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Abstract

Somatic embryogenesis is a process whereby somatic cells have differentiation in somatic
embryos and it's formed from embryonic cells due to the high polarization of uncontrolled cell
division. The aim of this research is to produced shoots of rodent tuber via somatic embryos.
Induction of somatic embryos from explants in MS media with N (2-chloro-4-pyridyl)-N-
phenyl urea (CPPU) and continuous subculture in MS media without plant growth regulator
for 1 month. Plantlet regeneration growth in liquid MS media with BAP and IBA fortified with
40 gr/l of sucrose in the dark. The result showed that somatic embryonic appears in media
induction after 2 week and plantlet regeneration in 4 week. All plantlet growed from embryo
somatic can survive 100% in field with normal shoot.
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1. PENDAHULUAN

Somatik embryogenesis adalah suatu proses
dimana sel somatik terdeferensiasi menjadi
embrio somatik (George, et al. 2008). Somatik
embryogenesis terbentuk dari sel embrionik yang
terpolarisasi oleh karena tingginya pembelahan
sel yang terkontrol. Somatik embryogenesis dapat
terdeferensiasi secara langsung tanpa melalui
fase kalus seperti pada daun Nymphoides
cristatum (Niranjan, et al. 2008) atau secara tidak
langsung melalui fase kalus seperti pada Arachis
glabrata (Vidoz, et. al, 2004).

Menurut Purnamaningsih (2002), faktor-faktor
yang mempengaruhi pembentukan  embrio
somatik adalah jenis eksplan, sumber nitrogen
dan gula, serta zat pengatur tumbuh. Somatik
embryogenesis dapat terbentuk dari berbagai
bagian tanaman seperti dari embrio immature
Helianthus annuus L (Finer, 1987), daun
Tylophora indica (Burm.f.) Merrill (Chandrasekhar,
et al., 2006), hipokotil Brassica napus (Majd, et al.
2006), kotiledon Jatropha curcas (Kalimuthu, et
al., 2007), bunga Musa acuminata (Sidha, et al.
2006) dan petiole Begonia x hiemalis Fotsch
(Awal, et al. 2008).

Dikatakan dalam George, et al. (2008) bahwa
regenerasi tanaman melalui proses
embryogenesis somatik terdiri dari lima tahapan
yaitu tahapan inisiasi embrionik kultur dengan
memaparkan eksplan pada media yang
mengandung zat pengatur tumbuh, tahapan

proliferasi embrionik kultur pada media padat atau
cair, tahapan pre-maturasi dari embrio somatik
pada media tanpa zat pengatur tumbuh, tahapan
maturasi embrio somatik dan tahapan regenerasi
tanaman.

Somatik embriogenesis dapat menjadi sarana
untuk menghasilkan alkaloid pada Corydalis
ambigua (Hiraoka, et al. 2004), peningkatan kadar
komponen bioaktif acemannan pada Aloe
barbadensis Mill (Garro-Monge, et al. 2008) dan
manipulasi genetik dengan transformasi pada
Coffea arabica L (Gatica-Arias, et al., 2008).
Somatik embriogenesis adalah salah satu
alternatif terbaik untuk meregenerasikan tanaman
dari sel tunggal atau protoplas (George, et al.
2008).

Keladi tikus (Thyponium flagelliforme (Lodd)
BL) merupakan tanaman obat asli Indonesia
(Syahid, 2007). Kandungan senyawa aktif keladi
tikus mengandung antineoplastik atau antikanker
selain juga bisa berkhasiat sebagai antivirus.
Ekstrak umbi dan akar keladi tikus serta bahan
alami lainnya dapat membantu detoxifikasi
jaringan darah. Efek farmakologi inilah yang
ditengarai menjadi obat utama untuk mengatasi
kanker stadium lanjut. Dari hasil analisa fitokimia
umbi  keladi tikus menunjukkan adanya
kandungan senyawa alkaloid, saponin, steroid
dan glikosida (Syahid, 2007).

Perbanyakan tanaman keladi tikus secara in
vitro telah mulai banyak dilakukan baik dengan
regenerasi melalui kalus dari daun menjadi
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plantlet (Syahid dan Kristina, 2007), dengan umbi
menjadi plantlet (Royani, dkk, 2008) dan dari satu
tunas menjadi multiplikasi tunas dengan metode
aerasi (Yee, 2003). Tetapi perbanyakan keladi
tikus melalui embryogenesis somatik belum
pernah dilaporkan. Penelitian ini bertujuan untuk
mendapatkan tanaman keladi tikus melalui proses
embriogenesis somatik.

2. BAHAN DAN METODE

Bahan dan sterilisasi. Umbi keladi tikus
(Thyponium flagelliform L. Blume) digunakan
sebagai eksplan dan dikoleksi di sekitar Kawasan
PUSPIPTEK Serpong Tangerang.

Sterilisasi umbi. Sterilisasi pada umbi keladi
tikus dimulai dengan pengambilan mata tunas dari
umbi dengan ukuran 0,5 cm x 0,5 cm x 0,5 cm
untuk  kemudian  dicuci  bersih  dengan
mengunakan air mengalir. Eksplan selanjutnya
direndam dalam larutan pembersih lantai
(mengandung benzalkoniumchloride 1,5%)
selama 3 menit, dilanjutkan dengan pemberian
alkohol 70% selama 3 menit. Kemudian eksplan
direndam dalam larutan pembersih lantai kembali
selama 30 menit dan air mengalir selama 1 jam,
selanjutnya eksplan direndam dalam bakterisida
dan fungisida 2 gr/l selama 1 jam. Perlakuan
sterilisasi dalam laminar air flow adalah
perendaman dalam larutan pemutih baju 5%
(mengandung 5,25% NaOCI) selama 5 menit
kemudian direndam kembali dalam larutan
pemutih baju 5% selama 5 menit dan terakhir
dalam larutan antibiotik selama 30 menit. Eksplan
kemudian ditanam di media MS tanpa zat
pengatur tumbuh (MSO0) untuk mengetahui ada
tidaknya kontaminasi.

Induksi kalus. Induksi kalus dari umbi keladi
tikus dilakukan pada dua media induksi yaitu
media Murashige and Skoog (MS, 1962) dengan
zat pengatur tumbuh berupa N(2-chloro-4-pyridyl)-
N-phenylurea (CPPU) dan media MS dengan zat
pengatur tumbuh berupa benzyl amino purine
(BAP). Masing-masing media ditambahkan
pemadat dengan konsentrasi 8 gr/l.

Induksi embrio somatik. Setelah dilakukan
induksi kalus pada masing-masing media induksi,
kalus disubkultur pada media MS tanpa zat
pengatur tumbuh (MSO0) untuk menginduksi
pembentukan embrio somatik.

Regenerasi plantlet. Embrio somatik yang
telah terbentuk kemudian disubkultur pada media
regenerasi plantlet. Media yang digunakan untuk
regenerasi plantlet adalah media MS cair dengan
penambahan zat pengatur tumbuh berupa BAP
dan IBA serta penambahan sukrosa sebanyak 40
ar/l.

Media Pendewasaan plantlet. Media yang
digunakan untuk pendewasaan plantlet adalah
media MSO dengan pemadat. Induksi kalus
dilakukan diruang termostatik pada suhu 25°C *
2°C dengan penyinaran selama 16 jam.
Sedangkan regenerasi plantlet dilakukan diruang
kultur dengan suhu yang sama dengan
penggoyangan dan diinkubasi pada kondisi gelap.

Aklimatisasi Plantlet. Aklimatisasi plantlet
dilakukan dengan cara plantlet hasil embrio
somatik dibersihkan akarnya dari agar yang
menempel dengan air mengalir sampai bersih.
Plantlet ditanam pada polibag dengan ukuran
15x15 cm dengan media tanam berupa pupuk
kandang: pasir: tanah dengan perbandingan
1:1:1. Plantlet dalam polibag ditempatkan pada
sungkup-sungkup plastik dan disiram setiap hari.
Setelah 4 minggu setelah tanam bibit hasil
aklimatisasi dipindahkan di screen house.

Pengamatan dilakukan terhadap beberapa
parameter berupa warna kalus, bentuk kalus,
embrio somatik yang terbentuk, jumlah tunas,
tinggi tunas, jumlah daun dan pertumbuhan
plantlet secara in vitro serta tinggi tunas, jumlah
daun dan pertumbuhan setelah aklimatisasi.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1. Induksi kalus

Induksi kalus embrionik dari umbi keladi tikus
terjadi pada minggu ke 2 setelah tanam. Induksi
kalus dapat terjadi pada kedua media yang
dicobakan baik dengan penambahan zat pengatur
tumbuh CPPU maupun BAP. Kalus viabel dari
umbi keladi tikus yang terbentuk berwarna
kekuningan dengan bentuk remah dan mudah
hancur.

Tabel 1. Kalus yang terbentuk pada media induksi
kalus

Media Warna kalus | Bentuk
induksi kalus
MS + CPPU | kuning Viabel,
bening remah dan
kecoklatan mudah
pecah
MS + BAP putih bening Viabel,
kekuningan bulat-bulat,
bergerombol

Pada media MS yang mengandung BAP selain
remah dan mudah hancur kalus yang terbentuk
bulat-bulat dan bergerombol. Penelitian yang
telah dilakukan Syahid dan Kristina (2007) pada
kalus keladi tikus juga mendapatkan bentuk kalus
dengan tekstur sebagian remah, agak mudah
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lepas dan sebagian remah dan padat. Bentuk dan
warna kalus pada tiap perlakuan dapat dilihat
pada gambar 1.

Induksi pembentukan kalus embrionik dengan
menggunakan zat pengatur tumbuh dari golongan
sitokinin jarang dilakukan. Biasanya induksi kalus
menjadi somatik embrio dilakukan pada media
yang mengandung zat pengatur tumbuh berupa
auksin yaitu 2,4-D seperti pada tanaman Glycine
max (Korbes, et al. 2005), penggunaan IAA pada
tanaman Corydalis ambigua (Hiraoka, et al. 2004)
dan penggunaan NAA pada Theobroma cacao L
(Chantrapradist and Kanchanapoom, 1995).

Pada penelitian ini dilakukan induksi dengan
sitokinin untuk menginduksi pembentukan kalus
embrionik yang dapat membentuk embrio
somatik. Induksi kalus dengan menggunakan
sitokinin dan menghasilkan embrio somatik juga
telah diaplikasikan pada Jatropha curcas
menggunakan BAP dari eksplan kotiledon
(Kalimuthu, et al., 2007). Sedangkan pada
Nymphoides cristatum pemakaian TDZ tunggal
membentuk  embrio somatik tetapi pada
pemakaian 2,4-D tunggal tidak terbentuk
(Niranjan, et al. 2008).

Gambar 1. Perbandingan kalus embrionik dari
media induksi kalus dengan CPPU (A) dan BAP

(B).
3.2. Induksi embrio somatik.

Kalus embrionik yang terbentuk dari kedua media
induksi tersebut disubkultur pada media MS tanpa

zat pengatur tumbuh. Hal ini dilakukan untuk
mengetahui respon kalus embrionik pada media
induksi dan memacu pembentukan embrio
somatik. Dikatakan oleh George, et al. (2008)
bahwa perlakuan ini dapat meningkatkan
proliferasi dan menstimulir formasi embrio somatik
dan perkembangan awal dari embrio. Subkultur
kalus embrionik dari media dengan zat pengatur
tumbuh kedalam media tanpa zat pengatur
tumbuh juga dilakukan pada Asparagus officinalis
L (Delbrei and Jullien, 1994), Andrographis
paniculata (Martin, 2004) dan Vitis vinifera L (Gok
Tangolar, et al. 2008) dengan tujuan untuk
memacu dan meningkatkan jumlah somatik
embrio yang terbentuk.

Dari kedua media yang digunakan untuk
induksi, kalus embrionik pada media CPPU dapat
terpacu menghasilkan embrio somatik setelah
dipaparkan pada media MSO selama 2-3 MST.
Sedangkan pada media dengan BAP, kalus tidak
terpacu menjadi embrio somatik tetapi tetap
berproliferasi. Embrio somatik yang dihasilkan
berwarna putih bening kekuningan dan berada
pada kondisi pertumbuhan.

Gambar 2. Somatik embrio yang terbentuk dari
media induksi yang mengandung CPPU
disubkultur pada media MSO berumur 3 MST

CPPU atau forchlorofenuron adalah zat
pengatur tumbuh dari golongan phenylurea yang
mempunyai aktivitas seperti sitokinin (George, et
al. 2008). Pengaruh penggunaan CPPU untuk
menginduksi  embrio  somatic juga telah
diaplikasikan pada Pellargonium, bersinergis
dengan golongan sitokinin yang lain yaitu TDZ
(Murthy et al., 1996; Mithila et al., 2001).
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3.3. Regenerasi plantlet.

Regenerasi plantlet dilakukan pada media cair
dengan penggojokan untuk menghomogenkan
media. Hasil proliferasi kalus dan somatik embrio
yang terbentuk pada media MSO disubkultur pada
media MS cair dengan penambahan BAP dan IBA
serta peningkatan kadar sukrosa sebesar 40 gr/l.
Penggunaan konsentrasi gula melebihi normal
sebesar 40 gr/l juga dapat meningkatkan
pembentukan embrio somatik. Pada kondisi ini
pemberian gula di samping berfungsi sebagai
sumber karbon, juga berguna untuk
mempertahankan  tekanan  osmotik  media
(Purnamaningsih, 2002).

Tabel 2. Respon dan jumlah tunas pada media
regenerasi plantlet.

Bentuk Rata-Rata Pertumbuhan

Eksplan Jumlah Plantlet
Tunas

Kalus 20+0.78 Normal

embrionik

Somatic 11 +1.25 Normal

embrio

Regenerasi plantlet dari kalus embrionik dan
somatic embrio mulai terbentuk dalam waktu 4
minggu setelah tanam. Tunas yang terbentuk
pada embrio somatik hasilnya lebih banyak
dibandingkan pada kalus embrionik pada media
yang sama. Hasil regenerasi plantlet dari kalus
dan embrio somatic dapat dilihat pada Gambar 3.

- =
Gambar 3. Regenerasi plantlet pada media
MS+BAP+IBA cair. Plantlet dari kalus (A) 4 MST
dan dari embrio somatic (B) 2 MST.

3.4. Pendewasaan Plantlet.

Plantlet dari hasil regenerasi yang berasal dari
kalus maupun yang berasal dari embrio somatik
mengalami pertumbuhan yang normal seperti
pada perbanyakan yang terjadi secara langsung
tanpa melalui fase kalus atau embriogenesis. Baik
bentuk batang, daun maupun akar tidak
menunjukkan abnormalitas. Tinggi plantlet pada
masing-masing tunas dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Rata-rata tinggi dan jumlah daun pada
tunas hasil regenerasi dari embryo somatik dan
kalus.

. .Rate.t-rata Rata-rata
Media | Tinggitunas Jumlah daun
(cm)
MS + 6.19 +1.67 5.50+1.80
CPPU
MS + 452 +1.08 5.50 +1.00
BAP

Gambar 4. Pendewasaan plantlet dari regenerasi
kalus berumur 2 MST (A) dan dari embrio somatik
berumur 6 MST pada media MSO (B)

Rata-rata tinggi tunas plantlet keladi tikus hasil
regenerasi secara embrio somtik lebih tinggi
dibandingkan dengan regenerasi melalui kalus.
Sedangkan pada jumlah daun rata-rata yang
dihasilkan adalah sama.

3.5. Aklimatisasi Plantlet

Hasil aklimatisasi tanaman keladi tikus baik yang
berasal dari regenerasi embrio somatik maupun
yang berasal dari regenerasi kalus dapat
beradaptasi 100% pada lingkungan luar.
Pertumbuhan keladi tikus yang dihasilkan
mempunyai daun, batang dan akar yang normal
seperti pada perbanyakan secara konvensional
dan tidak terjadi variasi morfologi. Hasil ini tidak
berbeda dengan embryogenesis yang terjadi pada
tanaman obat Tylophora indica (Burm.f.) Merril
dengan  morfologi yang normal setelah
aklimatisasi (Chandrasekhar, et al., 2006).

mbar 5. Aklimatisasi keladi tikus hasil
regenerasi dari kalus (A) dan dari embrio somatik
(B) 8 MST.

Regenerasi Tanaman Obat............... ( Juwartina Ida Royani, Indah Sulistyorini, Dwi Rizkyanto Utomo)
Diterima 3 Februari 2012; terima dalam revisi 12 Maret 2012; layak cetak 2 April 2012



Dari rata-rata tinggi tunas keladi tikus baik
yang dihasilkan dari regenerasi kalus maupun
embryo somatik dapat dilihat pada Tabel 4. Tinggi
tunas keladi tikus yang dihasilkan mempunyai
rata-rata yang sama yaitu 27 cm. Sedangkan
untuk jumlah daun lebih banyak pada tunas yang
dihasilkan dari regenerasi kalus.

Table 4. Rata-rata tinggi dan jumlah daun pada
aklimatisasi tunas hasil regenerasi dari embryo
somatik dan kalus.

. Rata-rata Rata-rata
Media | Tinggitunas Jumlah daun
(cm)
MS + 27.45+2.60 9.50+1.76
CPPU
MS + 27.83+1.91 12.45 +4.05
BAP

4. KESIMPULAN

Induksi kalus embrionik dari keladi tikus dapat
dilakukan pada media MS baik pada penambahan
CPPU maupun BAP. Induksi embrio somatik
terjadi pada kalus embrionik dari hasil induksi
media MS dengan penambahan CPPU pada
media MSO0. Plantlet Keladi tikus dapat
terregenerasi baik melalui kalus maupun melalui
embrio somatik. Tanaman keladi tikus yang
dihasilkan dari proses somatik embryogenesis
dan kalus mengalami pertumbuhan yang normal.
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