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ABSTRAK

Artemisia merupakan salah satu tanaman penghasil senyawa bahan aktif (artemisinin)
untuk pembuatan obat anti malariz. Peningkatan produksi artemisinin secara in \fitro dapat
dilakukan melalui kultus kalus. Untuk itu narus diketahui formulasi media yang optimum agar
diperoleh pertumbuhan kalus yang cepat dengan struktur yang baik. Pembentukan kalus sangat
dipengaruhi oleh jenis eksplan dan zat pengatur tumbah. Tujuan penelitian ini adalah mendapatkan
jenis eksplan dan formulasi media terbaik untuk pertuiztihan kalus yang optimal. Rancargan
yang digunakan adalah rancangan acak lengkap dengan 15 ulangan.Eksplan yang digunakan
adalah daun dan batang. Untuk menginduksi pembentukan kalus dicoba formulasi media yaitu MS
dengan penambahan zat pengatur tumbuh 2,4-D atau dicamba (1 dan 3 mg/l) dikombinasikan
dengan BA (0, 0.1, 0.5 mg/l). Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak semua formulasi media
yang digunakan dapat menginduksi terbentuknya kalus. Pada umumnya perlakuan kombinasi BA
dengan 2,4-D atau dicamba tidak dapat menginduksi terbentuknya kalus, sebaliknya penggunaan
2,4-D atau dicamba secara tunggal dapat menginduksi pembentukan kalus. Penambahan 2,4-D (1
atau 3 mg/l) atau dicamba (1 atau 3 mg/l) dapat menginduksi pembentukan kalus sebesar 100%,
sedangkan pertumbuhan kalus terbaik diperoleh dari perlakuan MS + dicamba (1 atau 3 mg/l)
dengan rata-rata berat basah kalus masing-masing adalah 0.525 gram dan 0.609 gram. Berdasarkan
struktur kalus yang terbentuk maka disimpulkan bahwa formulasi media terbaik untuk induksi
kalus adalah MS + dicamba 1 mg/l, sedangkan penggunaan dicamba 3 mg/l menghasilkan kalus
yang lebih banyak mengandung air (vitrous). Jika dibandingkan antara batang dan daun, maka
penggunaan eksplan daun dapat menginduksi pembentukan kalus lebih cepat dibandingkan dengan
batang.

PENDAHULUAN

Penyakit malaria merupakan penyakit yang sangat ganas di Indonesia dan
negara lainnya, khususnya di Asia dan Afrika. Penyakit ini disebabkan oleh
Plasmodium spp. yang ditularkan oleh nyamuk Anopheles spp. Peningkatan kasus
serangan penyakit malaria meningkat dari waktu ke waktu karcna sampai saat ini
belum ditemukan vaksinnya. Beberapa hasil penclitian menunjukkan bahwa
beberapa parasit malaria seperti Plasmodium falciparum (penyebab malaria
tropika) telah resisten dengan obat malaria yang digunakan, diantaranya terhadap
quinine yang berasal dari tanaman kina yang telah digunakan lebih dari 20 tahun,
sehingga perlu dikembangkan obat anti malaria lainnya.

Artemisia annua L merupakan tanaman sub tropis yang berasal dari daerah
Cina dan tersebar ke Vietnam dan Malaysia. Kandungan utama dari tanaman ini
yaitu artemisinin, merupakan salah satu alternatif obat malaria yang telah
digunakan di berbagai negara di dunia, terutama Afrika dan Asia. Saat ini obat
ma’aria artemisinin, combination based therapy (ACT) yang dirckomendasikan
WHO masih diperoleh dari impor. Padahal setiap tahun kebutuhan akan obat
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aria sangat tinggi di Indonesia, sehingga diperlukan dana yang sangat besar
m rangka memenuhi kebutuhan obat-obatan tersebut. Untuk jtu perlu
igupayakan pengadaan obat malaria tersebut di dalam negeri.

A. annua L. mempunyai nilai ekonomi yang tinggi, tanaman ini .
ipakan sumber artemisinin dan minyak atsiri esensial (Simon et al., 1990).
Klayman (1985) artemisinin merupakan produk metabolit sekunder yang
~f‘5 kemampuan sebagai obat anti malaria tanpa memberikan efek samping
g berat seperti kina atau klorokuin. Penggunaan artemisinin ini telah
omosikan oleh organisasi internasional seperti Medicines Sains Frontiers
F) (Tresnaningsih, 2006).
~ Arten isinin diperoleh dengan cara mengekstrak dari daun atau batang
nan yang masih muda dari tanaman Artemisia sp. Senyawa tersebut
n kelompok sesquiterpen lakton dengan jembatan endoperoksida yang
ng ditemui di alam. Artemisinin merupakan senyawa yang sulit untuk
fesis, maka cara yang paling mudah dan murah untuk memperoleh
misinin ialah dengan mengekstrak langsung dari tanamannya (Simon et al,

- Salah satu masalah dalam pengembangan tanaman artemisia di Indonasia
ah varietas yang ditanam mempunyai kandungan artemisinin yang sangat
dah, yaitu berkisar 0,01 — 0,5%. Cina telah berhasil mengembangkan beberapa
yang produksi artemisinnya >1%, akan tetapi klon baru ini tidak di
rluaskan karena bersifat spesifik lokasi. Dengan kandungan yang relatif Fecil
idak efisien untuk dikembangkan dalam skala industri.

- Salah satu teknologi alternatif yang dapat diterapkan untuk memproduksi
misinin yaitu teknologi kultur in vitro. Kelebihan produksi metabolit sekunder
lui kultur in vitro antara lain adalah faktor lingkungan tumbuh kultur dapat
't dan dikendalikan sehingga tidak dipengaruhi oleh iklim, hama, penyakit,
m dan faktor lainnya, tidak membutuhkan areal penanaman yang luas, sistem
uksinya dapat diatur, kualitas produksi lebih konsisten serta hasil metabolit
der yang diperoleh dapat lebih tinggi dari tanaman induknya (Emavwati,

-~ Produksi metabolit sekunder melalui kultur in vitro dapat dihasilkan
lui kultur kalus (George dan Sherington, 1984). Pada kultur kalus, pemberian
pengatur tumbuh (ZPT) baik auksin maupun sitokinin sangat diperlukan.
gunaan ZPT tersebut dapat digunakan secara tunggal atau kombinasi dan
| konsentrasi yang tepat diharapkan dapat menginduksi dan meningkatkan
mbuhan kalus. Ravishankar dan Grewal (1991) melaporkan bahwa media
prekursor mempengaruhi produksi diosgenin dari kultur kalus Dioscorea
idea. Selanjutnya Srividya dan Devi (1998) melaporkar. bahwa produksi
irakhtin dan nimbin yang dihasilkan dari kultur tunas dan akar Azadircchta
a lebih tinggi dibandingkan dengan hasil tanaman dari lapang.

Produksi metabolit sekunder dengan menggunakan kultur sel dapat
nin ketersediannya sepanjgng tahun tanpa terhalang oleh musim. Kultu. sel
man mengurangi pembatasan geografis untuk berproduksi (Lila, 2005).
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Kandungan metabolit sekunder pada kultur in vitro dipengaruhi olgll
beberapa faktor, antara lain kondisi pertumbuhan kultur dan korpposisi media
pertumbuhan. Sintesis metabolit sekunder dipengaruhi oleh kondisi pertumbuha}n
dan waktu pembentukannya, dimana kondisi optimal untuk kedua fase mungkin
berbeda. Pada fase pertumbuhan tertentu perlakuan media kultur baik fisik
maupun kimia dapat meningkatkan kandungan metabolit sekunder (Thorpe,
1990).

BAHAN DAN METODA

Bahan tanaman yang akan digunakan adalah tanaman A. annua yang
diperoleh dari Balittro. Kalus diinduksi dari daun dan batang tanaman yang
berasal dari rumah kaca. Sterilisasi dilakukan dengan menggunakan alkohol, dan °
kloroks. Formulasi media yang akan digunakan adalah media dasar MS dengan
penambahan ZPT yaitu 2,4-D, atau dicamba pada beberapa taraf konsentrasi (1
dan 3 mg/1), dikombinasikan dengan BA (0, 0,1; dan 0,5 mg/l). Subkultur
dilal.ukan setiap bulan hingga terbentuk kalus. Rancangan yang digunakan adalah
rancangan acak lengkap dengan 1S ulangan. Peubah yang diamati adalah
persentase pembentukan kalus, diameter kalus, bobot basah, struktur dan warna
kalus.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian sementara menunjukkan bahwa tidak semua formulasi
media yang digunakan dapat menginduksi terbentuknya kalus. Pada un.umnya
perlakuan kombinasi sitokinin (BA) dengan 2,4-D atau dicamba tidak dapat
merginduksi terbentuknya kalus, sebaliknya dengan penggunaan 2,4-D atau
dicamba secara tunggal dimana kalus dapat dihasilkan (Tabel 1). Pembentukan
kalus pada berbagai formulasi media disajikan pada Gambar 1.

Tabel 1. Induksi kalus artemisia dari eksplan daun pada berbagai formulasi media

Formulasi media iembentu Dzttt Struktur

(mg/l) arz(ylie;h,ls Z(Cﬂ]%s) kalus Warna kalus
2D 1 100 1,0 Remah Hijau kekuningan
2,4-D1 + BAO.1 0 0 Remah hijau-kuning,
2,4-D1 + BAO.5 0 0 Remah | Hijau-kuning,
2,4-D3 100 1,0 .| Remah Putih kehijauan
2,4-D3 + BAO.1 0 0 Remah Putih kehijauan
2,4-D3 + BAO.5 0 0 Remah | Putih kehijauan
Dicamba 1 100 1,1 Remah Putih kehijauan
Dicambal+ BA 0.1 0 0 Remah | Hijau kekuningan
Dicambal+ BA 0.5 100 0 Remah | Hijau
Dicamba 3 100 1,67 Remah Putih-hijau
Dicamba3+ BA 0.1 12,5 1,68 Remah Putih kehijauan
Dicamba3+ BA 0.5 0 0 Remah | Hijau-coklat
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Formulasi media terbaik untuk induksi kalus tanaman artemisia dengan
nenggunakan eksplan daun atau batang adalah MS + dicamba 1 atau 3 mg/l.
\kan tetapi jika dililat dari struktur kalusnya, maka kalus yang diperoleh dengan
ienggunakan media dicamba 1 mg/l menghasilkan kalus yang remah dan
verbentuk globular, sedangkan penggunaan dicamba 3 mg/l menghasilkan kalus
ang lebih banyak mengandung air (vitrous). Jika dibandingkan antara batang dan
aun, maka eksplan penggunaun eksplan daun dapat menghasilkan kalus lebih
epat dibandingkan dengan batang. Hal tersebut terlihat dari diameter kalus dan
hot basahnya (Tabel 2 dan 3). Dengan menggunakan kedua formulasi media
ersebut kalus terbentuk dengan cepat yang terlihat dari diameter kalus dan bobot
hnya (Tabel 3). Pembentukan kalus dari eksplan batang dan daun disajikan
Gambar 2.

Pembentukan kalus sangat dipengaruhi oleh jenis eksplan dan zat pengatur
buh yang digunakan. Eksplan dengan Jaringan yang meristematik akan
bentuk kalus lebih mudah dibanding jaringan yang sudah tua. Eksplan yang
gunakan dalam penelitian ini adalah daun dan batang. Eskplan dari daun lebih

nyak mengandung senyawa pektat dan protein sedangkan batang lebih banyak
engandung selulosa (Taiz dan Zeiger, 2002).

media

‘Formulasi media pembentukan | Diameter | Struktur Warna kalus

’ (mg/1) kalus (%) kalus kalus

(cm?)

100 0,23 Remah | Hijau kekuningan
4-D1 + BA 0,1 40 0,20 Remah | hijau-kuning
,4-D1 + BA 0,5 50 0,25 rRemah Hijau-kuning

4.I 100 0,30 Remah | Putih kehijauan
4-D3 + BA 0,1 12.5 0,20 Remah | Putih kehijauan

-D3 + BA 0,5 333 0,23 Remah | Putih kehijauan
100 0,38 | Remah | Putih kehijauan
icamba 1 + BA 0,1 0 0 Remah | Hijau kekuningan

nba 1 + BA 0,5 50 0,24 | Remah | Hijau

100 1,05 Remah | Putih-hijau

icamba 3 + BA 0,1 40 0,35 | Remah | Hijau

camba 3 + BA 0,5 20 0,20 Remah | Hijau-coklat

- Penggunaan zat pengatur tumbuh dicamba menghasilkan struktur kalus
 lebih baik dibandingkan dengan 2,4-D. Pada awalnya penggunaan 2,4-D
silkan kalus dengan struktur yang baik, dimana kalus berwarna putih
dengan struktur remah. Akan tetapi setelah 4 minggu pada permukaan
buh akar. Diduga hal ini disebabkan oleh kandungan auksin endogen
kup tinggi di dalam jaringan. Oleh karena itu penambahan dicamba
berikan pengaruh yang baik terhadap pembentukan dan pertumbuhan kzlus,
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Dicamba meupakan salah satu jenis auksin yang mempunyai aktiv.itas tinggi.
Dalam hal ini penambahan dicamba dapat menekan aktivitas 'fluksm e.ndo_ge'n
dalam jaringan sehingga terjadi kesetimbangan kandungan auksin dan sitokinin
dalam jaringan dan akhirnya terbentuk kalus (Wattimena, 1988).

&

Gambar 1. Pembentukan kalus pada berbagai formulasi media
a.2,4-D1 b. 2,4-DIBAO.1 ¢.2,4-D1BA0.5

d. 2,4-D3 e. 2,4-D3BAO0.! f. 2,4-D3BA0.5

g. Dicambal  h. DicambalBAO.1 i DicambalBAO.5

j. Dicambal k. DicambalBAO.1 1. DicambalBAO.5

Tabel 3. Pengaruh jenis auksin dan konsentrasinya terhadap bobot basah kalus

Jenis Bobot basah kalus (g)
eksplan | 2,4-D1 mg/l | 2,4-D3 mg/l | Dicamba | mg/l | Dicamba 3 mg/!
Daun 0,32 0,37 0,53 0,61
Batang 0,23 0,19 0,23 0,57
ﬁx
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- Gambar 2. Pembentukan kalus dengan menggunakan jenis eksplan dan formulasi
media berbeda

Atas. Kalus yang diinduksi dari eksplan daun

Bawah. Kalus yang diinduksi dari eksplan batang

adane. 2.4-D1 mg/l b dan f. 2,4-D3 mg/I

¢ dan g. Dicamba 1 mg/| d dan h. Dicamba 3 mg/I

: Hasil penelitian menunjukkan bahwa kalus yang terbentuk dari eksplan
~ daun berwarna hijau atau putih kekuningan sedangkan kalus yang berasal dari
batang berwarna kecoklatan. Hal ini disebabkan karena batang banyak
- mengandung selulosa dan fenol sehingga kalus berwrana coklat. Selulosa dan
fenol yang tinggi menyebabkan pembelahan sel terhambat sehingga laju
pertumbuhan berkurang .

Kalus asal eksplan daun mempunyai bobot basah 2 kali lebih besar
dibanding kalus asal eksplan batang. Peningkatan bobot basah kalus dapat
~mencapai 2 kali lipat pada media 2,4-D 3 mg/I atau dicamba 1 mg/l. Hal tersebut
sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Slusarkiewicz-Jarzina et al. (2005)
dimana pembentukan kalus dari tanaman Canabis sativa yang berasal dari eksplan
daun adalah 75,1% sedangkan yang berasal dari eksplan petiol 34,2%. Diduga hal
ini disebabkan karena daun muda banyak mengandung IAA dan sukrosa yang
diperlukan untuk pembelahan scl sehingga laju pembentukan kalus meningkat

KESIMPULAN

Eksplan terbaik yang dapat digunakan untuk menginduksi pembentukan kalus
artemisia adalah daun '

2. Penggunaan auksin yang dikombinasikan dengan sitokinin tidak dapat
+ menginduksi pembentukan dan pertumbuhan kalus artemisia.

3. Formulasi media terbaik induksi kalus tanaman artemisia adalah MS +
~ dicamba | mg/I.
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