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OPTIMASI UMUR KALUS SEBAGAI DONOR SEL TERHADAP BIOMASSA DAN KADAR
SAPONIN PADA KULTUR AGREGAT SEL Talinum paniculatum (Jacq) Gaertn
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Abstract - This study was aimed to explore the age appropriate of callus which forming cell suspension in
liquid culture. T. paniculatum leaf explants planted on solid MS medium with the addition of 2 ppm of 2,4 D
and 1 ppm kinetin. Callus was on 3, 4, 5, and 6 weeks moved separately in 50 mL of liquid MS with 1 ppm
2,4 D and 1 ppm kinetin, agitated at 100 rpm for six days in absolute dark conditions (25 + 1°C). Dry biomass
and total saponins were measured by the Hu method. Callus on 4-week-old callus has the highest biomass
(0.16 x 10-3 g), but the highest levels of saponins derived callus at the age of 5 weeks (17.45 ppm).
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PENDAHULUAN

Talinum paniculatum (Som Jawa)
dikenal masyarakat tropis sebagai tumbuhan
herba yang memiliki beberapa khasiat pada
umbi akarnya (Santoso, 2012). Penelitian
terdahulu  telah berhasil mengungkap
potensi umbi T. paniculatum, antara lain
sebagai pemacu jumlah dan motilitas sperma
(Saroni et al., 1999), anti radang (Sumastuti,
1999), potensi androgenik (Winarni, 2009),
dan potensi viabilitas sperma (Rahmi et al.,
2011). Oleh karena itu, upaya untuk
meningkatkan produksi saponin perlu terus
dilakukan.

Produksi dalam skala besar di lapang
memiliki  banyak keterbatasan. Selain
masalah modal, minimnya informasi tanam
di lapang, serangan hama patogen, juga
perlu dipertimbangkan semakin sempitnya
lahan pertanian yang tersedia. Sharma et al.
(2011) menyatakan bahwa bioteknologi
kultur in vitro memiliki prospek untuk
mengatasi keterbatasan tersebut. Salah
satunya dengan kultur agregat sel. Kultur
agregat sel pada media cair memiliki
kelebihan. Selain lebih mudah dilakukan,
metabolit sekunder target dapat diproduksi
dengan mudah dan dalam waktu yang relatif
cepat jika dibanding dengan kultur kalus.
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Keunggulan lainnya adalah kultur tersebut
dapat digunakan lebih lanjut untuk
mengetahui mekanisme fisioseluler biosintesis
metabolit sekunder target, seperti pada Sorbus
acupadia (Qiu et al., 2011) dan pada Panax
ginseng(Hu et al., 2003).

Santoso (2012) melaporkan penggunaan
ekstrak Saccharomyces cerevisiae (sebagai
elisitor biotik) dan CuSO, (sebagai elisitor
abiotik) dalam elisitasi langsung pada media
MS padat mampu menginduksi lebih cepat
sintesis saponin. Namun, sejauh ini upaya
meningkatkan kadar saponin dengan
menggunakan metode kultur agregat sel
pada medium cair belum pernah dilaporkan.
Penelitian ini dirancang untuk mengetahui
umur kalus yang tepat sebagai donor dalam
kultur agregat sel T. paniculatum pada
medium cair. Diharapkan penelitian ini
mampu menjadi informasi dasar dalam
pengembangan produksi saponin secara in
vitro maupun sebagai dasar untuk mengetahui
mekanisme fisioseluler biosintesis saponin
pada T. paniculatum labih lanjut.

METODE PENELITIAN

Kalus yang berumur 3, 4, 5, dan 6
minggu setelah tanam digunakan sebagai
donor dalam pembentukan agregat sel. Kalus
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diinduksi dari daun pucuk ke 3 - 5 T.
paniculatum yang dipotong ukuran 1,5 x 1,5
cm  pada media MS padat dengan
penambahan 2 ppm 2,4 D dan 1 ppm kinetin.
Eksplan dikultivasi pada kondisi terang terus
menerus (3500-4000 lux pada suhu 25+ 1°¢)
dan sejumlah 0,5 g kalus dipindah secara
aseptik pada botol kultur yang berisi 50 mL
media MS cair dengan penambahan zat
pengatur tumbuh yang sama saat induksi
kalus. Kultur diinkubasi pada kondisi gelap
absolut (25¢ 1°C). Setelah enam hari, kultur
difiltrasi dengan kertas saring steril dan
diukur biomassa kering pada suhu 70°C dan
kadar saponin total dideteksi dengan KLT dan
diukur dengan menggunakan menggunakan
metode Hu et al. (2003) dengan eluen
propanol air = 14
sebelumnya dilanjutkan pada tahap analisis

3. Hasil analisis

kuantitatif dengan menggunakan peraksi
Vanillin Reagent mengacu pada metode
Makkar et al. (2007) yang dimodifikasi oleh
Santoso (2012). Data biomassa dan kadar
saponin total dianalisis dengan program SPSS

)

16 for Windows 2007 dan uji signifikasi
DMRT pada derajat 5%.

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Kalus yang akan digunakan sebagai
donor pada kultur cair agregaat sel berhasil
dinduksi dengan menggunakan daun T.
paniculatum pucuk ketiga sampai lima pada
medium MS padat dengan penambahan 2
ppm 2,4 D yang dikombinasikan dengan 1
ppm kinetin. Kalus tersebut dipanen pada
umur 3, 4, 5, dan 6 minggu setelah tanam
(kultivasi) dan memiliki karakteristik yang
relatif berbeda (Gambar 1). Kalus yang
dipanen pada umur minggu ketiga dan
empat memiliki karaktersitik morfologi
remah, berair, jernih, dan cenderung
bergerombol tidak beraturan di sekitar bekas
potongan eksplan. Hal tersebut berbeda
dengan kalus yang dipanen pada umur
minggu ke 5 dan 6 setelah kultivasi, yaitu
cenderung lebih kompak, lebih kering, warna
kalus coklat muda jernih sampai coklat keruh
dan hampir tidak ada eksplan yang terlihat.

Gambar 1. Karakteristik morofologi kalus yang diinduksi pada media MS padat yang berumur tiga (A), empat

(B), lima (C), dan enam minggu (D) (bar =1 cm).
Pengaruh berbagai rentangan umur
kalus sebagai donor dalam kultur agregat sel
T. paniculatum pada medium MS cair
disajikan pada Gambar 2. Berdasarkan data
tersebut, kalus T. paniculatum yang berumur
tiga minggu (U-3M) memiliki rata — rata
biomassa kering yang terendah (0,025 x 102
g). Hasil demikian diduga karena sel — sel
kalus masih bersifat meristematik (aktif
membelah). Pada kondisi demikian, dinding
dinding sel pada sel — sel meristematik hanya
bersifat  single yang  tersusun  atas
hemiselulosa (Teiz dan Zaiger, 2002),

sehingga mengakibatkan banyak sel — sel
kalus yang dikulturkan pada medium cair
mengalami lisis atau pecah akibat agitasi
kuat. Hal tersebut didukung oleh Dods dan
Robert (1982) bahwa sel — sel kalus
meristematik akan cenderung berada pada
fase mitotiknya sampai kondisi lingkungan
kultur menginisiasi sel — sel tersebut untuk
terdeferensiasi lebih lanjut.

Perlakuan kalus yang berumur empat
minggu (U-4M) memiliki biomassa tertinggi
(0,158 x 102 g). Namun, pada perlakuan
berikutnya (U-5M dan U-6M) cenderung
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menurun (0,13 x 1010” g dan 0,11 x 102 g).
Kalus diduga
memiliki struktur dinding sel yang lebih stabil

berumur empat minggu
dibanding dengan perlakuan U-3M. Oleh
karena itu, sel — sel kalus mampu dipisah dan
dikulturkan untuk dibiakkan padamedia cair
dengan kondisi agitasi terus menerus. Hal
tersebut berbeda dengan dengan perlakuan
U-5M dan U-6M yang cenderung memiliki
biomaassa yang lebih rendah dibanding

dengan perlakuan U-4M. Kalus U-5M dan U-
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6M yang digunakan sebagai donor kultur
agregat sel, cenderung lebih kompak. Hal
tersebut  didukung hasil pengamatan
karakteristik morofologi kalus yaitu memiliki
tingkat keremahan kalus yang rendah dan
warna kalus yang lebih gelap. Diduga sel — sel
kalus tersebut tidak dapat memisah dengan
baik walaupun diagitasi terus menerus
dengan kecepatan 100 rpm selama enam
minggu dan tidak mampu membelah lebih

lanjut pada media cair.

U-3M

U-4M U-5M U-6M

Gambar 2. Biomaass kering (mg) hasil kultur agregat sel T. paniculatum pada hari ke enam kultivasi.
Batangwarna yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda signifikan pada taraf uji DMRT pada derajat 5%.

Adapun data kadar saponin total yang
diperoleh dari perlakuan pada penelitian ini
tersaji pada Gambar 3. Berdasarkan data
kadar total
terdapat pada perlakuan kalus yang berumur

tersebut, saponin tertinggi
lima minggu setelah kultivasi (U-5M) vyaitu
mencapai 17,45 ppm/ 0,1 g sampel. Kadar
saponin total pada perlakuan U-6M lebih
rendah dibanding dengan perlakuan U-5M,
yaitu hanya sejumlah 14,1 ppm/ 0,1 g
sampel.Perlakuan dengan donor kalus yang
berumur kurang dari enam minggu (U-6M),
seperti U-4M dan U-3M juga memiliki kadar
saponin total yang lebih rendah, yaitu 9,2
dan 4,2 ppm/ 0,1 g sampel.

Hasil tersebut sangat berlawanan
dengan data biomaassa kering terbaik hasil
kultur cair agregat sel T. paniculatum yang
kalus

dapat diperoleh pada perlakuan
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berumur 4 minggu setelah kultivasi (U-4M).
Perbedaan kadar saponin total hasil optimasi
umur kalus donor kultur agregat sel dapat
disebabkan faktor fase sel — sel donor kalus
yang digunakan berbeda — beda, sehingga
membentuk jenis jalur sel (line cell) yang
berbeda pula. Jenis line cell yang berbeda
dapat menginduksi metabolit sekunder yang
berbeda pula (Sharma et al, 2011) dan
bahkan akselerasi akumulasi senyawa target
juga (Jin dan Keng, 2013).Pada kalus donor
umur tiga sampai empat minggu kultivasi
diduga cenderung memiliki daya mitotik
yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan
umur lima sampai enam minggu setelah
kultivasi. Hal tersebut didukung dengan data
morflogi kalus yang menunjukkan bahwa
karakteristik sel — sel kalus pada minggu
ketiga sampai empat adalah sangat remah,




sel — sel kalus jernih, dan berair. Hal tersebut
sangat kontras dengan kalus yang digunakan
sebagai donor umur lima sampai enam
minggu setelah kultivasi yang lebih kompak,
sel — sel kalus berwarna coklat muda dan
cnederung tidak berair. Hal ini didukung oleh
pendapat Pierik (1989) yang mengungkapkan
bahwa sel — sel kalus yang masih memilki
kemaampuan aktif mitotik antara lain
berwarna jernih, bentuk tidak beraturan
(amorf), remah, dan berair.

Namun, akhir - akhir ini
perkembangan bioteknologi kultur in vitro
berbeda.
Kondisi fase sel — sel yang dikulturcairkan

tumbuhan  menunjukkan hal

untuk memproduksi metabolit sekunder

target dapat domonitoring dengan

menggunakan teknologi flositometri.
Penelitian yang dilakukan oleh Stancheva et
al. (2011) menunjukkan bahwa profil kondisi
sel — sel pada kultur suspensi sel
Harpagpphytum procumbers untuk memproduksi
beberapa senyawa phenylethanoid glycosides
cenderung didominasi sel — sel dalam kondisi
GO/G1. Hal senada juga dilaporkan oleh
Chaco et al (2010) yang melaporkan bahwa
sel — sel Sylibum pamyanum untuk
memproduksi sylymarin pada kultur cair
selama 72 jam didominasi berpada pada fase
GO/G1. Oleh karena itu,

penelitian lebih lanjut yang tidak hanya

diperlukan

mencari optimasi jumlah inokulum dan
kecepatan agitasi saja, namun juga
bagaimana memonitoring profil fase — fase
sel vyang sedang dikulturkan beserta

kinetikanya.
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sampel) hasil kultur agregat sel T. paniculatum
pada hari ke enam kultivasi. Batang warna yang
diikuti huruf yang sama tidak berbeda signifikan
pada taraf uji DMRT pada derajat 5%.

SIMPULAN, SARAN, DAN REKOMENDASI

Pada perlakuan dengan menggunakan
kalus berumur empat minggu sebagai donor
kultur agregat sel T. paniculatum memiliki
biomassa kering tertinggi (0,16 x 102 g)
dibanding dengan perlakuan lainnya. Namun,
kadar saponin total diperoleh pada
perlakuan kalus yang berumur 5 minggu
yaitu sejumlah 17,45 ppm. Saat ini sedang
dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
mencari optimasi kecepatan agitasi (rpm)
dan jumlah inokulum (kalus donor) terhadap
morfologi agregat sel, biomaassa, interval
waktu pemanenan, kadar saponin,
kinetikanya serta elisitasi pada kultur cair
agregat sel.
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TANYA JAWAB

Penanya : Siti Chalimah ( UMS))

Pertanyaan :

a. Apa yang akan dicapai dalam penelitian
tersebut ?

b. Dari penjelasan dalam presentasi di sebutkan
ada sel yang berbeda , Apa yang berbeda?
Bentuk atau aktivitasnya ?

¢. Mengapa daun sebagai sumber eksplan ?

d. Setelah ditemukan hasilnya, apa tahap
berikutnya ?

e. Mengapa tidak
lapangan?

Jawaban :

a. Penelitian ini bertujuan untuk mencari umur
kalus yang sesuai sebagai donor sel pada
kultur agregat sel sebagai dasar untuk

b. mengoptimalkan produk sisa ponin dengan
kultur agregrat sel.

c. Yang berbeda adalah kondisi atau profil fase
sel yang dapat berada S, GO, G1 atau G2 yang
dapat diketahui dengan alat flosiometri.

d. Walaupun saponin diproduksi padasel-sel
umbi akar, sel-sel kalus yang diinduksi dari
eksplan daun tetap memiliki potensi untuk
diinduksi menjadi organ lain atau jaringan lain
termasuk aktivitas selnya, contoh serupa
pada tanaman kina .

Dapat digunakan sebagai dasar untuk bahan

referensi optimalisasi kondisikultur agregat sel,

dimana sel-sel yang dikulturkan berada pada
kondisi line-cell yang tepat agar optimal dalam
memproduksi saponin. Banyak

kendala, misalnya adalah : waktu panen.

Contohnya adalah pada P anax ginseng masa

panen mencapai 2-5 tahun. Selain itu Aneaman

nematode dan hama yang mengakibatkan umbi
akar busu

dikembangkan skala
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