BAB I

KAJIAN PUSTAKA

2.1.Sambiloto

Andrographis paniculatadNees (Acanthaceae) paling dikenal dengan
“raja pahit”, tanaman ini termasuk dalam herba pateyang tersebar di
China, Asia Selatan, Afrika Selatan, India, Pakisdan Sri Lanka (Anjuet
al., 2012)Andrographis paniculatgBurm. F.) Nees atau sambiloto dapat
tumbuh di dataran rendah sampai ketinggian lebitarkgt 700 m di atas
permukaan air laut (dpl), tetapi lebih sering ditdsan di tempat dengan
ketinggian di bawah 10 m dpl (Habibah, 2009). Pbayan sambiloto di
Indonesia dapat dilihat dari banyaknya sebutan #gatmbuntuk masing-
masing daerah. Di Jawa Tengah dan Jawa Timur matrygb bidara,
sambiroto, sandiloto, sadilata, sambilata, takgaitan, dan sambilotot. Di
Jawa Barat disebut dengan ki oray, takila, ataypeddut. Di Bali dikenal
dengan nama samiroto, masyarakat Sumatra dan Maeatagnyebutnya
dengan pepaitan atau empedu. Sedangkan ntuk namaa-amsng sambiloto
adalah chuan xin lian, yi jian xi, dan lan he li@hina), kalmegh, kirayat,
dan kirata (India), nilavembu (Tamil), xuyen tamenli dan cong-cong
(Vietnam), quasabhuva (Arab), nainehavandi (Pergi@en chretta, chiretta,
the creat, creat root, halviva, kariyat, kreat, &airg of bitter (Prapanza dan

Lukito, 2003).
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2.1.1. Klasifikasi

Menurut Anju (2012) tanaman sambilotoAndrographis
paniculataNees) diklasifikasikan sebagai berikut:
Kingdom Plantae

Divisi Angiosperma

Kelas Dikotil
Ordo Tubiflorae
Suku Acanthaceae
Genuandrographis

SpesiésdrographispaniculatdNees

2.1.2. Morfologi

Tanaman sambilotoAhdrographis paniculatdNees) (Gambar
2.1.2) adalah tanaman yang memiliki batang berlbestgi enam
dengan nodus yang membesar serta mempunyai barsfang
Tanaman ini tumbuh tegak dengan tinggi 0,3-1,0 dengermukaan
atas daun berwarna hijau kelam dan permukaan bayadberwarna
merah muda. Bentuk daunnya ramping agak memanjamgad
bagian pangkal dan ujungnya runcing, tepi daunaya, ppenampang
melintang dengan letak saling berhadapan, serta dagian atas
cabang berbentuk seperti daun pelindung. Panjangnga berkisar
antara 2-8 cm dan lebar 1-3 cm serta tangkai dang gangat pendek

dan bahkan hampir tidak bertangkai. Percabangamydianyak dan
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dari ujung batang atau ketiak daunnya akan keluargd yang
berukuran kecil dengan warna putih keunguan yamngusen dalam
rangkaian bentuk tandan yang melengkung kearah tbgWababan,
2008).

Bunga tumbuh tegak dan bercabang berbentuk tabang d
berbibir, dengan bibir bunga atas berwarna putiéngdn warna
kuning dibagian kepala, serta bibir bunga bawahbdrguk baji
berwarna ungu. Buah bebentuk memanjang sampai nignjo
panjangnya berkisar 1,5 cm dan lebar 0,5 cm, feddn dua rongga
berwarna hijau, di dalam setiap rongga terdapabikecil. Pangkal
dan ujung buah tajam, setelah masak buah akan peeajadi empat

keping. Biji kecil, gepeng, dan berwarna coklat mdambar 2.1.2)

(Prapanza dan Lukito, 2003).

Gambar 2.1.2 (A) Tanaman (B) Biindrographis paniculatdNees

(MPRI, 1998dalamNaiyana, 2002)
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2.1.3. Kandungan Kimia

Sambiloto Andrographis paniculatdNees) pertama kali diteliti
oleh Borsma pada tahun 1896 dengan menemukan adangangan
Andrographolid yang rasanya pahit. Kemudian padaurtal911l
Cortner mengisolasi adanya senyawa lakton (SCHRA318alam
Naiyana 2002). Menurut Dandin dan Hosakatte (20&aRjon yang
terkandung dalam sambiloto terdiri dari empat jenysaitu:
Deoxyandrographolid (Andrographis a), Andrograptholi
(Andrographis b), Neoandrographolid (Andrographig, odan
Deoxydehidroandrographolid (Andrographis d). Andamiolid dan
lakton (Gambar 2.1.3) yang terdapat pada sambit@upakan bahan
aktif yang berfungsi sebagai obat. Kadar androgjchftada tanaman
konvensional berkisar antara 2-3% dari berat kegi@trimila, 2013).

Bahan kimia lain yang juga terdapat dalam sambifutalah
diterpenoid yang terdiri dari deoxyandrographolid,9-D-glukosa
yang sebagian besar diisolasi dari daun (MartinQ420 Menurut
Sharmila,et al (2013), kandungan terpenting dari senyawa diteroen
yang terdapat pada sambiloto adalah: 14-dioxyamdpiis (DA,
C,OH3004), dan  14-deoxy-11,12-didehydrographolid (DDA,
CooH2804). Flavonoid diisolasi terbanyak dari akar vyaitu

polymethoxyflavon, andrographin, panicolin, monaethylwightin,
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apigenin, 7,4-dimetil eter, alkalene, keton, aldeid, Ca, Na, asam

kersil, dan damar.
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Gambar 2.1.3 Struktur kimia bahan aktif yang teadg@@ada daun
Sambiloto

(MPRI, 1999dalamNaiyana, 2002)

Konsentrasi bahan aktif yang terkandung pada satohilapat
dipengaruhi oleh lokasi (tempat) tumbuh dan musimada tumbuh
baik pada daerah tropis dan subtropis seperti @GamaAsia Tenggara
(Nababan, 2008). Menurut MPRI (199@%alam Naiyana (2002)
konsentrasi bahan aktifnya paling banyak ditemupada daun dan
paling sedikit pada batang, sedangkan menurut A(Q012)
konsentrasi bahan aktif paling sedikit ditemukarmlgpdiji. Secara
keseluruhan konsentrasi bahan aktif paling banyaklapat pada

tumbuhan muda daripada tumbuhan tua.
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Zat aktif yang memiliki rasa pahit dan memiliki fys1 sebagai
obat adalah andrografolid dan neo-andrografolidhaBa aktif ini
banyak mengandung unsur-unsur mineral, sepertikplmi asam
kersik, damar serta mineral berupa kalium, kalsidan natrium

(habibah, 2009).

2.1.4. Khasiat Penggunaaan

Andrographis paniculataNess., yang dikenal dengan “Raja
Pahit” termasuk dalaniamily Acanthaceae. Daun tanaman ini telah
digunakan sebagai obat tradisional untuk mengolbegpatitis,
bronkitis, batuk, demam, tuberkolosis, disentrgura ular dan diare
(Dandin dan Hossakate, 2012). Senyawa kimia aktiigyterkandung
adalah berasal dari golongan diterpen lakton, flais dan polifenol.
Senyawa kimia aktif tersebut adalah andrograpaaimjropanosi,
andrographolit, dan neoandrograpolit (Martin, 20@¢nyawa kimia
aktif yang paling dominan adalah angrograpolit yérgnasuk dalam
golongan diterpen lakton (Dandin dan Hosakatte,2P0$enyawa-
senyawa kimia aktif yang terkandung dalam tananzmbgdoto juga
memiliki khasiat untuk antikanker, meningkatkan mtas, antivirus,
antijamur, antioxidant dan anti-HIV (Ganet, al.,2012).

Bahan aktif androdrafolid dan neoandrografolid yaaganya
sangat pahit banyak mengandung unsur-unsur miseparti kalium
sehingga dapat membantu tubuh dalam mengeluarkahaaigaram

yang dapat menurunkan tekanan darah. Zat andrdigraiga dapat
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meningkatkan sistem kekebalan dengan menghasilkbsek darah
putih untuk menghancurkan bakteri dan benda asangya, serta
mengaktitkan  sistem limpa (Wibudi, 2006). Sedangkan
neoandrografolid, dehydro andrografolid, mampu memkan demam
yang disebabkan oleh berbagai bakteri misalnygtaphylococcus
aureus, Pseudomonas aeroginosa, Proteus vulgatas) Shigella
dyseteriagPrapanza dan Lukito, 2003).

Penelitian mengenai sintesis andrografolid saat banyak
dilakukan karena potensinya sebagai obat antikankedrografolid
secara signifikan menghambat proliferasi sel kark@on HT-29.
Andrografolid juga memperlihatkan aktivitas antikanpada berbagai
sel kanker yang mewakili berbagai tipe manusia jAgt al., 2012).
Andrografolid melakukan aktivitas antikanker secéagsung pada
sel kanker dengan menahan siklus sel pada faselGoéR&lui induksi
protein inhibitor siklus sel p27 dan menurunkan pe&si
cyclindependent kinase 4 (CDK4). Aktivitas immumnostiatori dari
andrografolid dilakukan dengan peningkatan praserdimfosit dan
produksi interleukin-2. Andrografolid juga meningikan produksi
faktor-alpha nekrosis tumor dan ekspré§ maraker menghasilkan
peningkatan aktivitas antikanker tidak langsungb@baan, 2008).

Saponin  yang terdapat pada tumbuhakndrographis
paniculata terdiri dari sejumlah glikosida yang juga terdajpaida

banyak tanaman lain. Glikosida ini terdapat paféldari 500 spesies
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dari spermatopita (Ajuret al., 2012). Saponin memiliki sifat seperti
sabun yang menghasilkan buih apabila dicampur deagaSifat lain
dari saponin antara lain rasanya pahit, sebagargt yang baik,
beracun bagi hewan berdarah dingin, tidak beracadaphewan
berdarah panas, serta mempunyai sifat anti ek$wtatiantiinflamasi
(Sarker, 2009). Saponin bersama dengan fosfoliprdptotein mampu
membentuk kompleks imunostimulating, serta dapdtbgsi sebagai
adjuvan. Saponin juga dapat mengurangi rasa sak@upun
membunuh kuman, dan merangsang pertumbuhan sbhselpada
kulit (Gunawan, 2004).

Tanin yang terkandung dalam sambiloto memiliki tsifa
astringen yang dapat mengurangi kontraksi ususigghidiare dapat
dihentikan dan mengobati gangguan pencernaan (Syaaayat dan

Hutapea, 199#lalamNababan, 2008).

2.2. Kultur Jaringan

Kultur jaringan adalah teknik perbanyakan tanamamgdn cara
memperbanyak jaringan mikro tanaman yang ditumbuldecara in vitro
menjadi tanaman yang sempurna dalam jumlah yarak tidrbatas. Yang
menjadi dasar kultur jaringan ini adal@tipotensisel, yaitu bahwa setiap sel
organ tanaman mampu tumbuh menjadi tanaman yangusea bila
ditempatkan di lingkungan yang sesuai (Yuliartil@0Menurut Azriati, dkk

(2010), kulturin vitro adalah suatu metode untuk mengisolasi potongan
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jaringan tanaman dari kondisi alami pada mediasiutalam kondisi aseptik,
dimana potongan jaringan yang diambil mampu merigadgerbesaran,
perpanjangan, dan pembelahan sel dan membentukd swudsa sel yang
belum terdeferensiasi yang disebut kalus serta raptuk shootlet(tunas),
rootlet (akar), ataylanlet(tanaman lengkap).

Usaha pengembangan tanaman dengan kultur jaringampakan
usaha perbanyakan vegetative tanaman yang dapatiakik masih baru.
Namun, saat ini sudah banyak sekali penemuan-perertentang ilmu
pengetahuan kultur jaringan dalam bidang pertanibihggi, farmasi,
kedokteran dan sebagainya. Di bidang farmasi, kekultur jaringan sangat
menguntungkan karena dapat menghasilkan metabekunsler untuk
keperluan obat-obatan dalam jumlah yang besar ddamdwaktu yang
singkat (Daisy, 2012).

Keuntungan perbanyakan secara kultur jaringan bhdglB) waktu
perbanyakan lebih cepat; (2) jumlah benih yangilkida tidak terbatas; (3)
jumlah eksplan yang digunakan kecil; (4) bebas halaa penyakit; (5)
memerlukan lahan sempit; dan (6) genotipe samaasteigluknya (George
dan Sherington, 198dalam Surachman, 2011). Beberapa keuntungan dari
pemakaian teknik kultum-vitro untuk produksi metabolit sekunder antara
lain: tidak tergantung musim, sistem produksi dapatur sesuai kebutuhan,
lebih konsisten, dan mengurangi penggunaan lahattifena, 1992lalam
Sutini dkk, 2008). Beberapa keuntungan lain untwdnghasilkan metabolit

sekunder melalui teknik kultur jaringan juga distian oleh Fowler (1983)
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dalam Ratnasari dkk, (2001) yakni, keuntungan terselamtdranya adalah
penggunaan lahan sedikit, kualitas produk yangsilltem lebih konsisten dan
dapat dihasilkan terus menerus, serta metabolitrskk yang dihasilkan

mudah untuk dimurnikan.
2.3.Keseimbangan Hormon Eksogen dan Endogen

Hormon di dalam tanaman merupakan produk metad@ifan, 1999
dalam Ibrahim, 2010). Secana vivo, kalus pada umumnya terbentuk pada
bekas-bekas luka akibat serangan infeksi mikroosgaa gigitan, atau
tusuka serangga dan nematode. Pembentukan kalagagpadjan luka dipacu
oleh zat pengatur tumbuh auksin dan sitokinin erdofGunawan, 1988
dalam Dwi, 2012). Adanya luka irisan 2,4-D lebihdab berdifusi ke dalam
jaringan tanaman, sehingga 2,4-D yang diberikam ak@mbantu auksin
endogen untuk menstimulasi atau merangsang penapetsi, terutama sel-
sel di sekitar area luka (Ulfa, 2011 dalam Arid®12). Menurut Surachman
(2011), komponen-komponen yang terkandung di dad@mkelapa dapat
berinteraksi dengan hormon endogen yang dimililehoketiap eksplan

sehingga mampu merangsang pembelahan sel.

Menurut Abidin (1985), jika rasio auksin lebih reamd daripada
sitokinin maka organogenesis akan mengarah ke ,tyikas rasio auksin
seimbang dengan sitokinin maka akan mengarah kebgmmkan kalus
sedangkan jika rasio auksin lebih tinggi daripadéoksmin maka

organogenesis akan cenderung mengarah ke pembie raikdsa
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2.4.2,4Dbichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)

Zat pengatur tumbuh (ZPT) yang sering digunakan ukunt
menginduksi pembentukan kalus adalah auksin (Indah Dini, 2013).
Auksin menginisiasi pemanjangan sel dengan cara pmegaruhi
fleksibilitas dinding sel dan memacu protein tettepang ada di membran
plasma untuk memompa ion'ké& dinding sel. lon Fmengaktifkan enzim
tertentu sehingga memutuskan ikatan silang hidrogetai molekul selulosa
penyusun dinding sel. Sel tumbuh memanjang akibbatamg masuk secara
osmosis. Sel terus tumbuh dengnan mensintesa kemivadral dinding sel
dan sitoplasma (Widiarti, 2009).

Diantara golongan auksin yang umum digunakan paediarkultur
jaringan adalah 2,4-D dan IAA (Indah dan Dini, 2D18A dapat mengalami
degradasi yang disebabkan oleh adanya cahaya ataapat diuraikan oleh
enzim oksidatif. Oleh karena sifatnya yang labii, imaka IAA jarang
digunakan sebagai eksplan. Beberapa kultur munigak memerlukan zat
pengatur tumbuh auksin lagi, karena auksin yangogen (dibuat dalam
tubuh tanaman) sudah cukup untuk memenuhi kebutuhdiur yang
bersangkutan (Daisy, 2012).

NAA dan 2,4-D merupakan golongan auksin sintesisngya
mempunyai sifat stabil daripada IAA, karena tidakdah terurai oleh enzim-
enzim yang dikeluarkan oleh sel atau oleh pemangsada proses

sterilisasi(Daisy, 2012).2,4-D merupakan auksint k@ng sering digunakan
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secara tunggal untuk menginduksi terbentuknya kaéusberbagai jaringan
tanaman (Hojwani, 199@alamSyahid dan Natalini, 2007).

Auksin adalah senyawa yang berpengaruhterhadapmedngan sel,
menaikkan tekananosmotik, meningkatkan sintesisteproneningkatkan
permeabilitas sel terhadap air danmelenturkan et@unakkan dinding sel
yangdiikuti menurunnya tekanan dinding sel sehiaggdapat masuk ke
dalam sel yang disertaidengan kenaikan volumeKsetikasari, 2013). 2,4-D
merupakan auksin yang paling banyak digunakan uniokluksi
embriogenesis somatik. 2,4-D merupakan zat pengambuh yang paling
efektif dalam produksi kultur embriogenik (BhojwadB96).Pemberian 2,4-
D pada konsentrasi T010° M tanpa sitokinin sangat efektif untuk induksi
proliferasi kalus pada kebanyakan kultur. Senyasvaebut dapat menekan
organogenesis dan sebaiknya tidak digunakan paltiar kiang melibatkan
inisiasi pucuk dan akar. Pierik (1997) menganjurkamuk membatasi
penggunaan 2,4-D pada kultur vitro karena 2,4-D dapat meningkatkan
peluang terjadinya mutasi genetik dan menghambasifdesis pada tanaman

yang diregenerasikan (Zulkarnain, 2011).

2 4-D-dichlon-phano-
acetic acid
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Gambar 2.5 Struktur kimia zat pengatur tumbuh2 &&€hrimer, 2012)
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2.5. Air Kelapa dalam Media Kultur Jaringan

Salah satu bahan organik yang dapat ditambahkasaken media
kultur adalah air kelapa. Keuntungan menggunakdmarmarganik tersebut
untuk media adalah karena harganya murah dan mewmgarzat-zat kimia
yang dibutuhkan oleh tanaman untuk tumbuh (Sak,,d011). Air kelapa
sering kali digunakan dalam kultur jaringan sebamaigganti BAP (Ariati,
dkk., 2012). Aplikasi sitokinin dalam perbanyakamamanin vitro dapat
berasal dari bahan kimia sintetik maupun bahan iakaperti air kelapa
(Seswita, 201@alamAriati, dkk., 2012).

Air kelapa merupakan endosperm atau cadangan makairssumber
energi, selain mengandung zat pengatur tumbuhkéapa yang baik untuk
kultur jaringan adalah air kelapa muda yang dagughnya berwarna putih,
belum keras tetapi masih dapat diambil dengan $e(@lorachman, 2011).
Air kelapa mengandung zat atau bahan-bahan séeliohidrat, vitamin,
mineral, protein, serta zat tumbuh auksin, sitokimian giberelin yang
berfungsi sebagai penstimulir  proliferasi jaringanmemperlancar
metabolisme dan respirasi (Widiastoety, 188lamsSari, 2011).

Air kelapa mengandung ZPT alami yang termasuk dajafongan
sitokinin (Priyono dan Danimahardja, 198alam Kristina dan Sitti, 2012).
Air kelapa merupakan senyawa organik yang seriggrdikan dalam aplikasi
teknik kultur jaringan. Hal ini disebabkan air keda mengandung 1,3
diphenilurea, zeatin, zeatin glukosida, dan zeabtosida (Armini, et al,

1992 dalam Kristina dan Sitti, 2012), dan harganya yang mursh kelapa
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merupakan air alami steril mengandung kadar K datn@gi. Selain itu, air
kelapa mengandung sukrosa, fruktosa, dan glukosty|N2002 dalam
Kristina dan Sitti, 2012).

Tingginya kandungan sitokinin maupun auksin terjkdiena ZPT
tersebut diproduksi dalam jaringan merismatik yakgif membelah. Air
kelapa merupakan ZPT alami yang banyak digunakmdperbanyakam
vitro berbagai tanaman hias diantaranya anggrek, kanenaliki sitokinin
(Kristina, 2012). Air kelapa merupakan bahan alayahg mempunyai
aktivitas sitokinin untuk pembelahan sel dan meadgrpembentukan organ
(Seswita, 2010).

Penggunaan kombinasi antara auksin dan sitokininan ak
meningkatkan proses induksi kalus. Efektifitas gabgatur tumbuh auksin
maupun sitokinin eksogen bergantung pada konserftiasnon endogen
dalam jaringan tanaman (Syahid dan Natalini, 20@8mberian sitokinin
dalam kultur kalus berperan penting dalam memicunheahan dan
pemanjangan sel sehingga dapat mempercepat perkgarbadan
pertumbuhan kalus (Indah dan Dini, 2013). Senya@ea>2merupakan salah
satu jenis auksin yang sangat efektif untuk mengisdpembentukan kalus,
walaupun auksin yang berperan utama tetapi sitokgaingat dibutuhkan
untuk proliferasi kalus sehingga kombinasi auksan gitokinin sangat baik
untuk memacu pertumbuhan kalus (Abidin, 1982).

Perlakuan sterilisasi dengan autoklaf menurunkamdiagan ZPT

alami dalam air kelapa. ZPT alami memiliki sifat cabh terdegradasi
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sehingga akan terurai bila melalui proses pemantisggi dengan autoklaf.
Selain penurunan kandungan ZPT alami, warna aiapkelpun berubah
menjadi kecokelatan. Namun, walaupun terjadi pemmkandungan sebesar
10 kali lipat, ZPT tersebut masih dapat mendukuegumbuhan kultur
sehingga perlakuan sterilisasi

dengan autoklaf ptetlapat digunakan

(Kristina, 2012). Hal ini dapat dilihat pada TaRel.

Tabel 2.1 Komposisi ZPT air kelapa muda pada dudakgan pemanasan

(Kristina, 2012).

Konsentrasi ZPT Alami (mg/L)
Perlakuan Pemanasan Air Kelapa Sitokinin Auksin
Kinetin Zeatin IAA
Tanpa Perlakuan 41,13 34,16 38,57
Pemanasan 5G, 10 menit 273,62 290,47 198,55
Pemanasan 12, autoklaf 50,09 28,65 20,89

Kandungan vitamin dalam air kelapa muda cukup @mag
diantaranya thiamin dan piridoksin. Selain kandungsPT, kandungan
vitamin dalam air kelapa dapat dijadikan substitugamin sintetik yang
terkandung padamedia MS. Kandungan hara makrotséphd?, dan K, serta
beberapa jenis unsur mikro dalam air kelapa mudga jberpeluang
dikembangkan lebih lanjut sebagai upaya substisur hara makro dan
mikro serta sumber karbon, yakni sukrosa. Konssnggaram mineral dan
sukrosa air kelapa menurun seiring dengan bertanypalnmur dari 6-9
bulan. Di dalam air kelapa ditemukan 3 jenis gwylakni glukosa dengan

komposisi 34-45%, sukrosa dari 53% sampai 18% dddsa dari 12- 36%.

Sukrosa mengalami penurunan konsentrasi seiringashepertambahan umur
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(Kristina, 2012). Komposisi vitamin, mineral dankeasa dalam air kelapa
muda dan tua dapat dilihat pada tabel 2.2.

Tabel 2.1 Komposisi vitamin, mineral dan sukroskamiaair kelapa muda dan tua

(Kristina, 2012).

Komposisi Air Kelapa Muda Air Kelapa Tua
(mg/100mL) (mg/100mL)

Vitamin
Vitamin C 8,59 4,50
Riboflavin 0,26 0,25
Vitamin B5 0,60 0,62
Inositol 20,52 21,50
Piridoksin 0,03 -
Thiamin 0,02 -
Mineral
N 43,00 -
P 13,17 12,50
K 14,11 15,37
Mg 9,11 7,52
Fe 0,25 0,32
Na 21,07 20,55
Mn Tidak terdeteksi Tidak terdeteksi
Zn 1,05 3,18
Ca 24,67 26,50
Sukrosa 4,89 3,45

Beberapa penelitian mengenai air kelapa untuk meogsi kalus
telah dilakukan. Penelitian Ariati, dkk., (2012) mi@jukkan bahwa ada
perbedaan hasil dalam pembentukan kalus dari setaium perlakuan juga
dipengaruhi adanya air kelapa dalam medium. Medpamg ditumbuhkan
dengan air kelapa (medium MS + 2 ppm 2,4-D + 15%diom MS + 2 ppm
2,4-D + 0,2 ppm BAP + 15% Air Kelapa) akan menghkasi kalus kakao
yang sangat cepat sedangkan medium tanpa air kigregghum MS + 2 ppm

2,4-D dan medium MS + 2 ppm 2,4-D +0,2 ppm BAP)mak@enghasilkan



27

kalus yang sangat lama. Penelitian Naing (2011 humgkkan pembentukan
prosentase kalus terbaik dihasilkan pada media %) yiberi 2 mg/l BA
yang ditambah 5% air kelapa, prosentase k&wosglogyne cristatayang
terbentuk adalah 40%. Mohammad dan Mueen (201@ndgenelitiannya
menunjukkan bahwa kombinasi 2,4-D 2 mg/l ditamb&8olair kelapa
menghasilkan kaluSyamopsis tetragonolubutgrbaik sebesar 70%.

Hasil pengamatan kultur kalus pada eksplan tanamnggur hijau (V.
Vinifera L.) menunjukkan bahwa eksplan daun mampu menglaaskialus
pada minggu ke-2 HST terhadap semua perlakuan gidegkan yaitu pada
media MS dengan pemberian hormon 2,4-D dan air pkeldengan
konsentrasi 10% dan kombinasi medium MS + 2,4-Dphf + air kelapa
10% menunjukkan perlakuan yang paling baik dengeh ysng aktif

membelah (Dwi, dkk., 2012).

2.6. Kultur Kalus dan Kualitas Kalus

Selain kultur organ dalam kultur jaringan juga di&dkedengan kultur
kalus ataucallus culture merupakan kultur sekumpulan sel yang tidak
terorganisir, hanya sel-sel parenkim yang beraaal laerbagai bahan awal
(Dwi, dkk., 2012). Kultur kalus merupakan kultukeenpulan sel yang tidak
terorganisir yang berasal dari berbagai jaringambwhan. Kultur kalus
digunakan untuk memperoleh kalus dari eksplan vyaligolasi dan

ditumbuhkan dalam lingkungan terkendali. Pembemtukalus adalah
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menginduksi bagian tanaman tertentu dengan menaberdat pengatur
tumbuh (Indah dan Dini, 2013).

Salah satu manfaat kultur kalus adalah untuk metap produk
yang berupa kalus dari suatu eksplan yang dapambithkan secara terus-
menerus sehingga dapat dimanfaatkan dalam menmmpetesgdabolisme dan
deferensiasi sel, morfogenesis sel, variasi somakldransformasi genetik
serta produksi metabolit sekunder juga merupakaeraga manfaat dari hasil
kultur kalus (Ariati, dkk., 2012).

Indikator pertumbuhan eksplan pada kultuwvitro berupa warna dan
tekstur kalus menggambarkan penampikeisual kalus sehingga dapat
diketahui kalus yang memiliki sel-sel yang aktifmielah atau sel telah mati
(Indah dan Dini, 2013). Kalus adalah proliferasisangaringan yang belum
terdeferensiasi. Masa sel ini terbentuk di selypehmukaan irisan eksplan
sehingga semakin luas permukaan irisan eksplanksermepat dan semakin

banyak kalus yang terbentuk (Hendaryono dan Wijay2894).

2.6.1. Kalus Menghasilkan Metabolit Sekunder

Berdasarkan perubahan ukuran sel, metabolisme @@ampakan
kalus, proses perubahannya dari eksplan menjads kipat dibagi
menjadi tiga tahap yaitu induksi, pembelahan, deferénsiasi. Tahap
induksi, sel siap membelah, metabolisme menjadf alen ukuran sel
tetap konstan (Alitalia, 2008). Metabolisme sekungada umumnya
meningkat pada fase stasioner. Hal ini dimungkinkamena adanya

peningkatan vakuola sel atau akumulasi (Darwat®)720Menurut Smith
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(2000) dalam Alitalia (2008), fase stasioner adategmniode tidak ada

pertumbuhan, jumlah sel konstan.

Menurut Abidin (1985), ZPT dapat mempengaruhi maiam
asam nukleat yang berperan dalam sintesis protsgimtengatur aktivitas
enzim untuk pertumbuhan tanaman yakni pertumbuteah lderupa kalus.
Aktifitas sel selama pertumbuhan seperti pembela&n pertambahan
volume, dan akhirnya terjadi proliferasi sel dapétngkatkan dengan
pemberian zat pengatur tumbuh (Wardani, 2004). rig&aian
pembelahan sel oleh pengaruh zat pengatur tumbpéat sdaemacu laju
pertumbuhan dan peningkatan biomasa kalus yangrngiehidapat
meningkatkan berat kalus (Azriati, 2010). ZPT akanginduksi sintesis
enzim yang ekspresinya tergantung sintesis RNApdatein. Peningkatan
jumlah enzim yang terlibat dalam metabolit sekundega akan
meningkatkan senyawa metabolit sekunder yang dkaasi
(Wattimena,1991 dalam Wardani, 2004).

Hasil penelitian Oktafiani (2010) menunjukkan bahwkaalus
Pegagan yang diberi ion Cu2+ 15 pM sampai 30 pM pouam
menghasilkan kandungan campuran triterpenoid kpkgagan dengan
nilai campuran triterpenoid ++. Menurut hasil péreet Februyani (2013),
menunjukkan hasil pada penambahan ?*Cikkonsentrasi 40 pM
menghasilkan metabolit sekunder tertinggi vyaitu gden kadar
stigmasterol 1695.620 ppm dan sitosterol 3128.¢88 pada kultur kalus

tanaman Purwoceng.
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2.6.2. Warna Kalus

Warna dan tekstur kalus merupakan indikasi awalutiimya
respon organogenesis. Kalus yang berwarna putilupakan jaringan
embrionik yang belum mengandung kloroplas, tetagiliki kandungan
butir pati yang tinggi (Ariati, dkk., 2012). Warrkalus mengidentifikasi
keberdaan klorofil dalam jaringan, semakin hijaurrveakalus semakin
banyak pula kandungan klorofilnya dalam kalus (C24i12).

Kondisi warna kalus yang bervariasi menurut Hedaoyaan
Wijayani (1994)disebabkan oleh adanya pigmentagiaga, dan bagian
tanaman yang dijadikan sebagai sumber eksplan.l&kspng cenderung
berwarna kecoklatan disebabkan oleh kondisi eksypdagy secara internal
mempunyai kandungan fenol tinggi. Menurut Wardatkk., (2004),
warna kalus yang hijau disebabkan peningkatan kdrase sitokinin yang
tinggi. Sitokinin yang ditambahkan dalam media mampenghambat
perombakan butir-butir klorofil karena sitokinin mpu mengaktifkan
proses metabolisme dan sintesis protein (WattimE9@il dalamWardani,

dkk., 2004).

2.6.3. Tekstur Kalus

Tekstur kalus dapat dibedakna menjadi tiga macait kompak
(non friable), intermediet, dan remah(friable) (G@m2.5.2) (Dwi,dkk.,
2012). Tekstur kalus merupakan salah satu penaadg glipergunakan

untuk menilai pertumbuhan suatu kalus. Kalus yaaig bntuk digunakan
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sebagai bahan penghasil metabolit sekunder vyaitumilike tekstur
kompak @on friablg. Tekstur kalus yang kompak dianggap baik karena
dapat mengakumulasi metabolit sekunder lebih bariyadah dan Dini,
2013).

Kalus yang kompak mempunyai tekstur yang sulit kntu
dipisahkan dan terlihat padat (Fitriani, 2008 dal@mi, 2012). Menurut
Dodd (1993) dalam Ariati, dkk (2012), kalus yangnmilki tekstur yang
kompak umumnya memiliki ukuran sel kecil dengan@asma padat, inti
besar dan memiliki banyak pati gandum (karbohidrenurut Adri
(2012), menyatakan bahwa kalus kompak yang menstikiktur seperti
nodul merupakan massa proembrionik dan dapat dkgunasebagai
inokulum untuk diinduksi sebagai embrio somatik.lusayang kompak
merupakan efek dari sitokinin dan auksin yang memarihi potensial
air dalam sel. Hal inimenyebabkan penyerapan airrdadium ke dalam
sel meningkat sehingga sel menjadi lebih kaku (Aridkk., 2012)..
Sehingga penggunaan air kelapa sangat bermanfih geembentukan
tekstur kalus (Dwi,dkk., 2012).

Kalus remah merupakan kalus yang baik untuk pewddaary
jaringan. Kalus remah ialah kalus yang tumbuh satpipisah menjadi
bagian-bagian yang kecil, mudah lepas, dan mengandanyak air
(Sitorus, dkk., 2011). Kalus yang remah dapat dieér dengan cara
melakukan sub kultur berulang-ulang dengan mediatp@rahayu, dkk.,

2013).
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Gambar 2.5.2. (A) Tekstur kompak kalus Gambir (AB612) dan (B) Tekstur

remah kalus keladi tikus (Syahid dan Natalini, 2007

2.7. Penelitian Mengenai Sambiloto dan Air Kelapa

Beberapa penelitian mengenai air kelapa untuk meuogsi kalus
telah dilakukan. Penelitian Ariati, dkk., (2012) mo@jukkan bahwa ada
perbedaan hasil dalam pembentukan kalus dari seegijum perlakuan juga
dipengaruhi adanya air kelapa dalam medium. Medyamg ditumbuhkan
dengan air kelapa (medium MS + 2 ppm 2,4-D + 15Pkelapa, medium
MS + 2 ppm 2,4-D + 0,2 ppm BAP + 15% air kelapaqraknenghasilkan
kalus kakao yang sangat cepat sedangkan mediura tangelapa (medium
MS + 2 ppm 2,4-D dan medium MS + 2 ppm 2,4-D + @p2n BAP) akan
menghasilkan kalus yang sangat lama. Penelitiang\N@011), menunjukkan
pembentukan persentase kalus terbaik dihasilkaa pestlia MS yang diberi
2 mg/l BA yang ditambah 5% air kelapa. PersentaakiskCoelogyne

cristatta yang terbentuk adalah 40%. Mohammad dan MueenOj2@dlam
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penelitiannya menunjukkan bahwa kombinasi 2,4-Dg2 ditambah 10% air
kelapa menghasilkan kal@yamopsis tetragonolubutdrbaik sebesar 70%.

Hasil pengamatan kultur kalus pada eksplan tanamnggur hijau (V.
Vinifera L.) menunjukkan bahwa eksplan daun mampu mendlaaskalus
pada minggu ke-2 HST terhadap semua perlakuan didbegkan yaitu pada
media MS dengan pemberian hormone 2,4-D dan aiapkeldengan
konsentrasi 10% dan kombinasi medium MS + 2,4-Dphf + air kelapa
10% menunjukkan perlakuan yang paling baik dengeh ysng aktif
membelah (Dwi, dkk., 2012).

Beberapa penelitian untuk induksi kaldsdrographis paniculata
(sambiloto) telah dilakukan yakni penelitian Shdam({2013), media MS
dengan penambahan 2,4-D 0,5 mg/l menghasilkan kahag tertinggi yakni
40mg. Respon kalus terbaik pada penelitian Gar@iZp, ialah pada media
MS dengan 2,4-D 2 mg/l dikombinasi dengan 0,4 B&P dengan respon
+++. Kalus terbaik pada penelitian Martin (2004jalah kalus yang
diinduksi pada media MS dengan penambahan 2,4-D 4 dikombinasi
dengan 2,22 BA pm neghasilkan berat kering kalusydambiloto sebesar

1735 mg.

2.8.Proses Perkembangan Makhluk Hidup Dalam Al-Quran

Proses perkembangan makhluk hidup telah disebuticdam Al-
Quran. Beberapa ayat menyebutkan bagaimana prosésrjadi. Beberapa

ayat tersebut adalah sebagai berikut :
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Artinya: “Sesungguhnya kamu melalui tingkat demi tingkat afdal
kehidupanQS. Al-Insyqaaq/ 84:19).

Makna ayat di atas menurut Shihab (2002), semusyat@mi perubahan
sebagaimana manusia juga mengalami perubahan-parulalam perjalanan
hidupnya, karena digasti mengalami tingkat demi tingkat

Adapun katahabagmaka ia antara lain mengandung makna persamaan
sesuatu atau situasi dengan sesuatu yang lainiddi&rtumpuk maupun tidak.
Sahabat Nabi, Ibn ‘Abbas, memahami kalimat di adatam arti ancaman
menyangkut hari Kiamagakni, kamu akan mengalami situasi yang sulitlabte
situasi sulit sebelumnya. Sahabat Nabi yang lahbirdbn ‘Abdillah memahami
situasi dimaksud sebagai situasi kematian, Kebggkidan kebahagiaan atau
kesengsaraan (Shihab, 2002). Menurut Muhammad )2@9at di atas ditujukan
kepada segenap manusia. Yakni, kamu melewati keatdiz@ai keadaan, artinya
keadaan terus berubah, meliputi keadaan zamanedapat, kondisi badan dan
hati.

Tubuh manusia juga diciptakan tahapan demi tahapenaklah firman

Allah berikut ini:

-
- - Pt e

<~ e Beoe L A oo o 3 . A Z, _Zee Gaso /E;
LR TS VA PR VI YA FESUPNER 4 (PR W PL WY S0
Talifs)

Artinya: “Allah, dialah yang menciptakan kamu dari keadaamadh,
Kemudian dia menjadikan (kamu) sesudah keadaanhataamenjadi kuat,
Kemudian dia menjadikan (kamu) sesudah Kuat ituakertkembali) dan
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beruban. dia menciptakan apa yang dikehendaki-Nyra d@lalah yang Maha
mengetahui lagi Maha Kua%aQS. Ar-Ruum/ 30:54)

Pada awalnya Anda adalah seorang anak kecil yamgkm kedua kaki
dan tanganmu bisa digenggam dengan satu tangakatermfigendong dengan
tangan tersebut dalam keadaan lemah. Kemudian tdenbra Anda menjadi kuat
hingga tumbuh menjadi seorang pemuda yang gagakuianKemudian apabila
kekuatan itu sudah sempurna engkau menjadi lematbde Sebagian ulama
menyamakan keadaan tubuh dengan keadaan bulanaR®atfeya yang tampak
hanyalah bulan sabit yang kecil, lambat laun menipg$ar hingga sempurna
cahayanya. Kemudian sedikit demi sedikit berkurbimggga menghilang. Kita
memohon kepada Allah agar dibeusnul khatimat{iMuhammad, 2000).

Surat Al-An’am ayat 95 juga menunjukkan bagaimapaoses

pertumbuhan itu terjadi, dimana berbunyi:

b
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Artinya: “Sesungguhnya Allah menumbuhkan butir tumbuh-tunmbdaa biji
buah-buahan. dia mengeluarkan yang hidup dari yanmati dan
mengeluarkan yang mati dari yang hidup. (yang mgnsifat-sifat) demikian
ialah Allah, Maka Mengapa kamu masih berpalih¢@sS. Al-An’am/ 6:95).

Maksud dari ayat di atas menurut tafsir Ibn Katg007) adalah Allah
menumbuhkan tumbuh-tumbuhan yang hidup dari bpilginih, yang merupakan
benda mati. Para ahli tafsir mengungkapkan tentaeggeluarkan yang hidup

dari yang mati dan demikian pula sebaliknya, derngesibagai macam ungkapan
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yang semuanya saling berdekatan makna. Ada disamtareka yang mengatakan:
“Yaitu mengeluarkan ayam dari telur, atau sebakkhy

Allah SWT menyatakan, “Wahai manusia, sesungguhyai@g berhak
disembah bukanlah apa yang kalian sembah, melaifd@ah yang telah
menumbuhkan butir-butir, yakni memecahkan butii dagala tumbuhan, lantas
mengeluarkan tumbuhan darinya. Jagaawa(biji-bijian) dari segala tumbuhan
berbiji, lantas mengeluarkan tumbuhan darinya. FAIBWT menjelaskan pula
bahwa Dialah yang mengeluarkan tangkai yang hicap lzutir yang mati, dan
mengeluarkan butir yang mati dari tangkai yang pidiDia juga yang
mengeluarkan pohon yang hidup dari biji yang ntn biji yang mati dari pohon
yang hidup. Pohon ketika masih bersiri dan belumnge dinamakanhayy
(hidup) oleh orang arab. Sedangkan jika telah ged@an batangnya telah runtuh,
dinamakanmayyit (mati). Ini dapat digambarkan dengan “Pohon kubreasal
dari biji, dan biji berasal dari pohon kurma. Deraik pula butir, berasal dari
tangkai (gandum), dan tangkai berasal dari bututifgdnmad, 2008).

“Sesungguhnya Allah menumbuhkan butir tumbuh-tunmbudza biji
buah-buahan.”. yakni Dia-lah yang menumbuhkan butir-butir bijiamd
menjadikan darinya tumbuh-tumbuhan bukan selain-Njia. Allah Ta’ala
berfirman, “..Dia mengeluarkan yang hidup dari yang maditi Dialah yang
mengeluarkan tumbuh-tumbuhan yang hidup dari yaatj seperti ayam dari
telurnya. “..Dan yang mengeluarkan mati dari yang hitlupialah yang
mengeluarkan butir dari tumbuh-tumbuhan yang hidpphon kurma dan

pepohonan yang lain dari biji-bijian yang mati, estpkeluarnya setets air mani
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(nuthfah yang mati dari yang hidup, yaitu manusia, dam&elya manusia yang
hidup darinuthfahyang mati atau seperti telur dari ayam (Al-Jaza®07).
Menurut Al-Qurtubi (2008), katadl artinya membelah biji buah-buahan
yang mati, lalu mengeluarkan daun yang hijau darir8eperti itu juga dengan
butir tumbuh-tumbuhan. Lalu, dari daun yang hijau Dia mengeluarkan butir
tumbuh-tumbuhan yang mati dan biji buah-buahanjuga merupakan makna
Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati dan mekrgkan yang mati dari
yang hidup. Maksudnya adalah Allah mengeluarkanusianyang hidup dari

sperma yang mati dan sperma yang mati dari mageasghidup .



