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INTISARI

Telah dilakukan penelitian mengenai perkembangan latisifer dalam kultur kalus Catharanthus roseus (L) G. 
Don dengan sumber eksplan daun kedua dari apeks pucuk. Eksplan ditanam pada medium zenk yang diinduksi 
dengan kombinasi zat pengatur tumbuh kinetin+NAA. Perkembangan latisifer diteliti dengan menggunakan metode 
analisis deskriptif anatomi kalus C. roseus umur 4 – 14 minggu. Persentase jumlah latisifer ditentukan dengan 
menghitung jumlah latisisfer dan rata-rata jumlah sel-sel selain latisifer perlapang pandang di bawah mikroskop. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa latisifer mulai dapat diamati pada kalus C roseus yang diinduksi dengan 
kombinasi zat pengatur tumbuh kinetin + NAA dalam tahap pertumbuhan awal yaitu pada kalus berumur 9 minggu 
dengan ciri-ciri khas dinding sel lebih tebal dan nampak ukuran sel lebih besar bila dibandingkan dengan sel yang 
berada disekitarnya. Latisifer memanjang dapat dijumpai pada kalus berumur 12 minggu. Persentase latisifer yang 
maksimum pada kalus yang diinduksi kinetin and NAA adalah sebesar 0,12% dan dijumpai pada kalus C. roseus 
umur 12 minggu. Latisifer pada kalus umur 13 dan 14 minggu, menunjukkan anatomi yang sama dengan kalus 
umur 12 minggu, tetapi persentasenya lebih rendah.

Kata kunci : eksplan, kalus, kinetin, latisifer, medium Zenk, NAA

ABSTRACT

The development of laticifer on callus culture of Catharanthus roseus (L) G Don in Zenk medium supplemented 
with combination of plant growth regulator kinetin + NAA was studied. The explants were taken from the second 
folium from shoot apex. Development of laticifer was observed using descriptive analysis method for callus anatomy 
and percentage of laticifer was observed during 4 – 14 weeks of callus development. The percentage of laticifer 
was determined by counting the average number of the laticifer and the average number of surrounding cells in 
every optical field of few under light microscope. The results showed that early development of laticifer which 
was induced with plant regulator growth kinetin + NAA was found in the 9 weeks old callus. The laticifer has 
specific characteristics i.e. thicker cell wall and longer cell than sorounding cell. Elongated laticifer was observed 
at 12 weeks old callus. The highest percentage of laticifer on callus C. roseus induced with combination of kinetin 
and NAA was found in 12 weeks old callus i.e. 0,12%. At 13 and 14 weeks old callus, the anatomy of laticifer was 
similar to that at 12 weeks old callus, but the percentage was lower.

Keywords : callus, explant, kinetin, laticifer, NAA, Zenk medium

PENDAHULUAN

Tumbuhan selain menghasilkan metabolit primer 
seperti karbohidrat, protein, dan lemak juga mensintesis 
senyawa-senyawa organik lainnya yang merupakan hasil 
metabolit sekunder. Di samping berguna bagi tumbuhan, 
metabolit sekunder juga bermanfaat untuk manusia, 
antara lain sebagai penyedap makanan, insektisida, 
pewangi, dan sebagai sumber bahan obat-obatan 
(Ganapathi dan Kargi. 1990; Verpoorte dan Van der 
Heidjen, 1991).

Selama berabad-abad tumbuhan merupakan sumber 
penting untuk tanaman obat-obatan, bahkan sekarang 
ini kurang lebih setengah dari dari kebutuhan obat dunia 
masih berasal dari tumbuhan. Salah satu jenis tanaman 
yang banyak dimanfaatkan sebagai sumber obat alami 
adalah tapak dara (Catharanthus roseus (L) G. Don). 
Tanaman ini sudah sejak lama digunakan sebagai obat 
tradisional untuk penyakit-penyakit seperti: diabetes 
melitus, leukemia, tekanan darah tinggi, kurang darah, 
desentri, asma, dan anti malaria. Hasil analisis fitokimia 
menunjukkan bahwa pada C roseus terdapat lebih dari 
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100 alkaloid, diantaranya ajmalisin sebagai senyawa 
bioaktif bersifat antihipertensif, vinkristin, dan vinblastin 
suatu alkaloid untuk obat kanker (Windhols,.et al., 1976 
dan Kulkarni dan Ravinda, 1988).

Penelitian mengenai alkaloid yang dihasilkan 
oleh tanaman C. roseus ini memang sudah banyak 
dilaksanakan, namun beberapa aspek dari spesies ini 
belum diteliti. Salah satu aspek yang sangat penting 
yang belum diteliti antara lain perkembangan sel yang 
menghasilkan alkaloid tersebut. Sel penghasil alkaloid 
tersebut salah satunya adalah latisifer di samping sel-sel 
parenkim yang tidak mengeluarkan hasil sekresinya dari 
sel, berbeda dengan sel-sel kelenjar. Menurut Esau (1977) 
peristiwa sekresi adalah fenomena pemisahan zat-zat 
komplek dari protoplas atau isolasi bagian-bagian dari 
protoplas. Zat-zat yang disekresikan bisa berupa senyawa 
kimia yang merupakan hasil akhir dari metabolisme yang 
tak berguna secara fisiologis berupa alkaloid dan terpen. 
Senyawa-senyawa ini biasanya tersimpan dalam latisifer.

Alkaloid berkasiat obat yang tersimpan dalam 
latisifer telah diproduksi telah diproduksi dalam skala 
besar dengan cara isolasi langsung dari tumbuhan 
utuh. Lamanya rentang waktu periode kultivasi antara 
penanaman dan pemanenan, ketergantungan terhadap 
iklim dan geografi, serta adanya faktor hama dan penyakit 
merupakan kendala dalam memproduksi senyawa-
senyawa obat (Discomo dan Misawa, 1995). Vepoorte 
dan Van der Heidjen (1991) melaporkan bahwa untuk 
mendapatkan 3600kg ajmalisin dibutuhkan 200 – 300 
ton akar C. roseus. Berat ajmalisin ini sangat sedikit 
jika dibandingkan bahan mentah yang diperlukan. Oleh 
karena itu diperlukan suatu metode alternatif untuk 
memproduksi alkaloid ini. Salah satu metode yang sering 
dipergunakan adalah dengan kultur jaringan. Teknik 
kultur jaringan didasarkan pada konsep totipotensi yang 
mengemukakan bahwa tiap sel tumbuhan membawa 
informasi genetik untuk semua fungsi-fungsi yang ada 
pada tumbuhan, termasuk biosintesis alkaloid dan 
diferensiasi lasifer sebagai sel penghasilnya. Berdasarkan 
pada konsep ini, maka sel-sel tumbuhan dapat dikultur 
untuk menghasilkan alkaloid dan terpenoid yang 
biasanya tersimpan dalam latisifer (Vepoorte dan Van 
der Heidjen, 1991).

Berdasarkan latar belakang di atas maka perlu 
dilakukan penelitian tentang perkembangan latisifer 
secara in vitro pada C. roseus. Mengingat peran latisifer 
sangat penting sebagai penghasil alkaloid yang berguna 
bagi kehidupan manusia. Di samping itu saat ini alkaloid 
lebih sering diisolasi atau diusahakan secara in vitro 
khususnya untuk C. roseus (Eilert et al., 1994). Informasi 
mengenai perkembangan latisifer secara in vitro masih 
sangat terbatas.

MATERI DAN METODE  

Bahan Tanaman dan Medium
Tanaman yang digunakan sebagai sumber eksplan 

untuk mengamati perkembangan latisifer secara in 
vitro di dalam penelitian ini adalah C. roseus (L) G. 
Don yang berbunga merah. Tanaman tersebut diperoleh 

dari Koperasi Unit Desa Cihideung, Lembang, Bandung, 
Jawa Barat. Sebagai eksplan digunakan daun kedua dari 
apeks pucuk C. roseus.

Medium yang digunakan adalah medium Zenk yang 
telah diketahui mampu menginduksi terbentuknya 
alkaloid dalam kalus C. roseus (Zenk et al., 1977) dengan 
penambahan kombinasi zat pengatur tumbuh kinetin + 
NAA. Dalam penelitian ini kalus yang digunakan adalah 
kalus yang bertekstur kompak.

Sterilisasi Bahan dan Alat Untuk Kultur Kalus
Medium dan alat-alat yang digunakan terlebih dahulu 

disterilkan di dalam otoklaf pada suhu 121o C, dengan 
tekanan 15 psi selama 20 menit. Kotak pemindah 
beraliran udara steril (laminar air flow cabinet) disinari 
dengan sinar ultraviolet dan dialiri dengan udara steril 
selama 1 jam terlebih dahulu, lalu dibersihkan dengan 
menggunakan kapas yang sudah dibasahi dengan etanol 
70 %.

Eksplan berupa daun ke-2 C. roseus yang akan ditanam 
pada medium, terlebih dahulu dicuci dengan air mengalir 
selama 5 menit,lalu direndam dalam larutan detergen 
cair selama 10 menit, lalu dibilas sampai sisa ditergennya 
hilang. Setelah itu daun direndam dalam aquades steril, 
dan kemudian disterilkan permukaannya dengan bayclin 
yang mengandung bahan aktif natrium hipoklorit 5,25 % 
dalam 2 tahap. Pada tahap pertama, konsentrasi bayclin 
yang digunakan adalah 20% ditambah dengan 2 tetes 
tween, selama 20 menit, lalu dibilas dengan aquades 
steril. Tahap kedua konsentrasi bayclin yang digunakan 
sebesar 10 % tanpa tween selama 15 menit, lalu dibilas 
dengan aquades steril sebanyak 2 kali (Asra, 1999).

Induksi Kalus
Penanaman dilakukan di dalam kotak pemindah 

beraliran udara steril. Daun yang sudah disterilisasi 
dipotong-potong dengan ukuran 0,7 x 0,7cm2 dan 
selanjutnya ditanam pada medium induksi kalus yaitu 
medium Zenk dengan penambahan kombinasi zat 
pengatur tumbuh 10 -5 M kinetin + 10 -7 M NAA. Setelah 
penanaman, botol kultur disimpan dalam ruang kultur 
dengan kondisi gelap pada suhu kamar (Moris, 1986). 
Sub kultur pertama dilakukan pada kalus yang berumur 
empat minggu, dengan cara memindahkan seluruh 
kalus yang terbentuk pada medium penginduksi kalus 
sebelumnya. Sub kultur berikutnya dilakukan setiap 3 
minggu sekali.

Penyiapan Preparat dengan Metode Paraffin 
Menurut Sass (1958)

Kalus berumur 4 sampai 14 minggu yang diperoleh 
melalui kultur kalus difiksasi dalam larutan Craf III, 
kemudian diaspirasi. Setelah diaspirasi kemudian bahan 
dicuci dengan air mengalir lalu didehidrasi dengan 
alkohol seri,dilanjutkan dengan seri johansen I sampai 
V secara berurutan. Bahan kemudian dimasukkan ke 
dalam TBA murni I sampai III. Infiltrasi dengan minyak 
paraffin, parafin lunak (dalam oven 48o C), paraffin keras 
(dalam oven 58oC, dan kemudian penanaman dalam 
paraffin keras. Sayatan kalus setebal 6 sampai 8 mikron, 
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diwarnai dengan pewarnaan asam tanat 1 % dan FeCl3 
3%.

Penyiapan Preparat dengan Metode Resin
Kalus yang diperoleh melalui kultur kalus dipotong-

potong dengan ukuran 1x1x1 mm difiksasi dengan 
glutaraldehida 2% dalam buffer fosfat 0,1M pH 7,2. 
Pasca fiksasi dalam osmium tetroksida 1% dan dehidrasi 
dengan etanol seri. Infiltrasi dan penanaman dalam 
LR White serta polimerisasi dalam oven selama 12 jam 
pada temperatur 60oC. Penyayatan dilakukan dengan 
mikrotom ultra dengan tebal sayatan 1 mikron dengan 
menggunakan pisau kaca. Pewarnaan dengan 0,5% 
toluidin blue dalam 0,1% Na2CO3, kemudian pengamatan 
dengan mikroskop cahaya.

Teknik Perhitungan Persentase Jumlah Latisifer
Perhitungan persentase latisifer dilakukan dengan 

menghitung jumlah latisifer dan sel bukan latisifer 
perlapang pandang di bawah mikroskop cahaya dengan 
perbesaran 400x. Perhitungan dilakukan pada preparat 
awetan kalus C. roseus yang berumur 4 sampai 14 
minggu, masing-masing diambil 10 x lapang pandang, 
kemudian dirata-ratakan. Rumus yang digunakan dalam 
perhitungan persentase latisifer adalah sebagai berikut 
(Suri and Ramawat, 1995):

% latisifer= L/(U+L) x 100%
Keterangan:
L= jumlah latisifer
U=sel-sel lain selain latisifer

HASIL

Potongan daun C. roseus yang ditanam dengan me-
dium Zenk dengan penambahan kombinasi zat pengatur 
tumbuh 10 -5 M kinetin + 10 -7 M NAA dapat dilihat pada 
Gambar 1. Pada Gambar tersebut terlihat kalus yang su-
dah berumur 4 minggu, kalus sudah bertekstur kompak 

atau padat sehingga mu-
dah diperlakukan dalam 
pembuatan preparat 
dengan metode paraffin. 

Hasil pengamatan 
anatomi kalus yang di-
induksi medium zenk 
dengan kombinasi zat 
pengatur tumbuh umur 
kinetin + NAA umur 4 

sampai 6 minggu diper-
oleh gambar anatomi yang sama, yakni nampak kalus 
C. roseus tersusun atas sel-sel parenkim belum ditemui 
adanya sel latisifer (Gambar 2). Pada kalus umur 7 dan 
8 minggu ditemukan adanya gambar anatomi yang sama 
(Gambar 3). Pada Gambar 3 tersebut telah dapat dia-
mati unsur–unsur pembuluh angkut seperti trakeida, 
trakea, dan serat sklerenkim di samping dijumpai sel 
– sel parenkim sebagai jaringan dasar kalus C. roseus 
yang terbentuk pertamakali. Pada sayatan anatomi kalus 
C. roseus yang berumur 9 minggu telah mulai dijumpai 
adanya latisifer (Gambar 4) dengan ciri-ciri : ukuran sel 
lebih besar, dinding sel lebih tebal, warna isi sel lebih 
gelap bila dibandingkan dengan sel-sel sekitarnya. Pada 
sayatan anatomi kalus C. roseus umur 12 minggu telah 
dijumpai adanya latisifer yang sudah mulai memanjang 
(Gambar 5). Persentase latisifer kalus C. roseus yang 
diinduksi medium Zenk dengan penambahan kombinasi 
zat pengatur tumbuh kinetin + NAA dijumpai saat kalus 
berumur 12 minggu yaitu sebesar 0,12%

PEMBAHASAN

Induksi Kalus
Potongan daun C. roseus yang ditanam pada 

medium Zenk dengan penambahan kombinasi zat 
pengatur tumbuh kinetin + NAA menunjukkan 
terjadinya proliferasi sel yang dilanjutkan dengan 
pembentukan kalus (Gambar 1). Inisiasi kalus dimulai 
rata-rata seminggu setelah penanaman dan terbentuk 
pada daerah yang mengalami luka. Hal ini sesuai 
dengan pendapat George dan Sherington (1984) yang 
menyatakan bahwa pemotongan atau perlukaan sel-sel 
tumbuhan merangsang pembelahan sel, selanjutnya 
pembelahan sel ini berperan dalam pembentukan kalus. 
George dan Sherington telah berhasil mengisolasi dan 
mengidentifikasi asam 1-delien-1, 10-dikarboksilat yang 
dinamai juga asam traumatat. Senyawa ini berperan 
dalam merangsang pembentukan kalus pada permukaan 
kentang. Selain itu keberhasilan dalam menginisiasi kalus 
ditentukan oleh komposisi hormon dan nutrien pada 
medium kalus. Kalus yang diinduksi dengan medium 
zenk pada awalnya berwarna coklat. Warna coklat ini 
diduga karena adanya kandungan metabolit sekunder 
yang diproduksi oleh kalus. Menurut Moris (1986) kalus 
yang diinduksi dalam medium zenk berwarna coklat dan 
produksi alkaloidnya tinggi.

Hasil Pengamatan Anatomi Kalus C. roseus 
Pengamatan anatomi kalus telah dilakukan pada 

Gambar 1. sel induksi kalus. Gambar 3. anatomi kalus yang terdiri 
dariunsur-unsur pembu-
luh angkut  

Gambar 2.  Anatomi kalus yang 
hanya tersusun atas sel 
parenkim                 

Gambar 4. Latisifer mulai terdeteksi. 
La= latisifer

Gambar 5. Latisifer mulai memanjang
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preparat awetan kalus C. roseus yang diinduksi medium 
Zenk dengan penambahan kombinasi zat pengatur 
tumbuh kinetin + NAA. Pengamatan dilakukan pada 
kalus berumur 4 samapai 14 minggu yang dibuat dengan 
metode paraffin dan metode resin.

Berdasarkan pada hasil pengamatan anatomi kalus 
umur 4,5 dan 6 minggu (Gambar 2) dapat diketahui 
bahwa anatomi kalus yang diinduksi medium Zenk 
dengan penambahan kombinasi zat pengatur tumbuh 
kinetin + NAA struktur anatominya masih sama, yakni 
hanya tersusun atas sel-sel parenkim. Dalam ilmu 
anatomi jaringan parenkim merupakan salah satu 
jenis jaringan yang berfungsi sebagai jaringan dasar 
dan sebagai media jaringan-jaringan lain dalam tubuh 
tumbuhan secara in vivo. Hal ini sesuai dengan pendapat 
Bruni et al. (1981) yang menyatakan bahwa diferensiasi 
latisifer belum terjadi pada kalus yang masih tergolong 
muda.

Berbeda dengan hasil pengamatan anatomi kalus 
C. roseus yang berumur 7 dan 8 minggu (Gambar 3), 
pada pengamatan ini telah mulai ditemukan diferensiasi 
jaringan lain selain jaringan parenkim yakni adanya 
diferensiasi unsur-unsur pembuluh angkut xilem 
seperti trakea, trakeid, serat sklerenkim. Adapun fungsi 
dari unsur pembuluh angkut tersebut adalah untuk 
mengangkut air, garam mineral dari dalam medium zenk 
yang akan diedarkan ke seluruh sel-sel kalus (in vitro). 
Pembuluh angkut xilem merupakan salah satu jaringan 
yang sangat penting yang ada dalam tubuh tumbuhan 
in vivo. Pembuluh angkut berfungsi untuk mengangkut 
air dan garam mineral dari dalam tanah pada tumbuhan 
secara in vivo (Fahn, 1995).

Latisifer yang diinduksi medium zenk dengan 
penambahan kombinasi zat pengatur tumbuh kinetin 
+ NAA untuk pertamakali dapat dijumpai pada sayatan 
anatomi kalus yang berumur 9 minggu (Gambar 4) 
dengan ciri-ciri dinding sel lebih tebal dan ukuran sel 
lebih panjang, di samping itu warna isi sel jauh lebih 
gelap dibandingkan dengan sel-sel sekitarnya. Warna 
isi sel yang jauh lebih gelap diduga karena kandungan 
alkaloid berkhasiat obat dalam latisifer.

Pada pengangamatan anatomi kalus C. roseus yang 
diinduksi kinetin + NAA pada umur kalus 10 dan 11 
minggu belum dijumpai tanda-tanda latisifer mulai 
berkembang atau mulai memanjang. Latisifer mulai 
memanjang ternyata ditemukan pada kalus berumur 
12 minggu (Gambar 5). Diduga semakin panjang latisifer 
maka semakin banyak pula alkaloid berkasiat obat 
yang terkandung di dalamnya. Oleh karena sebaiknya 
pemanenan alkaloid dari kalus C. roseus yang diinduksi 
medium zenk dengan penambahan zat pengatur tumbuh 
kinetin + NAA boleh dilakukan pada kalus berumur 12 
minggu. Pada sayatan anatomi kalus C. roseus umur 13 
dan 14 minggu masih tetap dijumpai kondisi latisifer 
seperti kondisi latisifer yang terdapat pada kalus C. 
roseus yang berumur 12 minggu.

Berdasarkan hasil penelitian ini maka dapat dibuktikan 
bahwa latisifer yang terbentuk secara in vivo (dalam tubuh 
tumbuhan) pada tumbuhan C. roseus akan terbentuk 
pula secara in vitro (dalam kalus hasil induksi dengan 

teknik kultur jaringan. Maka di sini dapat dibuktikan 
bahwa fungsi-fungsi informasi genetik yang dibawa oleh 
masing-masing sel tumbuhan baik sel-sel secara in vitro 
maupun sel-sel secara in vivo adalah sama. Latisifer 
yang terbentuk pada kalus C. roseus ini berasal dari 
satu sel yang terdeteksi setelah beberapa minggu umur 
kalus kemudian berangsur-angsur memanjang sampai 
mencapai ukuran panjang tertentu.

Persentase Jumlah Latisifer Pada Kalus C. roseus 
yang Diinduksi Medium Zenk dengan Kombinasi 
Zat pengatur Tumbuh Kinetin + NAA

Persentase latisifer kalus C. roseus yang diinduksi 
medium zenk dengan penambahan kombinasi zat 
pengatur tumbuh kinetin + NAA dihitung mulai kalus 
berumur 4 sampai 14 minggu. Berdasarkan hasil 
perhitungan persentse latisifer kalus C. roseus umur 4 
sampai 14 minggu maka dapat diketahui bahwa, pada 
kalus C. roseus umur 4 sampai 8 minggu persentase 
latisifer adalah 0%, artinya saat kalus C. roseus berumur 
4 sampai 9 minggu, latisifer belum terbentuk. Latisifer 
mulai terbentuk saat kalus berumur 9 minggu yang 
ditandai dengan persentase latisifer sebesar 0,05%. 
Persentase latisifer kalus C. roseus umur 10 dan 
11 minggu meningkat sedikit yakni sebesar 0,07%. 
Persentase latisifer kalus C. roseus tertinggi di jumpai 
pada kalus berumur 12 minggu yakni sebesar 0,12%. 
Persentase latisifer mulai menurun pada kalus C. roseus 
berumur 13 dan 14 minggu yakni sebesar 0,10%.

Hopkins (1995) menyatakan faktor lain yang sangat 
menentukan kerja zat pengatur dalam menghasilkan 
suatu respon biologis misalnya dalam hal ini respon 
pembentukan latisifer adalah: (1). Jumlah reseptor zat 
pengatur tumbuh tersebut dalam sel target, semakin 
banyak reseptor maka semakin tinggi kemampuan zat 
pengatur tumbuh tersebut dalam menghasilkan suatu 
respon biologis. Bagaimanapun juga keberhasilan zat 
pengatur tumbuh dalam menghasilkan suatu respon 
biologis pertamakali sangat bergantung pada proses 
pengenalan zat pengatur tumbuh terhadap reseptor yang 
terdapat dalam sel target, karena reseptor inilah yang 
berfungsi dalam meneruskan sinyal sehingga gen-gen 
tertentu mengalami transkripsi. Di duga dalam hasil 
penelitian ini kombinasi zat pengatur tumbuh kinetin + 
NAA memiliki jumlah reseptor yang relatif cukup sehingga 
mampu menginduksi diferensiasi latisifer dalam kalus 
C. roseus. (2). Sifat spesies spesifik dari suatu jaringan 
tanaman tertentu terhadap suatu zat pengatur tumbuh. 
Artinya jaringan tanaman yang berbeda memerlukan zat 
pengatur tumbuh yang berbeda pula untuk menghasilkan 
suatu respon biologis yang sama. Diduga kombinasi zat 
pengatur tumbuh kinetin + NAA memiliki sifat spesies 
spesifik untuk tanaman C. roseus dalam menginduksi 
respon diferensiasi latisifer. Tanaman yang berbeda 
memerlukan komposisi zat pengatur tumbuh yang 
berbeda pula dalam menghasilkan respon yang sama. 

 
Simpulan 

Berdasarkan hasil dan pembahasan tersebut di atas 
maka dapat disimpulkan bahwa perkembangan latisifer 
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pada kalus C. roseus (L) G. Don yang diinduksi medium 
Zenk dengan penambahan kombinasi zat pengatur 
tumbuh kinetin + NAA mulai dapat diamati pada 
kalus umur 9 minggu. Latisifer yang mulai memanjang, 
dijumpai pada anatomi kalus umur 12 minggu. Persentase 
jumlah latisifer tertinggi pada kalus C. roseus yang 
diinduksi medium Zenk dengan penambahan kombinasi 
zat pengatur tumbuh kinetin + NAA adalah sebesar 0,12% 
dan dapat dijumpai pada anatomi kalus umur 12 minggu.
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