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ABSTRACT

The Effects of Aluminum Stress on Organic Acid Content
of Lycopersicon esculentum Mill. cv. Intan Callus and
Plantlet. Wening Enggarini and Erly Marwani. The pur-
pose of this research was to evaluate the effects of Al stress
on citric, malic and oxalic acid content of L. esculentum cv.
Intan callus and plantlet, also aluminum content of L. escu-
lentum plantlet. Callus was induced from cotyledone of L.
esculenturn on Murashige & Skoog (MS) media containing
107 M NAA and 10 kinetin. The callus was then transferred
step wisely at 3 weeks interval to media containing 220, 275,
330, 385, 440, 550, 825, and 1100 uM AICl;. The callus cul-
tures on the control media and media with the addition of
550 uM AICl; were able to regenerate and produce shoots
after 8 passages of subculture. The shoots from media with
the addition of 550 uM AICl; were transferred into the media
with addition of 825 uM AlCl;, then to the media with 1100
uM AICl,. The High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)
analysis showed that Al stress callus and plantlets contained
malic acid, but no citric and oxalic acid. The content of
malic acid in callus decreased with increasing AlCl; concen-
tration from 0 to 385 uM. On the other hand, the content of
malic acid in callus increased with increasing AICl; concen-
tration from 440 uM to 1100 wM. Similarly, the content of
malic acid in root increased with increasing concentration of
AlCl; from 550 uM to 1100 uM. The result of Neutron Acti-
vation Analysis showed that Al content in root decreased as
the amount of AlCl; increased in the media. These results
suggested that L. esculentum callus and plantlet respond to
the Al stress by producing higher amount of malic acid.

Key words: Aluminum, organic acid, Lycopersicon escu-
lentum.

PENDAHULUAN

Budi daya tanaman tomat di tanah masam se-
bagai usaha ekstensifikasi selalu mengalami hambat-
an karena kandungan Al yang tinggi mengganggu per-
tumbuhannya. Gejala-gejala yang terlihat pada tum-
buhan yang keracunan Al antara lain pertumbuhan
akar terhambat, terjadi klorosis, defisiensi nutrisi, dan
tanaman menjadi kerdil.

Hak Cipta 2006, BB-Biogen

Untuk mengatasi masalah toksisitas Al pada
tanah masam dapat diarahkan pada pengembangan
varietas tanaman yang mempunyai sifat toleran ter-
hadap Al. Tanaman toleran terhadap Al dapat dihasil-
kan melalui metode pemuliaan secara konvensional
atau dengan pendekatan secara manipulasi genetik.
Oleh karena itu, informasi mengenai faktor-faktor yang
berkaitan dengan toleransi tanaman terhadap Al
sangat dibutuhkan.

Asam organik diketahui berperan dalam meka-
nisme ketahanan tumbuhan terhadap cekaman Al
Terdapat dua cara tumbuhan mengatasi cekaman Al
tersebut, yaitu dengan mekanisme eksternal dan me-
kanisme internal. Pada mekanisme eksternal, tum-
buhan mencegah Al masuk ke dalam jaringan antara
lain dengan mengeksudasi asam organik dari akar
yang dapat berikatan dengan Al di rizosfer. Asam
organik tersebut dapat membentuk kompleks dengan
Al di rizosfer sehingga tidak bersifat racun bagi tum-
buhan (Ryan et al. 2001). Mekanisme kedua adalah se-
cara internal di mana tumbuhan dapat mentolerir ke-
hadiran Al di dalam jaringan dengan cara menghasil-
kan asam organik atau ligan organik yang dapat ber-
ikatan dengan Al sehingga terbentuk kompleks yang
tidak bersifat racun (Watanabe dan Osaki 2002). Pada
tumbuhan telah diketahui beberapa jenis asam orga-
nik yang berperan dalam mekanisme toleransi terha-
dap cekaman Al secara eksternal. Contohnya, asam
sitrat yang dieksudasi tanaman buncis (Miyasaka et al.
1991); asam malat dieksudasi gandum (Delhaize et al.
1993); serta asam sitrat dan malat yang dieksudasi
jagung (Kollmeier et al. 2001).

Saat ini penelitian yang meneliti tentang penga-
ruh cekaman Al pada eksudasi asam organik masih
terbatas pada beberapa tanaman tertentu. Salah satu
tanaman yang potensial ditanam di tanah masam
adalah tanaman tomat. Penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi pengaruh cekaman Al tinggi terhadap
kandungan asam sitrat, malat, dan oksalat dalam ka-
lus dan pinak tomat kultivar Intan. Di samping itu, pe-
nelitian ini juga bertujuan untuk mengetahui kandung-
an Al dalam pinak tomat kultivar Intan yang diberi ce-
kaman Al.
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BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Departemen Biologi ITB
mulai Oktober 2003-Februari 2005. Bahan tanaman
yang digunakan adalah biji tomat kultivar Intan diper-
oleh dari Balai Penelitian Tanaman Sayuran (Balitsa)
Lembang.

Induksi Kalus

Kotiledon dari kecambah tomat yang berumur 7
hari digunakan sebagai bahan eksplan untuk induksi
kalus. Kotiledon dikultur pada medium dasar (MD)
berupa medium Murashige & Skoog (MS) yang me-
ngandung 107 M NAA dan 10° M kinetin (Faisal 2003).
Kultur kemudian disimpan di ruang kultur dengan
penyinaran lampu TL selama 24 jam serta suhu ruang
25°C. Setelah kalus muncul, dilakukan 2 kali subkultur
masing-masing setiap 3 minggu.

Perlakuan Cekaman Al

Massa kalus yang dihasilkan dari induksi kalus di
atas selanjutnya ditanam pada medium MD yang me-
ngandung 220 uM AICl;. Setelah 3 minggu, kalus di-
pindahkan secara bertahap dari konsentrasi AICl; 275,
330, 385, 440, 550, 825 hingga 1100 uM. Sebagai kon-
trol, kalus ditanam pada medium kontrol, yaitu me-
dium MD tanpa penambahan AICl;. Tunas yang tum-
buh dari kalus pada medium yang mengandung AlCl,
sebagian disubkultur dan sisanya dipindahkan secara
berturut-turut ke medium dengan konsentrasi AlCl,
yang lebih tinggi. Sementara itu, tunas pada medium
kontrol tetap disubkultur ke medium yang sama.
Tunas yang telah panjang pada medium kontrol dan
perlakuan dipotong di bagian tunas apikal, kemudian
disubkultur ke medium yang sama sehingga dihasilkan
pinak tomat.

Analisis Kandungan Asam Organik

Kalus dan pinak tomat yang berumur 3 minggu
masing-masing dikeringkan lalu diekstraksi dengan
metanol 70% yang mengandung asam asetat 1%
(Yahya et al. 2001). Ekstrak tersebut lalu dianalisis de-
ngan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) menggu-
nakan fasa gerak berupa metanol : air. Elusi dideteksi
dengan detektor UV pada panjang gelombang 254 nm.
Analisis kualitatif untuk mengetahui ada tidaknya
asam malat, asam sitrat, dan asam oksalat dalam sam-
pel dilakukan dengan membandingkan waktu retensi
sampel dengan waktu retensi larutan baku ketiga
asam organik. Apabila dalam sampel ditemukan se-
nyawa dengan waktu retensi yang sama dengan larut-
an baku asam sitrat, malat, dan oksalat, maka sampel
tersebut mengandung asam-asam organik tersebut.

Larutan baku asam sitrat, malat dan oksalat disiapkan
dengan melarutkan masing-masing sebanyak 300 mg
asam-asam organik tersebut dalam 10 ml metanol 70%
yang mengandung asam asetat 1% sehingga diperoleh
larutan baku dengan konsentrasi 30.000 ppm. Analisis
kuantitatif untuk mengetahui kadar asam organik da-
lam sampel dilakukan dengan cara mengkonversi luas
area sampel dengan luas area larutan baku yang telah
diketahui konsentrasinya.

Analisis Al

Akar, batang, dan daun pinak tomat dikeringkan
dalam oven. Bahan-bahan yang telah kering kemudian
digerus sampai halus dan siap dianalisis dengan Neu-
tron Activation Analysis di Badan Tenaga Atom Nasi-
onal (Batan) Bandung. Sampel dimasukkan ke dalam
reaktor nuklir, lalu ditembak dengan neutron-neutron
yang mengakibatkan elemen-elemen dalam sampel
teraktivasi. Tiap elemen yang teraktivasi memancar-
kan radiasi dengan energi tertentu yang telah diketa-
hui. Kadar Al dalam sampel ditentukan dengan meng-
konversi energi radiasi Al dalam sampel dengan energi
radiasi Al dalam bahan yang telah diketahui jumlah
kadar Al.

Analisis Statistik

Penelitian ini disusun dalam rancangan acak
lengkap dengan 8 perlakuan dan 3 ulangan. Data-data
yang diperoleh dianalisis dengan analisis varian
(ANAVA). Jika terdapat pengaruh cekaman Al yang
berbeda nyata, maka dilanjutkan dengan Duncan’s
Multiple Range Test pada tingkat kepercayaan 95%.
Analisis statistik dilakukan dengan program statistik
SPSS 11.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Induksi Kalus dan Perlakuan Cekaman Al

Eksplan berupa kotiledon yang dikultur pada me-
dium MS dengan penambahan 107 M NAA dan 10° M
kinetin mampu membentuk kalus pada akhir minggu
ke-2. Tekstur kalus ini kompak dan memperlihatkan
warna coklat muda (Gambar 1A). Warna kalus ber-
ubah menjadi coklat kehitaman ketika dipindahkan ke
medium yang mengandung 220 uM AICl; (Gambar 1B).
Hal ini diduga karena pemberian Al yang tinggi meng-
akibatkan keracunan Al pada kalus. Secara umum
kalus melakukan mekanisme pertahanan terhadap ce-
kaman, salah satunya dengan pembentukan senyawa
fenol yang biasanya diikuti dengan perubahan warna
kalus menjadi coklat (George dan Sherrington 1995).
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Regenerasi Tunas dan Akar

Tunas yang tumbuh pada medium kontrol terjadi
setelah subkultur sebanyak 8 kali (Gambar 1C), demi-
kian pula yang terjadi pada medium yang mengan-
dung 550 uM AICl; (Gambar 1D). Tunas tomat pada
medium kontrol (P0), medium yang mengandung 550
uM (P550), 825 uM (P825), dan 1100 uM AlCl,; (P1100)
mengalami pemanjangan, lalu membentuk akar pada
akhir minggu ke-3 (Gambar 1E-H). Pembentukan akar
terjadi tanpa peningkatan konsentrasi auksin dalam
medium. Hal yang serupa juga dilaporkan oleh
Sutjahjo et al. (2004) bahwa pembentukan akar pada
tunas tomat kultivar San Marino dan Ratna terjadi tan-
pa peningkatan konsentrasi auksin. Hal ini diduga ka-
rena komposisi hormon endogen dalam tunas tersebut
telah memenuhi kebutuhan auksin yang diperlukan
untuk pembentukan akar.

Kandungan Asam-asam Organik dalam Kalus dan
Pinak Tomat

Hasil analisis asam-asam organik menunjukkan
waktu retensi larutan baku asam malat adalah 9,572
menit, sedangkan larutan baku asam sitrat dan asam
oksalat masing-masing, yaitu 6,994 menit dan 6,845
menit. Pada kromatogram sampel terlihat bahwa di
antara senyawa-senyawa yang terdeteksi dalam sam-
pel kalus dan pinak tomat, tidak ada senyawa yang
memiliki waktu retensi yang sama atau mendekati
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dengan waktu retensi larutan baku asam sitrat dan ok-
salat, hanya asam malat yang terdeteksi. Berdasarkan
hasil penelitian ini, selanjutnya analisis asam organik
dalam kalus dan pinak tomat hanya dilakukan ter-
hadap asam malat saja.

Kandungan Asam Malat dalam Kalus Tomat

Jumlah asam malat dalam kalus berfluktuasi
sejalan dengan peningkatan konsentrasi AICl; pada
medium (Gambar 2). Kandungan asam malat pada
220 uM AICl; lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol,
sedangkan pada 275-385 uM AICl, lebih rendah diban-
dingkan dengan kontrol. Pada 440 uM hingga 1100 uM
AlCl; terjadi peningkatan kandungan asam malat.

Pada pemberian 220 uM AICl; kandungan asam
malat tidak berbeda nyata dengan kontrol, artinya
konsentrasi AlCl; sebesar itu tidak menyebabkan
gangguan terhadap sel-sel sehingga tidak menimbul-
kan respon yang berbeda dengan kontrol. Kandungan
asam malat menurun pada pemberian 275 uM sampai
dengan 385 uM AlICl, (Gambar 2). Diduga ini merupa-
kan reaksi terhadap cekaman Al yang didasari oleh
pernyataan Larcher (1995) bahwa reaksi organisme
terhadap cekaman terjadi dalam beberapa tahap.
Pada tahap awal (alarm phase) ditunjukkan dengan
proses katabolisme dalam sel berlangsung lebih do-
minan daripada anabolisme. Jika cekaman terus ber-
langsung, selanjutnya sel melakukan proses perbaikan

Gambar 1. Kalus tomat berumur 3 minggu pada medium kontrol/tanpa Al (A) dan medium yang mengandung 220 uM AICl; (B); regenerasi tunas
adventif pada medium kontrol (C) dan medium yang mengandung 550 uM AICl3 (D); pembentukan akar pada tunas tomat setelah 3

minggu, PO (E), P550 (F), P825 (G), dan P1100 (H).
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dengan mensintesis protein atau substansi yang berpe-
ran dalam proteksi sel sehingga terjadi peningkatan
fungsi sel. Keadaan ini disebut restitution phase.
Dalam penelitian ini, pemberian AlICl; 275 uM hingga
385 uM diduga menyebabkan katabolisme asam malat
sehingga kandungan asam malat lebih rendah daripa-
da kontrol. Sementara itu, kandungan asam malat pa-
da pemberian AICl; 440 uM sampai dengan 1100 uM
meningkat. Hal ini menunjukkan adanya sintesis asam
malat sebagai substansi yang berperan dalam proteksi
sel akibat cekaman Al yang diberikan terus menerus.

Peningkatan kandungan asam malat ini juga me-
rupakan respon kalus yang memperlihatkan pening-
katan kemampuan adaptasi kalus pada konsentrasi
AICl; tinggi. Pada tumbuhan yang telah diketahui to-
leran terhadap Al peningkatan kandungan asam orga-
nik umum terjadi diduga karena Al menginduksi sin-
tesis enzim-enzim yang berperan dalam biosintesis
asam organik sehingga asam organik yang dihasilkan
meningkat (Ma et al. 2001). Adaptasi yang terjadi pada
kalus tomat ini termasuk aklimasi. Aklimasi merupa-
kan peningkatan kemampuan kultur dalam mengha-
dapi cekaman lingkungan yang diberikan secara terus
menerus kepada kultur. Peningkatan ini kemungkinan
disebabkan perubahan ekspresi gen pada kultur (Taiz
dan Zeiger 2002).
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Kandungan Asam Malat dalam Pinak Tomat

Kandungan asam malat pada akar meningkat se-
jalan dengan peningkatan konsentrasi AlCl; pada me-
dium, dengan kandungan asam malat tertinggi pada
akar P1100, yaitu 953,4608 mg/g BK. Sementara itu, da-
lam batang cenderung menurun sejalan dengan pe-
ningkatan konsentrasi AlCl; pada medium (Gambar 3).

Kandungan asam malat dalam akar pinak me-
ningkat diduga berkaitan dengan kemampuan pinak
mengatasi cekaman Al. Hal ini pernah dilaporkan pada
tanaman jagung kultivar SA3. Peningkatan kandungan
asam malat pada jagung dapat meningkatkan eksuda-
si asam malat ke medium, sehingga kemampuan ta-
naman dalam mentolerir cekaman Al pada medium
juga meningkat (Pineros et al. 2002). Terdapat dua fak-
tor yang diduga menyebabkan terjadinya peningkatan
kandungan asam organik dalam akar tumbuhan yang
tercekam Al. Faktor yang pertama, yaitu Al dapat
mengaktivasi kerja enzim-enzim yang berperan dalam
biosintesis asam organik (Li et al. 2000), dan yang
kedua, adanya asam organik yang ditransportasikan
dari batang menuju akar (Matsumoto et al. 2003).
Pada penelitian ini peningkatan kandungan asam ma-
lat dalam akar pinak tomat diduga terjadi karena fak-
tor yang kedua, yaitu adanya transportasi asam malat
dari batang menuju akar. Hal ini terlihat dari kandung-
an asam malat pada batang cenderung mengalami
penurunan, sedangkan pada akar meningkat sejalan
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Gambar 2. Kandungan asam malat dalam kalus berumur 3 minggu pada berbagai konsentrasi AICls.
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Gambar 3. Kandungan asam malat dalam akar, batang, dan daun pinak tomat berumur 3 minggu

pada berbagai konsentrasi AICls.
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Gambar 4. Kandungan Al dalam akar, batang, dan daun pinak tomat berumur 3 minggu pada

berbagai konsentrasi AICls.

dengan peningkatan konsentrasi AICl; pada medium
(Gambar 3). Jadi akar mendapatkan asam malat dari
batang, yang merupakan penyedia asam organik.

Kandungan Al dalam Pinak Tomat

Kandungan Al dalam akar lebih tinggi daripada
dalam daun dan batang (Gambar 4). Kandungan Al
dalam akar cenderung menurun sejalan dengan pe-
ningkatan konsentrasi AlCl; pada medium.

Penurunan kandungan Al dalam akar (Gambar 4)
diduga berkaitan dengan kandungan asam malat da-
lam akar yang meningkat (Gambar 3). Seperti yang te-
lah dijelaskan sebelumnya, peningkatan kandungan
asam organik dalam akar dapat menyebabkan eksu-
dasi asam organik tersebut meningkat. Contohnya pa-
da tanaman jagung (Pineros et al. 2002). Peningkatan
eksudasi asam organik mengakibatkan jumlah asam
organik di rizosfer meningkat. Jumlah Al yang terikat
dengan asam organik di rizosfer lebih banyak daripada
Al yang masuk ke dalam tanaman. Hal ini dapat me-
nurunkan konsentrasi Al yang bersifat racun di rizosfer
akar ataupun akumulasi Al yang toksik dalam sito-
plasma akar (Ma et al. 2001).

KESIMPULAN

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa cekam-
an Al yang diberikan pada kalus dan pinak tomat
menimbulkan respon berupa peningkatan kandungan
asam malat pada kalus dan akar pinak tomat.
Peningkatan kandungan asam malat dalam akar pinak
tomat ternyata berpengaruh pada jumlah Al yang
terserap oleh akar sehingga kandungan Al dalam akar
pinak menurun. Respon tersebut kemungkinan ber-
kaitan dengan mekanisme toleransi terhadap Al pada
tanaman tomat kultivar Intan. Untuk memahami me-
kanisme toleransi tersebut dengan lebih jelas, diperlu-
kan penelitian lebih lanjut meliputi jumlah asam malat
yang dieksudasi ke medium dan aktivitas enzim-enzim
yang berperan dalam biosintesis asam malat.
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