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Abstract

Research has conducted to observe the influence of modifications media Murashige-Skoog
(MS) and benzyl amino purine (BAP) on the growth of callus culture of Centella asiatica.
Explants young leaves of C. asiatica were cultured on media (full MS, 2MS, ¥MS) with
addition of BAP 0.5; 1.0; 1.5; 2.0 ppm. Research shows that all treatments are able to
generate callus. Callus growth rate of C. asiatica was influenced by the type media and the
concentration of BAP were used. Callus growth C. asiatica in full MS and % MS showed rate
similar growth, but at ¥4 MS slower growth. Callus dry weight of C. asiatica highest of 572 +
21.3 mg contained in the full MS and BAP concentrations 2.0 ppm.

Keywords: BAP, Centella asiatica, callus, modification media.

PENDAHULUAN Beberapa senyawa kimia yang telah
Centella asiatica (L.) Urban., atau diekstrak dan diidentifikasi dari pegagan
yang lebih sering dikenal dengan pegagan, antara lain: asiatikosida, madekasida, asam
merupakan tumbuhan yang memiliki asiatik, terpenoid, maupun minyak atsiri
beragam manfaat. Masyarakat lokal di (Joy dkk. 1999; Kiong 2004). Banyaknya
Indonesia memanfaatkan pegagan sebagai manfaat pegagan dalam bidang medis
lalaban (Rahayu dkk. 2004), bahan obat sehingga sejak tahun 2000 merupakan
(Silalahi 2014; Silalahi dkk. 2015), dan tanaman yang diperdagangkan secara
racum ikan (Darmono 2007). Hingga tahun internasional (Kormin 2005; Zainol dkk.
1992, di Indonesia ditemukan sebanyak 59 2008).
jenis jamu yang menggunakan pegagan Hingga saat ini sebagian besar
sebagai bahan baku, dengan persentase tanaman C. asiatica masih di panen
+15-25%. langsung dari alam. Pemanenan langsung
Selain sebagai sebagai bahan baku dari alam mengakibatkan sumber pasokan
jamu, di negara lain seperti India maupun kualitas bahan bakunya tidak
memanfaatkan pegagan sebagai obat anti dapat dijamin, khususnya kandungan
pikun atau obat anti penuaan. Pemanfaatan metabolit sekundernya, padahal syarat ini
pegagan sebagai obat berkaitan dengan merupakan hal yang sangat penting dalam
kandungan metabolit sekundernya. pemanfaatan tanaman sebagai bahan baku
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obat. Selain sumber pasokan yang tidak

stabil, terdapat kecenderungan

berkurangnya berkurangnya lahan

pertanian akibat alih fungsi lahan/ hutan

menjadi  pemukiman ataupun  fungsi
lainnnya. Kim dkk (2004) dan Martin
(2004)  menyatakan  bahwa  untuk

penyediaan bahan baku pegagan yang
beorientasi pada kandungan metabolit
sekunder, kultur jaringan merupakan salah
satu alternatif yang dapat digunakan.
Kultur jaringan atau kultur in-vitro
merupakan teknik perbanyakan jaringan
Mathius
dkk. (2004) keuntungan teknik kultur in-

vitro dalam produksi metabolit sekunder

tanaman dalam media buatan.

dibandingkan dengan cara konvensional,
antara lain dapat menghasilkan senyawa
kimia dalam waktu relatif singkat;
senyawa kimia dihasilkan dari kondisi
yang terkontrol serta tidak tergantung
kondisi geografis, iklim, dan musim;
produksi senyawa metabolit sekundernya
dapat ditingkatkan dengan pengaturan
lingkungan sekitarnya pengaturan zat
pengatur tumbuh, penambahan elisitor,
penambahan prekusor, amobilisasi, atau
modifikasi media).
Produksi
tumbuhan melalui kultur jaringan dapat
dilakukan kultur kultur

agregat, kultur kalus, kultur akar, maupun

metabolit sekunder

dengan

sel,

kultur organ. Setiap jenis kultur memiliki
kelebihan dan kekurangan masing-masing.
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Beberapa penelitian dalam  produksi
lebih
stabil, karena strukturnya yang kompak
2006;  Silalahi  2010).
Penelitian kultur in vitro pegagan telah
pernah dilakukan oleh Patra dkk. (1998),
Banerjee dkk. (1999), dan Martin (2004),

dan telah berhasil menginduksi kalus dari

metabolit sekunder, kultur kalus

(Pandiangan

eksplan daun. Keberhasilan perbanyakan
jaringan pada kultur jaringan sangat
dipengaruhi oleh berbagai faktor seperti :
jenis media dan zat pengatur tumbuh.
Media merupakan bahan essensial yang
terdiri dari garam-garam mineral, sukrosa,
vitamin yang digunakan untuk memenuhi
kebutuhan pertumbuhan dan
perkembangan tanaman.

Media Murashige-Skoog atau lebih
dikenal dengan media MS merupakan
media yang banyak digunakan dalam
kegiatan kultur jaringan, karena media
tersebut lebih kompleks dan mengandung
hampir semua unsur yang dibutuhkan
untuk tanaman. Karhikeyan dkk. (2009)
telah berhasil menginduksi kalus, shoot
(taruk), dan stolon dari eksplan C. asitica
dengan media MS. Kekompleksan media
MS berimplikasi pada harga jual yang
relatif lebih mahal dibanding dengan
media lainnya seperti media Vacin-Went
(VW). hal

modifikasi media merupakan aternatif

Untuk mengatasi tersebut

yang dapat digunakan. Selain faktor biaya,
modifikasi media juga merupakan salah



satu cara untuk meningkatkan kandungan
metabolit sekunder.

Modifikasi media dapat dilakukan
melalui pengurangan konsentrasi media
MS yang digunakan yaitu dari media full
MS menjadi media % MS, ¥ MS, atau
modifikasi lainnya (Sampath dkk. 2004).
Lebih lanjut menyatakan Sampath dkk.
(2001) faktor
diperhatikan

bahwa yang penting

adalah  konsentrasi  zat
pengatur tumbuh. Pada media MS yang

dimodifikasi konsentrasi auksin yang lebih

tinggi lebih efektif merangsang
pembentukan kalus. Selain media, faktor
lain yang sangat mempengaruhi

keberhasilan teknik kultur jaringan adalah
zat pengatur tumbuh. Zat pengatur tumbuh
adalah senyawa organik bukan nutrisi yang
dalam  konsentrasi rendah  mampu
mendorong, mengubah pertumbuhan dan
perkembangan tanaman (Santoso 2003).
Umumnya untuk multiplikasi
pembentukan kalus antara lain: Naftalen
Asetic Acid (NAA), Indole Asetic Acid
(1AA), dan Benzyl Amino Purin (BAP).
Walaupun telah banyak penelitian
kultur C. asiatica untuk menginduksi
modifikasi
dilakukan.

Berdasarkan hal tersebut maka dilakukan

berbagai jaringan, namun

media masih sedikit
penelitian hubungan modifikasi media MS
dan zat pengatur tumbuh BAP terhadap
pertumbuhan kalus C. asiatica (L.) Urban.,

sehingga diperoleh konsentrasi media MS
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dan BAP optimum untuk menghasilkan
pertumbuhan kalus yang optimal.

METODOLOGI PENELITIAN

1. Bahan
Eksplan digunakan daun kedua dan
ketiga (paling muda) C. asiatica yang
diperoleh  dari Balai  Penelitian
Tanaman Obat dan Aromatik (Balitro),
Bogor. Eksplan ditanam dalam media
Murashige-Skoog (MS) instant dari PT
Duchefa, ditambah dengan 30% air
kelapa.

2. Carakerja
a. Seterilisasi eksplan

Tanaman pegagan dibersihkan di

bawah air mengalir selama 10 menit.

Daun dipisahkan dari bagian lalu
dicuci lagi dibawah air mengalir
selama 20 menit. Kemudian daun
dicuci lagi dengan menggunakan

detergen ditambah tepol 1% (v/w)
sambil dikocok selama 5 menit.
Perlakuan selanjutnya dilakukan di
laminar air flow. Permukaan eksplan
disterilisasi dengan HgCl; 0,1% dan
teepol 5 tetas per 100mL air selama 3
menit. Kemudian dicuci dan dibilas
dengan akuades steril sebanyak 4 kali.
Selanjutnya eksplan dipotong-potong
sebesar 1 x 1 cm dan tanaman siap

untuk diinokulasi.



b. Pembuatan Media

Media yang digunakan untuk
penanaman adalah media MS dengan
penambahan BAP 0,5; 1,0; 1,5; 2,0
ppm serta air kelapa sebanyak 30 %
(v/v). Modifikasi
yaitu media full MS, media % MS,

dan media ¥4 MS. Sebagai sumber

media dilakukan

karbon digunakan sukrosa 3% dan
agar 0,8%. pH diatur sekitar 5,8
dengan mengunakan 0,1 N HCI atau
0,IN NaOH. Media
dipanaskan sambil diaduk sampai

kemudian

semua komponen terlarut dengan
sempurna. Media yang telah dimasak
dituangkan ke dalam botol kultur
sebanyak 20 ml untuk setiap botol,
lalu disterilisasi dengan menggunakan
autoklaf pada tekanan 15 psi selama
20 menit. Media yang telah steri
dibiarkan selama 7 hari kemudian
ditanam (okulasi) dengan eksplan
dilakukan  di

flow dengan

daun. Penanaman

laminar air cara
memasukkan eksplan yang sudah
disterilkan sebanyak 2-3 buah ke

dalam botol kultur.

c. Subkultur
Subkultur  dilakukan  dengan
memindahkan eksplan yang telah
tumbuh ke media baru yang
komposisnya sama dengan media
sebelumnya.  Subkultur  pertama
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dilakukan 5 setelah

penanaman,

minggu
sedangkan  subkultur
kedua dan ketiga dilakukan setiap 4

minggu sekali.

d. Pengamatan Data
Data yang diamati meliputi inisiasi
kalus, kecepatan pertumbuhan kalus,
pembentukan akar, warna kalus, dan
berat basah, serta berat kering kalus.
Penimbangan berat basah dilakuakan
setelah tiga kali subkultur.
e. Analisis data
Data yang diperoleh (berat kering)
dianalisis secara statistik deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Induksi Kalus Pada Berbagai Media
Modifikasi Murashige Skoog (MS)

Eksplan daun tanaman C. asiatica
yang ditanam pada media modifikasi MS
1 MS, % MS, dan ¥ MS) dengan
penambahan BAP 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ppm
serta  30%

(v/v) air kelapa mampu

mengiduksi kalus. Pembentukan kalus
diawali dengan adanya induksi kalus pada
bagian tepi daun yang bekas luka. Inisiasi
kalus tanaman dimulai C.asiatica pada hari
ke-12 hingga hari ke-20 setelah tanam
(Tabel 1). Respon awal eksplan terhadap
dimulai makin

media dengan

membesarnya jaringan eksplan dan
terbentuknya jaringan baru dibagian tepi

eksplan. Perbesaran eksplan terjadi karena



adanya proliferasi jaringan sebagai respon

terhadap zat pengatur tumbuh.

Tabel 1. Inisiasi kalus (hari) C. asiatica pada berbagai modifikasi media Murashige-
Skoog (MS) dengan penambahan berbagai konsentrasi BAP (ppm) dan 30% air kelapa.

Media MS Y» MS Ya MS
(BAP)

0,5 Kalus (14) Kalus berakar (20) Kalus berakar(14)
1.0 Kalus (12) Kalus berakar (18) Kalus berakar (14)
1,5 Kalus (12) Kalus berakar (18) Kalus (12)

2,0 Kalus (12) Kalus berakar (14) Kalus (12)

Inisiasi jaringan kalus dipengaruhi
oleh jenis modifikasi
BAP,
pengaruh konsentrasi BAP lebih dominan

media maupun
konsentrasi namun kelihatannya
dibandingkan dengan modifikasi media.
Inisiasi kalus tercepat terdapat pada saat
penambahan BAP 1,5 dan 2,0 ppm selama
12 hari semua jenis modifikasi media.
Pembentukan kalus paling lama terdapat
pada media ¥4 MS dengan penambahan
BAP 0,5 ppm, 20.
Penambahan konsentrasi BAP 1,0 ppm

pada hari ke

inisiasi kalus bervariasi yaitu antara 14-18
hari tergantung pada jenis media yang
digunakan.

Inisiasi kalus dimulai pada jaringan
yang mengalami luka, hal tersebut diduga
berhubungan dengan sejumlah faktor yang
antara lain: respon sel tumbuhan terhadap
pelukaan, tersedianya oksigen yang lebih
besar dan nutrien yang cukup. Struktur
kalus yang terbentuk pada penelitian ini
merupakan kalus kompak dan bewarna
kecoklatan. Struktur kalus yang dihasilkan
pada kultur jaringan dipengaruhi oleh zat
pengatur tumbuh yang digunakan. Selain

18

membentuk kalus, ternyata eksplan juga
mampu membentuk akar sehingga kalus
yang demikian disebut dengan kalus
berakar. Kalus berakar terbetuk pada
media yang mengandung 0,5 ppm BAP.
Akar mulai terlihat pada minggu ke empat
(hari ke 25), yang muncul dari celah-celah
kalus. Akar yang terbentuk berupa rambut-
rambut akar halus dan jumlahnya sedikit
(3-6). yang
dipengaruhi media
konsentrasi BAP. Akar terbanyak (6 buah)

terdapat pada pemberian BAP 0,5 ppm

Jumlah akar terbentuk

oleh  jenis dan

dengan modifikasi media full MS dan %
MS. Pada konsentrasi BAP yang lebih
tinggi (BAP 15dan 2,0 ppm),
pembentukan kalus tidak diikuti dengan
pembentukan akar. Hal ini menunjukkan
bahwa pada saat pemberian konsentrasi
BAP yang lebih tinggi maka cenderung
membentuk kalus saja.

Pada awal pembentukan akar, akar
yang terbentuk berwarna putih, kemudian
berubah menjadi kecoklatan, dan makin
makin  bertambah

lama pencoklatan

sehingga dilakukan subkultur. Subkultur



dilakukan

keseluruhan kalus ke medium yang sama

dengan memindahkan

dengan komposisnya baik modifikasi
media maupun konsentrasi zat pengatur
tumbuh yang digunakan. Setelah dilakukan
subkultur pertumbuhan akar terhambat dan
cenderung terjadi dedifrensiasi menjadi
kalus kembali. Hal ini diduga karena
adanya perubahan hormon yang terdapat
pada kalus. Kandungan hormone pada
hormone
yang
terbentuk mula-mula terjadi pada bagian
pinggir
tumbuh  membesar

tanaman  dipengaruhi  oleh

eksogen dan endogen. Kalus

dari eksplan, yang kemudian

hampir  keseluruh
bagian eksplan. Kalus awal yang terbentuk
adalah berupa kalus kompak yang bewarna
putih putih kehijauan dan  kemudian

berubah warna menjadi coklat muda.

Gambar 1. Pertumbuhan dan pencoklatan
pada kultur kalus C .asiatica pada media %
MS dan penambahan 0,5 ppm BAP

Pada minggu ke tiga kalus mulai
terjadi perubahan warna menjadi coklat.

Perubahan  warna  tersebut  diduga
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berhubungan dengan adanya senyawa
fenolik yang dihasilkan kalus. Cekaman
tersebut diduga karena adanya kekurangan
dilakukan

medium yang baru.

nutrien  sehingga  perlu
pemindahan ke
Senyawa fenolik ini akan mengakibatkan
terhambatnya pertumbuhan kalus maupun
kalus berakar.

B. Hubungan pertumbuhan kalus
dengan penambahan zat pengatur

tumbuh dan modifikasi Media

Modifikasi MS
BAP vyang ditambahkan

media dan
konsentrasi

memengaruhi pertumbuhan kalus.
Pertumbuhan kalus diukur melalui berat
kering (mg). Hubungan pertumbuhan
kalus C. asiatica dengan modifikasi media
dan konsentrasi BAP dapat dilihat pada
gambar 4. Dari gambar tersebut terlihat
tidak
pertumbuhan pada media full MS dan
MS. terbaik

terdapat pada pemberian BAP 2,0 ppm

ada perbedaan kecepatan

media % Pertumbuhan
dengan berat kering sebesar 572 + 21,3 mg
(media full MS) dan 549 + 19,3 mg (media
Y% MS). Pada konsentrasi BAP (2,0 ppm)
pada media ¥a MS dengan berat kering
sebesar 358 + 15,8 mg sangat jauh berbeda
dibandingkan dengan pertumbuhan kalus
pada media full MS dan % MS. Hal
tersebut diduga pada media ¥a MS nutrien
yang terdapat pada media tidak mencukupi



untuk menunjang pertumbuhan optimum
pada kalus. Selain berat basah maupun
berat kering yang relatif lebih rendah pada

media ¥4 MS ukuran kalus yang terbentuk

juga lebih kecil dan warna lebih gelap.
Hal tersebut diduga bahwa cekaman kultur
Yo MS lebih tinggi
dibandingkan dengan media lainnya.

pada media

700 -
B
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500 - 60
a 4375, 44
Y 400 -
03
kK 300 - 87
e
r 200 -
|
n 100 -
g
0 - .

52%26

I21

%9
58
I m Full MS

mY% MS
Y4 MS

BAP 0.5 ppm BAP 1.0ppm BAP 1.5ppm BAP 2.0 ppm
Konsentrasi

Gambar 2. Histogram hubungan konsentrasi BAP dengan berat kering kalus C. asiatica (mg)

Berat kering kalus terkecil terdapat
pada media terendah pada media Y2 MS
degan berat kering kalus sebesar 358 =+
19,3 mg (2,0 BAP); 321 £+ 16,5 mg (1,5
BAP), 303 + 12,05 mg (1,0 BAP), dan 287
142 mg (0,5 BAP).
pemberian BAP pada konsentrasi rendah

+

Pada saat

(0,5 ppm) masih mampu merangsang
pertumbuhan kultur kalus C. asiatica.

PEMBAHASAN

Inisiasi jaringan kalus dipengaruhi
oleh jenis media maupun konsentrasi BAP,
namun dalam penelitian ini kelihatannya
pengaruh konsentrasi BAP lebih dominan.

Dalam penelitian ini inisiasi kalus mulai
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12-20 hari.
penelitian ini tidak jauh berbeda dengan

dari Inisiasi kalus pada
yang ditemukan oleh Azhari (2007) yaitu
rata-rata inisiasi kalus C. asiatica sekitar
20 hari. Selain memengaruhi inisiasi kalus
BAP juga
struktur kalus yang terbentuk. Santoso dan
(2003)

auksin dan sitokinin dalam

konsentrasi memengaruhi

Nursandi menyatakan  saat
konsentrasi
jaringan relatif seimbang maka eksplan
akan membentuk kalus, dan apabila
lebih  tinggi

dibandingkan dengan auksin maka akan

konsentrasi sitokinin

terbentuk akar. Konsentrasi hormon dalam

jaringan merupakan resultate dari hormon



endogen (dari eksplan) dan eksogen
(penambahan dari luar).

Struktur kalus yang dihasilkan pada
kultur jaringan dipengaruhi oleh zat
yang
Penambahan BAP dan NAA pada eksplans
Catharanthus roseus akan membentuk
kalus padat (Silalahi 2010), sedangkan

penambahan 2,4 diklorofenoksi asetat (2,4-

pengatur  tumbuh digunakan.

D) akan membentuk kalus meremah
(Pandiangan 2006).

struktur kalus ternyata jenis zat pengatur

Selain memengaruhi

tumbuh  juga memengaruhi laju
pertumbuhan (berat basah) jaringan.
Pandiangan (2006) menyatakan laju

pertumbuhan kalus C. roseus yang diberi
2,4-D lebih cepat dibandingkan dengan
zat pengatur tumbuh lainnya.

Kalus yang terbentuk mula-mula
terjadi pada bagian pinggir dari eksplan,
yang kemudian tumbuh membesar hampir
keseluruh bagian eksplan. Kalus awal yang
terbentuk adalah berupa kalus kompak
yang bewarna putih putih kehijauan dan
kemudian berubah warna menjadi coklat
muda. Perbedaan struktur kalus diduga
berhubungan

dengan perbedaan

kandungan metabolit sekunder kalus.

Metabolit sekunder kalus C. asiatica
merupakan golongan triterpenoid terutama
dan

asiatikosida, madekasida (Kiong

2004). Kultur kalus kompak mengandung
yang
dibandingkan dengan kalus meremah. Zao

metabolit sekunder lebih tinggi
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dkk. (2001) menyatakan bahwa struktur
kalus C.

kemampuannya mensintesis indol alkaloid.

roseus  berhubungan dengan
Kalus kompak C. roseus menghasilkan
indole alkaloid lebih tinggi sebesar 1,9 -
2,4 Kkali
meremah (Zhao et al., 2001). Hal yang
sama ditunjukkan oleh Morris (1986),

dibandingkan dengan kalus

yaitu bahwa kultur kalus C. roseus yang
dipelihara pada medium Zenk akan
membentuk kalus kompak, berwarna
coklat dengan kandungan ajmalisin yang
tinggi. Hal yang sama juga ditunjukkan
oleh Syahid dan Hernani (2001) bahwa
kultur ~ kalus  O.

mengakibatkan kalus meremah dengan

pada aristaus
kandungan sinestesin yang rendah kompak
dengan kandungan sinestesin yang lebih
tinggi.

Struktur kalus pada kultur in vitro
dipengaruhi oleh berbagai faktor antara
lain media, dan zat pengatur tumbuh.
(1998)
eksplan daun Catharanthus roseus kalus

Fitriani membuktikan  bahwa
yang ditanaman pada medium Zenk
dengan penamabahan zat pengatur tumbuh
NAA dan BAP akan membentuk kalus
kompak dan berwarna coklat. Hal yang
berbeda ditunjukkan oleh Pandinagan
(2006) menyatakan  C.

ditanaman pada medium MS dengan

roseus yang

penambahan 2,4-D akan membentuk kalus
yang berwana putih dan meremah dan
pertumbuhannya relatif cepat.



Pada saat pemberian BAP pada
konsentrasi rendah (0,5 ppm) masih
mampu merangsang pertumbuhan kultur
kalus C. asiatica. Selain konsentrasi BAP
yang ditambahkan hormon yang berasal
dari air kelapa juga berkontribusi terhadap
total hormon maupun zat pengatur tumbuh
yang
kontribusi

terdapat dalam media. adanya

zat pengatur tumbuh yang
berasal dari air kelapa. Kristina (2010)
menyatakan bahwa air kelapa mengandung
zat pengatur tumbuh Kkinetin sehingga
dapat digunakan merangsang pertumbuhan

pada kultur jaringan.
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KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

1. Inisiasi kalus pada kultur Centella
asiatica yang ditanam pada media
Murashige-Skoog (MS) mulai pada
hari ke 12-20. Semakin tinggi
konsentrasi  BAP yang digunakan
maka inisiasi kalus semakin cepat.

2. Kultur kalus C. asiatica yang ditanam
pada media Murashige-Skoog (MS)
pertumbuhan tertinggi dengan berat
kering sebesar 572 + 21,3 mg terdapat
pada saat media full MS dan
konsentrasi BAP sebesar 2,0 ppm

3. Pertumbuhan kalus C. asiatica yang
ditanam pada media Murashige-Skoog
(MS) pada media full MS dan %2 MS

tidak ada perbedaan kecepatan
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