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ABSTRAK

PEMBENTUKAN SCALP DARI EKSPLAN PRIMER DAN
RESPON PERTUMBUHAN DAN PERKEMBANGAN SCALP
PISANG ‘AMBON KUNING’ TERHADAP BERBAGAI KONSENTRASI
BENZILADENIN (BA) IN VITRO

Oleh

ALIFIA RAHMA ANDARINI

Penggunaan pola regenerasi perbanyakan kalus embriogenik (scalp) dalam kultur
jaringan dapat mendukung kegiatan pemenuhan bibit pisang berkualitas, seragam,
dalam jumlah yang banyak, dan waktu yang relatif singkat. Jenis dan konsentrasi
zat pengatur tumbuh (ZPT) berpengaruh terhadap pertumbuhan dan
perkembangan scalp. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh dari
pemberian BA terhadap pertumbuhan dan perkembangan scalp serta menentukan
konsentrasi BA yang optimal. Eksplan primer berupa jaringan meristematik di
antara bonggol dan batang semu dikulturkan dalam media MS+5 mg/l BA selama
4 minggu untuk menginisiasi pembentukan tunas. Produksi scalp diawali dengan
pemindahan eksplan primer berumur 4 minggu yang telah dicacah ke dalam
media MS+3 mg/l TDZ+ 150 ml/l air kelapa yang kemudian diinkubasi selama 4
minggu. Scalp yang berbentuk bulat pipih, berwarna hijau kekuningan, dan

belum mengeluarkan tunas selanjutnya disubkultur ke dalam media perlakuan,
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yaitu media dasar MS dengan penambahan konsentrasi BA 0, 1, 2, 3, 4, dan 5

mg/l lalu diamati selama 9 minggu. Penelitian ini dilakukan menggunakan RAL

dengan 3 ulangan. Setiap satuan percobaan terdiri dari 5 botol kultur yang

masing-masing berisi 1 eksplan. Homogenitas ragam diuji menggunakan Uji

Bartlet lalu analisis ragam dan dilanjutkan dengan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

taraf 5%.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa tunas terbentuk dari scalp yang dikulturkan
dalam media tanpa penambahan BA. Pemberian BA sampai dengan konsentrasi 3
mg/l menyebabkan peningkatan jumlah tunas. Jumlah tunas terbanyak (3,67 tunas
per eksplan) dihasilkan dari scalp yang dikulturkan dalam media yang
mengandung 3 mg/l BA. Selain menghasilkan tunas, scalp yang dikulturkan juga
menghasilkan scalp baru dalam media yang tidak diberi BA maupun yang diberi
BA (1-5 mg/l). Peningkatan konsentrasi BA sampai dengan 3 mg/l menyebabkan
peningkatan diameter scalp. Diameter scalp terbesar (2,40 cm per eksplan)

dihasilkan dalam media yang mengandung 3 mg/l BA.

Kata kunci : Ambon kuning, BA, in vitro, scalp, sitokinin, TDZ, tunas.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Tanaman pisang menduduki urutan ke-8 sebagai tanaman hortikultura penting di
dunia (FAOQ, 2014). Menurut data Indian Horticulture Database (2014),
Indonesia merupakan negara penyedia pisang urutan ke-6 terbesar di dunia
dengan produksi 6.189.052 ton buah pisang dan produktivitas sebesar 58,9 ton/ha
pada tahun 2013. Indonesia memiliki iklim yang sesuai bagi pertumbuhan
tanaman pisang sehingga berpotensi besar dalam meningkatkan produksi pisang
dunia. Berdasarkan data rata-rata produksi pisang tahun 2012-2016, Lampung
menjadi salah satu provinsi penyumbang produksi pisang nasional terbesar ke-2
yaitu, 1.224.815 ton pada tahun 2016 (Badan Pusat Statistik dan Direktorat

Jenderal Hortikultura, 2017).

Peningkatan jumlah penduduk dan kesadaran terhadap kesehatan mempengaruhi
tingginya permintaan buah pisang di dalam negeri. Permintaan yang tinggi
membutuhkan dukungan dari sektor pembibitan yang baik. Saat ini penyediaan
bibit berkualitas dan seragam dalam jumlah yang banyak menjadi salah satu

kendala utama industri perkebunan pisang. Salah satu alternatif penyediaan bibit



pisang berkualitas dan seragam dalam waktu relatif cepat ialah melalui

perbanyakan tanaman secara in vitro atau kultur jaringan.

Kultur jaringan adalah teknik menumbuh-kembangkan bagian tanaman secara in
vitro, dalam kondisi aseptik, dengan kebutuhan unsur hara yang terpenuhi,
lingkungan yang terkendali, dan penggunaan zat pengatur tumbuh (ZPT)
(Hartmann dkk., 2002 ; Yusnita, 2003). Perbanyakan dengan kultur jaringan
menggunakan prinsip dasar berupa teori totipotensi sel yang didukung dengan
sifat plastisitas sel. Teori totipotensi sel merupakan kemampuan suatu sel tunggal
untuk beregenerasi menjadi tanaman utuh (lliev dkk., 2010). Sel-sel tunggal
memiliki sifat untuk merespon sinyal lingkungan sehingga sel termodifikasi
membentuk jaringan-jaringan serta organ baru dalam proses regenerasinya
(Cartono, 2015). Melalui perbanyakan tersebut dapat dihasilkan bibit tanaman

yang bebas patogen, seragam, dan bersifat true-to-type (Yusnita, 2003).

Perbanyakan dengan kultur jaringan dapat menggunakan pola regenerasi
percabangan tunas samping, organogenesis, dan embriogenesis. Masing-masing
pola regenerasi dapat diinduksi menggunakan zat pengatur tumbuh (ZPT) berupa
sitokinin atau auksin. Penelitian mengenai kultur jaringan tanaman pisang
umumnya menggunakan pola regenerasi percabangan tunas samping karena
tingginya peluang untuk mendapatkan tanaman yang true-to-type dibandingkan
dengan pola regenerasi organogenesis atau embriogenesis (Hapsoro dan Yusnita,
2016). Hasil penelitian Sari (2012) menunjukkan bahwa media MS dengan
penambahan 6 mg/l BA menghasilkan jumlah tunas aksilar terbanyak pada pisang

‘Ambon Kuning’ (AAA).



3
Media MS dengan penambahan sitokinin jenis BA sudah banyak digunakan dalam
multiplikasi tunas tanaman pisang secara langsung maupun tidak langsung (kalus
atau scalp). Fitramala dkk., (2015) melaporkan bahwa pertumbuhan kultur pada
tahap multiplikasi tunas pisang ‘Kepok Merah’ salah satunya dimulai dari
pembentukan nodul-nodul meristematik berwarna putih atau disebut scalp. Scalp
tersebut kemudian menghijau dan membentuk tunas serta daun muda. Media MS
dengan penambahan 5 mg/l BA memberikan scalp dalam jumlah yang lebih
banyak dan menurun pada konsentrasi BA 7 mg/l. Shirani dkk., (2010)
melaporkan bahwa pada kultur pisang ‘Rastali’ (AAB) media MS+7,5 uM TDZ

mampu menghasilkan 8,89% scalp.

Sukmadjaja dkk., (2013) menyatakan bahwa scalp atau multiple bud clumps
(MBC) merupakan biakan tunas yang memiliki daya proliferasi tinggi yang
digunakan sebagai bahan tanaman untuk pembentukan tunas atau planlet.
Kombinasi media untuk menginduksi scalp yang digunakan adalah media
MS+0,01 mg/l IAA+10 mg/l asam askorbat dan 5, 10, dan 20 mg/l BA. Sholi
dkk., (2009) menambahkan bahwa scalp dapat juga diindentifikasi sebagai
jaringan meristem cauliflower like-structures yang berupa clumps kompak yang

dinduksi sebagai bahan dalam pembentukan Embryogenic Cell Suspension (ECS).

Hasil penelitian Ikhsandi (2017) menunjukkan bahwa media MS+1,5 mg/l TDZ
menjadi media yang menghasilkan 2,08 scalp per eksplan dengan persentase
pembentukan sebesar 100% pada kultur pisang ‘Ambon Kuning’. Lee (2005)
mengemukakan bahwa media MS dengan penambahan konsentrasi 2 mg/l TDZ

menekan pemanjangan tunas kultur pisang ‘Cavendish’ (AAA) sehingga menjadi



kerdil dan muncul gumpalan berbentuk globular pada pangkal tunas yang diduga
sebagai scalp. Selanjutnya, scalp yang diinduksi menggunakan media MS dengan
penambahan 0; 0,2; dan 1 mg/l BA merespon pemberian BA dengan
memunculkan banyak tunas (Sukmadjaja dkk., 2013). Ramirez-Villalobos & de
Garcia (2008) melaporkan bahwa untuk menginduksi pembentukan scalp
diperlukan 22-25 mg/l BA,dengan atau tanpa 0,2 mg/l IAA. Konsentrasi BA yang
diturunkan dapat mendorong perkembangan scalp menjadi tunas. Namun,
penelitian mengenai konsentrasi BA yang optimal untuk menginduksi scalp

menjadi tunas pada kultur pisang ‘Ambon Kuning’masih perlu dilakukan.

Berdasarkan identifikasi dan pembatasan masalah, penelitian ini dilakukan untuk

menjawab masalah yang telah dirumuskan dalam pertanyaan-pertanyaan sebagai

berikut:

1. Bagaimana respon pertumbuhan dan perkembangan scalp pisang ‘Ambon
Kuning’ terhadap pemberian berbagai konsentrasi BA?

2. Berapakah konsentrasi BA yang menghasilkan tunas terbanyak dari scalp

pisang ‘Ambon Kuning’?

1.2 Tujuan Penelitian

Berdasarkan identifikasi dan perumusan masalah, tujuan penelitian dirumuskan

sebagai berikut:

1. Mengetahui respon pertumbuhan dan perkembangan scalp pisang ‘Ambon
Kuning’ terhadap berbagai konsentrasi BA yang diberikan.
2. Mendapatkan konsentrasi BA yang menghasilkan tunas terbanyak dari scalp

pisang ‘Ambon Kuning’.



1.3 Kerangka Pemikiran

Yusnita (2003) menyatakan bahwa kultur jaringan merupakan suatu teknik
menumbuh-kembangkan bagian tanaman (sel, protoplas, jaringan, atau organ)
secara in vitro dalam kondisi aseptik dengan kondisi lingkungan terkontrol yang
disuplai hara mineral lengkap sehingga bagian-bagian tanaman tersebut dapat
tumbuh untuk tujuan tertentu. Salah satu bagian tanaman yang umumnya
digunakan sebagai bahan tanaman ialah tunas. Pada perbanyakan in vitro
tanaman pisang, mata tunas yang berada di dalam bonggol digunakan sebagai
bahan tanaman. Mata tunas diinduksi untuk menghasilkan tunas dan mata tunas
yang lebih banyak menggunakan media dasar dengan penambahan ZPT jenis

sitokinin.

Penggunaan sitokinin jenis Benziladenin (BA) untuk menginduksi multiplikasi
tunas kultur pisang ‘Ambon Kuning’ telah dilaporkan oleh Sari (2012) dan Danial
(2014). Tunas aksilar terbanyak dihasilkan pada media MS+6 mg/l BA (Sari,
2012) dan pada media MS+5 mg/l BA (Danial, 2014). Selain pembentukan tunas
langsung, beberapa penelitian melaporkan bahwa pembentukan tunas dapat
melalui scalp. Sipen dan Davey (2012) memperoleh nodul meristematik (scalp)
pada kultur pisang Nangka, Mas, Berangan, dan Awak dari media MS yang
mengandung 11 mg/l BA dan 0,2 mg/l IAA. Kemudian scalp tersebut tumbuh
memanjang menjadi tunas yang banyak apabila dipindahkan ke dalam media yang
mengandung 1 mg/l BA. Pada konsentrasi 5-7 mg/lI BA, hanya diperoleh

diferensiasi langsung yang tumbuh dari eksplan menjadi tunas. Fitramala dkk.,



(2015) menyatakan bahwa tunas yang terbentuk melalui scalp memang lebih

lambat pertumbuhannya dibandingkan tunas yang dibentuk secara langsung.

Eksplan primer tunas pisang ‘Ambon Kuning’ diinduksi menghasilkan scalp
menggunakan media MS+ 3 mg/l TDZ. Potensi terbentuknya banyak tunas dari
scalp menyebabkan perlunya diketahui media yang sesuai untuk perkembangan
scalp menjadi tunas. Benziladenin (BA) merupakan ZPT yang sering digunakan
untuk menginduksi multiplikasi tunas. Pada penelitian ini, perkembangan scalp
pisang ‘Ambon Kuning” menjadi tunas diinduksi menggunakan media MS dengan

penambahan berbagai konsentrasi BA.

1.4 Hipotesis

Dari kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, dapat disimpulkan hipotesis

sebagai berikut:

1. Pemberian BA (1-5 mg/l) dapat menginduksi pembentukan tunas dari scalp
pisang ‘Ambon Kuning’.

2. Peningkatan konsentrasi BA sampai dengan taraf tertentu (1-5 mg/l) dapat

menyebabkan peningkatan jumlah tunas dari scalp pisang ‘Ambon Kuning’.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Tanaman Pisang

Indonesia dikenal sebagai salah satu sentra produksi pisang di dunia dan memiliki

lebih dari 200 kultivar tanaman pisang (Wibowo dkk., 2009).

Tjitrosoepomo (2000) menjelaskan taksonomi tanaman pisang sebagai berikut:
Divisi : Spermatophyta

Sub Devisi : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae
Famili : Musaceae

Genus : Musa

Spesies : Musa paradisiaca Linn.

Pisang yang saat ini sering dikonsumsi merupakan kultivar hasil persilangan dari
dua spesies liar anggota Musa acuminata (AA) dan Musa balbisiana (BB). Hasil
persilangan tersebut adalah turunan hibrid steril dengan genom AAA, AB, AAB,
ABB, dan lain-lain. Huruf ‘A’ dan ‘B’ menggambarkan banyaknya genom dari

nenek moyang diploid dua spesies liar di atas (Sunarjono, 2002).
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Pisang terbagi sesuai cara konsumsinya, yaitu pisang banana dan pisang plantain.
Pisang banana dikonsumsi dalam keadaan segar atau biasa disebut pisang meja.
Pisang meja yang digemari di Indonesia antara lain, pisang ‘Ambon Kuning’
(AAA), ‘Ambon Hijau’ (AAA), ‘Ambon Putih’ (AAA), ‘Barangan’ (AAA),
‘Mas’ (AA), ‘Raja Bulu’ (AAB), dan ‘Raja Sereh’ (AAB). Berbeda dengan
pisang banana, pisang plantain dapat dikonsumsi setelah buah dimasak atau
diolah, seperti pisang ‘Tanduk’ (AAB), ‘Uli’ (AAB), ‘Kepok’ (BBB), dan ‘Siam’

(ABB) (Valmayor dkk., 2010 dalam Jannah, 2013).

Pisang ‘Ambon Kuning’ dipilih karena memiliki keunggulan, yaitu ukuran buah
yang lebih besar dibandingkan pisang ambon lainnya. Kulit buahnya tidak terlalu
tebal dan berwarna kuning cerah. Daging buah yang sudah matang berwarna

krem dengan rasa manis, pulen, dan aroma yang harum (Yusnita, 2015).

2.2 Perbanyakan Tanaman Pisang secara Konvensional

Tanaman pisang memiliki ciri khas berbatang semu yang sesungguhnya
merupakan susunan dari pelepah-pelepah daun. Bonggol (corm) yang terletak
pada bagian bawah, merupakan batang tanaman yang sesungguhnya. Pada
bonggol terdapat mata-mata tunas yang akan tumbuh menjadi tunas anakan dan
berkembang menjadi tanaman dewasa (Yusnita, 2015). Tunas anakan tersebut
digunakan sebagai bahan tanam selanjutnya (Satuhu dan Supriyadi, 2010).
Penggunaan tunas anakan sebagai bahan tanam selanjutnya merupakan ciri dari

perbanyakan pisang secara konvensional.

Perbanyakan secara konvensional dilakukan menggunakan anakan (sucker) dan

belahan bonggol (bit). Menurut Santoso (2013), perbanyakan pisang dilakukan



menggunakan anakan langsung, anakan semai, bit anakan, dan bit bonggol.
Jumlah bibit yang berupa anakan relatif sedikit yaitu berkisar 5-12
anakan/rumpun/tahun, sedangkan dari belahan bonggol (bit) yang memiliki lima
bonggol berdiameter 15 cm dalam satu rumpun dihasilkan 10-20 bibit (Yusnita,

2015).

Menurut Isnaeni (2008), perbanyakan secara konvensional belum dapat
memenuhi kebutuhan bibit pisang pada skala perkebunan besar. Bibit yang
dihasilkan tersebut tidak seragam dan berpotensi membawa inokulum patogen
penyebab penyakit seperti cendawan Fusarium oxysporum f.sp. cubense dan

bakteri Ralstonia solanacearum.

2.3 Perbanyakan Tanaman Pisang secara in Vitro

Penyediaan bibit tanaman dalam jumlah besar dalam waktu yang relatif singkat
dapat dilakukan melalui perbanyakan tanaman secara kultur jaringan. Kultur
jaringan adalah teknik menumbuh-kembangkan bagian tanaman secara in vitro,
dalam kondisi aseptik, dengan kebutuhan unsur hara yang terpenuhi, lingkungan
yang terkendali, dan penggunaan zat pengatur tumbuh (ZPT) (Hartmann dkk.,
2002; Yusnita, 2003). Melalui perbanyakan tersebut dapat dihasilkan bibit
tanaman yang bebas patogen, seragam, dan bersifat true-to-type (Yusnita, 2003).
Perbanyakan dengan kultur jaringan menggunakan prinsip dasar berupa teori
totipotensi sel yang didukung dengan sifat plastisitas sel. Teori totipotensi sel
merupakan kemampuan suatu sel tunggal untuk beregenerasi menjadi tanaman
utuh (lliev dkk., 2010). Sel-sel tunggal memiliki sifat untuk merespon sinyal

lingkungan sehingga sel termodifikasi membentuk jaringan-jaringan serta organ
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baru dalam proses regenerasinya (Cartono, 2015). Regenerasi sel menjadi
tanaman utuh memerlukan tahapan-tahapan yang umumnya sama pada beberapa

jenis tanaman.

Tahapan-tahapan perbanyakan tanaman pisang secara in vitro yang dilakukan

dalam penelitian ini sesuai Yusnita (2003), yaitu:

1. Tahap 0 merupakan tahap pemilihan dan penyiapan tanaman induk sebagai
sumber eksplan. Tanaman induk yang dipilih harus jelas jenis, spesies, dan
kultivarnya, serta sehat dan bebas dari hama penyakit. Eksplan diambil dari
bagian tanaman induk yang memiliki daya regenerasi tinggi, seperti mata tunas
pada bagian bonggol tanaman pisang. Kualitas eksplan menentukan
keberhasilan kultur. Eksplan yang sehat dan vigorous memungkinkan untuk
menghasilkan kultur yang baik.

2. Tahap 1 merupakan tahap culture establishment (sterilisasi eksplan,
penanaman eksplan dalam media kultur, dan inisiasi tunas) yang bertujuan
untuk mendapatkan kultur yang aseptik. Sterilisasi dilakukan pada eksplan
menggunakan fungisida Dithane M-45, detergen, Bayclin, dan Tween-20
sebanyak 2 tetes/100 ml. Kondisi steril pada kultur dapat mempengaruhi
kecepatan inisiasi tunasnya.

3. Tahap 2 merupakan tahap multiplication atau tahap perbanyakan propagul,
tunas aksilar, atau embrio yang dilakukan dengan mengondisikan eksplan
untuk berada pada lingkungan hormonal. Pada tahap ini, eksplan disubkultur
ke dalam media yang sesuai pada waktu atau umur yang tepat (+ umur 3
minggu) untuk mengurangi potensi terjadinya vitrifikasi dan penyimpangan

genetik.
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4. Tahap 3 merupakan root formation atau tahap pembentukan akar yang disertai
dengan pemanjangan tunas. Tahapan ini menjadi tahap terakhir sebelum
propagul ditransfer ke lingkungan eksternal (aklimatisasi).

5. Tahap 4 merupakan tahap pemindahan propagul ke lingkungan eksternal atau
acclimatization. Tahapan ini dimulai dengan mengeluarkan botol kultur berisi
propagul dari lingkungan terkontrol (ruang kultur) ke ruangan yang
mendapatkan cahaya matahari dengan intensitas yang berangsur meningkat dan
memiliki kelembaban nisbi yang berangsur menurun. Apabila propagul
merespon dengan memunculkan warna daun hijau tua dan posisi tajuk yang

tegak maka propagul siap untuk diaklimatisasi.

Hal penting yang mendukung tahapan-tahapan regenerasi sel menjadi tanaman
utuh adalah pemeliharaan kultur. Lingkungan tumbuh kultur sangat
mempengaruhi regenerasi tanaman pisang in vitro (suhu, lama penyinaran, dan
intensitas cahaya). Suhu optimum yang digunakan adalah 24°C £ 2°C dengan
lama penyinaran umumnya +12 jam di bawah lampu fluoresens (lampu TL) dan
intensitas cahaya sesuai dengan tahapan regenerasi. Intensitas cahaya yang
optimum untuk tahap inisiasi adalah 0-1.000 lux, untuk tahap multiplikasi sebesar
1.000-10.000 lux, tahap pengakaran sebesar 10.000-30.000 lux, dan tahap

aklimatisasi sebesar 30.000 lux (Yusnita, 2003).

Kondisi lingkungan tumbuh kultur yang terkontrol akan mempengaruhi
perbanyakan pisang in vitro apabila didukung dengan penggunaan media dasar
(basal medium) dan penambahan ZPT yang tepat. Media dasar berisi garam-

garam mineral yang telah diformulasikan untuk mengoptimalkan pertumbuhan
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dan perkembangan tanaman yang dikulturkan, misalnya media MS (Murashige
dan Skoog, 1962) yang banyak digunakan karena cocok untuk banyak spesies

tanaman (Abidin, 2004) dan media Woody Plant (Llyod dan McCown, 1980).

Hasil penelitian Sari (2012) menunjukkan bahwa media MS dengan penambahan
6 mg/l BA menghasilkan jumlah tunas aksilar terbanyak pada pisang ‘Ambon
Kuning’ (AAA). Rahman dkk., (2004) melaporkan bahwa media MS dengan
penambahan 5 mg/l BA merupakan konsentrasi yang paling baik untuk
multiplikasi tunas pisang klon BARI-1. Hasil penelitian Hapsari dan Astutik
(2009) menunjukkan bahwa penambahan 4 mg/l BA menghasilkan tunas
terbanyak yaitu 3,46 tunas/eksplan pada kultur pisang ‘Barangan’. Muhammad
dkk., (2007) melaporkan bahwa pemberian 2-6 mg/l BA mampu meningkatkan
jumlah tunas pisang ‘Basrai’ kemudian penurunan jumlah terjadi pada konsentrasi
BA 8 mg/l. Penelitian Avivi dan Ikrarwati (2004) melaporkan bahwa konsentrasi
BA 5 mg/l mampu menghasilkan planlet terbanyak seperti media dengan ZPT

kinetin 7 mg/l pada pisang ‘Abaka’.

Media MS dengan penambahan sitokinin telah banyak digunakan dalam
penelitian multiplikasi tunas tanaman pisang secara langsung. Namun, Fitramala
dkk., (2015) melaporkan bahwa pertumbuhan kultur pada tahap multiplikasi tunas
pisang ‘Kepok Merah’ salah satunya dapat dimulai dari pembentukan nodul-nodul
meristematik berwarna putih atau disebut scalp. Sukmadjaja dkk., (2013)
menyatakan bahwa scalp atau multiple bud clumps (MBC) merupakan biakan
tunas yang memiliki daya proliferasi tinggi yang digunakan sebagai bahan

tanaman untuk pembentukan tunas atau planlet. Sholi dkk., (2009) menambahkan
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bahwa scalp dapat juga diindentifikasi sebagai jaringan meristem cauliflower like-
structures yang berupa clumps kompak yang dinduksi sebagai bahan dalam

pembentukan Embryogenic Cell Suspension (ECS).

Kombinasi media untuk menginduksi scalp yang digunakan adalah media
MS+0,01 mg/l IAA+10 mg/l asam askorbat dan 5, 10, dan 20 mg/l BA
(Sukmadjaja dkk., 2013). Shirani dkk., (2010) melaporkan bahwa pada kultur
pisang ‘Rastali’ (AAB) media MS+7,5 uM TDZ mampu menghasilkan 8,89%
scalp. Fitramala dkk., (2015) melaporkan bahwa media MS dengan penambahan
5 mg/l BA memberikan scalp dalam jumlah yang lebih banyak dan menurun pada
konsentrasi BA 7 mg/l. Ikhsandi (2017) melaporkan bahwa media MS dengan
penambahan 1,5 mg/l TDZ menjadi media yang menghasilkan persentase

pembentukan scalp sebesar 100%.

Fitramala dkk (2015) menyatakan bahwa pertumbuhan dan perkembangan tunas
yang berasal dari scalp memang lebih lambat dibandingkan tunas yang dihasilkan
secara langsung pada pisang ‘Kepok Merah’. Penelitian mengenai media untuk
menginduksi perkembangan scalp menjadi tunas sudah dilaporkan oleh
Sukmadjaja dkk., (2013), Srangsam (2003), dan Sipen dan Davey (2012).
Sukmadjaja dkk., (2013) melaporkan bahwa persentase scalp tumbuh dalam
media MS dengan penambahan 0; 0,2; 1 mg/l BA adalah sebesar 100%. Namun,
media tanpa pemberian BA lebih mengarah pada pertumbuhan tunas dan
perakaran yang lebih cepat dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Srangsam
(2003) melaporkan bahwa pada kultur pisang kultivar Gross Michel (AAA),

media MS dengan 1,5 mg/l 2,4-D menyebabkan induksi kalus embriogenik
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dengan persentase pembentukan 100% dan 2 mg/l TDZ mampu mematangkan
kalus tersebut menjadi tunas. Sipen dan Davey (2012) melaporkan bahwa scalp
tumbuh memanjang menjadi tunas yang banyak apabila dipindahkan ke dalam

media yang mengandung 1 mg/l BA.

Ramirez-Villalobos & de Garcia (2008) melaporkan bahwa untuk menginduksi
pembentukan scalp diperlukan 22-25 mg/l BA,dengan atau tanpa 0,2 mg/l IAA.
Konsentrasi yang tinggi diduga dapat mendorong pembentukan scalp, yang akan

tumbuh menjadi tunas apabila konsentrasi BA diturunkan.



I11. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium IImu Tanaman Jurusan Agroteknologi,
Fakultas Pertanian, Universitas Lampung, Bandar Lampung sejak bulan

November 2016 hingga Januari 2018.

3.2 Bahan Tanaman

Kultivar yang digunakan adalah pisang ‘Ambon Kuning’. Bonggol pisang
didapatkan dari Desa Sepakat, Kecamatan Gedong Tataan, Kabupaten
Pesawaran. Bonggol pisang berasal dari anakan pedang yang memiliki kriteria

panjang batang semu berkisar antara 30-80 cm dan daun masih menggulung.

Gambar 1. Anakan pedang.
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3.3 Sterilisasi Botol dan Alat

Sterilisasi botol dilakukan 2 tahap menggunakan autoklaf. Tahap pertama, botol
kultur disterilisasi menggunakan autoklaf Buddenberg selama 3 menit pada suhu
121°C dan tekanan 1,5 kg/cm?. Setelah proses sterilisasi selesai, autoklaf
dimatikan dan dibiarkan hingga suhu dan tekanan menurun. Botol dikeluarkan
lalu sisa media tanam dibuang dan bagian dalam botol dicuci menggunakan air
yang telah dicampur detergent dan desinfektan. Pencucian pertama dilakukan
untuk menghilangkan sisa media tanam dalam botol dan sisa label pada dinding
luar botol. Botol yang sudah bersih dari media tanam dan sisa label direndam

dalam air yang telah dicampur detergent dan desinfektan selama 1 malam.

Selanjutnya, botol yang telah direndam dicuci kembali hingga tampak lebih bersih
dan dibilas di bawah air mengalir. Botol yang telah bersih direndam dalam air
panas yang telah ditambahkan desinfektan selama 5 jam. Setelah itu, botol dicuci
kembali dan dibilas menggunakan air mengalir lalu direndam menggunakan air
panas kembali selama 15 menit. Botol ditiriskan dan ditutup dengan plastik
menggunakan karet. Tahap kedua sterilisasi botol kultur menggunakan autoklaf

Tommy selama 30 menit pada suhu 121°C dan tekanan 1,5 kg/cm?.

Sterilisasi alat yang digunakan dalam kultur jaringan merupakan salah satu syarat
kondisi aseptik. Alat yang digunakan berupa alat diseksi (pinset dan scalpel),
cawan petri, keramik, botol schott, labu erlenmeyer 1000 ml, kapas, dan gelas
ukur. Alat-alat dicuci bersih dan ditiriskan. Alat diseksi, cawan petri, dan
keramik dibungkus menggunakan kertas lalu dimasukkan ke dalam plastik yang

tahan panas. Sebelum disterilisasi, botol schott ditambahkan air sampai 3/4
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volume botol lalu ditutup tidak terlalu rapat. Air di dalam botol schott akan
memenuhi kebutuhan air steril saat akan sterilisasi eksplan. Labu erlenmeyer
1000 ml disterilisasi dengan menutup mulut labu menggunakan alumunium foil.
Kapas bersih dimasukkan ke dalam botol kultur steril dan ditutup kembali. Gelas
ukur yang akan digunakan ditutup bagian mulutnya menggunakan alumunium foil
atau plastik yang tahan panas. Alat-alat yang telah disiapkan harus disterilisasi
menggunakan autoklaf Tommy selama 30 menit pada suhu 121°C dan tekanan 1,5

kg/cm?.

3.4 Media Kultur

Penelitian ini menggunakan media dasar MS (Murashige and Skoog, 1962) pada
3 macam media, yaitu media prekondisi dengan media dasar MS dan penambahan
5 mg/l BA, media induksi scalp dengan media dasar MS dan penambahan 3 mg/I
TDZ, dan media perlakuan dengan media dasar MS dengan penambahan 0-5 mg/I
BA. Formulasi dari masing-masing media terdapat pada Tabel 1. Pembuatan
ketiga media tersebut dilakukan setelah alat-alat yang akan digunakan
dipersiapkan. Alat gelas (botol kultur; labu ukur ukuran 500 ml dan 1000 ml; dan
gelas ukur ukuran 2000 ml) dan non gelas (gelas beaker ukuran 2000 mi, 1000 ml,
dan 500 ml; gelas ukur ukuran 10 ml; pipet tetes; magnet; pinset; spatula; dan
panci) sudah dalam keadaan bersih dari kotoran. Alat gelas dan non gelas yang
akan digunakan sebaiknya dibilas dengan aquades terlebih dahulu. Bahan-bahan
kimia yang akan digunakan dibuat menjadi beberapa larutan stok yaitu stok
makro, mikro A, mikro B, CaCl, Fe-EDTA, mio-inositol, Vitamin MS, Vitamin

SE, dan ZPT (BA dan TDZ). .
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Tabel 1. Formulasi media prekondisi, media induksi scalp, dan media perlakuan

dengan menggunakan media dasar MS (Murashige and Skoog, 1962).

Bahan Kimia Media Prekondisi ~ Media Induksi Media Perlakuan
(mg/l) Scalp (mg/l) (mg/l)

NHsNO3 1.650 1.650 1.650
KNO3 1.900 1.900 1.900
MgS0O4.7H20 370 370 370
KH2PO4 170 170 170
CaCl2.2H.0 440 440 440
H3BO3 6,2 6,2 6,2
Mn.S04.7H20 16,9 16,9 16,9
Zn.S04.7H20 8,6 8,6 8,6
Kl 0,83 0,83 0,83
Na2.Mo0Q4.7H20 0,25 0,25 0,25
CuS04.5H20 0,025 0,025 0,025
CoCl2.6H20 0,025 0,025 0,025
FeS04.7H,0 27,8 27,8 27,8
Na,EDTA 37,3 37,3 37,3
Tiamin-HCI 0,1 2,0 0,1
Piridoksin-HCI 0,5 2,0 0,5
Asam Nikotinat 0,5 2,0 0,5
Glisin 2,0 2,0 2,0
Ca-panthotenat - 2,0 -
Mio-inositol 100 100 100
Asam Sitrat 50 50 50
Asam Askorbat 150 150 150
BA 5 - 0-5
TDZ - 3 -
Air Kelapa - 150 ml/l -
Sukrosa 30.000 30.000 30.000

Pembuatan media dimulai dengan melarutkan bahan-bahan kimia sesuai formulasi

hingga homogen. Larutan dihomogenkan menggunakan magnetic strirrer lalu

ditera dengan menambahkan aquades pada labu ukur sesuai kebutuhan media.

Setelah ditera, larutan dihomogenkan kembali bersamaan dengan pengukuran pH

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

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

menambahkan beberapa tetes HCI 1 N apabila pH lebih dari 5,8. Larutan media
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yang sudah diukur pHnya dimasukkan ke dalam panci yang telah berisi 7 g/l agar-
agar lalu dimasak hingga mendidih. Pengadukan dilakukan secara terus-menerus
selama proses pemasakan sehingga agar-agar tercampur dan tidak mengendap.
Setelah mendidih, media dituangkan sebanyak 25-30 ml ke dalam botol kultur
steril yang telah disiapkan lalu ditutup menggunakan plastik tahan panas dan
diikat dengan karet. Pemberian label komposisi media pada botol kultur dapat
dilakukan saat persiapan alat atau pun setelah penuangan media. Media kemudian
disterilisasi menggunakan autoklaf Tommy selama 7 menit pada suhu 121°C dan

tekanan 1,5 kg/cm?,

3.5 Persiapan Eksplan

Bahan tanaman yang digunakan dalam penelitian berupa eksplan jaringan
meristem yang terdapat diantara batang semu dan bonggol tanaman pisang.
Pengambilan bonggol yang akan diteliti dilakukan dengan menggali tanah di
sekitar anakan, kemudian rumpun induk dipisahkan dengan bonggol anakan
menggunakan cangkul atau pengungkit. Setelah itu, beberapa lapisan batang
semu dikelupas dari bonggol pisang menggunakan pisau sampai tersisa
permukaan batang semu yang berwarna putih (sekitar 4 lapisan). Panjang batang
semu berkisar antara 5-7 cm. Bagian bonggol dipotong membentuk segi 5 dengan
ukuran diameter 3-5 cm dan panjang 5-7 cm. Kemudian eksplan berdiameter 3-5
cm direndam dalam 2 liter air yang ditambahkan 150 mg/l asam askorbat dan 2 g/l
fungisida Dithane M-45 selama + 30 menit. Eksplan yang telah direndam
kemudian dibawa ke dalam laboratorium untuk selanjutnya dilakukan sterilisasi

permukaan eksplan pada ruang transfer.
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Batang semu

Bonggol

Gambar 2. (A) Persiapan eksplan dari bonggol (B) calon eksplan berukuran
batang semu 3 cm dan bonggol 5 cm.

3.6 Sterilisasi dan Penanaman Eksplan

Permukaan eksplan disterilisasi di dalam ruang persiapan dan ruang transfer
Laboratorium IImu Tanaman. Sterilisasi dilakukan dengan mengecilkan eksplan
yang semula berdiameter 3-5 cm dan panjang 5-7 cm menjadi 4 cm dengan 3
lapisan. Eksplan yang telah dikecilkan kemudian direndam dalam larutan
detergen selama 10-25 menit. Selanjutnya, eksplan dibilas di bawah air mengalir
sehingga fungisida dan kotoran yang tertinggal tidak menempel pada permukaan
eksplan. Eksplan yang sudah dibilas kemudian dimasukkan ke dalam botol schott

untuk dilakukan sterilisasi permukaan di dalam ruang tanam.

Sterilisasi permukaan eksplan di ruang tranfer dilakukan pada kondisi aseptik
dalam Laminar Air Flow Cabinet (LAFC). Sterilisasi permukaan eksplan
dilakukan dalam tiga tahap, yaitu pertama dengan menggunakan larutan Bayclin
(5,25% NaOCl) 50% selama 30 menit, kedua menggunakan larutan Bayclin 35%

selama 10 menit, dan ketiga menggunakan larutan Bayclin 15% selama 5 menit.
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Tahap pertama yaitu bayclin 50% dilakukan dengan melarutkan 50 ml cairan
pemutih dengan 50 ml air steril. Larutan Bayclin 50% tersebut dimasukkan ke
dalam labu erlenmeyer ukuran 1000 ml yang berisi eksplan lalu ditambahkan
detergen cair (Tween-20) sebanyak 2 tetes/100 ml dan selanjutnya dikocok
dengan menggunakan shaker selama 30 menit. Setelah melakukan shaking,
eksplan dibilas sebanyak 3 kali menggunakan air steril di dalam LAFC sampai
tidak ada busa yang menempel. Eksplan dikecilkan kembali sampai ukuran
bonggol 2 cm dan panjang batang semu 2 cm lalu direndam dalam larutan asam

askorbat (150 mg/l) steril selama 10 menit.

Sterilisasi tahap kedua dilakukan dengan melarutkan 35 ml cairan pemutih
menggunakan 65 ml air steril pada botol kultur steril yang telah berisi eksplan
berukuran 2x2 cm lalu ditambahkan detergen cair (Tween-20) sebanyak 2
tetes/100 ml. Eksplan dikocok menggunakan tangan selama 10 menit di dalam
LAFC lalu dibilas dengan air steril sebanyak 3 kali. Eksplan dibersihkan dan
dikecilkan kembali sampai ukuran bonggol 2 cm dan panjang batang semu 1 cm

menggunakan alat diseksi.

Selanjutnya, dilakukan sterilisasi tahap ketiga menggunakan larutan Bayclin 15%.
Botol kultur steril berisi eksplan ditambahkan 15 ml cairan pemutih dan 85 ml air
steril, lalu ditutup dan divakum selama 5 menit. Setelah itu eksplan dibilas
menggunakan air steril sebanyak 3 kali dan ditanam dalam media prekondisi dan
diinkubasi selama 4 minggu. Jumlah keseluruhan eksplan yang berada pada
media prekondisi sebanyak 160 eksplan. Eksplan yang dibutuhkan untuk

penelitian sebanyak 90 eksplan.
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Gambar 3. (A) Proses penanaman (B) eksplan yang akan ditanam
dalam media prekondisi.

3.7 Transfer Eksplan dan Subkultur

Eksplan yang telah berumur 4 minggu dalam media prekondisi dibersihkan
bagian-bagian yang menghitam lalu dicacah batang semunya menjadi 8 bagian
(Gambar 4A). Eksplan ditransfer ke dalam media induksi scalp dengan ukuran
yang hampir seragam lalu diinkubasi kembali selama 4 minggu. Scalp yang
digunakan sebagai bahan tanam memiliki kriteria, yaitu berbentuk bulat pipih,
permukaan sedikit berbintil dan tidak rata, serta berwarna hijau kekuningan
(Gambar 4C). Pemanenan scalp dilakukan saat eksplan berumur 4 minggu dalam
media induksi scalp dengan cara memisahkan scalp dari bonggol induknya.
Kemudian, scalp disubkultur ke dalam media perlakuan dan diinkubasi selama 9

minggu (Gambar 4D).

Gambar 4. (A) Eksplan yang telah dicacah, (B) kriteria scalp yang
akan disubkultur, dan (C) scalp yang telah disubkultur.
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3.8 Kondisi Ruang Kultur (Inkubasi)

Ruang kultur digunakan untuk menyimpan dan memelihara kultur. Eksplan-
eksplan yang bersih diinkubasi dalam ruangan ini. Ruang kultur berisi rak-rak
untuk meletakkan botol kultur. Kebutuhan eksplan akan cahaya di dalam ruang
kultur dipenuhi oleh pencahayaan lampu fluoresens (lampu TL) yang dipasang
pada langit-langit rak yang berjarak sekitar 20 cm di atas botol dengan kuat
penerangan 1000-2000 lux selama 12 jam. Ruang kultur dilengkapi dengan AC

(Air Conditioner) untuk mengkondisikan suhu tetap pada 24+2 °C.

3.9 Rancangan Percobaan dan Analisis Data

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL),
dengan 3 ulangan. Setiap satuan percobaan terdiri dari 5 botol kultur yang
masing-masing berisi satu eksplan. Enam perlakuan ZPT ditambahkan ke dalam
media dasar MS (Murashige and Skoog, 1962). Perlakuan yang diujikan dalam

penelitian ini adalah konsentrasi BA (0, 1, 2, 3, 4, dan 5 mg/l).

Keseragaman data dalam penelitian ini diuji dengan Uji Bartlet. Apabila asumsi
terpenuhi, selanjutnya dilakukan analisis ragam. Adapun pengujian lanjut

dilakukan menggunakan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan taraf o 0,05.

3.10 Pengamatan

Pengamatan dilakukan 1 kali dalam 2 minggu dimulai pada umur 1 minggu
sampai dengan umur 9 minggu dalam media perlakuan. Variabel yang diamati

ialah berikut ini.
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Diameter scalp
Diamater scalp merupakan pengukuran panjang scalp atau panjang
penyebaran scalp yang dilakukan menggunakan penggaris.
Jumlah scalp
Jumlah scalp merupakan penghitungan jumlah scalp baru yang muncul pada
eksplan setelah diberikan perlakuan.
Jumlah tunas
Jumlah tunas merupakan penghitungan tunas yang memiliki panjang minimal
0,5cm.
Jumlah mata tunas
Jumlah mata tunas merupakan penghitungan tunas yang memiliki panjang
maksimal 0,5 cm.
Panjang tunas
Panjang tunas merupakan pengukuran semua tunas yang muncul yang
dilakukan menggunakan penggaris.
Tunas terpanjang
Tunas terpanjang merupakan pengukuran 1 tunas terpanjang yang dilakukan
menggunakan penggaris dari batas media sampai daun tertinggi.
Jumlah daun
Jumlah daun merupakan penghitungan daun pada scalp.
Jumlah akar

Jumlah akar merupakan penghitungan akar pada scalp.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini, maka dapat diambil simpulan sebagai berikut.

1. Tunas terbentuk dari scalp yang dikulturkan dalam media tanpa penambahan
BA.

2. Pemberian BA sampai dengan konsentrasi 3 mg/l menyebabkan peningkatan
jumlah tunas. Jumlah tunas terbanyak (3,67 tunas per eksplan) dihasilkan
dari scalp yang dikulturkan dalam media yang mengandung 3 mg/l BA.

3. Selain menghasilkan tunas, scalp yang dikulturkan juga menghasilkan scalp
baru dalam media yang tidak diberi BA maupun yang diberi BA (1-5 mg/l).

4. Peningkatan konsentrasi BA sampai dengan 3 mg/l menyebabkan
peningkatan diameter scalp. Diameter scalp terbesar (2,40 cm per eksplan)

dihasilkan dalam media yang mengandung 3 mg/l BA.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, penulis menyarankan agar
dilakukan penelitian lanjutan menggunakan tunas hasil perkembangan scalp

dalam media MS yang mengandung beberapa ZPT jenis sitokinin. Hal tersebut



perlu dilakukan untuk mengetahui jenis sitokinin yang tepat untuk multiplikasi

tunas yang diduga cenderung memiliki daya proliferasi tinggi.
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