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Proliferasi Tunas dan Penekanan Masalah Penguningan Daun
sebagai Usaha Pelestarian Tumbuhan Pulai

Ragapadmi Purnamaningsih, I. Mariska, E. Gati, dan S. Rahayu

Balai Penelitian Bioteknologi Tanaman Pangan

- ABSTRAK

Proliferasi Tunas dan Penekanan Masalah Penguningan Daun
sebagai Usaha Pelestarian Tumbuhan Pulai. Pulai (dlstonia
scholaris (L). R.Br.) merupakan tumbuhan obat langka dengan
kategori jarang. Tanaman tersebut digunakan sebagai obat
tradisional, antara lain untuk menghilangkan rasa pegal dan
antikembung. Untuk menyelamatkan tanaman pulai perhn segera
dilakukan upaya pelestariannya agar dapat dimanfaatkan secara
berkelanjutan. Kultur in vitro merupakan teknologi yang mempunyai
potensi untuk penyimpanan berbagai tumbuhan obat, khnsusnya
obat langka. Sebagai langkah awal adalah perbanyakan i vitro. Bila
jumlah tunas in vitro sudah memadai maka dapat dilakukan
penyimpanan dengan cara pertumbuhan lambat. Untuk perbanyakan
invitro digunakan media dasar Anderson dan WPM yang diberi BA
(1,3, 5 dan 7 mg/l} dan thidiazuron (0,01, 0,1 dan 0,5 mg/l). Untuk
menckan masalah penguningan dan gugnmya daun digunakan
AgNOs3 1 mg/l, glutamin 500 mg/l, dan arginin 100 mg/l Daya
tumbuh biakan ditingkatkan dengan melaknkan subkultor yang

* berulang (sampai subkultur-5). Hasil penelitian menunjukkan bahwa
formulasi media WPM + BA (3 dan 5 mg/l)+ thidiazuron 0,01 mg/l
merupakan media yang terbaik untok meningkatkan daya tambuh
hiakan, Penambahan AgNOs yang dikombinasikan dengan arginin
dapat menekan gejala penguningan daun sampai minggu ke-8 dan 9.
Tanpa adanya kedua komponen tersebut, gejala timbul pada minggu
ke-2. Peningkataan subkultur (sampai minggu ke-5) sejalan dengan
laju pertumbuhan tunas. Setelah 5 kali subkultur, jumlah tunas
Jumlah daun, dan tinggi tunas meningkat 6 kali lebih banyak daripada
media awal.

Kata kunci: Alstonia scholaris, pulai, pelestarian, perbanyakan, in
vitro.

ABSTRACT

Alstonia scholaris (L.) R.Br.) 1s a medical crop species.
Traditionally, it has been used for paint reliever as well as anti-
kembung. The extensive use of this crop with no replanting effort
may cause the extinction. Therefore, conservation was needed. For
this purpose in vitro culture was used. The plant materials were first
propagated in vitro until sufficient quality of shoots were formed.
The shoots were then stored using slow growth method. Anderson
and WPM medium containing BA (1, 3, 5 and 7 mg/l) and
thidiazuron (0.01, 0.1 and 0.5 mg/1) was used for in vitro propagation.

Key words: Alstonia scholaris, preservation, multiplication, in
vitro, '

- PENDAHULUAN

Pulai (4istonia scholaris (L.) R Br), termasuk
famili Apocynaceae, dikenal dengan nama pule di Jawa
Timur dan Jawa Tengah atau lame di Jawa Barat.
Kandungan senyawa kimianya antara lain: alkaloid,
ekitamina, ekiserine dan kristalin (Depkes, 1989 dan
Rifat, ef al., 1992). Tanaman pulai digunakan sebagai
obat tradisional, antara lain untuk menghilangkan rasa
pegal-pegal dan antikembung (Heyne, 1987). Dengan
meningkatnya penggunaan obat tradisional untuk peng-
obatan alternatif akan memberikan dampak peningkatan
kebutuhan bahan baku obat alami. Selain itu, eksploitasi
hutan yang berlebihan menyebabkan hilangnya
berbagai populasi tumbuhan obat, antara lain pulai.

Rifai ef al. (1992) menyatakan bahwa pulai ter-
masuk tumbuhan obat langka kategori jarang. Populasi
tanaman ini termasuk besar tetapi daerah penyebaran-
nya tidak banyak diketahui dan mengalami erosi berat.
Untuk mengatasi atau menghambat laju erosi tumbuhan
obat, terutama yang sudah dikategorikan langka, perlu
diupayakan pelestariannya agar dapat dimanfaatkan.
secara berkelanjutan. Salah satu teknologi yang dapat
dimanfaatkan untuk menyelamatkan tumbuhan obat
langka, khususnya pulai, adalah melalui kultur in vitro
yang di negara maju telah lama digunakan untuk
pelestarian berbagai jenis tanaman. Langkah awal yang
perlu dilakukan dalam penerapan kultur in vitro untuk

I penyimpanan adalah memperbanyaknya terlebih

dahulu. Perbanyakan secara in vitro akan lebih mem-
permudah kegiatan selanjutnya karena tunas sudah
berada dalam kondisi steril dan lebih tanggap terhadap
perlakuan in vitro.

Pulai merupakan tanaman berkayu dan tingginya
dapatmencapai 25 cm, seluruh bagian tanaman bergetah
putih. Perbanyakan tanaman secara konvensional me-
lalui stek belum banyak dilakukan dan belum dapat
dibudidayakan secara intensif. Cara ini masih meng-
andalkan pada tegakan di alam karenanya populasinya
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menurun terus akibat dari pemanenan akar tanaman
yang digunakan untuk obat (Rifai ef o/, 1992).

Perbanyakan vegetatif tanaman berkayu umumnya
lebih sulit daripada tanaman berdinding lunak (herba).
Demikian pula bila diperbanyak secara in vitro, diperlu-
kan perlakuan khusus pada pohon induknya maupun
tunas yang sudah dikulturkan secara in vifro. Peng-
gunaan jaringan juvenil meningkatkan keberhasilan
mikropropagasi. Formulasi media merupakan faktor
yang berpengaruh terhadap arah diferensiasi jaringan.
Di samping media dasar Murashige dan Skoog (MS),
media lainnya seperti Anderson dan Woody Plant
Medium (WPM) banyak pula digunakan untuk
perbanyakan tanaman berkayu. Kedua media tersebut
mempunyai kandungan total ion yang lebih rendah dari-
pada MS. Pada tanaman melinjo, Mariks ef al (1992)
menggunakan media Anderson. Media i1, terutama
kandungan ion amonium (NH4+)dan nitrat (NO3-),25% lebih
rendah daripada MS tetapi kadar fosfatnya (PO4-) lebih tinggi.
Tricoli et al. (1958) menyatakan bahwa media dasar WPM memiliki
kandungan sulfat yang tinggi dan memberikan hasil yang baik untuk
propagasi berbagai jenis tanaman berkayu.

Penambahan BA dan senyawa lain yang aktivitas-
nya menyerupai sitokinin, yaitu thidiazuron, dapat lebih
meningkatkan laju pertumbuhan jaringan tanaman.
Thidiazuron banyak digunakan untuk proliferasi tunas
lateral tanaman Afbizzia julibrissin. Menurut Sankhla ef
al. (1996), thidiazuron konsentrasi rendah (1pM) sangat
efektif untuk pembentukan tunas adventif.

Pada perbanyakan in vitro tanaman berkayu, di
samping laju pembelahan sel yang sangat lambat sering
pula terjadi masalah penguningan dan rontoknya daun.
Untuk mengatasi masalah terscbut Bare dan Mehta
(1993) pada tanaman Commiphora wightil dan Swamy
et al. (1992) pada tanaman Dalbergia latifolia meng-
gunakan L-glutamin dengan konsentrasi 100-500 mg/L.

Dengan diperolehnya metode perbanyakan in vifro
maka tunas yang dibutubkan untuk penyimpanan akan
dapat disediakan, selain itu metode untuk uji regenerasi-
nya telah diketahui. '

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di laboratorium Bioteknologi
Kelti Reproduksi dan Pertumbuhan Balai Penelitian

Bioteknologi Tanaman Pangan, Bogor, dari bulan April
1996 hingga Juni 1997.

Tanaman vang dipakai untuk sumber eksplan ber-
asal dari Lembang (Bandung) dan Instalasi Penelitian
Cimanggu (Bogor). Tanaman yang berasal dari
Lembang ditanam di polybag kemudian ditumbuhkan di
rumah kaca. Eksplan yang digunakan adalah batang
dengan nodus tunggal dari batang muda dengan ukuran
+ 2 cm. Nodus tunggal yvang digunakan tersebut
merupakan nodus yang ke-1 sampai ke-4 dari mernistem
terminal, Untuk mendapatkan bahan tanaman yang
muda dilakukan pemangkasan berulang kali. Sterilisasi
berturut-turut menggunakan alkohol 70%, HgCl
(0.2%), klorok 30% dan 20%. Setelah sterilisasi
dilakukan pembilasan dengan aquades steril sebanyak 3
kali.

Media dasar yang digunakan adalah media
Anderson atau WPM (Woody Plant Medium) dan ke
dalam media tersebut diberikan sukrosa 30 g/l dan vita-
min grup B. Media dibuat padat dengan menambahkan
gellnte 2,5 g/l dan kemasaman (pH) media dipertahan-
kan pada angka 5.7, Perlakuan yang diuji adalah: macam
media dasar yaitu media Anderson dan WPM, zat peng-
atur tumbuh BA (0, 1, 3, 5 dan 7 mg/1) dan thidiazuron
(0, 0,1 dan 0,5 mg/l). Untuk mengatasi masalah
penguningan dan rontoknya daun diberikan AgNO3 |
mg/l, L-glutamin 500 mg/l atau arginin 100 mg/1.

Parameter yang diamati meliputi pertumbuhan
biakan yaitu jumlah tunas dan daun, tinggi tunas, dan
penampakan visual dari biakan.

Botol yang berisi eksplan diletakkan pada rak kultur
dan diberi penyinaran dengan intensitas cahaya sebesar
1.000 lux selama 16 jam dalam sehari. Ruang inkubasi
mempunyai suhu berkisar antara 24-26°C.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Bahan yang digunakan sebagai sumber eksplan
adalah tanaman yang berasal dari lapang dan umurnya
sudah tua, sehingga bila dikulturkan secara in vifro.
tingkat kontaminasinya tinggi walaupun telah diberikan
sterilisasi dengan beberapa kombinasi sterilan. Jumlah
biakan yang steril hanya sedikit dan digunakan sebagai
sumber eksplan in vitro. Bila digunakan kembali
penanaman dengan eksplan yang berasal dari tanaman
di ramah kaca atau dari lapang, di samping memerlukan
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Tabel 1. Induksi dan pertumbuhan tunas pada berbagai perlakuan media tumbuh. Lab. Balitbio, April 1996-Juni 1997,

Perlakuan media dasar + ZPT (mg/l) Keadaan kultur (umur 1 bulan) Keterangan

Anderson + BA (1, 3, 5dan 7) Tidak tumbuh - :

WPM + BA (1,3, 5dan 7) Tidak tumbuh Induksi mata tunas lateral

WPM + BA (1, 3, 5dan 7) + thi (0,1 dan 0,5) Tumbuh Pertumbuhan tunas sangat lambat
WPM + BA (1, 3, 5 dan 7) + thi (0,01) Tumbuh Pertumbuhan lebih cepat dari

pada kombinasi dengan
thidiazuren 0,01 dan 0,5 mg/|

waktu yang lebih lama juga pohon induk yang tersedia
sangat terbatas jumlahnya. Dari beberapa kali
penanaman diperoleh hasil bahwa eksplan yang diambil
dari rumah kaca mempunyai tingkat keberhasilan tunas
yang lebih tinggi. Untuk itu, pada penanaman
berikumya, bahan tanaman selalu diambil dari tanaman
di rumah kaca.

Eksplan yang dikulturkan pada media dasar
Anderson + BA (1, 3. 5 dan 7 mg/1) tidak menunjukkan
adanya tanda-tanda pertumbuhan (Tabel 1). Eksplan
yang dikulturkan pada media WPM dengan BA (1, 3, 5
dan 7 mg/l) memberikan sedikit tanggapan dengan
adanya tonjolan bakal tunas pada ketiak daun tetapi
tidak tumbuh membentuk tunas. Untuk percobaan
sclanjutnya, media WPM tetap digunakan dengan
menambahkan promotor lainnya yaitu thidiazuron (0,1
dan 0,5 mg/l). Pemberiaan thidiazuron pada media
WPM yang sudah mengandung BA memberikan
harapan karena adanya pertumbuhan tunas. Dengan
kombinasi yang sama, Seswita ef al. (1996) pada
tanaman jambu mete (Anacardium occidentale) dan
Shingha and Bathia (1988) pada tanaman hutan Pinus
communis mendapatkan hasil yang lebih baik daripada
perlakuan tunggal. Tunas pada media kombinasi BA
dengan thidiazuron konsentrasi tinggi sangat lambat
pertumbuhannya. Untuk mempercepat pertumbuhan
maka konsentrasi thidiazuron diturunkan. Penggunaan -
thidiazuron konsentrasi rendah 0,01 mg/l ternyata
mempercepat pertumbuhan tunas. Dengan demikian
formulasi media WPM + BA (3 dan 5 mg/l) +
thidiazuron (0,01) mg/l digunakan untuk percobaan
selanjutnya. Dengan konsentrasi BA yang tinggi (7
mg/l), pertumbuhan tunas sangat lambat. Eksplan yang
dikulturkan pada media WPM + BA (3 dan 5 mg/l) +
thidiazuron (0,01 mg/1), pertumbuhan relatif éepat tetapi
pada minggu ke-2 sampai ke-3 tegadi penguningan
pada daun secara cepat dan akhimya rontok. Untuk
mengatasi masalah tersebut, tunas disubkultur pada

Tabel 2. Pengaruh AgNQg, glutamin, dan arginin terhadap
penguningan dan rontaknya daun. Lab. Balitbio,
April 1996-Juni 1997.

Gejala penguningan
dan rontoknya daun

WPM + BA + thi 0,01 2

WPM + BA + thi 0,01 + AgNO3 1 4

WPM + BA + thi 0,01 + AgNO3 1 + glutamin 500  6-7

WPM + BA + thi 0,01 + AgNO3 1 + arginin 100 8-9

Perlakuan {mgfl}

media yang sama tetapi diberikan AgNQO3 atau
L-glutamin. Di samping itu, untuk lebih memacu daya
menstematis janngan dilakukan pembaruan berulang
kali (Gambar 1).

Pengaruh perlakuan subkultur (sampai ke-35)
terhadap pertumbuhan tunas dan penambahan AgNO3
untuk menekan masalah penguningan daun dapat dilihat
pada Gambar 1. Pada media subkultur ke-1, walaupun
terjadi peningkatan, baik dalam jumlah daun dan jumlah
tunas maupun buku, tetapi daun cepat menguning dan
akhimya rontok. Dengan penambahan AgNOQO3, gejala
tersebut dapat ditekan sampai minggu ke-4. Daya
meristematis fanaman pulai sangat lambat, sehingga
rata-rata jumlah tunas hanya 2,3 sampai minggu ke-4
(Gambar 2). Untuk itu dicoba pemberian glutamin 100
mg/l agar gejala penguningan daun dapat ditekan
selama mungkin schingga biakan dapat membentuk
tunas dengan tingkat proliferasi yang tinggi (Gambar 3).
Pada tanaman mehnjo (Gretfum gremon), glutamin
dapat mengatasi masalah penguningan dan rontoknya
daun (Yelnititis, 1995), demikian pula pada tanaman
Commiphora wightii (Bare dan Mehta, 1993) dan
Dalbergia latifolia (Swammy ef al_, 1992).

Penguningan dan rontoknya-daun yang paling cepat
terjadi pada minggu ke-2 padamedia WPM + BA 3 mg/1
+ thidiazuron 0,01 mg/l. Dengan penambahan AgNO3

Purnamaningsih et al.: Penekanan Masalah Penguningan pada Daun Pulai 3



Gambar 1. Penguningan daun yang terjadi secara cepat pada biakan pulai.
Laboratorium Balitbio.

Gambar 2. Pertumbuhan biakan pada media dengan penambahan AgNOg, glutamin dan
arginin. Laboratorium Balitbio.
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Gambar 3. Tunas in vitro yang mampu berakar pada media yang sama untuk
pertunasan. Laboratorium Balitbio.

I mg/l dan arginin 100 mg/l, gejala tersebut dapat
dipertahankan sampai minggu ke-8 dan 9. AgNO3 telah
digunakan untuk menghambat aktivitas etylene
demikian pula glutamin dan arginin. Glutamin dan
arginin merupakan asam amino sumber N-organik yang
lebih mudah digunakan daripada N-anorganik. Dengan
demikian, kedua asam amino tersebut dapat pula
meningkatkan pertumbuhan biakan.

Peningkatan subkultur sejalan dengan laju
pertumbuhan biakan. ditinjau dari banyaknya tunas dan
buku yang terbentuk untuk setiap biakan. Banyaknya
tunas atau buku menunjukkan keberhasilan
perbanyakan cepat. Pada media awal rata-rata jumlah
tunas hanya 0.5 sedangkan dengan subkultur meningkat
dua kali lipat. Bahkan dengan subkultur yang ke-5,

rata-rata jumlah tunas meningkat 6 kali lebih banyak. .

Pertumbuhan tunas vang cepat karena perlakuan sub-
kultur nampak nyata pengaruhnya pada pertumbuhan

tunas ke arah pemanjangan. Biakan yang baru
dikulturkan pada media awal, setelah 1 bulan, rata-rata
panjang tunas hanya sekitar 0,5 cm, tetapi pada media
subkultur-5 panjang tunas mencapai 2.45 ¢cm. Bahkan
pada beberapa biakan sudah menunjukkan adanva
induksi tunas ganda. Subkultur berulang untuk memacu
pemanjangan tunas in vifro telah pula dilakukan oleh
Brossard et al. (1996) pada tanaman hibnid Larix x
Eurolepis. Demikian pula halnya dengan paramcter
lainnya, sampai dengan subkultur ke-5, rata-rata jumlah
daun 20 kali jauh lebih banyak daripada media awal.

Bila metode produksi tunas i vitro dengan tingkat
proliferasi yang tinggi sudah diperoleh maka penelitian
akan dilanjutkan untuk percobaan penyimpanan in vitro
cara pertumbuhan lambat. Metode tersebut telah
diterapkan pada berbagai tumbuhan obat lainnya, baik
vang langka maupun vang berpotensi (Mariska dan
Gati, 1996).

Purnamaningsih et al.: Penekanan Masalah Penguningan pada Daun Pulai 3
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Gambar 4. Hubungan media tumbuh dengan panjang tunas, jumlah tunas, dan jumlah
daun pulai. Laboratorium Balitbio, April 1996-Juni 1997.
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KESIMPULAN

Dengan subkultur berulang (sampai ke-5), dava
meristematis tanaman pulai dapat ditingkatkan. Tanpa
subkultur, pertumbuhan tunas sangat lambat dan biakan
tidak mampu membentuk tunas ganda. Media yang
terbaik untuk menumbuhkan tunas adalah media WPM
+BA 3 mg/l + thidiazuron 0,01 mg/l.

Penambahan AgNO3 1 mg/l dan arginin 100 mg/1
pada media WPM yang mengandung BA 3 mg/l +
thidiazuron 0,01 mg/l dapat memperlambat gejala
penguningan dan rontoknya daun sampai dengan
minggu ke-8 dan 9.
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