
MODUL DIKLAT
PROGRAM KEAHLIAN GANDA

SEKOLAH MENENGAH KEJURUAN (SMK)

MATA DIKLAT
KULTUR JARINGAN TANAMAN PANGAN DAN

HORTIKULTURA

PAKET KEAHLIAN
AGRIBISNIS PERBENIHAN DAN KULTUR JARINGAN

TANAMAN

PENYUSUN :
PRIMA AGUNG PRIHANDONO, SP., M.Si.

Pertanian Organik

KEMENTERIAN PENDIDIKAN DAN KEBUDAYAAN
PUSAT PENGEMBANGAN DAN PEMBERDAYAAN

PENDIDIK DAN TENAGA KEPENDIDIKAN PERTANIAN
2017



i

Penulis :Prima Agung Prihandono, SP., M.Si

Copyright © 2017Pusat Pengembangan dan Pemberdayaan Pendidik dan Tenaga KependidikanBidang Pertanian, Direktorat Jenderal Guru dan Tenaga KependidikanHak Cipta Dilindungi Undang-UndangDilarang mengcopy sebagian atau keseluruhan isi buku ini untukkepentingan komersial tanpa izin tertulis dari Kementerian Pendidikan danKebudayaan



ii

KATA PENGANTAR

Dalam rangka meningkatkan daya saing regional dan melaksanakanInstruksi Presiden Nomor 9 Tahun 2016 tentang Revitalisasi SekolahMenengah Kejuruan, Direktorat Jenderal Guru dan Tenaga Kependidikan,Kementerian Pendidikan dan Kebudayaan berupaya meningkatkan jumlahdan kompetensi guru SMK. Ditjen GTK telah melakukan analisis kebutuhanguru produktif SMK. Salah satu upaya pemerintah, untuk memenuhikebutuhan guru produktif di SMK adalah dengan memberikan pembekalanpengetahuan dan keterampilan kompetensi keahlian baru. Penambahanpembekalan pengetahuan dan keterampilan produktif baru yang dibutuhkanSMK diberikan kepada guru-guru normatif, adaptif, dan produktif dengantingkat kejenuhan sangat tinggi melalui Program Sertifikasi Keahlian danSertifikasi Pendidik bagi Guru SMK/SMA (Keahlian Ganda).Program Sertifikasi Keahlian dan Sertifikasi Pendidik bagi GuruSMK/SMA (Keahlian Ganda) merupakan program prioritas DirektoratJenderal Guru dan Tenaga Kependidikan (Ditjen GTK) yang bertujuan untukmengatasi kekurangan guru produktif di SMK. Guru adaptif, normatif, danproduktif di SMA dan SMK yang kelebihan guru diberikan tambahanpengetahuan dan keterampilan kompetensi keahlian baru melaluipendidikan dan pelatihan di PPPPTK dan LPPPTK KPTK terkait, sesuaibidang tugasnya.Modul ini disusun sebagai salah satu referensi yang digunakan dalampenyelenggaraan pelatihan bagi calon peserta program sertifikasi keahliandan sertifikasi pendidik pada Unit Pelaksana Teknis yang melaksanakanprogram ini. Nara sumber, instruktur, dan semua pihak yang terkait dalampelaksanaan pembelajaran pada pelatihan program sertifikasi keahlian dansertifikasi pendidik diharapkan mampu melaksanakan tugas dan perannyadengan baik, dan memanfaatkan modul ini selama proses pelatihan.
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I PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Salah satu dampak dalam peningkatan ekspor komoditi pertanianadalah kebutuhan bibit yang semakin meningkat. Bibit dari suatu varietasunggul yang dihasilkan jumlahnya sangat terbatas, sedangkan bibit tanamanyang dibutuhkan jumlahnya sangat banyak. Penyediaan bibit yangberkualitas baik merupakan salah satu faktor yang menentukan keberhasilandalam pengembangan pertanian di masa mendatang. Salah satu teknologiharapan yang banyak dibicarakan dan telah terbukti memberikankeberhasilan adalah melalui teknik kultur jaringan. Teknik kultur jaringandapat menghasilkan tanaman yang serupa dengan induknya atau tanamanyang mempunyai sifat baru dari tanman induknya. Hal ini tergantung daritujuan dan teknik yang dilakukan.Tanaman yang pertama berhasil diperbanyak secara besar-besaranmelalui kultur jaringan adalah tanaman anggrek, menyusul berbagaitanaman hias, sayuran, buah-buahan, pangan dan tanaman hortikulturalainnya. Selain itu juga saat ini telah dikembangkan tanaman perkebunan dantanaman kehutanan melalui teknik kultur jaringan. Terutama untuk tanamanyang secara ekonomi menguntungkan untuk diperbanyak melalui kulturjaringan, sudah banyak dilakukan secara industrial. Namun ada beberapatanaman yang tidak menguntungkan bila dikembangkan dengan kulturjaringan, misalnya : kecepatan multiplikasinya terlalu rendah, terlalu banyaklangkah untuk mencapai tanaman sempurna atau terlalu tinggi tingkatpenyimpangan genetik.Oleh karena itu teknik kultur jaringan pada tanaman pangan danhortikultura sangat penting untuk dilakukan terutama pada tanaman-tanaman yang : 1). persentase perkecambahan bijinya rendah; 2). tanamanhibrida yang berasal dari tetua yang tidak menunjukkan male sterility; 3).
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tanaman hibrida yang mempunyai keunikan di salah satu organnya (bentukatau warna bunga, buah, daun, batang dan lain-lain); 4). perbanyakan pohon-pohon elite dan/atau pohon untuk bahan batang bawah); serta 5). tanamanyang selalu diperbanyak secara vegetatif, antara lain : kentang, pisang,strawberry, nenas, dan lain-lain.
B. Tujuan

Tujuan akhir setelah mengkaji materi dan melakukan aktivitaspembelajaran pada modul diklat ini adalah peserta diklat mempunyaikemampuan untuk :1. Melakukan persiapan kultur jaringan tanaman pangan dan hortikulturadengan disiplin dan tanggung jawab sesuai kriteriaPeserta diklat untuk mempunyai kemampuan ini harus dapat :a. Melakukan pengelolaan tanaman induk pada tanaman pangan danhortikultura sesuai kriteriab. Melakukan penyiapan media kultur jaringan tanaman pangan danhortikultura sesuai kriteria2. Melakukan pelaksanaan kultur jaringan tanaman pangan danhortikultura dengan disiplin dan tanggung jawab sesuai kriteriaPeserta diklat untuk mempunyai kemampuan ini harus dapat :a. Melakukan inisiasi bahan tanam/eksplan kultur jaringan tanamanpangan dan hortikultura sesuai kriteriab. Melakukan penanaman inokulum kultur jaringan tanaman pangandan hortikultura sesuai kriteria3. Melakukan pasca kultur jaringan tanaman pangan dan hortikulturadengan disiplin dan tanggung jawab sesuai kriteriaPeserta diklat untuk mempunyai kemampuan ini harus dapat :a. Melakukan aklimatisasi plantlet hasil kultur jaringan tanamanpangan dan hortikultura sesuai kriteria
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b. Melakukan pembesaran bibit hasil kultur jaringan tanamanpangan dan hortikultura sesuai kriteria
C. Peta Kompetensi

Kelompok Kompetensi AKeselamatan dan Kesehatan Kerja,Pelestarian Lingkungan Hidup danPembiakan Tanaman
Kelompok Kompetensi BAlat dan Mesin AgribisnisPerbenihan dan Kultur Jaringan
Kelompok Kompetensi CTeknik Produksi Tanaman
Kelompok Kompetensi DProduksi Benih Tanaman
Kelompok Kompetensi EPengolahan, Pengemasan danPenyimpanan Benih TanamanPaket KeahlianAgribisnis Perbenihan dan Kultur JaringanTanaman Kelompok Kompetensi FPengujian Mutu Benih Tanaman

Kelompok Kompetensi G
Kultur Jaringan Tanaman
Pangan dan Hortikultura

Kelompok Kompetensi HKultur Jaringan TanamanPerkebunan
Kelompok Kompetensi IPengelolaan Agribisnis Perbenihandan Kultur Jaringan
Kelompok Kompetensi JDesain Laboratorium PengujianMutu Benih dan Kultur Jaringan



4

D. Ruang Lingkup

Modul diklat ini membahas tentang pengelolaan tanaman induk padatanaman pangan dan hortikultura, penyiapan media kultur jaringan tanamanpangan dan hortikultura, inisiasi bahan tanam/eksplan kultur jaringantanaman pangan dan hortikultura, penanaman inokulum kultur jaringantanaman pangan dan hortikultura, aklimatisasi plantlet hasil kultur jaringantanaman pangan dan hortikultura, dan pembesaran bibit hasil kultur jaringantanaman pangan dan hortikultura. Selain mempelajari teori, peserta diklatdiberikan berbagai kegiatan praktek yang berkaitan dengan pokok bahasandi atas. Setiap pokok bahasan dalam modul diklat ini diikuti dengan lembaraktifitas  pembelajaran, lembar latihan soal serta lembar umpan balik dantindak lanjut untuk lebih menunjang penguasan aspek pengetahuan danketerampilan peserta diklat.
E. Cara Penggunaan Modul

Modul diklat ini membekali peserta diklat dalam memperolehpengetahuan dan keterampilan untuk melakukan kegiatan Kultur JaringanTanaman Pangan dan Hortikultura. Hal ini diperlukan oleh para pesertadiklat sebagai Guru Produktif di SMK Pertanian pada paket keahlianAgribisnis Perbenihan dan Kultur Jaringan Tanaman.Penjelasan bagi peserta diklat tentang tata cara belajar dengan moduldiklat ini antara lain :1. Langkah-langkah belajar yang ditempuh. Peserta diklat mendapatpenjelasan tentang deskripsi materi, indikator pencapaian kompetensidan aktifitas pembelajaran diklat yang akan dilaksanakan.2. Penguasaan konsep. Peserta secara berkelompok melakukan diskusiuntuk menyamakan persepsi terhadap konsep dasar yang dipelajaridipandu oleh fasilitator.
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3. Pengenalan fakta. Kegiatan ini untuk mengetahui bagaimana konsepkompetensi dasar yang sedang dipelajari dilaksanakan olehmasyarakat.4. Refleksi. Peserta membuat refleksi apa yang akan dilaksanakanterhadap kompetensi dasar atau kompetensi yang sedang dipelajari.5. Menyusun analisis dan síntesis. Analisis dilakukan terhadap tingkatkesesuaian daya dukung yang ada untuk melaksanakan hasil refleksi.Síntesis dilakukan untuk melakukan rekonstruksi atau modifikasi hasilrefleksi dengan memperhatikan potensi dan daya dukung yang tersediaagar kompetensi dapat tercapai.6. Mengimplementasikan. Kegiatan ini merupakan implementasi konsepdasar dalam kegiatan produksi.7. Sertifikasi. Peserta diklat setelah menyelesaikan satu kompetensi dasarakan dilakukan sertifikasi kompetensi. Sertifikasi dilakukan oleheksternal dan menggunakan portfolio hasil belajar.8. Fasilitator dalam proses diklat berfungsi memfasilitasi kegiatan belajarperserta diklat dan kegiatan ini berfokus pada aktifitas peserta diklat.9. Semua aktifitas diklat hasilnya dikelola dalam bentuk portfolio sebagaibukti penguasaan kompetensi.
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II KEGIATAN PEMBELAJARAN 1
PERSIAPAN KULTUR JARINGAN TANAMAN PANGAN

DAN HORTIKULTURA

A. Tujuan

Tujuan pembelajaran : setelah mengkaji materi dan melakukan aktivitaspembelajaran peserta diklat mampu melakukan persiapan kultur jaringantanaman pangan dan hortikultura dengan disiplin dan tanggung jawabsesuai kriteria
B. Indikator Pencapaian Kompetensi

Indikator keberhasilan : setelah mengkaji materi dan melakukan aktivitaspembelajaran peserta diklat diharapkan mampu :1. Melakukan pengelolaan tanaman induk pada tanaman pangan danhortikultura sesuai kriteria2. Melakukan penyiapan media kultur jaringan tanaman pangan danhortikultura sesuai kriteria
C. Uraian Materi

1. Pengelolaan Tanaman Induk pada Tanaman Pangan dan
Hortikultura

a. Konsep Kultur Jaringan TanamanTeknik kultur jaringan adalah suatu metode untuk mengisolasi bagiantanaman seperti sel, sekelompok sel, jaringan atau organ, sertamembudidayakannya dalam lingkungan yang terkendali (secara in vitro) danaseptik, sehingga bagian tanaman tersebut dapat beregenerasi menjaditanaman lengkap kembali. Prinsip utama dari teknik kultur jaringan adalahperbayakan tanaman dengan menggunakan bagian vegetatif tanamanmenggunakan media buatan yang dilakukan di tempat steril. Penggunaan
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kultur jaringan untuk pembiakan klonal didasarkan pada anggapan bahwajaringan secara genetik tetap stabil jika dipisahkan dari tumbuhan induk danditempatkan dalam kultur. Hal ini berlaku jika tumbuhan dibiakkan dengantunas ketiak atau tunas liar yang secara langsung dipisahkan dari tanaman.Landasan teknik kultur jaringan tanaman didasarkan atas tigakemampuan dasar dari tanaman, yaitu :
 TotipotensiTotipotensi adalah potensi atau kemampuan dari sebuah sel untuktumbuh dan berkembang menjadi tanaman secara utuh jika distimulasidengar benar dan sesuai. Implikasi dari totipotensi adalah bahwasemua informasi tentang pertumbuhan dan perkembangan suatuorganisme terdapat di dalam sel. Walaupun secara teoritis seluruh selbersifat totipotensi, tetapi yang mengekspresikan keberhasilan terbaikadalah sel yang meristematik.
 RediferensiasiRediferensiasi adalah kemampuan sel-sel masak (mature) kembalimenjadi ke kondisi meristematik dan berkembang dari satu titikpertumbuhan baru yang diikuti oleh rediferensiasi yang mampumelakukan reorganisasi membetuk organ tanaman yang baru.
 KompetensiKompetensi menggambarkan potensi endogen dari sel atau jaringanuntuk tumbuh dan berkembang dalam satu jalur tertentu. Contohnyakompetensi sel kalus embriogenik adalah kemampuan untukberkembang menjadi embrio fungsional penuh. Sebaliknya adalah selkalus yang non-kompeten secara morfogenetik tidak mempunyaikemampuan untuk berkembang menjadi embrio funsional penuh.Perbanyakan bibit dengan menggunakan teknik kultur jaringan seringkali disebut mikropropagasi. Mikropropagasi diartikan sebagai perbanyakantanaman dengan genotipe unggul menggunakan teknik kultur jaringan, tetapiteknik yang sering digunakan untuk produksi bibit tanaman ada tiga, yaitu :
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Teknik kultur tunasTeknik kultur tunas yaitu perbanyakan tanaman dengan caramerangsang pertumbuhan (proliferasi) tunas aksiler atau lateral yangsudah ada pada eksplan. Teknik kultur tunas umumnya ada 4 tahapyaitu tahap inisiasi tunas, tahap multiplikasi tunas, tahap induksiperakaran dan aklimatisasi.  Kultur tunas sering digunakan untukproduksi bibit secara komersial, karena lebih mudah dilakukan padabanyak jenis tanaman dan lebih menjamin kestabilan genetik pada bibittanaman yang dihasilkan dibandingkan dengan teknik organogenesisataupun embriogenesis somatik. Teknik kultur tunas untuk produksibibit secara komersial dilakukan melalui dua cara, yaitu :
 Proliferasi tunasPrinsip proliferasi tunas adalah dengan meningkatkan jumlahpertumbuhan (proliferasi) tunas aksiler dan pada satu buahnodus dirangsang untuk tumbuh banyak tunas aksiler/lateral.

Gambar 1. Diagram Alur Proses Produksi Bibit Tanaman MenggunakanTeknik Kultur Tunas dengan Cara Proliferasi Tunas Aksiler(Sulistiani dan Ahmad Yani, 2012)
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Teknik proliferasi tunas dapat dilakukan dengan cara : 1).mematikan dominansi apikal dengan cara memotong/mematikantunas pucuk  serta menginduksi pertumbuhan tunas lateraldengan menggunakan zat pengatur tumbuh sitokinin pada mediakultur dan 2). meletakkan eksplan dalam media secara horizontal.Contohnya pada mikropropagasi tanaman pisang, eksplan bonggolpisang dibelah dua secara vertikal, kemudian belahan bonggoltersebut ditanam secara horizontal untuk merangsangpertumbuhan tunas-tunas lateral.
 Kultur nodus

Gambar 2. Diagram Alur Proses Produksi Bibit Tanaman MenggunakanTeknik Kultur Tunas dengan Kultur Nodus (Sulistiani danAhmad Yani, 2012)Prinsip kultur nodus adalah dengan menumbuhkan tinggi tunashingga 5-10 cm tanpa cabang, mempunyai 4-5 nodus tunas,kemudian batang tunas tersebut dipotong-potong, dengan satu
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buah nodus (calon tunas) pada setiap potongan batang tersebut.Kultur nodus sangat penting untuk tanaman dengan tunas yangtumbuh tinggi dan sulit diinduksi tunas lateralnya denganmenggunakan sitokinin, seperti pada mikropropagasi tanamankentang.Teknik organogenesisTeknik organogenesis yaitu pembentukan tunas atau akar adventif baikinisiasi langsung dari eksplan maupun inisiasi dari jaringan kalus.Tunas ini tumbuh pada bagian tanaman yang tidak umum, sepertibagian daun, bagian batang antara nodus, kotiledon atau akar. Tunasadventif dapat langsung terbentuk dari jaringan eksplan, misalnyatunas tumbuh langsung dari bagian daun. Hal ini disebut teknikorganogenesis langsung.

Gambar 3. Diagram Alur Proses Produksi Bibit Tanaman MenggunakanTeknik Organogenesis Langsung (Sulistiani dan Ahmad Yani,2012)Ada pula tunas adventif tumbuh secara tidak langsung dari eksplan,dimana eksplan membentuk kalus terlebih dahulu kemudian dari kalus
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tersebut baru tumbuh tunas adventif. Hal tersebut disebut teknikorganogenesis tidak langsung seperti pada Gambar 4.

Gambar 4. Diagram Alur Proses Produksi Bibit Tanaman MenggunakanTeknik Organogenesis Tidak Langsung (Sulistiani dan AhmadYani, 2012)Teknik somatik embryogenesisTeknik somatik embryogenesis yaitu pembentukan embrio dari sel-selsomatik baik inisiasi langsung dari organ maupun inisiasi dari jaringankalus. Sel-sel somatik pada teknik mikropropagasi ini akan berkembangmelalui pembelahan sel dan membentuk embrio yang sama denganembrio zigotik, yaitu mempunyai struktur bipolar yang terdiri darijaringan meristem tunas dan meristem akar. Embrio somatik ini dapattumbuh secara langsung dari bagian eksplan atau secara tidak langsungyaitu melalui fase pembentukan kalus kemudian baru terbentukembryo somatik pada kalus tersebut. Eksplan untuk teknikembriogenesis langsung adalah embrio zigotik yang belum matangkarena jaringgannya bersifat embriogenik sehingga hanya memerlukansedikit perlakuan ZPT untuk merubahnya menjadi emrio somatik.
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Gambar 5. Diagram Alur Proses Produksi Bibit Tanaman MenggunakanTeknik Somatik Embryogenesis Langsung (Sulistiani danAhmad Yani, 2012)

Gambar 6. Diagram Alur Proses Produksi Bibit Tanaman MenggunakanTeknik Somatik Embryogenesis Tidak Langsung (Sulistiani danAhmad Yani, 2012)
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Beberapa kelebihan dapat diambil dari aplikasi teknik kultur jaringansebagai produksi bibit tanaman, di antaranya :
 dapat dilakukan dengan cepat dan dalam skala banyak dengan faktorperbanyakan yang sangat tinggi terutama pada tanaman herba
 dapat dihasilkan bibit setiap waktu tanpa harus menunggu musimberbuah
 dapat dihasilkan bibit yang sama dengan induknya sehingga tingkatkeseragaman pertumbuhan bibit di lapangan sangat tinggi
 dapat dihasilkan bibit yang bebas penyakit sehingga memudahkanapabila dilakukan pertukaran antar negara
 bahan tanaman yang diperlukan dari pohon induk jauh lebih sedikitdibandingkan dengan perbanyakan secara konvensional
 tempat yang digunakan untuk produksi bibit relatif lebih kecil untukmenghasilkan bibit dalam jumlah yang banyak
 apabila eksplan (bahan tanaman yang ditanam secara kultur jaringan)sudah berhasil dibiakkan dalam botol maka untuk selanjutnya bibitdapat diproduksi secara besar-besaranNamun ada beberapa kendala aplikasi teknik kultur jaringan sebagaiproduksi bibit tanaman, antara lain :
 adanya mutasi pada bibit yang dihasilkan sehingga tidak sama denganpohon induknya yang dapat disebabkan metode perbanyakan, jenis dankonsentrasi zat pengatur tumbuh yang digunakan, penggunaankumpulan sel somatik yang memang berbeda secara genetis padatanaman induknya, frekuensi pemindahan biakan pada media baru, dantipe jaringan yang digunakan
 keberhasilan induksi perakaran dari tunas yang telah dibentuk secarain vitro umumnya sedikit terutama pada tanaman tahunan atauberkayu
 aklimatisasi atau adaptasi tanaman hasil kultur jaringan padalingkungan yang baru di luar botol kultur sering mengalami kegagalan
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 kapasitas regenerasi plantlet akan turun turun terutama apabila seringdilakukan sub kultur
 proses sterilisasi bahan tanaman dan kontaminasi pada biakan karenalingkungan yang kurang memadai
 diperlukan tenaga kerja yang intensif, terdidik serta mempunyaiketerampilan khusus
 membutuhkan biaya operasional dan fasilitas produksi yang mahalsehingga membuat harga bibit tanaman hasil kultur jaringan lebihmahal
b. Penanaman dan Pemeliharaan Induk pada Tanaman Pangan dan

HortikulturaTanaman induk adalah tanaman pilihan yang digunakan sebagaisumber bahan tanam/eksplan baik itu tanaman kecil ataupun tanaman besaryang sudah produktif yang berasal dari biji atau hasil perbanyakan vegetatif.Tanaman induk yang digunakan sebagai sumber bahan tanam/eksplan untukproduksi bibit secara kultur jaringan harus memenuhi persyaratan, yaitu :
 memiliki sifat unggul dalam produktifitas dan ketahanan terhadapserangan organisme penggangu tanaman
 nama varietas tanaman induk dan asal-usulnya (nama pemilik, tempatasal) harus jelas, sehingga memudahkan pelacakannya
 tanaman induk memiliki nilai ekonomis agar biaya investasi alat danbiaya produksi bibit secara kultur jaringan yang cukup tinggi dapatcepat tercapai
 ditanam di tempat yang terpisah dari tanaman lain yang dapat menjadisumber penularan penyakit atau penyerbukan silang, terutama untuktanaman induk yang dapat diperbanyak secara generatif.Tanaman induk ditanam dan dipelihara di kebun induk yang yangterdiri dari beberapa varietas tanaman unggul untuk sumber penghasilbahan tanam/eksplan untuk perbanyakan dalam jumlah besar. Tanaman
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induk yang ditanam umumnya adalah tanaman hasil perbanyakan vegetatif(okulasi, sambung, susuan, cangkok, setek dan anakan) dan memenuhipersyaratan sebagai tanaman induk. Lokasi pohon induk sebaiknya tidakjauh dengan lokasi perbanyakan tanaman untuk memudahkan pelaksanaanperbanyakan bibit secara kultur jaringan.Prinsip dasar penanaman tanaman induk adalah untuk memperolehbahan tanam dari bagian tanaman dengan jaringan muda yang sedang aktiftumbuh sehingga diperlukan tahap pemudaan bahan tanam/eksplan. Hal inidikarenakan jaringan tanaman yang masih muda mempunyai dayaregenerasi yang lebih tinggi. Daya regenerasi yang tinggi disebabkan oleh sel-selnya yang masih aktif membelah diri dan relatif lebih bersih ataumengandung sedikit mikroorganisme kontaminan sehingga memudahkandalam tahap sterilisasi.Salah satu contoh tanaman hortikultura yang perlu dilakukanpemudaan sumber bahan tanam adalah pada tanaman induk pisang.Tanaman induk pisang yang dipilih sebagai pohon induk bisa berupa rumpundewasa yang sudah berbuah dan menghasilkan anakan atau tanaman hasilkultur jaringan yang bonggolnya sudah berdiameter minimal 15 cm danharus sehat dan bebas dari hama dan penyakit. Ukuran tunas pisang yangakan dijadikan bahan tanam sangat menentukan keberhasilan. Oleh karenaitu, sebaiknya sebaiknya kultur jaringan tanaman pisang dimulai denganbahan tanam yang muda dengan ukuran yang lebih kecil. Cara pemudaanbahan tanam pada induk tanaman pisang dapat dilakukan sebagai berikut :
1. Bonggol anakan pisang dewasa diambildari tanaman induk dengan ukurandiameter bonggol antara 15-25 cm
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Tanaman induk pisang selama proses pemudaan bahan tanam/eksplanperlu dilakukan pemeliharaan antara lain :
 bonggol pisang disemprot dengan fungisida dan bakterisida sebanyak 2kali seminggu untuk menghindari pembusukan bonggol terlalu cepat
 pemupukan menggunakan pupuk Urea diberikan untuk mempercepatpertumbuhan tunas baru pada bonggol pisang
 bonggol indukan pisang akan menghasilkan anakan baru selama 2bulan dan setelah itu bonggol akan busuk sehingga harus dibuatbonggol indukan yang baru

2. Pelepah batang pisang dikupas hinggamencapai pelepah yang paling dalam lalupucuk tunas bagian dalam dibuangmemakai pisau
3. Bonggol anakan pisang ditanam di mediatanah dalam polibag besar, tetapi bagianbekas pucuk tunas muncul di permukaantanah
4. Anakan-anakan baru yang muncul padabonggol pisang digunakan untuk bahantanam perbanyakan secara kulturjaringan
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2. Penyiapan Media Kultur Jaringan Tanaman Pangan dan
Hortikultura

a. Komponen dan Berbagai Jenis Media KulturMedia tanam kultur jaringan merupakan media yang diperlukan agarsel atau jaringan tanaman yang diisolasi dapat tumbuh dan berkembangmenjadi tanaman yang lengkap. Media tersebut mempunyai komposisinutrien yang dapat mendukung pertumbuhan eksplan  sesuai dengan yangdiinginkan. Kebutuhan nutrisi untuk pertumbuhan bahan tanam/eksplanyang optimal sangat bervariasi antar jenis tanaman, bahkan di antara bagiantanaman yang berbeda.Komposisi media tanam kultur jaringan terdiri dari sejumlah unsuryang diperlukan untuk pertumbuhan bahan tanam/eksplan dalamlingkungan buatan, dengan pengelompokan sebagai berikut :1) Unsur hara makro dan mikroKebutuhan garam anorganik untuk tanaman yang dikulturkan secara invitro pada dasarnya sama dengan kebutuhan garam anorganik tanamanyang tumbuh normal di lingkungan alaminya. Garam anorganik yangdibutuhkan tanaman dalam jumlah takaran banyak dikenal denganunsur hara makro, meliputi : unsur N, P, K, Ca, Mg, dan S. Garamanorganik yang dibutuhkan tanaman dalam jumlah kecil dikenaldengan unsur hara mikro, meliputi : unsur Fe, Cu, Mn, Zn, B, Mo dan Co.2) Vitamin dan bahan organik lainKultur tanaman secara in vitro memerlukan penambahan vitamin yangberfungsi untuk meningkatkan pertumbuhan sel tanaman. Vitamin yangsering digunakan dari kelompok vitamin B, yaitu thiamin-HCl (VitaminB1), piridoksin-HCl (Vitamin B6), asam nikotinat, riboflavin (VitaminB2). Asam amino dan bahan organik yang sering digunakan adalahglutamin, asam aspartat, arginin, mio inositol, adenin sulfat, caseinhydrolisat, glisin, dan lain-lain. Mio-inositol atau disebut juga meso-
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inositol sering digunakan sebagai salah satu komponen media yangpenting, karena terbukti merangsang pertumbuhan jaringan yangdikulturkan.3) Gula.Gula digunakan sebagai sumber energi dan karbon dalam media kultur,karena pada umumnya tanaman yang dikulturkan secara in vitro tidakmelakukan fotosintesis yang sempurna, sehingga memerlukankarbohidrat yang sudah jadi. Gula yang paling sering digunakan berupasukrosa, seperti, gula pasir yang digunakan sehari-hari dapat dipakaikarena mengandung 99.9 % sukrosa. Glukosa dan fruktosa dapatdigunakan tetapi hasilnya tidak selalu lebih baik daripada sukrosa.Konsentrasi sukrosa yang digunakan di media kultur jaringan tanamanpada konsentrasi 2-3 %.4) Bahan suplemen alami.Bahan-bahan suplemen alami, seperti jus tomat, jus jeruk, air kelapa,ekstrak malt, ekstrak ragi, kentang, bubur pisang kadang-kadangditambahkan pada media kultur untuk mendapatkan pertumbuhankultur yang optimal. Bahan-bahan ini dipercaya merupakan sumberasam amino, peptida, vitamin, dan zat pengatur tumbuh alami. Selainitu ada bahan suplemen alami berupa arang aktif yang berfungsi untukmenyerap senyawa toksik yang dihasilkan oleh eksplan sebagai antioksidan dan juga digunakan untuk memacu pertumbuhan akar.5) Zat pengatur tumbuh (ZPT)Zat pengatur tumbuh adalah senyawa organik bukan nutrisi tanaman,yang aktif dalam jumlah kecil (10-6-10-5), disintesa pada bagian tertentutanaman dan pada umumnya ditranslokasi ke bagian lain tanaman dimana zat tersebut menimbulkan respon biokimia, fisiologi danmorfologi. Zat pengatur tumbuh pada tanaman ada 5 kelompok, yaitu :auksin, sitokinin, geberelin, asam absisat, dan etilen, tetapi yang palingsering digunakan dalam teknik kultur jaringan tanaman adalah auksin
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dan sitokinin. Zat pengatur tumbuh mempunyai peranan penting dalamkegiatan kultur jaringan terutama dalam pengaturan perkembanganeksplan, misalnya organogenesis ataupun embriogenesis dapatdilakukan dengan cara mengatur macam dan konsentrasi zat pengaturtumbuh tertentu pada kombinasi yang optimal.6) Agar, Bahan pemadat media.Bahan pemadat yang digunakan untuk membuat media padat padaumumnya menggunakan agar. Fungsinya untuk memadatkan larutanmedia supaya eksplan dapat ditanam pada media dan dapat menyerapunsur-unsur hara yang terkandung dalam media dengan baik.7) Air destilasi (akuades)Air yang digunakan untuk media kultur harus benar-benar berkualitasbaik, karena air meliputi lebih dari 95 % komponen media sehinggarendahnya kualitas air akan menyebabkan pertumbuhan tanamanterhambat. Air sumur atau air ledeng tidak bisa digunakan untukpembuatan media karena terlalu banyak mengandung kontaminasibahan organik, anorganik atau mikroorganisme. Air destilasi yangdigunakan sebagai pelarut komponen media kultur dihasilkan dari alatpenyulingan air. Prosesnya dengan cara mengubah air menjadi uap air,kemudian mengkondensasikan uap air tersebut menjadi air destilasiyang tidak lagi mengandung mineral dan senyawa organik.Ada banyak formula/resep media tanam kultur jaringan yang padaumumnya diberi nama sesuai dengan nama penemunya, antara lain :1) Media Knop dapat juga digunakan untuk menumbuhkan kalus wortel.Kultur kalus, biasanya ditumbuhkan pada media dengan kosentrasigaram-garam yang rendah seperti dalam kultur akar denganpenambahan suplemen seperti glukosa, gelatine, thiamine, cysteine-HCldan IAA (Dodds and Roberts, 1983).2) Media White dikembangkan oleh Hildebrant untuk keperluan kulturjaringan tumor bunga matahari, ditemukan bahwa unsur makro yang
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dibutuhkan kultur tersebut, lebih tinggi dari pada yang dibutuhkan olehkultur tembakau. Konsentrasi NO3- dan K+ yang digunakan Hildebrantini lebih tinggi dari media white, tetapi masih lebih rendah dari padamedia-media lain yang umum digunakan sekarang.3) Media Knudson dan media Vacin and Went, media ini dikembangkankhusus untuk kultur anggrek. Knudson pada tahun 1922, menemukanpenambahan 7.6 mM NH4+ disamping 8.5 mM NO3-, sangat baik untukperkencambahan dan pertumbuhan biji anggrek. Penambahan NH4+ternyata dibutuhkan untuk perkembangan protocorm.4) Media Nitsch & Nitsch, menggunakan NO3- dan K+ dengan kadar yangcukup tinggi untuk mengkulturkan jaringan tanaman artichoke

Jerussalem. Pertumbuhan sel dari jaringan suatu organ dibandingkandengan jaringan tumor tanaman Venca rosea (Catharanthus roseus),menunjukkan bahwa penambahan ammonium ke dalam media Whiteyang sudah dimodifikasi, mempunyai pertumbuhan yang lebih baik.Konsentrasi NO3-, NH4-, K+ dan H2PO4- yang diperoleh, hampir samadengan yang dikembangkan oleh Miller (Wood & Braun (1961 dalamGunawan 1988).5) Media Murashige and Skoog (media MS) merupakan perbaikankomposisi media Skoog, terutama kebutuhan garam anorganik yangmendukung pertumbuhan optimum pada kultur jaringan tembakau.Media MS mengandung 40 mM N dalam bentuk NO3 dan 29 mM Ndalam bentuk NH4+. Kandungan N ini, lima kali lebih tinggi dari N totalyang terdapat pada media Miller, 15 kali lebih tinggi dari mediatembakau Hildebrant, dan 19 kali lebih tinggi dari media White. Kaliumjuga ditingkatkan sampai 20 mM, sedangkan P 1.25 mM. Unsur makrolainnya konsentrasinya dinaikkan sedikit. Pertama kali unsur-unsurmakro dalam media MS dibuat untuk kultur kalus tembakau, tetapikomposisi MS ini sudah umum digunakan untuk kultur jaringan jenistanaman lain.
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6) Media Gamborg B5 (media B5) pertama kali dikembangkan untukkultur kalus kedelai dengan konsentrasi nitrat dan amonium lebihrendah dibandingkan media MS. Media ini dikembangkan darikomposisi PRL-4, media ini menggunakan konsentrasi NH4+ yangrendah, karena konsentrasi yang lebih tinggi dari 2 mM menghambatpertumbuhan sel kedelai. Fosfat yang diberikan setelah 1 mM, Ca2+antara 1-4 mM, sedangkan Mg2+ antara 0.5-3 mM (Gamborg et al, 1968).Tabel 1. Komposisi Media Dasar Kultur Jaringan

7) Media Schenk & Hildebrant (media SH) merupakan media yang jugacukup terkenal, untuk kultur kalus tanaman monokotil dandikotil (Trigiano & Gray, 2000). Konsentrasi ion-ion dalam komposisimedia SH sangat mirip dengan komposisi pada media Gamborg denganperbedaan kecil yaitu level Ca2+, Mg2+, dan PO4-3 yang lebih tinggi.Schenk & Hildebrant mempelajari pertumbuhan jaringan dari 37 jenis
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tanaman dalam media SH dan mendapatkan bahwa : 32 % dari spesiesyang dicobakan, tumbuh dengan sangat baik, 19% baik, 30% sedang,14% kurang baik, dan 5% buruk pertumbuhannya. Media SH ini cukupluas penggunaannya, terutama untuk tanaman legume.8) Media WPM (Woody Plant Medium) yang dikembangkan oleh Lioyd &Mc Coen pada tahun 1981, merupakan media dengan konsentrasi ionyang lebih rendah dari media MS. Media diperuntukkan khusustanaman berkayu, dan dikembangkan oleh ahli lain, tetapi sulfat yangdigunakan lebih tinggi dari sulfat pada media WPM. Saat ini WPMbanyak digunakan untuk perbanyakan tanaman hias berperawakanperdu dan pohon-pohon.
b. Teknik Pembuatan Media KulturKebutuhan media dan larutan stok diartikan sebagai kebutuhan akanjumlah bahan media dan larutan stok yang harus dipenuhi pada waktu yangdiperlukan pada beberapa macam/tahap kegiatan kultur jaringan.Kebutuhan media ini dapat dibedakan atas kebutuhan per kegiatan kulturjaringan per satuan waktu tertentu dan kebutuhan untuk total kegiatankultur jaringan per satuan waktu tertentu. Kebutuhan media dan larutan stokini ditentukan oleh sejumlah faktor :1) Jumlah dan jenis bibit yang akan diproduksiSemakin banyak bibit yang akan diproduksi, makin banyak kebutuhanmedia yang harus disediakan per satuan waktu tertentu. Antar jenisbibit tanaman yang satu dengan jenis bibit tanaman yang lainnya akanberbeda dalam hal kebutuhan media.2) Jenis media yang dipilihPemilihan formula/resep akan menentukan jumlah dan jeniskebutuhan media, mengingat komposisi formula pada setiap formulatidak sama.  Kebutuhan bahan untuk pembuatan media MS relatif lebihbesar per komponen media dibandingkan formula yang lain.  Formula
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media MS juga kadang-kadang disesuaikan dengan kebutuhan kultur,misalnya ada yang memodifikasi menjadi ½ MS, dan lain-lain.3) Metoda kultur jaringan yang dipilihMetode kultur jaringan dapat dibedakan atas: metoda perbanyakantunas samping (aksilar), metoda perbanyakan tunas adventif (langsungdan tidak langsung), dan metoda embriogenesis (langsung dan tidaklangsung). Tiap-tiap metode yang dipilih tentu akan berbeda dalam halpenggunaan media.4) Frekuensi penggandaan propagulSemakin banyak propagul yang diperbanyak makin banyak kebutuhanmedia.5) Cara pengakaran kulturAda dua cara pengakaran kultur: cara in-vitro dan ex-vitro.  Pengakaransecara in vitro akan membutuhkan media untuk media pengakaran.Pada pengakaran ex vitro, media yang digunakan dapat menggunakanmedia pembibitan.Kebutuhan media ini secara rinci dihitung berdasarkan tahapan-tahapan pekerjaan yang berkaitan dengan pemakaian media, yaitu: tahapinisiasi kultur (penumbuhan awal eksplan), tahap penggandaan propagul(tergantung frekuensi penggandaan), tahap pembesaran kultur sampaiplanlet siap diaklimatisasikan.Tabel 2. Kebutuhan Bahan Larutan Stok Media MS
KodeStok Nama Stok Bahan yangditimbang (mg) Volumewadah stok(ml)

Stok yangdiambiluntuk 1liter mediaStok Makro 10 XA KNO3 19.000 100 10B NH4NO3 16.500 100 10C CaCl2.2H20 4.400 100 10D MgSO4.7H2O 3.700 100 10E KH2PO4 1.700 100 10
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KodeStok Nama Stok Bahan yangditimbang (mg) Volumewadah stok(ml)
Stok yangdiambiluntuk 1liter mediaF Stok mikro 1 100 X

100 1
H3BO3 62Na2MoO4.7H2O 2,5CoCl2.6H2O 0,25KI 8,3MnSO4 169ZnSO4.7H2O 86CuSO4.5H2O 0,25G Stok mikro 2 10 X 100 10FeSO4.7H2O 278Na2EDTA 373H Stok Vitamin 10 X 100 10Glisin 20Asam nikotin 5Piridoksin HCl 5Thiamin HCl 1I Stok Hormonmisal :BAP 100 100 1NAA 100 100 11). Penyiapan Bahan dan Peralatan Media KulturBahan-bahan yang diperlukan untuk pembuatan media MS sebanyak 1liter sesuai kebutuhan berdasarkan perhitungan di atas adalah :

 larutan-larutan stok :
 makro : KNO3, NH4NO3, CaCl2.2H2O, MgSO4.7H2O, dan KH2PO4masing-masing 10 ml
 mikro 1 ( campuran H3BO3, Na2MoO4.7H2O, CoCl2.6H2O, KI, MnSO4,ZnSO4.7H2O, dan CuSO4.5H2O) 1 ml
 mikro Fe-EDTA (campuran FeSO4.7H2O dan Na2EDTA) 10 ml
 vitamin (campuran glisin, asam nikotin, piridoksin HCl danThiamin HCl) 10 ml.

 komponen media yang lain : gula 30 gram, agar-agar 8 gram, mio-inositol 0,1 gram (bila dipisahkan dari stok vitamin) dan aquades
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Tabel 3.    Komposisi Media Kultur Jaringan Tanaman Pisang (Sulistiani danAhmad Yani, 2012)
No Tahapan PerbanyakanTanaman Komposisi Media Kultur Jaringan1 Tahap Induksi Tunas MS tanpa ZPT dan MS Cair +5 mg/lBAP2 Tahap Multiplikasi Tunas 1 MS + 2 mg/l BAP3 Tahap Multiplikasi Tunas 2 MS + 2 mg/l BAP + 0.2 mg/l NAA4 Tahap Elongasi Tunas MS tanpa ZPT5 Tahap Induksi Perakaran ½ MS tanpa ZPT2). Pencampuran Bahan Media KulturAda beberapa prinsip dalam mencampur bahan media kultur jaringan,yaitu :

 Prinsip dalam pencampuran larutan pertama-tama adalah menuangsejumlah akuades kedalam wadah kurang lebih 1/3 volume wadahsebelum melarutkan sejumlah bahan kedalamnya.
 Pencampuran bahan media dilakukan satu per satu setelah bahan satumelarut baru diikuti dengan bahan yang lainnya.
 Diusahakan selalu mencatat setiap mencampur bahan agar tidak terjadikekeliruan.
 Langkah terakhir adalah menepatkan volume larutan, dengan caramenambah aquades sampai tanda tera pada wadah yang digunakan.Cara  mencampur bahan media untuk pembuatan media 1 liter adalahsebagai berikut : masukkan ke dalam erlenmeyer berukuran 1 liter aquadeskira-kira 300 ml, larutkan gula diikuti mio-inositol kedalamnya setelah gulamelarut sempurna dengan diaduk secara merata. Larutan-larutan stokdimasukkan satu per satu, setelah satu bahan melarut diikuti bahan yanglainnya. Larutan-larutan stok yang sudah dipakai dikembalikan ke kulkas.Hasil pencampuran media dituangkan dari erlenmeyer ke labu takar ataugelas ukur untuk ditepatkan volumenya menjadi 1 liter, dengan menambahaquades sampai mendekati tanda tera (disisakan sedikit untuk keperluan



26

pengecekan pH yang biasanya ada penambahan 3-5 tetes atau 3-5 ml).Biasanya untuk keperluan praktis langsung ditera tepat 1 liter.3). Pengaturan pH Media KulturKisaran nilai pH yang dipandang paling sesuai untuk kebanyakan mediakultur jaringan untuk mendukung pertumbuhan dan perkembangan sel-seltanaman antara 5,5-5,8. Pada nilai pH yang terlalu asam (< 4,5) agar akanterhidrolisis dan sulit membentuk gel. Nilai pH harus diatur agar tidakmengganggu membran sel dan pH sitoplasma. Selain itu pengaturan pH jugaditujukan untuk hal-hal berikut :
 Memudahkan kelarutan bahan-bahan kimia dalam pembuatan media
 Memudahkan pengambilan/penyerapan bahan zat pengatur tumbuhdan bahan-bahan kimia yang lain
 Meningkatkan efisiensi pembekuan agarPengukuran pH media dilakukuan sebelum sterilisasi dengan autoklafmenggunakan pH meter atau kertas pH indikator. Pengukuran dengan kertasindikator sangat sederhana, yaitu dengan mencelupkan kertas pH indikatorlalu mencocokkan warnanya setelah dicelupkan dengan warna dan nilai pHyang tersedia pada pak indikator pH dengan nilai lebih bersifat kualitatif.Pengukuran dengan pH meter memerlukan kalibrasi setiap periode waktudikarenakan menggunakan elektroda gelas dan hasil pengukurannya bersifatkuantitatif. Nilai pH dapat diatur dinaikkan atau diturunkan sesuai dengannilai yang diharapkan. Apabila nilai pH lebih tinggi dari nilai yang diinginkandapat ditetesi larutan HCl 1 N, sebaliknya bila nilai pH lebih rendah dari nilaiyang diharapkan ditetesi larutan NaOH atau larutan KOH 1 N.4). Pemasakan Bahan Media KulturBahan dan peralatan yang dipersiapkan meliputi : bahan media,pemanas hot plate dengan pengaduk magnet atau menggunakan kompordengan pengaduk bahan gelas atau kayu. Hot plate memiliki tombol pengaturbesar kecilnya pemanasan dan tombol pengatur besar kecilnya pengocokandengan pengocok magnet yang menyerupai tablet/kapsul besar.
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Media dalam wadah erlenmeyer atau wadah lainnya dimasak pada hotplate atau kompor sambil diaduk-aduk. Ketika media sudah hangat, agardimasukkan ke dalam media sambil diaduk terus menggunakan pengadukmagnet atau pengaduk biasa pada pemanas kompor. Setelah mendekatikeadaan mendidih (sudah mulai keluar titik-titik gelembung sebelummenjadi gelembung besar), pemanasan dihentikan.

Gambar 7. Alur Pembuatan Media Kultur5). Sterilisasi Bahan Media KulturSetelah pembuatan media agar selesai, media dibagi-bagi ke dalambotol-botol penanaman, dalam satu botol tanam berisi kurang lebih 25-30 ml.Selama proses pemindahan media ke dalam botol-botol penanaman sangatmemungkinkan terjadinya kontaminasi oleh mikroorganisme, baik bakteriatau jamur. Agar mikroorganisme yang masuk ke dalam media tidak dapatberkembang biak maka perlu dilakukan sterilisasi terhadap media tersebutsebelum digunakan untuk menanam. Sterilisasi media kultur bisa dilakukandengan menggunakan uap panas pada suhu 121o C, dengan tekanan 15-17psi, selama 20-30 menit. Sterilisasi media tidak boleh terlalu lama karena
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bisa menyebabkan penguraian gula, degradasi vitamin dan asam-asamamino, inaktivasi sitokinin dan zeatine ribosida dan perubahan pH media.Media yang sudah disterilkan bisa digunakan, bisa juga disimpan terlebihdahulu beberapa waktu pada ruang penyimpanan.
D. Aktivitas Pembelajaran

Materi pelatihan ini dirancang untuk dipelajari oleh Guru SMK PaketKeahlian Agribisnis Perbenihan dan Kultur Jaringan Tanaman. Selaindisajikan konsep-konsep,  prinsip-prinsip, fakta  dan prosedur, dilakukandiskusi kelompok, latihan-latihan, dan praktik dalam pendalaman materiyang mendorong kreativitas untuk berinovasi. Pelaksanaan pembelajaranmenggunakan pendekatan andragogi, yaitu lebih mengutamakanpengungkapan kembali pengalaman peserta pelatihan, menganalisis,menyimpulkan, dan menggeneralisasi dalam suasana diklat yang aktif,inovatif, kreatif, efektif, menyenangkan, dan bermakna.Langkah-langkah yang perlu dilakukan dalam mempelajari materipelatihan ini mencakup aktivitas individual dan kelompok yang meliputi :1. Memberikan pengantar tentang persiapan kultur jaringan tanamanpangan dan hortikultura.2. Mendiskusikan tentang pengelolaan tanaman induk pangan danhortikultura dan penyiapan media kultur jaringan tanaman pangan danhortikultura.3. Membahas hasil diskusi bersama peserta.4. Melakukan praktek tentang pengelolaan tanaman induk pangan danhortikultura dan penyiapan media kultur jaringan tanaman pangan danhortikultura.5. Membahas hasil praktek bersama peserta.6. Membuat rangkuman bersama peserta.7. Melakukan refleksi/umpan balik bersama peserta.
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LEMBAR KERJA
Penanaman dan Pemeliharaan Induk pada Tanaman Pisang

1. Tujuan KegiatanKegiatan ini bertujuan agar peserta diklat dapat melakukan penanamandan pemeliharaan induk pada tanaman pisang sesuai prosedur.
2. Alat dan BahanAlat-alat yang digunakan antara lain : pisau, timbangan, dan polybag.Bahan-bahan yang digunakan, yaitu : media campuran kompos dan tanah,pupuk Urea, fungisida, bakterisida, insektisida, bonggol indukan pisang,kertas alas timbang dan air.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainmemakai baju praktek (wearpack), mendengarkan dan memperhatikanpenjelasan fasilitator serta berhati-hati dalam mengoperasikan peralatan danmenggunakan bahan kimia.
4. Langkah Kerjaa. Siapkan alat dan bahan yang dibutuhkan.b. Ambil bonggol anakan pisang dewasa dari tanaman induk denganukuran diameter bonggol antara 15-25 cmc. Kupas pelepah batang pisang hingga mencapai pelepah yang palingdalam lalu pucuk tunas bagian dalam dibuang memakai pisaud. Tanam bonggol anakan pisang di media tanah dalam polibag besar,tetapi bagian bekas pucuk tunas muncul di permukaan tanahe. Semprot bonggol pisang dengan fungisida dan bakterisida sebanyak 2kali seminggu untuk menghindari pembusukan bonggol terlalu cepat
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f. Berikan pemupukan dengan menggunakan pupuk Urea untukmempercepat pertumbuhan tunas baru pada bonggol pisangg. Gunakan anakan-anakan baru yang muncul pada bonggol pisang untukbahan tanam perbanyakan secara kultur jaringanh. Buat bonggol indukan yang baru jika bonggol pisang telah busuk atausekitar 2 bulan setelah tanami. Bersihkan dan merapikan alat-alat yang habis dipakai
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LEMBAR KERJA
Pembuatan Media Dasar MS 0

1. Tujuan KegiatanKegiatan ini bertujuan agar peserta diklat dapat menghitung kebutuhanbahan yang dibutuhkan dan dapat membuat media dasar Murrashige-Skoog(MS 0) sesuai prosedur.
2. Alat dan BahanAlat-alat yang digunakan antara lain : gelas ukur, timbangan, botolkultur, autoclaf, hot plate, erlenmeyer, pipet, bulb, dan cerek ukur. Bahan-bahan yang dibutuhkan antara lain unsur makro NH4NO3, KH2PO4, MgSO4,KNO3, CaCl2 masing-masing 10 ml dari stok 10 kali, 10 ml stok besi dari stok10 kali, 1 ml unsur mikro dari stok 100 kali, piridoxin HCl, thiamin, asamnikotinat, glisin, mio-inositol masing-masing 10 ml dari stok 10 kali, akuades,7 gram agar-agar, 30 gram sukrosa dan pH indikator.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainmemakai baju praktek (jas laboratorium), mendengarkan danmemperhatikan penjelasan fasilitator serta berhati-hati dalammengoperasikan peralatan dan menggunakan bahan kimia.
4. Langkah Kerjaa. Siapkan alat dan bahan yang dibutuhkan.b. Timbang mio inositol sebanyak 0,1 gram dan gula sebanyak 30 gramlalu melarutkannya sampai homogenc. Pipet stok makro, mikro, besi serta vitamin sesuai volume larutanstoknya ke dalam gelas ukur 1000 mld. Campur larutan gula dan mio-inositol dengan larutan stok dalam gelasukur 1000 ml
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e. Tera larutan media sampai mencapai volume 1000 ml menggunakanakuadesf. Pindahkan larutan ke dalam erlenmeyer 1000 ml dan mengadukdengan hot plate sampai homogeng. Ukur pH larutan media dengan pH indikator sampai pHnya 5,5-5,8h. Panaskan larutan hingga hangat-hangat kuku lalu memasukan agar kedalam larutan media sebanyak 7 gram/literi. Panaskan larutan media hingga mendekati mendidih yang ditandaidengan perubahan warna larutan yang jernih dan timbulnyagelembung-gelembung udaraj. Tuang ke dalam botol kultur masing-masing sebanyak 30 ml/botolkulturk. Sterilkan media dalam botol kultur pada autoclaf manual pada suhu125oC selama 30 menitl. Angkat media dari autoklaf setelah tekanan dan suhunya turun sertamenyimpannyadi ruang penanaman/ inokulasim. Bersihkan dan merapikan alat-alat yang habis dipakai
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LEMBAR KERJA
Pembuatan Jus Tomat dan Jus Pisang

1. Tujuan KegiatanKegiatan ini bertujuan agar peserta diklat dapat menghitung kebutuhanbahan yang dibutuhkan dan dapat membuat jus tomat dan pisang sebagaisalah satu komponen dalam pembuatan media tanam alternatif untuktanaman anggrek.
2. Alat dan BahanAlat-alat yang digunakan antara lain : blender, timbangan, pisau, cerekukur, gelas piala, dan stop watch. Bahan-bahan yang dibutuhkan antara lain12 kg tomat, 2 sisir pisang raja yang masak, aquadest, kertas timbang dankantong plastik.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainmemakai jas laboratorium, mendengarkan dan memperhatikan penjelasanfasilitator dan berhati-hati dalam mengoperasikan peralatan.
4. Langkah Kerjaa. Siapkan alat dan bahan yang diperlukanb. Timbang tomat dan pisang yang akan dijus sebanyak 50 gr/100 mlc. Blender tomat dan pisang yang telah ditimbang masing-masing selama2 menitd. Tuang jus tomat ke dalam plastik dan beri label konsentrasinyae. Simpan jus di dalam lemari esf. Bersihkan dan merapikan alat-alat yang habis dipakai
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LEMBAR KERJA
Pembuatan Media Penyemaian (Tabur Biji) Anggrek

1. Tujuan KegiatanKegiatan ini bertujuan agar peserta diklat dapat menghitung kebutuhanbahan yang dibutuhkan dan dapat membuat media alternatif untukperkecambahan biji tanaman anggrek sesuai prosedur.
2. Alat dan BahanAlat-alat yang digunakan : gelas ukur, timbangan, botol kultur, autoclaf,hot plate, erlenmeyer, pipet, bulb, dan cerek ukur. Bahan-bahan yangdibutuhkan : 1,5 gr/l pupuk Growmore, 50 gr/l jus tomat, 150 gr/l air kelapa,1 ml thiamin dari stok 10-6, akuades, 7 gram agar-agar, 30 gram gula(sukrosa) dan pH indikator.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainmemakai baju praktek, mendengarkan dan memperhatikan penjelasanfasilitator dan berhati-hati dalam mengoperasikan peralatan.
4. Langkah Kerjaa. Siapkan alat dan bahan yang dibutuhkanb. Ambil larutan stok (thiamin, jus tomat, air kelapa) dan memasukannyake dalam gelas ukur 1000 mlc. Timbang gula pasir dan pupuk Growmore serta melarutkannya sampaihomogend. Masukkan larutan gula dan growmore ke dalam gelas ukur lalu meneradengan menambahkan akuades 1000 mle. Larutkan media sampai homogen kemudian mengukur pH (apabila pHkurang dari 5,1 maka perlu menambahkan HCl, dan apabila pH lebih
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dari  5,1 maka perlu menambahkan NaOH)f. Larutkan dan memanaskan media sampai homogen dan hangat, lalumemasukkan agar-agarg. Masak media tersebut sampai larut hampir mendidih (terlihat adagelembung dan warnanya jernih)h. Angkat dan menuangkan media ke dalam botol kultur sebanyak 30ml/botol kulturi. Sterilkan media pada autoklaf elektrik pada suhu 121oC selama 30menit dan tekanan 1,5 kg/cm2,j. Angkat media dari dalam autoklaf ketika suhu dan tekanannya telahturunk. Simpan media di ruangan penyimpanan medial. Bersihkan dan merapikan alat-alat yang habis dipakai
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LEMBAR KERJA
Pembuatan Media Sub Kultur 1 (SK 1) Anggrek

1. Tujuan KegiatanKegiatan ini bertujuan agar peserta diklat dapat menghitung kebutuhanbahan yang dibutuhkan dan dapat membuat media alternatif untuk subkultur 1 tanaman anggrek sesuai prosedur.
2. Alat dan BahanAlat-alat yang digunakan antara lain : gelas ukur, timbangan, botolkultur, autoclaf, hot plate, erlenmeyer, pipet, bulb, dan cerek ukur. Bahan-bahan yang dibutuhkan antara lain 1,5 gr/l pupuk Growmore, 50 gr/l juspisang, 1 gram arang aktif, 150 gr/l air kelapa, 1 ml thiamin dari stok 10-6,akuades, 7 gram agar-agar, 30 gram gula (sukrosa) dan pH indikator.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainmemakai baju praktek atau jas laboratorium, mendengarkan danmemperhatikan penjelasan fasilitator dan berhati-hati dalammengoperasikan peralatan.
4. Langkah Kerjaa. Siapkan alat dan bahan yang dibutuhkanb. Ambil larutan stok (thiamin, jus pisang, air kelapa) dan memasukannyake dalam gelas ukur 1000 mlc. Timbang gula pasir, pupuk Growmore, arang aktif serta melarutkannyasampai homogend. Masukkan larutan gula, pupuk Growmore dan arang aktif dalam gelasukur lalu menera dengan akuades sampai 1000 mle. Larutkan media sampai homogen kemudian mengukur pH (apabila
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pH kurang dari 5,1 maka perlu menambahkan HCl, dan apabila pH lebihdari  5,1 maka perlu menambahkan NaOH),f. Larutkan dan panaskan media sampai homogen dan hangat, lalumemasukkan agar-agarg. Masak media tersebut sampai larut hampir mendidih (terlihat adagelembung dan warnanya jernih)h. Angkat dan menuangkan media ke dalam botol kultur sebanyak 30ml/botol kulturi. Sterilkan media pada autoklaf elektrik pada suhu 121oC selama 30menit dan tekanan 1,5 kg/cm2,j. Angkat media dari dalam autoklaf ketika suhu dan tekanannya turunk. Simpan media di ruangan penyimpanan medial. Bersihkan dan merapikan alat-alat yang habis dipakai
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LEMBAR KERJA
Pembuatan Media Sub Kultur 2 (SK 2) Anggrek

1. Tujuan KegiatanKegiatan ini bertujuan agar siswa dapat menghitung kebutuhan bahanyang dibutuhkan dan dapat membuat media alternatif untuk sub kultur 2tanaman anggrek sesuai prosedur.
2. Alat dan BahanAlat-alat yang digunakan antara lain : gelas ukur, timbangan, botolkultur, autoclaf, hot plate, erlenmeyer, pipet, bulb, dan cerek ukur. Bahan-bahan yang dibutuhkan antara lain 1,5 gr/l pupuk Growmore, 50 gr/l juspisang, 1 gram arang aktif, 150 gr/l air kelapa, 1 ml thiamin dari stok 10-6, 1ml NAA dari stok 10-6 akuades, 7 gram agar-agar, 30 gram gula (sukrosa) danpH indikator.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainmemakai baju praktek (jas laboratorium), mendengarkan danmemperhatikan penjelasan fasilitator dan berhati-hati dalammengoperasikan peralatan.
4. Langkah Kerjaa. Siapkan alat dan bahan yang dibutuhkanb. Ambil larutan stok (thiamin, jus pisang, air kelapa, NAA) danmemasukannya ke dalam gelas ukur 1000 mlc. Timbang gula pasir, pupuk Growmore, arang aktif serta melarutkannyasampai homogend. Masukkan larutan gula, pupuk Growmore dan arang aktif dalam gelasukur lalu menera dengan akuades sampai 1000 ml
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e. Larutkan media sampai homogen kemudian mengukur pH (apabila pHkurang dari 5,1 maka perlu menambahkan HCl, dan apabila pH lebihdari  5,1 maka perlu menambahkan NaOH),f. Larutkan dan memanaskan media sampai homogen dan hangat, lalumemasukkan agar-agarg. Masak media tersebut sampai larut hampir mendidih (terlihat adagelembung dan warnanya jernih)h. Angkat dan menuangkan media ke dalam botol kultur sebanyak 30ml/botol kultur pendek dan 60 ml/botol kultur panjangi. Sterilkan media pada autoklaf elektrik pada suhu 121oC selama 30menit dan tekanan 1,5 kg/cm2,j. Angkat media dari dalam autoklaf ketika suhu dan tekanannya telahturunk. Simpan media di ruangan penyimpanan medial. Bersihkan dan merapikan alat-alat yang habis dipakai
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E. Latihan Soal

1. Jelaskan prosedur penanaman untuk pemudaan bahan tanam padainduk tanaman pisang !2. Jelaskan prosedur pemeliharaan untuk pemudaan bahan tanam padainduk tanaman pisang !3. Sebutkan pengelompokan komponen media kultur jaringan tanaman !4. Jelaskan penggunaan jenis media dasar Murhasige dan Skoog danmedia dasar Vacin dan Went !5. Sebutkan faktor penentu kebutuhan media dan larutan stok pada kulturjaringan tanaman !6. Sebutkan tahapan pembuatan media kultur jaringan secara umum !
F. Rangkuman

Prosedur penanaman untuk pemudaan bahan tanam pada induktanaman pisang, yaitu : 1) ambil bonggol anakan pisang dewasa dari tanamaninduk dengan diameter antara 15-25 cm, 2) kupas pelepah batang pisanghingga mencapai pelepah yang paling dalam dan bunag pucuk tunas bagiandalam memakai pisau dan 3) tanam bonggol anakan pisang di media tanahdalam polibag besar dengan bagian bekas pucuk tunas muncul di permukaantanah. Prosedur pemeliharaan untuk pemudaan bahan tanam pada induktanaman pisang, yaitu : 1) semprot bonggol pisang dengan fungisida danbakterisida sebanyak 2 kali seminggu 2) berikan pemupukan denganmenggunakan pupuk Urea dan 3) buat bonggol indukan baru jika bonggolpisang telah busuk atau sekitar 2 bulan setelah tanam.Komponen media kultur jaringan dapat dikelompokkan menjadi : unsurhara makro dan mikro, vitamin dan bahan organik lain, gula, bahan suplemenalami, zat pengatur tumbuh (ZPT), bahan pemadat media dan air destilasi(akuades). Beberapa media dasar yang banyak digunakan dalam kulturjeringan antara lain : media dasar Murhasige dan Skoog (1962) yang dapat
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digunakan untuk hampir semua jenis kultur, media dasar B5 untuk kultur selkedelai, alfafa, dan legume lain, media dasar White (1934) yang sangat cocokuntuk kultur akar tanaman tomat, media dasar Vacin dan Went digunakanuntuk kultur jaringan anggrek, media dasar Nitsch dan Nitsch yang biasadigunakan dalam kultur tepung sari (pollen) dan kultur sel, media dasarSchenk dan Hildebrandt (1972) atau media SH yang cocok untuk kulturjaringan tanaman-tanaman monokotil, media khusus tanaman berkayu atauWoody Plant Medium (WPM), dan media N6 untuk serealia terutama padi.Kebutuhan media dan larutan stok diartikan sebagai kebutuhan akanjumlah bahan media dan larutan stok yang harus dipenuhi pada waktu  yangdiperlukan pada beberapa macam/tahap kegiatan kultur jaringan.Kebutuhan media dan larutan stok ini ditentukan oleh faktor : jumlah danjenis bibit yang akan diproduksi, jenis media yang dipilih, metoda kultur,jaringan yang dipilih, frekuensi penggandaan propagul dan cara pengakarankultur. Tahapan pembuatan media kultur meliputi : penyiapan peralatan danbahan media kultur, pencampuran bahan media kultur, pengaturan pH mediakultur, pemasakan bahan media kultur dan sterilisasi bahan media kultur.
G. Umpan Balik dan Tindak Lanjut

Mata Diklat : …………………………………, Tanggal …………...............Nama Peserta : ………………………………………………….………............Sekolah Asal : …………………………………………............……………….Setelah kegiatan pembelajaran berakhir Saudara dapat melakukan refleksidengan menjawab pertanyaan berikut ini secara individu!1. Apa yang Saudara pahami setelah mempelajari materi ini ?..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................
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2. Pengalaman penting apa yang Anda peroleh setelah mempelajari materiini ?..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................3. Apa manfaat materi ini terhadap tugas Anda sebagai Guru SMK PaketKeahlian Agribisnis Perbenihan dan Kultur Jaringan Tanaman disekolah ?.............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................. ....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................4. Apa rencana tindak lanjut yang akan saudara lakukan setelah kegiatanini ?..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................
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III KEGIATAN PEMBELAJARAN 2
PELAKSANAAN KULTUR JARINGAN TANAMAN

PANGAN DAN HORTIKULTURA

A. Tujuan

Tujuan pembelajaran : setelah mengkaji materi dan melakukan aktivitaspembelajaran peserta diklat mampu melakukan pelaksanaan kulturjaringan tanaman pangan dan hortikultura dengan disiplin dan tanggungjawab sesuai kriteria
B. Indikator Pencapaian Kompetensi

Indikator keberhasilan : setelah mengkaji materi dan melakukan aktivitaspembelajaran peserta diklat diharapkan mampu :1. Melakukan inisiasi bahan tanam/eksplan kultur jaringan tanamanpangan dan hortikultura sesuai kriteria2. Melakukan penanaman inokulum kultur jaringan tanaman pangandan hortikultura sesuai kriteria
C. Uraian Materi

1. Inisiasi Bahan Tanam/Eksplan Kultur Jaringan Tanaman
Tanaman Pangan dan Hortikultura

a. Penentuan Bahan Tanam/EksplanEksplan adalah bagian kecil jaringan atau organ yang diambil ataudipisahkan dari tanaman induknya sebagai bahan tanam in vitro kemudiandikulturkan secara in vitro dalam kondisi aseptis. Ada beberapa jenis eksplanyang dapat digunakan sebagai bahan tanam in vitro, yaitu :1) Eksplan biji biasanya digunakan untuk kultur biji (seed culture). Kulturini biasanya dilakukan pada biji tanaman yang bersertifikat dan dipetikdari tanaman induk yang sudah diketahui keunggulan sifatnya. Hal ini
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umumnya pada tanaman semusim yang organ tanamannya sangatsensitif terhadap bahan sterilan kimia. Selain itu biji juga dapatlangsung dikecambahkan pada media agar-agar, contoh : biji anggrekyang tidak memiliki cadangan makanan.

Gambar 8. Eksplan Biji Tanaman2) Eksplan organ, seperti : ujung akar, pucuk aksilar, tangkai daun, helaiandaun, bunga, buah muda, dan buku batang, biasanya digunakan untukkultur organ (organ culture). Eksplan organ tersebut biasanyadigunakan untuk penanaman kultur melalui organogenesis(pembentukan organ tanaman secara langsung maupun tidak langsung)dan embriogenesis (pembentukan embrio tanaman secara langsungmaupun tidak langsung). Selain itu akar biasanya digunakan dalam
hairy root culture yaitu kultur dari eksplan akar untuk memproduksibahan metabolit sekunder dari akar tanaman.

Gambar 9. Eksplan Organ Batang, Akar, Daun Tanaman
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3) Eksplan bagian reproduktif tanaman, seperti : kepala sari (anther),tepungsari (pollen), dan bakal buah (ovule) biasanya digunakan untukkultur haploid (haploid culture). Eksplan tersebut digunakan dalamkultur untuk menghasilkan tanaman haploid (haploid culture), melaluikultur eksplan anter (anther culture), kultur eksplan polen (pollen

culture), dan kultur eksplan ovul (ovule culture).

Gambar 10.   Eksplan Polen, Ovul, dan Anter Tanaman4) Eksplan protoplas tanaman yang digunakan untuk kultur protoplasma(protoplast culture). Eksplan tersebut berupa sel yang telah dilepasbagian dinding selnya menggunakan bantuan enzim. Protoplasdiletakkan pada media padat dibiarkan agar membelah diri danmembentuk dinding selnya kembali. Kultur protoplas biasanya untukkeperluan hibridisasi somatik atau fusi sel soma (fusi 2 protoplas baikintraspesifik maupun interspesifik).

Gambar 71. Eksplan Protoplas Tanaman
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Ada beberapa kriteria yang harus dipertimbangkan dalam seleksi bahantanam/eksplan. Kriteria-kriteria tersebut akan sangat menentukan berhasilatau tidaknya pengkulturan bahan tanam/eksplan yang meliputi :1) Ukuran bahan tanam/eksplanUkuran bahan tanam/eksplan dapat berpengaruh terhadapkeberhasilan kultur jaringan. Bahan tanam/eksplan yang berukuranbesar beresiko kontaminasi lebih besar dibandingkan eksplanberukuran kecil, tetapi kemampuan hidupnya lebih besar dantumbuhnya lebih cepat. Contohnya eksplan tunas muda beresikokontaminasi lebih tinggi dibandingkan eksplan jaringan meristemtunas, tetapi tunas lebih mudah dan cepat tumbuh beregenerasidibandingkan jaringan meristem yang biasanya tumbuh lebih lambatuntuk beregenerasi menjadi tanaman utuh kembali.2). Umur fisiologis bahan tanam/eksplanBagian tanaman yang digunakan sebagai bahan tanam/eksplanumumnya adalah jaringan muda yang sedang tumbuh aktif. Hal inidikarenakan mempunyai daya regenerasi yang lebih tinggi, sel-selnyamasih aktif membelah diri dan relatif lebih bersih (mengandung sedikitmikroorganisme kontaminan) sehingga mudah disterilisasi. Jaringanyang sudah tua lebih sulit beregenerasi dan biasanya lebih banyakmengandung mikroorganisme kontaminan.

Gambar 12.   Eksplan yang Meristematik dan Juvenil
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3). Umur ontogenetik tanaman induk (sumber eksplan)Umur ontogenetik tanaman induk sumber bahan tanam/eksplan sangatmempengaruhi keberhasilan penanaman eksplan. Eksplan yang diambildari tanaman induk yang masih muda umumnya lebih mudahberegenerasi dibandingkan eksplan yang diambil dari tanaman indukyang sudah dewasa, walaupun jaringan yang diisolasi secara fisiologismasih muda. Contohnya induksi tunas dari eksplan tunas muda daritanaman induk berupa pohon dewasa, biasanya akan memerlukanwaktu yang lebih lama dibandingkan induksi tunas dari eksplan tunasyang diambil dari bibit tanaman yang baru disemai di polibag (tahappemudaan eksplan).
b. Sterilisasi Bahan Tanam/EksplanSterilisasi eksplan merupakan salah satu prosedur yang digunakanuntuk menghilangkan kontaminan mikroorganisme pada eksplan.Pemeliharaan suci hama dan penyakit (keaseptikan) atau kondisi sterilsangat esensial untuk keberhasilan dalam prosedur kultur jaringan. Keadaanaseptis ini diperlukan untuk semua botol kultur yang akan digunakan, mediakultur, peralatan yang akan digunakan dalam kegiatan penanaman eksplan.Selain itu eksplan yang akan dikulturkan pada media kultur itu sendiri harussteril yang berarti bebas dari berbagai agen/sumber kontaminan hidup. Olehkarena itu tahap sterilisasi sering menjadi kendala utama keberhasilanperbanyakan tanaman secara kultur jaringan. Kontaminan hidup dapatberupa cendawan, bakteri, tungau, serangga dan telurnya. Apabilakontaminan tersebut tidak dihilangkan maka pada media yang mengandunggula, vitamin dan mineral dalam waktu singkat akan dipenuhi kontaminansehingga mengakibatkan eksplan menjadi mati.Sterilisasi eksplan dengan bahan sterilan adalah sebatas membersihkandebu, cendawan, bakteri dan kontaminan lain dari bagian permukaaneksplan atau disebut dengan desinfestasi. Ada berbagai macam bahan
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sterilan yang memiliki interval konsentrasi penggunaan, waktu sterilisasi danfungsi berbeda-beda. Pemilihan bahan sterilan untuk setiap eksplan perludiketahui terlebih dahulu apakah kontaminannya berupa kontaminaneksternal atau kontaminan internal. Bahan tanam yang mengandungkontaminan eksternal dipilih bahan sterilan yang dapat membersihkanpermukaan luar eksplan. Sedangkan pada eksplan yang mengandungkontaminan internal yaitu kontaminan yang berasal dari jaringan tanamanitu sendiri perlu diberi perlakuan antibiotik atau fungisida dan bakterisidasistemik. Berbagai bahan sterilan eksplan, konsentrasi, waktu dan fungsinyatercantum pada tabel di bawah ini.Tabel 4. Bahan Sterilan Eksplan, Konsentrasi, Waktu Sterilisasi danFungsinya
Bahan Sterilan Penggunaan WaktuSterilisasi FungsiDetergen Secukupnya Secukupnya Membersihkan kotorandan getah eksplanFungisida 2 gram/liter 30 menit Sterilisasi eksplan daricendawanBakterisida 2 gram/liter 30 menit Sterilisasi eksplan daribakteriAlkohol 70 - 95 % 1-5 menit DesinfektanSodium hipoklorit(Clorox) 5 - 30 % 5-30 menit DesinfektanMercury khlorida(Sublimat) 0,01 - 0,1 % 2-10 menit DesinfektanTween-20 1 - 3 tetes Secukupnya Agen pembasahAntibiotik Sesuai dosis Secukupnya Anti bakteri dan jamurIodine 10 % 15-30 menit AntiseptikTeknik sterilisasi yang digunakan untuk sterilisasi eksplan harusselektif dalam pemilihannya. Hal ini bertujuan agar bahan sterilan yangdigunakan juga dapat sesuai dengan jenis eksplannya. Setiap eksplanmempunyai tingkat kontaminan permukaan yang berbeda, tergantung jenistanamannya, bagian tanaman yang dipergunakan, morfologi permukaan(misalnya : berbulu atau tidak), lingkungan tumbuh (green house atau lahan),



49

musim waktu mengambil (musim hujan atau kemarau), umur tanaman(seedling atau tanaman dewasa) dan kondisi tanaman (sakit atau sehat).Oleh karena itu tidak ada prosedur sterilisasi standar dalam sterilisasieksplan, tetapi yang paling penting adalah kontaminan harus dihilangkandari eksplan tanpa mematikan sel tanamannya. Teknik sterilisasi eksplansecara umum dapat dilakukan dengan 2 cara yaitu sterilisasi secara fisik(dibakar) dan sterilisasi secara kimia (direndam dalam larutan kimia).Teknik sterilisasi secara fisik (dibakar) tidak dapat diterapkan pada semuajenis eksplan. Eksplan yang dapat disterilisasi secara fisik adalah eksplanyang terbungkus oleh jaringan luar misalnya pelepah, daging buah, atau kulitluar yang sangat tebal sehingga eksplan yang dibakar bagian dalamnya tidakrusak atau mati. Contoh eksplan yang dapat disterilisasi secara fisik yaitu :buah anggrek, bonggol pisang, biji jarak, keiki anggrek dan lain-lain. Prosespembakaran jaringan eksplan yang dilakukan jangan sampai merusak titiktumbuh eksplan yang akan dikulturkan.

Gambar 83. Kegiatan Sterilisasi Eksplan Biji Anggrek secara FisikProsedur sterilisasi eksplan secara fisik dimulai dengan pencucianbagian permukaan eksplan dari kotoran atau getah menggunakan detergen.Eksplan kemudian dicelupkan ke dalam alkohol absolut dan dibakar pada api
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lampu bunsen lalu dibiarkan sampai nyala api yang membakar eksplanpadam. Eksplan selanjutnya dilakukan inokulasi di media kultur denganmengecilkan ukurannya terlebih dahulu menggunakan skalpel.Semua jenis eksplan pada dasarnya dapat disterilisasi secara kimiadengan direndam dalam bahan kimia, tetapi perlu memperhatikankonsentrasi larutan bahan kimia yang digunakan serta lamanya perendaman.Keras lunaknya eksplan dan terlindung tidaknya eksplan oleh jaringan luarberpengaruh terhadap penggunaan konsentrasi larutan dan lamanyaperendaman. Eksplan yang lunak dan tidak terlindung jaringan luarsebaiknya disterilisasi menggunakan konsentrasi bahan kimia yang rendahdan waktu yang tidak terlalu lama. Eksplan yang terlindung jaringan luardapat disterilisasi menggunakan konsentrasi bahan kimia yang lebih tinggidan waktu perendaman yang lebih lama.Teknik sterilisasi eksplan secara kimia dengan direndam dalam bahankimia dimulai dengan mencuci bagian permukaan eksplan dari kotoran ataugetah menggunakan detergen dan dibilas menggunakan air bersih. Eksplankemudian direndam dan digojok dalam larutan fungisida 2 gram/liter selama30 menit dan dalam larutan bakterisida 2 gram/liter selama 30 menit. Prosessterilisasi kemudian dilanjutkan di dalam Laminar Air Flow Cabinet (LAFC)dimulai dengan membilas sisa larutan fungisida dan bakterisida pada eksplanmenggunakan akuades steril. Eksplan selanjutnya dapat direndam dandigojok dalam berbagai larutan desinfektan mulai dengan alkohol 70 atau 95% dan larutan sodium hipoklorit (Bayclin) dengan konsentrasi 10-30 %secara bertahap. Eksplan lalu dibilas dengan akuades steril sebanyak 3 kalidan direndam dalam larutan antiseptik sampai akhirnya siap untukdilakukan inokulasi.
c. Inokulasi Bahan Tanam/EksplanInokulasi eksplan adalah kegiatan penanaman bahan tanam (eksplan)ke dalam media inisiasi baik berupa media padat/cair dalam botol kultur di
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Laminar Air Flow Cabinet dengan kondisi aseptik. Kondisi aseptik diperlukanuntuk keberhasilan inokulasi eksplan sehingga kegiatan inokulasimemerlukan peralatan dan bahan yang mendukung terciptanya kondisi yangaseptik. Laminar atau entkas merupakan meja kerja steril tempat inokulasieksplan maka untuk menciptakan kondisi aseptik laminar atau entkas perludisterilisasi terlebih dahulu dengan cara menyalakan lampu ultra violet (UV)minimal 30 menit sebelum dioperasikan. Apabila pada entkas tidak terdapatlampu UV, sterilisasi dapat dilakukan dengan cara menempatkan larutanformalin 5 % atau formalin tablet pada cawan petri yang diletakkan di dalamentkas selama 1 malam.

Gambar 14.   Layout Alat dan Bahan Inokulasi EksplanLetak peralatan dan bahan yang digunakan dalam inokulasi eksplandiatur dengan mempertimbangkan keselamatan kerja dan terjaganya kondisiyang aseptik. Posisi peralatan dan bahan untuk inokulasi eksplan jangansampai menghalangi aliran udara dari filter HEPA laminar. Hal inidikarenakan dapat menyebabkan perubahan arus angin sehingga dapatmenyebabkan terjadinya kontaminasi. Lampu bunsen diletakkan di kiri areakerja, tetapi jangan terlalu dekat filter laminar. Mangkuk stainless diletakkandi sebelah kanan lampu bunsen untuk tempat alat-alat diseksi. Botol
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rendaman berisi alkohol 95 % untuk merendam alat-alat diseksi sebelumdibakar pada api bunsen. Letak botol alkohol jangan terlalu dekat dengan apikarena sifat alkohol yang mudah terbakar. Cawan petri sebagai alas untukmemotong atau menyimpan eksplan posisinya di tengah area kerja dankertas steril diletakkan di sisi kiri laminar bersama tissue gulung.Inokulasi eksplan adalah kegiatan penanaman bahan tanam (eksplan)ke dalam media inisiasi baik berupa media padat/cair dalam botol kultur di
Laminar Air Flow Cabinet dengan kondisi aseptik. Kondisi aseptik diperlukanuntuk keberhasilan inokulasi eksplan sehingga kegiatan inokulasimemerlukan peralatan dan bahan yang mendukung terciptanya kondisi yangaseptik. Laminar atau entkas merupakan meja kerja steril tempat inokulasieksplan maka untuk menciptakan kondisi aseptik laminar atau entkas perludisterilisasi terlebih dahulu dengan cara menyalakan lampu ultra violet (UV)minimal 30 menit sebelum dioperasikan. Apabila pada entkas tidak terdapatlampu UV, sterilisasi dapat dilakukan dengan cara menempatkan larutanformalin 5 % atau formalin tablet pada cawan petri yang diletakkan di dalamentkas selama 1 malam.Teknik inokulasi eksplan dimulai dengan mengambil eksplan daritempat rendamannya dan dipotong secara aseptis menggunakan skalpelsesuai dengan jenis eksplannya. Botol kultur berisi media dibuka secaraaseptis dan potongan eksplan ditanam dalam botol kultur secara aseptissedalam ± 0,5-1 cm. Jumlah eksplan yang ditanam disesuaikan dengankapasitas media dalam botol. Botol kultur yang telah dilakukan inokulasieksplan kemudian ditutup secara aseptis hingga rapat dan diberi identitasmengenai : jenis tanaman, jenis media, tanggal penanaman, dan kodekegiatan. Hasil inokulasi eksplan selanjutnya disimpan dalam ruangpertumbuhan dengan kondisi lingkungan yang terkendali. Pemberianidentitas pada botol kultur tersebut merupakan hal penting karena identitasawal sangat menentukan dalam tahapan kultur selanjutnya dan kultur yangtanpa identitas akan menyulitkan proses selanjutnya.
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2. Penanaman Inokulum Kultur Jaringan Tanaman Pangan dan
Hortikultura

a. Tahapan Perbanyakan InokulumSub kultur dalam perbanyakan tanaman secara kultur jaringandiperlukan agar diperoleh populasi pucuk atau anakan yang banyak. Satupucuk inokulum dapat diperbanyak menjadi 20 pucuk yang dapat dipisahkanmenjadi 20 propagul. Sedangkan 20 propagul tersebut masing-masing telahmembentuk sejumlah pucuk lagi dan seterusnya. Kelebihan kultur ini adalahpucuk atau hasil perbanyakan pertama dapat langsung dipergunakan untukperbanyakan selanjutnya.Kegiatan sub kultur harus dilakukan terhadap inokulum disebabkanoleh beberapa hal antara lain :1) Tumbuhnya eksplan cukup cepat dan telah memenuhi seluruh botolkultur.2) Media tumbuh telah mengering yang ditandai dengan berkurangnyavolume agar-agar atau media cairnya sudah habis.3) Eksplan perlu diperbanyak lebih lanjut untuk tujuan tahapanperbanyakan selanjutnya.4) Eksplan memerlukan media yang susunannya baru agar dapatmengalami diferensiasi lebih lanjut.Eksplan atau kalus yang sudah waktunya dipindahkan ke dalam mediakultur yang baru harus segera dilaksanakan dan tidak boleh sampaiterlambat. Sub kultur yang terlambat dapat menyebabkan pertumbuhaneksplan atau kalus tersebut akan terhenti atau mengalami pencoklatan ataubahkan terkontaminasi oleh jamur atau bakteri. Keadaan eksplan yangdemikian kemungkinan untuk diselamatkan kecil sekali sebab spora jamuratau bakteri dapat menyebar dengan cepat sekali.Tahap sub kultur inokulum untuk tujuan perbanyakan eksplanselanjutnya dapat dilakukan dengan beberapa cara. Perbanyakan stek satu
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buku yang dilanjutkan sub kultur berkali-kali dari buku pada tunas yangdihasilkan, diikuti dengan pengakaran tunas, misalnya pada tanaman krisan,kentang atau jati. Metode yang lain dilakukan dengan mendorongperbanyakan tunas  samping dari eksplan tunas pucuk atau stek satu bukuuntuk membentuk tunas-tunas majemuk seperti pada kultur pisang, vanili,nenas dan strowberi. Perbanyakan dengan metode percabangan tunassamping sering digunakan karena relatif sederhana, penyimpangan genetikrelatif kecil, perbanyakannya berlangsung cepat dan tanaman yangdihasilkan tumbuh dengan baik karena rejuvenasi.Tahap penggandaan inokulum bertujuan untuk menggandakan bahaneksplan hasil inokulasi yang hidup dengan cara diperbanyak untukpenumbuhan tunas atau embrio serta memeliharanya dalam keadaantertentu sehingga sewaktu-waktu dapat dilanjutkan untuk tahap berikutnya.Media yang digunakan untuk setiap tahap perbanyakan secara kulturjaringan khususnya pada tahap penggandaan tunas umumnya berbeda dalampenggunaan jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh. Dua golongan zatpengatur tumbuh yang sangat penting dalam kultur jaringan adalah auksindan sitokinin. Kombinasi auksin dan sitokinin dalam tanaman mendorongpembelahan sel dan menentukan arah terjadinya diferensiasi sel sehinggaterbentuk organ tanaman yang baru.Tahap penggandaan inokulum dengan mendorong penumbuhan danpenggandaan tunas aksilar atau untuk merangsang tunas-tunas adventifsering digunakan sitokinin atau campuran sitokinin dengan auksin rendah.Hal ini dikarenakan penggunaan taraf konsentrasi sitokinin yang relatif tinggiterhadap auksin akan merangsang inisiasi tunas dan sebaliknya penggunaantaraf konsentrasi sitokinin yang relatif rendah terhadap auksin akanmerangsang inisiasi akar. Jenis sitokinin yang sering dipakai adalah BA(Benzil Adenine) karena efektifitasnya tinggi dan harganya relatif murah.Sedangkan salah satu auksin sintetis yang sering dipakai adalah NAA(Napthalene Acetic Acid). NAA mempunyai aktifitas sama dengan IAA (Indole
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Acetic Acid) namun NAA lebih stabil sehingga sering dipakai sebagaipengganti IAA.Peralatan yang digunakan untuk kegiatan penggandaan inokulum samadengan peralatan standar untuk kegiatan inokulasi eksplan. Alat-alat diseksiyang terdiri dari pinset digunakan untuk menjepit inokulum dan untukmenanam inokulum serta scalpel beserta mata pisau digunakan dalampemotong bagian-bagian inokulum. Cawan petri atau petridish digunakanuntuk alas memotong inokulum atau digunakan untuk menyimpansementara potongan inokulum sebelum diinokulasikan ke dalam mediakultur. Lampu bunsen atau lampu spirtus berfungsi untuk membakar ataumensterilkan alat-alat diseksi (pinset dan pisau scalpel) dan eksplan.Mangkuk stainless steel digunakan sebagai tempat meletakkan alat-alatdiseksi setelah dibakar di atas api bunsen.Bahan yang digunakan dalam kegiatan penggandaan inokulum samadengan kegiatan inokulasi eksplan yaitu : alkohol 70%, alkohol 95%, tissuesteril, kertas steril dan mata pisau. Alkohol digunakan untuk mensterilkanlaminar/entkas dan mensterilkan tangan pekerja sebelum melakukaninokulasi dalam laminar/entkas. Tissue steril digunakan untuk meniriskaninokulum serta untuk membersihkan peralatan diseksi. Kertas sterildigunakan sebagai alas saat dilakukan pemotongan inokulum. Letakperalatan dan bahan yang digunakan dalam kegiatan penggandaan inokulumsama dengan pada kegiatan inokulasi bahan eksplan yang diatur denganmempertimbangkan keselamatan kerja dan terjaganya kondisi yang aseptik.Prosedur penggandaan inokulum dimulai dengan pemindahan atau subkultur eksplan yang hidup dan tidak terkontaminasi (aseptis) dari tahapinisiasi kultur ke media yang mengandung zat pengatur tumbuh sitokinin.Propagul yang dihasilkan dalam jumlah yang berlipat disubkulturkan terussecara berulang-ulang sampai dicapai jumlah propagul yang diharapkan.Tunas mikro atau kalus yang dihasilkan dari tahap ini selanjutnya dilakukantahap regenerasi sebelum tahap akhir berupa induksi perakaran inokulum.
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Tunas-tunas yang dihasilkan pada tahap penggandaan inokulumkemudian dilakukan sub kultur atau dipindahkan ke media lain untuk tahapselanjutnya yaitu tahap regenerasi inokulum. Media yang digunakan tahapregenerasi inokulum menggunakan zat pengatur tumbuh sitokinin dengankonsentrasi sangat rendah atau tanpa sitokinin. Contohnya pada tahapregenerasi atau pemanjangan tunas tanaman jati, inokulum ditanam padamedia dasar MS tanpa penambahan zat pengatur tumbuh atau dapatditambahkan sitokinin dengan konsentrasi yang sangat rendah (0,01-0,05mg/l) bahkan jika perlu dapat ditambah asam giberellin (GA3) dengankonsentrasi 0,1-1 mg/l untuk tujuan pemanjangan buku tanaman.Peralatan dan bahan yang digunakan dalam kegiatan regenerasiinokulum sama dengan pada kegiatan penggandaan inokulum. Prosedurpenggandaan inokulum dimulai pemotongan tunas-tunas aksilar atau tunas-tunas adventif yang terbentuk pada tahap penggandaan inokulum. Tunas-tunas tersebut dipindahkan atau disubkultur secara individu atau secarakelompok ke media dengan zat pengatur tumbuh sitokinin dengankonsentrasi sangat rendah atau tanpa sitokinin. Regenerasi tunas yangdilakukan secara berkelompok lebih ekonomis daripada secara individuterutama lebih ekonomis dalam volume penggunaan media dan botol/wadah kultur. Tunas yang telah tumbuh baik di media regenerasi selanjutnyadapat dilanjutkan ke tahap berikutnya yaitu tahap induksi perakaran.Regenerasi tunas dan induksi perakarannya dapat dilakukan sekaligusatau secara bertahap, yaitu setelah tunasnya mengalami pemanjangan barudilakukan pengakaran. Species-species yang mudah berakar, seperti pisang,strowberi, dan vanili, pemanjangan tunas pada media regenerasi jugasekaligus merangsang pembentukan akar sehingga tidak diperlukanpengakaran tunas secara tersendiri dengan menggunakan media khususuntuk induksi perakaran.Tunas-tunas yang telah dilakukan tahap regenerasi kemudian dilakukansub kultur atau dipindahkan ke media lain untuk tahap selanjutnya yaitu



57

tahap induksi perakaran inokulum. Proses pembentukan akar padaperbanyakan tanaman secara kultur jaringan belum sepenuhnya dimengerti.Faktor-faktor yang berpengaruh terhadap pembentukan akar pada stek telahdiketahui memiliki pengaruh hampir sama pada stek mikro antara lain :pengaruh genetik, umur ontogenetik (masa transisi dari fase pertumbuhanjuvenil menuju fase dewasa), dan pengaruh zat pengatur tumbuh terutamaauksin.

Gambar 15. Tahap Perbanyakan Inokulum Tanaman PisangTahap induksi perakaran tunas seperti yang telah disebutkan di atasbiasanya digunakan zat pengatur tumbuh auksin berupa kombinasi NAA danIBA (Indole Butiric Acid). NAA sanggup merangsang pembentukan akar danmemiliki stabilitas kimia yang tinggi tetapi batas konsentrasi optimumnyasangat kecil sehingga harus benar-benar diketahui konsentrasi yang tepatagar tidak meracuni tanaman. IBA bersifat stabil dan relatif lebih lambatdtranslokasikan dalam tanaman sehingga memiliki respon yang baik dalammembentuk akar. Selain itu ditambahkan pula retardan paclobutrazol yang
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berkemampuan menghambat biosintesis giberellin. Penambahanpaclobutrazol diharapkan mampu menghasilkan plantlet yang memilikiketegaran tumbuh baik dan membantu inisiasi akar.Peralatan dan bahan yang digunakan dalam kegiatan induksi perakaraninokulum sama dengan pada kegiatan penggandaan inokulum maupunregenerasi inokulum. Prosedur induksi perakaran tunas dapat dilakukandengan dua cara baik secara in vitro atau ex vitro. Prosedur induksiperakaran inokulum secara in vitro dilakukan dengan pemindahan atau subkultur tunas hasil tahap regenerasi yang sudah cukup panjang ( 4 cm ataulebih) ke media dengan zat pengatur tumbuh auksin berupa NAA atau IBAatau kombinasi keduanya. Kegiatan tersebut bertujuan untuk merangsangpertumbuhan akar pada tunas ketika masih berada dalam botol kultur(secara in vitro).Pengakaran secara ex vitro dilakukan dengan menginduksi tunas untukmembentuk akar setelah berada dalam media aklimatisasi yang berupacampuran tanah, pasir, kompos atau campuran pasir dan kompos. Induksipengakaran tunas dapat digunakan bubur pengakaran seperti Rootone-Fyang mengandung auksin IBA, larutan NAA atau IBA yang cukup pekat.Alternatif lainnya induksi perakaran tunas dapat dilakukan secara in vitrolalu dilakukan perkembangan akar yang dilakukan secara ex vitro.Prosedurnya dengan cara tunas dipindahkan atau disubkultur dalam mediakultur dengan auksin konsentrasi relatif tinggi selama  5-7 hari laludiaklimatisasi dan dibiarkan tumbuh akar dalam kondisi ex vitro.Prosedur yang digunakan untuk menginduksi perakaran tunasinokulum dalam skala besar dapat berpengaruh signifikan terhadap biayaproduksi bibit. Induksi perakaran inokulum secara in vitro lebih banyakmemerlukan tenaga kerja dan media dibandingkan dengan induksiperakaran secara ex vitro, tetapi tingkat keberhasilannya lebih tinggi. Induksiperakaran secara ex vitro sangat dianjurkan untuk produksi bibit dalam skalabesar, karena sangat menghemat biaya. Plantlet-plantlet dari tunas yang



59

telah tumbuh organnya secara lengkap terutama telah mengalami induksiperakaran selanjutnya dapat dilakukan tahap aklimatisasi.
b. Pemeliharaan Hasil Perbanyakan InokulumPemeliharaan hasil perbanyakan inokulum mutlak diperlukan untukmemperoleh plantlet dengan pertumbuhan dan perkembangan yang optimal.Untuk itu kondisi lingkungan di ruang inkubasi (tempat memelihara kultur)perlu diperhatikan. Faktor yang berpengaruh terhadap pertumbuhan eksplandi ruang inkubasi adalah suhu, cahaya, dan kelembaban.1) Kondisi Suhu Ruang InkubasiDalam lingkungan alaminya tanaman tumbuh pada suhu yang berbedaantara siang dan malam hari dengan fluktuasi yang bervariasi. Akan tetapidalam kultur jaringan tanaman, umumnya kultur dipelihara dalam kondisisuhu yang sama antara siang dan malam hari. Suhu yang sesuai untukpertumbuhan kultur adalah antara 24–28oC sehingga untuk mengkondisikanruang inkubasi pada suhu yang diinginkan, maka di dalam ruangan tersebutdipasang Air Conditioner (AC). Alat ini diset pada suhu maksimum 20oC.Suhu yang tidak sesuai dapat mempengaruhi pertumbuhan kultur diruang inkubasi. Suhu dapat mempengaruhi multiplikasi pucuk, contohnyapertumbuhan tunas aksilar dan tunas adventif pada tanaman Aloe

barbadensis optimal pada suhu 25oC, akan tetapi pertumbuhannya terhambatpada suhu 30oC. Pada melon, suhu 25 oC pembentukan pucuk dari eksplankotiledon lebih tinggi dibanding pada suhu 21 oC. Selain itu, suhu yang tidaksesuai selama pemeliharaan kultur dapat berpengaruh pada pertumbuhantanaman setelah diaklimatisasi yaitu timbulnya tanaman yang abnormal.2) Kondisi Kelembaban Ruang InkubasiKelembaban ruang inkubasi dijaga pada kisaran 60% - 80%. Selainberpengaruh terhadap pertumbuhan eksplan, kelembaban berpengaruhterhadap kondisi eksplan yang perlu dijaga agar selalu dalam keadaan
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aseptik. Tinggi rendahnya kelembaban, dipengaruhi oleh suhu, yaituberbanding lurus dengan suhu. Pada suhu yang rendah kelembaban jugarendah, dan sebaliknya pada suhu yang lebih tinggi kelembaban juga tinggi.3) Kondisi Pencahayaan Ruang InkubasiCahaya mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan eksplan.Komponen cahaya yang dapat mempengaruhi pertumbuhan kultur di ruanginkubasi adalah panjang gelombang cahaya, intensitas cahaya dan lamapencahayaan (foto periodisme). Panjang gelombang cahaya tertentu memilikipengaruh tertentu pada tanaman. Misalnya dalam fotosintesis yangberpengaruh adalah cahaya biru dan merah, sedangkan dalam aktifitas zatpengatur tumbuh cahaya biru dapat meningkatkan biosintesis GA3 danmenghambat sintesis sitokinin alami.Intensitas cahaya yang diperlukan oleh eksplan bervariasi tergantungpada tahap mana eksplan tersebut berada. Pada tahap inisiasi memerlukanintentisitas cahaya antara 0–1000 lux, tahap multiplikasi 1000–10.000 lux,tahap pengakaran 10.000–30.000 lux dan tahap aklimatisasi 30.000 lux.Cahaya di dalam ruang inkubasi bersumber dari lampu TL yang dipasangpada rak kultur danIntensitas cahaya dapat diukur dengan menggunakan luxmeter. Lamanya pencahayaan perlu diatur sesuai kebutuhan eksplan danjenis tanaman. Umumnya lamanya pencahayaan adalah 12 jam dan untukmengatur lamanya pencahayaan digunakan timer yang diset sesuaikebutuhan.Sub kultur dalam perbanyakan tanaman secara kultur jaringandiperlukan agar diperoleh populasi pucuk atau anakan yang banyak. Satupucuk inokulum dapat diperbanyak menjadi 20 pucuk yang dapat dipisahkanmenjadi 20 propagul. Sedangkan 20 propagul tersebut masing-masing telahmembentuk sejumlah pucuk lagi dan seterusnya. Kelebihan kultur ini adalahpucuk atau hasil perbanyakan pertama dapat langsung dipergunakan untukperbanyakan selanjutnya.
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Rak-rak kultur di ruang inkubasi dapat diberi nomor berdasarkankodefikasi yang berlaku di tiap tempat (laboratorium/perusahaan).Kodefikasi ini berfungsi untuk memudahkan pengorganisasian data-datayang dikumpulkan. Penataan botol kultur pada rak, diatur berdasarkankelompok : jenis tanaman, kultivar/ varietas, tahapan kultur dan perlakuankhusus lainnya. Pengelompokkan diperlukan agar tidak terjadi kekeliruanpada tahap selanjutnya. Botol kultur diatur dengan jarak antar botol tidakterlalu rapat dan jumlah disesuaikan tergantung kapasitas rak.

Gambar 9. Penataan Letak Botol KulturAgar kondisi lingkungan di dalam ruang inkubasi tetap stabil sesuaidengan yang dibutuhkan, maka perlu dilakukan pengecekan secara periodik.Untuk memudahkan pengecekan tersebut di dalam ruang inkubasi diletakkanperalatan-peralatan pendukung yaitu termometer maximum-minimum,higrometer dan timer. Termometer maximum-minimum adalah alat untukmengukur suhu, sedangkan higrometer merupakan alat untuk mengukurkelembaban. Dengan kedua alat tersebut dicek berapa suhu dan kelembabanyang terukur. Apabila suhu dan kelembaban yang terukur kurang daripersyaratan kondisi lingkungan ruang inkubasi maka pertumbuhan eksplanakan terganggu. Timer merupakan alat untuk mengatur lamanyapencahayaan eksplan oleh lampu TL yang terpasang pada rak kultur.
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Pengecekan timer dilakukan dengan cara melihat apakah setting alattersebut sudah sesuai dengan kebutuhan.Kultur di dalam ruang inkubasi perlu dimonitor secara berkalaterutama mengontrol ada tidaknya kontaminasi pada eksplan. Terjadinyakontaminasi pada eksplan dapat disebabkan oleh media eksplan dan kondisilingkungan. Kontaminan dapat berupa jamur atau bakteri. Ciri-ciri eksplanyang terkontaminasi adalah:
 Apabila kontaminan berupa jamur, akan terlihat koloni jamur, biasanyaberwarna putih, abu-abu atau hitam, berbentuk seperti serabut,benang, atau kapas.
 Apabila kontaminan berupa bakteri, terlihat cairan berupa lendirberwarna putih atau merah.
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D. Aktivitas Pembelajaran

Materi pelatihan ini dirancang untuk dipelajari oleh Guru SMK PaketKeahlian Agribisnis Perbenihan dan Kultur Jaringan Tanaman. Selaindisajikan konsep-konsep,  prinsip-prinsip, fakta  dan prosedur, dilakukandiskusi kelompok, latihan-latihan, dan praktik dalam pendalaman materiyang mendorong kreativitas untuk berinovasi. Pelaksanaan pembelajaranmenggunakan pendekatan andragogi, yaitu lebih mengutamakanpengungkapan kembali pengalaman peserta pelatihan, menganalisis,menyimpulkan, dan menggeneralisasi dalam suasana diklat yang aktif,inovatif, kreatif, efektif, menyenangkan, dan bermakna.Langkah-langkah yang perlu dilakukan dalam mempelajari materipelatihan ini mencakup aktivitas individual dan kelompok yang meliputi :1. Memberikan pengantar tentang pelaksanaan kultur jaringan tanamanpangan dan hortikultura.2. Mendiskusikan tentang inisiasi bahan tanam kultur jaringan tanamanpangan dan hortikultura dan penanaman inokulum kultur jaringantanaman pangan dan hortikultura.3. Membahas hasil diskusi bersama peserta.4. melakukan praktek tentang inisiasi bahan tanam kultur jaringantanaman pangan dan hortikultura dan penanaman inokulum kulturjaringan tanaman pangan dan hortikultura.5. Membahas hasil praktek bersama peserta.6. Membuat rangkuman bersama peserta.7. Melakukan refleksi/umpan balik bersama peserta.
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LEMBAR KERJA
Sterilisasi Eksplan Tanaman Pisang Secara Fisik (Dibakar)

1. Tujuan KegiatanTujuan kegiatan ini adalah agar peserta diklat mampu melakukansterilisasi eksplan bonggol anakan tanaman pisang secara fisik (dibakar)dengan benar apabila disediakan peralatan dan bahan yang relevan.
2. Alat dan BahanAlat yang digunakan yaitu : gelas piala, timbangan digital, pinset luruspanjang, lampu spiritus, gelas ukur, Laminar Air Flow Cabinet, alas kaca, dan
hand sprayer. Bahan yang digunakan yaitu : eksplan bonggol anakan tanamanpisang, aquades steril, air kran, tissue gulung, korek api, kertas alas timbang,alkohol 70 %, alkohol 95 detergen, dan kertas label.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainpakailah jas laboratorium, gunakan alat atau benda-benda yang steril sertaberhati-hati dalam menggunakan bahan kimia.
4. Langkah Kerjaa. Siapkanlah alat dan bahan yang akan digunakan !b. Cuci potongan eksplan pisang dalam larutan detergen untukmenghilangkan getah di permukaannya dan bilas dengan air bersih !c. Bawa eksplan ke dalam Laminar Air Flow Cabinet untuk prosessterilisasi berikutnya !d. Celupkan eksplan pisang yang telah digojok dengan larutan fungisidadan bakterisida dalam alkohol 95 % dan membakarnya !e. Biarkan api yang membakar eksplan padam lalu lanjutkan denganproses inokulasi eksplan !
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LEMBAR KERJA
Sterilisasi Eksplan Tanaman Pisang Secara Kimia

(Direndam Larutan Kimia)

1. Tujuan KegiatanTujuan dilakukannya kegiatan ini adalah agar peserta diklat mampumelakukan sterilisasi eksplan dari bonggol anakan tanaman pisang secarakimia (dengan direndam larutan kimia) dengan benar apabila disediakanperalatan dan bahan yang relevan.
2. Alat dan BahanAlat yang digunakan dalam melakukan kegiatan ini yaitu gelas piala,timer, timbangan digital, pinset lurus panjang, lampu spiritus, gelas ukur,
Laminar Air Flow Cabinet, alas kaca, dan hand sprayer. Bahan yang digunakandalam melakukan kegiatan yaitu eksplan bonggol anakan tanaman pisang,aquades steril, air kran, tissue gulung, korek api, kertas alas timbang, alkohol70 %, alkohol 95 %, Betadine, larutan Bayclin, fungisida Dithane M-45,detergen, bakterisida Agrept dan kertas label.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainpakailah jas laboratorium, gunakan alat atau benda-benda yang steril sertaberhati-hati dalam menggunakan bahan kimia.
4. Langkah Kerjaa. Siapkanlah alat dan bahan yang akan digunakan !b. Timbang detergen, fungisida, dan bakterisida masing-masing 2 gr/liter !c. Buat larutan detergen, fungisida, dan bakterisida sesuai kebutuhan !d. Rendam dan gojok potongan eksplan pisang dalam larutan detergenselama 5 menit dan bilas menggunakan air bersih !
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e. Rendam dan gojok potongan eksplan pisang dalam larutan fungisidadan bakterisida dengan konsentrasi masing-masing 2 gram/liter selama1 jam !f. Bawa eksplan ke dalam Laminar Air Flow Cabinet untuk prosessterilisasi berikutnya !g. Buat larutan Bayclin 30 % dan 20 % menggunakan pelarut akuades !h. Bilas eksplan pisang yang telah digojok dengan larutan fungisida danbakterisida menggunakan akuades steril sebanyak 1 kali !i. Rendam dan gojok eksplan pisang dalam larutan alkohol 70 % selama 5menit dan bilas dengan akuades steril sebanyak 1 kali !j. Rendam dan gojok eksplan pisang dalam larutan Bayclin 30 % selama30 menit dan bilas dengan akuades steril sebanyak 1 kali !k. Rendam dan gojok eksplan pisang dalam larutan Bayclin 20 % selama20 menit dan bilas dengan akuades steril sebanyak 3 kali !l. Rendam eksplan pisang dalam akuades steril yang diberi beberapatetes antiseptik Betadine lalu lanjutkan dengan proses inokulasieksplan !m. Bersihkan dan rapikan peralatan dan bahan setelah selesai praktik !
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LEMBAR KERJA
Inokulasi Eksplan Tanaman Pisang

1. Tujuan KegiatanTujuan dilakukannya kegiatan ini adalah agar peserta diklat mampumelakukan inokulasi eksplan dari bonggol anakan tanaman pisang dalammedia kultur secara aseptis apabila disediakan peralatan dan bahan yangrelevan.
2. Alat dan BahanAlat yang digunakan dalam melakukan kegiatan ini yaitu gelas piala,skalpel, mangkuk stainless, pinset lurus panjang, lampu spiritus, ember,
Laminar Air Flow Cabinet, alas kaca, keranjang plastik, dan hand sprayer.Bahan yang digunakan dalam melakukan kegiatan yaitu eksplan anakantanaman pisang, tissue steril, korek api, kertas steril, alkohol 70 %, alkohol95 %, mata pisau, media MS 0, dan kertas label.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainpakailah jas laboratorium, gunakan alat atau benda-benda yang steril, janganmenyalakan api saat tangan masih basah oleh alkohol, serta berhati-hatidalam menggunakan benda tajam.
4. Langkah Kerjaa. Siapkanlah alat dan bahan yang akan digunakan !b. Sterilisasi Laminar Air Flow Cabinet (LAFC) dengan menyalakan  lampuultra violet (UV) selama minimal 30 menit sebelum digunakan !c. Cuci tangan sampai bersih menggunakan sabun dan semprot tanganmenggunakan alkohol 70 % sebelum bekerja di dalam LAFC !



68

d. Matikan lampu UV dan semprotkan alkohol 70 % secara merata padapermukaan di sekitar LAFC dan keringkan dengan tissue !e. Masukkan akuades steril, alat-alat diseksi steril, lampu bunsen, danmedia kultur yang telah disemprot alkohol 95 % ke dalam LAFC lalunyalakan lampu TL dan blower !f. Bukalah pembungkus alat-alat diseksi dan mangkuk stainles sertapetridisk, semprot dengan alkohol 95 % lalu bakar dan biarkan sampaiapinya padam !g. Nyalakan lampu spirtus dan buka penutup botol alkohol 95 % !h. Ambil kertas steril sebanyak 2 lembar, panaskan sebentar di atas apibunsen dan letakkan di atas alas kaca steril !i. Ambil eksplan pisang yang telah disterilisasi dengan menggunakanpinset lalu letakkan di atas potongan kertas steril !j. Kupas pelepah dan bonggol eksplan pisang sampai berukuran kecilsekitar sebesar 0,5-1 cm menggunakan pisau skalpel steril !k. Ambil  media MS 0, buka tutupnya, lalu buang air yang berada dalammedia kultur tersebut !l. Tanam potongan eksplan pisang dalam media MS 0 sebanyak 1eksplan/ botol media sedalam ± 0,5-1 cm !m. Tutup botol kultur hasil inokulasi eksplan serapat mungkin untukmeminimalkan resiko terjadinya kontaminasi !n. Beri label (jenis tanaman, bagian tanaman yang diambil, jenis media,tanggal tanam), kemudian menyimpannya di ruang pertumbuhan !o. Bersihkan pinset dan pisau skalpel dengan air aquades steril, celupkanpada alkohol 95 %, bakar dan simpan di atas mangkuk stainless !p. Buang sampah yang ada di dalam LAFC dan matikan lampu TL danblower LAFC !q. Cuci alat-alat gelas dan diseksi yang telah digunakan untuk inokulasi !
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LEMBAR KERJA
Penggandaan Inokulum Tanaman Pisang

1. TujuanTujuan dilakukannya kegiatan ini adalah agar peserta diklat mampumelakukan penggandaan inokulum tanaman pisang pada media kultur yangsesuai secara aseptis apabila disediakan peralatan dan bahan yang relevan.
2. Alat dan BahanAlat yang digunakan dalam melakukan kegiatan ini yaitu scalpel,mangkuk stainles, pinset lurus, lampu spirtus, ember, Laminar Air FlowCabinet, alas kaca, keranjang plastik, dan hand sprayer. Bahan yangdibutuhkan yaitu inokulum pisang, tissue steril, korek api, kertas steril,alkoholl 70 %, alkohol 96 %, mata pisau, media MS+ZPT, dan kertas label.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainpakailah jas laboratorium, gunakan alat atau benda-benda yang steril, janganmenyalakan api saat tangan masih basah oleh alkohol, serta berhati-hatidalam menggunakan benda tajam.
4. Langkah Kerjaa. Siapkanlah alat dan bahan yang akan digunakan !b. Sterilisasi Laminar Air Flow Cabinet (LAFC) dengan menyalakan  lampuUV (ultra violet) selama minimal 30 menit sebelum digunakan !c. Cuci tangan sampai bersih menggunakan sabun dan semprot tanganmenggunakan alkohol 70 % sebelum bekerja di dalam LAFC !d. Matikan lampu UV dan semprotkan alkohol 70 % secara merata padapermukanan di sekitar LAFC dan lap dengan tissue !
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e. Masukkan akuades steril, alat-alat diseksi steril, inokulum pisang,lampu bunsen, dan media kultur ke dalam LAFC !f. Bukalah pembungkus alat-alat diseksi dan mangkuk stainles sertapetridisk, masukkan alat-alat diseksi ke dalam botol berisi  alkohol 96%  dan letakkan mangkuk stainles di antara lampu spirtus dan botolalkohol 96 % !g. Nyalakan lampu spirtus, panaskan sekeliling petridisk di atas apibunsen !h. Ambil kertas steril sebanyak 3 lembar, panaskan sebentar di atas apibunsen dan letakkan di atas alas kaca steril lalu 1 lembar diguntingmembulat untuk alas di petridish !i. Ambil inokulum pisang yang telah diinisiasi di media MS 0 denganmenggunakan pinset lalu letakkan di atas potongan kertas steril !j. Bersihkan inokulum pisang dengan cara memotong bagian sisipermukaan inokulum yang berwarna kecoklatan menggunakan pisauskalpel steril, belah 2 secara simetris dan simpan di dalam petridish !k. Ambil  media MS+2 ppm BAP, buka tutupnya, lalu buang air yangberada dalam media kultur tersebut, panaskan sekeliling mulut botol diatas api bunsen !l. Tanam inokulum pisang dalam media MS+2 ppm BAP sebanyak 2eksplan/botol media sedalam ± 0,5-1 cm !m. Panaskan kembali sekeliling mulut botol dan tutup botol kultur hasilinokulasi serapat mungkin untuk meminimalkan resiko terjadinyakontaminasi !n. Beri label (jenis tanaman, bagian tanaman yang diambil, jenis media,tanggal tanam), kemudian menyimpannya di ruang pertumbuhan !o. Buang sampah yang ada di dalam LAFC, bersihkan pinset dan pisauskalpel dengan air aquades steril !p. Matikan lampu TL dan blower LAFC serta cuci alat-alat gelas dandiseksi yang telah digunakan untuk inokulasi !
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LEMBAR KERJA
Induksi Perakaran Inokulum Tanaman Anggrek

1. TujuanTujuan dilakukannya kegiatan ini adalah agar peserta diklat mampumelakukan induksi perakaran inokulum tanaman anggrek pada media kulturyang sesuai secara aseptis apabila disediakan peralatan dan bahan yangrelevan.
2. Alat dan BahanAlat yang digunakan dalam melakukan kegiatan ini yaitu gelas piala,scalpel, mangkuk stainles, pinset lurus panjang, pinset lurus, lampu spirtus,ember, Laminar Air Flow Cabinet, alas kaca, keranjang plastik, dan handsprayer. Bahan yang digunakan dalam melakukan kegiatan yaitu eksplananakan tanaman anggrek, tissue steril, korek api, kertas steril, alkohol 70 %,alkohol 96 %, mata pisau, media SK II anggrek, dan kertas label.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainpakailah jas laboratorium, gunakan alat atau benda-benda yang steril, janganmenyalakan api saat tangan masih basah oleh alkohol, serta berhati-hatidalam menggunakan benda tajam.
4. Langkah Kerjaa. Siapkanlah alat dan bahan yang akan digunakan !b. Sterilisasi Laminar Air Flow Cabinet (LAFC) dengan menyalakan  lampuUV (ultra violet) selama minimal 30 menit sebelum digunakan !c. Cuci tangan sampai bersih menggunakan sabun dan semprot tanganmenggunakan alkohol 70 % sebelum bekerja di dalam LAFC !
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d. Matikan lampu UV dan semprotkan alkohol 70 % secara merata padapermukanan di sekitar LAFC dan lap dengan tissue !e. Masukkan akuades steril, alat-alat diseksi steril, bahan eksplan anggrek,lampu bunsen, dan media kultur yang telah disemprot alkohol 96 % kedalam LAFC lalu nyalakan lampu TL dan blower !f. Bukalah pembungkus alat-alat diseksi dan mangkuk stainles sertapetridisk, masukkan alat-alat diseksi ke dalam botol berisi  alkohol 96%  dan letakkan mangkuk stainles di antara lampu spirtus dan botolalkohol 96 % !g. Nyalakan lampu spirtus !h. Ambil  media MS+1 ppm BAP+2 ppm NAA, buka tutupnya, lalu buangair yang berada dalam media kultur tersebut , panaskan sekelilingmulut botol di atas api bunsen !i. Ambil inokulum anggrek yang telah diregenerasi di media SK I denganmenggunakan pinset dan tanam inokulum anggrek dalam media SK IItersebut sebanyak 20 eksplan/botol media sedalam ± 0,5-1 cm !j. Panaskan kembali sekeliling mulut botol dan tutup  botol kultur hasilinokulasi serapat mungkin untuk meminimalkan resiko terjadinyakontaminasi !k. Beri label (jenis tanaman,  jenis media, tanggal tanam), kemudianmenyimpannya di ruang pertumbuhan !l. Buang sampah yang ada di dalam LAFC, bersihkan pinset dan pisauskalpel dengan air aquades steril dan letakkan di atas mangkuk stainles,disemprot  alkohol 96 %  lalu dibakar dan biarkan sampai apinyapadam !m. Cuci alat-alat gelas dan diseksi yang telah digunakan untuk inokulasi !
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LEMBAR KERJA
Pengaturan Kondisi Lingkungan Ruang Inkubasi Kultur

1. TujuanTujuan dilakukannya kegiatan ini adalah agar peserta diklat mampumelakukan pengaturan kondisi lingkungan ruang inkubasi apabila disediakanperalatan dan bahan yang relevan.
2. Alat dan BahanAlat yang digunakan dalam melakukan kegiatan ini yaitu rak kultur, AirConditioner, thermohigrometer, lux meter, dan timer. Bahan yang digunakandalam melakukan kegiatan yaitu inokulum kultur dan alat tulis.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainpakailah jas laboratorium serta pahami pengoperasian peralatan di ruanginkubasi kultur.
4. Langkah Kerjaa. Siapkanlah alat dan bahan yang akan digunakan !b. Lakukan pengecekan terhadap alat pengontrol suhu, kelembaban danlamanya pencahayaan !c. Berdasarkan data dari hasil pengecekan, lakukan pengesetan ataupenyetelan terhadap suhu, kelembaban dan lama pencahayaan, sesuaidengan kebutuhan. Suhu 24–28oC. Kelembaban 60-80 %, lamanyapencahayaan 12 jam !d. Bersihkan tempat ruangan dan simpan peralatan ke masing-masingtempatnya !e. Tutup pintu dan rapikan ruang inkubasi !
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LEMBAR KERJA
Monitoring Kondisi Kultur Terkontaminasi

1. TujuanTujuan dilakukannya kegiatan ini adalah agar peserta diklat mampumelakukan monitoring kondisi botol kultur yang terkontaminasi apabiladisediakan peralatan dan bahan yang relevan.
2. Alat dan BahanAlat yang digunakan dalam melakukan kegiatan ini yaitu rak kultur,keranjang, dan lup. Bahan yang digunakan dalam melakukan kegiatan yaituinokulum kultur dan alat tulis.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainpakailah jas laboratorium serta pahami pengoperasian peralatan di ruanginkubasi kultur.
4. Langkah Kerjaa. Siapkanlah alat dan bahan yang akan digunakan !b. Lakukan identifikasi terhadap eksplan yang terkontaminasi secarasistematis dan teratur agar tidak ada yang terlewat !c. Catat data hasil identifikasi pada tabel hasil kegiatan !d. Tempatkan botol kultur yang terkontaminasi dalam wadah (ember/keranjang) !e. Lakukan kontrol akhir terhadap semua alat pengatur kondisi di ruanginkubasi !f. Bawalah wadah berisi botol kultur yang terkontaminasi ke luar dariruang inkubasi !g. Tutup pintu dan rapikan ruang inkubasi !
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Tabel. Hasil Kegiatan Pemeliharaan Kultur

No JenisTanaman Kultivar/Varietas TahapanKultur Jumlah Botol Kontaminasi KetSteril Jamur Bakteri

E. Latihan Soal

1. Jelaskan pengertian eksplan dan persyaratannya untuk digunakansebagai bahan tanam secara kultur jaringan !2. Jelaskan dua teknik sterilisasi eksplan yang sering digunakan dalamkultur jaringan tanaman !3. Jelaskan pengertian inokulasi eksplan dan tekniknya dalan kulturjaringan tanaman !4. Jelaskan penyebab perlunya dilakukan kegiatan sub kultur inokulumpada kultur jaringan tanaman !5. Jelaskan tahapan perbanyakan inokulum yang dilakukan pada kulturjaringan tanaman !6. Jelaskan kondisi lingkungan optimum di ruang inkubasi kultur !
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F. Rangkuman

Eksplan adalah bagian kecil jaringan atau organ yang diambil ataudipisahkan dari tanaman induknya sebagai bahan tanam in vitro kemudiandikulturkan secara in vitro dalam kondisi aseptis. Eksplan tersebut harusmemenuhi persyaratan antara lain : berasal dari tanaman induk yang sehat,tumbuh baik atau normal dan tentunya memiliki sifat-sifat unggul sertaberasal dari tanaman induk yang memiliki nilai ekonomis tinggi. Tekniksterilisasi eksplan secara umum dapat dilakukan dengan 2 cara yaitusterilisasi secara fisik tidak dapat diterapkan pada semua jenis eksplan dansterilisasi secara kimia dapat diterapkan pada semua eksplan denganmemperhatikan konsentrasi bahan kimianya dan lamanya perendaman.Inokulasi eksplan adalah kegiatan penanaman bahan tanam (eksplan) kedalam media inisiasi baik berupa media padat/cair dalam botol kultur diLaminar Air Flow Cabinet dengan kondisi aseptik. Teknik inokulasi eksplandimulai dengan memotong eksplan secara aseptis menggunakan pinset danskalpel, menanam eksplan dalam botol kultur secara aseptis dan memberiidentitas hasil inokulasi eksplan.Sub kultur harus dilakukan terhadap inokulum disebabkan olehbeberapa hal antara lain : tumbuhnya eksplan cukup cepat dan telahmemenuhi seluruh botol kultur, media tumbuh telah mengering yangditandai dengan berkurangnya volume agar-agar atau media cairnya sudahhabis, eksplan perlu diperbanyak lebih lanjut untuk tujuan tahapanperbanyakan selanjutnya, dan eksplan memerlukan media yang susunannyabaru agar dapat mengalami diferensiasi lebih lanjut. Tahap penggandaaninokulum bertujuan untuk menggandakan bahan eksplan hasil inokulasi yanghidup dengan cara diperbanyak untuk penumbuhan tunas atau embrio.Tunas-tunas yang dihasilkan pada tahap penggandaan inokulum dilakukansub kultur regenerasi inokulum dengan dipindahkan ke media sitokinindengan konsentrasi sangat rendah atau tanpa sitokinin. Tahap induksi
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perakaran tunas biasanya digunakan zat pengatur tumbuh auksin berupakombinasi NAA dan IBA (Indole Butiric Acid).Suhu yang sesuai untuk pertumbuhan kultur adalah antara 24–28o Cdengan kelembaban ruang inkubasi dijaga pada kisaran 60-80 %. Intensitascahaya yang diperlukan oleh eksplan yaitu : tahap inisiasi memerlukanintentisitas cahaya antara 0–1000 lux, tahap multiplikasi 1000–10.000 lux,tahap pengakaran 10.000–30.000 lux dan tahap aklimatisasi 30.000 lux. Rak-rak kultur di ruang inkubasi dapat diberi nomor berdasarkan kodefikasi yangberlaku di tiap tempat (laboratorium/perusahaan) untuk memudahkanpengorganisasian data-data yang dikumpulkan. Kultur di dalam ruanginkubasi perlu dimonitor secara berkala terutama mengontrol ada tidaknyakontaminasi pada eksplan.
G. Umpan Balik dan Tindak Lanjut

Mata Diklat : …………………………………, Tanggal …………...............Nama Peserta : ………………………………………………….………............Sekolah Asal : …………………………………………............……………….Setelah kegiatan pembelajaran berakhir Saudara dapat melakukan refleksidengan menjawab pertanyaan berikut ini secara individu!1. Apa yang Saudara pahami setelah mempelajari materi ini ?.............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................2. Pengalaman penting apa yang Anda peroleh setelah mempelajari materiini ?................................................................................................................................................................................................................................................................................................. ................................................................................................................................... .........................................................................................................................................................
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3. Apa manfaat materi ini terhadap tugas Anda sebagai Guru SMK PaketKeahlian Agribisnis Perbenihan dan Kultur Jaringan Tanaman disekolah ?..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................4. Apa rencana tindak lanjut yang akan saudara lakukan setelah kegiatanini ?..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................
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IV KEGIATAN PEMBELAJARAN 3
PASCA KULTUR JARINGAN TANAMAN PANGAN DAN

HORTIKULTURA

A. Tujuan

Tujuan pembelajaran : setelah mengkaji materi dan melakukan aktivitaspembelajaran peserta diklat mampu melakukan pasca kultur jaringantanaman pangan dan hortikultura dengan disiplin dan tanggung jawabsesuai kriteria
B. Indikator Pencapaian Kompetensi

Indikator keberhasilan : setelah mengkaji materi dan melakukan aktivitaspembelajaran peserta diklat diharapkan mampu :1. Melakukan aklimatisasi plantlet hasil kultur jaringan tanamanpangan dan hortikultura sesuai kriteria2. Melakukan pembesaran bibit hasil kultur jaringan tanaman pangandan hortikultura sesuai kriteria
C. Uraian Materi

1. Aklimatisasi Plantlet Hasil Kultur Jaringan Tanaman Pangan
dan Hortikultura

a. Penyiapan PlantletRangkaian tahap kegiatan terakhir dalam perbanyakan tanaman secarakultur jaringan adalah tahap aklimatisasi. Tahap aklimatisasi sangat pentingdan tanpa kegiatan ini metode kultur jaringan tidak ada artinya. Hal inidikarenakan jutaan bibit hasil perbanyakan secara kultur jaringan tidakdapat hidup dan tumbuh di lapangan secara langsung tanpa adanya tahapaklimatisasi. Prinsip dari tahap aklimatisasi adalah tanaman yang terbiasahidup dan tumbuh pada lingkungan laboratorium yang serba terkendali dan
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memiliki pola hidup sebagai tanaman yang heterotrof akan diadaptasi dandipindahkan ke lingkungan lapangan di mana tanaman harus berpola hidupsebagai tanaman autotrof.Tahap aklimatisasi merupakan masa yang kritis karena plantletmenunjukkan beberapa sifat yang kurang menguntungkan apabila hidup dilingkungan lapangan, seperti :1) Memiliki lapisan lilin yang tidak berkembang dengan baik.2) Sel-sel palisasde daun hanya terbentuk dalam jumlah sedikit.3) Jaringan pembuluh dari akar ke pucuk plantlet kurang berkembang.4) Stomata seringkali tidak berfungsi, yaitu tidak mau menutup padakondisi laju penguapan yang tinggi.Keadaan yang kurang menguntungkan tersebut menyebabkan plantletsifatnya sangat peka terhadap transpirasi, serangan mikroba tanah dancahaya yang memiliki intensitas tinggi. Plantlet dengan karakteristik tersebutapabila dipindahkan secara langsung pada kondisi lapangan akan mudahmenjadi layu atau kering. Oleh karena itu plantlet atau tunas mikro perludiadaptasikan di lingkungan yang baru terlebih dahulu.Keberhasilan tahap aklimatisasi plantlet juga tergantung pada tingginyamutu tunas yang dihasilkan pada tahap sebelumnya. Selain itu beberapaperlakuan pengokohan (hardening off) plantlet dapat meningkatkan mututunas plantlet sehingga plantlet dapat diaklimatisasikan dengan persentasekeberhasilan yang tinggi. Beberapa perlakuan pengokohan plantlet yangdapat dilakukan sebagai berikut :1) Mengkondisikan kultur di tempat yang pencahayaannya berintensitaslebih tinggi (misalnya 10.000 lux) dan suhunya tinggi.2) Kultur tanaman jati dapat dikondisikan pada kondisi ruangan dengansuhu 25±2 oC dan periode terang (1000-3000 lux) selama 16 jam perhari (Sukmadjaja dan Mariska, 2003).
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3) Pemanjangan dan perakaran tunas mikro dilakukan dalam media kulturdengan komposisi hara mineral dan sukrosa lebih rendah sertakonsentrasi agar-agar yang lebih tinggi.Plantlet yang tumbuh di dalam botol kultur pada media agar-agar akanmudah ditumbuhi oleh mikroorganisme, maka sebelum plantlet di tanamharus disiapkan terlebih dahulu yaitu dengan dikeluarkan dari botol kultur,dicuci dan diseleksi. Plantlet dikeluarkan dari dalam botol kultur secara hati-hati dengan cara menarik plantlet keluar dari dalam botol kulturmenggunakan pinset dan diusahakan pada saat menjepit jangan terlalukencang agar plantlet tidak patah atau rusak. Apabila plantlet mengalamipatah atau rusak maka pertumbuhan tanaman akan terganggu. Misalnyaterganggunya translokasi hasil fotosintesa dan transpotasi unsur hara dan airyang sangat dibutuhkan dalam metabolisme tanaman. Hal ini akanmenyebabkan kurang optimalnya aliran energi ke bagian pucuk dan akartanaman. Selain itu apabila terdapat bagian plantlet yang luka akan mudahterserang oleh patogen terutama patogen rebah semai.Plantlet yang ditumbuhkan pada media agar-agar saat dikeluarkan daribotol kultur biasanya masih ada agar-agar yang menempel pada akar danikut tertarik keluar. Oleh karena itu plantlet harus dicuci menggunakan airbersih sampai tidak ada sisa agar-agar yang tertinggal. Media agar-agar yangmengandung gula (sukrosa) akan mudah sekali ditumbuhi mikroorganismesehingga apabila ada sisa agar-agar yang menempel pada plantlet makamikroorganisme akan tumbuh pada daerah tersebut dan kemudian plantletakan terganggu pertumbuhannya dan akhirnya mengalami kematian. Selainitu plantlet sebelum ditanam di media aklimatisasi juga dapat diberiperlakuan fungisida dan bakterisida untuk mencegah seranganmikroorganisme pada plantlet di tempat aklimatisasi. Pemberian perlakuanpestisida pada plantlet dapat dilakukan dengan perendaman plantlet setelahdicuci pada fungisida dan bakterisida sesuai dosis anjuran selama ± 5 menitdan ditiriskan sebelum ditanam.
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Plantlet sebelum ditanam di media aklimatisasi sebaiknya dilakukanseleksi terlebih dahulu berdasarkan kelengkapan organnya, warnanya danukurannya. Plantlet yang baik adalah yang memiliki organ akar, daun, batangdengan pucuk yang lengkap, warna pucuknya hijau mantap artinya tidaktembus pandang (vitorus) dan pertumbuhannya kekar. Pucuk merupakanbagian tanaman yang masih muda sehingga proses metabolismenya lebihtinggi apabila dibandingkan dengan bagian-bagian tanaman yang lebih tua.Salah satu fungsi pucuk adalah untuk proses fotosintesa yang menghasilkankarbohidrat dan energi untuk pertumbuhan dan perkembangan tanaman.Akar berfungsi untuk menegakkan berdirinya tanaman, menyerap airdan garam-garam mineral dari media tanam serta transpotasi air ke organlainnya. Oleh karena itu sebaiknya perakaran plantlet diperiksa terlebihdahulu apakah terbentuk dari pucuk atau kalus. Selain itu diperiksa apakahsudah terbentuk bulu-bulu akar atau belum dan juga tentang kemantapanwarna dan kekokohan pertumbuhannya. Plantlet yang terpilih baikselanjutnya dikelompokkan berdasarkan ukurannya untuk menunjangdiperoleh pertumbuhan bibit yang seragam. Selain itu pengelompokanukuran bibit berguna untuk memudahkan dan mengoptimalkanpemeliharaan bibit. Bibit yang tidak seragam akan menyebabkan tanamanyang berukuran lebih kecil kalah dalam persaingan mengambil unsur hara,air dan cahaya matahari yang berguna untuk pertumbuhan bibit.
b. Penanaman PlantletMedia agar-agar dalam botol kultur yang disimpan di laboratoriumkultur jaringan merupakan tempat asal kehidupan plantlet. Media agar-agartempat tumbuh plantlet adalah media tumbuh yang istimewa karenakeadaannya steril dengan kelembaban yang tinggi dan mengandung nutrisidengan jumlah dan jenisnya mencukupi untuk kehidupan plantlet tersebut.Oleh karena itu apabila akan menanam plantlet di lahan yang kondisinyasangat berbeda dengan lingkungan asalnya, maka pada tahap awal
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aklimatisasi plantlet harus diberikan kondisi lingkungan yang tidak jauhberbeda dengan kondisi lingkungan asalnya. Kondisi lingkungan yangdiharapkan memiliki sterilitas media tumbuh, intensitas penyinaran yangterkendali dan kelembaban lingkungan tumbuh yang terkendali.

Gambar 10. Media Tanam Arang Sekam, Pasir dan Potongan PakisGuna mendukung tingkat keberhasilan aklimatisasi yang tinggi makasebaiknya media tanam untuk aklimatisasi dikukus terlebih dahulu minimalselama 4 jam sehingga media tanam menjadi steril. Adapun macam-macammedia tanam untuk aklimatisasi adalah arang sekam, pecahan arang,potongan pakis, kompos dicampur tanah ayakan, dan lain-lain tergantungkesesuaian komoditas yang akan diaklimatisasi. Contohnya, untuk plantletanggrek cocok ditanam pada media potongan pakis atau sabut kelapa yangdicampur pecahan arang kayu. Plantlet calla lily cocok ditanam pada mediaarang sekam dan plantlet pisang cocok ditanam pada media kompos yangdicampur tanah ayakan. Plantlet jati menggunakan media aklimatisasiberupa campuran tanah+arang sekam (1:1) atau tanah +serbuk sabut kelapa(1:1) atau tanah+kompos halus (1:1).Plantlet setelah disiapkan media tanamnya selanjutnya dilakukanpenanaman pada media tersebut. Plantlet atau tunas mikro ditanam di mediaaklimatisasi dalam bak semai, bedengan atau polybag dengan pengaturanintensitas cahaya yang rendah dan kelembaban nisbi tinggi. Penanamanplantlet dimulai dengan penyiapan wadah penanaman berupa bak semai.Media penanaman disiapkan dengan mencuci media pasir dalam bak berisi
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air yang bersih sampai air cuciannya menjadi jernih. Jika menggunakanmedia arang sekam tidak perlu dicuci lagi karena media arang sekam adalahhasil proses pembakaran maka sudah relatif steril. Media pasir juga perludisterilisasi dengan cara dikukus atau disiram menggunakan air mendidihagar sumber patogen tanamannya bisa dihilangkan atau diminimalkan.

Gambar 18.   Penanaman Planlet Jati pada Media AklimatisasiTahap selanjutnya media penanaman berupa pasir atau arang sekamdimasukkan ke dalam bak semai atau pot individu. Plantlet tanamankemudian ditanam pada media penanaman pada lubang tanam dengan posisitegak. Bak semai perlu ditutup menggunakan plastik transparan untukmengendalikan kelembaban media tanamnya. Bak semai penanaman laludiberi label mengenai jenis tanaman dan tanggal penanaman untukmemudahkan kegiatan selanjutnya yaitu pada saat perlakuan pemeliharaanplantlet. Hasil penanaman kemudian diletakan di dalam green house yangintensitas sinar mataharinya terkendali.
2. Pembesaran Bibit Hasil Kultur Jaringan Tanaman Pangan dan

Hortikultura

a. Pengaturan Lingkungan Pertumbuhan BibitPengaturan kondisi lingkungan plantlet pada saat aklimatisasidilakukan dengan cara plantlet tidak langsung terkena sinar matahari tetapidiletakkan di tempat aklimatisasi yang diatur dengan intensitas cahaya 40-50%. Apabila setelah 5-7 hari plantlet masih dalam keadaan segar maka



85

intensitas cahayanya dapat ditingkatkan sampai 70 %. Pengadaptasianplantlet dengan cara bertahap menaikkan intensitas cahayanya danmenurunan kelembabannya dilakukan sampai diperoleh plantlet dapat hidupdan tumbuh normal di kondisi lapangan secara penuh.Kondisi kelembaban lingkungan saat aklimatisasi erat kaitannyadengan laju transpirasi tanaman. Semakin rendah kelembabanlingkungannya maka kecepatan transpirasi akan semakin meningkat. Plantletyang baru saja ditanam di media aklimatisasi, bulu-bulu akarnya belum dapatmenyerap air dari media secara normal. Apabila laju transpirasi terlalu tinggimaka akan menyebabkan tanaman menjadi layu karena laju penyerapan airdengan transpirasi tidak seimbang. Perlakuan untuk mengkondisikanplantlet pada kelembaban tinggi dapat dilakukan dengan cara memberisungkup pada plantlet tersebut secara individu atau secara kelompok.Pemberian sungkup tersebut diharapkan dapat melindungi plantlet daricurahan air hujan dan pengaruh sinar matahari langsung.Plantlet yang telah ditanam di media aklimatisasi agar dapat hidupnormal di lingkungan lapangan maka saat pemeliharaan harus dilakukanpengadaptasian secara bertahap. Pengadaptasian dilakukan dengan caramengurangi secara bertahap kondisi kelembaban lingkungannya danmeningkatkan secara bertahap intensitas cahayanya dengan cara pembukaansungkup secara bertahap. Perubahan kondisi lingkungan secara bertahaptersebut akan meningkatkan kemampuan plantlet hidup pada kondisilingkungan lapangan tanpa mengalami stres yang berat.Proses awal pemeliharaan plantlet di lapangan dilakukan denganpengaturan intensitas cahaya matahari sekitar 40-50 %. Hal ini bergunauntuk mengadaptasikan plantlet yang biasanya hidup di dalam laboratoriumyang cahayanya hanya diperoleh dari lampu TL. Perubahan intensitas cahayayang drastis mencapai 75 % akan menyebabkan stres pada plantlet dandapat mengakibatkan kematian. Plantlet pada saat umur berkisar antara 5-7hari setelah penanaman dapat diberikan intensitas cahaya sampai 70 %.
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Pengadaptasian plantlet terhadap intensitas cahaya yang tinggi atau penuhdapat dilanjutkan sampai plantlet hidup dan tumbuh normal pada kondisilapangan.
b. Teknik Pemeliharaan BibitBibit tanaman yang diaklimatisasi dalam bak semai dipelihara dengancara melakukan penyiraman, pemupukan dan pengendalian hama penyakit.Penyiraman pada plantlet sebaiknya dilakukan dua kali sehari yang bergunauntuk melarutkan unsur hara yang dibutuhkan tanaman dan menjaga kondisikelembaban media. Penyiraman tersebut akan menjaga ketersediaan uap airpada sore hari karena persediaan uap air hasil penyiraman pada pagi harisudah habis dimanfaatkan tanaman dan sebagian menguap ke lingkungan.Tetapi penyiraman tidak boleh berlebihan karena akan dapat menyebabkanterjadinya kebusukan pada plantlet akibat serangan jamur atau bakteri.

Gambar 19.   Bibit Pisang Hasil Perbanyakan secara Kultur JaringanPemupukan bibit tanaman bertujuan memberikan unsur-unsur haraesensial yang diperlukan untuk pertumbuhan vegetatif bibit tanamanmenggunakan pupuk dengan kandungan Nitrogen yang tinggi sepertiGrowmore (32:10:10) atau Vitabloom (30:10:10). Cara pemupukan pada
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bibit tanaman hasil aklimatisasi yaitu dengan cara menyemprotkannya padadaun seminggu sekali pada pagi hari atau ditabur di media tanammenggunakan pupuk berbentuk butiran seperti 5 butir/pot pupuk DekastarPlus setiap 3 bulan sekali atau 2 gram/polybag pupuk NPK (15:15:15) setiap14 hari sekali. Pengendalian hama yang menyerang bibit tanaman dalam baksemai seperti ulat tanah dilakukan dengan penyemprotan menggunakaninsektisida Curacron 250 EC dengan dosis sebanyak 2 ml/liter. Pengendalianpenyakit yang menyerang bibit tanam seperti penyakit rebah semai ataubusuk akar dilakukan dengan penyemprotan fungisida Dithane M-45 danbakterisida Agrept dengan dosis masing-masing sebanyak 2 gram/liter.Transplanting adalah tahap lanjutan dari proses pasca aklimatisasiyaitu penggantian media yang sudah lama ke media yang baru yang berasaldari bak semai ke pot individu atau polybag yang ukurannya sesuai denganpertumbuhan bibit tanaman. Transplanting yang bermula dalam satu baksemai terdiri dari 25-30 bibit tanaman dijarangkan menjadi 1 tanaman dalamsatu pot (tunggal) atau polybag. Transplanting perlu dipersiapkan bahanmedia berupa tanah dan pupuk kandang atau kompos dengan perbandingan1 : 1. Bibit tanaman yang akan ditransplanting minimal memiliki 2 daun dansudah berakar cukup banyak dan kokoh. Bibit tanaman yang telah dipilihtersebut kemudian ditanam pada media pembibitan yang sudah dipersiapkansebelumnya sehingga tanaman tegak dan tidak roboh serta dapat tumbuhoptimal.
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D. Aktivitas Pembelajaran

Materi pelatihan ini dirancang untuk dipelajari oleh Guru SMK PaketKeahlian Agribisnis Perbenihan dan Kultur Jaringan Tanaman. Selaindisajikan konsep-konsep,  prinsip-prinsip, fakta  dan prosedur, dilakukandiskusi kelompok, latihan-latihan, dan praktik dalam pendalaman materiyang mendorong kreativitas untuk berinovasi. Pelaksanaan pembelajaranmenggunakan pendekatan andragogi, yaitu lebih mengutamakanpengungkapan kembali pengalaman peserta pelatihan, menganalisis,menyimpulkan, dan menggeneralisasi dalam suasana diklat yang aktif,inovatif, kreatif, efektif, menyenangkan, dan bermakna.Langkah-langkah yang perlu dilakukan dalam mempelajari materipelatihan ini mencakup aktivitas individual dan kelompok yang meliputi :1. Memberikan pengantar tentang pasca kultur jaringan tanaman pangandan hortikultura.2. Mendiskusikan tentang aklimatisasi plantlet hasil kultur jaringantanaman pangan dan hortikultura dan pembesaran bibit hasil kulturjaringan tanaman pangan dan hortikultura.3. Membahas hasil diskusi bersama peserta.4. Melakukan praktek tentang aklimatisasi plantlet hasil kultur jaringantanaman pangan dan hortikultura dan pembesaran bibit hasil kulturjaringan tanaman pangan dan hortikultura.5. Membahas hasil praktek bersama peserta.6. Membuat rangkuman bersama peserta.7. Melakukan refleksi/umpan balik bersama peserta.
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LEMBAR KERJA
Aklimatisasi Planlet Tanaman Pisang

1. Tujuan KegiatanTujuan kegiatan ini adalah agar peserta diklat mampu melakukanaklimatisasi planlet tanaman pisang dengan benar apabila disediakanperalatan dan bahan yang relevan.
2. Alat dan BahanAlat yang digunakan dalam melakukan kegiatan ini yaitu pinset, gelaspiala, bak persemaian plastik, hand sprayer dan nampan plastik. Bahan yangdigunakan antara lain : plantlet pisang, kertas label, fungisida, bakterisida,plastik wrapping, media campuran kompos dan pasir, spidol, dan air bersih.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainpakailah pakaian kerja dan berhati-hatilah pada saat mengeluarkan plantletkarena planet-plantlet yang mengalami kerusakan akan lebih sulit hidup dimedia aklimatisasi serta berhati-hati dalam menggunakan bahan kimia.
4. Langkah Kerjaa. Siapkanlah alat dan bahan yang akan digunakan !b. Pilihlah plantlet pisang yang telah memiliki kelengkapan organ,mempunyai pucuk dan akar, warna pucuk hijau mantap, dan ukurannyarelatif seragam !c. Keluarkan plantlet dari botol kultur secara hati-hati menggunakanpinset dan masukkan ke dalam wadah/gelas piala yang bersih !d. Cucilah plantlet dari sisa agar-agar yang masih menempel di akarnya dibawah air kran secara hati-hati !
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e. Apabila tidak ada air kran yang mengalir, cucilah di dalam wadah/gelaspiala yang bersih !f. Rendam plantlet setelah dicuci dalam larutan fungisida atau bakterisidasesuai dosis anjuran selama ± 5 menit !g. Tiriskan plantlet pisang yang telah dicuci bersih dalam nampan plastikyang diberi alas kertas koran !h. Kelompokkan plantlet sesuai ukurannya untuk memudahkan danmengoptimalkan dalam pemeliharaannya !i. Sterilisasi media campuran kompos dan pasir dengan dikukus dalamtong agar sumber patogen tanamannya bisa dihilangkan !j. Masukkan media tanam campuran kompos dan pasir ke dalam bakpersemaian plastik !k. Tanam plantlet tanaman pisang pada media tanam dengan posisi tegaksecara berkelompok sebanyak 50 plantlet per bak !l. Tutup bak persemaian menggunakan plastik wrapping dengan caramerekatkannya menggunakan selotif double !m. Beri label bak persemaian mengenai jenis tanaman dan tanggalpenanaman untuk memudahkan perlakuan pemeliharaan plantletselanjutnya !n. Letakan pot plantlet hasil aklimatisasi di dalam green house yang teduhuntuk mengendalikan kelembaban media tanamnya selama sekitar 1bulan penuh !
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LEMBAR KERJA
Pembesaran Bibit Tanaman Pisang Pasca Aklimatisasi

1. Tujuan KegiatanTujuan kegiatan ini adalah agar peserta diklat mampu melakukanpemeliharaan bibit tanaman pisang pasca aklimatisasi dengan benar apabiladisediakan peralatan dan bahan yang relevan.
2. Alat dan BahanAlat yang digunakan dalam melakukan kegiatan ini yaitu gelas ukur,ember, hand sprayer, timbangan digital , dan sendok kecil. Bahan-bahan yangdigunakan, yaitu : bibit pisang pasca aklimatisasi, media campuran komposdan pasir, polibag, pupuk NPK (15:15:15), fungisida Dithane M-45,bakterisida Agrept, insektisida Curacron, pupuk daun Growmore (32:10:10),bibit pisang, kertas alas timbang dan air.
3. Keselamatan KerjaKegiatan ini harus memperhatikan keselamatan kerja antara lainpakailah pakaian kerja serta berhati-hati dalam aplikasi bahan pestisida.
4. Langkah Kerjaa. Siapkanlah alat dan bahan yang akan digunakan !b. Siram bibit tanaman pisang dengan air yang bersih melaluipengkabutan memakai sprayer sebanyak 1 kali sehari waktu pagi hari !c. Lakukan pemupukan bibit tanaman pisang menggunakan pupuk daunGrowmore (32:10:10) sebanyak 2 gram/liter setiap 1 minggu sekalimelalui penyemprotan dengan sprayer pada pagi hari !d. Lakukan pemupukan bibit tanaman pisang menggunakan pupuk Urea(15:15:15) sebanyak 2 gram/pot dengan ditaburkan di mediatanamnya !
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e. Lakukan pengendalian penyakit menggunakan fungisida Dithane M-45(rutin) dan bakterisida Agrept (hanya jika diperlukan) masing-masingsebanyak 2 gr/liter melalui penyemprotan dengan sprayer di pagi hari !f. Lakukan pengendalian hama menggunakan insektisida Curacron(hanya jika diperlukan) dengan konsentrasi 2 ml/liter melaluipenyemprotan dengan sprayer pada pagi hari !g. Lakukan transplanting bibit tanaman pisang ke polybag setelah bibittanaman pisang berumur sekitar 3 bulan !h. Lakukan pengamatan kondisi bibit tanaman pisang secara berkalauntuk melihat adanya serangan hama dan penyakit pada bibit tanamanpisang !
E. Latihan Soal

1. Jelaskan pengertian aklimatisasi dan teknik penyiapan plantlet padasaat dilakukan aklimatisasi !2. Jelaskan media tanam dan teknik penanaman plantlet pada saatdilakukan aklimatisasi !3. Jelaskan prinsip pengaturan lingkungan tumbuh bibit pascaaklimatisasi !4. Jelaskan teknik pemeliharaan bibit pasca aklimatisasi !
F. Rangkuman

Aklimatisasi plantlet sangat penting dalam perbanyakan tanamansecara kultur jaringan karena jutaan bibit hasil perbanyakan secara kulturjaringan tidak dapat hidup dan tumbuh di lapangan secara langsung tanpaadanya tahap aklimatisasi. Teknik penyiapan plantlet yang akandiaklimatisasi meliputi cara-cara pengeluaran plantlet yang benar dari botolkultur, pembersihan plantlet dari sisa agar-agar, dan seleksi terhadapplantlet yang akan ditanam agar pertumbuhannya seragam.
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Macam-macam media tanam untuk aklimatisasi adalah arang sekam,pecahan arang, potongan pakis, kompos dicampur tanah ayakan, dan lain-laintergantung kesesuaian komoditas yang akan diaklimatisasi. Teknikpenanaman plantlet pada media meliputi : penyiapan wadah berupa baksemai, penyiapan, pencucian, dan sterilisai media tanam, pengisian bak semaidengan media tanam, penanaman plantlet pada media tanam, penutupan baksemai dengan plastik transparan, pemberian label bak semai, dan diletakkandi rumah kaca.Pengaturan lingkungan pertumbuhan bibit prinsipnya dilakukandengan cara mengurangi secara bertahap kelembaban lingkungannya danmeningkatkan secara bertahap intensitas cahayanya dengan cara pembukaansungkup secara bertahap. Pemeliharaan bibit tanaman yang diaklimatisasidalam bak semai dilakukan dengan cara melakukan penyiraman,pemupukan, pengendalian hama penyakit dan pemindahan plantlet pada potindividu (transplanting).
G. Umpan Balik dan Tindak Lanjut

Mata Diklat : …………………………………, Tanggal …………...............Nama Peserta : ………………………………………………….………............Sekolah Asal : …………………………………………............……………….Setelah kegiatan pembelajaran berakhir Saudara dapat melakukan refleksidengan menjawab pertanyaan berikut ini secara individu!1. Apa yang Saudara pahami setelah mempelajari materi ini ?.......................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................
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2. Pengalaman penting apa yang Anda peroleh setelah mempelajari materiini ?..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................3. Apa manfaat materi ini terhadap tugas Anda sebagai Guru SMK PaketKeahlian Agribisnis Perbenihan dan Kultur Jaringan Tanaman disekolah ?..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................4. Apa rencana tindak lanjut yang akan saudara lakukan setelah kegiatanini ?..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................
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V EVALUASI

1. Alat pada kegiatan kultur jaringan tanaman pangan dan hortikuturayang berfungsi untuk mensterilisasi media kultur adalah ……A. hotplateB. autoklafC. lampu ultravioletD. entkas2. Bahan tanam indukan pada kultur jaringan tanaman nenas diambil daribagian ……A. tunas anakan dan tunas mahkota bungaB. daun muda dan tunas mahkota buahC. tunas anakan dan tunas mahkota buahD. daun muda dan tunas mahkota bunga3. Kondisi penanaman bahan tanam sumber eksplan kultur jaringantanaman yang paling sesuai adalah ……A. ditanam dari hasil perbanyakan generatif di polibagB. ditanam dari hasil perbanyakan vegetatif di polibagC. ditanam dari hasil perbanyakan vegetatif di bedenganD. ditanam dari hasil perbanyakan generatif di bedengan4. Tahapan yang bertujuan untuk membuat homogen komponen mediakultur adalah……A. pelarutan bahan mediaB. pemasakan bahan mediaC. sterilisasi bahan mediaD. pencampuran bahan media5. Teknik sterilisasi yang sesuai untuk bahan tanam berupa buah anggrekdengan bijinya adalah ……A. sterilisasi secara fisik dan kimiaB. sterilisasi secara kimia (direndam bahan kimia)C. sterilisasi secara fisik (dibakar)D. sterilisasi direndam formalin6. Laminar Air Flow Cabinet sebelum digunakan untuk inokulasi bahantanam/eksplan setelah sterilisasi dibersihkan permukaan mejakerjanya dengan cara  ……A. menghidupkan lampu ultraviolet selama 30 menitB. menghidupkan lampu blower selama 30 menitC. menyemprot menggunakan alkohol 96 %D. menyemprot menggunakan Na-hipoklorit
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7. Teknik mikropropagasi pada kultur jaringan tanaman nenas dilakukanmelalui ……A. kultur nodusB. kultur pucukC. proliferasi tunas aksilerD. organogenesis langsung8. Pengaturan kondisi waktu pencahayaan ruang pemeliharaan (inkubasi)kultur dilakukan dengan ……A. lampu neonB. sakelarC. counterD. timer9. Pemeliharaan kondisi sterilitas ruang pemeliharaan (inkubasi) kultursecara berkala dilakukan dengan ……A. menyemprot menggunakan larutan Na-hipoklorit secara berkalaB. menyemprot menggunakan larutan formalin 10 % secara berkalaC. menyemprot menggunakan larutan alkohol secara berkalaD. menyemprot menggunakan larutan fungisida dan bakterisidasecara berkala10. Pembersihan planlet dari sisa agar-agar yang menempel pada akar saataklimatisasi bertujuan ……A. untuk mengurangi resiko planlet terserang patogen saataklimatisasiB. untuk memudahkan pengecekan kelengkapan organ akar dariplanlet saat aklimatisasiC. untuk menjaga kebersihan planlet saat aklimatisasiD. untuk memudahkan penanaman planlet saat aklimatisasi
------ Selamat Mengerjakan ------
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VI KUNCI JAWABAN

A. Kunci Jawaban Latihan Soal Kegiatan Pembelajaran 1

1. Prosedur penanaman untuk pemudaan bahan tanam pada induktanaman pisang, yaitu : 1) ambil bonggol anakan pisang dewasa daritanaman induk dengan diameter antara 15-25 cm, 2) kupas pelepahbatang pisang hingga mencapai pelepah yang paling dalam dan bunagpucuk tunas bagian dalam memakai pisau dan 3) tanam bonggol anakanpisang di media tanah dalam polibag besar dengan bagian bekas pucuktunas muncul di permukaan tanah2. Prosedur pemeliharaan untuk pemudaan bahan tanam pada induktanaman pisang, yaitu : 1) semprot bonggol pisang dengan fungisidadan bakterisida sebanyak 2 kali seminggu 2) berikan pemupukandengan menggunakan pupuk Urea dan 3) buat bonggol indukan barujika bonggol pisang telah busuk atau sekitar 2 bulan setelah tanam3. Pengelompokan komponen media kultur jaringan dapat dikelompokkanmenjadi : unsur hara makro dan mikro, vitamin dan bahan organik lain,gula, bahan suplemen alami, ZPT, bahan pemadat media dan akuades4. Media dasar Murhasige dan Skoog digunakan untuk hampir semua jeniskultur dan media dasar Vacin dan Went digunakan untuk kulturjaringan anggrek5. Kebutuhan media dan larutan stok ini ditentukan oleh faktor : jumlahdan jenis bibit yang akan diproduksi, jenis media yang dipilih, metodakultur, jaringan yang dipilih, frekuensi penggandaan propagul dan carapengakaran kultur6. Tahapan pembuatan media kultur meliputi : penyiapan peralatan danbahan media kultur, pencampuran bahan media kultur, pengaturan pHmedia kultur, pemasakan bahan media kultur dan sterilisasi bahanmedia kultur
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B. Kunci Jawaban Latihan Soal Kegiatan Pembelajaran 2

1. Eksplan adalah bagian kecil jaringan atau organ yang diambil ataudipisahkan dari tanaman induknya sebagai bahan tanam in vitrokemudian dikulturkan secara in vitro dalam kondisi aseptis. Persyarataeksplan : berasal dari tanaman induk yang sehat, tumbuh baik ataunormal dan tentunya memiliki sifat-sifat unggul serta berasal daritanaman induk yang memiliki nilai ekonomis tinggi2. Teknik sterilisasi eksplan dilakukan dengan 2 cara yaitu sterilisasisecara fisik tidak dapat diterapkan pada semua jenis eksplan dansterilisasi secara kimia dapat diterapkan pada semua eksplan denganmemperhatikan konsentrasi bahan kimianya dan lamanya perendaman3. Inokulasi eksplan adalah kegiatan penanaman bahan tanam (eksplan)ke dalam media inisiasi baik berupa media padat/cair dalam botolkultur di Laminar Air Flow Cabinet dengan kondisi aseptik. Teknikinokulasi eksplan dimulai dengan memotong eksplan secara aseptismenggunakan pinset dan skalpel, menanam eksplan dalam botol kultursecara aseptis dan memberi identitas hasil inokulasi eksplan4. Sub kultur harus dilakukan terhadap inokulum disebabkan olehbeberapa hal antara lain : tumbuhnya eksplan cukup cepat dan telahmemenuhi seluruh botol kultur, media tumbuh telah mengering yangditandai dengan berkurangnya volume agar-agar atau media cairnyasudah habis, eksplan perlu diperbanyak lebih lanjut untuk tujuantahapan perbanyakan selanjutnya, dan eksplan memerlukan mediayang susunannya baru agar dapat mengalami diferensiasi lebih lanjut5. Tahap penggandaan inokulum bertujuan untuk menggandakan bahaneksplan hasil inokulasi yang hidup dengan cara diperbanyak untukpenumbuhan tunas atau embrio. Tunas-tunas lalu dilakukan sub kulturregenerasi inokulum dengan dipindahkan ke media sitokinin dengankonsentrasi sangat rendah atau tanpa sitokinin. Tahap induksi
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perakaran tunas biasanya digunakan zat pengatur tumbuh auksinberupa kombinasi NAA dan IBA (Indole Butiric Acid)6. Suhu yang sesuai untuk pertumbuhan kultur adalah antara 24–28o Cdengan kelembaban ruang inkubasi dijaga pada kisaran 60-80 %.Intensitas cahayanya yaitu : tahap inisiasi memerlukan intentisitascahaya antara 0–1000 lux, tahap multiplikasi 1000–10.000 lux, tahappengakaran 10.000–30.000 lux dan tahap aklimatisasi 30.000 lux
C. Kunci Jawaban Latihan Soal Kegiatan Pembelajaran 3

1. Aklimatisasi plantlet adalah proses adaptasi planlet terhadaplingkungan luar dari bersifat heterotropik menjadi autotropik sehinggasiap untuk dapat ditanam di lapangan. Teknik penyiapan plantlet yangakan diaklimatisasi meliputi cara-cara pengeluaran plantlet yang benardari botol kultur, pembersihan plantlet dari sisa agar-agar, dan seleksiterhadap plantlet yang akan ditanam agar pertumbuhannya seragam2. Macam-macam media tanam aklimatisasi : arang sekam, potonganpakis, kompos dicampur pasir atau sesuai komoditasnya. Teknikpenanaman plantlet pada media meliputi : penyiapan wadah berupabak semai, penyiapan, pencucian, dan sterilisai media tanam, pengisianbak semai dengan media tanam, penanaman plantlet pada mediatanam, penutupan bak semai dengan plastik transparan, pemberianlabel bak semai, dan diletakkan di rumah kaca3. Pengaturan lingkungan pertumbuhan bibit prinsipnya dilakukandengan cara mengurangi secara bertahap kelembaban lingkungannyadan meningkatkan secara bertahap intensitas cahayanya dengan carapembukaan sungkup secara bertahap4. Pemeliharaan bibit tanaman yang diaklimatisasi dalam bak semaidilakukan dengan cara melakukan penyiraman, pemupukan,pengendalian hama penyakit dan pemindahan plantlet pada potindividu (transplanting)
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VII PENUTUP

Demikian modul mata diklat Kultur Jaringan Tanaman Pangan danHortikultura ini dibuat untuk dipergunakan sebagai bahan materipenyelenggaraan Diklat Teknis Program Sertifikasi Pendidik dan SertifikasiKeahlian  Bagi Guru SMK (Keahlian Ganda) Paket Keahlian AgribisnisPerbenihan dan Kultur Jaringan Tanaman. Peserta diklat sebagai Guru PaketKeahlian Agribisnis Perbenihan dan Kultur Jaringan Tanaman setelahmemahami pengetahuan dan keterampilan yang ada dalam modul inidiharapkan dapat menerapkannya sebagai bahan pembelajaran di sekolahdan pembelajaran dalam menghadapi Sertifikasi Pendidik dan SertifikasiKeahlian. Peserta diklat dapat menerapkan materi modul ini denganmemanfaatkan sumber daya di sekolah masing-masing.
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GLOSARIUM

Aklimatisasi : proses adaptasi planlet terhadap lingkungan luar daribersifat heterotropik menjadi autotropik sehingga siapuntuk dapat ditanam di lapanganAseptik : menumbuhkan jaringan tanaman pada kondisi bebaskontaminasi mikroba secara in vitroAuksin : salah satu fitohormon yang berperan mengendalikanpembentangan sel sehingga berpengaruh terhadappertumbuhan tumbuhanBrowning : gejala perubahan warna eksplan menjadi coklat yang terjadisebagai akibat terbentuknya senyawa fenolikDediferensiasi : kemampuan sel-sel masak (mature) kembali ke kondisimeristematik dan dan berkembang dari satu titikpertumbuhan baru yang diikuti oleh dediferensiasi yangmampu melakukan reorganisasi manjadi organ baruDiferensiasi : suatu perubahan sel dimana sel yang telah mencapaivolume pertumbuhan akhir menjadi terspesialisasi sesuaifungsinya menghasilkan jenis jaringan, organ atauorganisme baruDisinfestasi : proses menghilangkan kontaminan permukaan eksplanyang kemungkinan dapat tumbuh di lingkungan kulturjaringan dan berakibat mematikan eksplanEksplan : bagian dari tanaman yang digunakan sebagai bahaninduksi/inisiasi pada kultur jaringan tanamanEmbriogenesis somatik : proses terbentuknya embrio bukan berasal dari zigotmelalui regenerasi dari eksplan yang ditanam pada mediatumbuh yang sesuaiEmbrio somatik : embrio yang terbentuk bukan berasal dari zigot, tetapi darisel tubuh tanamanHeterotrofik : teknik kultur in vitro yang hanya menggunakan energieksternal berupa gula dari medium
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Inokulasi/induksi : tahapan awal dari kultur jaringan berupa penanamaneksplan yang sudah melalui proses sterilisasi ke dalammedia kultur jaringanIntensitas cahaya : besaran yang menentukan jumlah foton atau energi yangdipancarkan yang ditunjukkan dengan satuan lux atau μmolm-2 s-1In vitro : kultur organ atau sel pada mediun pertumbuhan yangmengandung nutrisi, di dalam suatu wadah terbuat darikaca/gelas dalam kondisi lingkungan yang terkontrolJuvenile : fase perkembangan tumbuhan yang hanya membentukorgan-organ vegetatifKalus : sekumpulan sel amorphous yang terbentuk dari sel-sel yangmembelah secara terus menerus secara in vitroKompetensi : kemampuan suatu jaringan maupun organ untuk ditumbuhkembangkan dalam kultur in vitro menjadi tanaman yanglengkapKontaminasi : adanya mikroorganisme biasanya jamur dan bakteri yanghidup dalam media kulturLarutan stok : larutan konsentrat dari media kultur yang dipekatkanbeberapa kali lipatLingkungan fisik : faktor-faktor lingkungan di dalam ruang kultur yangmempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan eksplan,meliputi cahaya, kelembaban relatif dan temperaturMakronutrien : nutrisi anorganik yang dibutuhkan tumbuhan dalam jumlahrelatif besar dan pada umumnya berfungsi sebagaipenyusun selMeristematik : sifat sel/jaringan yang berpotensi melakukan pembelahansel terus menerusMikronutrien : nutrisi anorganik yang dibutuhkan tumbuhan dalam jumlahrelatif kecil yg umumnya berfungsi sebagai aktivator enzimOrganogenesis : proses terbentuknya organ-organ seperti pucuk dan akarmelalui regenerasi dari eksplan yang ditanam pada mediatumbuh yang sesuai
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Planlet : tanaman mini lengkap hasil regenerasi/perbanyakan kulturjaringan yang memiliki batang, daun, dan akarPropagul/inokulum : bahan perbanyakan in vitro yang diambil pada setiapsub-kulturProliferasi : pertumbuhan yang luar biasa dari sel, tunas, atau embriohasil perbanyakan in vitroRegenerasi : tahap perkembangan menjadi tumbuhan utuh melaluipembentukan tunas dan akarSterilisasi : proses membebaskan alat/bahan/eksplan/lingkungan agarterbebas dari mikroorganisme kontaminanSub kultur : proses pemindahan atau transfer inokulum tanaman hasilkultur jaringan ke media yang baru untuk mempertahankanketersediaan nutrisiTotipotensi sel : kemampuan setiap individu sel hidup dari bagian mana sajadiambil untuk dapat tumbuh menjadi suatu makhlukindividu yang sempurnaTunas adventif : tunas yang terbentuk pada tempat yang bukan jaringanasalnya yang biasa seperti tunas yang terbentuk dari kalus,hipokotil, kotiledon dan akarTunas aksilar/lateral : tunas yang terbentuk pada bagian ketiak daun yangpertumbuhannya akan membentuk cabang atau bungaTunas apikal : tunas yang terbentuk pada ujung batang/cabang yangpertumbuhannya akan membentuk cabang atau bunga


