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INTISART

Seleksi bickimia adalah sangat bermanfaar umtuk menveleksi klan pada msaman coharantus
roseus. Variasi klonal diperoleh dan perlakuan dengan radiasi gamma. Beberapa dosis radinsi
digunaxan uniuk prodaksi varasi Klonal, Dos:s vang paling efektif untuk menghasilkan variasi clonal
vang paling baik adalah 1% dan 20 Krad, Frekuensi dar variast klon yang resiszan adalal 10-4.
Warizst klon vang resistzn dapat tumbith dan germinasi lebih baik dasi tipe asalnva. Seleksi biokimia
vang digunakan untux menghasilkan vanasi vang tahan edalah subsimt anales dari asam amine
triptopan {5-Metilisipiopan) atau {3-MT). Beberaps konsentrasi dasi 5-MT vang digunakan untub
menghasitkan. variasi klon yvang tahan adalah (00 0.05; 1 015 0.2 mbD,  Konsentrasi vana
teringgi untuk menyveleksi mutanr vang mempunvai kherakicr Dickimia adatah 0.2 mil.

Boamti berhasil mendapatkan biji (F2) dari mutan vang diharapkar. Biji dari muran rerseleksi
%2} adalab lebih besar dan tumbuh lebih Baik bila dibandingkan dengan ripe asalnva pada medium
vang mengandung [3-MT) Kami mengharapkan mendapatkan mutan vang dapat menghasilkan
Iriplopas vang beclebibon sebagan prebursor untok indele alkaloid,

Penelitian kulur invitroe dilanjuikan untub menzembangkan kalos vane bersifat embriogenik
diert daun. Beberaps manipulasi hormen auksin dznsitokinis diperlakukan untul menginduksi
pembentukan kalus. Modifikasi mediom M3 dengan perbandingan kinetin dan sitokinin {10:1 ) dapat
mengindukst struktor globolar desi embria, Reagen Dragendrof digunakan untuk menentukan klon
dengan kzndongan alkalnid vang tinggi din mutan vang dihargpkan.  Analisa TLC dari muten kalus
memperlibatkan 3 pita vang jelas pada RYD.I2, D4, 0,58 sedanckan konrol hanva memperlihatkan 2
pitd vang semar pada 0.2 dan 0,72,

Kot kunei 0 Seleksi Biokimia. Mutzn, Varizsi Klonal dan S-Metlireptophan

ABSTRACT

Biochemical selection have béen very usefizl 1o select hizh alkaloid clonss i Cutharmiis
rageay gloed, Clotzl varitlion have also been created affer sammea-irradiation. Several doses have been
used 1 produce clonal variation, The mast effective doses used 10 perform better clonal variation was
abowr 13 w0 20 krad. The frequency of resistant varfants was 107 The sesistant variants wors
germinzte and grown barrer than 1he wild type. Biochemical salection used to the resistant vasiants was
anglog subsirate of amine acid 1reptophan (5-Mervirvprophan) or (3-MTY Seversd concentration of 5-
MT subsequently 00 0030 0120052 mM) were Lreated tn the regisiant variants. The highest
concentration 10 select binchemical mutants was 0.2 mi.

We have sucicess o get {173} seeds trom the expecled mutant. The geeds from selected mutan
(M2 are bigeer when comparing to the wild tvpe and growih bemer en medizm containing (33T
W gapected higher trvptophan over-producing mutants a3 a precurser of indale alkaloid,

Further expzrments continog to do inviteo culture tn order o develop embrvonic calles from
teaf 1ip and leaf base, Severnl manipolations of aukisn and cvtokinia have been vsed 1o differentiaze the
cillus formatien. Moditied M5 medivm with Kinetin and cytokinin (10:11 can induce alobular b
fike structore. Dragendrof alkaloid reagen wers used 1o determine high alkaloid clones from the
expected mutant. TLE analysis frem callus mitant shiws 3 clear bands with subsequent B about 0,22,
021, 0,58 while contrel shows ewo 2mearing bunds 2t 0,21 and 0,52,

Foew words Bicchemical Selection, Mutan, Closal Variation and 3-Meivhrvplophan
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PEMNDAHLULUAN

Untuk memproduksd  susti senvawi
kimia bermaniaat, seperti asm aming esensial,
senviw metabolin sekunder dil. dapat dilakukan
dengan bistzrmeniasi sel-zel mutap vang dapa
|1|E|.'__-'.|:|*:.||Lﬁll sanvawa ersebur dalum jumlah
vang berlebiban ata
(over-produce). Biochemical  mutan pada
tananaun . ataupun mikrobs dapar berpolenst untok
memprodubsn sl senvatvs Kimia vang
hermantaas. Hal ini didasarken peda adanva suziu
mrekanisme Diokimia vang 1elas seperhi erjadinya
mekunisme anti-fedback  inhibition - pada salzh
watit enzim Eontrolnyva, sehingga prodek akhir
daput dismesaoleh szl 2ecare berbebihan
Mluran—-mutan dengan |n-:L'=n|s'.:|: zeperii inj telal
bhpvak  diseleksi  dan Jipelajan  sifat-sitat
Siokimie dan kestabilannya |

FPenggunazn sinar Zemma dan muragen
larnmya telah tdrl'-ﬂn berbisil untuk menzinduks:
variasl klonal baik "'.r"s.:LI dari Biji ™ LA
sumber explant ishva = Poblema veng sering
muncul  adalabh enlane kestabilan sifat-sifat
genatik yang diinginkan pada generasi berikumya

CHlaly Barena ite Kharakierisasi wiann secara
Erokimin, maiekular dan vieng  stabil
zdzlah penting unwuk aplikesi mozn !

Tanamarnahat Carkorarrey ravens telak
banyuk diteliti baik secare biokimia bisteknolagi,
Kimia organix, molekular level karena banvak
menzanding  alkaloid  vans bernilai - ckonomi
tinggl seperti ajmalicing serpeaiinvinerisiin dan
vinblastin €Il ¥ Penelitian lII'I.'Jl". meninchathan
kandungan indole alkaloid sccara plaing ozl
icrechnclogy telal banvak dilakoken-di Leiden
Aansterdam Lr:'l'r:: for Drog Research {LACDED,
akan teiapi hingga saar i masaalal kestabilan
senelik sila-sfan vane dinginkan ontuk skala

L AT

produksic dan |u:ng_.__.. TRAN VANE T2IUS mIensTus
didalam RulpeeBioeakior  menedi kendala

mienurunnyy produks kingeo upnt merugikan.,
Balah  selu carp wang midah dan
sederhann adalah dengan memberikan perlakuzn
siper gamima pada bifi dan omelakokan seleksi
vang tepat pada g2oerasi T2 Penggunsan seleksi
awel germinasi biji dengan analog asam aming
iettenin diharapkan dapas menghasilkan  asen
aminn jarsebar secarn berlebiban, Dalam hal ini
asam aming yvang digunakan adalah wevpicphan
Dihazapkan pada pergliiae ini seleksi perminasi
densan  anzlog  wyptophan  (5-MT)  dapas
miemperaich muan over-produce wipopla vang
trrzrupitkan prekursor biosintesa alkeloil indole

Mutan seperti ini dibaripkan akan mempunya
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mekanizme anti feed-hack  inhibition 1echadep
procuk akhirmya dan dapar mempunval kestebilan
vang tigggi. Mal ind akan menjadi wwjuan zkhir
usttik MenESUnlin - stcars hictcknolog:
fermentasi sel tanaman guea produksi senyawa
poat Cindole alkaleid wang  bernilal ehonomi
tinggi.

Tupuan dare penclitian ini adalal womk
mendapatian variasi klonal denzan péngeumian

stnar gamma dan  karakterisasi awal klonal
ungzulb pada F2 ounivk memperoleh  danaman
dengan kandungan alkaloid vang tingai.
METORDOLOG]
{. Swavber tanama

Tanaman Catharonias rosens berbunga

pink vang digunakan berzsal dari koleksi pribadi
vang diambil disepanjang pamiai Padung. Biji
dipanen untulk diradias df BATAN Izkarta.

20 Raafiosd Do

Biji diperiakukan dengan sinar gamma
dosis (0. 5. 10, ¥3, 20, 25, 30. 33 dan 40 Krad)
denean Ganuma Cell model 220 BATAN Fakarta
Biji setelah diradiasi ditanam padz tanzh kompng
dengan sinar matzhari penuh  {zreen house
terbuka).

2o Vawiast Kionad
Etfek radias: sinar gamma menimbulku

cariasi  klomal  bardasitkan  phenotypic vang
muncil dan fopaman. Data phenotvpic pada M|
seperti. tinggi fanaman, batang  dan daun,
shape'diamstor duun. Tamaman vang  ungoul

tipelinary hingga mendapatkan biji M2 untuk
kharakterizzsi kuanimalil sepecti berat  per 100
bifi dmg) kandungan Rlorafil ditanrukan &
BAaTAN Jakama denzen metcda
spekiroforoetiziry pada. panjang gelombang 523
i,

£ Kt fevites BECF2) dan Teahs! kalfuy

A, Grerminasi bijifseleksi

Biji dari mutan wegen] vang lebib besar vang
dipeeolel denzan dosiz 20 Kead ;) Klos | 54
5 dipanen setefah 3 3'd 4 bulan untok
mendapziban pegerast 2. Mediom seleksi
M5 vang  mengandung  3-MT dengan
konsentrasi 0.2 m M oustok mutan dan 0,02
i uniuk wild peps.
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b Endukss kalus
Indekst kalus dilekekan serhodap daon medz

mulai dari bahagian vjung, tengah  dan
pangkal  dawn. Medium  modifikasi WS
digunakan  dengan  kongemirisi - hormon

pertumbuhan diklorofenoks asetar (200-00
dan  kinetin  wang  hervariasi  dengan
peshandingan (200 L (i) (01 (8,
(T CE2:0y dan {14200 ppm. Kultur
ditembuhkan pada raangan kulier deagan
temperarny’ 20-21 MC0 dengan ealinds dan

ranpa eahava,  Meadin dan alan vanz
digonakan  terlzbih  dehuly  disserilkan

didalam auwtoclar pade suhe 12170, takanan
E3 pai zelaman 12 menn Daen veng akan
ditanam  pada  media  terlebin dahuolu
disierilken dengan larwzan Ca-hipoklonn 3%
a0 menit,  lale dikilaz dengan
akuadest steril $iza kali; Penanaman daen
vong steril dilakvkan dengan memoong
bahagizn dain sekitar 0.5 8 (05 ¢m

el

A0 L0 Knadivanr Alkaloid

g Dragendorff
LIi kualiani alkaloid dilakukan terhadap
kalus dengar rexgen Drogendortl yaiio;
Bismut sutnitrat sebanyvak 0,83 g dilarutkan
dalam I0omi asa aserar ghazial dan 40 ml
air suling: & 2 KL dilarutkan dalam 20 ml air

subing.. Kedua  larwian  dicamporkzn dap
ambil  schanvak 19 ml emudian

ditambahkar 30 ml eswn asetad glasizl
Volume dicukuplkan  dengan  akupabides
fingga 100 ml. Larctan disimpan dalam
ool bewernn selap.

h.  Ldentifikasi alkaloid

Fales ditimbang kira-kira sehanvak 2 oo
hemudian digeres pada lempang porselen
das ditpnbabian 10 ml klorsform dan 10 ml
campuran  kloroform  amoniak  dengan
perbandingan (20:1) seambil teres digetus
sempal hilus Kenncdian disaring kedalam
taburez reaksi dan tambankan 10 feies azsam
sulfat 2N, fareran dikocok. Pipet lapisan
asam pada babusian aas dan ditambahkan 2
tetes percaksic DragendostT yang  ditanda:
dengan adanyy gndapan jingE H

c.  Ekstraksi Lalus wpiak TLC
kalus disksoeaksi dengan melods Snmeet al.
£ 1994) vang dimodifikasi. Kalos dikeringkan
dulam oven pada suhu 30°C selama A8 jam,

lalu -digeras dalam metanal - o dan

1550 DES3-3014

disaring  dengan kertaz Whatman Moo .

Feside  dibilas dengan mectznal  mwirni
schanvak  dua  kali. Exsrzk  metinol
digabunghkan  dan dwapkar: Besidu

dilarutkan kembali dafam 10 ml 0.3 M HCI
dan dizkstraksi dergan diklommetana murni
dua kali. Fazp asam dibasakan dengan
Ma)H 4 hingga pH 10 dan dizkstraksi lzoi
dengan diklorometanz mueni duz kali. Siza-
sisg mir dalam  kumpulapn fraksi
dikloromeiana dibilengkan dengas Ma 500
kering, selanjuthya diwapkan hingga kering
dan dilarutkan dalam 1 ml metanal uniek di
totolkan pada plar TLC.

TLC  pezparail silika gel dan Merck
digunakan dengen  laruten  pengembang
lerdiri atas etil asetar dan memnol denzan
pethandingan 91,

HASIL DA™ DISKUSI

Pengzaruh radiasi sinar gamma pada biji
Cagharanreg rosewy dapil meneindubst tergadinga
variasi phenotypic 2naman. Sepanyak 2000 hiji
diperlakukan unwk setiap dosis radiasi sinar
camima ditumbubkan aogsung pade medio tanah
kompos.  Pengasubh wang  efektii untuk
menzinduksi pertumbuban erjadi pada dosiz 20
Krad. Pada Rondist inl taneman tumbak lehib
cepal bila dibandingkar dengan hontrol, Pada
hiar ketiaa telah tampak pertumbuban tinaman
kira-kira sepanjang | cm. Tanaman konteol
germmnast bebih lambar %ira-kiza 10 han bila
dibandingkan dengan mulan. Radiasi gamma
dapat menghamba periumbuohan lebily dasi 60 %4
pada dosis lebih Dezacodan 20 Kead seperti
terlihar pada gambar 1. Perlakuan radiasi dengan
dosis 40 Krud menghamhbat prumbuhan hampir
(R

Teradinyva variasi phenoiypic tanamian
sgperti tinggi dan dimmeter daun vang erlihar
lebin besar dua kali lipar terlibar j2las pada mutan
dengan radiasi 20 Krad bila dibandingkan dengan
parenlalnyi {gamhber 1 dan mabal 20, Hal ini sering
terjadi  karena  pemberian redinsi dapat
memmbuikan mutesi pada beberapa basn-buse
DA wang munghkin - mengens gen-gen
fongsional  wleu  strukoural  oerentl vang
ehspresinva depat mempenzaruhi phenoivpic,
Kandungan  khierophy]  meningkat  secan
signifikan poda mutar . hasil redizsi 20 Rrad
(Tabel 1} Meningkatnve dozis radiasi juea akan
menurunkan kandungan khdorophel, Hal wang
sama juga <Nlaporkan pada cadizst werhadan biji
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temaenan Medele dengan mengzuenakan  sinar
camma . Hal in mungkine disebabkan karena
rpdinsl dengan desis tnggi dapar imsrusak base-
!‘:!ﬂﬁlﬂ DA dane selitau janingan lerlenlo fanaman
1

Penentuan  Ruoalitad!  zlkaloid  desgan
pereakst Dreagendor T adalah spesifis untok
penentuan alkalord  dimana degjadic laruean
bewarnn merah jingga dengan endapan berupa

kristal  halus,  Kandengan -alkaloid  secara
bualitafil denpan mengrunakan standan

Ajmalizin dengan-Konsentrast (2800 ppimd unsuk
=1 Dengan perambahan sedikin alkohal mornz
kemudien diponaskan, kozial akan langt Zan
dapar menghablur kembali pada suby kamar ™
putan dengan fadiazi 20 Krad menampakkan
larutan jinges vang lebih tea Sun jumlah endapan
vapa jauh Jelih banyak { 1. Hal i dapar
mendnjukan behwa mutan seesebul mempuny
kendungan aikaloid vang 12bih tnest, Semakin
fingai Sosis radiasi sepern pada 30 dan 33 Kead
teriihatr kandungan nlkalnid memenn (=) mkel 5
Radinsi sinar sommie dosis vang efektif juga
dapar - meningxatkan  kendungan  Stevioside
sebanvak 2 Rali lipat bila dibandingkan dengan
tontrel pade 1anaman Srevia redgudiang Berton
' Analisa TLC baik pada muan maupen pada
wild tvpe memperlinatkan adanya indels slkalaid
Ajmalicing Bi Sandar = 0038 vang skipresinya
Jaubk lekih banvak pada motan FZ 0200 Krad)
densan pitg febih jelas dan erca noda lebih besar,
Hazil apalizn TLLC akan  dilanpikose  deénesen
HPLT unius menzetabui kuansitas Ajmalicine
dan kundungran elkaloid vang lain.

Selekal oemminasi biji F2 (20kd)
dilakukan dengan menzzunakan mediom M35 dan
F-MT dengan konzentrasi finggi 1027 mddL
Sebanyak 200 b1 vang ditumbohkan pada
mediem seicksi sumbubh baik (59%00, 2edanzkan
wild svpe hanva dapat wmbuk pada konszairas
virng sangar kecil (0002 mM) Gma pada abel 5
Dikitrapkan  seleksi mulan yang tahan analog
tryplepan  pade  konsenirasi Linggi  dapar
mernpenyai sifee biokimia  vapg jelas dan
memiproduksi  psam oaming  triptophon: vang
berlebibon.,.  Selamuinva  rriptopan adalah
prexurant dan dibiokonversi menjudi  indote
alualaid '

IS5W: 0853-60148

Tabel L. koasdungan chiormphsd pady G muian F1
setelah dinedias siner gammn dengan berbapai dosiz.

i el W
0 I.&0

: .62
L |56 7

13 ' | 8o

20 213
2 1.51
30 ] it

33 ) 1.04

Talbel 2. Twggl tanaman jem) pads FIosatelah

dradiasi sinar gamma barbagar diosis

Dhosis Radias) Tinggl Tenzman
Krad] Lemd

] ¥
T T
T =
oI 1 85
25 i D
3 - 40+
13 o=

* ticak nda produksi ki

Tabet 3. Anatiza Kualital Alkaioid denean percaksi
DragendrafT pada duny Mogan 111 dengan
dois radiasi sinar ganinTs.

Y ArIEE

Dosis Ragiasi Test Alkaloid

(Borad] i Warna Oranae)

H = [
Tl {

5] + |

14 i

13 1

20 e 1

i (== .

= 3 O EE = I_ = |

S

L = i |

a5 i |
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Talsed b, Herat valus daun | Iresh 'u'-'-::ighl] p:]d.]_ it
FZ MK md dim wild tvpe ditumbubkan pada medicm
w5 denggim variasi homon pertumouhan. (24-0
kinstinh A= 2 i B=<: L;C=0; L D=8 11 E= 10
I dony = 320 1 G= 8 0 L. unmk 5 kol elengun
atandae devinsi < 3%,

Waras Berm Basah (g) | Derat Basah g}

Homon Wild Type Mutam F2
A 0,45 0.73
B 0,33 0,54
E 048 [ nEl
Be 062 134
E iR L
-

a9 .50

Falrel 5. Beleksi perminis pdda F2 imuian 20-Krad
ne 15 pods medivm M3 vanp menpanduisp 2-
ST lzigan X kali standar deviasi < 3%
Weild dupe hiunzn
Juimlab biji o 200

Gicrmingsk pada

02 i 5MT) 80 g Pa%y
Gerrtinasi pada - B

M1 mbE (30T 2% L
Crermingaipada .
0.2 md (3-MT) 0%q 3%

Infiibition Surye

D Goowln

A 5 0D tH 0 35 00 ho 4l

Radiatice Daapry {Krad}

Gambar [ Kurva inihtsi pestumbyhon 2358 F
dengan berbigai variasi dosis sinar gamma

IZEN OE52-3016

KESIMPULAN

Dari hasil pengliian ini
desimpulkan Babarapa bal yaitu:

. Radiast game dapat merginduksi variss
phandlvpic tunaman seperi, Enpei draman.
biji dan kandungan chicrophyl.,

2. Dosis radias (20RT1ed) adateh efcknf onouk
mengindukst biochemical motay dan 1ahan
teradap 3 MT dengan kandungan ofkaloid
wing tinggi { ——) &bandingkan dengan
kontrodpa 0] pada lanaman FZ2.

dapat
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