasi dalam kondisi terbungkus kertas dan dimasukkan dalam plastik tahan
panas. Kapas disterilisasi dengan cara dimasukkan dalam botol kultur steril.
Peralatan tersebut disterilisasi menggunakan autoklaf Tommy selama 30 menit

pada suhu 121°C dan tekanan 1,2 kg/cm?.

3.5 Pembuatan Media

Media dasar yang digunakan dalam penelitian ini adalah media MS (Murashige
and Skoog, 1962). Penelitian ini menggunakan dua jenis media, yaitu media
prakondisi dan media perlakuan. Media prakondisi ditunjukkan untuk
merangsang pertumbuhan awal eksplan dan untuk mendapatkan eksplan yang
bebas dari kontaminasi. Media prakondisi terdiri dari garam-garam dalam media
dasar MS, 200 mg/l asam askorbat, 100 mg/l asam sitrat dan penambahan ZPT
berupa benzylaminopurine (BAP) sebanyak 5 mg/l. Setelah 4 MST eksplan steril

dengan respon yang baik dan sesuai kriteria dipindah ke media perlakuan. Media
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perlakuan terdiri dari penambahan 8 taraf konsentrasi TDZ yaitu (0,5; 1,0; 1,5;

2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0) pada media dasar MS.

Tabel 1. Komposisi media dengan Penambahan ZPT pada media dasar MS
(Murashige dan Skoog)

Jenis Media BAP TDZ

Prakondisi 5Smg/I -

- 0,5 mg/I
- 1,0 mg/l
- 1,5 mg/l
- 2,0 mg/I
2,5 mg/l
- 3,0 mg/l
- 3,5 mg/l
- 4,0 mg/l

Perlakuan ke-

cONO OIS WN K-
1

Pembuatan media dilakukan dengan mempersiapkan peralatan gelas dan non gelas
yang terlebih dahulu harus dibilas menggunakan aquades. Alat tersebut berupa
magnetic stirrer, pinset, spatula, panci, gelas ukur (10; 100; 250; 2000 ml), gelas
beaker (200; 1000; 2000 ml), dan labu ukur (500; 1000 ml). Pembuatan media
prakondisi dilakukan dengan melarutkan garam garam MS, 200 mg/l asam
askorbat, 100 mg/l asam sitrat dan 30 gr sukrosa serta ditambahkan pula BAP
sebanyak 5 mg/l. Setelah homogen larutan ditera hingga mencapai volume 1 liter

dan ditetapkan pada pH 5,8.

Sedangkan pada media perlakuan garam garam MS yang sudah larut ditambahkan
sebanyak 150 ml/I CW (coconut water), 150 mg/l asam askorbat, 50 mg/l asam
sitrat dan 30 g sukrosa. Setelah homogen, ditambahkan TDZ sesuai taraf
konsentrasi masing masing. Kemudian larutan ditera hingga mencapai volume 1

liter dan pH-nya ditetapkan 5,8. Setelah penetapan pH, media dimasak hingga
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mendidih lalu dituang pada botol kultur sesuai dengan label komposisi media.
Media dengan volume 1 liter membutuhkan kurang lebih 30 botol kultur.
Kemudian media disterilisasi menggunakan autoklaf selama 7 menit pada suhu
121°C dan tekanan 1,2 kg/cm?®. Setelah selesai, media dikeluarkan dari autoklaf

dan didinginkan kemudian disimpan dalam ruang penyimpanan media.

3.6 Persiapan Eksplan

Bagian yang digunakan sebagai eksplan adalah tunas. Tunas diambil dari bonggol
kemudian diperkecil sampai panjangnya kurang lebih 5 cm. Tunas kemudian
direndam dalam larutan 150 mg/l asam askorbat dan 2 g/l fungisida Mankozeb
selama = 30 menit. Tunas kemudian dibawa ke dalam laboratorium untuk

dilakukan sterilisasi permukaan.

3.7 Sterilisasi dan Penanaman Eksplan

Sterilisasi permukaan eksplan dilakukan di ruang persiapan dan ruang transfer
laboratorium. Ukuran eksplan dikecilkan menjadi 3 cm. Kemudian, eksplan
direndam dalam larutan 150 mg/l asam askorbat dan 2 g/l fungisida Mankozeb
selama £ 15 menit. Kemudian eksplan direndam dalam detergen beberapa saat,
lalu dicuci dan dibilas di bawah air mengalir sehingga fungisida dan kotoran tidak
lagi menempel pada permukaannya. Eksplan yang telah bersih kemudian
dimasukkan ke dalam botol schott atau erlenmeyer dan dibawa ke dalam ruang
transfer untuk sterilisasi permukaan menggunakan larutan pemutih komersial

(Bayclin 5,25% NaOCI).
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Sterilisasi permukaan eksplan di ruang transfer dilakukan dalam kondisi aseptik
dalam Laminar Air Flaw Cabinet (LAFC). Strelirisasi permukaan eksplan pada
tahap ini dilakukan tiga kali, yaitu dengan larutan Bayclin 50%, 30% dan 10%.
Konsentrasi 50% dilakukan dengan cara melarutkan 50 ml Bayclin pada 50 ml air
steril. Kemudian larutan tersebut dimasukkan ke dalam botol schott yang telah
berisi eksplan dan ditambahkan surfaktan Tween-20 sebanyak 2 tetes/100 ml
larutan. Penambahan larutan dilakukan hingga semua eksplan terendam,
kemudian dikocok dengan menggunakan shaker selama 30 menit. Setelah itu,
eksplan dibilas 3 kali menggunakan air steril hingga tidak ada busa yang

menempel.

Eksplan diperkecil kembali menggunakan alat diseksi hingga berukuran 1,5x1,5
cm dan tinggi 1,5 - 2 cm, kemudian eksplan direndam dalam larutan asam
askorbat 150 mg/l. Eksplan dimasukkan ke dalam botol schott yang baru,
kemudian dilakukan sterilisasi kembali dengan larutan Bayclin 30% dan surfaktan
Tween-20 sebanyak 2 tetes/100 ml, dengan cara dikocok selama 10 menit secara
manual di dalam LAFC. Setelah itu dibilas dengan air steril sebanyak 3 kali,
kemudian eksplan kembali diperkecil hingga ukuran £1x1 cm dan tinggi £1 cm.
Kemudian eksplan dimasukkan ke dalam botol baru dan diterilisasi menggunakan
Bayclin 10% selama 5 menit dalam vacum. Eksplan dibilas sebanyak 3 kali dan
ditiriskan, kemudian ditanam pada media prakondisi. Eksplan diinkubasi pada
ruang kultur dengan intensitas cahaya 1.000-2.000 lux lampu cool white
flourescent dan fotoperiodesitas 24 jam terang selama 4 minggu dengan suhu

24°C +2°C. Penanaman eksplan pada media prekondisi bertujuan untuk
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menyeragamkan pertumbuhan tanaman dan melakukan seleksi terhadap

kontaminasi.

Gambar 5. Penanaman eksplan pada media prakondisi

3.8 Subkultur pada Media Perlakuan

Subkultur ke media perlakuan dilakukan pada 4 minggu setelah tanam (MST).
Eksplan yang akan dipindahkan diseleksi berdasarkan homogenitasnya dan
dipastikan steril. Eksplan diambil dari botol kultur kemudian dipotong batang
semunya dan dicacah dengan delapan sudut untuk mematahkan dominansi
apikalnya. Setelah itu eksplan ditanam pada media perlakuan dan diinkubasi
kembali dalam ruang kultur dengan cahaya, fotoperiodisitas dan suhu yang sama.
Eksplan disubkultur ke media perlakuan yang sama pada 4, 8, dan 12 minggu

setelah perlakuan (MSP).

3.9 Pengamatan

Variabel yang diamati adalah sebagai berikut.
1. Pertumbuhan eksplan pada media prakondisi. Pertumbuhan dan

perkembangan eksplan diamati hingga 4 MST.
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Jumlah tunas. Pengamatan dilakukan dengan menghitung jumlah tunas
aksilar dan tunas apikal yang muncul pada tiap eksplan dalam 4 MSP.
Jumlah mata tunas. Pengamatan dilakukan dengan menghitung jumlah mata
tunas yang muncul pada tiap eksplan dalam 4 MSP.

Jumlah Scalp. Dilakukan pengamatan pada eksplan dengan melihat struktur
membengkak berwarna putih dalam 4 MSP.

Propagul. Mata tunas dan tunas aksilar yang tumbuh dari ketiak bonggol
eksplan. Pengamatan dilakukan dalam 4 MSP..

Penampilan visual eksplan. Penampilan visual eksplan diamati dengan
mengambil gambar eksplan menggunakan kamera pada 0, 4 MST dan 0,
4AMSP. Variabel pengamatan ini dilakukan sebagai penunjang hasil

pengamatan variabel lainnya.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan percobaan yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa:

1.

Peningkatan konsentrasi TDZ dalam media Murashige dan Skoog (MS) dari
0,5 mg/l menjadi 1 mg/l dapat meningkatkan rata-rata jumlah tunas, mata
tunas, dan propagul pisang ‘Ambon Kuning’ yang dikulturkan in vitro
selama 4 minggu setelah perlakuan (MSP) yaitu : 2,13 menjadi 3,0 tunas per
eksplan; 1,33 menjadi 2,9 mata tunas per eksplan; 3,47 menjadi 5,19 propagul
per eksplan. Peningkatan konsentrasi lebih lanjut menghasilkan penurunan
jumlah tunas, mata tunas dan propagul per eksplan.

Peningkatan konsentrasi TDZ dalam media Murashige dan Skoog (MS) dari
0,5 mg/l menjadi 1 mg/l menjadi 1,5 mg/l dapat meningkatkan rata-rata
jumlah scalp pisang ‘Ambon Kuning’ yang dikulturkan in vitro selama 4
minggu setelah perlakuan (MSP) dari 0,47 menjadi 2,06 menjadi 2,08 scalp
per eksplan. Peningkatan konsentrasi lebih lanjut menghasilkan penurunan
jumlah scalp per eksplan.

Media terbaik untuk pembentukan tunas diperoleh pada media dengan
penambahan TDZ 1 mg/l dan pembentukan scalp pada penambahan

konsentrasi TDZ 1-1,5 mg/l .
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5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan, penulis menyarankan agar
dilakukan penelitian dengan penggunaan rentang konsentrasi TDZ lebih kecil
untuk mempelajari pengaruh optimumnya terhadap pembentukan tunas dan scalp.
Serta dilakukannya studi lanjut mengenai scalp penggunaan scalp hasil induksi
oleh TDZ dalam penelitian ini pada media multiplikasi atau media induksi

suspensi embrio untuk mempelajari daya regenerasi scalp yang terbentuk.
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