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IDENTIFIKASI TRIKOMA KELENJAR UNTUK PRODUKSI
ARTEMISININ PADA Artemisia annua LMENGGUNAKAN
PENDEKATAN MOLEKULAR
(Molecular Identification of Grandular Trichomes of Artemisia annua L. for
Artemisinin Production)

Utut Widyastuti 2, Juliarni 2, Yuli Widiastuti *, Dania %, Fajri ¥
PPusat Penelitian Sumberdaya Hayati dan Bioteknologi, LPPM IPB,
?Dep. Biologi, Fakultas Matematika dan IPA, IPB,

YBalai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional

ABSTRAK

Produksi artemisinin yang merupakan zat bioaktif antimalaria pada tanaman Artemisia annua
(Asteraceae) disekresikan oleh trikoma kelenjar yang telah mencapai kematangan fisiologi.
Penelitian ini bertujuan untuk melihat pada tahap pertumbuhan daun yang dapat
menghasilkan trikoma kelenjar yang sudah mencapai kematangan fisiologi (berkembang
sempurna) dalam jumlah besar serta melihat ekspresi dari gen CYP7IAV, gen yang
bertanggung jawab dalam biosintesis artemisinin. Pengamatan trikoma kelenjar pada
beberapa tahapan pertumbuhan daun (kuncup, setengah membuka, lamina berkembang sempurna,
dan daun tua sebelum gugur) menunjukkan bahwa baik pada aksesi ungu (genjah) maupun aksesi
hijau (dalam) produksi artemisinin tertinggi terdapat pada stadia perkembangan daun setengah
membuka dan ditandai dengan banyaknya trikoma kelenjar yang belum pecah. Ekspresi gen
CYP71AV tertinggi pada aksesi hijau terdapat mulai daun kuncup dan maksimal pada daun
setengah membuka, kemudian menurun pada daun membuka dan tidak terekspresi pada daun
luruh. Sedangkan pada aksesi ungu ekspresi tertinggi hanya terdapat pada daun kuncup dan
sedikit pada daun membuka. Berdasarkan hasil yang diperoleh maka dianjurkan untuk memanen
tanaman sebelum antesis pada stadia daun setengah membuka sampai membuka.

Kata kunci: Artemisia annua, glandular trichomes, CYP71AV gene, gene expression.

ABSTRACT

Artemisia annua (Asteraceae) has a glandular trichome which secretes artemisinin,
antimalarial substances. This research aimed to study the relation between glandular
trichomes maturity with leaf developmentand expression of CYP7IAV gene that
responsible to biosynthesis of artemisinin during leaf development. Observation on
development of glandular trichomes was done before anthesis (maximum vegetative
growth) and at fourth stage of leaf development. Glandular trichomes in leaves in fourth
stage development (leaf tip, half open leaf, maturity leaf, fall leaf) were studied. It has
been observed that number of glandular trichomes were increased from half leaf open
stage until leaf maturity stage in green accession, but in purple accession was increased
until fall leaf stage. Artemisinin content analysis showed that half open leaf on both
accession had higher content of artemisinin compare than other stage of leaves. Expression
of CYP71AV gene was increased from leaf tip until half leaf open stage and decreased
during leaf maturity and no expression on the fall leaf stage in green accesion. But,in
purple accesion expression of CYP71AV gene only on half leaf open stage. Based on this
results, it was suggested to harvest leaves of A. annua at half leaf open stage before
anthesis.

Keywords: Artemisia annua, glandular trichomes, CYP7]AV gene, gene expression.
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PENDAHULUAN

Malaria merupakan salah satu penyakit yang meluas diberbagai negara.
Penyakit malaria disebabkan oleh Plasmodium spp. merupakan satu dari sepuluh
penyakit yang paling mematikan di dunia. Lebih dari 600 juta kasus di dunia
terinfeksi malaria, dan menyebabkan 1.7 — 2.5 juta orang/tahun mengalami kematian.
Empat puluh persen dari jumlah tersebut terdapat di negara berkembang, antara lain
India, Indonesia, Amerika Latin dan negara-negara di Afrika (Graz et al. 2011).
Artemisia annua L. (Asteraceae) merupakan tanaman obat yang sudah lama digunakan
di Cina sebagai obat antimalaria (Klayman 1985). Tanaman ini mengandung senyawa
terpenoid komplek, salah satunya adalah artemisinin yang merupakan senyawa
seskuiterpen lakton endoperoxide(Ferreira & Janick 1996). Artemisinin adalah
senyawa yang efektif untuk membasmi jenis-jenis malaria yang resisten terhadap
kuinin dan klorokuin serta malaria serebral yang disebabkan oleh Plasmodium

falciparum (Paniego & Giuletti 1994).

Menurut van Geldre ef al. (1997) artemisinin yang dihasilkan oleh A. annua
disintesis di akar dan diakumulasikan di daun dan bagian tanaman lainnya.
Kandungan artemisinin daun mencapai 89% dari kandungan total tanaman. Daun
A. annua tertutup oleh trikoma kelenjar dan non-kelenjar (Duke & Paul 1993). Selain
di daun trikoma kelenjar juga ditemukan di bunga (Ferreira & Janick 1995). Trikoma
kelenjar terdiri atas lima pasang sel meliputi sepasang sel basal, sepasang sel tangkai
dan tiga pasang sel sekretori (Duke & Paul 1993). Artemisinin diakumulasikan pada
ruang subkutikular sel sekretori trikoma kelenjar.

Menurut Ferreira dan Janick (1995) Produksi artemisinin yang tinggi berhubungan
erat dengan telah tercapainya kematangan fisiologi trikoma kelenjar. Kemampuan
produksi artemisinin di lapang dan hubungannya dengan kematangan fisiologi
trikoma kelenjar dari dua aksesi A. annua telah dilakukan pada dua aksesi yaitu
ungu dan hijau. Hasil penelitian menunjukkan trikoma kelenjar tersebar merata pada
helai daun. Pada bunga trikoma kelenjar terdapat pada braktea dan floret (bunga
individu). Pada kedua aksesi sebelum antesis, daun-daun yang terletak di bagian atas
cabang memiliki kerapatan total trikoma kelenjar lebih tinggi daripada daun-daun
yang terdapat di bagian tengah dan bawah cabang. Sedangkan pada saat antesis

kerapatan total trikoma kelenjar daun-daun di bagian bawah memiliki nilai yang
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lebih tinggi daripada daun-daun di bagian tengah dan bagian atas cabang. Hasil
analisis artemisinin menunjukkan pada kedua aksesi dan sebelum antesis, daun-
daun di bagian tengah cabang memiliki kandungan artemisinin lebih tinggi
daripada daun-daun di bagian atas dan bawah (UVB dan HUVB) cabang. Hal
yang sama juga terlihat pada saat antesis, walaupun perbedaan jelas cukup terlihat

pada aksesi hijau ungu daripada aksesi ungu (Juliarni et al. 2007).

Biosintesis artemisinin dimulai dengan konversi farnesil diposfat (FPP)
menjadi artemisinin dengan bantuan enzim amorpha-4,11-diene synthase yang
kemudian dilanjutkan dengan enzim amorpha-4,11-diene hydroxylase,
cytochrome P450 monoxygenase (CYP71AV1) dan artemisinic aldehyde A11(13)
reductase (Teoh et al. 2006). Penemuan tentang biosintesis artemisnin memberikan
gambaran yang jelas bagaimana peranan senyawa amorpha-4,11-diene sebagai senyawa
intermediate didalam biosisntesis artemisinin  (Bertea et al.2005). Berdasarkan
kelimpahan amorpha-4,11-diene di ekstrak dan kloning serta analisis ekspresi amorpha-
4,11-diene diketahui bahwa merupakan seskuiterpene siklase ( Wallart et al. 2001 dan
Chang et al. 2000). Pada saat ini diketahui bahwa hidroxilasi menjadi senyawa antara
artemisinin dikontrol oleh gen CYPP71AV1 yang berperan multifungsi sebagai
sesqiterpene oxidase ( Teoh er al. 2006)

Penelitian ini bertujuan untuk melihat pada tahap pertumbuhan daun yang
dapat menghasilkan trikoma kelenjar yang sudah mencapai kematangan fisiologi
(berkembang sempurna) dalam jumlah besar serta melihat ekspresi dari gen

CYP71AV, gen yang bertanggung jawab dalam biosintesis artemisinin

METODE PENELITIAN

Pengambilan Sampel di Lapang

Daun dari dua aksesi A. annua yang terdapat di kebun percobaan Balai
Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional,
Tawangmangu, Solo, dipanen mulai dari saat kuncup sampai sebelum daun
tersebut gugur (4 tahap). Sampel daun tersebut dipanen pada bagian tengah tajuk
selama pertumbuhan vegetatif sebelum waktu antesis (Gambar 1 dan 2).
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Penentuan kriteria tanaman yang digunakan untuk diamati kelenjar
galndular trikoma adalah pada 3 cabang yang terletak pada sepertiga bagian dari
tajuk pada tanaman yang memiliki pertumbuhan vegetatif maksimum, yaitu
ditandai dengan munculnya kuncup bunga. Selanjutnya dari ketiga cabang yang
memiliki pertumbuhan vegetatif maksimum (sebelum terjadi antesis) pada dua
aksesi, yaitu hijau dan ungu (Gambar 1 dan 2) ditentukan tahapan perkembangan

daun.

Gambar 2. Kriteria tanaman Artemisia annua L aksesi ungu. Tanda panah: kuncup bunga.

Penentuan tahapan perkembangan daun pada cabang tanaman terpilih.
Tahapan perkembangan daun yang digunakan baik untuk penentuan kandungan
artemisin maupun pengamatan kelenjar glandular trikoma diambil dari 4 tahap

perkembangan daun, yaitu pucuk, daun setengah membuka, berkembang lebih
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sempurna (maksimum) dan daun yang gugur (Gambar 3). Untuk penentuan
kandungan artemisin dengan menggunakan kromatogafi lapis tipis (7LC) dan
densitometer, maka diambil sebanyak 2 g daun dari semua tahap perkembangan
daun. Sedangkan untuk pengamatan anatomi menggunakan SEM diambil 2 helai
untuk setiap tahapan perkembangan, kemudian disimpan dalam larutan fiksatif.
Selanjutnya daun akan diproses untuk pengamatan anatomi kelenjar galandular

trikoma dengan SEM.

Gambar 3. Tahapan perkembangan daun tanaman Artemisia annua L. (a) kuncup, (b)
setengah membuka, (c) berkembang sempurna dan (d) gugur.

Pengamatan Trikoma Kelenjar

Struktur anatomi trikoma kelenjar pada setiap tahap pertumbuhan daun
diamati dengan menggunakan mikroskop elektron payaran (SEM). Persiapan
preparat SEM adalah sebagai berikut: potongan daun diprafiksasi di dalam larutan
glutaraldehid 2.5% selama 12 jam pada suhu 4°C, kemudian dicuci dengan larutan
bufer cacodylate secbanyak empat kali dengan masing-masing tahap berlangsung
selama 15 menit pada suhu 4°C. Selanjutnya dilakukan post-fiksasi dengan
memasukkan daun ke dalam larutan osmium tetroksida 2% pada suhu 4°C selama
1 jam. Selanjutnya daun dicuci dengan larutan bufer cacodylate sebanyak empat kali
dengan masing-masing tahap berlangsung selama 15 menit pada suhu 4°C. Selanjutnya
sampel dicuci dengan akuades pada suhu 4°C selama 15 menit. Proses dehidrasi
dilakukan dengan seri larutan alkohol yaitu pertama-tama daun direndam dalam

larutan alkohol 50% sebanyak empat kali dengan masing-masing tahap berlangsung
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selama 15 menit pada suhu 4°C, selanjutnya daun direndam dalam larutan alkohol
75% (stop point). Kemudian daun direndam di dalam larutan alkohol 85% selama 20
menit pada suhu 4°C. Sampel daun selanjutnya dimasukkan ke dalam larutan alkohol
94% selama 20 menit pada suhu kamar, tahap terakhir adalah perendaman di dalam
larutan alkohol absolut sebanyak dua kali dengan masing-masing tahap berlangsung
selama 10 menit pada suhu kamar. Sampel daun yang telah didehidrasi kemudian
dikeringbekukan di dalam larutan t-Butanol selama 3 jam setelah terlebih dahulu
dimasukkan ke dalam larutan yang sama selama 10 menit sebanyak dua kali.
Selanjutnya sampel daun dilekatkan pada specimen stub menggunakan perekat karbon,
kemudian permukaannya disepuh dengan logam emas untuk kemudian diamati dengan
SEM. Karakter anatomi yang diamati pada irisan paradermal adalah tahapan

perkembangan, bentuk, ukuran dan kerapatan (jumlah/mm?) trikoma kelenjar.

Analisis Artemisinin

Analisis artemisinin dilakukan dengan bantuan alat Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) densitometri dengan A = 540 nm. Sampel daun dan bunga
dikeringkan di oven pada suhu 40°C sehingga kadar airnya mencapai kurang dari
10%. Kemudian sampel dihaluskan sehingga menjadi serbuk dan diayak dengan
pengayak 40 mesh. Sampel serbuk daun dan bunga yang digunakan sebanyak
1000 mg. Selanjutnya sampel dimaserasi dengan 10 ml n-heksan selama 3 x 24
jam, disaring, dan dicuci dengan 10 ml n-heksan kembali. Ekstrak heksan
kemudian diuapkan dengan vakum untuk mendapatkan ekstrak heksan pekat.
Sampel kemudian dianalisis konsentrasi artemisininnya dengan menggunakan
KLT. Sebagai standar digunakan artemisinin dari SIGMA USA. Sampel yang
mempunyai nilai Rf yang mirip dengan standar artemisinin dilanjutkan
analisisnya. Spot sampel pada plot silica gel (GF254) dihitung kadar
artemisininnya dengan cara menghitung luas spot yang telah diukur oleh
densitometer. Luas area yang diperoleh diplotkan ke kurva baku sehingga

diperoleh kadar artemisinin dalam larutan.
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Isolasi RNA total
Isolasi RNA dengan Metode Trizol.

Sebanyak 50-100 mg daun pada setiap stadia perkembangan yang telah
tersimpan dalam aluminum foil di dalam freezer, diberi nitrogen cair langsung
digerus dengan menggunakan mortar sampai halus berbentuk bubuk. Bubuk
dicampur dengan 800 pl Trizol (Invitrogen). Suspensi sel dipindahkan ke dalam
ependorf, dan diinkubasikan pada suhu ruang selama kurang lebih 5 menit. Ke
dalam ependorf tersebut, kloroform (200 pl) dimasukkan dan suspensi sel
divortex sampai tercampur. Campuran diinkubasikan pada suhu ruang selama 3
menit. Selanjutnya ependorf tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 9000 rpm
(Jouan BR4i) dengan suhu 6 ‘C selama 15 menit. Cairan bagian atas diambil
sebanyak minimal 60% dari volume Trizol. Supernatan tersebut dipindahkan ke
dalam ependorf baru, dan ditambah dengan isopropil alkohol lalu diinkubasikan
dalam suhu ruang selama 10 menit. Setelah itu ependorf tersebut disentrifugasi
dengan kecepatan 9000 rpm selama 10 menit dengan suhu 6 °C. Supernatan dari
hasil sentrifugasi dibuang, dan endapannya diambil, kemudian ditambah dengan
etanol 75%. Ependorf kembali disentrifugasi dengan kecepatan 5700 rpm selama
5 menit dengan suhu 6 °C. Etanol 75% dibuang, endapan dikeringkan dengan
menggunakan vakum. Setelah kering endapan disuspensikan dalam 30 pl H,O-

DEPC 0.1%.

Kuantitas RNA total dianalisis dengan menggunakan spektrofotometer,
absorbansi diukur pada panjang gelombang 260 (A60), dan 280 (Azg0). Keutuhan
RNA total dianalisis secara kualitatif menggunakan metode elektroforesis, dengan
memigrasikan RNA pada gel agarosa di dalam bufer MOPS 1% (4,2 g/1 3-
Morpholinopropanesulfonic acid (C;H;sNOy4), 0,41 g/l Na-asetat, 0.37 g/l
Na,EDTA.H,0).

Sintesis cDNA Total.

Sintesis cDNA total melalui transkripsi balik (RT) dilakukan dengan metode
Suharsono et al. (2002). Sebanyak 500 ng RNA total dicampur dengan 4 pl buffer
(5x), 2 pl 2 mM dNTP mix, 2 pl 0.1 M dTT, 2 pl primer oligo(dT), 0.2 ul 0.1 U

enzim reverse transcriptase (RT), dan H,O-DEPC hingga volume akhir reaksi 20
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ul. Kondisi RT adalah 10 menit suhu 30 °C, 50 menit suhu 42 °C, 5 menit suhu
95 °C.

Evaluasi keberhasilan sintesis cDNA total dilakukan melalui PCR dengan
menggunakan primer B-aktin. PCR B-aktin dilakukan dengan mencampur 2 pl
cDNA total, 2 pl buffer (10x), 1 pl 2 mM dNTPmix, 0.8 pl 25 mM MgCl, 0.1 pl
0.1 U enzim taq polimerase, 2 pl 10 pmol primer forward (F), 2 ul 10 pmol
primer reverse (R), digenapkan dengan ddH,O hingga 20 pl. Kondisi PCR adalah
pra-PCR 95 °C 5 menit, denaturasi 94 °C 30 detik, annealing 56 °C 30 detik,
ekstensi 72 °C 2 menit, siklus diulangi 30 kali, dan pasca-PCR 72 °C 5 menit.
Apabila ¢cDNA yang disintesis adalah murni yang tidak terkontaminasi DNA
genom, maka PCR menghasilkan amplifikasi berukuran 450 pb. Apabila
terkontaminsi DNA genom, maka produk hasil PCR berukuran 540 pb karena
cetakan DNA genom yang diamplifikasi meliputi daerah ekson 1, intron dan
ekson 2. Selain untuk melihat keberhasilan sintesis cDNA dan kemurnian cDNA
dari kontaminan DNA genom, PCR B-aktin juga digunakan untuk menyetarakan
konsentrasi ¢cDNA pada berbagai perlakuan. primer aktin yang didesain dari
kedelai (Ac.TTTTV00450) dengan primer forward tepat pada kodon awal &
ATGGCAGATGCCGAGG ATAT?3’) dari ekson 1 dan primer reverse tepat pada
daerah ckson 2 (5> CAGTTGTGCG ACCACTTGCA3’). Untuk mengetahui
ukuran PCR p-aktin, dilakukan elektroforesis pada gel agarosa di dalam bufer
elektroda TAE 1x (0.04 M Tris-acetate, 0.001 M EDTA).

Analisis ekspresi gen CYP71AV1

Analisis ekspresi akan mengikuti metode Teoh et al. (2006) menggunakan
primer5’CACCATGGCACTCTCACTGACCAC dan
5’CTAGAAACTTGGAACGAGTAACAAC

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hubungan antara Kerapatan Total Trikoma Kelenjar dan Kandungan
Artemisinin
Pada kedua aksesi sebelum antesis, hasil analisis artemisinin menunjukkan

pada daun setengah membuka baik pada aksesi hijau (H) maupun aksesi ungu (U)
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memiliki kandungan artemisin yang tinggi dibandingkan dengan stadia
perkembangan daun yang lain. Aksesi ungu memiliki kandungan artemisisn lebih
tinggi dibandingkan dengan aksesi hijau, hal ini diduga berhubungan dengan

kematangan fisiologi dari aksesi ungu yang merupakan tanaman genjah.

Berdasarkan kondisi fisiologi trikoma kelenjar yang terdapat pada setiap
stadia perkembangan daun maka pada aksesi hijau jumlah trikoma kelenjar
matang perluas daun lebih banyak dibandingkan dengan yang telah pecah mulai
stadia pucuk, setengah membuka, membuka sempurna, sedangkan pada stadia
luruh trikoma kelenjar lebih banyak dalam kondisi pecah (Tabel 1). Pada aksesi
ungu jumlah trikoma kelenjar pecah perluas daun lebih banyak dibandingkan
dengan yang matang pada semua stadia perkembangan daun, hal ini diduga
berhubungan dengan sifat tanaman ini yang lebih genjah (Tabel 1). Banyaknya
trikoma kelenjar matang di aksesi ungu pada stadia perkembangan daun setengah
membuka diduga menyebabkan kandungan artemisinin kandungan artemisinin
pada daun aksesi ungu lebih banyak daripada aksesi hijau (Gambar 4 dan 5)
karena kelenjar trikoma yang matang ini sebagai tempat penyimpanan senyawa

metabolit sekuender (Ferreira dan Janick (1995)

Hubungan antara kerapatan total trikoma kelenjar dan kandungan artemisinin
yang terdapat pada berbagai stadia perkembangan daun menunjukkan hal yang tidak
sama antara aksesi hijau dan ungu. Pada aksesi hijau terlihat jumlah trikoma
meningkat mulai dari stadia pucuk hingga daun membuka sempurna dan menurun
pada saat daun luruh, sedangkan pada aksesi ungu jumlah trikoma cenderung
meningkat sampai stadia daun luruh. Walaupun kandungan artemisin pada dua aksesi
ini memiliki persamaan pola dimana meningkat pada stadia daun setengah membuka,
tetapi hal ini agak berbeda pada pola jumlah trikoma antara kedua aksesi (Gambar 6).
Jumlah trikoma yang cenderung meningkat pada daun luruh di aksesi ungu tidak
berkorelasi dengan kandungan artemisinin, hal ini diduga karena banyaknya trikoma
kelenjar yang telah pecah dibandingkan yang matang (Tabel 1). Sedangkan pada
aksesi hijau pada stadia daun luruh jumlah trikoma yang menurun di duga
menyebabkan pula kandungan artemisinin yang cendrung menurun, serta banyaknya
trikoma kelenjar dalam keadaan pecah dibandingkan dengan kelenjar yang matang

(Tabel 1).
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Setengah membuka

Gambar 4. Kondisi trikoma kelenjar pada stadia daun menggulung dan setengah
membuka yang terdapat pada abaksial aksesi hijau A. annua.

Menggulung ﬁ

- W i ..

Gambar 5. Kondisi trikoma kelenjar pada stadia daun menggulung dan setengah
membuka yang terdapat pada abaksial aksesi ungu A. annua.

Tabel 1. Rata-rata jumlah trikoma perluas daun total (jumlah/mm?®) berdasarkan
tahapan perkembangan trikoma pada berbagai stadia perkembangan daun
aksesi hijau dan ungu.

Aksesi Trikoma muda Trikoma matang Trikoma pecah
Hijau
Daun menggulung (pucuk) 0 188 42
Daun setengah membuka 103 1183 823
Daun membuka sempurna 698 1409 1385
Daun luruh 0 962 1430
Ungu
Daun menggulung (pucuk) 9 95 180
Daun setengah membuka 267 1365 1769
Daun membuka sempurna 391 1980 6247
Daun lurah 0 4129 8821

Tingginya kandungan artemisinin pada stadia pertumbuhan daun setengah
membuka baik pada aksesi ungu maupun hijau di duga berhubungan dengan

banyaknya kelenjar trikoma dalam keadaan matang sehingga kandungan senyawa
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metabolit masih tersimpan dengan baik di kantong kelenjar. Hal ini juga sejalan
dengan penelitian yang dilakukan oleh Gupta et al. (2002), yang mendapatkan bahwa
kandungan artemisinin pada stadia daun yang lebih muda lebih tinggi dibandingkan
dengan daun yang tua. Selain itu waktu pemanenan juga dapat menyebabkan
perbedaan kandungan artemisisin yang terdapat pda daun. Daun yang dipanen pada
musim hujan (Juli-September) menyebabkan terjadi peningkatan pada kandungan
artemisisn di daun (Gupta er al. 2002). Walaupun daun yang diambil untuk dianalisa
pada penelitian ini dilakukan pada bulan Juli dan menunjukan kandungan artemisinin
tertinggi pada stadia setengah membuka, hal ini belum dapat dikaitkan dengan adanya
lingkungan musim hujan, karena pada bulan Juli belum banyak terdapat hujan di
lokasi peelitian. Oleh karena itu akan sangat menarik untuk melihat perubahan musim
hujan dan kering dengan waktu pembentukan artemisin pada setiap perkembangan

daun.

Aksesi ungu merupakan aksesi yang cepat berbunga (aksesi genjah),
sedangkan aksesi hijau merupakan aksesi yang paling lama berbunga (aksesi
dalam) sehingga mempengaruhi perkembangan trikoma kelenjar. Perkembangan
trikoma kelenjar aksesi ungu lebih dahulu daripada aksesi hijau ungu sehingga
akumulasi artemisinin pada trikoma kelenjar aksesi ungu diduga terjadi lebih awal

daripada aksesi hijau ungu.

Analisis ekspresi gen CYP71AV pada berbegai stadia perkembangan daun.
Tahapan perkembangan daun yang digunakan baik untuk penentuan

ekspresi gen CYP diambil dari 4 tahap perkembangan daun, yaitu pucuk, daun

membuka, berkembang lebih sempurna (maksimum) dan daun yang gugur. Hasil

penelitian menunjukkan bahwa:

Ekspresi gen CYP71AV meningkat pada daun yang setengah membuka dan
tidak terdapat ekspresi pada daun yang gugur pada aksesi hijau (Gambar 7),
sedangkan pada aksesi ungu ekspresi gen CYP71AV hanya muncul pada saat
daun setengah membuka dan sangat kecil sekali pada saat kuncup (data tidak

ditampilkan).
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Gambar 6. Hubungan antara jumlah trikoma dan kadar artemisinin perluasan daun total
(mm?2) pada aksesi hijau (a) dan ungu (b).
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Gambar 7. Ekspresi gen CYP7IAV pada berbagai stadia perkembangan daun di aksesi
hijau dan ekspresi gen aktin sebagai kontrol..M= Marker 1 kb, K= Kuncup,
SM= Setengah membuka, M= Membuka penuh, L=Daun tua (luruh).

Hasil ekspresi gen CYP71AV yang diperoleh sesuai dengan kandungan
artemisin yang diperoleh, dimana ekspresi gen ini mulai meningkat pada saat
kuncup sampai setengah membuka dan mulai turun pada saat daun membuka
penuh dan akan luruh (tua). Hal ini sedikit berbanding terbalik dengan jumlah

trikom dimana mana daun yang membuka penuh jumlah trikom masih banyak,
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tetapi karena sudah banyak dalam keadaan pecah sehingga menyebabkan
kandungan artemisinin berkurang. Hasil ekspresi gen CYP71AV ini sejalan
dengan penelitian Gupta et al. (2002) yang mendapatkan bahwa pada umumnya

daun muda memiliki kandungan artemisinin lebih banyak dari daun tua.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah diperoleh ini maka dianjurkan untuk
memanen tanaman pada stadia daun setengah membuka karena artemisinin dan
metabolit sekunder lainnya belum menguap keluar dari ruang subkutikular
trikoma kelenjar seperti yang dilaporkan oleh Ferreira dan Janick (1995) yaitu
kutikula yang menutupi tiga pasang sel teratas dari sel sekretori (sel apikal) akan
terpisah dari dinding sel selama perkembangan trikoma kelenjar serta membentuk
suatu kantung yang terisi oleh artemisinin dan zat bioaktif lainnya. Setelah

menggelembung maksimal, kantung tersebut pecah dan mengeluarkan isinya .

KESIMPULAN

Produksi artemisin tertinggi diperoleh pada stadia daun setengah membuka yang
ditandai dengan telah tercapainya kematangan fisiologi dari kelenjar trikoma serta
ekspresi yang tinggi dari gen CYP7IAV, yang merupakan gen yang bertangung jawab

dalam biosintesis artemisin.
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