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ABSTRAK

STUDI RESISTENSI TIGA KULTIVAR PISANG KEPOK OLEH
KOLKISIN TERHADAP
BLOOD DISEASE BACTERIUM (BDB)

Oleh

ETI ERNAWIATI

Pisang kepok merupakan kultivar pisang lokal yang sangat prospektif untuk
dikembangkan, namun rentan terhadap serangan hama dan penyakit karena pisang
kepok memiliki bunga jantan yang disukai serangga vektor penyakit. Pemuliaan
mutasi menggunakan kolkisin diharapkan dapat menginduksi ketahanan pisang
kepok terhadap patogen adalah tujuan dan kebaruan (novelty) penelitian ini.
Penelitian di rumah kaca disusun secara faktorial dalam Rancangan Acak
Kelompok (RAK) dengan 5 ulangan dan ulangan sebagai kelompok. Faktor 1
terdiri dari 2 level, yaitu tanpa diberi penambahan sebagai kontrol (Al), dan
penambahan kolkisin sintetis 0,1% (A2). Faktor 2 adalah 3 kultivar pisang kepok,
yaitu kepok abu (KA), kepok batu (KB) dan kepok kuning (KK). Data kuantitatif
hasil pengukuran semua parameter yang diamati di analisis Sidik Ragam dan jika
ada perbedaan dilanjutkan dengan uji DMRT pada taraf 5%, sedangkan data
kualitatif ditelaah menggunakan analisis perbandingan antara data hasil tanaman
yang diperlakukan dengan tanaman kontrol. Hasil pengamatan menunjukkan
kepok batu memberikan respon paling baik dibandingkan kepok abu dan kepok
kuning. Hal ini dapat dilihat pada karakter sel yang mengalami mixoploid dan c-
mitosis lebih banyak, indeks mitosis dan indeks stomata lebih kecil, merespon
infeksi inokulum BDB lebih baik dari serangan penyakit BDB yang ditunjukkan
dengan kandungan senyawa fenol dan enzim peroksidase lebih banyak. Dari hasil
tersebut dapat disimpulkan bahwa kolkisin 0,1% mampu menginduksi sifat anti
patogenitas pada pisang kepok dan merupakan kebaruan yang diperoleh dari
penelitian ini. Pisang kepok batu yang diberi kolkisin 0,1% menunjukkan potensi
sebagai kultivar yang tahan terhadap patogen BDB.

Kata Kunci: anti patogenitas, blood disease bacterium, kolkisin, pisang kepok



ABSTRACT

RESISTANCE STUDY ON THREE COLCHICINE-TREATED KEPOK
BANANA CULTIVARS AGAINST
BLOOD DISEASE BACTERIUM (BDB)

By

ETI ERNAWIATI

Pisang kepok is a local banana cultivar that is very prospective to be developed,
but is susceptible to pest and disease attacks because the male flowers of pisang
kepok are favored by disease vector insects. Plant breeding by mutation using
colchicine expected to induce kepok banana resistance to pathogens is the
objective and novelty of this study. The research was conducted in a greenhouse
in a factorial experiment in a Randomized Group Design (RGD) with 5 replicates,
and replicated as a group. Factor 1 consisted of 2 treatment levels, namely media
without the addition of colchicine as control (A1), and with the addition of 0,1%
colchicine (A2). Factor 2 was 3 cultivars of kepok banana, namely kepok abu
(KA), kepok batu (KB) and kepok kuning (KK). Quantitative data obtained were
analyzed for variance using ANOVA followed by DMRT test at the 5% level,
while qualitative data were examined using comparative analysis to compare with
data on control plants. The results showed that kepok batu gave the best response
to colchicine treatment compared to kepok abu and kepok kuning, which can be
seen based on the greater number of mixoploid and c-mitotic cells, mitotic index,
smaller stomatal index, and better response to BDB inoculum infection indicated
by higher content of phenol compounds and peroxidase enzymes. These results it
can be concluded that 0,1% colchicine is able to induce anti-pathogenic properties
in kepok banana. Thus, the novelty obtained in this study is that banana kepok
batu treated with 0,1% colchicine shows potential as a cultivar resistant to the
BDB pathogen.

Keywords: anti-pathogenicity, blood disease bacterium, colchicine, kepok banana
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Pisang merupakan buah favorit masyarakat dunia, sumber makanan pokok
yang sangat baik dan dapat menjadi sumber makanan diet seimbang bagi
orang-orang di segala umur. Selain itu, pisang berkontribusi besar terhadap
pendapatan individu melalui produksi pemanenan, pengolahan, dan
pemasaran. Pisang dapat diolah dalam berbagai cara, memiliki nutrisi
lengkap dan dapat dimanfaatkan sebagai tanaman obat. Pisang sangat
adaptif terhadap lingkungan terutama pada kondisi kekeringan, berbuah
sepanjang tahun sehingga menjadi sumber bahan makanan yang tersedia
sepanjang tahun tanpa mengenal musim dan sangat penting untuk program
ketahanan pangan terutama bagi masyarakat pedesaan di negara-negara
berkembang (Megia, 2005; Droc et al., 2013; Jyothirmayi and Rao, 2015;
Hapsari dan Lestari, 2016). Bahkan Till et al. (2010) mencatat dari
FAOSTAT tahun 2010 bahwa genus Musa, meliputi pisang olahan dan
pisang konsumsi yang dapat dimakan menempati peringkat teratas di antara

20 tanaman pangan dalam hal produksi di seluruh dunia.

Salah satu pisang Indonesia yang memiliki keragaman aksesi tinggi adalah
pisang kepok. Retnoningsih dkk. (2010) mencatat dari koleksi Diperta
Yogyakarta terdapat 15 aksesi pisang kepok. Penelitian Ernawiati dkk.
(2018) di kota Bandar Lampung, provinsi Lampung diperoleh 6 aksesi
pisang kepok. Pisang kepok mempunyai karakter antara kedua spesies liar

leluhur mereka Musa acuminata dan Musa balbisiana. Menurut



Meitha dkk. (2020) saat ini, keragaman genetik pisang kepok di
Indonesia belum teridentifikasi dengan baik. Meskipun pisang Saba
(pisang kepok) telah lama menjadi sumber nutrisi penting bagi
penduduk setempat, namun budidayanya masih banyak dilakukan secara
tradisional. Keterbatasan pengetahuan tentang genom pisang berdampak
pada banyak aspek pemuliaan dan seleksi yang tidak dapat diterapkan. Sifat
partenokarpi, sterilitas, dan ploidi adalah beberapa kendala pada pemuliaan

dan seleksi pisang (Mancho-Sanchez et al., 2015).

Secara umum produktivitas pisang kepok yang dikembangkan masyarakat
masih sangat rendah. Rendahnya produktivitas tersebut disebabkan beberapa
hal, yaitu teknik budidaya yang tidak tepat serta gangguan hama dan
penyakit yang tinggi. Ada dua penyakit berbahaya dan mematikan pada
pisang, yaitu layu bakteri yang menyebabkan penyakit darah bakteri/BDB
dan layu fusarium. Pisang tipe plantain, seperti pisang kepok mudah
terserang penyakit BDB dibandingkan pisang jenis lainnya. Hal ini
disebabkan kandungan kadar gula bunga jantannya yang tinggi sehingga
sangat disukai serangga pengunjung. Selain itu, saat mekar bunga jantan
yang terbuka tidak dilindungi oleh daun pelindung (braktea) menjadi akses
alami bagi BDB (Bloome et al., 2017; Eden-Green, 1994).

Penyakit darah bakteri (BDB) merupakan penyakit layu yang disebabkan
oleh bakteri yang menyerang jaringan vaskular pisang. Nama tersebut
diadopsi karena tetesan cairan putih susu, kuning atau merah- coklat kental
yang sering keluar dari jaringan vaskular tanaman yang terinfeksi yang
terlihat pada permukaan batang tanaman yang terpotong. Penyakit ini
menjangkit kultivar kelompok genom AAA dan ABB (Davis and Liberato,
2006). Cairan putih kecoklatmerahan muncul dari permukaan batang semu
yang dilukai dan buah yang terinfeksi (Kusumoto et al., 2004). Pendapat
serupa mengatakan bahwa jika jaringan vaskular tanaman yang sehat
dipotong maka akan memancarkan tetesan cairan warna putih sedangkan

jaringan vaskuler yang terinfeksi bakteri darah akan berubah menjadi merah



kecoklatan atau hitam. Perubahan warna jaringan vaskular tersebut dapat
ditelusuri dari tangkai turun ke tandan buah (Eden-Green, 1994).

Upaya pencegahan dan pengendalian penyakit darah bakteri telah dilakukan,
baik secara mekanik dengan perbaikan teknik budidaya, kimiawi dengan
pestisida kimiawi dan pestisida nabati (Efri dan Aeny, 2004), dan biologis
dengan aplikasi antiserum monospesifik (Baharudin dkk., 1994), FAM-
PU10 dan Glomus Tipe 1 (Suswati dkk., 2011 dan 2015). Pisang kepok
yang tahan terhadap penyakit darah bakteri terbentuk melalui mutasi
spontan (alami) seperti yang terdapat di Sulawesi Selatan. Pisang ini secara
alami tidak memiliki bunga jantan (jantung) sehingga tahan (escape)
terhadap penyakit darah bakteri. Selanjutnya, Pemerintah Daerah Sulawesi
Selatan bekerjasama dengan PKBT IPB mengembangkan dan melepas
varietas unggul tersebut dan diberi nama pisang “Unti Sayang” dan pisang
“Amorang” di Maluku dan Papua (Suhartanto dkk., 2010; Poerba dkk.,
2012). Namun dari fakta selanjutnya di lapangan didapatkan bahwa mutasi
alami yang terjadi pada pisang unti sayang ternyata dapat mengalami mutasi
balik (recovery) karena adanya gen pemulih sehingga pisang ini mempunyai
bunga jantan kembali (Naipopos dkk., 2014). Dengan demikian, pisang unti
sayang ini sangat dimungkinkan kembali rentan terhadap penyakit darah
bakteri.

Tumbuhan telah mengembangkan sistem pertahanan yang kompleks
terhadap beragam hama dan patogen. Reseptor tanaman memulai jalur
sinyal yang mendorong ekspresi gen respons pertahanan. Sistem
kekebalan tanaman mengandalkan kemampuannya untuk mengenali
molekul musuh, melakukan transduksi sinyal, dan merespons secara
defensif melalui jalur yang melibatkan banyak gen dan produknya.
Sedangkan patogen secara aktif berusaha menghindari dan mengganggu
jalur respons, memilih sistem kekebalan multikomponen yang
terdesentralisasi. Desentralisasi sistem kekebalan tanaman membuka

peluang evolusioner peningkatan untuk resistensi patogen, serta



mekanisme tambahan untuk penghambatan patogen terhadap respons
pertahanan tersebut (Andersen et al., 2018)

Pada awal abad ke-20, pengetahuan tentang heritabilitas dan genetika
memungkinkan para peneliti untuk mengidentifikasi sumber resistensi
yang diwariskan, yang disebut gen resistensi (gen R). Ketahanan
tanaman bergantung pada sistem pengaturan kompleks yang
mengontrol respons pertahanan tanaman, yang sangat bergantung pada
struktur sederhana model gen-untuk-gen HH Flor (gen R). Komponen
sistem kekebalan tanaman berperan dalam deteksi patogen, transduksi

sinyal, atau respons pertahanan (Andersen et al., 2018).

Dari beberapa sumber Backiyarani et al. ( 2013) mencatat bahwa gen
ketahanan hama dan penyakit (gen R) terdiri dari sekelompok besar
dan beragam pada genom tanaman. Berdasarkan fitur molekuler umum,
gen R secara garis besar dapat dibagi menjadi setidaknya lima kelas
struktural. Salah satunya Gen dari kelas NBS - LRR yang tahan
terhadap patogen bakteri, jamur dan virus, hama kutu daun dan
nematode. Selain NBS-LRR dan gen R lainnya disusun dalam
kelompok besar dan luas dalam genom. Namun, Backiyarani et al. (2013)
juga mencatat bahwa gen NBS-LRR dan Resistance Gene Analogues

(RGAs) merupakan penanda resistensi yang berbeda.

Analog gen ketahanan tanaman (RGA), termasuk kandidat gen
resistensi (R) yang telah melestarikan domain dan motif yang
memainkan peran spesifik dalam resistensi patogen. RGA dapat
dikelompokkan sebagai nucleotide binding site leucine rich repeat (NBS-
LRR) atau transmembrane leucine rich repeat (TM-LRR). Dan RGA
yang terkenal adalah situs pengikatan nukleotida yang kaya akan leusin
(NLR), reseptor seperti kinase (RLK), dan protein seperti reseptor
(RLP). Ribuan RGA telah diidentifikasi dari urutan genom tanaman

menggunakan pendekatan bioinformatika (Sekhwal et al., 2015,



Tirnaz et al., 2020). Penelitian Tirnaz et al. (2020) berhasil mengidentifikasi
sebanyak 34.065 RGA pada Brasicca dengan mayoritas adalah RLK
(21.691), kemudian NLR (8.588) dan RLP (3.786). Analisis sekuens
protein RGA menunjukkan identitas sekuens tingkat tinggi, dimana
99,43% RGA terbagi dalam beberapa ortogrup. Laporan terbaru oleh
Cortaga et al. (2022), pada genom durian teridentifikasi sebanyak 2586
RGA vyang terdiri dari 47 nucleotide binding site protein (NBS), 158
NBS-leucine rich repeat protein (NL), 400 coiled-coil NBS-LRR
(CNL), 72 toll/interleukin -1 reseptor NBS-LRR (TNL), 54 kumparan
NBS (CN), 10 reseptor tol/interleukin-1 NBS (TN), 19 reseptor
tol/interleukin-1 dengan domain tidak diketahui (TX), 246 protein mirip
reseptor (RLP), 1.377 reseptor-like kinase (RLK), 185 TM-CC, dan 18
protein lain yang mengandung NBS dengan domain lain. Selanjutnya,
Anuradha et al. (2022) menginformasikan bahwa saat ini tersedia database
MusaRgene dengan rincian lengkap 3598 gen R yang teridentifikasi
dari delapan Musa spp. dan kerabatnya. Selain itu, database juga
memfasilitasi pemahaman mekanisme pertahanan pisang terhadap
tekanan biotik atau abiotik yang mengarah pada pengembangan varietas
tahan penyakit yang unggul.

Pemuliaan pisang kepok yang tahan penyakit sampai saat ini masih
menemui banyak kendala, baik karena basis genetik yang sempit seperti
umumnya pisang, sterilitas, atau ploidy. Dengan dukungan informasi
tentang RGA maka pengembangan kultivar yang tahan penyakit bukan lagi
suatu keniscayaan. Strategi bioteknologi seperti pemuliaan mutasi untuk
memperoleh pisang kepok yang tahan terhadap penyakit darah bakteri dapat

menjadi peluang besar dalam pemulian pisang resisten di masa depan.

Pemuliaan berbasis mutasi bertujuan untuk mengembangkan dan
meningkatkan varietas tanaman dengan memodifikasi satu atau dua sifat
utama untuk meningkatkan produktivitas atau kualitasnya. Dan dianggap

sebagai pendekatan yang fleksibel dan praktis yang dapat diterapkan pada



tanaman apa pun. Mengingat, mutasi adalah sumber utama dari semua
variasi genetik yang ada pada organisme apa pun, termasuk tumbuhan. Pada
tanaman yang tidak menghasilkan biji, seperti pisang, induksi mutasi
mungkin merupakan satu-satunya cara produktif untuk meningkatkan
variabilitas dalam mengembangkan kultivar baru (Oladosu et al., 2016),
misalnya kultivar yang memiliki resistensi tinggi terhadap penyakit darah
bakteri (BDB).

Pemuliaan mutasi atau sering dikenal dengan mutagenesis terinduksi,
umumnya menggunakan tiga jenis mutagenesis, yaitu mutagen terinduksi
(sinar gamma, sinar-X, berkas ion, atau perlakuan dengan mutagen kimia);
mutagenesis situs terarah, yaitu proses menciptakan mutasi pada lokasi
tertentu dalam molekul DNA; dan mutagenesis penyisipan, yang disebabkan
oleh penyisipan DNA, baik melalui transformasi genetik dan penyisipan T-
DNA atau aktivasi elemen transposable (Kharkwal and Shu, 2009; Forster
and Shu, 2012; Roychowdhury, 2013). Agen mutasi buatan disebut
mutagen. Umumnya dikelompokkan dalam dua kategori besar, yaitu
mutagen kimia dan mutagen fisik. Pilihan mutagen seyogyanya didasarkan
pada keadaan peneliti (seperti keamanan penggunaan, kemudahan
penggunaan), ketersediaan mutagen, efektivitas dalam menginduksi
perubahan genetik tertentu, jaringan yang sesuai, dan biaya. Efek mutagen
kimia pada bahan tanaman umumnya dianggap lebih ringan (Oladosu et al.,
2016).

Pemakaian kolkisin sebagai mutagen kimia telah umum digunakan dan telah
menghasilkan ribuan tanaman unggul. Senyawa kolkisin memiliki afinitas
yang kuat terhadap tubulin, yaitu dapat berikatan dengan tubulin. Kolkisin
mempengaruhi pembentukan mikrotubul yaitu dengan cara menghambat
polimerisasi mikrotubulin pada fase metafase. Tubulin adalah protein
penting pada proses mitosis sehingga ketersediaanya menentukan
keberlangsungan proses mitosis. Dengan demikian kolkisin merupakan

racun yang efektif untuk proses-proses mitosis, khususnya pembentukan



spindle. Organisasi mikrotubulus yang terganggu akan menyebabkan
metafase abnormal sehingga membentuk sel dengan kromosom berlipat.
Sedangkan secara tidak langsung kolkisin mempengaruhi struktur membran
dengan menghambat sintesis elemen penyusun membran. (Mukhopadhyay
et al., 2008; Ade and Rai, 2009).

Ketidakteraturan pembentukan gelendong mitosis dan sitokinesis adalah dua
mekanisme pada biogenesis mikrotubulus yang menyebabkan munculnya
variasi jumlah kromosom. Mikrotubulus merupakan struktur sel penting
dari sitoskeleton dan dibentuk oleh perakitan dimer ap-tubulin secara
berurutan (Akhmanova and Steinmetz, 2015). Mekanisme penghambatan
polimerisasi mikrotubulus oleh kolkisin dan analognya dijelaskan secara
detail oleh Sragsyan et al. (2023). Mikrotubulus adalah polimer dinamis dan
non-kovalen terdiri dari subunit a- dan B-tubulin yang terlibat secara luas
serangkaian proses intraseluler. Polimerisasi dan dinamika mikrotubulus
diatur oleh banyak faktor, salah satunya molekul kecil yang berinteraksi
dengan situs berbeda pada dimer tubulin. Perakitan mikrotubulus dimulai
dengan pembentukan protofilamen, yaitu rantai tubulin af yang terhubung
dengan kontak longitudinal. Inhibitor situs pengikatan kolkisin (CBSI)
dapat melemahkan hubungan dalam rantai tersebut. Sebagian protofilamen
mungkin menjadi "cacat” dan tidak dapat mendukung perakitan
mikrotubulus, dan menyebabkan penghambatan polimerisasi, mengganggu
kestabilan mikrotubulus atau penghancuran total mikrotubulus dan akhirnya
menyebabkan siklus sel terhenti. Pendapat serupa dikemukakan Meghbo
(2010) bahwa efek perlakuan kolkisin adalah mengganggu pembelahan sel
melalui mitotik spindle perturbation dengan cara mengaktifkan enzim yang

mengganggu organisasi dan fungsi serat spindle.

Berdasarkan uraian di atas, maka penelitian tentang studi resistensi tiga
genom pisang kepok oleh kolkisin terhadap Blood Disease Bacterium
(BDB) dapat menjadi terobosan baru dalam strategi pengembangan kultivar

pisang kepok yang tahan terhadap penyakit darah bakteri. Menurut Hutami



1.2.

1.3.

dkk. (2006) metode perbanyakan somaklonal melalui kultur jaringan dapat
digunakan sebagai strategi pengembangan kultivar pisang kepok tahan
penyakit darah bakteri, mengingat metode ini dianggap lebih efektif dan

efisien karena perubahan dapat diarahkan pada sifat yang diharapkan.

Tujuan Penelitian

Tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini adalah:

1. memperoleh informasi ilmiah tentang karakter mutagenitas kolkisin
pada BDB;

2. mengidentifikasi karakter poliploid kultivar pisang kepok terinduksi
kolkisin yang memiliki resistensi tinggi terhadap BDB;

3. memperoleh satu atau lebih genom pisang kepok terinduksi kolkisin
yang berpotensi memiliki resistensi terhadap BDB.

Kerangka Teori

Pemuliaan berbasis mutasi bertujuan untuk mengembangkan dan
meningkatkan varietas tanaman dengan memodifikasi satu atau dua sifat
utama untuk meningkatkan produktivitas atau kualitasnya. Dan dianggap
sebagai pendekatan yang fleksibel dan praktis yang dapat diterapkan pada
tanaman apa pun. Mengingat, mutasi adalah sumber utama dari semua
variasi genetik yang ada pada organisme, termasuk tumbuhan. Pada
tanaman yang tidak menghasilkan biji, seperti pisang, induksi mutasi
mungkin merupakan satu-satunya cara produktif untuk meningkatkan
variabilitas dalam mengembangkan kultivar baru, misalnya kultivar yang

memiliki resistensi tinggi terhadap penyakit darah bakteri (BDB).



Pemakaian kolkisin sebagai mutagen kimia telah umum digunakan dan telah
menghasilkan ribuan tanaman unggul. Senyawa kolkisin memiliki afinitas
yang kuat terhadap tubulin, yaitu dapat berikatan dengan tubulin. Kolkisin
mempengaruhi pembentukan mikrotubul yaitu dengan cara menghambat
polimerisasi mikrotubulin pada tahap metafase. Tubulin merupakan protein
penting pada proses mitosis sehingga jumlah dan kualitas tubulin

menentukan keberlangsungan proses mitosis.

Ketidakteraturan pembentukan gelendong mitosis dan sitokinesis akan
menyebabkan munculnya variasi jumlah kromosom. Mikrotubulus
merupakan struktur sel penting dari sitoskeleton dan dibentuk oleh perakitan
dimer af-tubulin secara berurutan. Mikrotubulus adalah polimer dinamis
dan non-kovalen terdiri dari subunit a- dan f-tubulin yang terlibat secara
luas serangkaian proses intraseluler. Perakitan mikrotubulus dimulai dengan
pembentukan protofilamen, yaitu rantai tubulin off yang terhubung dengan
kontak longitudinal. Inhibitor situs pengikatan kolkisin (CBSI) dapat
melemahkan hubungan dalam rantai tersebut. Sebagian protofilamen
mungkin menjadi "cacat” dan tidak dapat mendukung perakitan
mikrotubulus, dan menyebabkan penghambatan polimerisasi, mengganggu
kestabilan mikrotubulus atau penghancuran total mikrotubulus dan akhirnya

menyebabkan siklus sel terhenti.

Organisasi mikrotubulus yang terganggu akan menyebabkan metafase
abnormal sehingga membentuk sel dengan kromosom berlipat (poliploid).
Poliploidi pada sel tanaman mengubah sifat agronomisnya. Ukuran sel-sel
tanaman poliploid lebih besar dari sel diploid. Volume sel yang lebih besar
tersebut menghasilkan jaringan yang lebih tebal, dan ukuran organ tanaman
yang lebih besar. Peningkatan dimensi dan area ini mungkin disebabkan
oleh fakta bahwa sel-sel dengan komplemen kromosom yang lebih besar
tumbuh lebih besar untuk mempertahankan rasio konstan antara sitoplasma
terhadap volume inti. Sel poliploid juga mengekspresikan lebih banyak
protein oleh kehadiran lebih banyak gen. Dengan demikian, tanaman dengan
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sel poliploid memiliki beberapa kelebihan, diantaranya penampakan
morfologi tanaman lebih kekar, ukuran stomata dan sel-sel lebih besar, daun
lebih lebar, produksinya lebih tinggi, dan lebih tahan serangan patogen dan

kekeringan.

Berdasarkan uraian di atas, maka pemuliaan mutasi menggunakan kolkisin
untuk menginduksi kultivar pisang kepok yang tahan terhadap Blood
Disease Bacterium (BDB) dapat menjadi keterbaruan dalam pengembangan

kultivar pisang kepok yang tahan terhadap penyakit di masa depan.

Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi keterbaruan/novelty dalam
strategi pengembangan kultivar pisang kepok yang memiliki ketahanan
tinggi terhadap penyakit darah bakteri. Kombinasi pemulian mutasi dan
perbanyakan somaklonal dengan teknik kultur jaringan diharapkan
meningkatkan peluang memperoleh pisang kepok dengan sifat — sifat
resistensi terhadap penyakit. Selanjutnya dapat dijadikan informasi yang
lebih akurat untuk pengembangan dan pemuliaan pisang kepok di masa
depan.

Kebaruan Penelitian (Novelty)

Tabel 1. Kebaruan Penelitian

No Penelitian yang telah dilakukan Kebaruan Penelitian ini
1 - Mutasi alami (spontan) yaitu - penggunaan mutagen
pisang “unti sayang” (Suhartanto kolkisin

et al., 2010; Poerba et al., 2012)
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- FAM-PU10 dan Glomus Tipe 1
(Suswati et al., 2011 dan 2015)

- aplikasi antiserum, monospesifik
(Baharudin et al., 1994)

2

Parameter yang digunakan dalam Parameter yang digunakan
mengidentifikasi ketahanan penyakit: dalam mengidentifikasikan
- Perubahan morfologi ketahanan penyakit:
- Insidensi penyakit - Sitologi

- Anatomi

- Penanda Molekuler

- Biokimia

Insidensi Penyakit

1.6 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan tujuan penelitian ini maka dapat disusun hipotesis sebagai

berikut:

1. mutagen kolkisin mampu menginduksi pisang kepok poliploid yang
resisten terhadap BDB;

2. ada satu atau lebih sifat-sifat yang diamati dapat dijadikan sifat penanda
resistensi yang tinggi pada pisang kepok terinduksi kolkisin terhadap
BDB;

3. ada satu atau lebih kultivar pisang kepok terinduksi kolkisin memiliki

resistensi yang tinggi terhadap BDB.



1.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Tentang Pisang Secara Umum

Pusat keanekaragaman pisang diperkirakan di daerah Indo-Malesia dan
wilayah Malesia (mencakup Malaysia, Indonesia, Filipina dan Papua
Nugini). Dari Asia Tenggara pisang menyebar luas ke negara tropic dan
sub-tropik, mulai Asia, Amerika, Afrika sampai Australia (Espino et al.,
1997 dalam UNCST, 2007). Valmayor et al. (2003) mencatat ada sekitar
149 jenis pisang yang ditemukan di Asia Tenggara. Di Indonesia sendiri,
laporan RUSNAS Pengembangan Buah-buahan Unggul Indonesia (2004),
mencatat 232 kultivar pisang tersebar di seluruh daerah, sebanyak 115
genotip hasil eksplorasi telah terkoleksi di pusat pengembang plasma nutfah
pisang yang ada di beberapa daerah, seperti Bogor, DIY, Semarang,
Malang, dan Solok. Di Lampung sendiri Sobir dkk. (2006) menemukan 21
aksesi di Kabupaten Lampung Selatan, dan Ernawiati, dkk. (2018)
menemukan 27 aksesi pisang di kota Bandar Lampung.

Terminologi pisang yang digunakan pada semua teks mengacu pada semua
tipe pisang meliputi pisang olahan dan komersial. Semua pisang, baik itu
spesies, varietas, atau hibrida digolongkan dalam genus Musa, familia
Musaceae, ordo Zingiberales. Genus Musa meliputi 30 — 40 spesies yang
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kesemuanya liar bergenom diploid (2n=2x=14,18,20, atau 22) dan berasal
dari Asia Tenggara (Stover and Simmonds, 1987). Berdasarkan jumlah
kromosom dasar dan orientasi serta susunan bunga majemuk, genus Musa
dikelompokkan ke dalam 5 golongan. Dua golongan meliputi spesies
dengan jumlah kromosom dasar 10 (2n=10), yaitu Callimusa dan
Australimusa, dua golongan lainnya meliputi spesiaes dengan jumlah
kromosom dasar 11, yaitu Eumusa dan Rhodochlamys. Satu golongan
terakhir adalah Incertae sedis ditujukan untuk spesies dataran tinggi Papua
Nugini, yaitu Musa ingens Simmonds, dan sekarang mencakup Musa boman
dan Musa lasiocarpa (Daniells et al., 2001).

Spesies yang termasuk Callimusa dan Rhodochlamys merupakan jenis
pisang hias dan tidak menghasilkan biji. Golongan Australimusa
beranggotakan M. textilis Nees (abaca) yang dikenal sebagai rami Manila,
dapat berbuah, tidak berbiji sama seperti pisang Fe’i dari Pasifik yang bisa
dimakan. Golongan Eumusa kadang-kadang disebut Musa (pisang sejati)
merupakan golongan terbesar dari kelima golongan tersebut dengan 13 — 15
spesies. Pisang komersial dengan jumlah kromosom 22, 33, 44 (kromosom
dasar n=x=11) berasal sedikitnya dari dua spesies liar, yakni Musa
acuminata Colla (genom AA) dan Musa balbisiana Colla (genom BB),
keduanya termasuk dalam golongan Eumusa (UNCST, 2007; INIBAP,
2006; Megia, 2005).

Biologi Pisang Kepok

Seluruh pisang kepok merupakan pisang triploid ( Ernawiati, dkk., 2018;
Hapsari dkk., 2017). Pisang triploid umumnya memiliki penampilan batang
semu yang lebih kokoh dan kekar serta buah yang besar dengan daging buah
yang cukup kompak, kulit buah tebal dan kasar, warna kulit buah kuning

dengan bercak coklat tua, daun yang lebih tebal dan lebar, lebih tahan
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terhadap penyakit dan unsur hara yang minim, pertumbuhan vegetatif yang
cukup lama ( 1,5 tahun) dan batang yang cukup tinggi (Hapsari dan
Lestari, 2016; Astutik, 2009; Megia, 2005). Pisang kepok merupakan salah
satu kultivar dari 232 kultivar pisang yang dimiliki Indonesia. Di Negara
lain pisang grup ABB ini dikenal dengan nama synonim: ‘saba’ (Filipina),
‘kluai hin’ (Thailand), ‘pisang kepok’(Indonesia), ‘pisang abu
nipah’(Malaysia) (Duangkongsan et al., 2016). Di Indonesia, pisang kepok
memiliki beberapa aksesi dengan nama daerah yang beragam di setiap
daerah. Dari penelitian pendahuluan Ernawiati dkk., (2018) di kota Bandar
Lampung ditemukan 6 aksesi pisang kepok, yaitu kepok batu, kepok kuning,
kepok abu, kepok kapas, kepok manado dan kepok australi. Hasil
identifikasi kajian tipe genom diperoleh kepok manado, kepok kapas dan
kepok kuning termasuk genom BBB (Musa balbisiana ), kepok batu (genom
ABB), kepok abu termasuk genom AAB (Musap paradisiaca), sedangkan
kepok australi belum dapat ditentukan tipe genomnya. Hasil serupa juga
diperoleh Hapsari dkk. (2017), yang melaporkan pisang kepok di Jawa
Timur yang dikenal dengan nama gajih, memiliki beberapa aksesi/kultivar
yaitu gajih (kepok, bun, ebung), gajih bali (kepok bali, estrali, ustrali), gajih
merah (kepok merah) dan gajih putih (kepok putih) dengan tipe genom
ABB.

Selain keragaman aksesi yang tinggi, pisang kepok memiliki beberapa
kelebihan dari aksesi pisang yang lain. Pisang ini tergolong dalam jenis
pisang olahan, artinya pisang yang harus diolah terlebih dahulu sebelum
dikonsumsi sehingga dapat dimanfaatkan dalam beragam bentuk, baik untuk
skala olahan rumah tangga seperti keripik, pisang rebus, pisang goreng,
maupun skala industri, seperti tepung pisang. Nilai gizi pisang kepok cukup
lengkap dengan kadar air 62,01 %, karbohidrat 35,24 %, protein 1,78 g,
lemak 0,05 g, gula total 17,03 g, vitamin C 30,27 mg, potasium 365 mg, dan
energi sebesar 148,8 cal (Hapsari and Lestari, 2016; Palupi, 2012; Astutik,
2009).
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2.3. Kendala Budidaya Pisang Kepok

Pisang kepok merupakan salah satu kultivar pisang lokal yang memiliki
banyak manfaat, selain sebagai bahan pangan juga hampir seluruh bagian
tanaman memiliki kegunaan sehingga sangat prospektif untuk
dikembangkan. Hasil kajian usahatani pisang kepok di Kabupaten Kutai
Timur, Kalimantan Timur ( Rizal dan Triwidyawati, 2015) menunjukkan
nilai R/C sebesar 2,82 sehingga dapat digolongkan sebagai usaha yang layak
untuk dikembangkan. Usaha penanaman pisang kepok melibatkan
masyarakat luas dan menyebar di hampir seluruh wilayah Indonesia.
Keberhasilan usahatani pisang ditentukan oleh beberapa faktor, yaitu
penerapan teknologi budidaya, penggunaan varietas unggul, perbaikan
varietas yang tahan terhadap hama dan penyakit, produksi tinggi serta
kualitas buah yang bagus dan disukai masyarakat luas (Rizal dan
Triwidyawati, 2015). Laporan yang sama diperoleh dari hasil penelitian
Suhartanto dkk. (2010) yang menunjukkan bahwa dalam pengembangan
tanaman pisang kepok melalui penerapan Good Agricultural Practice (GAP)
pada tingkat petani diperoleh hasil pertumbuhan tanaman lebih baik dengan
perlakuan SOP dibandingkan tanpa SOP.

Meskipun tanaman pisang dikenal dan dibudidayakan sejak lama tetapi
pengetahuan genetik genom pisang masih terbatas (Mancho-Sanchez et al.,
2015). Keterbatasan pengetahuan tentang genom pisang berdampak pada
banyak aspek pemuliaan dan seleksi yang mungkin dilakukan pada tanaman
lain tidak dapat diterapkan pada pisang. Sifat partenokarpi, sterilitas, dan
ploidi adalah beberapa kendala pada pemuliaan dan seleksi pisang (Mancho-
Sanchez et al., 2015). Masalah tersebut tidak terkecuali terjadi pada pisang
kepok.

Secara umum produktivitas pisang kepok yang dikembangkan masyarakat
masih sangat rendah. Rendahnya produktivitas tersebut disebabkan beberapa

hal antara lain: teknik budidaya yang tidak tepat dan gangguan hama serta
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penyakit yang tinggi. Sebagaimana dikatakan Bloome et al. (2017),
produktivitas rendah dan kehilangan hasil panen pisang disebabkan masih
adanya kendala utama yaitu independensi kawasan, sistem produksi, serta
hama dan penyakit. Ada dua penyakit berbahaya dan mematikan pada
pisang, yaitu layu bakteri dan layu fusarium. Beberapa peneliti
menyebutkan penyakit layu bakteri pada tanaman pisang di Indonesia
sebagai penyakit darah bakteri (Blood Diseases Bacterium /BDB) (Edden-
Green, 1994). Selain itu, pertumbuhan vegetatif pisang kepok yang cukup
lama (£1,5 tahun), dan batang cukup tinggi yang menyulitkan dalam
karakterisasi juga menjadi kendala (Astutik, 2009). Oleh karena itu perlu
strategi bioteknologi seperti pemuliaan mutasi untuk mengatasi kendala
pengembangan kultivar pisang kepok unggul pada sifat tertentu, sehingga

budidaya pisang kepok dapat mencapai hasil yang optimal.

Biologi Penyakit Darah Bakteri (Blood Diseases Bacterium/BDB)

Penyakit darah bakteri (BDB) merupakan penyakit layu yang disebabkan
oleh bakteri yang menyerang jaringan vaskular pisang. Nama tersebut
diadopsi karena tetesan cairan putih susu, kuning atau merah- coklat kental
yang sering keluar dari jaringan vaskular tanaman yang terinfeksi yang
terlihat pada permukaan batang tanaman yang terpotong. Penyakit ini
menjangkit kultivar kelompok genom AAA dan ABB (Davis and Liberato,
2006). Cairan putih kecoklatmerahan muncul dari permukaan batang semu
yang dilukai dan buah yang terinfeksi (Kusumoto et al., 2004). Pendapat
serupa mengatakan bahwa jika jaringan vaskular tanaman yang sehat
dipotong maka akan memancarkan tetesan cairan warna putih sedangkan
jaringan vaskuler yang terinfeksi bakteri darah akan berubah menjadi merah
kecoklatan atau hitam. Perubahan warna jaringan vaskular tersebut dapat

ditelusuri dari tangkai turun ke tandan buah (Eden-Green, 1994).
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Kejadian (insidensi) serangan penyakit darah pisang pertama kali dilaporkan
di Pulau Selayar, Sulawesi Selatan sekitar 80 tahun silam yang
mengakibatkan perkebunan pisang di daerah tersebut ditutup dan
ditinggalkan. Penerapan karantina yang ketat oleh otoritas Belanda saat itu
dengan membatasi pergerakan buah pisang dan tumbuh-tumbuhan asal
Sulawesi dapat mencegah penyebaran penyakit ini sampai tahun 1987
dimana wabah ini ditemukan di Jawa Barat (Edden-Green, 1994). Penyakit
ini hanya menyerang tanaman pisang (Jaffar et al., 2016). Intensitas
serangan tertinggi BDB tercatat terjadi di Lampung setelah Sumatera Barat
dan Jawa Barat, yakni mencakup sekitar 1800 hektar (Sahlan dan Nurhadi,
1994). Peningkatan areal serangan yang berhasil dilaporkan Cahyaniati dkk.
(1997) adalah pada kurun waktu bulan Mei — Juni 1993 di Lampung Selatan
dari 13,18 ha menjadi 963,38 ha. Penyakit ini terdeteksi juga di 90 %
propinsi di Indonesia dan menyebabkan produksi pisang selama lima tahun
berturut-turut mengalami penurunan (Hadiwiyono, 2011). Di Lumajang,
Addy dkk. (2016) melaporkan bahwa penyakit BDB merupakan penyakit
penting dan menyebabkan hilangnya hasil panen yang parah. Ploetz et al.
(2015) mengaitkan penyebaran wabah ini dengan program transmigrasi di
Indonesia dimana orang-orang dari Jawa dipindahkan ke daerah (Pulau)
berpenduduk lebih sedikit. Riastiwi (2017) menginventarisasi penyakit-
penyakit pisang yang menyerang 560 individu koleksi kebun plasma nutfah
Cibinong Science Centre —BG dan didapatkan 4 penyakit yaitu, layu
fusarium, bercak cordana, black sigatoka dan yellow sigatoka. Meskipun
dari hasil tersebut tidak ditemukan penyakit darah bakteri, namun tidak
berarti penyakit darah bakteri sudah musnah mengingat bakteri penyebab
penyakit darah bakteri mampu bertahan selama 1 — 2 tahun di dalam tanah
yang terinfeksi (Hadiwiyono, 2011; Suswati dkk., 2011; Jaffar dkk., 2016)

sehingga masih berpotensi untuk muncul kembali sangat besar.

Penyebaran BDB sangat dipengaruhi oleh ketinggian tempat dan jenis
tanah. Serangan BDB dominan di dataran rendah 900 m dpl dibandingkan
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dataran tinggi (Hadiwiyono, 2010). Selain itu, iklim makro di sekitar
pertanaman pisang akibat kanopi pisang kepok yang lebih lebar dari jenis
pisang lainnya diduga mempengaruhi perkembangan populasi serangga dan
patogen (Burhanudin dkk., 1994). Rata-rata serangan penyakit pisang pada
3 strata penggunaan lahan sebagai berikut: sawah 5,41 %, tegalan 3,81 %
dan pekarangan 7,10 % (Suharjo dkk., 2008). Pisang kepok ternyata lebih
banyak terserang daripada pisang raja dengan tingkat serangan penyakit
sebesar 40,04 % (Leiwakabessy, 2003). Sedangkan Hadiwiyono (2010)
mendapatkan serangan BDB pada pisang kepok 86,78 % dibanding pada
pisang raja bandung 78,46 %. Sedangkan rata-rata serangan BDB di 3
kecamatan sentra produksi pisang kepok Kabupaten Minahasa Utara adalah
sebesar 6,75 % (Redsway, 2014).

Kerusakan yang ditimbulkan oleh penyakit darah bakteri bersifat mutlak,
bila tanaman diserang pada fase vegetatif tanaman akan mati, dan jika
serangan terjadi pada fase generatif (terinfeksi lewat bunga) jika tanaman
mampu berproduksi buah tidak akan laku terjual karena daging buah
berlendir dan berwarna merah kecoklatan atau hitam (Redsway, 2014).
Akar tanaman yang terinfeksi terhambat perkembangannya (Teng et al.,
201x). Serangan pada organ daun dapat dilihat dari beberapa ciri. Pada
daun muda gejala serangan lebih menonjol dibanding daun yang lebih tua
(Teng et al., 201x). Pada tanaman yang lebih tua, gejala yang paling sering
terdeteksi adalah daun-daun layu dan menguning serta munculnya garis-
garis coklat gelap yang menunjukkan adanya kumpulan pembuluh darah
bawah epidermis yang terinfeksi. Kerusakan pada pangkal petiola akibat
serangan BDB menyebabkan ambruk dan daun layu menggantung di sekitar
pseudostem. Daun termuda terhenti pertumbuhannya, tidak muncul dan
bakal daun mengembang keputihan yang selanjutnya muncul nekrotik di
lamina (Suhaimi dkk., 2017; Eden-Green, 1994). Kemudian Jaffar dkk.
(2016) membuktikan bahwa layu yang diawali pada pucuk menyebabkan
daun-daun muda akan terlihat kekuningan dan pucat, menggulung, nekrotik,

mengering kemudian akan layu dan akhirnya mati. Pelepah dan tangkai
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daun terluar kehilangan turgiditasnya sehingga terkulai dan membusuk.
Daun muda yang muncul dari batang semu menjadi kuning dan nekrotik
kemudian mengerut (Kusumoto et al., 2004). Daun yang kehilangan
turgiditasnya meskipun warnanya masih hijau akan tampak keriput dan
sedikit meringkuk (Teng et al., 201x). Hadiwiyono (2011) menjelaskan
penampakan vegetatif tanaman pisang kepok kuning yang terserang BDB

memiliki daun yang terkulai.

Gambar 1. Kerusakan tanaman pisang akibat serangan BDB
Keterangan: A : Daun yang terkulai dan menguning
B : Daun kering dan tanaman mati
(Sumber: http://www.planthealthaustralia.com.au/wpcontent
/uploads/2013/01/Blooddisease-FS.pdf)

Bunga pisang atau sering disebut dengan jantung merupakan salah satu
organ tempat penetrasi bakteri penyebab penyakit BDB. Jantung pisang
kepok lebih banyak dikunjungi serangga karena mempunyai kandungan
senyawa tertentu yang bersifat atraktan yang menarik bagi serangga
pengunjung (Burhanudin dkk., 1994; Leiwakabessy, 2003). Gejala
kerusakan pada pisang kepok kuning adalah jantung pisang mengering
mulai dari bagian pangkal jantung. Demikian juga pada pisang kepok abu
jantung pisang tampak mengering (Hadiwiyono, 2011). Bunga jantan
mengerut dan menghitam (Eden-Green, 1994). Pada buah gejala kerusakan
yang muncul dapat berupa buah kadang-kadang pecah dan menghitam,
sistem vaskular dalam buah menjadi coklat kemerahan
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(Kusumoto et al., 2004). Penelitian Devi dkk. (2013) membuktikan bahwa
buah pisang yang diinfeksi inokulum bakteri penyebab BDB menunjukkan
gejala serangan BDB setelah 7 hari inokulasi. Ditandai dengan munculnya
bercak kemerahan pada daging buah dan plasenta buah pisang berubah
menjadi kecoklatan. Buah mengering, terdapat warna coklat dan bintik
merah pada buah bila buah diiris vertikal dan horizontal. Sedangkan di
sepanjang batang terlihat garis coklat dan merah yang seragam (Addy dkk.,
2016).

Gambar 2. Kerusakan jaringan vaskular dan buah pisang akibat serangan
BDB

Keterangan: A : Jaringan vaskuler pada batang
B : Jaringan vaskuler pada tandan buah
C : Buah pisang
(Sumber:_http://www.planthealthaustralia.com.au/wp-
content/uploads/2013/01/Blood-disease-FS.pdf)

Vektor penyakit BDB didominasi serangga dari ordo Diptera
(Leiwakabessy, 2003). Serangga Erionata thrax berpotensi besar sebagai
vektor penyebar patogen penyakit BDB. Pada serangga tersebut, bakteri
patogen BDB ditemukan pada bagian kaki, sayap, permukaan kepala,
bagian dalam kepala dan di permukaan tubuh serangga, sedangkan pada
imago dan larvanya tidak dijumpai bakteri patogen (Suharjo dkk., 2006).
Penelitian lain mendapatkan hasil bahwa populasi Trigona minangkabau

dalam jumlah yang tinggi pada bunga pisang sehat dan sakit, sehingga
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serangga ini diduga berpotensi besar sebagai penyebar R. Solanacearum
Phylotipe IV (Mairawati dkk., 2012 a). Hasil penelitian Mairawati dkk.
(2012 b) berikutnya membuktikan bahwa kemelimpahan serangga
pengunjung bunga pisang kepok lebih tinggi dibandingkan pada pisang
lainnya. Selanjutnya dijelaskan bahwa jenis dan jumlah serangga
pengunjung bunga tertinggi ditemukan pada saat bunga jantan dan betina
mekar, sehingga waktu tersebut merupakan kondisi Kkritis bagi tanaman

pisang terserang penyakit.

Pengendalian penyakit ini dapat dilakukan baik secara teknis, kimiawi, dan
biologi. Penghilangan kuncup bunga jantan, pemilihan bahan tanaman yang
sehat merupakan upaya pengendalian secara teknis (Eden-Green, 1994).
Pengendalian secara kimiawi dilakukan melalui desinfektan alat pertanian
seperti: cangkul dan pemotong buah, sanitasi lapangan/areal (Eden-Green,
1994), dan aplikasi acibendazolar-S-Methyl pada tahap pembibitan dan
dewasa (Supriadi, 2011). Meskipun demikian pengendalian patogen secara
kimiawi tersebut masih diteliti lebih lanjut mengingat belum ada obat
kimiawi yang efektif untuk penyakit BDB (Teng et al., 201x). Pengendalian
secara biologi dapat dilakukan dengan aplikasi ekstrak buah mengkudu (Efri
dan Aeny, 2004), aplikasi bakteri antagonis (Aeny dkk., 2007), aplikasi
FMA indigenus PU10 — Glomus sp 1 ( Suswati dkk., 2011), aplikasi
inokulum Glomus Tipe 1 pada perakaran bibit pisang kepok (Suswati dkk.,
2015), aplikasi isolat Bacillus sp. (Hadiwiyono dan Widiono, 2013), aplikasi
bakteri endofit (Marwan, 2014). Penggunaan dua bakteri pembentuk
biofilm yang diisolasi dari tanaman pisang yang terinfeksi mampu
mengurangi perkembangan dan infeksi penyakit darah parah yang
disebabkan oleh agen patogen, R. syzygii subsp. celebesensis. Data SEM
ternyata menunjukkan bahwa E.cloacae dan E. hormaechei menghambat
mekanisme adhesi dan kolonisasi patogen dalam inang (Suhaimi dkk.,
2017).
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2.5. Resistance Gene Analogues (RGAS)

Tumbuhan telah mengembangkan sistem pertahanan yang kompleks
terhadap beragam hama dan patogen. Reseptor tanaman memulai jalur
sinyal yang mendorong ekspresi gen respons pertahanan. Sistem
kekebalan tanaman mengandalkan kemampuannya untuk mengenali
molekul musuh, melakukan transduksi sinyal, dan merespons secara
defensif melalui jalur yang melibatkan banyak gen dan produknya.
Sedangkan patogen secara aktif berusaha menghindari dan mengganggu
jalur respons, memilih sistem kekebalan multikomponen yang
terdesentralisasi. Desentralisasi sistem kekebalan tanaman membuka
peluang evolusioner peningkatan untuk resistensi patogen, serta
mekanisme tambahan untuk penghambatan patogen terhadap respons

pertahanan tersebut (Andersen et al., 2018).

Pada awal abad ke-20, pengetahuan tentang heritabilitas dan genetika
memungkinkan para peneliti untuk mengidentifikasi sumber resistensi
yang diwariskan, yang disebut gen resistensi (gen R) . Ketahanan
tanaman bergantung pada sistem pengaturan kompleks yang
mengontrol respons pertahanan tanaman, yang sangat bergantung pada
struktur sederhana model gen-untuk-gen HH Flor (gen R). Komponen
sistem kekebalan tanaman berperan dalam deteksi patogen, transduksi
sinyal, atau respons pertahanan (Andersen et al., 2018).

Dari beberapa sumber Backiyarani et al. ( 2013) mencatat bahwa gen
ketahanan hama dan penyakit (gen R) terdiri dari sekelompok besar
dan beragam pada genom tanaman. Berdasarkan fitur molekuler umum,
gen R secara garis besar dapat dibagi menjadi setidaknya lima kelas
structural. Salah satunya Gen dari kelas NBS - LRR yang tahan
terhadap patogen bakteri, jamur dan virus, hama kutu daun dan
nematode. Selain NBS-LRR dan gen R lainnya disusun dalam

kelompok besar dan luas dalam genom. Namun, Backiyarani et al. (2013)
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juga mencatat bahwa gen NBS-LRR dan Resistance Gene Analogues

(RGAs) merupakan penanda resistensi yang berbeda.

Analog gen ketahanan tanaman (RGA), termasuk kandidat gen
resistensi (R) yang telah melestarikan domain dan motif yang
memainkan peran spesifik dalam resistensi patogen. RGA dapat
dikelompokkan sebagai nucleotide binding site leucine rich repeat (NBS-
LRR) atau transmembrane leucine rich repeat (TM-LRR). Dan RGA
yang terkenal adalah situs pengikatan nukleotida yang kaya akan leusin
(NLR), reseptor seperti kinase (RLK), dan protein seperti reseptor
(RLP). Ribuan RGA telah diidentifikasi dari urutan genom tanaman
menggunakan pendekatan bioinformatika (Sekhwal et al., 2015, Tirnaz et
al., 2020). Penelitian Tirnaz et al. (2020) berhasil mengidentifikasi
sebanyak 34.065 RGA pada Brasicca dengan mayoritas adalah RLK
(21.691), kemudian NLR (8.588) dan RLP (3.786). Analisis sekuens
protein RGA menunjukkan identitas sekuens tingkat tinggi, dimana
99,43% RGA terbagi dalam beberapa ortogrup. Laporan terbaru oleh
Cortaga et al. (2022), pada genom durian teridentifikasi sebanyak 2586
RGA yang terdiri dari 47 nucleotide binding site protein (NBS), 158 NBS-
leucine rich repeat protein (NL), 400 coiled-coil NBS-LRR (CNL), 72
toll/interleukin -1 reseptor NBS-LRR (TNL), 54 kumparan NBS (CN), 10
reseptor tol/interleukin-1 NBS (TN), 19 reseptor tol/interleukin-1 dengan
domain tidak diketahui (TX), 246 protein mirip reseptor (RLP), 1.377
reseptor-like kinase (RLK) 185 TM-CC,dan 18 protein lain yang
mengandung NBS dengan domain lain. Selanjutnya, Anuradha et al.
(2022) menginformasikan bahwa saat ini tersedia database MusaRgene
dengan rincian lengkap 3598 gen R yang teridentifikasi dari delapan
Musa spp. dan kerabatnya. Selain itu, database juga memfasilitasi
pemahaman mekanisme pertahanan pisang terhadap tekanan biotik atau

abiotik yang mengarah pada pengembangan varietas tahan penyakit

yang unggul.
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Pemuliaan pisang kepok yang tahan penyakit sampai saat ini masih
menemui banyak kendala, baik karena basis genetik yang sempit seperti
umumnya pisang, sterilitas, atau ploidy. Dengan dukungan informasi
tentang RGA maka pengembangan kultivar yang tahan penyakit bukan lagi
suatu keniscayaan. Strategi bioteknologi seperti pemuliaan mutasi untuk
memperoleh pisang kepok yang tahan terhadap penyakit darah bakteri dapat

menjadi peluang besar dalam pemulian pisang resisten di masa depan.

Pengembangan Kultivar Pisang Kepok Tahan Penyakit Darah Bakteri

Ketahanan pisang kepok terhadap penyakit darah bakteri dapat diperoleh
melalui mutasi spontan atau alami seperti yang terjadi di Sulawesi Selatan
yang kemudian dilepas sebagai varietas unggul dengan nama pisang “unti
sayang”dan pisang “Amorang ~ di daerah Maluku dan Papua. Pisang ini
secara alami tidak memiliki bunga jantan (jantung) sehingga tahan (escape)
terhadap penyakit darah bakteri (Suhartanto dkk., 2010; Poerba dkk., 2012).
Namun fakta di lapangan menunjukkan bahwa mutasi alami yang terjadi
pada pisang unti sayang ternyata dapat mengalami mutasi balik (recovery)
karena adanya gen pemulih (recovery gene) sehingga pisang mempunyai
bunga jantan kembali (Naipopos dkk., 2014). Dengan demikian, pisang unti
sayang sangat dimungkinkan kembali rentan terhadap penyakit darah
bakteri. Oleh karena itu perlu strategi bioteknologi seperti pemuliaan mutasi
untuk mengatasi kendala pengembangan kultivar pisang kepok unggul pada
sifat tertentu. Sebagaimana dikatakan Supriadi (2011) bahwa varietas
unggul dapat diperoleh melalui perluasan keragaman gen ketahanan baik

melalui eksplorasi, pemanfaatan teknologi mutasi dan fusi protoplasma.
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2.6.1. Pemuliaan Mutasi

Di alam, mutasi terjadi pada tingkat sangat lambat sehingga
menghambat upaya memperbaiki tanaman. Kemajuan ilmu
pengetahuan dan bioteknologi telah membuka jalur baru dalam
pendekatan pemuliaan mutasi. Pendekatan-pendekatan tersebut
telah memberikan hasil yang lebih efektif, efisien, dan cepat.
Pemuliaan mutasi merupakan salah satu teknik yang memungkinkan
untuk mengembangkan varietas tanaman baru dengan
karakteristik yang lebih baik seperti ketahanan iklim, hasil,
waktu pematangan, dan ketahanan terhadap hama dan penyakit.
Karakter yang muncul tersebut tidak berasal dari segregasi atau
rekombinan genetik. Dengan demikian. mutagenesis terinduksi
memiliki nilai penting yang tinggi, karena tidak hanya memberikan
kemungkinan menghasilkan mutasi untuk setiap gen yang
diinginkan, namun memungkinkan pengembangan beberapa mutasi
untuk setiap gen target yang diduga memiliki potensi tertentu
(Sebatian et al., 2023 ; Udage, 2021 ; Shu et al., 2012).

Pemuliaan berbasis mutasi dapat mengembangkan dan
meningkatkan varietas tanaman dengan memodifikasi satu atau dua
sifat utama untuk meningkatkan produktivitas atau kualitasnya. Dan
dianggap sebagai pendekatan yang fleksibel dan praktis yang dapat
diterapkan pada tanaman apapun. Mengingat, mutasi adalah sumber
utama dari semua variasi genetik yang ada pada organisme apapun,
termasuk tumbuhan. Pada tanaman yang tidak menghasilkan biji,
seperti pisang, induksi mutasi mungkin merupakan satu-satunya
cara produktif untuk meningkatkan variabilitas dalam
mengembangkan kultivar baru (Oladosu et al., 2016), misalnya
kultivar yang memiliki resistensi tinggi terhadap penyakit darah
bakteri (BDB).
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2.6.2. Agen Mutasi (Mutagen)

Sebagian besar pendekatan pemuliaan mutasi bergantung pada
agen mutasi yang bertanggung jawab atas terciptanya mutasi
dari materi genetik tanaman. Agen mutagenik yang digunakan
menjadi bagian integral dari pemuliaan mutasi tanaman karena
menghasilkan mutasi dengan kecepatan jauh lebih tinggi
dibandingkan mutasi spontan. Mutagenesis secara sederhana
didefinisikan sebagai pembentukan mutasi genetik yang dapat
menginduksi variasi genetik secara acak pada tanaman. Mutan
merupakan hasil mutagenesis. Mutan adalah individu dengan
mutasi tunggal atau mutasi ganda pada genomnya, dan dapat
diidentifikasi melalui cara molekuler atau fenotip. Metode
mutagenesis fisik dan kimia umumnya digunakan dalam
program pemuliaan mutasi. (Sebatian et al., 2023; Udage, 2021; Shu
etal., 2012).

Agen mutasi buatan disebut mutagen. Umumnya dikelompokkan
dalam dua kategori besar, yaitu mutagen kimia dan mutagen fisik.
Pilihan mutagen seyogyanya didasarkan pada keadaan peneliti
(seperti keamanan penggunaan, kemudahan penggunaan),
ketersediaan mutagen, efektivitas dalam menginduksi perubahan
genetik tertentu, jaringan yang sesuai, biaya dan ketersediaan. Efek
mutagen kimia pada bahan tanaman umumnya dianggap lebih ringan
(Oladosu et al., 2016).

Dari beberapa sumber Oladosu et al. (2016) memberi pemahaman
secara detail bahwa pemilihan mutagen yang tepat sangat penting
dalam pemuliaan mutasi karena mutagen yang berbeda memiliki
sifat mutagenik yang berbeda. Mutagen fisik lebih menguntungkan
dibandingkan mutagen kimia karena mutagen fisik tidak perlu
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perlakuan yang khusus setelah digunakan, dan mutagen fisik
tidak menghasilkan limbah. Mutagen kimia sangat mampu
menginduksi mutasi gen. Namun, mutagen kimia mempunyai
masalah utama dalam pembentukan residu. Residu bahan kimia ini
dapat bersifat karsinogenik dan menyebabkan gangguan
kesehatan pada manusia. Oleh karena itu, meskipun mutagen
kimia menjanjikan hasil yang tinggi, para peneliti tetap mencari
alternatif seperti mutagen fisik dan biologis karena mutagen

tersebut tidak menimbulkan residu apa pun setelahnya.perlakuan.

Penelitian yang dilakukan terhadap mutagen biologis yang
berasal dari tumbuhan saat ini masih pada tingkat yang minim.
Namun, dengan kemajuan ilmu pengetahuan dan teknologi,
penelitian baru tentang mutagen biologis akan terus maju.
Pendekatan bioteknologi baru dan teknik biologi molekuler
seperti teknologi transposon akan membantu pengembangan
mutagen biologis. Agen mutagenik biologis memiliki potensi

besar untuk mutagenesis (Sebastian et al., 2023).

Kolkisin

Kolkisin sebagai mutagen kimia telah umum digunakan dan telah
menghasilkan ribuan tanaman unggul. Senyawa kolkisin memiliki
afinitas yang kuat terhadap tubulin, yaitu dapat berikatan dengan
tubulin.. Kolkisin mempengaruhi pembentukan mikrotubul yaitu
dengan cara menghambat polimerisasi mikrotubulin pada fase
metafase. Tubulin adalah protein penting pada proses mitosis
sehingga ketersediaanya menentukan keberlangsungan proses
mitosis. Dengan demikian kolkisin merupakan racun yang efektif
untuk proses-proses mitosis, khususnya pembentukan spindle.
Organisasi mikrotubulus yang terganggu akan menyebabkan

metafase abnormal sehingga membentuk sel dengan kromosom
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berlipat. Sedangkan secara tidak langsung kolkisin mempengaruhi
struktur membran dengan menghambat sintesis elemen penyusun
membran. (Mukhopadhyay et al., 2008; Ade and Rai, 2009).

Ketidakteraturan pembentukan gelendong mitosis dan sitokinesis
adalah dua mekanisme pada biogenesis mikrotubulus yang
menyebabkan munculnya variasi jumlah kromosom. Mikrotubulus
merupakan struktur sel penting dari sitoskeleton dan dibentuk oleh
perakitan dimer af-tubulin secara berurutan (Akhmanova and
Steinmetz, 2015). Mekanisme penghambatan polimerisasi
mikrotubulus oleh kolkisin dan analognya dijelaskan secara detail
oleh Sragsyan et al. (2023). Mikrotubulus adalah polimer dinamis
dan non-kovalen terdiri dari subunit a- dan B-tubulin yang terlibat
secara luas serangkaian proses intraseluler. Polimerisasi dan
dinamika mikrotubulus diatur oleh banyak faktor, salah satunya
molekul kecil yang berinteraksi dengan situs berbeda pada dimer
tubulin. Perakitan mikrotubulus dimulai dengan pembentukan
protofilamen, yaitu rantai tubulin af yang terhubung dengan kontak
longitudinal. Inhibitor situs pengikatan kolkisin (CBSI) dapat
melemahkan hubungan dalam rantai tersebut. Sebagian protofilamen
mungkin menjadi "cacat” dan tidak dapat mendukung perakitan
mikrotubulus, dan menyebabkan penghambatan polimerisasi,
mengganggu kestabilan mikrotubulus atau penghancuran total
mikrotubulus dan akhirnya menyebabkan siklus sel terhenti.
Pendapat serupa dikemukakan Megbo (2010) bahwa efek perlakuan
kolkisin adalah mengganggu pembelahan sel melalui mitotik spindle
perturbation dengan cara mengaktifkan enzim yang mengganggu

organisasi dan fungsi serat spindle.

Kolkisin sering digunakan untuk menginduksi mutasi yang
menghasilkan tanaman poliploid. Perlakuan kolkisin pada tanaman

menginduksi metafase abnormal sehingga terbentuk sel tanaman
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dengan jumlah kromosom berlipat. Poliploid pada sel tanaman
mengubah sifat agronomis tanaman (Nautiyal, 2011; Alemu and
Daba, 2016). Tanaman mutan (poliploid) mempunyai sifat-sifat yang
unggul dan lebih baik dari tanaman normal (diploid), antara lain sel-
selnya lebih besar, daun lebih lebar, tanaman lebih besar, lebih
tahan terhadap pengaruh lingkungan, lebih tahan penyakit, dan
produksinya lebih tinggi. Namun demikian beberapa kekurangannya
juga dapat ditemukan, misalnya tekanan osmotik sel berkurang,
pembelahan sel terhambat, dan masa vegetatif lebih panjang. Sifat-
sifat anatomi sering juga digunakan untuk membandingkan takson
(tingkat ploidi) yang berbeda. Selain itu, anatomi daun juga
memiliki fungsi sebagai organ untuk fotosintesis dan transpirasi.
Kedua fungsi tersebut ditentukan oleh kandungan klorofil, terutama
klorofil a dan b. Demikian juga pembukaan mulut stomata dan
jumlah per luas daun yang lebih besar akan meningkatkan laju
fotosintesis. Dengan demikian indeks stomata dapat dijadikan salah
satu karakter dalam menyeleksi tanaman dengan produksi yang
tinggi (Kertasapoetra, 1988; Crowder, 1997, Soedjono, 2003).
Masalah khusus induksi ploidy akibat kolkisin, terutama pada
tanaman yang diperbanyak secara vegetatif adalah khimerism yang
disebabkan adanya jaringan dengan tingkat ploidi yang berbeda di
satu tanaman atau bagian tanaman (Ade and Rai, 2009; Bharati et
al., 2006).

Penetrasi dan distribusi agen mutagenik yang tidak seragam dapat
menyebabkan berkembangnya khimera. Adatiga jenis khimera,
yaitu khimera meriklinal, periklinal dan sektoral. Pada khimera
meriklinal, mutasi terjadi pada satu lapisan di sepanjang suatu sisi
maka produk pembelahan sel dari sel-sel yang bermutasi tersebut
terjadi hanya pada satu sisi tanaman dan khimera meriklinal tidak
stabil. Khimera periklinal, mutasi terjadi pada satu
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(atau lebih) lapisan sehingga produk pembelahan sel dari sel yang
bermutasi menyebar dan menutupi seluruh lapisan. Hasilnya stabil
hingga sangat stabil. Khimera sektoral, mutasi terjadi pada banyak
lapisan sehingga produk pembelahan sel dari sel yang bermutasi
menimbulkan sebagian sel atau seluruh bagian tumbuhan bermutasi.
Perubahan yang terlihat pada mutan yang diinduksi meliputi luas
daun (parameter biometrik), fotosintesis, hormon (parameter
fisiologis) prolin, protein, metabolit sekunder dan enzim antioksidan
(parameter biokimia) terlihat pada mutan yang diinduksi (Sebastian
etal., 2023).



I11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

3.2.

Penelitian ini dirancang dalam dua tahap. Tahap pertama telah dilakukan
pada tahun 2017 dan 2018 untuk mendapatkan informasi keragaman genetik
tanaman pisang baik secara morfologi (telah dipublikasikan) maupun
molekuler (proses publikasi). Berdasarkan penelitian tahap ini ditentukan 3
kultivar pisang kepok yang menjadi pilihan sebagai bahan tanaman untuk

penelitian utama.

Penelitian tahap kedua (utama) dilaksanakan mulai bulan Februari sampai
dengan bulan Desember 2019. Kegiatan penelitian meliputi pembuatan
ekstrak umbi kembang sungsang, analisis kandungan fenol, enzim
peroksidase, analisis sitologi dan anatomi dilakukan di Laboratorium Botani
FMIPA,; kultur jaringan tanaman pisang kepok dilakukan di Laboratorium
Kultur Jaringan PT GGPC Lampung Timur. Aklimatisasi planlet dan
pengamatan ketahanan terhadap penyakit BDB di rumah kaca pribadi, dan
analisis penanda molekuler dilakukan di LTSIT Universitas Lampung.

Bahan dan Alat

Bahan Tanaman yang digunakan adalah 3 kultivar pisang kepok berbeda
tipe genom dari hasil penelitian tahap 1 (Ernawiati dan Nurhasanah, 2018),
yaitu kepok abu (genom AAB), kepok batu (genom ABB) dan kepok kuning
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(genom BBB). Bahan—bahan lain yang dibutuhkan antara lain media tanam
pisang kepok terdiri dari campuran tanah, pupuk kandang dan arang sekam
dengan perbandingan 3:1:1. Inokulum bakteri BDB diperoleh dari

Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA Universitas Lampung.

Bahan Kimia terdiri dari kemikalia untuk kultur jaringan meliputi media
dasar MS, NAA, IAA, BA, HCI, KOH, alkohol, spiritus, Dithane-M45,
bakterisida Agrept, Bayclin dan Tween 80. Kemikalia untuk penanaman
dan perawatan tanaman di rumah kaca: NPK dan pupuk kandang. Kemikalia
untuk preparasi mitosis: asam asetat glasial, hidroxiquinolin, HCI, aceto-
orsein, alkohol, minyak imersi, kutek. Kemikalia untuk preparasi anatomi
daun: safranin, alkohol, dan kutek. Kemikalia untuk analisis fenolik: etil
asetat, Reagen Folin Calceur, dan Na,COs3. Kemikalia untuk analisis enzim
peroksidase: dapar kalium fosfat, dan Polyvinylpolypyrrolidone (PVP).
Sedangkan kemikalia untuk analisis penanda molekuler: seri primer,
RNAse, lysate, buffer, AP1, MgCl,, alkohol, dan etanol.

Alat-alat yang digunakan meliputi botol kultur, cawan petri, gelas ukur,
gelas erlenmeyer, gelas objek, gelas penutup, pipet, pipet ukur, pinset,
mikropipet, pisau, gunting, silet, lampu bunsen, korek api, sekop tanaman,
aluminium foil, kertas saring (Whatman filter paper), kain kasa, kertas
merang, polybag, kantong plastik, nampan, boks plastik, autoclave, laminar
air flow, spektrofotometer UV, timbangan digital, hot plate, pH-meter, oven,
magnetic stirrer, Dneasy Plant Mini Kit (50) (Qiagen, Cat#69104), Qiacube,
Nanophotometer ( P 360), Pyromark PCR Kit, QlAxcel DNA High
Resolution Kit, Pyromark Q24, mortar, tabung berbagai ukuran, vortex,
heating block suhu 65°C, microcentrifuge, life taouch 1.7 ml
microcentrifuge tube, mikropipet berbagai ukuran, Bioclean Aerosol
Resistant Barrier Tip, shaker, disposable free powder gloves, alat tulis dan

kamera digital.
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3.3. Rancangan Percobaan

3.3.1.

3.3.2.

Rancangan Perlakuan

Penelitian utama dilakukan di dua tempat, yaitu Laboratorium kultur
jaringan dan rumah kaca. Penelitian di rumah kaca akan disusun

secara faktorial dalam Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan 5
ulangan dan ulangan sebagai kelompok. Faktor 1 terdiri dari 2 level,
yaitu tanpa diberi penambahan (0% = Al), kolkisin 0,1 % ( A2).

Faktor 2 adalah 3 kultivar pisang, yaitu kepok abu (KA), kepok batu
(KB)dan kepok kuning(KK). Semua kombinasi perlakuan diulang 5

kali sehingga akan diperoleh 304 unit percobaan.

Tata Letak Percobaan

Tata letak percobaan selengkapnya dapat dilihat dalam Gambar 3 di

bawah ini:

| A1B2C1 | | A1B3C2 | | A2B1C3 | | A1B2C4 | | A2B2CS |

| A2B3C1 | | A2B3C2 | | A1B3C3 | | A2B2C4 | | A1B2CS |

| A1BIC1 | | A1B2C2 | | A1B1C3 | | A1B3C4 | | A1B3CS |

| A1B3C1 | | A2B1C2 | | A2B3C3 | | A2B1C4 | | A2BICS |

| A2B1C1 | [ A2B2C2 | | A1B2C3 | | A1B1C4 | | A2B3CS |

| A2B2C1 | | A1B1C2 | | A2B2C3 | | A2B3C4 | | A1BICS |

Gambar 3. Tata letak satuan percobaan di rumah kaca

Keterangan :

Al = Kontrol A2 = Kaolkisin

Bl = Kepok abu B2 = Kepok batu B3 = Kepok kuning
Cl =Ulangan1 C2 =Ulangan 2 C3 =Ulangan 3

C4 =Ulangan4 C5 =Ulangan5



3.4.

Bagan Alir Penelitian

Bagan alir penelitian berikut merupakan penelitian utama

Sterilisasi
peralatan dan

v

Pembuatan Media MS dan penambahan
kolkisin

v

Penanaman eksplan dalam media
kultur

)

Inisiasi tunas dan multiplikasi tunas

!

Inisiasi akar

!

Aklimatisasi

v

Pemindahan planlet di
rumah kaca

\ 4

Pengambilan data anatomi

daun & molekuler

)

Pemberian inokulum BDB

Y \ 4

\4

gejala & insendensi kandungan fenolik

Pengambilan data Pengambilan data Pengambilan data kandungan

enzim peroksidase

\ 4

Rekap dan analisis data

\ 4

Interpretasi hasil dan Pembahasan

\ 4

Selesai

Gambar 4. Bagan alir penelitian
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3.5. Prosedur Kerja

3.5.1. Pembuatan Larutan Untuk Perlakuan

Konsentrasi kolkisin 0,1 % dibuat dengan cara melarutkan 1 mg

kolkisin sintetis berbentuk kristal dari Sigma Chemical Co dalam 99

ml aquades kemudian dihomogenkan dengan sentrifugasi pada

kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit.

3.5.2. Kultur Jaringan Pisang Kepok

a.

Sterilisasi Alat-alat

Semua peralatan yang digunakan dalam kultur jaringan
disterilkan dalam autoclave pada suhu 121°C dan tekanan 17,5

psi selama 0,5 jam.

Pembuatan Media Kultur

Pada tahap inisiasi tunas digunakan media dasar MS dengan
penambahan 0.2 mg/L I1AA dan 5 mg/L BA. Media MS yang
digunakan untuk multiplikasi tunas ditambahkan 0.5 mg/L IAA
dan 5 mg/L BA. Media untuk inisiasi akar adalah media MS
dengan penambahan 1 mg/L NAA (Fitrimala dkk., 2016;
Supriati, 2010).

Pembuatan media MS sebanyak 1 liter adalah 1 kemasan media
MS siap pakai dan bahan tambahan ditimbang sesuai formula
tersebut kemudian dilarutkan dengan aquades di dalam labu
ukur dan diaduk sampai homogen. Media dipanaskan di atas
kompor listrik sambil terus diaduk dan kompor dimatikan

setelah larutan terlihat jernih. Media yang masih panas
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kemudian dituangkan ke dalam botol-botol kultur yang telah
disterilkan dengan volume masing-masing sekitar 20 ml. Mulut
botol ditutup dengan aluminium foil kemudian disterilkan dalam
autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 17,5 psi selama 15 menit.
Penambahan kolkisin yang telah disterilkan masing-masing
sebanyak 10 ml/l larutan stok MS dilakukan di laminar air flow
pada waktu media baru selesai diautoklaf dan masih dalam
kondisi panas. Media kultur ditutup secara aseptis kemudian
media digoyang-goyang agar tercampur secara merata. Seluruh
media kemudian diberi label sesuai perlakuan yang telah
ditentukan. Media yang telah siap kemudian disimpan dalam

ruangan pada suhu kamar.

Persiapan dan Sterilisasi Eksplan

Tunas muda yang tumbuh pada bonggol pisang kepok abu,
kepok batu dan kepok kuning dibersihkan dengan aquades steril
sebelum dipotong-potong seukuran 1 x 5 cm. Tunas kemudian
direndam dalam akuades steril yang telah ditetesi Tween 80
selama 1 jam. Setelah itu, tunas disterilisasi kembali dengan
tahapan rangkaian sterilisasi sebagai berikut: fungisida Dithane-
M45 2 g/L selama 1 jam, bakterisida Agrept 2 g/L selama 1 jam,
etanol 70 % selama 1 menit, Bayclin 30 % selama 30 menit, dan
terakhir Bayclin 20 % selama 20 menit. Setiap selesai satu tahap
sterilisasi, eksplan dibilas akuades steril sebanyak 3 kali
(Fitramala dkk., 2016).

Penanaman Eksplan dalam Media Kultur

Eksplan yang telah steril ditanam ke dalam botol kultur yang
berisi media sesuai kombinasi perlakuan yang telah ditentukan.
Dalam satu botol hanya terdapat 1 eksplan. Penanaman eksplan

dalam media dilakukan secara steril di dalam laminar air flow.
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Media berisi eksplan diinkubasi di ruang kultur pada suhu 25°C,
dan disinari dengan lampu neon 40 Watt berjarak sekitar 60 cm
dari botol kultur (Nisa dan Rodinah, 2005).

e. Multiplikasi Tunas dan Perakaran Planlet

Multiplikasi tunas dilakukan pada tunas-tunas muda yang
dihasilkan dari tahap inisiasi tunas. Tunas muda dikupas pada
bagian yang berwarna kehitaman kemudian dibelah membujur
menjadi dua bagian. Bahan tersebut digunakan sebagai eksplan
baru dan ditumbuhkan pada media kultur yang baru.
Pengamatan dilakukan sampai terlihat bagian tunas-tunas yang
tumbuh berwarna hijau. Selanjutnya tunas yang dihasilkan dari
multiplikasi dipilih yang seragam seukuran 2 cm dan
dipindahkan ke media inisiasi perakaran. Kultur eksplan
dipelihara dalam ruang inkubasi dengan suhu 25 + 2° C, disinari
lampu TL berkekuatan sekitar 1000 lux dan fotoperiodisitas 16
jam per hari (Fitrimala dkk., 2016).

f. Aklimatisasi Planlet

Planlet yang baik kemudian diaklimatisasi pada media campuran
tanah steril dan kompos dengan perbandingan 1 : 1, dan
diinkubasi di rumah kaca. Planlet ditutup dengan sungkup
plastik untuk menjaga kelembabannya selama 2 minggu.
Penyiraman rutin dilakukan setiap hari (Wibowo dkk., 2010).

3.5.3. Infeksi Planlet dengan Inokulum BDB

Uji ketahanan pisang kepok terhadap penyakit BDB dilakukan
dengan menginfeksi planlet dengan inokulum BDB. Tanaman pisang

disuntik pada bagian leher akar / pangkal akar (collum) dengan
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suspensi BDB dengan kerapatan 10® sel/ml sebanyak 20 ml
(Wibowo dkk., 2010).

3.5.4. Pengamatan Parameter

A. Parameter Sitologi

Pengamatan parameter sitologi dilakukan dengan membuat
sediaan mitosis semi permanen dari ujung akar planlet. Preparasi
mitosis menggunakan modifikasi metode squash dari Gunarso
(1980) dan Darnaedi (1991) dengan langkah-langkah sebagai
berikut.

a. Pengambilan bahan
Bagian ujung akar planlet yang meristematis dipotong
sepanjang = 1 cm. Pemotongan dilakukan antara pukul 08.30

—10.00 WIB untuk memperoleh persentase sel bermitosis

yang tinggi.

b. Pra perlakuan
Pra perlakuan bertujuan untuk pemisahan dan penguraian
kepadatan kromosom, penjernihan sitoplasma, dan pelunakan
jaringan (Gunarso, 1988). Bahan untuk pra perlakuan adalah
hydroksiquinolin 0,03% . Larutan 8-hydroksiquinolin 0,03 %
dibuat dengan memasukkan 0,3 gram 8- hydroksiquinolin ke
dalam erlenmeyer ukuran 1 L kemudian ditambahkan
aquades sebanyak 1 L. Selanjutnya, larutan dipanaskan di
atas hot plate pada suhu 60° C. Larutan digojog setiap 15
menit sampai terlarut sempurna, kemudian didinginkan pada
suhu ruang sebelum dipindahkan pada botol ukur. Pra
perlakuan dilakukan dengan merendam sel akar dalam larutan
8-hydroksiquinolin 0,03% di dalam botol flakon selama 3-5

jam yang disimpan dalam refrigerator dengan suhu 18-20°C.
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Setelah perendaman, potongan akar dibilas dengan aquades
sebanyak 3 kali untuk menghilangkan larutan pra perlakuan.

. Fiksasi

Fiksasi bertujuan untuk mematikan jaringan tanpa
menyebabkan terjadinya perubahan pada komponen sel
(Gunarso, 1988). Fiksasi dilakukan dengan merendam
potongan akar pada larutan asam asetat 45% selama 10
menit. Potongan akar dibilas dengan aquades sebanyak 3 kali

untuk menghilangkan larutan fiksatif.

. Hidrolisis

Hidrolisis potongan akar dibutuhkan untuk menyebarkan
kromosom sehingga memudahkan penghitungan jumlahnya.
Hidrolisis dilakukan dengan memasukkan potongan akar ke
dalam gelas beker kecil berisi larutan HCL 1 N dan asam
asetat 45% dengan perbandingan 3 : 1. Potongan akar
kemudian dipanaskan di atas hot plate pada suhu 60°C
selama 3-5 menit sampai sel akar melunak. Potongan akar
dibilas dengan aquades sebanyak 3 kali untuk menghilangkan
larutan hidrolisis.

. Pewarnaan

Pewarnaan kromosom menggunakan pewarna aceto-orcein 2
%. Larutan aceto-orcein 2% dibuat dengan menguapkan asam
asetat glasial 45 ml dalam gelas piala di atas hot plate namun
dijaga jangan sampai mendidih. Kemudian ditambahkan
orcein 2 gram ke dalam gelas piala sambil digoyang setiap 15
menit selama 1 jam. Larutan kemudian ditambah aquades 55
mL dan didinginkan pada suhu ruang sebelum dipindahkan
ke dalam botol reagen 100 mL. Potongan akar yang telah
dibersihkan dari larutan hidrolisis diberi larutan pewarna

sebanyak 2 ml dan diamkan sampai 2 — 5 menit.
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f. Squashing (Pemencetan)
Ujung akar yang meristematis diletakkan pada gelas objek
dan dipotong sepanjang £1 mm. Sampel ditetesi dengan
aceto-orcein 2% lalu ditutup dengan gelas penutup kemudian
diketuk-ketuk dengan ujung penghapus pada pensil sampai
sel akar terlihat menyebar dan tidak ada gelembung udara.
Squashing dilakukan dengan penekanan ibu jari di atas
sampel. Sediaan mitosis diamati di bawah mikroskop dengan
perbesaran 10 x untuk memastikan telah diperoleh
penyebaran kromosom yang maksimal. Setelah itu, sediaan
diberi kutek di sekeliling tepi gelas penutup. Dan terakhir
preparat kromosom semi permanen yang telah siap diberi
label identitas, disusun dengan rapi di tas papan sediaan
dengan posisi mendatar dan disimpan dalam lemari
pendingin. Sediaan diamati di bawah mikroskop dengan
perbesaran 10x kemudian ditingkatkan sampai perbesaran
1000 x. Pengamatan mikroskop dan perbesaran tinggi
membutuhkan bantuan minyak imersi. Preparat yang baik
didokumentasikan dengan kamera digital. Pengamatan dan
pengukuran parameter sitologi meliputi indeks mitosis,

jumlah abnormalitas mitosis dan jumlah kromosom.

Indeks mitosis ditentukan dengan mengamati dan
menghitung sel-sel yang berada dalam keadaan interfase,
profase, metaphase anafase, dan telofase. Pengamatan
dilakukan dengan mengamati setiap fase mitosis yang terjadi
pada sediaan, seluas bidang pandang pada lensa mikroskop
kemudian sediaan digeser perlahan-lahan secara vertikal dan
horizontal sampai sebanyak 10 kali bidang pandang.
Penentuan kelainan mitosis (abnormalitas) yang terjadi
dilakukan dengan cara membandingkannya dengan mitosis

dari sel yang tidak diberi perlakuan (kontrol). Sedangkan
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perhitungan indeks mitosis (IM) menggunakan rumus dari
Pandey et al. (1994), yaitu:

umlah sel dalam fase mitosis
=1 ! x 100%

IM

- Jumlah total sel yang diamati

B. Parameter Anatomi

Daun planlet berumur = 2 minggu diambil pada posisi yang
sama dari setiap tanaman contoh yang diamati. Daun tanaman
contoh dikerik menggunakan silet tajam pada salah satu sisi
permukaan daun sampai diperoleh suatu lapisan yang tipis
(transparan). Klorofil-klorofil yang masih tersisa dibersihkan
dengan aquades. Selanjutnya sample diwarnai dengan pewarna
safranin dan ditaruh di atas gelas objek dalam medium gliserin
10 %, kemudian ditutup dengan gelas penutup (Dorly, 1989).
Irisan membujur daun ini dibuat untuk kedua sisi permukaan
daun. Sedian yang telah siap diamati di bawah mikroskop pada
perbesaran 1000X (dibantu minyak imersi), dan sediaan yang

baik kemudian dipotret dengan fotomikrografi.

Parameter anatomi yang diambil dari irisan daun ini adalah tipe,
ukuran dan indeks stomata, serta ukuran dan bentuk tepian sel
epidermis. Pengukuran dilakukan sebanyak 15 kali pada setiap
permukaan, kemudian diambil nilai rata-rata dan ditentukan
Kisaran yang terendah sampai yang tertinggi. Indeks stomata
(1S) dihitung pada 10 bidang pandang dan ditentukan dengan

menggunakan rumus :

Jumlah stomata
= - — X 100%
Jumlah stomata + Jumlah sel epidermis
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C. Parameter Molekuler

Perubahan pada tanaman contoh akibat mutasi induksi dapat
diketahui dari perubahan pada konstitusi gen tanaman tersebut
melalui metode analisis DNA menggunakan penanda molekuler
SNP (Sutanto dkk., 2013; Anonim, 2017) dengan langkah —
langkah kerja sebagai berikut:

1. Ekstraksi DNA
DNA genom sampel berasal dari jaringan daun muda planlet
pisang kepok berumur £ 2 minggu menggunakan Dneasy
Plant Mini Kit (50) (Qiagen, Cat#69104). Ekstraksi DNA
menggunakan mesin QIACUBE . Prosedur ekstraksi daun
standar sebelum dilakukan dimasukkan ke dalam mesin
Qiacube. Sampel daun pisang kepok segar sebanyak 100 mg
diberi 400 ul AP1, 4 ul Rnase A stock solution 100mg/ml,
kemudian divortex sampai halus selanjutnya spin down
sebentar untuk menurunkan drops inside the lid. Campuran
diinkubasi dalam heating block 65°C selama 10 menit.
Campuran kemudian ditambah 130 pl buffer sebelum
dihomogenkan dan kemudian diinkubasi dalam es selama 5
menit. Campuran sentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm
selama 5 menit. Selanjutnya lysate (500 pl) dipindahkan ke
dalam tube mikrosentrifus 2 ml. Setelah itu, campuran
sampel dalam microsetrifus dimasukkan ke dalam mesin
Qiacube kemudian mesin diaktifkan dengan mengikuti
langkah-langkah pada protokol cara pengoperasiannya. Dari
kegiatan ini diperoleh suspensi yang mengandung DNA

genom tanaman pisang kepok.

2. Kuantifikasi DNA menggunakan Nanophotometer
(P 360)

Sebelum dilakukan pengukuran DNA, sampel dihomogenkan

dengan vortex. Sampel diambil dengan pipet dan diteteskan
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di tengah jendela cell pengukur. Submicroliter cell yang
berisi sampel ditutup rapat. Tombol OK ditekan untuk
mengaktifkan mesin dan tombol blank ditekan untuk
referensi pengukuran. Tombol ! untuk mengukur sampel.
Pengukuran sampel berikutnya dilakukan dengan prosedur
yang sama. Lid dan submicroliter cell harus dipastikan bersih
sebelum dipakai kembali. Dari kegiatan ini diperoleh
kuantitas dan kemurnian DNA yang baik agar bisa

dilanjutkan ke tahap amplifikasi DNA.

. Desain Primer

Situs SNP terpilih digunakan untuk mendesain pasangan
primer SNAP melalui perangkat lunak WebSNAPER di situs
http://ausubellab.mgh.harvard.edu/ (Sutanto, 2013). Primer

disintesis menggunakan jasa pembuatan primer.

. Amplifikasi DNA menggunakan Kit Pyromark PCR

Pyromark PCR master Mix dicairkan, primer, Rnase-free

water dan 25 mM MgCl, dicampurkan pada suhu
kamar atau pada es. Campuran master
dipipet ke atas dan ke bawah agar tercampur
sempurna sebelum dimasukkan ke dalam
tabung PCR. Setelah itu, DNA template < 500
ng / reaksi ke dalam masing—masing tabung
PCR. Program pada mesin PCR disetting
terlebih dahulu sesuai manual. Tabung PCR
dimasukkan ke dalam mesin dan mulai

dioperasikan.

. Pyrosequencing Menggunakan Pyromark Q24
Sebelum dioperasikan pyromark Q24 vacuum workstation

telah terpasang dengan sempurna. Larutan sampel yang akan


http://ausubellab.mgh.harvard.edu/
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diuji ditempatkan sesuai dengan posisinya. Pompa vakum
kemudian dinyalakan, kemudian filter probe dinyalakan
dengan membuka vacuum switch. Filter probe dicuci dengan

meletakkannya pada high-purity water lalu flush probe
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dengan 70 ml high-purity water. Selanjutnya filter probe
dimatikan dan letakkan pada posisi parking (P). Setelah itu,
isi kembali throug ke 5 dengan 70 ml high-purity water.
Dilusi primer pyrosequencing sampai final konsentrasi 0,375
uM menggunakan buffer annealing, kemudian 20 pl primer
pyrosequencing yang telah dilusi dimasukkan ke dalam setiap
well pada pyromark Q24 plate. Pyromark Q24 plate dan PCR
plate ditempatkan pada posisinya setelah selesai proses
imobilisasi produk PCR dengan beads. Filter probe
dinyalakan, kemudian filter probe tempatkan di dalam PCR
plate dengan hati-hati, ditahan selama 5 detik. Filter probe
dipindahkan ke through 1 yang berisi etanol 70 %, flush
filter selama 5 detik. Kemudian filter dipindahkan ke through
2 yang berisi larutan denaturasi, filter di flush selama 5 detik,
setelah itu dipindahkan ke through ke 3 yang berisi larutan
buffer dan di flush selama 10 detik. Terakhir, tool diangkat
secara vertikal ke atas 90° selama 5 detik agar cairan
mengalir ke dalam filter. Filter probe dimatikan. Filter probe
pada pyromark Q24 plate yang sudah berisi primer
pyrosequencing diletakan sambil digoncangkan pelan-pelan
dari sisi ke sisi. Posisi vacuum switch off, filter probe
dipindahkan ke dalam through 4 yang berisi high-purity
water dan diagitasi selama 10 detik. Kemudian filter dicuci
dengan cara memasukkannya ke dalam through 5 yang berisi
high-purity water dan aplikasikan vakum, filter di flush
dengan 70 ml high-purity water. Setelah itu, tool diangkat
secara vertikal ke atas 90° selama 5 detik agar cairan
mengalir ke dalam filter. Vacuum switch ditutup, filter
ditempatkan dalam posisi parking pada pyromark Q24

vacuum workstation, lalu pompa vakum dimatikan.
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6. Analisis Data
Analisis hasil menggunakan software Pyromark Q24 dengan
mengikuti manual pada perangkat dan di input ke dalam USB
instrument dibandingkan antara dari kontrol dan perlakuan
kolkisin 0,1 %.

Parameter Perkembangan Gejala dan Tingkat Kejadian
Penyakit

Perkembangan gejala penyakit akan diamati setiap hari pada
daun pisang dengan mencatat waktu munculnya gejala
mengkerut, penguningan, layu, dan nekrosis (Rustam, 2007).

Tingkat serangan penyakit dihitung menggunakan rumus :

P =a/b x 100 %

P = serangan penyakit (%)
a = jumlah tanaman yang menunjukkan gejala penyakit
b = jumlah tanaman yang diamati

Parameter Kandungan Fenol

Ketahanan tanaman terhadap serangan patogen dapat diketahui
dari kandungan senyawa fenol akar tanaman yang telah
terinfeksi. Metode ekstraksi dan fraksinasi dari Echeverri et al.
(2002) dan Metode Folin-Ciocalteu yang dilakukan Suswati
dkk. (2011) digunakan untuk memperoleh data kandungan total
senyawa fenol. Akar tanaman sebanyak 100 gram dicuci bersih
dan dikeringkan dalam oven pada suhu 40°C sampai kadar
airnya mencapai 10 %. Akar dipotong kecil-kecil, dihaluskan
dan diayak (lolos saringan 180 um). Sebanyak 10 g tepung akar
dimasukkan ke dalam botol dan dimaserasi dalam 100 ml etil
asetat selama 3 x 24 jam. Perendaman diulang sebanyak 2 kali.

Hasil perendaman disaring dan diuapkan menggunakan rotary
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evaporator sampai volumenya tinggal 25 %. Selanjutnya,
sebanyak 0,001 g fraksi etil asetat akar ditambah dengan 1 ml
metanol. Sebanyak 250 ul maserat ditambah 2.75 ml Reagen
Folin Calceur dengan pengenceran 1 : 20 dan 2 ml Na,COs.
Larutan kemudian diinkubasi selama 10 menit pada suhu 40°C.
Kandungan fenolik total ditentukan menggunakan
Spektrofotometer UV pada panjang gelombang 765 nm.
Pengukuran diulang sebanyak 3 kali untuk setiap unit

percobaan.

F. Parameter Kandungan Enzim Peroksidase

Metode Sunders and McClure (1975) yang dilakukan Suswati
dkk. (2015) digunakan sebagai panduan untuk mengekstraksi
enzim peroksidase dari akar tanaman pisang kepok yang
terinfeksi BDB. Akar pisang dicuci sampai bersih dan diiris
halus secara terpisah. Potongan akar sebanyak 1 g dihaluskan
dengan mortar dan secepatnya ditambah 2,5 ml 0,5 M dapar
kalium fosfat pada pH 7 dan 0,1 g Polyvinylpyrrolidone (PVP).
Selanjutnya ekstrak campuran tersebut disaring menggunakan
dua lapisan kain kasa dan dihomogenkan dengan sentrifus
berkecepatan 6000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C. Kadar
enzim peroksidase dalam supernatan dibaca dengan
Spektrofotometer UV pada panjang gelombang 420 nm.
Pengukuran diulang sebanyak 3 kali untuk setiap unit
percobaan.

3.6. Analisis Data

Data kuantitatif hasil pengukuran semua parameter yang diamati dianalisis

Sidik Ragam dan jika ada perbedaan dilanjutkan dengan uji DMRT pada
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taraf 5 %, sedangkan data kualitatif ditelaah menggunakan analisis
perbandingan antara data hasil tanaman yang diperlakukan dengan tanaman

kontrol.



V. KESIMPULAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa :

1. Kolkisin sintetis 0,1 % mampu menginduksi. resistensi terhadap BDB
pada pisang kepok

2. Abnormalitas dan indeks mitosis, ukuran dan indeks stomata, dan
kandungan enzim peroksidase dapat dijadikan karakter spesifik yang
dapat digunakan sebagai penciri ketahanan pisang kepok terhadap
patogen yang diinduksi kolkisin 0,1%.

3. Kepok batu terinduksi 0,1% memiliki potensi resistensi terhadap BDB.

5.2. Saran

Berdasarkan hasil yang dicapai dari penelitian ini maka dapat dikemukakan
beberapa saran sebagai berikut:
1. Jenis media kultur padat perlu diganti dengan media cair untuk

meningkatkan peluang semua sel eksplan terpapar oleh mutagen
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Potensi kepok batu resisten terhadap BDB masih memerlukan studi
lebih lanjut untuk dikembangkan sebagai kultivar pisang yang memiliki
resistensi dengan menggunakan agen mutasi kolkisin dengan
konsentrasi dan waktu pemaparan yang bervariasi sehingga diperoleh
hasil yang memiliki validitas yang tinggi

Induksi kolkisin dengan variasi konsentrasi dan waktu bervariasi perlu
juga diteliti pada kultivar pisang lain yang memiliki nilai ekonomi
tinggi

Penggunaan marka molekuler untuk studi lanjut perlu dicari marka

yang tepat sehingga memperoleh yang lebih akurat dengan validitas

yang tinggi
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