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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan pusat keanekaragaman hayati
dunia setelah Brazil dan Zaire. Diperkirakan sekitar 15-
17% jumlah spesies dunia terdapat di Indonesia. Ke-
ragaman genetik tersebut harus dijaga kelestariannya
karena merupakan modal penting dalam menghasilkan
varietas unggul untuk memenuhi kebutuhan pangan dan
obat-obatan masyarakat.

Peningkatan jumlah penduduk yang diikuti oleh pe-
ningkatan kebutuhan akan pangan dan papan dapat me-
nyebabkan terdesaknya habitat berbagai jenis flora dan
fauna (Surjohadikusumo, 1995). Hal ini dapat mengan-
cam kelestarian berbagai tumbuhan. Pemanenan secara
berlebihan pada habitat asli tanpa diikuti oleh usaha budi
daya yang baik akan memperbesar tingkat erosi tumbuh
an. Zuhud et al. (1994) menyatakan bahwa kerusakan
habitat dapat disebabkan oleh perambahan hutan, kon-
versi hutan untuk perumahan dan eksploitasi kayu, belum
adanya usaha budi daya dan lemahnya pelaksanaan per-
aturan dan perundang-undangan.

lapang tetap diperlukan. Perlakuan yang dapat digunakan untuk meng-
hambat pertumbuhan tanaman pada penyimpanan pertumbuhan mini
mal antara lain adalah penggunaan manitol, penurunan konsentrasi
sukrosa dan suhu atau kombinasi dari keduanya serta dan penggunaan
zat penghambal tumbuh absisic acid, paclobutrazol, dan ancymidol.
Beberapa tumbuhan obat langka dan tumbuhan Iain yang berpotensi
untuk dikembangkan sudah berhasil diperbanyak dan disimpan melalui
kultur in vitro, antara lain purwoceng (Pimpinella pruat/an), pule
pandak (Rauwolvia serpentina), pule (Alstonia scolaris), inggu (Ruta
angustifolia), bidara upas (Meremia mamosa), temu puteri (Curcuma
petiolata), daun tangguh (Petivera aliacea), dan daun dewa (Gynura
pseudochina). Daya regenerasi tunas setelah penyimpanan tidak me-
nurun, biakan yang berakar dapat langsung diaklimatisasi, dan pemen-
dekan mas batang pada saat penyimpanan dapat kembali normal.

Kata kunci: Pelestarian, pertumbuhan minimal, in vitro.

ABSTRACT

The Application .of In Vitro Conservation on Endanger Species with
Minimum Growth. Germplasm conservation of the high economical
valued of crops or a endanger species needs to be implemented as the
germplasm are the valuable assets that can be used by plant breeders to
create a new varieties. Conventional method of conservation needs a
large area and has a high risk resulted by pest and disease incidence or
bad environmental condition. Besides, it very costly at the crops needs
to be replanted each year, especially for tuber crops. In vitro
conservation is more beneficial, since it needs relatively narrow space,
the materials is free from pest and disease, the culture is easy to be
prepared when it is needed. However the method needs high cost of
initial infestation and further overhead of laboratory apparatus, this field
collection is some time necessary. Some treatments that can inhibit the
growth in conservation are manitol, low concentration of sucrose, low
shun or the combination of these treatments and the application of
absisic acid, paclobutrazol and ancymidol. Several medicinal plants
categorized as rare, have been successfully propagated and conserved in
vitro are Purwoceng (Pimpinella pruatjan), pule pandak (Rauwolfia
serpentina), pule (Alstonia scolaris), inggu (Ruta angustifolia), bidara
upas (Merremia mammosa), temu putri ( Curcuma petiolata), daun
tangguh (Pettivera alliacea) and daun dewa (Gynura pseudochina).
Regeneration ability of shoot was not reduced after conservation and
the rooted culture can be directly acclimatized root inhibition during
storage was back to normal growth

Key words: Conservation, germplasm, minimal growth, in vitro.

ABSTRAK

Pelestarian plasma nutfah tumbuhan langka yang mempunyai nilai
ekonomi perlu segera diiakukan mengingat plasma nutfah merupakan
sumber genetik yang sangat diperlukan dalam program perbaikan ta
naman dan perakitan varietas unggul. Pelestarian plasma nutfah secara
konvensional mempunyai risiko kehilangan genotipe tertentu akibat
gangguan hama, penyakit, dan memerlukan tenaga dan biaya yang cu-
kup karena tanaman harus diperbarui setiap tahun, di samping dapat
mengalami gangguan lainnya terutama pada tanaman yang diperba-
nyak secara vegetatif atau pada tanaman berumbi. Pelestarian plasma
nutfah secara in vitro tidak memerlukan tempat yang luas, bebas dari
gangguan hama dan penyakit, dan biakan dapat segera diperbanyak
apabila diperlukan. Kelemahannya terletak pada investasi awal yang
besar di samping risiko kerusakan alat dan Iain-lain sehingga koleksi di
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dengan Pertumbuhan Minimal



25Bute tin Plasma Nutfah Vol.6 No. 1 Th.2000

Penyimpanan Pertumbuhan Minimal/Lambat

Pada penyimpanan lambat, bahan tanaman yang di
simpan diusahakan tetap tumbuh tetapi proses pembelahan
selnya sangat lambat. Perlakuan yang dapat memperpan-
jang masa simpan antara lain adalah sebagai berikut:
1.Menurunkan suhu sampai 4-12C atau 20C) (Hu dan

Wang, 1983, Wilkin dan Dods, 1985) atau pertyimpan
an dalam keadaan beku di dalam nitrogen cair dengan

suhu-196C
2.Mengurangj/menghilangkan beberapa faktor esensial

untuk pertumbuhan normal (Lloyd dan Jackson, 1986;
Oka dan Niino, 1997; Desbrunais etal, 1992).

3.Menurunkan tekanan atmosfer atau oksigen.

4.Memberikan tekanan osmotik dengan menambahkan
bahan osmotik seperti manitol atau sukrosa (Bessem-
binder etal, 1993)

5.Menambahkan zat penghambat tumbuh (Withers,
1983; Lloyd dan Jackson, 1986; Oka dan Niino, 1997;

Setia etal, 1995).
Zat penghambat tumbuh yang biasa digunakan da

lam pertyimpanan antara lain adalah asam absisat, paclo-
butrazol dan ancymidol. Asam absisat merupakan senya-
wa kimia yang berperan dalam proses fisiologi dan berin-
teraksi dengan zat tumbuh lainnya, terutama GA yang bia
sanya berperan sebagai penghambat pertumbuhan biakan
(Wattimena, 1988). Pada tanaman obat langka pule pan-
dak, media perlakuan ABA 1,5 mg/1 dapat menghambat
pertumbuhan biakan sampai 15 bulan penyimpnanan tanpa
menurunkan daya tumbuh biakan tersebut (Mariska dan
Seswita, 1994). Dengan adanya asam absisat pada media
maka penghambatan terjadi kearah pemanjangan dan ter-
hadap pembentukan tunas. Pada tanaman daun dewa,
penggunaan media ABA sebanyak 5 mg/1 menghasilkan
tunas paling pendek (Gati dan Pumamaningsih, 1997).

Paclobutrazol mempunyai pengaruh fisiologis, antara
lain, sebagai anti giberelat yang berperan dalam mengham
bat perpanjangan sel pada meristem subapikal sehingga
memperpendek mas tanaman dan memperpanjang masa
simpan (Dick, 1979). Ancymidol (pyrimidin methanol)
mempunyai aktivitas yang sama dengan paclobutrazol, ke-
duanya dapat menghambat pertumbuhan dan memperpen
dek ruas batang. Ancymidol dan paclobutrazol mengham
bat urutan reaksi oksidasi dari ait kaurene menjadi asam
ait kaurenoid dalam pembentukan giberelat (Wattimena,

1988).

Langkah awal yang perlu dilakukan dalam pelestari-
an plasma nutfah adalah menyelamatkan tanaman langka
yang mempunyai sifat atau genotipe yang potensial untuk
dimanfaatkan. Hal serupa juga dilakukan pada kerabat-
kerabat liarnya Pelestarian tanaman tertentu sudah dilaku
kan oleh badan-badan internasional, misalnya IRRI untuk
tanaman padi, CIAT untuk umbi-umbian, CIMMYT un
tuk jagung dan gandum, dan CIP untuk kentang

Pelestarian plasma nutfah secara tradisional di kebun
koleksi, terutama untuk tanaman yang perbanyakannya di
lakukan secara vegetatif atau tanaman yang berumbi, me-
merlukan tempat, biaya, dan tenaga yang cukup besar dan
memiliki risiko kehilangan genotipe akibat gangguan hama
dan penyakit serta kerusakan karena tekanan lingkungan
(Sastrapraja, 1988; Withers, 1983, Lloyd dan Jackson,
1986). Untuk itu, teknologi in vitro memegang peranan
penting dalam upaya pelestarian plasma nutfah tanaman
tersebut.

PENYIMPANAN SECARA IN VITRO

Pelestarian plasma nutfah melalui kultur in vitro pada
tanaman tahunan maupun tanaman herba biasanya dilaku
kan pada spesies-spesies yang bijinya tidak dapat disimpan
lama atau pada tanaman yang sudah dikuasai mikropropa-
gasinya (Grouth, 1995). Agar penyimpanan secara in vitro
dapat memberi hasil lebih efektif, ada beberapa perlakuaan
yang perlu diberikan, antara lain meminimalkan pertum-
buhan tunas, mengusahakan agar viabilitas biakan tidak
menurun dan stabilitas genetik tetap terjaga sehingga tidak
terjadi variasi somaklonal. Teknik penyimpanan secara se-
derhana yang dapat digunakan antara lain adalah penyim-
panan dalam keadaan tumbuh dan pertyimpanan pertum-
buhan nimimal/lambat.

Penyimpanan dalam Keadaan Tumbuh

Pertyimpanan dilakukan dengan menggunakan media
yang biasa digunakan untuk perbanyakan tanaman dengan
mengurangi konsentrasi zat pengatur tumbuh atau meng-
encerkan garam makro menjadi setengah takaran. Pada pe
rtyimpanan ini, biakan perlu dipindahkan secara rutin pada
media bam sehingga memperbesar peluang terjadinya
kontaminasi. Selain itu, cara ini memerlukan tenaga dan
biayayang besar serta memungkinkan terjadinya perubah-
an genetik (Bhojwani dan Razdan, 1983; Withers, 1983).
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pat meningkatkan kandungan klorofil pada daun dan ba-
tang (Bessembinder, 1993).

PENYIMPANAN IN VITRO PADA BERBAGAI
JENIS TANAMAN

Penggunaan Media Agar

Penelitian perbanyakan dan penyimpanan tumbuhan
obat sudah dimulai sejak 1989 di laboratorium kultur ja-
ringan Balitro dan diteruskan sampai sekarang di lab repro-
duksi dan pertumbuhan Balitbio. Penelitian ini dilakukan
mengingat pemanfaatan tumbuhan obat makin meningkat
di samping tumbuhan obat merupakan komoditas yang
erosi genetiknya tergolong pesat.

Beberapa tanaman obat yang sudah diketahui media
mikropropagasinya antara lain adalah pulasari (Gati dan
Mariska, 1992), inggu (Gati dan Husni, 1994), daun dewa
(Gati dan Purnamaningsih, 1994), som jawa (Gati dan Pur-
namaningsih, 1995), temu putri (Gati dan Yelnititis, 1994),
purwoceng (Mariska et al, 1995), temu giring (Purnama-
ningsih dan Gati, 1997), pule pandak (Seswita et al., 1993),
bidara upas (Hutarm et al, 1999), pulai (Pumamaningsih
etal, 1998), kencur (Seswita etal, 1994), dan tempuyung
(Manska dan Gati, 1993). Saat ini sedang diteliti beberapa
tumbuhan obat langka lainnya yaitu kisariawan, puar, dan
pranajiwa Biakan yang dihasilkan disimpan dalam keada
an tumbuh maupun menggunakan zat penghambat tum
buh.

Biakan purwoceng memiliki pertumbuhan sangat
lambat sehingga penyimpanan dilakukan dengan menggu
nakan media perbanyakan yaitu media dasar DKW diberi
BA 1 mg/1. Demikian pula bidara upas (daun ungu) yang
faktor multiplikasinya sangat lambat sehingga dalam pe-
nyimpanannya digunakan media dasar MS + BA 3 mg/
1 dan 2 iP 3 mg/1 tanpa zat penghambat tumbuh. Pada daun
tangguh pernah dicoba perlakuan zat penghambat tumbuh
paclobutrazol untuk penyimpanan, namun belum menun-
jukkan hasil yang optimal karena biakan menjadi kekuning-
an sehingga dalam penyimpanannya digunakan media da
sar MS + BA 1 mg/1 dan GA 10 mg/1 (Gati dan Manska,
1997).

Selain kedua metode tersebut, saat ini mulai dikem-
bangkan metode enkapsulasi, yaitu suatu teknik penyalutan
atau pembungkusan eksplan dengan alginat yang membuat
eksplan tidak rusak dan dapat tumbuh. Dengan metode en
kapsulasi, embrio somatik atau tunas pucuk dapat dilin-
dungi dan disimpan (Redenbaugh et al, 1987). Matrik en
kapsulasi berperan sebagai endosperm atau kotiledon dan
dapat melindungi eksplan selaijia penyimpanan (Bapat,
1993). Pada enkapsulasi, matrik dapat menghambat respi-
rasi dan aktivitas metabolisme sehingga menghambat per-
tumbuhan (Brodelius et al. 1982 dalam Maruyama et al.,
1997).

KELEBIHAN DAN KELEMAHAN
PENYIMPANAN SECARA IN VITRO

Keuntungan penyimpanan secara in vitro antara lain
adalah: (1) tidak memerlukan areal yang luas, (2) bebas da-
n gangguan hama dan penyakit, (3) memudahkan pertu-
karan tanaman antarlaboratorium atau antarnegara, dan (4)
biakan dapat segera diperbanyak apabila diperlukan. Ken-
dala penyimpanan secara in vitro adalah: (1) memerlukan
investasi biaya cukup tinggi, (2) perlu analisis kestabilan
genetik pada maten yang disimpan sehingga koleksi ta
naman di kebun koleksi tetap diperlukan (Mariska et al^
1996).

Untuk menguji daya tumbuh biakan yang disimpan
diperlukan uji daya tumbuh dengan cara menanam tunas
pada media untuk perbanyakan. Laju multiplikasi yang
tinggi dan penampakan visual biakan yang normal me-
nunjukkan bahwa perlakuan fisik maupun media perlakuan
tidak mempengaruhi viabilitas biakan yang disimpan.

Media perlakuan maupun faktor fisik seperti suhu
atau cahaya yang diberikan umumnya dapat mempenga
ruhi kemampuan regenerasi tunas setelah periode penyim
panan. Sebagai contoh pada tanaman Pyrus sp., laju rege
nerasi tunas yang tinggi didapatkan pada tunas yang disim
pan pada suhu 5C dalam keadaan terang dibanding yang
disimpan di tempat gelap (Oka dan Niino, 1997). Demikian
pula pada perlakuan tanpa sukrosa, biakan tampak terham-
bat pada suhu penyimpanan 5C. Regenerasi tunas nilam
yang berasal dari perlakuan paclobutrazol tampak lebih hi-
jau dibanding perlakuan manitol karena paclobutrazol da
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tunas yang dihasilkan. Pada perlakuan ancymidol yang di
kombinasikan dengan media MS 11/2, penghambatan le
bih efektif karena biakan tetap pendek dan kemampuan
multiplikasinya rendah sehingga mengurangj interval sub-
kultur.

Penghambatan yang disebabkan oleh paclobutrazol
dan ancymidol didapatkan pula pada pule pandak. Pada
media dasar Monier yang diencerkan dan dikombinasikan
dengan paclobutrazol 3 mg/1 atau ancymidol 0,5 mg/1,
biakan yang disimpan selama 9 bulan masih tetap hijau dan
tegar, disamping itu biakan yang berakar dapat langsung
diaklimatisasi.

Selam zat penghambat tumbuh, untuk menghambat
pertumbuhan tunas dapat pula digunakan marutol atau sor-
bitol yang berpengaruh dalam menekan stabilitas osmotik
jaringan. Konsentrasi manitol sampai 4% dapat mengham
bat pertumbuhan tunas tanpa menurunkan viabilitas jaring
an. Hasil penelitian Kristina et al (1995) pada inggu me-
nunjukkan bahwa penggunaan manitol 500 mg/I dapat
memperpanjang masa simpan tunas dibanding pengguna
an paclobutrazol. Sementara itu hasil penelitian Roostika
dan Novianti (1999) pada tanaman ubi menunjukkan bah

wa penggunaan manitol 40 g/1 yang dikombinasikan de
ngan paclobutrazol 3 mg/1 menghambat tinggi maypun
jumlah tunas sehingga biakan sampai 6 bulan penyimpan
an belum perlu dipindahkan sedangkan pada kontrol terjadi
klorosis pada daun. Penelitian Gati et al (1999a) pada ta
naman nilam menunjukkan bahwa penggunaan manitol
3% mampu menghambat ^tipggi tunas dan ukuran daun,
namun faktor multiplikasi masih tetap tinggi dan hasil ter-
baik didapatkan dari kombinasi antara manitol 3 % ditam-
bah paclobutrazol 4 mg/1.

Penyimpanan pada suhu rendah sudah banyak dite-
rapkan Keuntungan penyimpanan dari cara ini antara lain

Jenis tumbuhan yang penyimpanannya mengguna
kan zat penghambat tumbuh antara lain adalah pulai
(Pumamaningsih et al, 1999), pule pandak (Mariska dan
Seswita, 1994 dan Pumamaningsih dan Gati, 1997), inggu
(Knstina et al, 1994), pulasari (Gati et al, 1994), daun
dewa (Gati dan Pumamaningsih, 1995) dan nilam (Gati et
al, 1999a). Formulasi media yang digunakan untuk pe
nyimpanan dapat dilihat pada Tabel 1.

Pada tumbuhan pulasari, pule, daun dewa dan pule
pandak, adanya zat penghambat paclobutrazol dan ancy-
midol dengan konsentrasi 1-5 mg/1 yang dikombinasikan
dengan pengenceran media dasar atau media dasar penuh
dapat menghambat pertumbuhan. Secara visual, pada
biakan teqadi pemendekan mas batang dan daun meng-
gerombol pada ujung sehingga tunas tampak kerdil. Di
samping itu, daun menjadi lebih hijau dan biakan menjadi
lebih tegar, seperti pada tanaman Brassica carinata A.Br.
Dengan adanya paclobutrazol maka tunas menjadi pendek
dan lebih hijau (Setia et al, 1995). Dengan demikian maka
dimungkinkan penyimpanan biakan dalam masa yang le
bih lama Hal yang sama didapatkan oleh Reuveni dan
Golubowiczs (1993), di mana dari tiga anti geberelat yang
digunakan (ancymidol, paclobutrazol dan uniconazole)
pada plantlet pisang, asam absisat mempakan zat yang
paling efektif untuk menghambat tinggi planlet pada kon
sentrasi rendah (1-5 mg/1). Pengaruh lainnya dari anti gibe-

"%_ relat adalah bentuk dan ukuran daun yang lebih mengecil
-%dibanding kontrol. Hasil yang sama didapatkan pula pada

pulasan dan pule pandak (Gati dan Manska, 1997) serta
nilam.

Pada tanaman pulasari, penghambatan pertumbuhan
tunas paling nyata didapatkan pada kombinasi media MS
dengan paclobutrazol konsentrasi 3 mg/1, dan ada kecen-
derungan bahwa makin tinggi konsentrasi makin pendek

Pumamaningsih etai, 1999
Mariska etai, 1995
Gati dan Pumamaningsih, 1995
Kristina etai, 1995

Gab etal.,1994

Pumamaningsih dan Gati, 1997
Mariska dan Seswita, 1994

Pustaka

WPM+paclo 1 mg/1
DKW + BAlmg/1
MS + paclo3mg/l
MS + Manitol500mg/l
MS 1/2+Ancym 0.5 mg/1
MSl/2 + Paclo5mg/l
Man 1/2-+-Ancym 0.5 mg/1
Mon 1/2+paclo 3 mg/1
MS+ABAlmgd
Formulasi media penyimpanan

= Murashige dan Skoog
= Monier

Pule (Alstonia scolaris)
Purwoceng (Pimpinellapruatjcm)
Daun dewa (Gynum procumbens)
Inggu (Ruta angustifolia)

Pulasari (Alyxia stellata)

Pule pandak (Rauwolfia serpentma)
Jenis tumbuhan obat

MS
Mon

6
5
4
3

2

1
No

Tabel 1. Formulas media untuk penyimpanan pada beberapa tumbuhan obat, menggunakan zat penghambat tumbuh.
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Sumber: Maruyama etal. (1997).

Tunas pucuk (34 mm)
B5 med +4 % (wt/vol) sod alginat
Air+l%(wt/vol)
agar
20C
6 bulan
70%

tunas pucuk34 mm)
WPM +4 % (wt/vol) sod alginat
air+l%(wt/vol)
agar
25C
12 bulan
90%

tunas pucuk (34 mm)
WPM+4%(wt/vol)sod
alginat air+l%(wt/vol)
agar
12C
12 bulan
80%

Eksplan yang dienkapsulasi

Matrik

Substrat untuk penyimpanan

Suhu penyimpanan
Lama penyimpanan
Laju regenerasi

J. mimosaefoliaG. crinitaC odorataPerlakuan

Tabel 3. Penyimpanan dengan enkapsulasi pada Cedrella odorata, Guazuma crinita dan J. mimosafolia.

Sumber: Grouth (1995).

156
156
156

52
56
72
52
52
60
52
52

24
36
26
44
40

9
13
9

18/22
5

20
6-12
24
2-6
22
4

7
4

20
9-12
-3

Penyimpanan selama 1 tahun

Prunussp.
Vitis rupestris
Coffea arabica

Malus domestica

Allium porrum
Penyimpanan selama 1-2 tahun

Malus domestica
Ipomoa batatas

Trifolium repens
Lolium multijlorum

Solanum sp.
Manihot esculentum

Musasp
Dioscorea rotunda

Penyimpanan lebih 2 tahun
Colocasia esculentum

Xanthomonas sp.
Colocasia esculentum

Interval subkultur

(minggu)
Suhu penyimpanan

Spesies

Tabel 2. Beberapa spesies tumbuhan yang disimpan secara in vitro menggunakan eksplan tunas pucuk atau

plantlet dengan suhu rendah.

Enkapsulasi
Penelitian konservasi plasma nutfah menggunakan

teknik enkapsulasi belum banyak dilaporkaa Beberapa
spesies yang sudah disimpan antara lain adalah embrio
somatik pada Santalum album (Bapat dan Rao, 1988), tu
nas aksilar Moms indica (Bapat et al, 1987), dan tunas ad-
ventif Moms alba (Machii, 1992). Hasil penelitian Maru-
yama et al. (1997) menunjukkan, eksplan berupa tunas
pucuk yang disimpan selamal 2 bulan temyata masih te-
tap hidup dan kemampuan regenerasinya masih tetap ting-
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adalah dapal menghambat pertumbuhan secara alami, le-
bih praktis, tingkat mutasi lebih rendah, dan mated dalam
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rendah dapat dilihat pada Tabel 2.
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KESIMPULAN
Pelestarian plasma nutfah tanaman pangan, hortikul-

tura dan tanaman obat perlu segera dilakukan untuk meng-
hindari punahnya genotipe tertentu yang sudah langka Pe-
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