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DAN SELEKSI IN VITRO KALUS PISANG RAJABULU MENGGUNAKAN ASAM

FUSARAT, SERTA REGENERASI DAN AKLIMATISASI PLANTLET1

[Gamma Irradiation for Somaclonal Variation Induction and in vitro Selection Using
Fusaric Acid in Pisang Rajabulu calli Along with Regeneration and Plantlet Aclimatization]

Endang G Lestari131'', R Purnamaningsih, I Mariska dan Sri Hutami
Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan Sumberdaya Genetik Pertanian

Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian Rl
Jin Cimanggu No 3a, Bogor
e-mail: egati_l@yahoo.com

ABSTRACT
Pisang raja bulu is one of the most important bananas in Indonesia. However, this plant has low toleranee to wilt disease, caused
by Fusarium oxysporum f. eubense. Its mass cultivation is inhibited by the absence of variety tolerant to the disease. A wide range
of genetic variability will be needed if selection for novel characters is to be conducted, especially when there is no source of
resistance gene available for breeding materials. This research consisted of callus induction from primary explant, induction of
somaclonal variation using gamma iradiation, and in vitro selection using fusaric acid, followed by regeneration and acclimatization
of selected plantlets. The media applied for callus induction was MS (Murashige and Skoog. 1962) + 2,4-D I and 3 mg/l + NAA 0
and 0.1 mg/l and 2,4-D 5 mg/l + BA 0.5 mg/l + Casein hidrolysate (CH) 500 mg/l. The applied gamma irradiation dosage were 0,
5.0. 7.5. 10 and 15 Gy. The irradiated calli was subsequently subcultures on selection media i.e.. MS containing fusaric acid at 30 and
45 mg/l. The living calli was then regenerated on media containing BA, TDZ. with or without proline and arginine. In addition. MS
+ kinetin 5 mg/l + 1AA 0,2 mg/l was applied for shoot development. The result showed that the most suitable callus induction media
for pisang raja bulu was MS +2.4-D 5 mg/l +BA 0.5 mg/l +CH 500 mg/l. The gamma irradiation of 10 Gy produced somaclone lines
which were able to proliferate bud nodules on selection media containing fusaric acid at 30 and 45 mg/l. The media used for shoot
development was MS + kinetin 5 mg/l + IAA 0,2 mg/l. Planllet obtained from the in vitro were then successfully acclimatized in the
green house.

K»ta kunci: variasi somaklonal, pisang raja bulu, seleksi in vitro, Fusarium oxysporum.

PENDAHULUAN

Pengembangan tanaman pisang raja bulu masih
menghadapi kendala dikarenakan adanya serangan
penyakit layu yang disebabkan oleh Fusarium

oxysporum Schect / . sp . eubense (Departemen
Pertanian, 2000). Serangan penyakit tersebut telah
menghancurkan areal pertanaman pisang di pusat-pusat
produksi seperti di Sumatera dan Kalimantan. Sampai
saat ini belum tersedia bibit unggul tanaman pisang
raja bulu yangtahan penyakit layu. Dengan demikian,
perlu dilakukan usaha untuk meningkatkan keragaman
genetik tanaman agar tersedia material genetik sebagai
bahan seleksi terhadap sifat sifat yang diinginkan
seperti yang tahan terhadap penyakit layu.

Kultur jaringan merupakan salah satu teknik
yang dapat digunakan untuk meningkatkan keragaman
genetik tanaman sehingga sifat-sifat unggul yang
diperlukan dapat dihasilkan. Untuk mendapatkan
tanaman yang lebih baik sifatnya selain melalui
teknologi keragaman somaklonal dapat dilakukan
dengan seleksi in vitro (Lestari el al., 2006). Metoda
'Diterima:2l Oktober 2008 - Diseiujui: 5 Januari 2009

keragaman somaklonal dan seleksi in vitro telah
diaplikasikan pada berbagai tanaman antara lain padi
dan kedelai untuk ketahanan terhadap kekeringan dan
Al (Lestari ei al., 2006; Mariska, 2003 dan Widoretno,
2005) dan kacang tanah untuk resistensi penyakit
busuk batang Sclerotium (Yusnita, 2005).

Keuntungan menggunakan teknik tersebut
adalah perlakuan yang diberikan lebih terarah kepada
sifat yang diinginkan (Rajashekar et al., 1995). Untuk
mendapatkan ketahanan terhadap penyakit layu
fusarium umumnya dilakukan seleksi terhadap massa
sel, jaringan atau tunas yang telah diberi perlakuan
keragaman somaklonal, kemudian dikulturkan pada
media yang mengandung komponen seleksi seperti
toksin murni asam fusarat atau filtrat dari Fusarium (Arai
etal., 1993).

Hasil penelitian melalui metoda seleksi in vitro

antara lain pada tanaman abaka (Musa textilis). Dari
hasil penelitian tersebut telah diperoleh beberapa galur
harapan yang toleran penyakit layu (Purwati et al.,

2007). Damayanti (2002)juga mendapatkan galur-galur
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harapan tanaman abaka yang tahan penyakit layu
berasal dari kombinasi perlakuan iradiasi sinar gamma
5-15 Gy serta seleksi in vitro menggunakan asam
fusarat 30 ppm dan filtrat Fusarium oxysporum 50%.

Selain asam fusarat, toksin dan ekstrak F

oxysporum dapat digunakan sebagai komponen seleksi
(Kosmiatin et al., 2000). Penggunaan kedua macam
komponen seleksi tersebut telah dilakukan pada
tanaman, Alfalfa, seledri dan ubi jalar (Van den Bulk,
1991; Varga dan Badea, 1992). Hasilnya menunjukkan
bahwa somaklon hasil regenerasi massa sel yang tahan
terhadap toksin juga tahan terhadap penyakit dan sifat
tersebut diturunkan pada progeni maupun regeneran
berikutnya.

Pada tanaman pisang ambon hijau, galur
somaklon yang tahan pada media seleksi menggunakan
asam fusarat dan toleran terhadap penyakit dari hasil
inokulasi menggunakan sporajamur Fusarium terbukti
dapat tumbuh dan menghasilkan buah yang normal di
lahan endemik penyakit layu pada tanaman generasi
kedua (Lestari et al., 2006).

Tujuan penelitian adalah untuk mendapatkan
varian tanaman pisang raja bulu yang tahan asam
fusarat melalui induksi mutasi dengan iradiasi sinar
gamma dan seleksi in vitro menggunakan asam fusarat.

BAHAN DAN METODA
Bahan yang digunakan sebagai eksplan adalah

bonggol yang bermata tunas pisang raja bulu yang
sudah dikulturkan selama3 bulan. Penelitian dilakukan
di Laboratorium Biologi Sel dan Jaringan BB Biogen
Bogor dari Januari 2007- Mei 2008. Percobaan terdiri
atas beberapa tahap yaitu: Induksi kalus dan induksi
mutasi dengan iradiasi sinar gamma, seleksi in vitro

menggunakan asam fusarat dan regenerasi tunas serta
aklimatisasi plantlet di rumah kaca.
Induksi kalus

Media yang digunakan adalah media MS
ditambah beberapa vitamin yaitu piridoksin HCl 0,5 mg/
I; asam nikotinat 0,5 mg/l; thiamin 0,1 mg/l, myo inositol
100 mg/l dan glisin 2 mg/I. Untuk memadatkan media
digunakan phytagel 3 g/1 dan sebagai sumber energi
digunakan sukrosa 30 g/I. Kemasaman media dibuat
antara 5,4-5,7 dengan menambahkan NaOH atau HCl 1
N. Media disterilisasi menggunakan otoklafselama 15

menit pada tekanan 121 psi.

Rancangan percobaan yang digunakan adalah
acak lengkap dengan 10 botol dan masing-masing botol
terdiri 2 eksplan.. Formulasi media yang diuji adalah:
(1) MS (Murahige dan skoog, 1962) + 2,4-D 1 mg/l, (2)
MS +2,4-D 1 mg/l + N AA 0,1 mg/l; (3) MS + 2,4-D 3 mg/

' I; (4) MS + 2,4-D 3 mg/l + NAA 0,1 mg/l dan (5) MS +
2,4-D 0,5 mg/l + BA 5 mg/l + casein hidrolisat 500 mg/l.

Botol yang telah ditanami eksplan diletakkan di
dalam ruang kultur dengan intensitas penyinaran
sebesar 1000 lux selama 16 jam dalam sehari. Peubah
yang diamati adalah waktu pembentukan kalus dan
penampakan visual kalus
Induksi mutasi dengan iradiasi sinar gamma
dan regenerasi kalus

Eksplan yang digunakan adalah kalus
berukuran 0,5 s/d 1 cm dan mempunyai nodul-nodul
bakal tunas. Perlakuan iradiasi menggunakan sinar
gamma dengan dosis 5,0 ; 7,5 ; 10 dan 15 Gy. Kalus
yang telah diiradiasi kemudian disubkultur pada media
yang sama untuk induksi kalus. Pada umur delapan
minggu setelah subkultur, kalus tersebut dtpindah ke
media untuk dilakukan seleksi. Kalus yang telah diberi
perlakuan iradiasi sebagian diberi perlakuan seleksi
dan sisanya digunakan untuk percobaan regenerasi.
Media yang digunakan untuk regenerasi tunas adalah
MS yang diperkaya dengan BA 3 atau 5 mg/l yang
dikombinasikan dengan TDZ 0,1 atau 0,5 mg/l dengan
atau tanpa casein hidrolisat 500 mg/l, dengan atau tanpa
penambahan prolin dan arginin (masing-masing 100
mg/l) sebagai mana terdapat pada Tabel 2. Rancangan
percobaan adalah acak lengkap, masing-masing
perlakuan terdiri atas 10 botol, dan masing-masing
botol ditanami 5 eksplan.

Seleksi in vitro menggunakan asam fusarat dan
regenerasi tunas

Kalus yang telah diberi perlakuan iradiasi
ditanam pada media seleksi yaitu MS + 2,4-D 0,5 mg/l
+ BA 5 mg/l dan CH 500 mg/l yang ditambah dengan
asam fusarat (AF) sebesar 30 dan 45 mg/I. ksplan di
tanam di media seleksi selama 4 minggu. Kalus yang
dianggap tahan terhadap media seleksi, yakni yang
masih berwarna hijau pada akhir seleksi, kemudian
dipindahkan ke media untuk pemulihan yaitu media
untuk induksi kalus. Pemulihan ini dilakukan selama 4
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minggu. Selanjutnya dilakukan seleksi kedua
menggunakan media seleksi sebagaimana seleksi yang
pertama selama 4 minggu. Setelah seleksi tahap ke dua
tersebut selesai, kalus yang masih hidup dipindahkan
ke media untuk regenerasi tunas.

Pada seleksi tahap pertama, jumlah eksplan pada
masing-masing dosis iradiasi adalah sebanyak 10
eksplan. Dosis iradiasi yang dicobakan adalah 0, 5.0,
7,5 dan 10 Gray. Botol yang telah berisi eksplan
kemudian diletakkan di dalam rak kultur dan disinari
dengan cahaya fluoresens dengan intensitas
penyinaran sebesar 1000 lux selama 16 jam dalam sehari.
Regenerasi tunas

Kalus bermata tunas yang masih tumbuh setelah
perlakuan seleksi in vitro disubkultur pada media
regenerasi yaitu MS + BA 3 mg/l + TDZ 0,1 mg/1 +
Adenin sulfat 80 mg/1 + P VP 100 mg/1 dan MS + kinetin
5 mg/1 + IAA 0,2 mg/l.Masing-masing perlakuan terdiri
10 botol dan masing-masing botol ditanami satu
eksplan.
Aklimatisasi plantlet

Plantlet yang akarnya mencapai panjang 5 cm
dan jumlahnya lebih dari 5 buah segera dikeluarkan
dari botol, kemudian diaklimatisasi di rumah kaca
menggunakan campuran tanah dan pupuk kandang
dengan perbandingan 2:1. Aklimatisasi dilakukan
dengan cara mengeluarkan plantlet dari botol, sebelum
ditanam akarnya dicuci menggunakan air mengalir
sampai bersih dari agar yang menempel pada akar.
Untuk menjaga agar kelembaban tanaman tetap tinggi,
maka masing-masing tanaman di polybag disungkup
menggunakan gelas aqua. Dua minggu setelah tanam
apabila tanaman sudah cukup segar maka sungkup
dibuka.

HASIL
Induksi kalus

Eksplan berupa bonggol bermata tunas yang
ditanam pada media induksi kalus sangat lambat
responnya menghasilkan kalus. Sampai minggu ke-8
belum terlihat pembentukan bakal kalus. Pada
umumnya eksplan menjadi hitam dan mati. Dari
berbagai media induksi kalus yang digunakan, yang
mampu menginduksi kalus dengan tonjolan-tonjolan
bakal tunas adalah media dasar MS + 2,4 D 0,5 mg/1 +

BA 5 mg/1 + casein hidrolisat 500 mg/1, walaupun
pembentukannya sangat lambat dan kalus yang
dihasilkan hanya sedikit yaitu 50 % (Tabel 1). Pada
pisang rajabulu kalus yang dihasilkan sangat kompak
dan eksudat hitam yang dihasilkan juga cukup tinggi.
Pemberian 2,4-D 1 sampai 3 mg/1 + NAA 0,1 mg/1 yang
diharapkan dapat menghasilkan kalus ternyata
menyebabkan eksplan yang dikulturkan menjadi hitam
(Tabel 1).
Regenerasi tunas dari kalus yang di iradiasi

Kalus yang dipindahkan pada media regenerasi
memperlihatkan pertumbuhan tunas yang sangat lambat
dan menunjukkan adanya penghambatan karena
pengaruh iradiasi. Pada pemberian iradiasi dengan
dosis tertinggi yaitu 15 Gy, hampir semua eksplan
menjadi coklat dan mati. Oleh karena itu untuk iradiasi
selanjutnya dosis tertinggi yang digunakan sebesar
10 Gy. Media untuk regenerasi tunas dari kalus yang
telah diberi perlakuan iradiasi ialah BA 1-5 mg/1 dan
thidiazuron 0,1-0,5 mg/1. Pemberian BA yang
dikombinasikan dengan thidiazuron rendah sampai
tinggi yaitu 0,5 mg/1 diharapkan dapat metnacu
penggandaan tunas. Namun formulasi media yang
dicobakan tidak dapat diaplikasikan pada tanaman
pisang raja bulu, pada media tersebut pembentukan
tunas dan multiplikasinya sangat lambat. Pada
umumnya hanya dihasilkan nodul-nodul bakal tunas
tetapi tidak memanjang menjadi tunas (Tabel 2).

Pemberian casein hidrolisat sampai 500 mg/1
yang diharapkan memacu proses pembentukan kalus
morfogenik ternyata tidak memberikan hasil.
Penambahan asam amino prolin dan arginin 100 mg/1
memberikan hasil lebih baik dalam memacu
pembentukan nodul-nodul bakal tunas, tetapi tidak
memacu pemanjangan tunas. Keberhasilan dalam
memacu penggandaan tunas serta pemanjangan tunas

Tabel 1. Pembentukan kalus pada beberapa media
induksi kalus, pada minggu ke- 8 setelah tanam

Perlakuan media
mg/1

2,4-D
1

3

NAA
0

0,1
0
0,1

2,4-D 0,5 + BA5
+ CH 500

Rataan
kalus
(%)

0
0
0
10

50

Keterangan

Eksplan menjadi hitam
Eksplan menjadi hitam
Eksplan menjadi hitam
Eksplan menjadi hitam
Terbentuk kalus dan
tonjolan bakal tunas
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Tabel 2. Pertumbuhan nodul bakal tunas dari kalus hasil iradiasi pada berbagai media regenerasi, umur 8 minggu
setelah tanam

Dosis
iradiasi

(Gy)

0

5,0

7,5

10

15

Media regenerasi
(mg/1)

BA 3 + TDZ 0,5 + CH 500
BA 5 + TDZ 0,1 - CH 500

BA 1 + TDZ 0,1 + pro 100 + arg 100

BA 3 + TDZ 0,5 + CH 500
BA 5 + TDZ 0,1 + CH 500

BA 1 + TDZ 0,1 + pro 100 + arg 100
BA 3 + TDZ 0,5 + CH 500
BA 5 + TDZ 0,1 + CH 500

BA 1 + TDZ 0,1 + pro 100 + arg 100
BA 5 + TDZ 0,1 + CH 500
BA 3 + TDZ 0,5 + CH 500

BA 3 + TDZ 0,5 + pro 1 00 + arg 1 00
BA 3 +TDZ 0,5 +CH 500

Keterangan

Nodul-nodul bakal tunas
Nodul-nodul bakal tunas

Tunas

Kalus + nodul-nodul bakal tunas
Kalus + nodul-nodul bakal tunas
Kalus + nodul-nodul bakal tunas
Kalus nodul - nodul bakal tunas
Kalus nodul - nodul bakal tunas
Kalus nodul - nodul bakal tunas

Nodul-nodul bakal tunas
Nodul-nodul bakal tunas
Nodul-nodul bakal tunas
Eksplan menjadi hitam

Ket: BA = Benzil Adenin,TDZ = Thidiazuron,
Pro = prolin, Arg = arginin, CH = casein

PVP = polivinil pirolidone,
hidrolisat

Tabel 3. Pertumbuhan biakan pada media seleksi asam
fusarat

Dosis
iradia si

(Gy)

0

5,0

7,5

10

Dosis
asam

fusarat
(mg/1)

0
30
45
0
30
45
0
30
45
0
30
45

Rataan bakal tuna s/eksplan

Seleksi tahap
ke-1

5
0
0
8

1,8
1,8
10
4
2
14
8
6

Seleksi tahap
ke-2

5
0
0

00 
O

 
O

9
0
0
14
8
8

Foto 1. a) Kalus tanpa iradiasi dan tanpa seleksi,
b) kalus diiradiasi dengan dosis 5,0 Gy,
c) kalus diiradiasi dengan dosis 5,0 Gy dan

seleksi dengan asam fusarat FA 30 mg/1, dan
d) kalus diiradiasi dengan dosis 10 Gy dan

seleksi dengan asam fusarat 45 mg/1.

sangat menentukan dalam induksi keragaman

somaklonal dan seleksi in vitro.

Seleksi in vitro menggunakan asam fusarat
Kalus yang diseleksi menggunakan asam fusarat

30 dan 45 mg/1 mengalami penghambatan dalam
proliferasinya. Kalus yang diseleksi sebagian besar
menjadi hitam dan mati sehingga pada minggu ke-4
hanya beberapa kalus yang masih tetap hijau, dan
menghasilkan nodul-nodul bakal tunas (Foto 1). Kalus
yang insensitif terhadap asam fusarat tersebut dapat
menghasilkan nodul-nodul bakal tunas pada media
penyembuhan yaitu media MS + 2,4-D 5 mg/1 +BA 0,5
mg/1 + CH 500 mg/1 tanpa asam fusarat. Setelah
dilakukan seleksi tahap ke dua menggunakan media
yang sama dengan pada seleksi tahap pertama, hanya
kalus yang diiradiasi dengan dosis 10 Gy yang masih
hidup (Tabel 3).

Seleksi tahap kedua menyebabkan tingkat
kematian kalus sangat tinggi sehingga hanya sel-sel
yang tahan saja yang tetap hidup dan menghasilkan
bakal tunas walaupun jaringan di sekitarnya telah mati.
Dari berbagai galur somaklon yang diseleksi dihasilkan
beberapa kalus yang masih hidup berasal dari perlakuan
iradiasi 10 Gy (Tabel 4). Eksplan yang diiradiasi dengan
dosis l0 Gy dapat menghasilkan kalus dengan tonjolan-
tonjolan bakal tunas cukup banyak baik pada
pemberian asam fusarat 30 maupun 45 mg/1.
Regenerasi tunas hasil seleksi

Pada Tabel 4 dapat dilihat bahwa formulasi media
yang digunakan untuk mendorong induksi multiplikasi
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Tabel 4. Pertumbuhan biakan pada media regenerasi setelah seleksi ke-2, 8 minggu setelah tanam
Do sis

iradiasi
(Gy)

0

5,0

7,5

10

asam
fijsarat
mg/1

0
30
45
0
30
45
0
30
45
0
30
45

Media regenerasi
(mg/1)

BA 3 + TDZ 0,1 + ads 80 +PVP 100
-sda-
-sda-

BA 3 + TDZ 0,1 + ads 80 +PVP 100
-sda-
-sda-

BA 3+ TDZ 0,1 + ads 80 +-PVP 100
-sda-
-sda-

BA 3+ TDZ 0,1 + ads 80 +PVP 1 00
-sda-
-sda-

Keterangan

Terbentuk tunas
mati
mati

Terbentuk tunas
mati
mati

Nodul-nodul bakal tunas
mati
mati

Tunas (0.8 cm)
Nodul-nodul bakal tunas
Nodul-nodul bakal tunas

Keterangan: BA = Benzil adenin, TDZ = thidiazuron, Ads = adenin sulfat, PVP =polivinil pirolidon

Tabel 5. Pengaruh dosis iradiasi sinar gamma dan
konsentrasi AF terhadap jumlah tunas pisang raja bulu
pada media MS + kinetin 5 mg/1 +IAA mg/1.

Perlakuan
media
(ms'l)

MS + Kinetin
5 + lAA0,2

Dosis
iradiasi
(Gy)

0

10

Asam as
fijsarat
mg/1

0
30
45
0
30
45

Rataaan
jumlah tunas

±SE
4 ±0.14

0
0

5±0,16
2 ± 0,20
3 ± 0,18

Rataan tinggi
tunas

(cm)±SE
9+0,11

_

7±0,16
5±0,10
5±0.10

SE: standard error dari rata-rata

tunas dari eksplan kalus hasil seleksi in vitro

mengandung BA dan thidiazuron serta adenin sulfat
80 mg/1 diharapkan pertumbuhan tunasnya akan lebih
cepat. Ternyata media tersebut hanya meningkatkan
pembentukan nodul-nodul bakal tunas sedangkan
pemanjangan tunas belum optimal.

Pertumbuhan tunas pada pisang raja bulu ini
sangat lambat, selain itu perlakuan iradiasi dan seleksi
menggunakan asam fusarat menyebabkan biakan
menjadi terhambat pertumbuhannya. Untuk
mempercepat pertumbuhan tinggi dilakukan
pemindahan pada media yang mengandung sitokinin
kinetin 5 mg/1 dan IAA 0,2 mg/1. Pada media tersebut
pemanjangan tunas lebih cepat, dan pada minggu ke-
8 sudah diperoleh tunas dengan tinggi 7-9 cm (Tabel

5).
Kalus yang diregenerasikan pada media MS

yang diberi BA dan thidiazuron tidak memanjang (Foto
2a), sedangkan pada media dengan pemberian kinetin
5 mg/1 dan IAA 0,2 mg/1 pertumbuhan tunas sangat
cepat, yaitu mencapai 7 cm pada minggu ke 8 setelah
tanam (Foto 2b).

Foto 2. a. Pertumbuhan tunas yang lambat pada
media MS + BA 3+ TDZ 0,1 + ads 80 +PVP 100, b.
Pertumbuhan tunas yang baik dari media MS + kinetin
5 mg/1 + IAA 0,2 mg/1

Plantlet hasil seleksi in vitro tersebut dapat
teraklimatisasi dan tumbuh dengan baik di rumah kaca.

PEMBAHASAN
lnduksi kalus

Media yang digunakan pada perlakuan ini
mengandung 2,4-D dan NAA, kedua zat pengatur
tumbuh ini merupakan auksin yang biasa digunakan
untuk induksi kalus beberapa tanaman seperti pada padi
(Purnamaningsih, 2006).Pada tanaman pisang ambon
kuning menggunakan media MS + 2,4-D 5 mg/1 +
thidiazuron 0,4 mg/1 dapat diperoleh kalus (Kosmiatin
et ai, 2006). Namun demikian pada pisang raja bulu
kalus tidak dapat terbentuk dengan menggunakan media
yang mengandung 2,4-D dan NAA.

Dari berbagai media induksi kalus yang
digunakan, yang mampu menginduksi kalus berupa
tonjolan-tonjolan bakal tunas adalah media dasar MS
+ 2,4- D 0,5 mg/1 + BA 5 mg/1 + casein hidrolisat 500 mg/
1, walaupun pembentukan kalusnya sangat lambat dan
kalus yang dihasilkan hanya sedikit yaitu 50 % (Tabel
1). Pada percobaan ini kalus yang dihasilkan sangat
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kompak dan eksudat hitam/kehitaman yang dihasilkan

juga cukup tinggi sehingga menghambat pembentukan
tunas.

Regenerasi tunas dari kalus yang di iradiasi
Media regenerasi yang digunakan adalah MS

+ BA dan thidiazuron, merupakan media yang terbaik
untuk multiplikasi tunas pada abaka (Mariska dan
Sukmadjaja, 2003) pada penelitian tersebut diperoleh
tingkat multiplikasi yang tinggi menggunakan BA 3-5
mg/1 + TDZ 0,3-0,6 mg/1. Demikian pula pada tanaman
sukun (Mariska et al, 2005) dan tanaman belimbing
(Supriati etal., 2006). Dengan demikian dapat diduga
bahwa media yang diperlukan untuk penggandaan
tunas pisang raja bulu, tidak sama dengan tanaman
lainnya. Kemampuan regenerasi tunas pada suatu
tanaman tergantung dari genotipe tanaman tersebut
selain itu juga dari formulasi media yang digunakan
seperti komposisi media dasar, konsentrasi dan jenis
zat pengatur tumbuh yang diberikan (George, 1993).
Sehingga kebutuhan akan zat pengatur tumbuh, baik
jenis maupun konsentrasinya bersifat spesifik spesies.
Seleksi menggunakan asam fusarat

Kalus yang telah diberi perlakuan iradisi dengan
dosis 10 Gy sebagian besar tetap berwarna hijau setelah
diseleksi menggunakan media seleksi asam fusarat.
Dengan demikian iradiasi yang diberikan kemungkinan
mampu meningkatkan keragaman somaklonal pada
jaringan sehingga menghasilkan varian yang resisten
terhadap media seleksi. Diduga dosis iradiasi sampai
750 radbelum mampu menimbulkan variasi somaklonal
sehingga tidak dihasilkan kalus yang tahan pada
media yang mengandung asam fusarat. Menurut
Larkin dan Scrowroft (1981), iradiasi pada jaringan
dapat menyebabkan perubahan pada jumlah dan
struktur kromosom. Dari perubahan yang terjadi
diharapkan terdapat individu yang berubah ke arah
yang diinginkan terutama untuk sifat ketahanan
terhadap penyakit.

Pembentukan tunas dari kalus yang telah
diseleksi menggunakan asam fusarat sangat lambat
pada media MS + BA 1-5 mg/1 + TDZ 0,1 - 0,5 mg/1
demikian pula pada media yang sama ditambah dengan
prolin dan arginin 100 mg/1 (Tabel 2). Formulasi media
tersebut menghasilkan faktor multiplikasi yang tinggi
pada tanaman pisang, abaka dan tanaman lainnya

(Lestari et al, 2006 dan Damayanti, 2002).

Penambahan kinetin 5 mg/1 + IAA 0,2 mg/1 (Tabel
5) dapat memacu pertumbuhan tunas baik
penggandaan tunasnya maupun tinggi tunasnya
(Gambar 3). Kinetin merupakan zat pengatur tumbuh
golongan sitokinin yang dapat digunakan untuk
penggandaan tunas in vitro. Pada tanaman abaka
(Avivi dan Ikrarwati, 2004) dengan pemberian kinetin 7
mg/1 mampu menghasilkan laju multiplikasi tunas yang
tinggi, demikian pula pertumbuhan tunasnya.

Varian yang resisten terhadap infeksi Fusarium

oxysporum dapat diidentifikasi melalui seleksi secara
in vitro dalam media dengan penambahan asam fusarat
(AF). Asam fusarat merupakan non-host spesific toxsin

yang disekeresikan oleh Fusarium oxysporum dalam
proses infeksi (Bacon et al., 1996). Asam Fusarat
terbukti berkorelasi positif dengan virulensi isolat
Fusarum oxysporum terhadap tanaman inang. Asam
fusarat merupakan komponen penting dalam proses
infeksi. Tanaman inang yang insensitif terhadap asam
fusarat diduga lebih toleran terhadap infeksi Fusarium

oxysporum, sehingga setelah diregenerasikan menjadi
tanaman dapat menghasilkan galur yang toleran
terhadap infeksi Fusarium oxysporum (Purwati et al,

2007).

Pada tanaman pisang ambon hijau telah
diperoleh tanaman yang toleran Fusariun oxysporum

dari hasil seleksi menggunakan isolat Fusarium

oxysporum dapat berbuah saat ditanam di lahan
endemik penyakit fusarium (Lestari et al, 2006). Seleksi
in vitro pada kalus abaka yang sebelumnya diberi
perlakuan EMS (ethyl-methane-sulfonate) 0,6 % selama
2 jam menggunakan agen penyeleksi berupa asam
fusarat 30 dan 40 mg/1 telah menghasilkan proliferasi
tunas. Pada sistem seleksi in vitro tersebut dihasilkan
5,8 tunas abaka klon Tangongon dan 29 tunas klon
Sangihe-1 (Purwati etal, 2007). EMS sebagai mutagen
kimia telah digunakan pula oleh Matsumoto et al,

(1995) pada tanaman pisang dan diperoleh tanaman
yang resisten terhadap F oxysporum dari kultivar rentan
melalui seleksi in vitro menggunakan asam fusarat
sebesar 0,1 mM.

Asam fusarat merupakan agen penyeleksi yang
efektif untuk mendapatkan atau varian dalam kultur in
vitro. Pada tanaman nanas telah diperoleh tanaman
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yang toleran Fusarium oxysporum dengan
menggunakan asam fusarat sebagai agen penyeleksi
(Borras et al., 2001). Selain menggunakan asam fusarat
dapat dilakukan seleksi silang menggunakan toksin
murninya sehingga hasil yang diperoleh lebih optimal
(Sukmadjaja et al., 2001).

KESIMPULAN
Media terbaik untuk induksi kalus pada pisang

rajabulu adalah media MS+ 2,4-D 5 mg/I + BA 0,5
mg/1 + Casein hidrolisat 500 mg/I. Iradiasi dengan dosis
10 Gy menghasilkan tunas yang mampu berproliferasi
pada media seleksi asam fusarat 30 dan 45 mg/I. Media
dasar MS + kinetin 5 mg/1 +1AA 0,2 mg/I dapat memacu
pemanjangan tunas dari kalus hasil seleksi in vitro dan
menghasilkan plantlet. Plantlet hasil seleksi dapat di
aklimatisasi dan tumbuh baik di rumah kaca.
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