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Abstrak

Hasil penelitian pada tahun 2016 sudah menghasilkan data riset galur mutan
pisang merupakan kelanjutan dari penelitian tahun 2015. Data riset hasil
penelitian meliputi Perbanyakan enam galur mutan pisang yang terpilih
dilakukan dengan kultur jaringan di dua laboratorium yaitu laboratorium kultur
jaringan Pemuliaan tanaman pada Pusat Aplikasi Isotop dan Laboratorium
Biotrop di Bogor. Disamping itu dilakukan juga analisis Molekular galur mutan
Br.09, Br.10, Br11, Br.13, Br23, dan Br.25. |dentifikasi dan karakterisasi
molekular dilakukan dengan teknik PCR dengan menggunakan primer
PAL/PAR, PCL/PDR, PCL/PAR, OPA02, OPA03, Scau101, SCAR, dan P21.
Semua primer yang digunakan terkait dengan ketahanan penyakit layu
Fusarium pada tanaman pisang. Hasil Uji penyakit ketahanan terhadap
penyakit layu Fusarium menunjukkan bahwa galur mutan pisang tolerance
terhadap Penyakit layu Fusariu RAS 4. Hasil analisis dan identifikasi
molekular DNA genom menunjukkan bahwa diperoleh spesifik fragment
terutama pada galur mutan Br13.



Pendahuluan

Pemuliaan tanaman pisang sangat sulit dilakukan dengan persilangan
(generative) karena sebagian besar tanaman pisang adalah tripoloid dan
Parthenocarpy yaitu tidak menghasilkan biji (Robinson, 1996). Pada u
mumnya perbanyakan tanaman pisang dilakukan melalui perbanyakan
vegetative yaitu melalui anakan(sucker) atau dengan kultur jaringan.

Kendala utama perkebunan tanaman pisang sacara luas di Indonesia adalah
gangguan biotik yaitu penyakit yang disebabkan oleh jamur (Fusarium
oxysprum f.sp cubence (FOC) (Robinson, 1996) dan penyakit bunchy top
virus yang menyebabkan tanaman pisang tumbuh kerdil (Hooks dkk, 2008).
Menurut laporan Ploetz 2006 bahwa penyakit layu tanaman yang disebabkan
oleh Fusarium telah menghancurkan perkebunan pisang di beragai belahan
dunia dan pertama kali penyakit ini menyerang perkebunan pisang di Panama
yang telah menghancurkan ribuan hektar tanaman pisang sejenis yaitu
kultivar pisang Gros Michel yaitu sejenis pisang ambon yang mempunyai
konstitusi genom AAA mirip dengan barangan dan Cavendish. Jenis
Fusarium yang menyerang tanaman pisang tersebut adalah sejenis Ras 1
(Ploetz, 2006) ,termasuk Indonesia (Jumjunidang, 2012). Fusarium
oxysporum cubence disebut juga soil born disease karena jamur ini hidup
pada tanah. Diketahui ada empat jenis ras Fusarium yang sudah diketahui
menyerang tanaman pisang. Ras 4 terutama menyerang tanaman pisang
Cavendish yang mempunyai konstitusi genom AAA seperti :pisang Ambon,
pisang barangan, pisang Cavendish. Ketiga jenis pisang tersebut disebut juga
desert banana yaitu pisang enak untuk dimakan langsung tanpa diolah
terlebih dahulu. Pisang dengan genom AAA mempunyai nilai ekonomi tinggi,
oleh karena itu harus dicari varietas baru yang toleran terhadap penyakit layu
yang disebabkan oleh Fusarium, sehingga kalau diperoleh varietas baru
toleran Fusarium bisa dikembangkan untuk perkebunan besar atau oleh para
petani tradisional untuk meningkatkan pendapatan mereka. Dua pendekatan
yang dapat dilakukan dalam pemuliaan tanaman pisang saatini adalah
melalui genetic engineering dan pemuliaan mutasi. Pemuliaan dengan

genetic engineering atau disebut juga dengan rekayasa genetic memerlukan



kualitas sumber daya manusia yang berkualitas tinggi dan peralatan yang
canggih serta biaya yang mahal untuk Negara yang sedang berkembang
sepertilndonesia.Pilihanlainadalahmenggunakanpendekatanpemuliaanmutasi
dengan menggunakaniradiasi gamma. Fungsiiradiasi gamma dalam
pemuliaan tanaman adalah menciptakan keragaman genetic melalui proses
mutasi yang terjadi pada genom tanaman.Iradiasi gamma pada dosis tertentu
(20-30 Gy) dapat terjadinya mutasi pada sel tanaman. Mutasi akibat
perlakuan iradiasi gamma biasanya adalah poin mutasi disebut dengan
mutasi titik yaitu terjadinya perubahan basa DNA bisa dalam bentuk delesi,
transversi, atau insersi (xx).

Identifikasi dan karakterisasi molekular tentang ketahanan penyakit layu
Fusarium pada tanaman pisang belum begitu mapan, oleh karena rumitnya
mekanisme ketahanan penyakit yang disebabkan oleh jamur Fusarium.
Beberapa jenis primer sudah dikembangkan oleh peneliti ( Chen, et al. 2013;
Javed et al. 2004; Dita et al. 2010). Tetapi hasil PCR dari penggunnaan
primer ini belum bisa menjelaskan secara tuntas hubungan hasil transkripsi
dan peranannya dalam ketahanan penyakit layu Fusarium. Penggunaan
mutan yang toleran Fusarium dalam identifikasi dan karakterisasi molekular
mungkin akan bisa memberikan pengertian yang mendalam tentang
hubungan mutasi dengan ketahanan terhadap penyakit layu Fusarium.
Karena mutasi akan meubah struktur genetik dari sifat asalnya yang

disebabkan oleh perlakuan zat mutagen fisika maupun kimia.



BahandanMetode

Pemeliharaan Plasma nutfahgalurmutanpisang di lapang

Dua puluh enam galur mutan tanaman pisang ambon kuning di tanam di
kebun percobaan tanaman pisang di kebun percobaan PasarJumat, Jakarta
Selatan, koleksi plasma nutfah galur mutan tanman pisang ini dipelihara
secara berkesinambungan agar ketersediaan plasma nutfah untuk penelitian

dan perbanyakan tanaman tidak terganggu. Pemupukan dan perbanyakan
dari sucker dilakukan secara berkelanjutan

Perbanyakan tanaman

Perbanyakan tanaman dilakukan di dua laboratorium kultur jaringan yaitu
laboratorium kultur jaringan Biotrop, Bogor dan laboratorium kultur jaringan
pemuliaan tanaman Pusat Aplikasi Isotop dan Radiasi, Jakarta

Enam galur mutan pisang Br.09, Br10, Br.11,Br.13, Br17, Br.23, Br.25 dan
dua tanaman control yaitu tanaman peka dan tanaman toleran dipilih untuk
perbanyakan dengan teknik kulturjaringan. Media perbanyakan tanaman
menggunakan media Murashige and Skoog's(MS) (1962) terdiridari:
unsurmakro: dan unsur mikro menurut MS (Murashige and Skoog, 1962)
dengan modifikasi vitamin yaitu:pyridoxin.HCI 0,5 mg/l, thiamin HCL 0,5 mgl/I,
hormone BAP 5 mg/l danlAA 0.5 mg/I

Shoot-tip tanaman sebagai sumber eksplan diinduksi dari bongkol tanaman
pisang yang diambil dari kebun percobaan. Bongkol tanaman yang
mempunyai titik tumbuh dibersihkan dari tanah yang melekat kemudian dicuci
dengan air kran. Bongkol kemudian ditanam dalam ember untuk pertumbuhan
tunas-tunas baru. Setelah tanaman berumur 1 bulan kemudian diambil
sebagai sumber eksplan. Bongkol tanaman berukuran sekitar 3 cm disterilkan
menggunakan Natrium hypochlorite dengan final konsentrasi 0.1% dalam
aquades steril untuk selama 20 menit. Setelah itu bongkol tersebut dibilas
dengan aquades steril sebanyak tiga kali dan dikultur dalam media MS seperti
di atas untuk menginduksi shoot tip. Setelah dua bulan terlihat tunas mulai
tumbuh disekitarbongkol tanaman tersebut



Analisis Molekular galur mutan dan tanaman Kontrol

Polymerase Chain Reaction (PCR) dilakukan dengan menggunakan berbagai
jenis primer seperti tercantum dalam Tabel 1. Sekitar 200 mg daun setiap
galur mutan yang terpilih dan dua tanaman kontrol di isolasi DNA
menggunakan metode CTAB yang dikembang kanoleh Doyle and Doyle cit.
Mahdi, et al (1993).Kedalam lumping porselin ditambahkan sekitar 1 ml
larutan buffer CTAB kemudian daun digerus sampai halus setelah itu
dipindahkedalam“centrifuge tube’berukuran 10 ml. Kedalam tabung
ditambahkan bufer CTAB sebanyak 4 ml kemudian digoyang secara
perlahan-lahan sehingga tercampur sempurna antara bufer dengan sampel,
setelah itu ditambah equal volume larutan campuran Chloroform dan
Isoamylalcohol dengan perbandingan (24:1) kedalam tabung dan goyang
secara perlahan-lahan, setelah tercampur sempurna kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 4000 rpm dengan suhu 15 °C selama 10
menit.Supernatant diambil dan dipindah ke dalam tabung baru, setelah itu
ditambahkan 2 volume isopropanol dan digoyang sampai tercampur
sempurna, kemudian dinginkan selama 2 jam di dalam freezer. Larutan
disentrifugasi selama 10 menit, setelah itu supernatan dibuang dan pelet
dibilas dengan alkohol absolut kemudian dikeringkan. Pelet DNA dilarutkan
dengan “PCR water” sebanyak 1 ml dan dipindahkan ke eppendorf tube untuk
digunakan selanjutnya.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Reaksi PCR dilakukan dalam microtube berkukuran 200 ul, Kedalam setiap
tabung PCR dimasukan : Tag DNA mix. 25 ul, template DNA 20ul, dan primer
0.5 pm dengan total volume 50 pl. Suhu pemanasan dilakukan 940C selama
4 menit, kemudian masuk siklus reaksi PCR dengan suhu denaturasi 940C
selama 40 detik, annealing pada suhu 450C selama 1 menit, suhu ekstensi
72°C selama 1 menit. Jumlah siklus reaksi adalah 45 siklus kemudian
pendinginan pada suhu 27°C.



Agarose gel electrophoresis

Hasil reaksi PCR dilakukan elektroforesis menggunakan agrose dengan
konsentrasi1.5% dalam bufer Tris Asetat EDTA (TAE).

Hasil Penelitian

Perbanyakan galur mutan pisang dilakukan di Laboratorium Kultur
jaringanBiologi tropik (Biotrop) dan Laboratorium kultur jaringan pemuliaan
tanaman pisang. Hasil perbanyakan tanaman pisang dapat dilihat pada Tabel
1. Plantlet galur mutan Br.13, Br.17 dan Br. 17 sudah mencapai 1500 plantlet
tanaman pisang. Saat ini sedang diperbanyak juga tiga galur mutan yaitu:
Br.09, Br.10 dan Br.25. Perbanyakan tanaman secara kultur in-vitro dapat
dilihat pada gambar 1. Tanaman yang ada didalam botol pada tahap
perbanyakan. Shoot-tip yang sudah berkembang kemudian dipisahkan
menjadi individual sehingga berkembang menjadi plantlet utuh. Sedangkan
untuk perakaran plantlet akan dipindahkan ke media MS yang mengandung
Indole butiric acid (IBA) dengan konsentrasi 5 mg/l. Selain perbanyakan galur
mutan pisang ambon kuning, juga dilakukan membuat galur mutan baru dari
pisang barangan dan Cavendish (grain nine) dengan dosis iradiasi berkisar
10-30 krad. Hasil sementara hasil penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 1,
kultur in vitro pisang barangan dan Cavendish baru mencapai pada generasi
M1Vv2.

Analisis molekular galur mutan pisang dilakukan dengan menggunakan
berbagai jenis primer yang terkait dengan ketahan penyakit layu Fusarium
(Tabel 2.). Primer PAL/PAR, PCL/PDR, dan PCL/PCR, adalah berasal dari
publikasi Chen et al.(2013). Primer ini mengamplifikasi genom Fusarium yang
berhubungan dengan ras 4. Penggunaan primer ini pada genom tanaman
pisang menghasilkan DNA fragmen berkisar antara 150 -700 bp (gambar.
Primer PCL/PDR pada galur mutan Br.13 menghasil polymorphic fragment
400 dan 700 bp dan DNA fragmen ini tidak ditemukan pada galur mutan lain.
Sedangkan primer ScauS0901 diperoleh spesifik



DNA fragmen 500 bp untuk Br13.

Tabel 1. Hasil Uji VCG galur mutan pisang di KP. Pasar Jumat, Jakarta
Selatan

No.

Compatibilitas (Isolate) hasil
VCG pada Tanaman Peka

Tropical RAS
Fusarium (Foc)

Sampel yang di uji
dan terserang

penyakit

1 01213/16 Ras 4 (TR4) BRO

2 01213/16 Ras 4 (TR4) BSF1
3 01213/16 Ras 4 (TR4) BR22
5 01213/16 Ras 4 (TR4) BSF4
6 Nit Mutan tidak ada - BR12
7 01213/16 Ras 4 (TR4) BSF2
8 Nit mutan tidak ada - BR.11
9 01213/16 Ras 4 (TR4) BR3




Tabel2.

Primer

laboaratorium DNA Pemuliaantanaman

Primer pisanguntuktoleranceFusarium

Sumber: Chen, et al. (2013), Plant Pathology (2013)42:112-119)
Asif, JM. , et al. (2004), Biol. Plantarum 48

Dita, et al. (2010}, Plant pathology 59

yang digunakandalamidentifikasigalurmutanambonkuning  di

Primer Sequences (5’ >>>>>> 3’) Race Fragment

PAL CTTGACAAGGCACAGACACACAAG= R1/R4 408/500
26

PAR CGCATGACCTGGAATGAGTTGCTA=24

PCL GGCCTGCACTGTATACACTGAA=22 R4 815

PCR TAGTAGGTGACCTAGTCAGCTAGC=24

PCL GGCCTGCACTGTATACACTGAA=22 R4 697

PDR TCAACCTTCTCGCCATCAACTC
Wang, et al. (2012) Mol.Biol.Rep

SCaS0901 | CAGGGGATGTATGAGGAGGCT R4
GTGACAGCGTCGTCTAGTTCC

Scaul001 | ACCGGGTAATTCCACT R4
CCTGAGTTGGAGACC

OPAO3 AGTCAGCCAC 400 bp in

OPAOQ2 susceptible plant
Asif, IM., et al. (2004),
BiologiaPlantarum 48 (2004)

P21 CGCTGTCCTT 700 bp, resistant

plant
P24 GTGCGTATGG 300 bp, susceptible
plant
D1 CAGGGATGTATGAGGGCT (F) R4 242 BP

GTGACAGCGTCGTCTAGTTCC (R)

TTTGCTCAATCTTTCATCCAACAG (F)
CTTATAGTTCGACGATTT GTC(R)

Gene name; RGC5
Taxonomic
identifier:214687
(NCBI), 2008
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Gambar 1. Uji oberservasi galur mutan pisang Br.11 untuk persiapan pelepasan
varietas baru. Tanggal tanam pada bulan september 2016

Data DNA sekuens galur mutan pisang dan tanaman kontrol

Br.09 (Primer PCR.R)
>160419-R6_E12_PCR-1_PCR_R.abl 480
GACTCCTTTTATCCAGCGCGCCCTACGTCAGCGCCACCAAATTACAAATC
TCAAAAACAGGCCAAAATATTTAATCTGTTTCTTCTTTTTTTITATTTAC
TCCCCCTACTCCCCCCAAAAACTCCCTCTCTCTTCAACTATACCTCCTTT
CCCCTCCCCTCTCCACTTCCCCCCCCTTACTTTCCTCTACTCTTCCTTTT
TCTTTTTCTCTTTTCTTITTTTTATTTTITTCTCCCCCTTTTTTCTATTTCA
TTCTTCTTTACTTTTTTTITTTTCTTITATTTTCTTITCTTTTITTTITITTTT
TTCTTTTTTTATTCTTTTTITTCTTITCTTCTTTITTCCTTTITTTTITT
TTTTTATTCCTCTTTTTTTITTTTTTTTTTTATTTTTCTTTTCCATAATT
TITTTTTTITTITTTTTTCTTITTITTATTITATATCTTTTAATATTTATITTT
TACTATTTTTTTTATTTTTITTITITCTATT

Br.10 (Primer PCR.R)

>160419-R6_G12_PCR-2_PCR_R.ab1l 515
NGCCCCCATCTCTTTCTTACAATTGCTGCAGTCTCACATCGCCGCCAACA
AAACATTCTCAAAACACCCAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCCCTTTTT
TTTTTCTTTTTCTTACCCTCTCTCCCTCACATAATCCCCCTTTTTCTTTT
CTTTTATATCTTTTTTTTCCCTCCCCACTCCATATCCCAACCCTTTATCT
TTCCTTCTCCATTCCCTACTCCTTTCCTCTATCCCTTTTCTTTTTCTCCC
CTCCCTTTAAAATACATATCAATTCATTTTACTTTTAATTTTTCTTCATA
ATTTCCTTTCTTCCTTTCAATACAACATATACTTATACACCATTTTTTTT
TTATCTTTATATTCCTATTTCATTTATTTTTTTTCATTACCACTCTTATA
TITATTTCTCCTTCTTTATATTTTTTTTTTATTTATTTTTTTAAATTTTA



TTTCT ACCAATTTAACATATATTTTAATTTCTAATTTCTTTATTT
C C

Br.13 (Primer PCR.R)
160415-02_L22_PCR-3_PCR_R.ab1l 626

NNAGTNNNCNNCNNTATNNTNAAGTCAGTGTATACAGTGCAGGCCAAGAA
TGAGCATGTTTGGAAGGTTTGGCGCAAGTCAGCGTGCCGTCCCTAAAGCA
TCATCCCCTAAGCCTCCACATCCCTAAATGTCGACTGAGCTAAAAAAAGG
TGCCCGCGAAAAGGTGAAGAGTCGGGTAAAGCTCACGTGTAGTTCCCGGC
TAGGGTCATTACCTGCAGTAGTTTTGATTTTTTTTITTGTGCGGTTGCGTT
TGAAGAACCTTCCTGGTGTGCTTATTATTTATCTTTGGTTTGATGTGTTG
TTTTTATTAAGATCTTCTTTTGGTTTTGTCGTATTGTGTTTGTTTTTATT
TTGCTGATCCTTTTAGTTTTTTGTTTTTGTTATTGTTTGTAATCTAACTT
GTTACTTATCAAAATGATCATCTATTTGTTTITTTTTTTTTTGTTGTTGT
TTITTITATTGGTGTTITITTTTTTTTTITTTATTTTTGATTTTTTTITTITTT
TTTTATCATTTTTTGTTTTATTTTTTTATTTATGTTTTAAATTTAAAAGT
ATTTTTTATTTTITAAGTATTTTATTTTTTATTATTTTTTTATCTTTITAA
TTATTTTATTATTTTAAATTTTTTTT

Br.23 (Primer PCR.R)
160415-02_M22_PCR-4_PCR_R.ab1l 346

CNNNNNCTCTNTTGNNGNNNGNNATNANTGGGCTTGCCGTGCTCAAGCCC
TTTGTCTGGCTTAGCTTGGTTGCCCAAGGCGGGCGGCACCCTTGCGTGAC
CCCCATAAAGGTCGCCTCCCCGAAGCCTCATACATCCCTGAAGGCGCGGG
GTGTTCTGTTTGACTTGCTTTTTTGTTGTGTITTITCTGTTTITTTITTITT
TITTTTTITTTTTTTTCTTITCTTGTTITATTTITTTTATTTTTTAATTTTT

TTAATTTTTTTTTATTGTGCTGGTTGGTTTTTTTTTTTAGTTGTTITTAT
TG GTTTTTTITTTTITITTITITITITGTGTGTTGTAGTTGGG
BSF (Primer PCR.R)
>160415-02_022_PCR-6_PCR_R.ab1 680

ANNNTTAAATNGTTAANCTGNCTNNNTTGTGGTATGGTTTTACGCCTATT
GCTTCTTTTAGTACCTATGTCGAATAGCACTTTATGACTTCCGTTATTTT
CCGAAACAACCAACAAAATCCCAAAGAAAAGGGGGCGATCCTTTGTAAAT
ACTGGTGTGTCTACGTTGACTAATTTTCTTTTATTGTTTTATGCTCACTG
CCTTAAGTCTTTCCGGAAATCTGTAGTGCCATTTGAATTAATGAATCTTT
CAACGCGCGGTGAGAGGCGGTTTGTATATTGTGTTTTCTTCCGCTTCCTC
GCTCTCTGACTCGCTGCGCTCTTTTTTTCTGCTGCTTTAGCGGTATTTTT
TCAATTTATGGCTTTAATACAGTTATCTACAGTTTCATGGTAATTTCATT
ATTTAACATGTTATCTATAGGCCATTAAATGGTCATGTTTTTTTATATTG
GTCATGTTGCTGGCGTTTTTCCATTTGCTCTTTTTTTTTGACTATTTTTT
TTAATATCTTTCTTTTTTTTATGTATTTAAACTTTACAGGACTATAAAGA
TCTATGTTTTTCTTCTAGTTTTTTTTTTGTGCGTTTTCTTTGTTTCTATC
CTGCTGCTTACCGGATACTTGTCTGTTTTTCTTTCTTCGGGAAGTGTGTG
CTTTTTTCTTCAAATTTTTTTTITTTITTIIT

BRK (Primer PCR.R)
160415-02_P22_PCR-7_PCR_R.abl 368

GNNNNCCANNNNNNNNGAATNNNTTTGGTGGCGCTAAAGCGTACACCCAA
CTATGATAGCTACCTAGGCGATTAGCTCCTTTTGGGCCGTCCAATAATTT
CATTACCGGGTAATTACATGTCAGAAATAATGAATGACTGTTTACCTAAC
TGTCTTTTTCTCCTGGTGTGGTTAGGTTGTTCATCTGGCGGAGTCTTGAT
TTGCTTTTGTCTTATAAGTTTTGTCTTTCCTTATATGTAGGTTTTTTGTT
ACATCTTTTTTTGTTCTTTTITTTTAATGGTTGAGTTTTTTGTTITTTTT
TTATTTTTITAATTITTITITTITITGGTTTITTTITTTITTATTTTITITGT
TITTTATTTTTTITITIT

Gambar 2. DNA sekuens dari galur mutan Br.09, Br.10, Br,13, Br.23, Br.25,

tanaman pisang pka Fusarium dan tanaman kontrol toleran terhadap
Fusarium



M1 2 3 4567 M 1 2 3 456 7

Gambar 1A-F: Hasil agaurose gel electrophoresis dari produk PCR
menggunakan primer PAL/PAR (A), primer PCL/PDR (B), ScaS0901 (C), primer
OPAO3, (E) dan primer PCL/PCR (F)

Keterangan : M, DNA marker; Lajur 1, Br09; Lajur 2, Br10; lajur 3, Br13; lajur
4, Br23; lajur 5, Br25; lajur 6, kontrol peka, lajur 7 kontrol tahan.
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