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ABSTRACT

Lotrok leaves (Saurauia bracteosa D.C.) is a native plant of Indonesia that is included in the
IUCN list with a vulnerable status. This plant contains a variety of biological compounds with their
activities as antidiabetic, antioxidant, antimicrobial, anticholesterol, antitumor, anticancer, and wound
healing. Information regarding the propagation of this species is still limited, so this studyaims to obtain
the optimal sterilization method for in vitro propagation. The explants used were leaves of S. bracteosa
from the collection of the Eka Karya Bali Botanic Gardens. In this study, the types of sterilants used
were 50% and 70% alcohol, ascorbic acid, bactericide, detergent, fungicide, sodium hypochlorite
(NaClO), and tween 20. The experiment was carried out with foursterilization methods. The culture was
placed in two different environmental conditions, namely in light and dark. The experimental results
showed that the four sterilization methods were able toproduce sterile explants. The best sterilization
method is method Il which includes immersion in detergent+tween 20, bactericide+fungicide+tween
20, ascorbic acid 200 mg L™, 70% alcohol, 20% NaClO, and stored in dark conditions. This method
was able to restore the color of leaves that have experienced browning to greens.
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ABSTRAK

Daun Lotrok (Saurauia bracteosa DC.) merupakan tanaman asli Indonesia yang termasuk
dalam daftar IUCN dengan status vulnerable. Tanaman ini mengandung berbagai senyawa biologis
dengan aktivitasnya sebagai antidiabetes, antioksidan, antimikroba, antikolestrol, antitumor, antikanker,
dan penyembuhan luka. Informasi mengenai perbanyakan jenis ini masih terbatas, sehingga penelitian
ini bertujuan untuk mendapatkan metode sterilisasi yang optimal dalam upayaperbanyakan secara in
vitro. Eksplan yang digunakan berasal dari koleksi Kebun Raya Eka Karya Bali, berupa daun S.
bracteosa. Pada penelitian ini, sterilan yang digunakan yaitu alkohol 50%, alkohol 70%, asam askorbat,
bakterisida, detergen, fungisida, sodium hipoklorit (NaClO), dan tween 20. Percobaan dilakukan
dengan empat metode sterilisasi dengan peletakan hasil kultur di dua kondisi lingkungan yang berbeda,
yaitu terang dan gelap. Hasil percobaan menunjukkan bahwa keempat metode sterilisasi mampu
menghasilkan eksplan yang steril. Metode sterilisasi terbaik adalah metode 1l yang meliputi
perendaman dalam detergen+tween 20, bakterisida+fungisida+tween 20, asam askorbat 200 mg L™,
alkohol 70%, NaClO 20%, dan disimpan dalam kondisi gelap. Metode ini mampu mengembalikan
warna daun yang telahmengalami pencoklatan menjadi hijau.

Kata Kunci : Asam Askorbat, daun Saurauia bracteosa, Eksplan, NaClO, Sterilisasi.
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PENDAHULUAN

Saurauia bracteosa DC. merupakan salah satu tanaman asli Indonesia. Di pulau Jawa,
tanaman berkayu ini dikenal dengan nama lotrok. Tanaman lotrok umumnya ditemukan di
hutan atau pada daerah yang lembab dengan tinggi sekitar 3—15 m. Lotrok memiliki buah kecil
berbentuk bulat dengan biji yang banyak. Daunnya panjang, lebar, ujungnya lancip dan bagian
bawahnya memiliki trikoma. Daun lotrok memiliki berbagai kandungan senyawa biologis
berupa alkaloid, flavonoid, saponin, senyawa fenolik, steroid, dan tanin yang berpotensi
sebagai antidiabetes, antioksidan, antimikroba, antikolesterol, dan penyembuhan luka
(Pasaribu et al. 2020; Silalahi et al. 2021).

Tanaman lotrok masuk dalam daftar IUCN dengan status vulnerable (IUCN 1998).
Oleh karena itu, diperlukan metode yang tepat sebagai solusi untuk mengatasi rendahnya
populasi dan meningkatkan strategi konservasi tanaman lotrok, yaitu menggunakan teknik
kultur jaringan. Kultur jaringan merupakan metode perbanyakan tanaman dalam kondisi
aseptis pada media agar yang mengandung nutrisi dan zat pengatur tumbuh (ZPT) untuk
menunjang pertumbuhan eksplan (lkenganyia et al. 2017). Teknik kultur jaringan
membutuhkan waktu yang singkat, lahan yang sedikit, lingkungan terkontrol, tanaman induk
dibutuhkan dalam jumlah sedikit, dapat memproduksi dalam jumlah banyak, dan identik
dengan induknya (Surya & Ismaini 2021).

Dalam pelaksanaannya, sterilisasi merupakan tahapan penting dalam kultur jaringan.
Eksplan yang berasal dari lingkungan terbuka mengandung kotoran dan mikroorganisme yang
menempel di permukaannya (Neliyati et al. 2019). Jika sterilisasi eksplan tidak maksimal,
mikroorganisme yang menempel akan berkembang dan menyebabkan kontaminasi yang
berujung pada kematian eksplan. Keberhasilan dalam memperoleh eksplan yang steril
dipengaruhi oleh jenis dan konsentrasi bahan sterilan yang digunakan. Oleh karena itu,
pemilihan metode sterlisasi yang tepat sangat penting dilakukan (Natasha & Restiani 2019).
Metode sterilisasi memiliki pengaruh yang berbeda-beda tergantung pada jenis tanaman,
bagian tanaman yang digunakan, umur tanaman, dan musim pengambilan eksplan (Martini et
al. 2013). Jenis disinfektan yang umum digunakan dalam proses sterilisasi antara lain, alkohol,
bakterisida, fungisida, dan sodium hipoklorit. Disinfektan digunakan untuk mengeliminasi
virus, jamur, bakteri, dan arthropoda yang ada di permukaan eksplan.

Selain kontaminasi, salah satu tantangan yang dihadapi adalah reaksi browning yang
dipicu oleh kehadiran senyawa fenolik (Liang et al. 2019). Pada umumnya reaksi browning
pada eskplan terjadi akibat luka irisan yang dihasilkan saat memotong eksplan sehingga terjadi
eksudasi senyawa fenol. Oleh karena itu, eksplan dan media berubah warna menjadi cokelat
yang menyebabkan pertumbuhannya terhambat (Chai et al. 2018). Langkah yang dapat
dilakukan untuk mencegah reaksi browning pada eksplan adalah dengan menambahkan agen
penghambat seperti asam askorbat, asam sitrat, dan polyvinyl pyrrolidone (PVP), dan arang
aktif (Taghizadeh & Dastjerdi 2021). Perendaman dengan asam askorbat mampu menghambat
reaksi browning sebesar 64,3% pada eksplan Musa spp. (Munguatosha et al. 2014) dan
menurunkan reaksi browning sebesar 30% pada eksplan Hevea brasiliensis dalam kondisi
gelap (Admojo & Indriato 2016). Berbagai penelitian telah dilakukan untuk menguji aktivitas
ekstrak daun lotrok, namun informasi mengenai perbanyakan daun lotrok masih terbatas,
sehingga penelitian ini bertujuan untuk mengetahui metode sterilisasi yang optimal dalam
upaya perbanyakan secara in vitro.
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BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan, Kebun Raya

Eka Karya Bali pada bulan Agustus 2022. Bahan yang digunakan antara lain alkohol 50%,
alkohol 70%, detergen, tween 20, fungisida, bakterisida, media Murashige & Skoog (MS),
media Wood Plant Medium (WPM), asam askorbat, dan natrium hipoklorit. Alat yang
digunakan yaitu autoklaf, Laminar Air Flow (LAF), timbangan analitik, dan magnetic stirrer.

Bagian tanaman yang digunakan sebagai bahan tanam atau eksplan adalah daun

tanaman Saurauia bracteosa (Gambar 1) yang merupakan koleksi Kebun Raya Eka Karya
Bali. Daun disterilisasi dengan empat metode berbeda (Tabel 1). Setelah proses sterilisasi,
eksplan ditanam ke dalam botol kultur yang berisi 2 jenis media, yaitu media MS dan WPM.
Pada Metode 11, 111, dan IV botol kultur tersebut ditempatkan pada dua kondisi yang berbeda,
yaitu ruang gelap dan terang dengan suhu + 20 °C dan lama penyinaran 12 jam pada kondisi
terang. Sedangkan pada Metode | semua kultur ditempatkan pada kondisi terang.

Gambar 1. Daun Saurauia bracteosa yang digunakan sebagai bahan tanam.

Tabel 1. Metode sterilisasi daun Saurauia bracteosa

Tahapan Metode | Metode II Metode I11 Metode IV
1 Perendaman Perendaman dengan  Perendaman dengan  Perendaman dengan
dengan detergen [ | detergen + tween 20 detergen + tween 20  detergen + tween 20
60 menit L1 60 menit L] 60 menit 60 menit
2 Bersihkan daun Bersihkan daun dan  Bersihkan daun dan  Bersihkan daun dan
dan bilas dengan bilas dengan air bilas dengan air bilas dengan air
air mengalir mengalir mengalir mengalir
3 Bakterisida + Bakterisida + Alkohol 70% | | Alkohol 50% |
fungisida + tween fungisida + tween 3 menit 5 menit
20 _ 30 menit 20 LJ 30 menit
4 Alkohol 70% (125  Asam askorbat 200  Asam askorbat 200 Tanam
menit mg L 30 menit  mgL" LI 60 menit
5 NaClO 30% L 30 Alkohol 70% [J Tanam
menit 1 menit
NaClO 10% + NaClO 20% +
15 menit 10 menit
Tanam Tanam
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa empat metode sterilisasi memberikan hasil yang
berbeda dalam menghasilkan eksplan steril. Tabel 2. menunjukkan waktu pertama munculnya
kontaminasi dan warna eksplan setelah dilakukan sterilisasi. Waktu tercepat munculnya
kontaminasi adalah 3 hari setelah tanam (HST) yang terjadi pada Metode Ill dan IV. Hingga
akhir pengamatan, Metode | menghasilkan eksplan tanpa kontaminasi. Kontaminasi yang
terjadi disebabkan adanya jamur dan bakteri. Jenis kontaminasi yang disebabkan oleh jamur
ditandai dengan kemunculan sejumlah hifa berwarna putih di sekitar eksplan. Sedangkan
kontaminasi oleh bakteri biasanya menyerang langsung ke jaringan tumbuhan dan ditandai
dengan adanya lendir, Wati et al. (2020) menyatakan bahwa penggunaan eksplan berupa daun
lebih rentan terkena kontaminasi dibandingkan dengan organ tumbuhan yang lain.

Keempat metode sterilisasi mampu menghasilkan eksplan steril (Gambar 2). Proses
sterilisasi dengan menggunakan Metode | eksplan tidak mengalami kontaminasi kemungkinan
disebabkan dengan konsentrasi NaClO yang lebih tinggi dan waktu perendaman yang lebih
lama dibandingkan dengan metode lainnya (Tabel 2; Gambar 2). Hasil tersebut sejalan dengan
(Setiani et al. 2018), kombinasi NaClO dengan alkohol 70% mampu menghasilkan eksplan
yang steril hinggal 40 HST pada daun sukun. Dibandingkan Metode Il dan IV, Metode Il
memiliki waktu munculnya kontaminasi yang lebih lama. Hal ini disebabkan adanya
kombinasi antara NaClIO dengan alkohol 70%. Berdasarkan pengamatan persentase
kontaminasi Metode Il yang ditempatkan pada kondisi gelap lebih rendah dibandingkan
dengan kondisi terang (Gambar 2). Pada Metode 11, eksplan steril diperoleh pada kultur yang
ditempatkan di kondisi terang. Hal sebaliknya terjadi pada Metode 1V, eksplan steril diperoleh
pada kondisi gelap.

Pada semua metode sterilisasi warna eksplan daun berubah menjadi cokelat (Gambar
3a). Afridi et al. (2015) menyatakan bahwa konsentrasi NaClO yang tinggi dapat
menyebabkan permukaan eksplan terbakar dan mengalami browning saat ditanam. Reaksi
browning dapat juga terjadi akibat dari proses pemotongan eksplan. Saat pemotongan terjadi
reaksi enzimatis polifenol oksidase (PPO) sehingga menyebabkan senyawa fenolik teroksidasi
membentuk kuinon yang reaktif dan mampu menghambat pertumbuhan eksplan, bahkan
menyebabkan kematian pada jaringan (Moon et al. 2020). Daun lotrok mengandung senyawa
fenolik yang berfungsi sebagai respon pertahanan di kondisi lingkungan yang tidak menentu
(Pasaribu et al. 2020).

Tabel 2. Perbandingan empat metode sterilisasi terhadap kontaminasi dan warna eksplan
Saurauia bracteosa

Metode Sterilisasi Waktu Kontaminasi Pertama Warna Eksplan
Metode | Tidak ada kontaminasi Cokelat
Metode Il 4 hari setelah tanam Cokelat
Metode 111 3 hari setelah tanam Cokelat

Metode IV 3 hari setelah tanam Cokelat
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Gambar 2. Persentase kontaminasi daun Saurauia bracteosa pada empat metode yang berbeda.

Gambar 3. Eksplan daun Saurauia bracteosa yang telah disterilisasi, a. daun saat ditanam
pertama kali; b. daun yang menggulung; c. daun dengan bulatan kecil berwarna
hijau.

Perendaman dengan asam askorbat dilakukan sebagai pencegahan browning. Asam
askorbat merupakan vitamin C yang berperan sebagai antioksidan kuat. Antioksidan kuat
mampu menangkal radikal bebas saat proses pemotongan eksplan, sehingga dapat
menghambat dan meminimalisir kerusakan oksidatif (Poniewozik et al. 2022). Hasil penelitian
yang dilakukan menunjukkan bahwa terjadi perubahan warna eksplan yang disterilisasi dengan
Metode Il dan ditempatkan pada kondisi gelap. Terlihat dari eksplan daun menggulung
(Gambar 3b) dan muncul bulatan-bulatan kecil berwarna hijau (Gambar 3c). Diduga bulatan
yang muncul tersebut adalah kalus. Berdasarkan penelitian sebelumnya, perendaman dengan
asam askorbat mampu memicu pertumbuhan dan perkembangan eksplan, elongasi sel, dan
mampu meningkatkan kualitas hidup eksplan (Ndakidemi et al. 2014; Irshad et al. 2018).
Selain itu, kondisi gelap cenderung membuat pertumbuhan kalus yang lebih optimal. Hal ini
diduga pertumbuhan kalus dapat terhambat karena adanya cahaya. Syabana et al. (2017),
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cahaya dapat merusak auksin, sebaliknya eksplan yang ditanam dalam kondisi gelap mampu
mempercepat pembentukan kalus karena adanya kinerja auksin yang lebih distimulasi pada
kondisi ini. Kemunculan kalus ditandai adanya penebalan pada permukaan daun dan kemudian
bertransformasi menjadi bulatan kecil yang lebih jelas (Nada et al. 2011; Wijawati et al. 2019).
Penelitian mengenai perbanyakan in vitro S. bracteosa masih jarang dilakukan. Oleh karena
itu, penelitian lanjutan perlu dilakukan untuk mengetahui proses pembentukan kalus serta
regenerasinya dari daun S. bracteosa melalui kultur in vitro.

KESIMPULAN

Bahan dan tahapan sterilisasi berpengaruh terhadap keberhasilan sterilisasi daun
Saurauia bracteosa. Metode sterilisasi 1l yang meliputi perendaman dalam detergen+tween 20,
bakterisida+fungisida+tween 20, asam askorbat 200 mg L™, alkohol 70%, NaClO 20%, dan
kultur disimpan dalam kondisi gelap memberikan respon pertumbuhan yang terbaik
dibandingkan dengan metode lainnya. Terlihat dengan munculnya bulatan-bulatan hijau pada
daun yang diduga sebagai kalus.
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