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ABSTRACT

Alkaloid from Solaneous plant has several drug’s potents such as antibacterial, even as
halusinogenic. This alkaloid from Datura metel is sintesized in root and accumulated in shoot. One of
methods to the alkaloid production is by roots induction from leaves-derived callus/ rooted callus.
Alkaloid production can be improved by modifying of micronutrients in MS (Murashige&Skoog)
medium. The aim of this research is to study effect of increment of micronutrients concentration toward
growth and total alkaloid on rooted callus. The culture was established from callus in MS without growth
regulator with level of micronutrients. Growth culture was representated by fresh and dry weight,
whereas total alkaloid content was analyzed by titrimetric method. Data were analyzed descriptively. The
result showed that increasing of micronutrients concentration till 2,5-fold on MS medium inhibited
growth of rooted callus. However, this condition couldn’t trigger the production of alkaloid compounds
on culture.
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ABSTRAK

Senyawa alkaloid dari tanaman Solanaceae memiliki potensi obat antara lain sebagai antibakteri bahkan
memberi efek halusinasi. Alkaloid pada kecubung, Datura metel disintesis pada organ akar dan
diakumulasi pada bagian pucuk. Salah satu metoda untuk produksi senyawa alkaloid tersebut adalah
dengan menginduksi perakaran dari kalus yang berasal dari daun (induksi kalus berakar). Produksi
alkaloid dapat ditingkatkan dengan memodifikasi komponen mikronutrien dari medium dasar MS
(Murashige&Skoog). Penelitan ini bertujuan untuk mempelajari pengaruh peningkatan konsentrasi
mikronutrien terhadap pertumbuhan dan kandungan alkaloid total dari kalus berakar. Kultur diperoleh
dari induksi kalus dalam medium MS tanpa zat tumbuh dengan perlakuan konsentrasi mikronutrien.
Pertumbuhan kultur ditentukan dari berat segar dan berat kering, sedangkan kandungan alkaloid total
dianalisis dengan metoda titrasi. Data dianalisis secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
peningkatan konsentrasi mikronutrien hingga 2,5 kali dari medium MS menghambat pertumbuhan kalus
berakar. Namun demikian, kondisi ini tampak tidak mampu memacu produksi senyawa alkaloid dari
kultur.

Kata kunci: Datura metel L., mikronutrien, kalus berakar, alkaloid total.
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PENDAHULUAN
Kecubung (Datura metel L.) kaya

akan senyawa alkaloid dari kelompok
tropan (Alexander et al., 2007). Alkaloid
yang berasal dari kecubung telah banyak
digunakan dalam dunia kesehatan, namun
untuk  mendapatkan  alkaloid  perlu
mengeksplorasi tanaman yang dibatasi oleh
masa dormansi yang panjang dan
perkecambahannya yang sulit (Ajungla et
al., 2009). Salah satu metode yang
digunakan untuk mengatasi masalah
tersebut adalah dengan teknik in vitro.

Teknik in vitro sudah banyak
dilakukan untuk memproduksi metabolit
sekunder, misalnya alkaloid. Kultur yang
telah banyak digunakan untuk
memproduksi alkaloid adalah dengan kultur
kalus, suspensi sel, kultur akar baik
transforman maupun non-transforman, juga
kalus yang diinduksi membentuk perakaran/
kalus berakar (rooted callus). Kultur akar
dari tumbuhan Datura mampu
menghasilkan alkaloid yang lebih tinggi
dibandingkan kultur kalus dan suspensi sel,
karena senyawa alkaloid disintesis pada
akar (Palazon et al., 2008). Kalus yang
diinduksi membentuk perakaran/ kalus
berakar (rooted callus) pada D. metel L.
belum banyak dilakukan.

Kandungan alkaloid dalam kultur
dapat ditingkatkan melalui  optimasi
medium (Husin et al., 2002), vyang

dilakukan dengan memaodifikasi komponen
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medium kultur. Salah satu modifikasi
medium yang dilakukan adalah dengan
mengubah konsentrasi mikronutrien dalam
medium MS (Murashige & Skoog).
Mikronutrien  merupakan hara  yang
dibutuhkan dalam jumlah sedikit dan
esensial bagi pertumbuhan dan
perkembangan  tumbuhan.  Konsentrasi
mikronutrien  yang  berbeda  dapat
berpengaruh terhadap proses metabolisme
kultur. Kondisi tersebut dapat diamati pada
peningkatan konsentrasi aluminium (Al)
pada 60 ppm menyebabkan penurunan
pertumbuhan pada kalus (Roy & Mandall,
2005), penambahan AICIl; dalam medium
dapat meningkatkan kadar alkaloid
hiosiamin dan skopolamin pada kultur akar
D. metel L. (Ajungla et al., 2009).
Penelitian ini akan mengkaji peningkatan
konsentrasi mikronutrien dalam medium
MS untuk mengetahui  pengaruhnya
terhadap pertumbuhan dan  produksi

senyawa alkaloid pada kalus berakar.

METODOLOGI
Eksplan yang digunakan potongan

daun kecubung, baik dengan ibu tulang
daun maupun tanpa ibu tulang daun, yang
ditanam dalam medium MS padat secara
aseptik. Induksi kalus berakar dilakukan
pada medium MS dengan NAA 2,5 ppm.
Kultur diinkubasi pada suhu kamar dan di
bawah pencahayaan lampu 20 watt.

Subkultur dilakukan sekali setelah umur 15



hari. Kalus berakar yang berumur 30 hari
kemudian dipindah ke dalam medium
perlakuan konsentrasi mikronutrien tanpa
penambahan  NAA. Perlakuan  yang
diberikan meliputi 3 macam konsentrasi
yaitu mikronutrien standar (C,), konsentrasi
2 kali standar (C,), dan konsentrasi 2,5 kali
standar (C,). Kultur pada medium
perlakuan dipelihara dengan satu Kkali
subkultur setelah 15 hari, dan dipelihara
hingga kultur berumur 30 hari.

Respon pertumbuhan diamati dari
penambahan berat basah dan berat kering
kalus berakar. Kandungan alkaloid dalam
kalus berakar ditentukan dengan analisis
kualitatif dan analisis kuantitatif. Analisis
kualitatif dilakukan dengan menggunakan
pereaksi Bourchardat (Kusyati, 2011),
sedangkan analisis kuantitatif dilakukan
dengan metode titrimetri (Cahyono, 2011,
komunikasi pribadi).

*
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Eksplan daun yang ditanam pada

medium MS dengan NAA 25 ppm
memiliki respon tumbuh yang berbeda
antara daun dengan ibu tulang daun maupun
tanpa ibu tulang daun. Eksplan tanpa ibu
tulang daun membentuk kalus terlebih
dahulu diikuti dengan munculnya akar,
sedangkan eksplan dengan ibu tulang daun
membentuk akar terlebih dahulu diikuti
pembentukan kalus (Gambar 1). Hal ini
seperti yang diungkapkan oleh Dhaliwal et
al. (2004 dalam Robbiani et al., 2010)
bahwa pada eksplan daun, akar akan
tumbuh dari barisan sel parenkim yang
dekat dengan pembuluh vaskuler, hal ini

menyebabkan eksplan dengan ibu tulang

daun dapat membentuk akar terlebih
dahulu.
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Gambar 1. Respon pelengkungan eksplan daun dalam medium MS dan pertumbuhan

eksplan pada medium MS B

Keterangan : a. Kalus yang terbentuk

b. Eksplan yang mengalami pelengkungan dan tumbuh akar
c. Eksplan yang mengalami pelengkungan dan tumbuh kalus

Pertumbuhan kalus berakar diukur

dari peningkatan berat basah dan berat

kering. Berat basah merupakan berat

tanaman yang dipengaruhi oleh kandungan
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air dalam jaringan, unsur hara, dan hasil
metabolisme. Penambahan berat basah
kalus berakar dipengaruhi oleh akar yang

terbentuk dan kandungan air yang diserap
dari medium ke dalam sel-sel kalus, yang
ditunjukkan Tabel 1.

Tabel 1. Penambahan berat basah kalus berakar kecubung pada medium MS tanpa NAA dengan

perlakuan konsentrasi mikronutrien

Perlakuan konsentrasi
mikronutrien

Penambahan berat basah (g)

0,85
0,67
0,44

Akar yang terbentuk pada kalus
mengalami pemanjangan yang dipengaruhi
oleh  konsentrasi mikronutrien  dalam
medium MS tanpa NAA. Pemanjangan akar
ini berkaitan dengan fungsi akar sebagai
organ penyerap air dan mineral. Akar yang
tumbuh dari kalus berakar perlakuan C,
lebih sedikit, lebih pendek, dan lebih kurus
dibandingkan dengan akar pada perlakuan
Co dan C; (Gambar 2). Hal ini berkaitan
dengan konsentrasi mikronutrien yang
tinggi dalam medium, yang menyebabkan
kondisi hipertonis bagi sel kalus. Kondisi
medium yang hipertonis akan menghambat
penyerapan mikronutrien dan memicu
pengerutan sel karena air dalam sel akan

tertarik  keluar. Gambar 2  juga

- Co -

memperlihatkan  bahwa perlakuan C,
menghasilkan pertumbuhan kalus berakar
yang lebih baik dibandingkan perlakuan C;
dan C.,. Hal ini didukung adanya
mikronutrien dalam Kkonsentrasi standar
sehingga memberikan kondisi isotonis bagi
kultur.

Akar yang memanjang pada semua
perlakuan konsentrasi mikronutrien dapat
disebabkan oleh keberadaan auksi endogen
dalam kalus. Auksin endogen akan memicu
pembentukan etilen, dan secara bersamaan
akan memicu pembentukan dan
pemanjangan akar adventif. lvanchenko et
al. (2008), menyatakan bahwa etilen dapat
memicu transport auksin secara akropetal

dan basipetal pada akar.

(S pwns.

,.'J.‘ o
w

Gambar 2. Kalus berakar kecubung yang tumbuh pada medium MS dengan perlakuan
konsentrasi mikronutrien dan tanpa penambahan NAA.
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Pertumbuhan kultur juga diukur dari
berat kering kalus berakar. Berat kering
merupakan berat tanaman yang hanya berisi
hasil metabolisme setelah kandungan airnya
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dihilangkan melalui pengeringan. Produksi
tanaman lebih akurat dinyatakan dengan
berat kering, karena berat kering tidak
dipengaruhi oleh kandungan air.

01

C2

Perlakuan Konsentrasi Mikronutrien

Gambar 3. Histogram berat kering kalus berakar kecubung pada medium MS
tanpa NAA dengan perlakuan konsentrasi mikronutrien

Gambar 3 menunjukkan bahwa
berat kering kalus pada perlakuan C;
lebih  tinggi  dibandingkan  pada
perlakuan Cy dan C,. Hal ini disebabkan
karena akar adventif yang terbentuk
pada perlakuan C; lebih tebal dan lebih
banyak  memiliki  bulu-bulu  akar
daripada perlakuan lainnya. Akar C;
tersebut terbentuk dari ibu tulang daun,
sehingga  ukurannya lebih  tebal
dibandingkan akar yang tumbuh dari
kalus. Akar adventif lebih tebal karena
akar adventif terbentuk dari kambium.

Hasil analisis kualitatif kandungan
alkaloid total pada kalus berakar
menggunakan pereaksi  Bourchardat
tidak menghasilkan adanya endapan
berwarna putih (Gambar 4), yang
menunjukkan bahwa pada kalus berakar
tidak terdeteksi adanya senyawa
alkaloid.

Alkaloid yang tidak terdeteksi
pada  kalus  berakar  kecubung
dikarenakan mikronutrien tidak dapat
berperan sebagai elisitor eksternal yang
akan menginduksi elisitor internal
seperti  jasmonat, asam salisilat,
sistemin, dan signal endogen lain seperti
reactive oxygen species (ROS) (Mittler
et al., 2004; Devoto and Turner, 2005).
Sinyal transduksi yang diinduksi oleh
elisitor eksternal ini nantinya akan
memicu produksi senyawa pertahanan
melalui  stimulasi secara langsung
terhadap jalur metabolisme atau dengan
mengaktifkan  ekspresi gen  yang
berperan untuk pertahanan terlebih
dahulu. Desender et al. (2007)
menyatakan elisitor yang berbeda dapat
menginduksi pola pertahanan yang
berbeda. Hal ini terkait dengan regulasi
gen vyang berperan penting dalam
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merespon stres dan sintesis fitokimia
(Kidd et al., 2006).
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Gambar 4. Hasil uji kualitatif

kandungan alkaloid total

dengan pereaksi

Bourchardat yang

menunjukkan tidak adanya

endapan  putih  (negatif
alkaloid)

Alkaloid tidak terdeteksi pada

analisis kualitatif meski kalus dengan
akar berada dalam kondisi hipertonis,
diduga karena kalus dengan akar
memiliki senyawa pertahanan lain
selain alkaloid. Senyawa pertahanan
yang dihasilkan oleh kalus dengan akar
bisa berupa senyawa fenol yang
merespon terhadap pelukaan (Aryati et
al.,, 2005). Alkaloid vyang tidak
terdeteksi juga dapat terjadi karena
umur fisiologis kultur belum matang
untuk dilakukan pemanenan. Umur
fisiologis sangat berpengaruh karena
semakin lama umur kultur, proses
adaptasi dari kultur sudah sangat baik,
sehingga kultur akan merespon dengan
baik terhadap perlakuan yang diberikan.
Pemanenan  kalus berakar pada
penelitian ini masih terlalu dini,
kebanyakan pemanenan kultur untuk
produksi alkaloid dilakukan setelah
34

kultur berumur lebih dari 30 hari
dengan beberapa kali subkultur.
Alkaloid yang tidak terdeteksi
menggunakan pereaksi  Bourchardat
dapat terjadi karena proses ekstraksi
terlalu  sederhana dan kandungan
alkaloid dalam kalus berakar sangat
rendah. Ekstraksi yang terlalu sederhana
tidak dapat menghancurkan dinding sel
dan tidak dapat memisahkan senyawa
alkaloid dari dalam sel, karena alkaloid
berada dalam bentuk terikat yang tidak
dapat dibebaskan pada kondisi ekstraksi
yang biasa (Robinson, 1995 dalam
Aryati dkk., 2005). Pemilihan salah satu
pereaksi dari pereaksi Bourchardat,
Mayer, dan Dragendorff untuk uji
kualitatif sudah sangat mewakili, namun
untuk kadar alkaloid yang sangat rendah
uji kualitatif =~ dengan  pereaksi
Bourchardat ternyata masih kurang
efektif. Uji kualitatif yang lebih efektif
untuk kadar alkaloid yang sangat rendah
dapat dilakukan dengan kromatografi
lapis tipis (TLC), HPLC (High
Peformance Liquid Chromatograph),
GC-MS (Gas Chromatograph-Mass
Spectroscopy), atau dengan NMR
(Nuclear Magnetic Resonance).

KESIMPULAN

Peningkatan konsentrasi
mikronutrien dalam  medium MS
(Murashige and  Skoog) tanpa
penambahan NAA menghambat
pertumbuhan kalus berakar, namun
belum dapat memicu pembentukan
senyawa alkaloid yang ada didalamnya.
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