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ABSTRACT

Sambung nyawa [ Gynura procumbens (Lour.) Merr.] is one of the traditional medicine sources. The plants are not cultivated
intensively in the field. One of the efforts to maintain and to propagate this species is by multiplication through tissue culture method. Nodes
explants were cultured in MS normal and half strength concentration macroelements, supplemented with microelements and vitamins,
combination of cytokinin BA (2 mg/1), thidiazuron (0.01 mg/l and 0.1 mg/1) and adenine sulphate (5 mg/1). Auxin (2,4D 0.5 mg/1) in
combination were added in media as treatments and activated charcoal (2 g/1) as antioxidant. Y oung leaves explants were also cultured in the
same basic medium (MS and 'A MS) in treatments with cytokinin (BA and thidiazuron). The results from nodes and young leaves explant
indicated that the highest number of survival cultures were obtained from combination between BA (2 mg/1) and thidiazuron (0.01 mg/1) in

MS normal strength basic medium.

In acclimatization stage, 100% of plantlets survived and successfully transplanted to soil medium in the field; maintenance study

indicated that subculture was prolonged until 52 weeks.

Kata kunci/key words: sambungnyawa/ Gynura procumbens, teknik perbanyakan in-vitrol in-vitro technique propagation, penyimpanan
kultur/ cultur maintenance, adenine sulfat/ adenine sulphate, 2,4D, benzyl adenine, thidiazuron.

PENDAHUL UAN

Pemanfaatan tanaman sebagai bahan obat
alami telah dilakukan sgjak lama terutama oleh
masyarakat yang berdomisili di pedalaman sebagai
upaya pertolongan pertama. Tetapi dewasa ini
masyarakat perkotaanpun kembali memanfaatkan-
nya bahkan telah banyak produsen/industri jamu
tradisional dan kosmetika yang memproduksinya.
Ada pula yang berhasil mengekspor produknya
terutama ke beberapa negara ASEAN. Dengan
demikian ketersediaan bahan baku obat untuk skala
industri sangat penting. Saet ini teknik perbanyakan
in-vitro merupakan saah satu aternatif untuk
menyediakan bahan tanaman secara massal daam
waktu yang relatif lebih singkat dibandingkan
dengan cara konvensiona. Kelebihan dari teknik
tersebut di samping dalam kondis yang aseptis/
bebas patogen, dapat menghasilkan tanaman secara
berkesinambungan /berkala. Teknik in-vitro dengan
mempergunakan berbagai bagian tanaman sangat
menguntungkan untuk perbanyakan tanaman dan

teknik tersebut telah berhasil pula memperbanyak
sgiumlah jenis tanaman yang berkhasiat obat dari
beberapa suku seperti  Talinum paniculatum,
Phyllanthus niruri, Curcuma soloensis dan
Kaempferia galanga (Gati dan Purnamaningsih,
1996; Hoesen, 1996; Mariska et al. 1996).
Beberapa jenis tanaman yang termasuk suku
Asteraceae yang sau keluarga dengan sambung
nyawa seperti  Chrysanthemum, Pyrethrum dan
Gerberajamesonii juga telah berhasil diperbanyak
dengan cara tersebut (Kyte dan Kleyn, 1996;
George, 1996).

Gynura procumbens (Lour) Merr.
termasuk suku Asteraceae yang dimanfaatkan dan
dipercaya sebagai tumbuhan yang berkhasiat obat,
baik sebagai obat luar ataupun obat yang dimakan.
Pipisan daunnya digunakan untuk mengobati
demam, penawar rasa sakit; daun dan bagian
tanaman lainnya dimakan dan dipercaya dapat
menurunkan kadar gula dalam darah. Oleh
masyarakat Jawa tumbuhan tersebut dipercaya
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berkhasiat mengobati gangguan pada kandung
kemih.

G. procumbens mempunyai nama daerah
daun sambung nyawa Tumbuhan ini banyak
ditemukan sebagai tumbuhan pengganggu (gulma)
di perkebunan tebu di Pulau Jawa, tumbuh liar di
selokan, pinggiran hutan dan padang rumput. Dapat
tumbuh pula di daerah tinggi hingga mencapai 2800
m dpi, dan tahan terhadap naungan (Davies, 1981;
Rosita et al., 1993). Tumbuhan ini biasa
diperbanyak dengan stek (batang, pucuk);
perbanyakan secara generatif jarang sekali
dilakukan karena hijinya belum pernah ditemukan
(khususnya di daerah Bogor/Jawa Barat), atau
kemungkinan tidak dapat membentuk biji, karena
lingkungan dan dfa genetikanya kurang men-
dukung. Karena perkembangbiakannya ber-
langsung secara vegetatif, maka bagian-bagian
tanaman yang dihasilkan secara genetik adaah
identik (Poerba, 1998).

Upaya perbanyakan vegetatif konven-
sond telah dilakukan oleh beberapa peneliti dan
tampaknya dalam skala laboratorium tumbuhan
tersebut mempunyai respon yang positif terhadap
perlakuan pemupukan (Utami dan Siregar, 1998).
Tetapi perbanyakan secara konvensiona ini
mempunyal kendala yang sangat mengganggu/
merugikan yaitu adanya serangan hama ulat yang
dapat menurunkan produksi daun dalam waktu yang
relatif singkat.

Daun G. procumbens mengandung 0,03%
minyak atsiri. Hasil andisa kimia menunjukkan
bahwa minyak atsiri jenis ini  memiliki 22
komponen senyawa yang didominasi oleh
seskuiterpena yang tidak menutup kemungkinan
berpotensi/mempunyai nilai ekonomi tinggi seperti
halnya artemisin dari tumbuhan Artemisia yang satu
keluarga dengan sambung nyawa (Agusta et al,
1998).

Karena potensi kandungan kimia dan
manfaat tumbuhan ini, maka dirasakan penting akan
ketersediaan G. procumbens untuk bahan baku
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industri farmasi, yang tentunya memerlukan bahan
tanaman dalam jumlah yang banyak dan
berkesinambungan. Perbanyakan dan penyimpanan
secara  in-vitro  diharapkan dapat  memenuhi
ketersediaan bahan baku tanaman dan mengurangi
resiko serangan hamal/penyakit. Selain untuk usaha
perbanyakan, teknik in-vitro ini dapat pula
dimanfaatkan untuk penyimpanan kultur dan
mempelgjari varias genetik melalui kultur kalus.

Dalan tulisan ini dilaporkan hasil
percobaan perbanyakan in-vitro dan kultur kalus G.
procumbens dengan cara mengamati respon kultur
jaringannya pada medium dasar MS daam
konsentrasi hara makro normal dan 'A konsentras
yang diberi tambahan unsur mikro dan vitamin,
serta zat pengatur tumbuh sitokinin BA, adenin
aulfat, thidiazuron dan auksin (2,4D) sebagai
perlakuan; sdain itu ditambahkan pula arang aktif
sebaga zat antioksidan. Penyimpanan kultur
sebagal usaha mengatas gangguan hama/penyakit
telah dilakukan pula yaitu kultur pada media
dengan konsentrasi hara makro yang minimal yaitu
'A dan V* bagian konsentrasi normal formulas MS.
Apabila telah diketahui respon kultur jaringannya
maka aplikas dari teknik ini untuk perbanyakan
dan penyediaan bahan baku industri farmas dalam
skda besar, serta aspek biologi lainnya dapat
dilakukan.

BAHAN DAN METODA

Bahan eksplan yang digunakan pada
percobaan kultur inisias ini berupa buku tunas
(node) dan potongan daun yang berdiameter 1 cm.
Bahan eksplan disterilisasi dengan larutan 10-15 %
klorox sdlama 10-15 menit serta dibilas air suling
3-4 kali.

Medium dasar yang digunakan adalah MS
(Murashige dan Skoog, 1962) hara makro
konsentrasi normal dan 'A konsentrasi, sedangkan
hara mikro yang dicampurkan berkonsentras
normal. Ke ddam media dasar formulas MS
tersebut masing-masing ditambahkan 04 mg/1



tiamin HC1, 100 mg/l mio-inositol, 0,5 mg1l
piridoksin HC1, 05 mg/l asam nikotinat, 2 mg/1
glisin, 20 gram/1 gulapasir dan 2 g1 phyta gdl serta
zat pengatur tumbuh sesuai perlakuan. Keasaman
medium diatur hingga mencapai nilai pH 5,7+0,I.

Zat pengatur tumbuh BA, adenin sulfat,
thidiazuron, 2,4D dan arang aktif ditambahkan ke
dalam medium dengan kombinas perlakuan seperti
di bawahini:

I. Media Kultur inisiasi eksplan buku tunas dan
potongan daun

-'/,MS (kontroll)

-V, MS+ BA 2 mg/1 + thidiazuron 0,01 mg/1

-*AMS + BA 2 mg/1 + thidiazuron 0,01 mg/1

-1 MS (kontrol II)

- 1 MS+ BA 2 mg/1 + thidiazuron 0,01 mg/1

-1 MS+BA 2mg/1 + thidiazuron 0,01 mg/1 + 2,4
D 0,5g/

Subkultur pertama dilakukan pada kultur yang

berasal dari eksplan buku tunas yang berumur 8

minggu dengan kombinasi perlakuan sebagai

berikut:

II. Media Eksplan buku tunas pada subkultur
kel

-VxMS

- Vi MS + BA 2 mg/1 + thidiazuron 0,01 mg/1

- Vi MS + BA 2 mg/l + adenin sulfat 5 mg/l+
thidiazuron 0,01 mg/1 + 2,4 D 0,5 mg/1

- Y, MS + BA 2 mg/l + adenin sulfat 5 mg/l +
thidiazuron 0,1 mg/1

-l MS + BA 2 mg/l + adenin sulfat 5 mg/1 +
thidiazuron 0,1 mg/1 + arang aktif 2 g/1

-IMS

-1 MS + BA 2 mg/1 + thidiazuron 0,01 mg/1

-1 MSBA 2 mg/1 + adenin sulfat 5 mg/1 +

Berita Biologi, Volume 5, Nomor 4, April 2001

thidiazuron 0,01 mg/1 + 2,4 D 0,5 mg/1

-1 MS + BA 2 mg/l + adenin sulfat 5 mg/1l +
thidiazuron 0,1 mg/1

-1 MS + BA 2 mg/l + adenin sulfat 5 mg/l +
thidiazuron 0,1 mg/1 + arang aktif 2 g/1

[11. Media sub kultur ke 2 dan penyimpanan

- Media dasar Knudson's - C (makro dan mikro) +
air kelapa (150 ml/1) + pisang (100 gr/1)

- MediaMS'A dan'A konsentrasi haramakro.

Percobaan perbanyakan diulang 10 kali,
penghitungan dilakukan setelah kultur berumur 8
minggu dengan peubah yang diamati adalah berat
basah kultur dan jumlah tunas. Dari nilai rata-rata
tersebut dihitung nilai galat bakunya

Kultur disimpan dalam ruangan yang
bersuhu 27-28 °C dan dengan pencahayaan lampu
TL 40 watt selama 12 jam/hari.

Kultur tahap inisas diamai per-
kembangannya hingga 8 minggu dari saat ditanam,
kemudian dihitung jumlah dan berat basah
tunasnya. Dari nilai rata-rata berat basah kultur dan
jumlah tunas dihitung nilai galat bakunya dan
dianalisa dengan uji kontras (SAS).

Subkultur kedua dilakukan pada saat
kultur berumur 10 minggu dari subkultur pertama
pada media modiiikasi Knudson yang diberi
tambahan pisang 100 g/1, air kelapa 150 ml/1 dan
arang aktif 2 g/1. Media MS *A dan V* konsentras
hara makro tanpa zat pengatur tumbuh digunakan
untuk penyimpanan kultur. Untuk percobaan
penyimpanan nilai rata-rata diperoleh dari kultur
setelah  penyimpanan 52 minggu, sedangkan
pengamatan dilakukan setiap 8 minggu. Sedangkan
kalus yang terbentuk dipindahkan pada media dasar
MS dan 'A MS unsur makro tanpa zat pengatur
tumbuh.
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Unsur makro yang digunakan*

Medium dasar formulass MS (mg/l) Medium dasar Knudson

KNO; 1900 CaNOgz,H,0 1000 mg/|

M 98047H20 370 M gSO4,7H .0 250 mg/l

NH4NO3 1650 (NH,4),S0, 500 mg/l

KH,PO, 170 KH2PO4 01M

CaCIzHZO 440 KoH PO4 0,1 M

Fe(SO4)7HZO 25 mg/l

Unsur mikro yang digunakan

M nSO4HZO 13,2 (mg/l) M nSO4HZO 5,7 (mg/l)

ZnS0,4.7H,0 2ug ZnS0,4.7H,0 331 (mg/l)

Kl 0,75 (mg/l)

H3BO3 3 ug H3BO3 56 ug

CuSQ0;4.5H,0 0,025 ug CuS0,.5H,0 40 (mg/l)

Na,M00,.,H,0 0,25 ug M 005/H,M 00,4 16 (mg/l)
* Diadops dari George (1996).

Tunas yang berakar dipindahkan pada makro  konsentrass  normal lebih  tinggi

media pasir yang dicampur arang sekam dengan
perbandingan 1:1, dan dismpan di tempat yang
terlindung dari sinar matahari langsung, 4-6 minggu
kemudian dipindahkan secara bertahap ke
lapangan.

HASIL

Pada pengamatan minggu kedua sampai
keempat secara visual, tampak sgjumlah tunas telah
terbentuk terutama pada kultur dari eksplan buku
tunas yang diberi perlakuan penambahan sitokinin.
Pada saat yang sama kalus yang berwarna kuning
dan bertekstur remah juga mulai terbentuk pada
kultur yang diberi tambahan auksin. Sedangkan
pada kultur yang berasal dari eksplan potongan
daun tampak bakal-bakal tunas yang ‘embryoid'
telah terbentuk. Nilai rataan berat basah danjumlah
tunasnya meningkat pada kultur dari kedua macam
eksplan (buku tunas, potongan daun) dalam media
yang diberi perlakuan penambahan sitokinin BA,
adenin sulfat, dan thidiazuron pada medium dasar
konsentrass hara makro norma ataupun Vi
konsentrasi; bila dibandingkan dengan nilai rataan
masing-masing kontrol (MS dan Vi MS) (Tabel 1,
2).

Perlakuan penambahan auksin (2,4 D 0,5
mg/l) ke dalam medium berhasil membentuk kalus,
tetapi kalus tersebut belum berhasil membentuk
tunas, berat basah kalus paila kultur dadam hara
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dibandingkan dengan hara makro V2 konsentrasi,
begitu pula dengan struktur kalusnya yang agak
berbeda yaitu lebih padat.

Penambahan arang aktif sebagali antiok-
sidan, cenderung menurunkan rataan berat basah
dan jumlah tunas pada kultur (Tabel 1), tetapi
secara visual ukuran tunas cenderung lebih
besar/lebih tinggi bila dibandingkan dengan kultur
dalam media tanpa arang aktif.

Hasil subkultur ke dua menunjukkan
bahwa modifikas dari media dasar Knudson
(George, 1996) dapat pula digunakan untuk
perbanyakan sambung nyawa, setelah 6 minggu
dari saat subkultur ke dua tampak tunas ganda/tunas
samping terbentuk denganjumlah rata-rata (80-90)
dan sgumlah akar (40-60) berhasil terbentuk.
Planlet/tunas berakar yang mempunya rata-rata
tinggi 9-10 cm, serta daunnya yang berdiameter
11-15 cm didapatkan pada kultur yang ditanam
dalam medium modifikass Knudson yang diberi
tambahan air kelapa 150 ml/1, pisang 100 ¢g/1 dan
arang a&ktif. Planlets tersebut berhasil hidup pada
medium pasir yang dicampur arang sekam dan
media kompos campur tanah.

Kultur pada media untuk percobaan
penyimpanan yaitu media yang mengandung hara
makro 12 dan V* bagian konsentrass media dasar
formulass MS, tampak bahwa jumlah tunas yang
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terbentuk  jumlah rataratanya lebih  kecil kondis yang relatif baik hingga 52 minggu setelah

dibandingkan dengan kultur pada media yang pemindahan dan setelah tahap penyimpanan
mengandung hara makro konsentrasi normal (Tabel tersebut, kultur mempunyai respon yang baik pada

4). Kultur tersebut dapat bertahan hidup dengan media yang mengandung hara konsentrasi normal.

Tabel 1. Pengaruh perlakuan zat pengatur tumbuh sitokinin terhadap pertumbuhan dan perkembangan tunas eksplan buku
tunas G. procumbens.

Media dasar BA (mg/1) Thidia-zuron (mg/1) Rataan berat basah (g)+gb Rataan jumlah tuna& tgb
1IMS 0 0,00 1,02+0,02a 3,02+0,08 a
1/2MS 2 0,01 6,36+0,24 c 8300£1,01 ¢
IMS 0 0,00 2,02+0,02 b 6,60£0,27 b
IMS 2 0,01 10,49+0,10d 100,40+4,70 d

Keterangan: gb = galat baku
Angka-angka yang diikuti huruf yang sama dalam satu kolom tidak berbeda nyata pada uji Kontras P < 5%.

Tabel 2. Pengaruh perlakuan zat pengatur tumbuh sitokinin terhadap pertumbuhan dan perkembangan tunas adventif eksplan
potongan daun G. procumbens

Media dasar BA (mg/l) Thidiazuron (mg/1) Rataan berat basah Rataan jumlah tunasfgalat
(gram)xgalat baku baku
14MS 0 0,00 1,1440,03 a 9,60+0,19 a
AMS 2 0,01 4,80+0,19 ¢ 19,80+0,55 b
IMS 0 0,00 2,15+0,04b 20,40+0,17 b
IMS 2 0,01 10,4+0,21 d 49,20+0,97 ¢

Keterangan: gb = galat baku.
Angka-angka yang diikuti huruf yang sama dalam satu kolom tidak berbeda nyata pada uji Kontras nilai P < 5%.

Tabel 3. Pengaruh perlakuan zat pengatur tumbuh sitokinin, auksin dan arang aktif terhadap pertumbuhan dan
perkembangan tunas eksplan buku tunas G. procumbens pada 8 minggu dari saat subkultur pertama.

Media dasar BA Adenin 24D Thidia- arang Rataan berat basah Rataan jumlah
(mg/D) sulfat (mg/1) zuron aktif (g)xgb. tunastgb.
(mg/1) (mg/D) (g/1)

4 MS 0 0 0 0,0 0 1,12+0,06 a 9,54+0,60 b
'1L,MS 2 0 0,5 0,01 0 5,75+0,60 be 0,00+0,00 a*
'1L,MS 2 5 0,0 0,01 0 6,4+0,34 ¢ 76,2+1,00 d
14 MS 2 0 0,0 0,10 0 8,85+0,04 d 106,2+1,04 €f
'1,MS 2 5 0,0 0,10 2 1,08+0,02 a 6,84+04 b
IMS 0 0 0,0 0,00 0 2,03+0,04 ab 17,00+40,3 ¢
IMS 2 0 05 0,01 0 7,03+0,10cd 0,00+0,00 &
IMS 2 5 00 0,01 0 10,65+0,04 e 82,90+030 e
IMS 2 0 0,0 0,10 0 108301 e 1222+16 f
IMS 2 5 0,0 0,10 2 1,65+0,04 a 7,02+0,47 b

Keterangan: * = kalus; gb = galat baku.
Angkarangka yang diikuti huruf yang sama dalam satu kolom tidak berbeda nyata pada uji Kontras nilai P £5%.

Tabel 4. Pengaruh perlakuan media yang mengandung hara makro minimal

terhadap pertumbuhan tunas kultur G. procumbens

Media dasar Rataan berat basah (g)+gb. Rataan jumlah tunastgb.
'‘AMS 0,92+0,02 6,60 +0,06
'‘AMS 1,231£0,24 10,12+0,31
IMS 2,12+0,02 18,70+0,27
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PEMBAHASAN

Perlakuan penambahan ditokinin - BA,
adenin sulfat, dan thidiazuron pada kultur dalam
medium dasar konsentras hara makro nonnal
ataupun Vi konsentras  dapat mendorong
pembentukan tunasnya; ha ini ditunjukkan dengan
meningkatnya nilai rata-rata berat basah kultur dan
jumlah tunasnya, baik pada kultur dari eksplan
buku tunas ataupun eksplan potongan daun bila
dibandingkan dengan nilai rata-rata masing-masing
kontrolnya.

Penambahan zat  pengatur  tumbuh
sitokinin pada percobaan kultur sambung nyawa ini
yaitu kombinas antara BA (2 mg/l), thidiazuron
(0,1 dan 0,01) mg/1 dan atau tanpa adenin sulfat (5
mg/l) berpengaruh positif terhadap pertumbuhan
dan perkembangan tunas pada kultur kedua macam
eksplan yang dicobakan, sesua dengan hasil
pengamatan Bhojwani dan Razdan (1983) yang
menyatakan bahwa semakin tinggi konsentrasi yang
ditambahkan pada media kultur, makajumlah tunas
yang terbentuk semakin bertambah. Tetapi masing-
masing pertumbuhan tunasnya terhambat. Ini
terlihat pada nilai rataan berat bassh dan jumlah
tunasnya (Tabel 1 dan Tabel 2).

Selain  zat pengatur tumbuh yang
menentukan keberhasilan kultur secara in-vitro
antara lain adalah garam-garam mineral makro dan
mikro yang terdapat dalan media dasar turut
mempengaruhinya pula. Dari beberapa penelitian
ditemukan bahwa nitrogen/senyawa nitrogen dan
raso antara amonium dengan nitrat dapat
mempengaruhi  terjadinya diferensias, dediferen-
siasi, pertumbuhan dan perkembangan eksplan atau
pembentukan organnya. Konsentrasi amonium
nerupakan hal yang menentukan dalam pembentuk-
kan tunas in-vitro yaitu dalam konsentras yang
tinggi dapat meningkatkan sintesa sitokinin (Preece,
1995). Keadaan ini teramati pula pada percobaan
perbanyakan G. procumbens di mana kultur dalam
medium dasar MS yang konsentras hara makro
nonnal cenderung lebih baik bila dibandingkan
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dengan kultur dalam media dasar hara makro 'A
bagian dengan perlakuan zat pengatur tumbuh yang
sama. Keadaan ini teramati pula pada kultur
tanaman kentang (Lillo, 1989 sitasi Preece, 1995).
Pembentukan organ-organ baru dipengaruhi pula
oleh faktor dari sumber eksplannya, auksin dan/atau
stokinin baik yang ada dalam medium atau secara
endogen (dalam jaringan tanaman); ha ini teramati
pula pada kultur G. procumbens di mana tunas yang
terbentuk dari kultur eksplan buku tunas nilai rataan
berat basah dan jumlah tunasnya cenderung lebih
tinggi bila dibandingkan dengan kultur yang berasal
dari eksplan potongan daun. Peranan auksin dalam
morfogenesis mengarah pada pembentukan kalus
atau akar, hd ini juga terjadi pada kultur yang
diberi tambahan 2,4D 0,5 mg/1 tidak membentuk
tunas tetapi membentuk kalus (George, 1996).

Kecenderrungan menurunnya bobot basah
kultur pada media yang mengandung arang akiif,
diduga bahwa arang aktif mereduksi zat pengatur
tumbuh tetapi morfologi tunasnya cenderung lebih
besar. Pengaruh arang aktif ini teramati pula pada
kultur apokat (Witjaksono, 1991) dan Caryota no
(Hoesen, 1997).

Kultur pada media dengan hara minimal
sering digunakan untuk penyimpanan kultur jangka
pendek sampai menengah dan teknik ini berhasil
pula memperpanjang waktu subkultur pada kultur
beberapa kultivar pisang (Hoesen, 2000).

KESIMPULAN DAN SARAN

Dari penelitian perbanyakan in-vitro G.
procumbens ini dapat disimpulkan bahwa, dengan
teknik in-vitro pada media dengan konsentrasi zat
pengatur tumbuh yang tepat perbanyakan massa
dapat berhasil dengan baik terutama pada kultur
yang diberi perlakuan sitokinin. Planlets yang
terbentuk berhasil ditanam pada medium pasir
campur arang sekam. Percobaan penyimpanan
kultur dengan konsentrass hara makro minimal
dapat digunakan untuk mcnyimpan kultur dalam
jangka waktu pendek dan menengah, sebagal usaha
mengatas kendala di 1apangan.
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