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ABSTRACT 

Toboali pineapple variety is a smooth cayenne variety because it contains high antioxidants in the form of vitamins 
A and C. In addition, it is a source of citric and malic acids, substances that can be used to enhance the taste of the 
fruit. Pineapple is a plant that is propagated with vegetative organs such as suckers, slips, and crowns. However, 
conventional propagation has a low propagation rate. Tissue culture is an in vitro technique used in the rapid 
propagation of plants and in large quantities to meet the needs of cultivation and research. The selection of 
regeneration media is very influential on the development of plants in tissue culture. This study aimed to obtain the 
optimal media combination with BAP and NAA in the regeneration of Smooth Cayenne pineapple (Toboali) in vitro 
for mass propagation of seedlings and genetic engineering research. This study used 6 levels of BAP, namely 0, 1, 
2, 3, 4, 5 mg.L-1 and 4 levels of NAA, namely 0, 1, 2, 3 mg.L-1. The treatment used was a combination of BAP and 
NAA as many as 24 treatments with 3 replications. The best pineapple regeneration medium for mass plant 
propagation in this study was BAP 3 mg.L-1 without NAA media which produced the highest shoots of 17.33 shoots 
per explant at 12 week after planting. The best pineapple regeneration medium for genetic engineering research was 
a combination BAP 3 mg.L-1 and NAA 2 mg.L-1 media which produced 18.33 shoots per explant from embryogenic 
callus. 
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PENDAHULUAN 

Nanas (Ananas comosus (L.) Merr) Toboali termasuk 
varietas Smooth Cayenne yang berasal dari kepulauan 
Bangka Belitung. Nanas Toboali mengandung 
antioksidan tinggi berupa vitamin A dan C. Selain itu, 
merupakan sumber asam sitrat dan malat, zat yang 
dapat digunakan untuk meningkatkan cita rasa buah. 
Nanas ini cukup terkenal didaerah tersebut karena 
memiliki buah yang besar dan manis (Tikendra et al. 
2019; Mayerni et al. 2020; Ebrahimzadegan dan Maroufi 
2022; Sultana et al. 2022). Tanaman ini dibudidayakan 
secara vegetatif konvensional melalui bibit berupa organ 
vegetatif seperti mahkota (crown) dan anakan (Jana et 
al. 2013; Danova et al. 2018; Dhurve et al. 2021). Hal ini 
disebabkan karena perbanyakan nanas secara generatif 
menghasilkan sedikit biji, sulit tumbuh, dan sering terjadi 
segregasi. Kekurangan perbanyakan bibit nanas secara 

vegetatif konvensional yaitu menghasilkan jumlah bibit 
yang rendah dan umur panen lebih lama yaitu sekitar 24 
bulan (Fernando et al. 2020). Sedangkan dalam 
budidaya nanas dibutuhkan bibit yang berkualitas dan 
seragam yang dapat diperoleh dalam waktu cepat dan 
jumlah yang banyak (Hossain 2018; Li et al. 2022). 

Kultur jaringan merupakan salah satu upaya yang 
dapat dilakukan dalam produksi bibit nanas dengan 
banyak dan waktu yang singkat (Harahap et al. 2020; Lin 
et al. 2022). Teknik kultur jaringan telah banyak 
digunakan dalam penyediaan bibit berkualitas seperti 
manggis (Purita et al. 2017), rumput laut (Daud et al. 
2015), tanaman teh (Saefas et al. 2017), dan bawang 
putih (Dwi dan Ellok 2016). 

Faktor yang merupakan prasyarat utama kultur 
jaringan dalam perbanyakan tanaman adalah eksplan 
yang terbebas dari mikroorganisme, wadah yang 
digunakan harus transparan, lingkungan yang terkontrol 
dan zat pengatur tumbuh (ZPT) pada media (Yusnita 
2015). ZPT memiliki peranan penting dalam mengatur 
perkembangan akar dan tunas selama pembentukan 
tanaman dan kalus (Lestari 2011). Dua jenis ZPT yang 
sangat penting dalam memacu pertumbuhan tanaman 
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adalah sitokinin dan auksin (Dhurve et al. 2021; Roussos 
et al. 2021; Shekhawat et al. 2021). Golongan sitokinin 
yang sering digunakan untuk multiplikasi tunas secara in 
vitro adalah BAP (Benzyl Amino Purine) dan golongan 
auksin adalah NAA (Naphthalene Acetic Acid) (Ming et 
al. 2019; Batti et al. 2020; Choudhary et al. 2020; 
Camalle et al. 2021; Insuan et al. 2021; Ramabulana et 
al. 2021; Bano et al. 2022). 

Penelitian pengaruh ZPT sitokinin, auksin, atau 
kombinasi keduanya terhadap regenerasi nanas telah 
banyak diteliti (Feryati et al. 2018; Santoso dan Sobir 
2013; Oktaviana et al. 2015). Hasil penelitian (Zuraida et 
al. 2011) melaporkan bahwa penambahan 1 mg.L-1  BAP 
dapat menghasilkan tunas sebanyak 31 tunas dalam 4 
minggu. Kombinasi BAP 4 mg.L-1 dan IAA 0,5 mg.L-1 
menghasilkan jumlah tunas terbanyak yaitu mencapai 
11,2 tunas (Harahap dan Nusyirwan 2014). Sedangkan 
pemberian NAA 1 mg.L-1 tanpa BAP meningkatkan 
pertumbuhan hingga rata-rata 1,78 tunas per eksplan 
(Zulkarnain dan Neliyati 2017). 

Di Indonesia, pemanfaatan teknologi kultur in vitro 
nanas varietas Smooth Cayenne masih terbatas pada 
teknik seperti proliferasi tunas (Roostika et al. 2016), 
mutagenesis (Human et al. 2016), dan etiolasi. Studi 
komprehensif untuk media regenerasi yang optimal 
dalam perbanyakan bibit untuk keperluan produksi 
sekaligus rekayasa genetika belum dilakukan. Oleh 
karena itu, tujuan penelitian ini adalah mendapatkan 
media dengan kombinasi BAP dan NAA yang optimal 
untuk perbanyakan bibit secara massal dan kebutuhan 
penelitian rekayasa genetika. 

BAHAN DAN METODE 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Biomolekuler 

dan Seluler Tanaman, Pusat Bioteknologi Institut 
Pertanian Bogor pada bulan April sampai Agustus 2020. 
Penelitian in vitro dengan rancangan acak lengkap 
faktorial dua faktor yaitu BAP dan NAA. BAP terdiri dari 
6 taraf konsentrasi yaitu 0, 1, 2, 3, 4, 5 mg.L-1 dan NAA 
sebanyak 4 taraf yaitu 0, 1, 2, 3 mg.L-1. Perlakuan yang 
digunakan terdiri dari 24 kombinasi BAP NAA, setiap 
perlakuan diulang sebanyak 3 kali pengulangan 
sehingga diperoleh 72 unit percobaan. Planlet nanas 
Toboali in vitro berumur 4 MST (minggu setelah tanam) 
digunakan sebagai indukan. Tunas dari indukan 
dipotong dan ditanam pada media MS0 (Murashige dan 
Skoog tanpa ZPT) untuk perbanyakan bahan tanaman. 
Eksplan ditumbuhkan selama 4 minggu di ruang kultur 
pada suhu 24-26 oC, dengan pencahayaan 1000-2000 
lux. Planlet berumur 4 MST selanjutnya digunakan 
dalam seleksi media terbaik untuk regenerasi nanas. 

Media MS0 yang ditambahkan kombinasi zat 
pengatur tumbuh BAP dan NAA digunakan sebagai 
media regenerasi nanas. Planlet nanas berumur 4 MST 
yang telah diperbanyak pada tahap sebelumnya 
dipotong dengan pisau steril sampai mendapatkan 
eksplan berupa basal tunas daun muda berukuran 0,5 -
1 cm. Satu potongan eksplan basal tunas daun diletakan 
pada setiap unit percobaan. Eksplan ditanam pada 
media perlakuan dan diinkubasi di ruang kultur pada 
suhu 24-26 oC, dengan fotoperiodisitas 16 jam terang 
dan intensitas cahaya 1000-2000 lux. Tahap selanjutnya 
yaitu pengamatan terhadap jumlah tunas dan jumlah 

kalus yang terbentuk pada setiap unit percobaan. 
Pengamatan dilakukan sampai tanaman berumur 12 
MST. Data yang diperoleh diolah dengan menggunakan 
Microsoft Office Excel 2013 dan dianalisis dengan sidik 
ragam (ANOVA) menggunakan program SAS (Statistical 
Analysis System) versi 9.0. Jika perlakuan berpengaruh 
terhadap hasil maka diuji lanjut dengan DMRT (Duncan’s 
Multiple Range Test) pada α= 5%. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
Respons regenerasi nanas mulai terjadi pada umur 

3-4 MST (Minggu Setelah Tanam). Respons tanaman 
pada media tanpa BAP atau hanya mengandung NAA 
menunjukkan pertumbuhan eksplan dengan 1 tunas 
(Tabel 1) dan memperlihatkan adanya pertumbuhan 
akar (Gambar 1 ’B-D’). Eksplan pada media tanpa BAP 
dan NAA (Gambar 1 ’A’) juga menunjukkan 
pertumbuhan akar yang lebih panjang dibandingkan 
perlakuan lain, hal ini disebabkan karena media terdapat 
nutrisi yang cukup untuk membentuk perakaran (Ren et 
al. 2020). 

BAP merupakan ZPT golongan sitokinin yang 
mendorong pertumbuhan tunas dan NAA termasuk ZPT 
golongan auksin yang mendorong pertumbuhan akar 
pada tanaman, sehingga pada media yang hanya 
menggunakan salah satu ZPT respons yang diberikan 
sesuai dengan fungsi ZPT tersebut. Kombinasi auksin 
dan sitokinin ke dalam media kultur diperlukan untuk 
menumbuhkan akar (Ibrahim et al. 2022). Perlakuan 
dengan BAP tanpa NAA menyebabkan terjadinya 
organogenesis langsung, yaitu tunas terbentuk secara 
langsung tanpa melalui kalus (Gambar 2 ’E-I’). Pada 
media yang mengandung BAP dapat membentuk tunas 
dalam jumlah banyak, dan jumlahnya semakin 
meningkat seiring dengan tingginya konsentrasi BAP 
yang diberikan (Tabel 1). 

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa perlakuan 
BAP dan NAA baik secara tunggal maupun interaksi 
keduanya secara nyata mempengaruhi pembentukan 
kalus dan tunas nanas (Tabel 2 dan Tabel 3). Perlakuan 
B3N2 (BAP 3 mg.L-1 dan NAA 2 mg.L-1) menghasilkan 
tunas tertinggi yaitu 18,33 tunas per eksplan, meskipun 
lebih tinggi dari perlakuan B2N0 (BAP 2 mg.L-1 dan NAA 
0 mg.L-1) yang mencapai 13,33 tunas, B3N0 mencapai 
17,33 tunas, B4N0 mencapai 16,67 tunas, dan B5N0 
mencapai 17,67 tunas, namun hasil ini tidak berbeda 
nyata (Tabel 1). Jumlah tunas pada perlakuan B3N2 lebih 
tinggi daripada perlakuan BAP saja (B2N0, B3N0, B4N0, 
B5N0), hal ini menunjukkan adanya interaksi antara BAP 
dengan NAA dalam media dan NAA membantu 
meningkatkan jumlah tunas. Hal yang sama juga 
dihasilkan pada penelitian (Harahap dan Nusyirwan 
2014), dimana interaksi sitokinin 4 mg.L-1 dan auksin 0,5 
mg.L-1 dapat meningkatkan jumlah tunas hingga 
mencapai 11,2 tunas per eksplan, dan lebih tinggi 
dibandingkan dengan perlakuan BAP saja. Fitohormon 
auksin dan sitokinin berinteraksi untuk mendorong dan 
mempertahankan proses pertumbuhan dan 
perkembangan tanaman, termasuk mengatur meristem 
apikal dan pertumbuhan akar (Amiri et al. 2019). 
Sebaliknya, pada meristem pucuk, sitokinin merangsang 
proliferasi sel dan mencegah diferensiasi sel, sedangkan 
auksin memicu inisiasi organ (Sarkar dan Banerjee 2020). 
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Gambar 1. Keragaan kultur nanas umur 12 MST: A) 
B0N0, B) B0N1, C) B0N2, D) B0N3, E) B1N0, (F) B2N0, 
G) B3N0, H) B4N0, dan I) B5N0. Bar: 1 cm 

Tabel 1. Jumlah tunas dan kalus nanas pada media 
regenerasi BAP dan NAA umur 12 minggu setelah tanam 

Kode 
media 

Perlakuan 
Jumlah 
tunas* 

Jumah 
kalus* BAP 

(mg.L-1) 
NAA 

(mg.L-1) 

B0N0 0 0   1,00g   0,00 i 
B0N1 0 1   1,00g   0,00 i 
B0N2 0 2   1,00g   0,00 i 
B0N3 0 3   1,00g   0,00 i 
B1N0 1 0 10,00ef   2,67hi 
B1N1 1 1 11,67cde   7,00fg 
B1N2 1 2   9,67ef   6,00gh 
B1N3 1 3 11,33de   3,33hi 
B2N0 2 0 13,33abcde   1,67i 
B2N1 2 1 10,00ef   3,33hi 
B2N2 2 2 10,33ef 11,67cde 
B2N3 2 3 11,33de   7,67fg 
B3N0 3 0 17,33abc   0,00i 
B3N1 3 1 16,33abcd   9,00efg 
B3N2 3 2 18,33a 12,33cde 
B3N3 3 3 12,67abcde 13,33bcd 
B4N0 4 0 16,67abcd 15,00abc 
B4N1 4 1 16,33abcd 16,67ab 
B4N2 4 2   9,33ef 11,67cde 
B4N3 4 3   7,67ef 10,33def 
B5N0 5 0 17,67ab   7,67fg 
B5N1 5 1 12,00bcde 17,00a 
B5N2 5 2 10,33ef   6,00gh 
B5N3 5 3   5,33fg 10,00def 

Sig. (p)   0,0134 0,0001 

*Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama tidak 

berbeda nyata berdasarkan uji DMRT pada taraf 5% 

Sitokinin memacu pembelahan sel pada jaringan 
tanaman dan membentuk tunas yang dicirikan dengan 
perkembangan sel yang bersifat unipolar (satu 
kutub),atau dikenal dengan istilah organogenesis 
(Kumar dan Reddy 2011; Ajadi et al. 2018). Perlakuan 
B2N0 dan B3N0 meningkatkan jumlah tunas melalui 

organogenesis langsung, sehingga pemberian BAP 
dalam konsentrasi tinggi dan penggunaan subkultur 
dalam jumlah tinggi dapat menjadi media alternatif untuk 
perbanyakan massal nanas secara kultur jaringan (Zhao 
LX et al. 2021). 

 
Gambar 2. Pembentukan tunas didahului dengan 
terbentuknya kalus embriogenik. A) fase torpedo, B) 
planlet. Bar: 1 cm 

Berdasarkan (Lestari 2011), dua golongan ZPT yang 
sering digunakan dalam kultur jaringan yaitu auksin dan 
sitokinin, dimana auksin berfungsi merangsang 
pembentukan kalus dan akar, sedangkan sitokonin 
berperan penting dalam pembentukan tunas. Secara 
umum media percobaan dengan perlakuan kombinasi 
BAP dan NAA menyebabkan organogenesis tidak 
langsung yaitu terbentuknya tunas yang didahului 
dengan pembentukan kalus (Zhao X et al. 2021). 
Sebagian kalus yang terbentuk bersifat embriogenesis 
somatik yang dicirikan dengan adanya struktur bipolar, 
yaitu mempunyai calon meristem akar dan tunas (Dar et 
al. 2021). Secara spesifik tahap perkembangan kalus 
embriogenik dimulai dari fase globular, fase hati, fase 
torpedo dan planlet. Tahapan ini teramati pada kultur 
dengan perlakuan BAP 3 mg.L-1 dengan NAA 2 mg.L-1 
umur 8 MST dimana terbentuk fase torpedo (Gambar 2 
‘A’) dan umur 12 MST terbentuk fase planlet (Gambar 2 
‘B’). 

Embriogenesis somatik memiliki kelebihan dalam 
menghasilkan jumlah propagula, yaitu tidak terbatas dan 
dapat diperoleh dalam waktu singkat (Chinnadurai et al. 
2019; Roussos et al. 2021). Selain itu, embrio somatik 
nanas berasal dari sel tunggal (unicellular origin) melalui 
pembelahan periklinal (Roostika et al. 2016). Sehingga 
kalus yang bersifat embrio somatik berpotensi 
meningkatkan rekayasa secara molekuler melalui 
rekayasa genetika (Tikendra et al. 2019; Asmono et al. 
2020). Berdasarkan literatur tersebut, hasil penelitian ini 
diharapkan kalus embriogenik akan menghasilkan tunas 
yang stabil, dan persentase transformasi terhadap kalus 
tersebut dapat meningkat (Deswiniyanti et al. 2020; 
Pramono et al. 2021; Ebrahimzadegan dan Maroufi 
2022). Sehingga hal tersebut dapat meningkatkan 
jumlah tunas transgenik yang stabil dalam pewarisan 
gen pada generasi selanjutnya. Berdasarkan penjelasan 
tersebut maka media kombinasi BAP 3 mg.L-1 dan NAA 
2 mg.L-1 yang menghasilkan 18,33 tunas per eksplan 
(Tabel 1), dapat digunakan sebagai media alternatif 
dalam memproduksi tunas embriogenik guna memenuhi 
kebutuhan transformasi tanaman nanas melalui 
perantara Agrobacterium tumefaciens. 
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D 

 
E 

 

F 

 

G 

 

A 

 
C 

 
B 

 

I 

 
H 

 

A B 



Nia Dahniar dan Pepi Elvavina Agrotechnology Research Journal, June 2022, 6(1):21–26 
 

24 BAP dan NAA untuk Media Perbanyakan Nanas Toboali 

Tabel 2. Hasil sisik ragam tunas nanas umur 12 minggu setelah tanam 

Tabel 3. Hasil sidik ragam kalus nanas umur 12 minggu setelah tanam  

Sumber keragaman 
(SK) 

Derajat bebas 
(DB) 

Jumlah kuadrat (JK) Kuadrat tengah (KT) F Pr > F 

Perlakuan 23 2144,652778   93,245773 23,81 <,0001 

BAP 5 1304,236111 260,847222 66,60 <,0001 

NAA 3   190,263889   63,421296 16,19 <,0001 

BAP*NAA 15   650,152778   43,343519 11,07 <,0001 

Galat 48   188,000000     3,916667   

total 71 2332,652778    

     
 
KESIMPULAN  

Media dengan BAP 3 mg.L-1 yang menghasilkan 
17,33 tunas per eksplan melalui organogenesis 
langsung. Media regenerasi nanas terbaik untuk 
penelitian rekayasa genetika adalah kombinasi BAP 3 
mg.L-1 dan NAA 2 mg.L-1 yang menghasilkan 18,33 
tunas dari kalus yang bersifat embriogenik. 
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