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Abstrak

Pengaruh triptofon terlmdap pefiumbulnn dan kandungatT kcLtaratltitt pada kttLtur kalus Catharanthus roselis telah
diteliti- Pertuntbuhan kalus C. roseus-],arlg, tliberitriptofan 100, 125 dan225 mg/Lrendahpada hari ke-21, trLmurtyrutg
diberi penantbahan 150, 175 datt 200 ng/L pertunbuhannya lebih baikctari kontrol. Kcutclulgan katarantirt kontrol
ataLt tatTpa triptofan adalah 123,22 pg/g bk. Kandungan katarantitt pada keencun kalus yang diberi perlakuan triptofan
100' 125, 150, 175,200,225 mg/L adalah 485,00, 588,32,875,10, 905,26,781,10 dan 950,i4 pg/g bk. pertakuail,ang
optimal untuk pefiumbuhan dan produksi katarantin dengan pencntbahan prekursor triptofan aiatah 175 mg/L a"",rgol
peningkatan kandungan katarantin sebesar I 13,90 7o .

Kata Kunci: Catharanthus roseus, KoltLs, Katarantin, Triptofan

Abstract

Research on the growtlt and catharctnthine content of Catharanthus roseus callus w,lticlt were treatel with tryptophan
had been done. Wet and dry weight o/Catharanthus roseus collus clecreased wlten treated with 100, 125 and 2-25 nry/L
tr1|ptopltan' but callus treated with 150, 175 cutd 200 ntg/L tryptophan grew better. Catharanthine contents ofihe
kontrol callus was 423,22 1tg/g dw. The treatrnettt ccLlli containi +'ss,oo,-5gg,32, g75,10, g05,26, 7g4,10 artd 950,54
1tg/g dw of catlmrantltine respectively. The optinml tryptophan treattilett for callus growth ancl cathara,tltirrc
production was 175 mg/L tryptopltcut with a I 13,90 To. increase of catharanthine content.

Keywords : Catharanthus roseus, Cctllus, Catlmranthine, Tryptophan

1. Pendahuluan

Catharantlms roseus (L) G. Don yang sering
disebut tapak dara adalah set.rak tahunan yang banyak
dibudidayakan sebagai tanaman hias dan obat.
Tanaman tapak dara ini berguna untuk men-gobati
hipertensi, diabetes, pendarahan akibat penurunan
jumlah trornbosit, chorionic epithelionm, acute
lyntplrccfiic leukenda, aalte nrcnocytic leukenia.
limfosarkoma den sarkoma r.t retikulum
(Wijayakusuma et al., 1992). Sekitar 100 macam
alkaloid telah diidentifikasi pada tanaman ini,
diantaranya adalah alkaloid anti kanker sepeni
vinblastin, vinkristin, katarantin clan leurosin (de padua
et al., 1999). Vinkistin dan vinblastin yang relah
dikomersialkan kebanyakan berasal clari tapak dara (de
Padua et al., 1999). Senyawa antikanker ini menekan
atau menghambat pembelahan sel dengan n'rembekukar.r
protein nrikrotubular, terutama pada metafase
(Alexaridrova et al., 2000; de paclua et at., 1999).

Kultur suspensi sel, kaius, tunas, akar dan
agregat sel C. roseus dapat menghasilkan alkaloid yang
lebih banyak (Vazquez-FloIa et al., 1994; Kim et aL.,
1994; Verpoorte et al., 1993; Smith er a1., lggi,;
McCaskill et al., 1988). Keunrungan lain dari
penggunaan kultur jaringan untuk produksi alkaloid ini
adalah produksinya dapat diatur, kualitas dan hasil
produksinya lebih konsisten, biaya prociuksi lebih kecil
dan mengurangi penggunaan lahan (Sugiarso, 1999;
Bajaj et a/., 1988; Hirata et o1.,1990a dan 1990b).

Menurut Matrel and Smirh (1983), agar produksi
metabolit sekunder tinggi maka perlu optimasi faktor-
faktor internal dan ekster"nal. Optimasi dapat clilakukan
dalam dua tahap, yaitu tahap perlumbuhan dan pada
tahap produksi. Pada tahap pertumbuhan, pengaturan
kondisi kultur diarahkan untuk memproduksi biomassa
dalam waktu dekat, sedangkan tahap pro<iuksi,
pengaturan kondisi kultur untuk produksi metabolit
sekunder. Selain optimasi pada ke<iua tahap cli atas,
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pendekatair lain yang dapat dilakukafl secara efektif
untuk meningkatkan produksi biomassa sel dan

metallolit sekunder adalah penambahan prekursor
(prazat), eiisitasi dan amobilisasi.

Triptofan merupakan prekursor alkaloid indol
kompleks, sepefti katarantin. Penambahan zat tersebut

dapat mengaktifkan sintesis alkaloid indoi kompleks
pada C. roseus (Zhao et aI.,2001).

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari
resporls pertumbuhan kalus C. roseus terhadap

pemberian perlakuan variasi triptofan; sefta

pengaruhnya terhadap produksi katarantin pada kalus.

2. Metode

2.l Eksplan

Bahan-bahan yang digunakan adalah daun ke-3
atau ke-4 dari tunas apical C. roseus yafig berbunga
putih. Eksplan tersebut di peroleh dari Laboratorium
Botani Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan

Alam Universitas Sam Ratulangi.

2.2Medium

Medium untuk induksi kalus yang digunakan
dalam penelitian ini adalah medium induksi kalus yang

terdiri dari medium dasar Murashige dan Skoog (MS),
2 mgll- napthalene acetic acid dan 0,2 mg/L Kinetin.
Medium perlakuan adalah medium induksi kalus yang

ditambahkan dengan berbagai konsentrasi triptofan,
yaitu: 100, 125, 150,115,200 dat225 mgll-.

2.3 Sterilisasi

Mediurn dan alat-alat yang digunakan terlebih
dahulu disterilkan di dalam autoklaf pada suhu lzL'C,
tekanan 15 psi selama 15 menit. Sterilisasi triptofan
dilakukan dengan membran filter selulosa asetat

(PTFE) 0,45 pm.
Sumber eksplan yang akan ditanam pada

rnedium terlebih dahulu dicuci di bawah air trengalir
selama 15 menit, kemudian direndam dalam etanol
707o selama enam menit dan dibiias dengan H2O steril.
Eksplan selanjutnya disterilisasi dengan natrium
hipoklorit (NaClO) 27o selama sepuluh menit, lalu
dibilas dengan H2O steril sebanyak tiga kali. Peralatan

kultur disterilkan secara aseptik dengan perendaman

pada etanol 907o dan pembakaran pada setiap kali
pemakaian.

2.4 Induksi kalus

Penanaman dan induksi kalus dilakukan di
dalam kotak pemindah beraliran udara. Daun yang

telah disterilisasi dipotong-potoltg dengan ukuran 0,5 x
0,5 cm2 dan selanjutnya ditanarn pada medium. Setelah

penanalnan, semua botol kultur clisimpan dalam ruang
kultur pada suhu kamar.

voL. I I NO.4

2.5 Kultur kalus peilakuan triptofan

Kalus yang terbentuk setelah sekitar 28 hari
disubkuitur sebesar 0,2 g ke media MS yang

mengandung triptofan. Setiap botol dikultur 2-3 kaius.
Setelah 2l 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 seteiah subkultur ke-2.

Kemudian kaius 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 et al. (1990), Pandiangan dan Nainggolan
(2006) yang telah dimodifikasi. Sel dikeringkan dengan

freeze dryer selama satu malam atau sekitar L2 jam.

Bahan yang telah kering (0,1 g) dihaluskan dalam
mortar dan diekstraksi daiam 5 ml larutan metanol
selama 2 jam sambil dikocok. Campuran kemudian
disentrifugasi pada 15.000g selama 5 menit dan

supernatan (ekstrak metanol) diambil kemudian
diuapkan dengan evaporator pada suhu 40 oC selama 1

malam. Ekstrak metanol kental diekstraksi lagi dengan

diklorometana dan selanjutnya dikeringkan sehingga

diperoleh ekstrak kering. Ekstrak tersebut dilarutkan
dalam I ml metanol HPLC, dan disaring dengan filter
seluiosa asetat (PTFE) 0,45 pm.

2.7 Analisis Kandungan Katarantin secara Kualitatif
dan Kuantitatif dengan Kromatografi Cair Kinerja
Tinggi IKCKT)

Analisis kualitatif dan kuantitatif untuk
katarantin dilakukan dengan KCKT yang <lihubungkan

dengan kromatopak Shimadzu CR-7A Plus. Fase gerak

yang digunakan berupa larutan yang terdiri dari
metanol : asetonitril : 5 mM diamonium hidrogen fosfat

=3'.4:3 secara isokratik. Kecepatan aliran lml/menit.
Jenis kolom yang. digunakan adalah Shim-pack VP-
ODS C18 0,15 m dengan diameter 4,6 mm. Panjang

gelombang IIV yang digunakan untuk mendeteksi
katarantin adalah 22A nm. Sebelum analisis dilakukan,
terlebih dahulu dilakukan filtrasi terhadap fase gerak

dan larutan sampel dengan membran PTFE 0,45 pm.

Sebagai senyawa pembanding digunakan standar

katarantin.

3. Hasil dan Diskusi

3.1 Induksi Kaius

Eksplan daun C. roseus yang ditanam pada

medium induksi kalus mengandung NAA 2 mgll- dan

kinetin 0,2 rngll-. Respons awal terjadi dengan
'mengerutnya eksplan pada hari ke-6 setelah penanaman



l
!

l

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

Pembentukan kalus pada hari ke-8 setelah
penanaman umumnya diikuti oleh pertumbuhan kalus
yang makin membesar. Pada medium induksi kalus
dengan menggunakan NAA 2 rng/L dan kinetin 0,2
mg/L tidak terjadi pembentukan akar sampai pada hari
ke-14 setelah kultur. Setelah hari ke-1E terlihat adanya
bulu-bulu akar yang muncul di permukaan kalus. Hal
ini menunjukkan adanya pengaruh keseimbangan
auksin dan sitokirrin 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 (i998) juga menunjukkan akar
terbentuk pada medium dengan konsentrasi NAA
antara 1 - l0 pM atau setara dengan 0,2 - 2,0 mgll-.
Eksplan pada awal penanaman masih inengandung zat
pengatur tumbuh (zpt) endogen yaag 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 pefiumbuhan
yang semakin membesar. Perlumbuhan kalus rnenjadi
lebih cepat dan pencoklatan mulai berkurang
dibandingkan dengan kuitur sebeluinnya.

3.2Peturnbuhan 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, nalrun keadaan yang
demikian hanya berlangsung sampai hari ke 20. Setelah
hari ke-21, kalus kontrol tantpak sebagian mengalami
kematian sel atau nekrotis dengan warna cokiat
kemerahan. Kalus yang dikultur pada perlakuan
triptofan. masih tumbuh baik setelah 21 hari kultur
pada media pellakuan (k:rlus tidak rnengalami neklotis)
dan warnanya putih keabu-abuan. Hal ini menunjukkan
bahwa kalus kontrol lebih cepat mengalami penuaan
dari pada kaius perlakuan triptofan. Hal ini diduga
karena pertumbuhan kalus yang lebih cepat pada
kontroi yang diakibatkan auksin dalam sel kontrol lebih
tinggi (Dahab and AbdLrl-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 alkaioid sehingga pertumbuhan menjadi
lambat (El 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 hai, 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)

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6

Kalus perlakuar triptofan

Gambar 1. Berat basah kalus yang diberi perlakuan
triptofan (mg/L). 0 (T0) atau kontrol, 100 (Ti), 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.

toseus

Sampel kaius C. roseus dranalisis kandungan
katarantinnya pada umur sei 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 se1 C.

roseil.r menghasilkan katarantin pada semua sampei,
baik yang diberi perlakuan ttiptofan tnaupun kontrol.
Kandungan katarantin kontrol (T0) adalah sebesiir
423,22 lLSlg bk. Katarantin pada T0 tersebut
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merupakan kandungan yang paling rendah. Kandungan
katarantin mengalami peningkatan secara berurutan,
dari Ti = 485,00 ltglgbk, T2 = 588,32 pglg bk, T3 =
875,10 1tg/gbk,T4 = 905,26,rrglg bk dan T6 = 950,54
pglg bk. Namun, T5 mengandung katarantin sebesar
784,10 pglg bk atau lebih rendah dari T4 dan
menunjukkan adanya pengecualian. T5 merupakan sel
yang paling tinggi pertumbuhannya. Hal ini mungkin
disebabkan nutrisi untuk sintesis alka1oid, seperti
katarantin, digunakan untuk pertumbuhan. Penelitian
Fitriani (1998) menunjukkan bahwa kalus dengan berar
kering rendah mempuyai kandungan alkaioid 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 dan T4
tinggi deinikian juga peftumbuhan selnya, bahkan lebih
tinggi dari kontrol. Hal ini nienunjukkan bahwa pada.
T4 (115 mg/L triptofan) merupakan media yang baik
untuk peningkatan kandungan katarantin.

Katarmtin (ug./g bk)

voL. li No.1

Tatrel 1. Peningkatan kandungan
perlakuan triptofan

katarantin pada kalus

Kaius Katarantin Peningkatan
rlakuan (pglg bk) (7o)

To 423,22 0
T1 485,00 t4,60
T2 588,32 39,0t
T3 87*s,10 106,77
T4 905,26 1 13,90
T5 784,10 85,27
T6 950,54 124,60

Triptofan (mg,rl-): 0 (T0) atau konrrol, 100 (Ti), 125
(T2), 150 (T3), 175 (T4),200 (T5) dan 225 (T6).

Zhao et al. QA}l) 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 sernua kalus
perlakuan triptofan, dengan peningkatan tertinggi
124,60 Vo pada kalus T5 (200 mg/L).

3. Perlakuan triptofan oprimal adalah kandungan
katarantin tinggi dengan pertumbuhan sama dengan
kontrol adalah kalus T4 (.I15 mgtL).
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