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ABSTRAK

MULTIPLIKASI TUNAS PISANG MAS KIRANA (Musa acuminata L.) AA
GROUP IN VITRO SEBAGAI RESPON TERHADAP THIDIAZURON DAN
KOMBINASINYA DENGAN BENZILADENIN

Oleh

Fiska Noviana

Salah satu permasalahan dalam budidaya tanaman pisang adalah penyediaan bibit
seragam dan berkualitas dalam skala besar. Teknik kultur jaringan menjadi
alternatif perbanyakan bibit guna mengatasi permasalahan tersebut. Jenis ZPT
yang digunakan untuk memicu multiplikasi tunas dan scalp adalah sitokinin
seperti Thidiazuron (TDZ) dan benziladenin (BA). Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian TDZ dan kombinasinya dengan BA terhadap
multiplikasi tunas dan/atau scalp pada kultur in vitro pisang Mas Kirana. Eksplan
yang digunakan merupakan tunas pucuk dari bonggol anakan pedang yang
dikulturkan pada media prakondisi (MS+2,5 mg/l BA) selama 4 minggu.
Perlakuan yang diujicobakan adalah TDZ 1, 2, dan 3 mg/] tunggal serta yang
dikombinasikan dengan 2 mg/l BA. Setelah 8§ minggu, eksplan disubkultur pada
media regenerasi (MS+2,5 mg/l BA) selama 6 minggu. Penelitian ini
menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 3 ulangan. Keseragaman
data diuji menggunakan uji Bartlett dan aditifitasnya menggunakan Uji Tukey,
data yang memenuhi asumsi dilakukan analisis ragam dan dilanjutkan dengan uji
BNT 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada kultur in vitro pisang Mas
Kirana (1) Aplikasi 1 mg/l TDZ atau kombinasinya dengan 2 mg/l BA tidak
berpengaruh terhadap jumlah tunas. Peningkatan konsentrasi TDZ menyebabkan
penurunan jumlah tunas; jumlah tunas tertinggi (+ 7 tunas) diperoleh pada
konsentrasi 1 mg/l TDZ (2) Aplikasi 1-3 mg/l TDZ atau kombinasinya dengan 2
mg/l BA menyebabkan peningkatan scalp; jumlah scalp terbanyak diperoleh pada
konsentrasi 3 mg/l TDZ (3) Aplikasi 2 mg/l BA dengan TDZ tidak berpengaruh
terhadap jumlah tunas dan scalp, dibandingkan dengan aplikasi TDZ saja.

Kata kunci: Benziladenin, Mas Kirana, Scalp, Thidiazuron, dan Tunas



ABSTRACT

SHOOT MULTIPLICATION OF BANANAS MAS KIRANA (Musa
acuminata L.) AA GROUP IN VITRO IN RESPONSE TO THIDIAZURON
AND ITS COMBINATION WITH BENZYLADENINE

Oleh

Fiska Noviana

One of the problems in banana cultivation is the difficulty in obtaining uniform
and quality seedlings on a large scale. Tissue culture techniques are an alternative
for seedling propagation to overcome this problem. The types of PGR used to
stimulate the multiplication of shoot and scalp are cytokinins such as Thidiazuron
(TDZ) and benzyladenine (BA). This study aims to determine the effect of TDZ
and its combination with BA on shoot and/or scalp multiplication in in vitro
culture of bananas Mas Kirana. The explants used were shoot buds of sword
sucker corms cultured on preconditioned media (MS+2,5 mg/l BA) for 4 weeks.
The treatments tested were TDZ 1, 2, and 3 mg/] and in combination with 2 mg/I
BA. After 8 weeks, explants were subcultured on regeneration media (MS+2.5
mg/l BA) for 6 weeks. This study used a completely randomized design (CRD)
with 3 replications. The homogeneity of the data was tested with Bartlett test and
additivity using Tukey test, if met the assumptions data were analyzed with
analysis of variance and continued with the 5% LSD test. The results showed that
in vitro culture of bananas Mas Kirana (1) Application of 1 mg/l TDZ or its
combination with 2 mg/l BA had no effect on the number of shoots. The increase
in TDZ concentration caused a decrease in the number of shoots; the highest
number of shoots (+ 7 shoots) was obtained at a concentration of 1 mg/l TDZ (2)
Application of 1-3 mg/l TDZ or its combination with 2 mg/l BA caused an
increase in scalp; the highest number of scalp was obtained at a concentration of 3
mg/l1 TDZ (3) Combined application of 2 mg/l BA with TDZ had no effect on the
number of buds and scalp, compared with TDZ application alone.

Keywords: Benzyladenin, Mas Kirana, Scalps, Thidiazuron, and Shoot
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pisang (Musa spp) merupakan tanaman dari famili Musaceae yang menjadi salah
satu komoditas tanaman hortikultura unggulan dan banyak dikonsumsi di
Indonesia. Pisang dapat dikonsumsi sebagai buah meja (banana) maupun sebagai
produk olahan makanan (plantain). Sebagai salah satu komoditas yang banyak
diminati masyarakat, pisang memiliki nilai ekonomi yang tinggi. Beberapa jenis
pisang yang populer di Indonesia diantaranya adalah Ambon, Raja, Raja Uli, Raja
Sere, Angleng, Lampung, Mas, dan Mas Kirana. Pisang Mas Kirana menjadi
salah satu jenis pisang yang memiliki nilai ekonomi penting di Indonesia
(Nurfazizah dkk., 2019). Berdasarkan jenis penyajiannya, pisang Mas Kirana
tergolong ke dalam bhanana, disajikan sebagai buah meja yang dikonsumsi dalam
kondisi segar. Pisang Mas Kirana memiliki citarasa yang manis, aroma yang
khas, serta kandungan gizi yang cukup tinggi, sehingga menjadikan pisang Mas
Kirana memiliki potensi yang besar untuk menjadi komoditas ekspor unggulan di

Indonesia (Utomo dkk., 2018).

Selain karena memiliki rasa yang enak dan cenderung mudah untuk diperoleh,
pisang juga banyak dikonsumsi sebab memiliki nilai gizi yang tinggi. Pisang
mengandung beberapa zat yang bermanfaat bagi tubuh seperti gula, vitamin A,
B1, B2, B6, B12 dan vitamin C. Kandungan gizi dan antioksidan yang tinggi
pada pisang, menjadikan pisang dikenal sebagai buah yang bermafaat untuk
menangkal radikal bebas (Purwoko dan Suryana, 2000; Aryani dkk., 2018).
Dikutip dalam publikasi BPS tahun 2022, konsumsi pisang dalam skala rumah

tangga di Indonesia pada tahun 2022 mencapai 2,42 juta ton, jumlah tersebut



meningkat sebanyak 32,14 ribu ton (1,35%) dari tahun sebelumnya (Irjayanti
dkk., 2023).

Peningkatan produksi pisang terus terjadi di Indonesia dalam kurun waktu lima
tahun terakhir. Peningkatan tersebut terjadi beriringan dengan meningkatnya
angka konsumsi pisang di Indonesia. Data BPS tahun 2022 menunjukkan bahwa
akumulasi produksi pisang di Indonesia pada tahun 2022 mencapai 9,24 juta ton.
Jumlah tersebut mengalami peningkatan hingga 504 ribu ton dari total produksi
pada tahun sebelumnya (Irjayanti dkk., 2023). Sebaran produksi pisang hampir
merata pada seluruh wilayah di Indonesia. Berdasarkan proyeksi data BPS tahun
2022, beberapa provinsi dengan nilai produksi pisang terbesar di antaranya adalah
Jawa Timur (2,63 juta ton), Jawa Barat (1,31 juta ton) dan Lampung (1,22 juta
ton). Provinsi Lampung tepatnya Kabupaten Tanggamus menjadi sentra produksi
pisang nasional yang menjadi teladan dalam pengembangan kawasan hortikultur
Mas Kirana terbesar di Indonesia. Petani pisang Mas Kirana yang lebih dikenal
sebagai pisang Mas Tanggamus melalui kemitraan dengan perusahaan swasta
setempat berhasil menjadi salah satu pemasok pisang di pasar internasional seperti
Singapura, China dan Timur Tengah. Hingga saat ini, luasan kultivasi pisang Mas
Kirana di Lampung mencapai 200 hektar dan melibatkan 234 petani dari 7
kelompok tani pada beberapa kecamatan di Lampung. Jumlah luasan wilayah
perkebunan tersebut diprediksi terus meningkat, mengingat besarnya pasar pisang
Mas Kirana di ranah global (Amanda, 2020). Besaran produksi pisang di
Indonesia menjadikan Indonesia tercatat sebagai negara produksi pisang terbesar
ketiga di dunia setelah India (33,06 juta ton) dan China mainland (11,72 juta ton)
(Statista, 2021).

Upaya untuk mempertahankan dan meningkatkan produksi pisang harus dapat
terus memenuhi kebutuhan pisang dalam negeri maupun secara global. Salah satu
permasalahan yang ditemukan dalam budidaya tanaman pisang adalah sulitnya
pengadaan bibit seragam dan bermutu dalam skala besar. Budidaya tanaman
pisang dalam skala besar mengakibatkan sulitnya didapatkan tunas yang sehat dan

seragam. Permasalahan lain yang ditemukan dalam budidaya tanaman pisang di



antaranya adalah bahan tanam yang rentan penyakit dan adanya potensi
kontaminasi bakteri endogenus dan cendawan patogen pada bahan tanam.
Beberapa jenis penyakit yang ditemukan pada budidaya tanaman pisang di
Indonesia di antaranya adalah layu fusarium yang disebabkan oleh fungi
Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc), layu bakteri (Blood Disease Bacterium)
dan penyakit moko yang disebabkan oleh Ralstonia solanacearum (Yusnita dkk.,

2015).

Ketersediaan bibit unggul dan bebas penyakit menjadi langkah awal untuk
mempertahankan produksi pisang di Indonesia. Hingga saat ini, perbanyakan
bibit pisang umumnya dilakukan dengan pemisahan anakan pisang. Namun,
perbanyakan dengan teknik ini tidak dapat memenuhi kebutuhan bibit unggul
dalam jumlah banyak dan seragam. Salah satu alternatif pengadaan bibit unggul
dan seragam dalam skala besar sebagai upaya perbaikan genetik dan pemenuhan
target perluasan komersial serta pengadaan bibit bermutu adalah melalui teknik
kultur jaringan (Elma et al., 2017). Kultur jaringan merupakan teknik isolasi
bagian dari tanaman yang meliputi sel, protoplast, jaringan maupun organ sebagai
eksplan, yang dilakukan secara aseptik dan in vitro pada media tanam buatan yang
mengandung nutrisi lengkap, serta ditanam dengan kondisi lingkungan yang
terkendali (Yusnita, 2015). Teknik ini selain dapat digunakan untuk perbanyakan
tanaman, juga dapat digunakan untuk membantu pemuliaan tanaman melalui
induksi keragaman somaklonal (Hapsoro dan Yusnita, 2018). Untuk tujuan
perbanyakan, teknik kultur jaringan dapat menghasilkan bibit yang true-to-type,
bebas inokulum penyakit dan seragam dalam jumlah banyak serta dalam waktu
yang relatif singkat. Melalui pola regenerasi tertentu, teknik kultur jaringan juga
dapat menghasilkan keragaman baru (keragaman somaklonal) pada tanaman
regeneran yang dapat digunakan untuk memfasilitasi pemuliaan tanaman, yaitu

melalui seleksi untuk menghasilkan karakter unggul tertentu (Yusnita, 2015).

Komposisi media tumbuh yang digunakan dalam teknik kultur jaringan memiliki
pengaruh besar terhadap pertumbuhan dan perkembangan eksplan. Komposisi

media yang digunakan umumnya terdiri dari garam mineral, vitamin, gula, dan zat



pengatur tumbuh (ZPT). ZPT menjadi salah satu aspek penting dalam
perbanyakan tanaman melalui kultur jaringan. Penggunaan ZPT pada media
kultur memberikan pengaruh signifikan pada pertumbuhan dan perkembangan
eksplan. Jenis ZPT yang digunakan dalam kultur jaringan di antaranya berasal
dari golongan auksin dan sitokinin. Auksin memiliki peran dalam menginduksi
perakaran secara in vitro, sedangkan sitokinin berperan dalam menginduksi tunas

pada eksplan (Nurhanis dkk., 2019).

Perbanyakan dengan teknik kultur jaringan dapat melalui beberapa pola regenerasi
yaitu organogenesis, embriogenesis somatik, dan percabangan tunas aksilar
(axillary branching). Umumnya, pola regenerasi yang digunakan pada kultur
jaringan tanaman pisang adalah percabangan tunas aksilar. Hal ini disebabkan
karena pola regenerasi percabangan tunas aksilar memiliki potensi tinggi untuk
menghasilkan tanaman true-to-type dibandingkan dengan pola regenerasi lain
(Hapsoro dan Yusnita, 2016). Multiplikasi tanaman pisang melalui metode kultur
jaringan dapat juga diawali dengan terbentuknya struktur bulat menyerupai
kembang kol berisi kumpulan jaringan meristematik yang belum terdiferensiasi
yang disebut sebagai scalp. Induksi tunas melalui scalp dapat menghadirkan
keragaman somaklonal yang berpotensi untuk menghasilkan bibit bermutu yang
memiliki sifat genetis lebih baik dari kultivar pisang yang dibudidayakan saat ini.
Sukmadjaja dkk. (2013) menyebutkan bahwa induksi mutasi pada pisang Ambon
Kuning untuk menghasilkan bibit yang memiliki ketahanan terhadap penyakit
layu fusarium diawali dengan pembentukan multiple bud clumps (MBC) atau
scalp. Scalp yang tumbuh kemudian direndam dengan mutagen kimia dan
dilakukan pengujian pada tunas yang tumbuh menggunakan media selektif yang
mengandung toksin asam fusarat. Fitramala dkk. (2015) yang menyebutkan
bahwa multiplikasi tunas pisang Kepok Merah dapat dimulai dari pembernukan
kumpulan nodul meristematik berwarna putih yang disebut sebagai scalp.
Beberapa penelitian menyatakan bahwa keberhasilan dalam kultur jaringan pisang
dari berbagai genom bersifat species-specific sehingga sangat dipengaruhi oleh

ZPT yang digunakan pada media (Yusnita dkk., 2015).



Jenis ZPT yang umumnya digunakan untuk pembentukan tunas dan scalp berasal
dari golongan sitokinin seperti benzyladenine (BA) (Maulida et al., 2018) dan
thidiazuron (TDZ) (Arinaitwe ef al., 2000). Yusnita dkk. (2015) dalam
penelitiannya menyebutkan bahwa media MS (Murashige and Skoog, 1962)+5
mg/l BA merupakan media terbaik untuk proliferasi tunas pisang Ambon Kuning
dan Raja Bulu. Hapsoro dkk. (2017) mengemukakan bahwa perlakuan 2 mg/l BA
pada media memberikan pengaruh terbaik terhadap jumlah mata tunas dan tunas
pisang Raja Bulu. Ayuwira dkk. (2021) melaporkan bahwa kombinasi 0,3 mg/1
BAP dengan 0,1 mg/l TDZ menghasilkan jumlah tunas terbanyak dalam kultur in
vitro pisang Kepok Tanjung (Musa acumminata balbisiana) yaitu sebanyak 6,3
tunas dalam 3 bulan setelah tanam. Pembentukan scalp dapat diinduksi dengan
menggunakan sitokinin. Bidabadi et al. (2010) dalam penelitiannya menemukan
bahwa scalp dapat diinduksi dengan thidiazuron, benziladenin, dan kinetin secara

tunggal.

Penelitian ini dilakukan untuk menjawab masalah yang dirumuskan dalam

pertanyaan sebagai berikut:

1. Bagaimana pengaruh pemberian TDZ dan kombinasi TDZ dengan BA
terhadap pembentukan tunas dan/atau scalp in vitro pisang Mas Kirana.

2. Bagaimana pengaruh peningkatan konsentrasi TDZ dan peningkatan TDZ
dengan BA terhadap pembentukan tunas dan/atau scalp in vitro pisang Mas

Kirana.

1.2 Tujuan Penelitian

Berdasarkan identifikasi dan perumusan masalah, tujuan penelitian dirumuskan

sebagai berikut:

1. Mengetahui pengaruh pemberian TDZ dan kombinasi TDZ dengan BA
terhadap pembentukan tunas dan/atau scalp in vitro pisang Mas Kirana.

2. Mengetahui pengaruh peningkatan konsentrasi TDZ dan kombinasinya
dengan BA terhadap pembentukan tunas dan/atau scalp in vitro pisang Mas

Kirana.



1.3 Kerangka Pemikiran

Salah satu kendala dalam budidaya pisang adalah pemenuhan kebutuhan bibit
bermutu yang seragam dalam jumlah banyak serta bibit yang rentan terserang
penyakit. Hingga saat ini, perbanyakan pisang banyak dilakukan secara
konvensional, yaitu melalui pemisahan anakan (sucker) dan melalui pembelahan
bonggol (bif). Perbanyakan melalui metode tersebut umumnya hanya
menghasilkan bibit dalam jumlah sedikit dan tidak seragam. Selain itu, bibit yang
dihasilkan juga memiliki kemungkinan bersifat rentan penyakit dan membawa
inokulum patogen seperti cendawan patogen dan bakteri endogenus. Salah satu
cara untuk mengatasi permasalahan ini adalah dengan melakukan perbanyakan

melalui teknik kultur jaringan.

Kultur jaringan adalah suatu metode menumbuhkembangkan bagian tanaman
dalam keadaan in vitro dengan suplai unsur hara dan lingkungan yang terkendali.
Perbanyakan secara kultur jaringan dapat menghasilkan klon yang memiliki sifat
yang sama dengan induknya (true-to-type), bebas hama, dan bebas dari inokulum
penyakit. Perbanyakan tanaman melalui kultur jaringan juga dapat dilakukan
untuk menginduksi terjadinya variasi somaklonal yang berpotensi menghasilkan
mutan. Perbanyakan tanaman pisang secara kultur jaringan telah banyak
dilakukan, sebab melalui teknik ini dapat diperoleh bibit pisang yang seragam,
bermutu, dan bebas dari inokulum penyakit secara cepat dan dalam skala besar,
serta dapat ditujukan untuk menghasilkan bibit unggul melalui variasi somaklonal.
Umumnya, perbanyakan tanaman pisang melalui teknik kultur jaringan dilakukan
melalui pola regenerasi percabangan tunas aksilar (axillary branching) dan
menggunakan bonggol dari anakan pedang sebagai eksplan. Perbanyakan
tanaman pisang secara in vitro juga dapat diinduksi dengan pembentukan scalp
pada eksplan. Terbentuknya scalp pada eksplan merupakan respon terjadinya

pembelahan sel yang masif akibat kondisi lingkungan.

Media kultur menjadi salah satu faktor terpenting dalam penentuan keberhasilan

kultur jaringan. Komposisi dalam media kultur jaringan secara umum terdiri dari



komponen media dasar dan ZPT. Penambahan ZPT pada media kultur
mempengaruhi arah pertumbuhan dan perkembangan eksplan. Jenis ZPT yang
dapat digunakan untuk memicu multiplikasi tunas dan pembentukan scalp berasal
dari golongan sitokinin. Jenis ZPT dari golongan sitokinin yang dapat digunakan
dalam inisiasi tunas adalah benziladenin (BA) dan thidiazuron (TDZ). Rahman et
al. (2015) melaporkan bahwa media dasar dengan tambahan 5 mg/l BA
memberikan pengaruh terbaik pada persentase jumlah tunas pisang (Musa sp cv.
Anupom) dengan persentase regenerasi tunas sebesar 75,00%. Rodinah dkk.
(2018) dalam penelitiannya juga melaporkan bahwa media MS dengan
penambahan 0,5 mg/l BA memberikan rata-rata jumlah tunas terbanyak yakni
2,75 buah pada kultur pisang talas (Musa paradisiaca var. Sapientum L.). Jannah
dkk. (2021) melaporkan bahwa kombinasi 0,3 mg/l BAP dengan 0,1 mg/l TDZ
memberikan pengaruh terbaik pada persentase jumlah tunas pisang Cavendish

dengan rata-rata 19,6 tunas dalam tiga bulan setelah tanam.

Hasil penelitian Bangsawan (2016) menunjukkan bahwa penambahan 0,05 mg/1
TDZ pada media MS menghasilkan 4 propagul per eksplan dengan panjang tunas
2,33 cm pada kultur pisang Ambon. Hal serupa juga dilaporkan oleh Ikhsandi
(2017) bahwa peningkatan konsentrasi TDZ dari 0,5 mg/l menjadi 1 mg/l dalam
media dasar MS dapat meningkatkan rata-rata jumlah tunas, mata tunas, dan
propagul tunas pisang Ambon Kuning selama 4 minggu setelah perlakuan (MSP)
yaitu: 2,13 menjadi 3,0 tunas per eksplan; 1,33 menjadi 2,9 mata tunas per
eksplan; dan 3,47 menjadi 5,19 propagul per eksplan. Namun, peningkatan
konsentrasi TDZ mengakibatkan terjadinya penurunan jumlah tunas, mata tunas,
dan propagul tunas pisang Ambon Kuning. Peningkatan konsentrasi TDZ dalam
media dari 0,5 mg/l hingga 1,5 mg/l menunjukkan respon terhadap peningkatan
rata-rata jumlah scalp terbentuk pada eksplan pisang Ambon Kuning dari 0,47
scalp menjadi 2,08 scalp per eksplan. Peningkatan konsentrasi lebih lanjut
menyebabkan terjadinya penurunan pada rata-rata jumlah scalp terbentuk pada

eksplan.



1.4 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, maka penulis
mengajukan hipotesis sebagai berikut:
1. Pemberian TDZ dan TDZ dengan BA dapat menginduksi perbanyakan tunas
dan/atau scalp in vitro pisang Mas Kirana.
2. Peningkatan konsentrasi TDZ dan TDZ dengan BA menyebabkan

peningkatan jumlah tunas dan/atau scalp in vitro pisang Mas Kirana.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Tanaman Pisang

Menurut (Tjitrosoepomo, 2000), klasifikasi tanaman pisang adalah sebagai

berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Kelas : Monocotyledoneae
Ordo : Musales

Famili : Musaceae

Genus : Musa

Spesies : Musa paradisiaca L.

Tanaman pisang yang ada saat ini merupakan hasil dari hibridisasi intra dan inter-
spesifik dari Musa acuminata (AA) dan Musa balbisiana (BB). Persilangan ini
menghasilkan keturunan hibrid steril dengan genom AAA, AB, AAB, ABB, dan
lain-lain. Tanaman pisang merupakan tanaman herba berukuran besar. Tanaman
ini memiliki struktur perakaran adventif yang mulanya diawali oleh pertumbuhan
akar primer yang tumbuh dari tunas pisang sebagai sistem perakaran sementara.
Setelah akar tersebut mati, fungsi akar digantikan dengan sistem perakaran
adventif. Sistem perakaran adventif pada pisang terbentuk dari silinder pusat

bonggol yang membentuk akar primer.
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Akar primer yang terbentuk kemudian berkembang dan membentuk sistem
perakaran sekunder dan tersier lateral. Akar primer bagian belakang ujung dan
akar lateral kemudian membentuk rambut akar yang memiliki fungsi untuk
menyerap hara dan mineral bagi tanaman. Bagian tanaman pisang yang tampak
menyerupai batang merupakan struktur batang palsu (pseudostem). Pseudostem
merupakan sebuah struktur yang tersusun dari daun yang tumbuh secara tumpang
tindih sehingga membentuk selubung yang menyerupai batang. Tinggi
pseudostem pada pisang berkisar 3,5 — 7,5 m tergantung dari jenis pisang.
Seluruh bagian tanaman pisang yang terdapat di atas permukaan tanah tumbuh
dari bagian batang sejati berbentuk rizoma tuber yang dikenal sebagai bonggol

(corm) (Dwivany dkk., 2021; Suyanti dan Supriyadi, 2008).

Daun tanaman pisang tersusun dari pelepah daun (upih), tangkai daun (petiole),
dan tangkai daun (lamina). Daun muda pisang muncul dari bagian tengah
pseudostem, daun baru yang muncul memiliki ukuran yang lebih besar dari daun
sebelumnya. Bunga tanaman pisang merupakan struktur kompleks yang tersusun
dari kumpulan bunga yang membentuk spiral dan tertutupi oleh struktrur daun
yang termodifikasi yang dikenal sebagai braktea. Bunga betina tanaman pisang
terletak di pangkal gagang bunga (rakis) dan diikuti dengan bunga hermaprodit
dan bunga jantan pada ujung distal. Buah pisang dibedakan menjadi buah berbiji
dan tanpa biji (partenokarpi). Buah dengan biji berasal dari pisang liar, sedangkan
buah tanpa biji dihasilkan dari kultivar budidaya (Dwivany dkk., 2021).

2.2 Perbanyakan Tanaman Pisang secara Konvensional

Perbanyakan tanaman pisang selalu dilakukan dengan cara vegetatif, baik melalui
anakan, belahan bonggol, maupun melalui teknik kultur jaringan. Perbanyakan
tanaman pisang melalui anakan dilakukan dengan memisahkan anakan yang
terdapat pada rumpun tanaman induk. Terdapat empat jenis anakan pada tanaman
pisang, yaitu bibit rebung (peeper), anakan muda (sword sucker), anakan sedang
(medium sucker), dan anakan dewasa (maiden sucker). Umumnya, perbanyakan

melalui metode pemisahan anakan menggunakan anakan muda (sword sucker)
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(Trubus, 2003). Namun, perbanyakan melalui teknik ini hanya menghasilkan
bibit yang sedikit, yaitu 5 — 12 anakan dalam satu rumpun pada setiap tahunnya

(Yusnita, 2015).

Perbanyakan bibit melalui belahan bonggol dilakukan dengan membelah bonggol
pisang menjadi dua bagian, lalu memotong bagian bonggol yang bertunas dengan
ukuran 10 cm x 10 cm x 10 cm. Kemudian, bonggol diberi perlakuan untuk
mematikan benih penyakit dengan merendam bonggol dalam air panas, lalu
disemai dalam polybag selama 2 — 3 bulan. Perbanyakan pisang melalui belahan
bonggol cenderung menghasilkan ukuran bibit yang relatif seragam (Trubus,

2003).

2.3 Perbanyakan Tanaman Pisang melalui Kultur Jaringan

Kultur jaringan tanaman merupakan teknik isolasi bagian tanaman secara in vitro
pada media buatan yang mengandung energi serta hara mineral lengkap yang
diinkubasikan pada lingkungan yang terkontrol sehingga dapat tumbuh dan
berkembang ke arah tertentu (Hapsoro dan Yusnita, 2018). Dalam praktiknya,
kultur jaringan tanaman tidak hanya digunakan sebagai teknik perbanyakan
tanaman. Namun, digunakan juga sebagai metode untuk memodifikasi tanaman
agar menghasilkan haploid ganda, kriopreservasi, konservasi tanaman langka,
perbanyakan varietas baru, perbanyakan tanaman yang sulit dibudidayakan, serta
sebagai metode untuk menghasilkan tanaman transgenik. Beberapa keunggulan
teknik kultur jaringan diantaranya dapat menghasilkan bahan tanam yang true-to-
type, bebas penyakit, serta dapat dihasilkan bahan tanam berkualitas dalam jumlah

banyak dan seragam tanpa bergantung pada iklim maupun musim (Jain, 2016).

Selain dapat menghasilkan tanaman yang frue-to-type, pada beberapa pola
regenerasi pada teknik kultur jaringan juga dapat digunakan untuk menginduksi
keragaman somaklonal yang menjadi alat bantu dalam pemuliaan tanaman dalam
merakit karakter unggul (Yusnita, 2015). Keragaman somaklonal merupakan

keragaman genetik yang dihasikan melalui teknik kultur jaringan. Keragaman
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somaklonal dicirikan dengan kondisi dimana klon tanaman yang memiliki genetik
identik menampilkan fenotipe yang berbeda setelah regenerasi. Pada teknik
mikropropagasi hal ini dapat terjadi secara disengaja ataupun tidak. Keragaman
somaklonal dapat terjadi akibat jangka waktu kultur yang lama dan mengalami
subkultur yang berturut-turut (Ferreira et al., 2023). Keragaman somaklonal juga
dapat diinduksi secara sengaja seperti dengan teknik mutasi buatan menggunakan
mutagen fisik (radiasi sinar gamma, sinar X) ataupun dengan mutagen kimia
seperti EMS (ethyl methane sulfonate), MMS (methyl methane sulfonate), dan
lainnya (Sukmadjaja dkk., 2013). Pada kultur jaringan, keragaman somaklonal
pada eksplan diantaranya dapat terjadi akibat penggandaan jumlah kromosom,
perubahan struktur kromosom, mutasi yang terjadi pada sel-sel dalam eksplan

(Hutami dkk., 2006).

Hal yang mendasari teknik kultur jaringan adalah adanya teori totipotensi sel,
bahwa setiap sel tanaman memiliki sifat totipoten, dimana sel-sel nya dapat
tumbuh dan berkembang menjadi tanaman utuh apabila dikulturkan pada kondisi
yang sesuai. Selain itu, sel tanaman juga bersifat plastis secara morfogenik
sehingga sangat memungkinkan keberhasilan dalam teknik kultur jaringan. Pada
teknik kultur jaringan, bagian tanaman yang diisolasi untuk memulai suatu kultur
disebut dengan eksplan (Hapsoro dan Yusnita, 2018). Eksplan yang dapat
digunakan dalam kultur jaringan merupakan bagian tanaman yang masih muda
(primordium), sel-selnya masih aktif membelah (meristematis) dan sudah

terdiferensiasi (Suaib dan Sadimantara, 2014).

Terdapat lima tahapan dalam perbanyakan tanaman secara in vitro (Hapsoro dan

Yusnita, 2018), yaitu:

1. Tahap 0: pemilihan dan penanganan tanaman induk. Pada tahap ini tanaman
induk yang akan digunakan sebagai eksplan dirawat agar terhindar dari
serangan hama dan penyakit. Tanaman yang akan digunakan sebagai eksplan
harus diketahui dengan jelas mengenai jenis dan asal-usul tanamannya.

2. Tahap 1: culture establishment. Tahap ini bertujuan untuk mendapatkan

kultur aseptik dan aksenik melalui sterilisasi.
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3. Tahap 2: perbanyakan propagul secara in vitro. Kegiatan pada tahap ini
adalah subkultur pada media perbanyakan propagul. Tahap ini dapat
dilakukan berulang kali hingga didapatkan tunas-tunas mikro dalam jumlah
yang banyak. Proses multiplikasi pada tahap ini dapat dilakukan hingga 4 — 6
periode pengulturan.

4. Tahap 3: pemanjangan tunas dan pengakaran. Pada tahap ini tanaman
disubkultur pada media inisiasi akar. Pada tahap ini, setiap tunas dipisahkan
dan diisolasi kembali pada media pengakaran.

5. Tahap 4: aklimatisasi planlet. Eksplan yang telah memiliki akar dapat
diaklimatisasi. Aklimatisasi merupakan kegiatan yang bertujuan untuk
membuat tanaman yang mulanya hidup di kultur in vtro dapat beradaptasi

dengan lingkungan sehingga dapat ditanam pada lingkungan ex vitro.

2.4 Pola Regenerasi Tanaman

Hapsoro dan Yusnita (2018) menjelaskan bahwa pola regenerasi tanaman pada
kultur in vitro dapat melalui beberapa cara, yaitu percabangan tunas aksilar
(axillary branching), organogenesis, dan embriogenesis somatik. Pola regenerasi
melalui percabangan tunas aksilar dan kultur tunas tunggal menggunakan eksplan
berbuku (nodal explant). Eksplan berbuku kemudian dikulturkan untuk memecah
dan menumbuhkan mata tunas, sehingga dapat beregenerasi menjadi tunas
majemuk atau tunas tunggal. Metode perbanyakan melalui percabangan tunas
aksilar umum digunakan untuk menghasilkan bibit true-fo-type, sebab regenerasi
tanaman yang dihasilkan berasal dari mata tunas aksilar yang ada pada eksplan
(Hapsoro dan Yusnita, 2018). Pola regenerasi yang umum digunakan dalam
kultur tanaman pisang adalah melalui percabangan tunas aksilar (axillary

branching) dari bonggol (corm).

Selain dapat dibentuk melalui percabangan tunas aksilar dari bonggol,
multiplikasi tunas juga dapat dimulai dengan terbentuknya nodul-nodul
meristematik pada eksplan. Fitramala dkk. (2015) mengungkapkan bahwa
multiplikasi tunas pisang Kepok Merah dapat dimulai dari pembentukan
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kumpulan nodul meristematik berwarna putih yang disebut sebagai scalp.
Pertumbuhan tunas melalui scalp diawai dari pembentukan nodul berisi jaringan
meristematik berwarna putih, kemudian nodul mulai berubah warna menjadi hijau
dan mulai membentuk tunas serta daun muda. Sukmadjaja dkk. (2013)
mendefinisikan scalp atau multiple bud clumps (MBC) sebagai biakan tunas yang
mempunyai daya proliferasi tinggi dan dapat digunakan sebagai bahan untuk
perbanyakan tunas. Selain itu, scalp juga diidentifikasi sebagai kumpulan struktur
bulat berdaging berisi jaringan meristematik yang dapat menghasilkan tunas
adventif. Scalp sering disebut menyerupai kembang kol sebab visual dan warna
dari strukturnya. Selain dapat membentuk tunas adventif, scalp juga dapat pula
diinduksi sebagai bahan pembentukan Embryogenic Cell Suspension (ECS).
Induksi pembentukan scalp dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti jenis
sitokinin, konsentrasi sitokinin yang digunakan, kultivar pisang dan interaksinya
(Arinaitwe et al., 2000; Bidabadi et al., 2010). Perbanyakan tunas melalui scalp
berpotensi menghasilkan tunas dalam jumlah yang besar, sehingga dapat
digunakan sebagai metode perbanyakan klonal secara massal (Elhory ef al.,
2009). Scalp secara genetik stabil, sehingga sesuai dan dapat digunakan sebagai
bahan untuk kriopreservasi sebagai konservasi plasma nutfah pisang (Panis et al.,

2004 dalam Elhory et al., 2004).

Pada kultur in vitro, organogenesis didefinisikan sebagai proses terbentuknya
tunas dari eksplan yang tidak memiliki jaringan meristematik, sehingga
menghasilkan tunas-tunas adventif. Organogenesis dapat terjadi secara langsung
maupun tidak langsung. Organogenesis secara langsung terjadi apabila tunas
adventif langsung terbentuk dari jaringan eksplan tanpa melalui pembentukan
kalus. Pada organogenesis tidak langsung terjadi apabila tunas adventif terbentuk
setelah eksplan membentuk struktur kalus. Pola regenerasi ini dapat memiliki
tingkat multiplikasi tunas yang tinggi. Namun, teknik ini kerap kali
memunculkan variasi genetik pada bibit yang dihasilkan, terlebih pada

organogenesis tidak langsung (Sulistiani dan Yani, 2012).



15

Embriogenesis somatik adalah proses pembentukan struktur yang yang serupa
dengan embrio namun dari sel-sel somatik. Embriogenesis somatik terbentuk dari
suatu sel atau kelompok sel yang kemudian memasuki beberapa fase untuk
kemudian menjadi embrio. Fase-fase yang dilalui sel di antaranya adalah
globular stage (fase berbentuk bundar), heart stage (fase berbentuk hati) dan
torpedo stage (fase menyerupai torpedo). Meristem ujung akar dan batang dapat
teridentifikasi ketika sel sudah memasuki fase torpedo. Meristem ujung akar akan
berkembang menjadi akar tanaman, sedangkan meristem batang akar akan
membentuk tunas. Pada pola regenerasi embrio somatik ini dapat terjadi secara

langsung atau tidak langsung (Dwiyani, 2015).

2.5 Zat Pengatur Tumbuh

Zat pengatur tumbuh (ZPT) merupakan zat yang disintesis secara alami oleh
tanaman tingkat tinggi atau tidak alami yang memberikan pengaruh pada
pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Pada teknik kultur jaringan, ZPT
menjadi aspek penting yang mengkontrol proses biologis dalam jaringan tanaman
yang dikulturkan sehingga dapat menentukan arah perkembangan jaringan
eksplan serta memiliki peran sebagai stimulus pada eksplan untuk beregenerasi.
Dua golongan utama ZPT yang sangat penting dan umum digunakan dalam kultur
jaringan adalah golongan auksin dan sitokinin. Pada tanaman, auksin disintesis
pada bagian meristem seperti apikal tunas dan akar. Auksin tunggal maupun
kombinasi dengan sitokinin memiliki peran dalam pembelahan, pemanjangan, dan
diferensiasi sel pada tingkat sel. Pada tingkat organ, auksin memiliki peran dalam
merangsang pertumbuhan batang, dominansi apikal, stimulan inisiasi akar,
menghambat absisi, merangsang pembentukan buah partenokarpi, meningkatkan
laju respirasi, dan merangsang terbentuknya kalus sekaligus embrio somatik

(Hapsoro dan Yusnita, 2018; Jain, 2016).

Sitokinin merupakan salah satu kelompok ZPT yang memiliki peran dalam
menginduksi terjadinya sitokinesis dan morfogenesis dalam kultur jaringan.

Sitokinin terbukti efektif dalam memicu terjadinya inisiasi tunas (tunas aksilar
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atau adventif) (Sulistiani dan Yani, 2012). Pada tanaman, sitokinin berfungsi
sebagai perangsang sitokinesis, bersifat antagonis terhadap dominansi apikal,
perangsang tumbuhnya mata tunas aksilar, stimulan pembentukan tunas adventif,
penghambat terjadinya senesens, dan meningkatkan aktifitas sink (Hapsoro dan
Yusnita, 2018). Satria dkk. (2022) menyebutkan bahwa sitokinin berfungsi nyata
dalam pengaturan sitokinesis sel, pemanjangan sel, diferensiasi sel, dan
pembentukan organ pada tanaman. Beberapa jenis sitokinin diantaranya adalah
benzyladenine (BA) atau dikenal juga dengan benzylamino purine (BAP), kinetin
(furfuryl amino-purine), isopenthenyladenine (2-iP), zeatin, dan thidiazuron

(Hapsoro dan Yusnita, 2018).

2.6. Benziladenin (BA)

Benziladenin (BA) merupakan salah satu zat pengatur tumbuh dari golongan
sitokinin. Pada tumbuhan, BA berfungsi sebagai hormon tumbuh alami atau
sintetis yang dapat menginduksi pembelahan sel serta pertumbuhan tunas adventif
dengan menghambat pembentukan akar adventif dan dominansi apikal (Mangena,
2020). BA dapat memacu pertumbuhan tunas pada tanaman, sehingga dapat
digunakan untuk menginduksi tunas (Rugayah dkk., 2021). Nayyef et al. (2022)
dalam studinya melaporkan bahwa BA memberikan pengaruh nyata dalam rata-
rata jumlah cabang, jumlah daun, berat segar cabang, berat segar akar dan berat
kering akar pada kultur in vitro tanaman pisang. Hal tersebut kemungkinan
disebabkan oleh kemampuan BA dalam menginduksi pembelahan sel, sehingga

berkorelasi positif dengan sifat vegetatif dan pertumbuhan akar.

Hasan and Khasim (2015) menyebutkan bahwa penggunaan BA dengan
konsentrasi 5 mg/l pada media MS (Murashige and Skoog, 1962) menghasilkan
rasio multiplikasi dan kualitas tunas terbaik pada kultur tanaman pisang varietas
Robusta, dengan rata-rata panjang tunas 2,5 cm, diameter 1,7 cm, luas daun 2,5
cm, banyak daun 5 buah dan banyak akar 3 buah. Hossain et al. (2016) juga
melaporkan bahwa media MS+5 mg/l BA menjadi media terbaik dalam

multiplikasi tunas tanaman pisang kultivar Grand Naine dan Sabri, yaitu
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menghasilkan rata-rata jumlah tunas sebanyak 3,50 tunas dalam 30 HST pada

kultivar Grand Naine dan 1,75 tunas pada kultivar Sabri.

2.7 Thidiazuron (TDZ)

Thidiazuron (TDZ) (N-phenyl-1, 2, 3-thidiazole-5ylurea) merupakan salah satu
ZPT golongan sitokinin yang dapat digunakan dalam proliferasi dan regenerasi
tunas tanaman pada studi kultur in vitro. TDZ menjadi jenis sitokinin yang efektif
dalam mikropropagasi, multiplikasi tunas, embriogenensis somatik, induksi kalus,
dan organogensis dibandingkan dengan jenis sitokinin lain. Pada kultur in vitro
tumbuhan, induksi tunas bergantung pada keseimbangan antara konsentrasi auksin
dan sitokinin. Peningkatan konsentrasi sitokinin dan auksin dapat menyebabkan

inisiasi maupun penghambatan pembentukan tunas (Ahmad and Faisal, 2018).

TDZ menginisiasi pembentukan tunas dengan merangsang pembelahan sel dan
perbanyakan sel pada meristem apikal serta mengembangkan sel untuk inisiasi
diferensiasi tunas. Umumnya sitokinin digunakan dalam konsentrasi rendah,
sebab dalam konsentrasi tinggi TDZ dapat menyebabkan terjadinya abnormalitas
morfologi pada eksplan (Ahmad and Faisal, 2018). Mithila et al. (2002)
mengemukakan bahwa TDZ dapat menginduksi pertumbuhan tunas de novo pada
tanaman African Violets, dimana jumlah tunas terbaik berkisar pada konsentrasi
rendah yaitu 0,1 — 0,5 mg/l. Arinaitwe et al. (2000) melaporkan bahwa aplikasi
TDZ dengan konsentrasi tinggi (1,5 mg/l) lebih efektif pada proliferasi tunas
tanaman pisang kultivar Ndiziwemiti (AAB) dibandingkan dengan sitokinin
berbasis adenine jenis lain. Disebutkan bahwa proliferasi tunas meningkat seiring
dengan peningkatan konsentrasi TDZ yaitu dari 1,2 tunas pada 0,001 mg/I
menjadi 9,0 tunas pada 1,5 mg/l TDZ.



III. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Tanaman, Fakultas

Pertanian, Universitas Lampung dari Oktober 2023 hingga Maret 2024.

3.2 Bahan Tanaman

Bahan tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah pisang kultivar Mas
Kirana dengan eksplan yang digunakan berupa anakan pedang (sword sucker)
yang berasal dari bonggol (Gambar 1). Bonggol anakan pisang memiliki diameter

10 — 15 cm dengan tinggi 80 — 100 cm.

Gambar 1. Anakan Pedang Pisang Mas Kirana.



19

3.3 Persiapan Eksplan

Bagian tanaman yang digunakan sebagai eksplan adalah tunas pucuk yang
terdapat di antara batang semu dengan bonggol pisang. Tunas yang tumbuh pada
bonggol kemudian dipotong dan diperkecil hingga berukuran sekitar 8 — 10 cm
dengan diameter bonggol sekitar 5 cm (Gambar 2). Tunas yang telah terpotong
kemudian dicuci pada air mengalir dan direndam dalam larutan 2 g/l fungisida
Mankozeb 80%. Eksplan dikecilkan hingga berukuran panjang 5 — 7 cm.
Eksplan yang telah dipotong kemudian dicuci dengan larutan detergen dan dibilas
dengan air mengalir hingga permukaan eksplan bersih dari kotoran dan fungisida.
Eksplan yang telah bersih kemudian dimasukkan ke dalam gelas beaker untuk

dibawa ke ruang transfer untuk sterilisasi lanjut.

Gambar 2. Pemotongan eksplan (A) dan Eksplan berukuran 8 — 10 cm (B).

3.4 Sterilisasi dan Penanaman Eksplan

Sterilisasi permukaan di ruang transfer dilakukan secara aseptik dalam Laminar
Air Flow Cabinet (LAFC). Dalam LAFC, eksplan disemprot alkohol 70% dan
dimasukkan ke dalam botol Schott steril dan dibilas dengan air steril sebanyak
tiga kali. Eksplan disterilisasi dengan larutan pemutih komersial (5,25% NaOCl)
pada taraf 50%. Larutan pemutih komersial dimasukkan ke dalam botol Schott

berisi eksplan hingga seluruh eksplan terendam, kemudian ditambahkan dengan
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Tween-20 sebanyak 2 tetes/100 ml larutan. Setelah itu, eksplan dikocok
menggunakan shaker selama 30 menit pada 190 rpm dan dibilas dengan air steril

sebanyak 3 kali.

Eksplan diperkecil dengan menggunakan alat diseksi dalam LAFC hingga
berukuran panjang 2 cm dengan diameter 1,5 cm dan direndam dalam larutan
asam askorbat 200 mg/l+asam sitrat 150 mg/1 steril. Setelah itu, eksplan
dimasukkan ke dalam botol kultur steril dan disterilisasi kembali menggunakan
pemutih komersial pada taraf 20% dengan dikocok manual di dalam LAFC
selama 20 menit. Eksplan dibilas sebanyak 3 kali dengan air steril, eksplan
dikecilkan kembali hingga berukuran 1 cm x 1 cm dan ditanam pada media
prakondisi. Penanaman eksplan pada media prakondisi bertujuan untuk

mendapatkan eksplan steril dan seragam.

3.5 Subkultur

Subkultur pada media perlakuan dilakukan pada 4 minggu setelah tanam (MST)
(Gambar 3). Eksplan yang dipindahkan diseleksi berdasarkan homogenitasnya
dan dipastikan steril. Eksplan diambil dari botol kultur untuk kemudian
dibersihkan dari bagian tanaman yang mengalami browning maupun blackening.
Eksplan kemudian dibelah menjadi dua bagian, sehingga didapatkan 2 eksplan.
Masing-masing eksplan tersebut diisolasi pada dua media perlakuan yang
berbeda. Eksplan yang telah diisolasi pada media perlakuan kemudian diinkubasi
pada ruang kultur dengan cahaya, fotoperiodisitas, dan suhu yang sama. Eksplan
disubkultur pada media yang sama pada 6 minggu setelah perlakuan (MSP).
Kemudian, setelah eksplan berumur 8 MSP dilakukan subkultur kembali pada

media regenerasi scalp dengan komposisi MS+2,5 mg/l BA.
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Gambar 3. Kondisi eksplan (A) Eksplan 4 MST (B) Eksplan yang telah
disubkultur.

3.6 Kondisi Kultur

Eksplan di media prakondisi dan media perlakuan diinkubasi dalam kondisi ruang
kultur dengan intensitas cahaya 1.000 —2.000 /ux dari lampu fluoresens (cool
white flourescent) dengan fotoperiodesitas 24 jam terus menerus per hari, dan

dengan suhu 24°C + 2°C.

3.7 Sterilisasi Alat

Beberapa alat yang digunakan dalam penelitian ini seperti alat diseksi (pinset dan
scalpel), keramik, botol kultur, gelas ukur, kapas, dan botol Schott disterilisasi
basah dengan menggunakan autoklaf. Beberapa peralatan seperti alat diseksi dan
keramik disterilisasi dengan kondisi alat yang telah diberi bungkus plastik tahan
panas. Kapas disterilisasi dengan cara dimasukkan ke dalam botol kultur steril.
Peralatan tersebut disterilisasi menggunakan autoklaf Tomy (ES315) selama 30

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

Pada penelitian ini, sterilisasi botol dilakukan dalam dua tahap. Sterilisasi tahap
pertama dilakukan dengan menggunakan autoklaf Budenberg (TB10793) selama
30 menit pada suhu 121°C dan tekanan 1,2 kg/cm?, kemudian botol direndam

selama 1 malam di dalam air yang telah ditambahkan detergen 2 g/l dan 100 ml/1

desinfektan (pemutih komersial). Sterilisasi tahap kedua, botol dicuci hingga
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bersih, kemudian dibilas dengan air mengalir. Botol yang telah dibilas direndam
dengan air panas selama 15 menit, kemudian ditiriskan dan ditutup plastik tahan
panas serta diikat karet. Selanjutnya, botol yang telah diikat plastik diautoklaf
kembali dengan menggunakan autoklaf Tomy (ES315) selama 30 menit pada suhu
121°C dan tekanan 1,2 kg/cm?.

3.8 Pembuatan Media

Formulasi media dasar yang digunakan dalam penelitian ini merujuk pada media
MS (Murashige and Skoog, 1962) dengan penambahan beberapa konsentrasi ZPT.
Penelitian ini menggunakan dua jenis media, yaitu media prakondisi dan media
perlakuan. Penanaman eksplan pada media prakondisi bertujuan untuk
menginduksi pertumbuhan awal dan mendapatkan eksplan yang bebas
kontaminan. Media prakondisi dan regenerasi terdiri dari garam-garam MS,
vitamin MS (0,1 mg/l tiamin-HCI, 0,5 mg/I piridoksin-HCl, 0,5 mg/l asam
nikotinat, dan 2 mg/1 glisin), 100 mg/I mio inositol, 30 g/l sukrosa, 200 mg/l asam
askorbat, 150 mg/l asam sitrat, dan 2,5 mg/l benziladenine (BA). Media
perlakuan terdiri dari garam-garam MS, vitamin MS (0,1 mg/] tiamin-HCI, 0,5
mg/1 piridoksin-HCI, 0,5 mg/l asam nikotinat, dan 2 mg/1 glisin), 100 mg/l mio
inositol, 30 g/l sukrosa, 200 mg/l asam askorbat, 150 mg/l asam sitrat, dan ZPT

sesuai perlakuan.

Pembuatan media dilakukan dengan mempersiapkan alat dan bahan seperti gelas
ukur, gelas beaker, pipet tetes, pinset, spatula, magnetic stirrer, panci, larutan stok
media MS, gula, agar-agar, asam askorbat, asam sitrat, stok ZPT (BA dan TDZ).
Media prakondisi dibuat dengan melarutkan garam-garam MS, 200 mg/l asam
askorbat, 150 mg/l asam sitrat, 30 gr/l sukrosa, dan 2,5 mg/l BA. Setelah
homogen, larutan kemudian ditera hingga mencapai volume 1 liter dan
dihomogenkan kembali serta ditetapkan pH awal media pada pH 5,8. Penetapan
pH dilakukan dengan menambahkan KOH 1 N apabila pH kurang dari 5,8 dan
menambahkan HCI1 1 N apabila pH lebih dari 5,8.
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Tahapan pembuatan media perlakuan dan regenerasi scalp sama dengan
pembuatan media prakondisi, hal yang membedakan pembuatan media ini terletak
pada jenis dan taraf konsentrasi ZPT yang digunakan. Konsentrasi ZPT
ditambahkan sesuai dengan jenis perlakuan yang telah ditetapkan. Setelah pH
media mencapai 5,8, media dimasak bersama 8 g/l agar-agar hingga mendidih.
Selama proses memasak, media harus terus diaduk supaya agar benar-benar larut
dan tercampur rata. Setelah mendidih, media dimasukkan ke dalam botol kultur
steril yang telah diberi label komposisi media. Pelabelan komposisi media
bertujuan untuk membedakan jenis media yang terdapat dalam botol kultur. Botol
kultur berisi media kemudian disterilisasi dengan autoklaf selama 10 menit pada
suhu 121°C dan tekanan 1,2 kg/cm?. Media yang telah disterilisasi kemudian

didinginkan dan dimasukkan ke ruang penyimpanan media.

3.9 Metode Penelitian

Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah rancangan acak
lengkap (RAL) dengan perlakuan yang disusun secara tunggal atau satu faktor.
Faktor tersebut berupa penambahan beberapa ZPT sitokinin, yaitu, kontrol,
thidiazuron (1,2,3 mg/l) dan benziladenine (2 mg/l). Terdapat 7 perlakuan dimana
pada masing-masing percobaan disusun berulang sebanyak 3 ulangan sehingga
terdapat 21 satuan percobaan. Setiap satuan percobaan terdiri dari 4 botol kultur
yang pada masing-masing botolnya diisi satu eksplan, sehingga diperoleh 84
eksplan. Adapun susunan perlakuan yang digunakan adalah sebagai berikut:

PO = MSO (Kontrol)

P1 =MS+1 mg/l TDZ

P2 = MS+2 mg/l TDZ

P3 = MS+3 mg/l TDZ

P4 = MS+1 mg/l TDZ+2 mg/l BA

P5 = MS+2 mg/l TDZ+2 mg/l BA

P6 = MS+3 mg/l TDZ+2 mg/l BA
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Keseragaman dalam penelitian ini diuji dengan menggunakan uji Bartlett,

kemudian aditifitas data diuji dengan uji Tukey. Apabila asumsi terpenuhi, maka

dilakukan analisis ragam. Pengujian lebih lanjut dilakukan dengan menggunakan

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

3.10 Pengamatan

Variabel pengamatan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

Pertumbuhan eksplan pada media prakondisi.

Pertumbuhan dan pekembangan eksplan serta kontaminan yang diamati
hingga 4 MST (minggu setelah tanam).

Jumlah tunas.

Pengamatan dilakukan dengan menghitung jumlah tunas aksilar dan tunas
apikal yang muncul pada setiap eksplan dengan ukuran > 0,5 cm.

Panjang tunas.

Pengamatan dilakukan dengan mengukur panjang tunas yang tumbuh dengan
menggunakan penggaris.

Jumlah scalp.

Pengamatan dilakukan dengan menghitung jumlah scalp yang terbentuk pada

eksplan.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Dari penelitian yang telah dilakukan, maka diperoleh kesimpulan sebagai berikut:

1. Pada kultur in vitro pisang Mas Kirana, aplikasi 1 mg/l TDZ atau
kombinasinya dengan 2 mg/l BA tidak berpengaruh terhadap jumlah tunas.
Peningkatan konsentrasi TDZ selanjutnya menyebabkan penurunan jumlah
tunas; jumlah tunas tertinggi (+ 7 tunas) diperoleh pada konsentrasi 1 mg/1
TDZ.

2. Pada kultur in vitro pisang Mas Kirana, aplikasi 1-3 mg/l TDZ atau
kombinasinya dengan 2 mg/l BA menyebabkan peningkatan scalp; jumlah
scalp terbanyak diperoleh pada konsentrasi 3 mg/l TDZ.

3. Pada kultur in vitro pisang Mas Kirana, aplikasi pengkombinasian 2 mg/l BA
dengan TDZ tidak berpengaruh terhadap jumlah tunas dan scalp,
dibandingkan dengan aplikasi TDZ saja.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, penulis menyarankan agar
dilakukan penelitian serupa, namun dengan menurunkan konsentrasi TDZ yang
digunakan. Serta, melakukan pencacahan pada eksplan agar dominansi apikal

dipastikan tidak terjadi.
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