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' ABSTRAK

nasi eksplan daun dan berbagai konsentrasi 2,4-D yang tepat. Penelitian inj menggunakan
gan Acak Lengkap dengan dua faktor, diu'ang lima kalj. Faktor pertama yaitu jenis eksplan
dan petiol), faktor kedua adalah konsentrasi 2.4-p (I ppm, 3 tpm dan S_ppm). Total
kuan terdiri dari cnam kombinasi. Eksplan ditanaman pada media DKW yang sudah diberj

kunci . Pimpinellq pruatjan Molk., kalus, eksplan, 24.D,

sitosterol, stigmasterol,
bergap:en.

PENDAHULUAN

Berdasarkan perubahan ukuran sel, metabolisme dan
perubahan dari eksplan menjadi kalus dapat dibagi me
$i, pembelahan dan diferensiasi. Pada tahap induksi,
tabolisme menjadi aktif dan ukuran sel tetap konstan. Ta

penampakan kalus,
njadi tiga tahap vaitu

N pembesaran sel, sel men adi
itchison et al, 1977).

Kultur sel tidak hanya menguntungkan untuk sintesis de-novo dari produk

mi (etapi juga bertindak schagai faktor untuk biokonvers; dari komponen yang
ndah menjadi komponen yang tinggi. Hal ini karena tidak ada atau hanya satu
w lebih gen yang berhubungan dengan enzim biosintesis diekspresikan sungat
(: h. %

Bentuk kalus dapat dibedakan berdasarkan tekstur dan sifat fisik.
erdasarkan tekstur, kalus dibedakan atas kalus kompak dan kalus friabel. Kalus
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kompak yaitu kalus yang terbentuk dari sekumpulan sel yang kuat dan lf.eras
sedangkan kalus yang terdiri dari sel-sel lepas disebut kalus friabel Kalus fﬂélbp!
sangat cocok digunakan untuk pertumbuhan sebagai kultur suspensi. Komposxs?
kimia kalus friabel dan kalus kompak berbeda, kalus kompak mempunyai
kandungan polisakharida pada dinding sel yang tinggi, persentase selulosa rgndah
dibanding dengan pektin dan hemiselulosa. Kandungan selulosa yang tinggi,
meningkatkan sel lebih rigid. Pektin yang tinggi, sel lebih kuat dan dapat menahan
fragmentasi (Aitchisen et al., 1977).

Terbentuknya kalus sangat dipengaruhi oleh jenis eksplan dan zat pengatur
tumbuh. Eksplan dengan jaringan yang meristematik akan terbentuk kalus lebih
mudah dibanding dengan jaringan yang sudah tua. Eksplan yang akan digunakan
dalam penelitian ini adalah daun dan tangkai daun. Eksplan dari daun Icbih
bany.k mengandung senyawa pektat dan protein sedangkan tangkai daun (petiol)
lebih banyak mengandung selulosa (Taiz dan Zeiger, 2002).

2,4 Dikhlorofenoksi-asetat (2,4-D) merupakan auksin sintetis yang dapat
berfungsi sebagai zat pengatur tumbuh dan herbisida. Pemberian dengan
konsentrasi kecil memberikan respon pertumbuhi.n yang sama dengan indol asam
aseta’ (IAA) sedangkan pada konsentrasi tinggi berfungsi sebagai herbisida. Pada
umumnya pemberian 2,4-D yang berlebihan digunakan untuk mengontrol gulma
berdaun lebar. 2,4 Dikhlorofenoksi-asetat menyebabkan pertumbuhan memanjang
terhenti dan perluasan secara radial meningkat. Setelah beberapa hari kemudian
terbentuk tumor yang diikuti dengan kematian jaringan (Gianfagna, 1995). Hal
tersebut menyebabkan perluasan dan pemanjangan sel tidak terjadi tetapi memicu
pembelahan sel. Pembelahan sel yang berlebihan yang tidak diikuti dengan
perluasan dan pemanjangan mengakibatkan terbentuknya kalus. Pemberian 2,4-D
pada medium dasar kultur in-vitro dapat menginduksi pembentukan kalus dan
menyebabkan pertumbuhan kalus terus berlangsung (Krikorian, 1995).

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan jenis eksplan dar konsentrasi
2,4-D yang tepat agar dapat menghasilkan kalus dengan pertumbuhan dan
kandungan metabolit sekunder yang baik.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Balai Penelitian Tanaman Obat dan Aromatik
(Balittro) dan Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan
Sumberdaya Genetik Pertanian (BB Biogen), Bogor, mulai tahun 2002.

Sumber eksplan berasal dari bahan in vitro purwoceng, berada di Kelti
BSJ (Biologi sel dan Jaringan) BB Biogen, Bogor dan telah mengalami periode
kultur in vitro selama 1 tahun pada medium Driver Kuniyuki Walnut (DKW).
Sumber eksplan tersebut di cubkultur untuk multiplikasi tunas pada medium
DKW modifikasi dengan penambahan gula pasir 30 g/l, gelrite 2.5 g/l dan BAP |
ppm, kemasaman media diatur 5.7. Planlet yang tumbuh dan mempunyai daya

multiplikasi yang tinggi diambil tangkai Gaun dan daunnya sebagai sumber
eksplan.
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- Eksplan daun dan tangkai daun (petiol) ditanam pada media DKW secuai
akuan selama 2.5 bulan. Rancangan penelitian menggunaan rancangan acak
kap dengan dua faktor. Faktor pertama yaitu jenis eksplan (daun dan pet.ol),
or Ledua adalah konsentrasi 2,4-D (1 ppm, 3 ppm dan 5 ppm). Setiap
akuan terdiri dari lima ulangan dan setiap ulangan terdiri dari 1 botol sehingga
‘satuan percobaan 30 botol. Botol kultur disimpan di rak dalam ruangan
suhu 16-18°C dan diberi penyinaran lampu TLD 80 watt. Penyinaran
| kultur kalus untuk periode terang  dan  gelap diatur dengan timer. Periode
ig diberikan selama 16 jam dan gelap selama 8 jam.

xAnalisis kandungan metabolit sekunder, pertama-tama kalus yang telah
en dikeringkan dengan freeze dryer selama 6 jam atau sampai beratnya
fan. Kalus yang telah kering dengan mortar kemudian diekstraksi dengan
nol 99 % selama 24 jam. Ekstrak tersebut disaring dengan kertas saring
tman kemudian ekstrak dimasukan dalam kolom yang berisi silika gel G 60
. Ekstrak yang telah dilewatkan dalam silika gel dianalisis dengan GCMS.

- Hasil analisis kuantitatif dapat diperoleh berdasarkan ukuran luas area
ponen yang dianalisis dibanding dengan besarnya luas area dari standar yang
diketahui konsentrasinya.

~ Pengamatan pertumbuhan dilakukan dengan menimbang berat basah
D bulan selama 3 bulan. Secara visual diamati warna kalus dan tipe kalus.
isis metabolit sekunder dikerjakan pada umur 3 bulan yaitu melihat
ungan sitosterol, stigmasterol, bergapten. Sebagai pembanding dianalisis
ibolit sekunder herba purwoceng asal lapang umur 9 bulan.

- Bobot basah, bobot kering dan kandungan metabolit sekunder dari hasil
obaan dianalisis sidik ragam dengan selang kepercayaan 95%. Apabila
kuan berpengaruh nyata dilakukan analisis lanjut dengan Duncan Multi»le
ge Test (DMRT).

HASIL DAN PEMBAHASAN

- Pertumbuhan tanaman yang dicerminkan pada bobot basah dan bobot
ng dapat dilihat pada Gambar 1 dan 2. Penambahan bobot basah dan bobot
g terlihat meningkat terus sampai umur 3 bulan. Pada umur 2 bulan, laju
ngkatan bobot basah dan bobot kering terlihat lebih cepat pada perlakuan
3;'- 2,4-D 1 ppm; daun + 2,4-D 3 ppm serta daun + 2,4-D 5 ppm dibanding
kuan petiol + 2,4-D 1 ppm; petiol + 2,4-D 3 ppm serta petiol + 2,4-D 5 ppm.
utnya pada umur 3 bulan bobot basah dan kering yang tertinggi dihasilkan
 perlakuan daun + 2,4-D 1 ppm diikuti oleh perlakuan daun + 2,4-D 5 ppm
1daun +2,4-D 3 ppm.
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Gambar 1. Bobot basah kalus pada kombir.asi perlakuan asal eksplan dan 2,4-D
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Gambar 2. Bobot kering kalus pada kombinasi perlakuan asal eksplan dan 2,4-D

Tabel 1 menunjukkan bahwa persentase pembentukan kalus tertinggi
didapat pada perlakuan daun + 2,4-D 3 ppm seria petiol + 2,4-D 1 ppm masing
masing 60%. Sedangkan daun + 2,4-D 5 ppm serta petiol + 2,4-D 5 ppm
persentase pembentukan kalus paling rendah (30%). Kadar air semua perlakuan
diatas 90% dan tekstur kalus remah. Warna kalus untuk perlakuan daun semuanya
berwarna putih kekuningan sedangkan perlakuan petiol daun berwarna putih
kecoklatan. Hal ini diduga karena eksplan petiol banyak mengandung selulosa dan
juga fenol yang tinggi sehingga kalus berwarna coklat. Selulosa dan fenol yang
tinggi menyebabkan pembelahan sel terhambat yang mengakibatkan laju
pertumbuhan berkurang meskipun diberi ZPT (Gambar 1 dan Gambar 2).
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Tabel 1. Persentase tumbuh kalus (%), kadar air kalus (%), tekstur kalus dan
warna kalus pada umur 3 bulan

Persentase | Kadar
Perlakuan tumbuh air T}f;it:r Wiagna katus
kalus (%) | (%)

Eksplan daun, 2,4-D 1 ppm 40 95,03 | Remah | Putih kekuningan
Eksplan daun. 2,4-D 3 ppm 60 91,93 | Remah | Putih kekuningan
| Eksplan daun, 2,4-D 5 ppm 30 94,32 | Remah | Putih kekuningan
Eksplan petiol, 2,4-D 1 ppm 60 93,69 | Remah | Putih kecoklatan
Eksplan petiol, 2,4-D 3 ppm 40 94,73 | Remah | Putih kecoklatan
Eksplan petiol, 2,4-5 ppm 30 96,11 | Remah | Putih kecoklatan

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa interaksi perlakuan jenis eksplan
dan konsentrasi 2,4-D tidak berpengaruh terhadap bobot basah dan kering kalus.
Bobot basah dan kering hanya d‘pengaruhi oleh faktor tunggal jenis eksplan atau
konsenrasi 2,4-D. Pada Tabel 2 terlihat bahwa bobot basah kalus asal eksplan
daun lebih baik dari pada eksplan petiol. Bobot basah asal daun (1,0738 g) "ebih
besar dan berbeda nyata dibanding bobot basah eksplan petiol (0,3377) g.
Demikian pula pada bobot kering asal daun (0,0623 g) lebih besar dan beibeda
nyata dengan asal petiol (0,0177). Kalus asal eksplan daun mempunyai bobot
basah 2,18 kali lebih besar dibanding asal petiol dan bobot kering kalus asal
eksplan daun 2,52 kali lebih besar dibanding asal petiol. Penelitian yang
dilakukan oleh Slusarkiewicz-Jarzina et al (2005) menunjukkan bahwa kalus
Canabis sativa kultivar silesia asal eksplan daun lebih baik dibanding dengan

eksplan petiol, persentase pembentukan kalus secara berurutan adalah 75,1% dan
34,2%.

Tabel 2. Pengaruh asal eksplan dan 2,4-D terhadap bobot besah dan bobot kering
kalus pada umur 3 bulan

Bobot basah kalus (g)
2,4-D 1 ppm 2,4-D 3 ppm 2,4-D 5 ppm Rata-rata asal
. eksplan
Eksplan daun 1,5856 0,6388 0,9972 1,0738 a
Eksplan petiol 0,3778 0,3371 0,2981 0,3377b
Rata-rata auksin 0,9817 0,4880 0,6476
Bobot kering kalus (g)
2,4-D 1 ppm 2,4-D 3 ppm 2,4-D S ppm Rata-rata
Asal eksplan
Eksplan daun 0,0789 0,0515 00566 0,0623 a
Eksplan petiol 0,0258 0,0178 0,0116 0,0177 b
Rata-rata auksin 0,0514 0,0346 0,0341

Keterangan : angka yang diikuti huruf yang sama dalam satu kolom dan satu baris yang sama tidak

e berbeda nyata pada taraf 5 %

e
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Daun muda banyak mengandung IAA dan sukrosa dibanding petiol, IAA
diperlukan untuk pembelahan sel sehingga meningka.tkan pembgntukcfm kall.Js.
Dinding sel pada daun muda kandungan selulosanya lebih rendah dibanding petlo!
(Salisbury dan Ross, 1992). Dinding sel dengan selulosa yang ' tinggi
menyebabkan kecepatan pembelahan sel berkurang yang mengakibatkan
pertumbuhan kalus lambat.

Pengaruh faktor tunggal konsentrasi 2,4-D tidak berbeda nyata terhadap
bobot basah dan bobot kering umur 3 bulan (Tabel 2). Perlakuan 2,4-D 1 ppm
memberikan hasil tertinggi dibanding perlakuan 2,4-D 3 ppm dan 5 ppm.
Penelitian yang dilakukan oleh Gopi dan Vatsala (2006) menunjukkan bahwa
bobot basah dan kering kalus Gymnema sylvestre R. Br. umur 7 minggu yang
diberi perlakuan 2,4-D 1 ppm (146,12 g/l dan 8,02 g/l) lebih tinggi dibanding
dengan 2,4-D 2,5 ppm (105,57 g/l dan 6,01 g/1) dan 2,4-D 5 ppm (8,02 g/l dan 4,
28 g/1). Berbeda pada tanaman Rauwolfia serpentina L, bobot basah umur 4
bulan yang lebih tinggi dihasilkan pada perlakuan 2,4-D 3 ppm (5,155 g)
dibanding dengan perlakuan 2,4-D 1 ppm (3,295 g) dan 2,4-D 5 ppm (3,581 g)
(Purwijiyanti, 2001). Pemberian 2,4-D secara tunggal tidak memberikan pengaruh
yang nyata pada pertumbuhan kalus purwoceng, hal ini terlihat bahwa 2,4-D tidak
berpengaruh nyata terhadap bobot basah dan kering kalus. Pertumbuhan yang baik
diperlukan adanya keseimbangan antara zat pengatur tumbuh auksin dan sitokinin
(Gaba, 2000). Adanya sitokinin dapat meningkatkan daya aktifitas auksin dalam
memacu pembelahan sel untuk membentuk kalus. Auksin berperan dalam
pembesaran sel, sedangkan sitokinin merangsang pembelahan sel.

Kandungan metabolit sekunder sitosterol pada perlakuan daun dengan
berbagai konsentrasi 2,4-D menunjukkan hasil yang hampir sama berkisar antara
7-10 ppm. Pada eksplan petiol yang dikombinasikan dengan 2,4-D memoberikan
respon yang berbeda, perlakuan petiol +2,4-D 3 ppm memberikan hasil tertinggi
yaitu 32,86 ppm. Sedangkan petiol + 2,4-D 5 ppm tidak mengandung sitosterol
sama seperti herba dari tanaman asal lapang (Gambar 3).

Kandungan stigmasterol yang dihasilkan pada kalus dan herba dapat
dilihat pada Gambar 4. Kalus dari daun yang dikombinasikan dengan berbagai
konsentrasi 2,4-D menghasilkan kandungan stigmasterol yang tidak banyak
berbeda (0,01-0,025) ppm. Respon perlakuan petiol dengan berbagai kombinasi
2,4-D lebih bervariasi terhadap kandungan stigmasterol. Pada perlakuan petiol +
2,4-D 3 ppm serta petiol + 2,4-D 5 ppm kandungan stigmasterol yang dihasilkan
hampir sama (0,04-0,05) ppm, sedangkan petiol + 2,4-D 1 ppm lebih rendah yaitu

0,0232 ppm. Herba asal lapang menghasilkan kandungan stigmasterol yang tinggi
+ 00510 ppm.
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Gambar 4. Kandungan stigmasterol

Kandunigan bergapten kemungkinan dapat mempengaruhi kandungan
llosterol atau stigmasterol karena lintasan biosintesis tebentuknya sama melalui
n mevalonat. Pada Gambar 5 menunjukkan bahwa kandungan bergapten
a perlakuan daun dengan kombinasi berbagai konsentrasi hampir sama
] 2-3 ppm. Petiol + 2,4-D menghasilkan bergapten yang bervariasi yaitu

ol +2,4-D ppm menghasilkan 0,92 ppm sedangkan petiol + 2,4-D 3 ppm serta
ol +2,4-D 5 ppm kandungan bergapten 0 ppm. Kandungan bergapten herba
sal tanaman lapang 3,18 ppm.
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Bergapten (ppm)

Herba

Pembentukan kalus asal daun dan petiol, terlihat bahwa warna kalus petiol
lebih coklat dibanding asal daun (Gambar 6). Pembentukan kalus mula-mula
terlihat adanya pembengkakan pada semua permukaan eksplan. Selanjutnya sel-
sel membelah dan kalus tumbuh membesar. Pembelahan sel asal eksplan daun
lebih cepat dibandingkan dengan pembelahan asal eksplan petiol, kemungkinan
disebabkan petiol lebih banyak mengandung selulosa yang mempengaruhi dalam
pembelahan sel sehingga pembelahan sel lebih lambat dan menyebabkan
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Gambar 5. Kandungan bergapten

pertumbuhan menurun.

Gambar 6. Kalus dari eksplan yang berbeda A) dan B) Kalus asal eksplan daun;

s . | D

e

C) dan D) kalus asal eksplan petiol

* Kombinasi perlakuan antara jenis eksplan dan konsentrasi 2,4-D tidak
berpengaruh nyata intcraksinya terhadap bobot basah dan bobot kering.

- KTSIMPULAN

Pertumbuhan kalus hanya dipengaruhi oleh faktor tunggal.

e Kalus asal eksplan daun mempunyai bobot basah (1,0738 g) dan kering

(0,0623 g) tertinggi.
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lngatur tumbuh 2,4-D tidak memberikan pengaruh nyata terhadap bobot
sah dan kering.

tosterol (32,85 ppm) dan stigmasterol (0,05 ppm) tertinggi diperoleh
perlakuan petiol dengan 2,4-D 3 ppm.

pten (3,11 ppm) tertinggi dihasilkan pada perlakuan daun dengan 2,4-D
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