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trak

Pengaruh triptofan terhadap pertumbuhan dan kandungan katarantin pada kultur kalus Catharanthus roseus telah
diteliti. Pertumbuhan kalus C. roseus yang diberi triptofan 100, 125 dan 225 mg/L rendah pada hari ke-21, namun yang
diberi penambahan 150, 175 dan 200 mg/L pertumbuhannya lebih baik dari kontrol. Kandungan katarantin kontrol
atau tanpa triptofan adalah 423,22 pg/g bk. Kandungan katarantin pada keenam kalus vang diberi perlakuan triptofan
100, 125, 150, 175, 200, 225 mg/L adalah 485,00, 588,32, 875,10, 905,26, 784,10 dan 950,54 ug/e bk. Perlakuan yang
optimal untuk pertumbuhan dan produksi katarantin dengan penambahan prekursor triptofan adalah 175 mg/L dengan
peningkatan kandungan katarantin sebesar 113,90 % .

Kata Kunci: Catharanthus roseus, Kalus, Katarantin, Triptofan

Abstract

Research on the growth and catharanthine content of Catharanthus roseus callus which were treated with tryptophan
had been done. Wet and dry weight of Catharanthus roseus callus decreased when treated with 100, 125 and 225 mg/L
tryptophan, but callus treated with 150, 175 and 200 mg/L tryptophan grew better. Catharanthine contents of the
kontrol callus was 423,22 ug/e dw. The treatment calli contains 485,00, 588,32, 875,10, 905,26, 784,10 and 950,54
ugle dw of catharanthine respectively. The optimal tryptophan treatment for callus growth and catharanthine
production was 175 mg/L tryptophan with a 113,90 %. increase of catharanthine content.

Keywords: Catharanthus roseus, Callus, Catharanthine, Tryptophan

1. Pendahuluan Kultur suspensi sel, kalus, tunas, akar dan
agregat sel C. roseus dapat mdfEhasilkan alkaloid yang
lebih banyak (Ve z-Flota ef al., 1994; Kim et al.,
1994; Verpoorte al.,, 1993; Smith er al, 1987;
McCaskill er al, 198R). Keuntungan lain dari
penggunaan kultur jaringan untuk produksi alkaloid ini
adalah produksinya dapat diatur, kualitas dan hasil
produksinya lebih konsisten, biaya produksi lebih kecil
dan mengurangi penggunaan lahan (Sugiarso, 1999;
Bajaj ef al., 1988; Hirata ef al., 1990a dan 1990b).
Menurut Mattel and Smith (1983), agar produksi
metabolit sekunder tinggi maka perlu optimasi faktor-
faktor internal dan eksternal. Optimasi dapat dilak ukan
dalam dua tahap, yaitu tahap pertumbuhan dan pada
tahap produksi. Pada tahap pertumbuhan, pengaturan
kondisi kultur diarahkan untuk memproduksi biomassa
dalam waktu dekat, sedangkan tahap produksi,
pengaturan kondisi kultur untuk produksi metabolit
sekunder. Selain optimasi pada kedua tahap di atas,

Catharanthus roseus (L) G. Don yang sering
disebut tapak dara adalah semak tahunan yang banyak
dibudidayakan sebagai tanaman hias dan obat.
Tanaman tapak dara ini berguna untuk mengobati
hipertensi, diabetes, pendarahan akibat penurunan
jumlah trombosit, chorionic epithelioma, acute
lymphocytic  leukemia, acute monocytic leukemia,
limfosarkoma  dan  sarkoma  sel retikulum
(Wijayakusuma et al., 1992). Sekitar 100 macam
alkaloid telah diidentifikasi pada tanaman ini,
diantaranya adalah alkaloid anti kanker seperti
vinblastin, vinkristin, katarantin dan leurosin (de Padua
et al., 1999). Vinkristin dan vinblastin yang telah
dikomersialkan kebanyakan berasal dari tapak dara (de
Padua et al., 1999). Senyawa antikanker ini menckan
atau menghambat pembelahan sel dengan membekukan
protein  mikrotubular, terutama pada metafase
(Alexandrova et al., 2000; de Padua et al., 1999).
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pendekatan lain yang dapat dilakukan secara efektif
untuk meningkatkan produksi biomassa sel dan
metabolit sekunder adalah penambahan prekursor
(prazat), elisitasi dan amobilisasi.

Triptofan merupakan prekursor alkaloid indol
kompleks, seperti katarantin. Penambahan zat tersebut
dapat mengaktifkan @lesis alkaloid indol kompleks
pada C. roseus (Zhao et al., 2001).

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari
respons pertumbuhan kalus C. roseus terhadap
pemberian  perlakuan  variasi  triptofan;  serta
pengaruhnya terhadap produksi katarantin pada kalus.

2. Metode
2.1 Ekﬁn

Bahan-bahan yang digunakan adalah daun ke-3
atau ke-4 dari tunas apical C. roseus yang berbunga
putih. Hifiplan tersebut di peroleh dari Laboratorium
Botani Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam Universitas Sam Ratulangi.
2.2 Medium

Medium untuk ind@f kalus yang digunakan
dalam penelitian ini adalah medium induksi kalus yang
iri dari medium dasar Murashige dan Skoog (MS),
2 mg/L napthalene acetic acid dan 0,2 mg/L Kinetin.
Medium perlakuan adalah medium induksi kalus yang
ditambahkan dengan berbagai konsentrasi triptofan,
yaitu: 100, 125, 150, 175, 200 dan 225 mg/L.

2.3 Sterilisasi >

Medium dan alat-alat yang digunakan terlebih
dahulu disterilkan di dalam autoklaf’ pada suhu 121°C,
tekanan 15 psi selama 15 menit. Sterilisasi triptofan
dilakukan dengan membran filter selulosa asetat
(PTFE) 0,45 pm.

Sumber eksplan yang akan diffhm pada
medium terlebih dahulu dicuci di bawah air mengalir
selama 15 menit, kemudian direndam dalam etanol
70% selama enam menit dan dibilas dengan H,O steril.
Eksplan selanjutnya disterilisasi dengef) natrium
hipoklorit (NaClO) 2% selama sepuluh menit, lalu
dibilas dengan H,O steril sebanyak tiga kali. Peralatan
kultur disterilkan secara aseptik dengan perendaman
pada etanol 90% dan pembakaran pada setiap kali
pemakaian.

2.4 Induksi kalus

Penanaman dan induksi kalus dilakukan di
dalam kotak peffndah beraliran udara. Daun yang
telah disterilisasi dipotong-potong dengan ukuran 0.5 x
0,5 cm’ dan selanjutnya ditanam pada medium. Setelah
penanaman, semua botol kultur disimpan dalam ruang
kultur pada suhu kamar.

2.5 Kultur kalus perlakuan triptofan

Kalus yang terbentuk setelah sekitar 28 hari
disubkultur sebesar 0.2 g ke media MS yang
mengandung triptofan. Setiap botol dikultur 2-3 kalus.
Setelah 21 hari dalam medium perlakuan (subkultur 1),
kemudian dilakukan subkultur kembali ke media
perlakuan yang sama, dengan besar kalus yang sama
dengan subkultur 1 untuk semua perlakuan. Kalus
dipanen pada hari ke-10 setelah subkultur ke-2.
Kemudian kalus dikeringkan dalam freeze dryer.
Selanjutnya dilakukan ekstraksi dan analisis katarantin
dari kalus yang sudah kering.

2.6 Ekstraksi dan Isolasi alkaloid katarantin

Prosedur ekstraksi yang digunakan adalah

menurut metode Tikhomirof and Jolicoeur (2002),

Sumarsi ef al. (1990), Pandiangan dan Nainggolan
(2006) yang telah dimodifikasi. Sel dikeringkan dengan

freeze dryer selama satu malam atau sekitar 12 jam.

Bahan yang telah kering (0,1 g) dihaluskan dalam
mortar dan diekstraksi dalam 5 ml larutan metanol
selama 2 jam sambil dikocok. Campuran kemudian
disentrifugasi pada 15.000g selama 5 nf@it dan
supernatan  (ekstrak metanol) diambil kemudian
diuapkan dengan evaporator pada suhu 40 °C selama |
malam. Ekstrak metanol kental diekstraksi lagi dengan
diklorometana dan selanjutnya dikeringkan sehingga
diperoleh ekstrak kering. Ekstrak tersebut dilarutkan
dalam 1 ml metanol HPLC, dan disaring dengan filter
selulosa asetat (PTFE) 0,45 pm.

2.7 Analisis Kandungan Katarantin secara Kualitatif
dan Kuffititatif dengan Kromatografi Cair Kinerja
Tinggi (KCKT)

Analisis  kualitatif dan kuantitatif —untuk
katarantin dilakukan dengan KCKT yang dihubungkan
dengan kromatopak Shimadzu CR-7A Plus. Fase gerak
yang digunakan berupa larutan yang terdiri dari
metanol : asetonitril : 5 mM diamonium hidrogenfsfat
=3:4:3 secara isokratik. Kecepatan aliran 1mL/menit.
Jenis kolom yang digunakan adalah Shim-pack VP-
ODS C18 0,15 m dengan diameter 4,6 mm. Panjang
gelombang UV yang digunakan untuk mendeteksi
katarantin adalah 220 nm. Sebelum analisis dilakukan,
terlebih dahulu dilakukan filtrasi terhadap fase gerak
dan larutan sampel dengan membran PTFE 0,45 pum.
Sebagai senyawa pembanding digunakan standar
katarantin.

3. il dan Diskusi
3.1 Induksi Kalus

Eksplan daun C. roseus ydP% ditanam pada
medium induksi kalus mengandung NAA 2 mg/L dan
kinetin 0,2 mg/L. Respons awal terjadi dengan
mengerutnya eksplan pada hari ke-6 setelah penanaman




(kultur). Proliferasi sel secara umum mulai terjadi pada
hari ke-8 setelah kultur.

Pembentukan kalus pada hari ke-8 setelah
penanaman umumnya diikuti oleh pertumbuhan kalus
yang makin membesafffada medium induksi kalus
dengan menggunakan NAA 2 mg/L dan kinetin 0,2
mg/L tidak terjadi peffbentukan akar sampai pada hari
ke-14 setelah kultur. Setelah hari ke-18 terlihat adanya
bulu-bulu akar yang muncul di permukaan kalus. Hal
ini menunjukkan adanya pengaruh keseimbangan
auksin dan sitokinin terhadap respons jaringan.
Krikorian (1995) melaporkan bahwa akar terbentuk
dari kalus pada medium yang ditambahkan auksin
dengan konsentrasi lebih tinggi daripada sitokinin.
Hasil penelitian Fitriani (1998) juga menunjukkan akar
terbentuk pada medium dengan konsentrasi NAA
tara 1 - 10 uM atau setara dengan 0,2 - 2,0 mg/L.
Eksplan pada awal penanaman masih mengandung zat
pengatur tumbuh (zpt) endogen yang dibentuk pada
tanaman sebelum eksplan dikultur. Setelah zpt endogen
pada eksplan habis terpakai, maka zpt medium yang
ditambahkan yang paling banyak berperan untuk
induksi kalus. NAA berperan penting untuk induksi
akar.

Tipe kalus yang dihasilkan berupa kalus kompak
(data tidak ditampilkan). Kalus tipe ini menjadi kultur
agregat sel pada kultur cair. Kalus yang terbentuk pada
awal pertumbuhan berwarna putih. Pada tahap
selanjutnya kalus mulai berwarna kuning kehijauan dan
akhirnya warna kalus menjadi kecoklatan pada bagian
dasar pinggiran kalus. Setelah disubkultur, kalus yang
sebelumnya  kecoklatan  perlahan-lahan  kembali
berwarna krem sampai kehijauan diiringi pertumbuhan
yang semakin membesar. Pertumbuhan kalus menjadi
lebih cepat dan pencoklatan mulai  berkurang
dibandingkan denﬁn kultur sebelumnya.

3.2 Pertumbuhan Kalus pada Media dengan Perlakuan
Triptofan

Penampakan kalus pada media yang diberi
perlakuan triptofan pada awalnya tidak ada perbedaan
antara kontrol dengan perlakuan triptofan. Kalus
tampak tumbuh bersama-sama dan mengalami
perbesaran secara besama-sama, namun keadaan yang
demikian hanya berlangsung sampai hari ke 20. Setelah
hari ke-21, kalus kontrol tampak sebagian mengalami
kematian sel atau nekrotis dengan warna coklat
kemerahan. Kalus yang dikultur pada perlakuan
triptofan, masih tumbuh baik setelah 21 hari kultur
pada media perlakuan (kalus tidak mengalami nekrotis)
dan warnanya putih keabu-abuan. Hal ini menunjukkan
bahwa kalus kontrol lebih cepat mengalami penuaan
dari pada kalus perlakuan triptofan. Hal ini diduga
karena pertumbuhan kalus yang lebih cepat pada
kontrol yang diakibatkan auksin dalam sel kontrol lebih
tinggi (Dahab and Abdul-aziz, 2006). Cepatnya
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pertumbuhan kalus menyebabkan media cepat habi dan
kalus kekurangan nutrisi. Penambahan triptofan diduga
mendorong perubahan sintesis auksin menjadi sintesis
terpenoid indol alkaloid sehingga pertumbuhan menjadi
lambat (E1 Sayed and Verpoorte, 2002).

Pertumbuhan  kalus yang diamati  dari
penimbangan  berat basah kalus (Gambar 1)
menunjukkan bahwa berat dan ukuran kalus kontrol
(tanpa triptofan) pada umumnya lebih besar daripada
kalus perlakuan triptofan. Berat dan ukuran kalus tidak
selalu menurun dengan peningkatan konsentrasi
triptofan. Ada penurunan pada T1 dan T2, tetapi pada
T3 dan T4 hampir sama dengan kontrol, T5 lebih tinggi
dari kontrol, selanjutnya menurun lagi pada T6. Hal ini
menunjukkan bahwa pengaruh triptofan sangat spesifik
terhadap  pertumbuhan sel. Ketika  subkultur
diperpanjang sampai 72 hari, pada kalus T5 muncul
tunas daun, sedangkan perlakuan lainnya tidak ada
tunas daun. Hal ini menguatkan pemikiran bahwa
ekspresi gen dan aktivitas enzim untuk pertumbuhan
meningkat dan produksi metabolit sekundernya tentu
menurun.

Berat basah kalus (g)

359

0 . . . . . . .
w T T2 T3 T4 TS T6

Kalus perlakuan triptofan

Gambar 1. Berat basah kalus yang diberi perlakuan
triptofan (mg/L). 0 (T0) atau kontrol, 100 (T1), 125
(T2), 150 (T3), 175 (T4), 200 (T5) dan 225 (T6) pada
hari ke-10 setelah subkultur.

3.3 Analisis Kualitatif dan kuantitatif katarantin sel C.
roseus

Sampel kalus C. roseus dianalisis kandungan
katarantinnya pada umur sel yang sama, yaitu pada
umur 10 hari setelah subkultur pada media MS.
Analisis  kualitatif dengan menggunakan KCKT
menunjukkan bahwa waktu retensi untuk katarantin
standar adalah sekitar 8,16 menit. Hasil analisis
kualitatif dan kuantitatif menunjukkan bahwa sel C.
roseus menghasilkan katarantin pada semua sampel,
baik yang diberi perlakuan triptofan maupun kontrol.
Kandungan katarantin kontrol (T0) adalah sebesar
42322 pglg bk, Katarantin pada TO tersebut
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merupakan kandungan yang paling rendah. Kandungan
katarantin mengalami peningkatan secara berurutan,
dari T1 = 485,00 pg/g bk, T2 = 588,32 pg/g bk, T3 =
875,10 pg/g bk, T4 = 905,26 pg/g bk dan T6 = 950,54
pg/g bk, Namun, T5 mengandung katarantin sebesar
784,10 pg/g bk atau lebih rendah dari T4 dan
menunjukkan adanya pengecualian. TS merupakan sel
yang paling tinggi pertumbuhannya. Hal ini mungkin
disebabkan nutrisi untuk sintesis alkaloid, seperti
katarantin, digunakan untuk pertumbuhan. Penelitian
Fitriani (1998) menunjukkan bahwa kalus dengan berat
kering rendah mempuyai kandungan alkaloid ajmalisin
tinggi. Kondisi cekaman dapat menginduksi sintesis
alkaloid. Sebaliknya pada perlakuan T6 kandungan
katarantinnya tinggi dibandingkan dengan sel yang lain
yang diberi triptofan. Hal ini terjadi karena nutrisi
dimanfaatkan  untuk sintesis dan metabolisme
katarantin, bukan untuk pertumbuhan sel. Secara
keseluruhan kandungan katarantin pada T3 dafgZ4
tinggi demikian juga pertumbuhan selnya, bahkan lebih
tinggi dari kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa pada.
T4 (175 mg/L triptofan) merupakan media yang baik
untuk peningkatan kandungan katarantin.

Katarantin (ug/g bk)

12000 q

10 _l__ _l‘_ l

800 1
% ]

40 q

Te Tl T2 T3 T4 T3 Té
Kalus perlakuan triptofan

Gambar 2. Kandungan katarantin pada kalus C. roseus
yang diberi triptofan (mg/L). 0 (T0) atau kontrol, 100
(T1), 125 (T2), 150 (T3), 175 (T4), 200 (T5) dan 225
(T6).

Peningkatan kandungan katarantin terjadi juga
pada semua kalus perlakuan triptofan. Peningkatan
tertinggi terjadi pada T6 sebesar 124,60% (Tabel 1),
namun pertumbuhan kalusnya sangat rendah (lebih
rendah dari kontrol (Gambar 1). Pertumbuhan yang
sama dengan kontrol dengan peningkatan kandungan
katarantin 113,90% terjadi pada kalus T4 (1754 mg/L
triptofan). Maka dari hasil tersebut perlakuan yang
terbaik untuk produksi katarantin dengan prazat
triptofan adalah 175 mg/L (sel T4). Produksi katarantin
akan maksimal apabila pertumbuhan sel (biomassa) dan
kandungan katarantin berada pada kondisi optimal.

Tabel 1. Peningkatan kandungan katarantin pada kalus
perlakuan triptofan

Kalus Katarantin ~ Peningkatan
perlakuan (ng/g bk) (%)
To 423,22 0
Tl 485,00 14,60
iy 588,32 39,01
T3 875,10 106,77
T4 905.26 113,90
TS 784,10 8527
T6 950,54 124,60

Triptofan (mg/L): 0 (T0) atau kontrol, 100 (T1), 125
(T2), 150 (T3), 175 (T4), 200 (T5) dan 225 (T6).

Zhao et al. (2001) melaporkan juga bahwa
kandungan katarantin meningkat dengan penambahan
triptofan 300 mg/L dan 500 mg/L yang dikombinasikan
dengan asam suksinat pada kultur kalus kompak dari C.
roseus. Pengaruh triptofan terhadap kultur itu bisa
meningkatkan atau menurunkan kandungan alkaloid
tergantung tipe kultur yang digunakan.

5. Kesimpulan

1. Perlakuan triptofan terhadap kultur kalus menekan
pertumbuhan pada umumnya.

2. Kandungan katarantin meningkat pada semua kalus
perlakuan triptofan, dengan peningkatan tertinggi
124, 60 % pada kalus Ts (200 mg/L).

3. Perlakuan triptofan optimal adalah kandungan

katarantin tinggi dengan pertumbuhan sama dengan

kontrol adalah kalus T, (175 mg/L).
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