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ABSTRAK

Labisia pumila, atau Kacip Fatimah ialah tumbuhan herba popular di Asia Tenggara yang
digunakan untuk merawat ibu lepas bersalin dan mengubati masalah haid. Kegunaannya
yang luas dalam bidang perubatan dan farmaseutikal menyebabkan permintaan yang
tinggi. Hal ini membawa kepada berkurangnya bilangan L.pumia dalam habitat
semulajadi. Justeru, teknik tisu kultur tumbuhan digunakan untuk mengatasi masalah
kekurangan disamping mengubah kaedah propagasinya. Objektif kajian ini adalah untuk
mengaruh regenerasi pucuk dari eksplan batang L. pumila var. alata menggunakan TDZ
(thidiazuron) dan mengkaji kesan kombinasi pengawal atur pertumbuhan2,4-D (asid 2,4-
diklorofenoksiasetik), BAP(6-Benzylaminopurina) dan KN(kinetin) terhadap perkembangan
pucuk. Regenerasi pucuk dijalankan dengan kaedah pra-rawatan eksplan batang dalam
media cecair MS + 100 uM TDZ selama 24 jam sebelum dipindahkan ke dalam dua jenis
media pengaruhan berasingan iaitu MSO dan MS + 10 uM TDZ. Bagi perkembangan
pucuk, eksplan yang berjaya mengaruh putik pucuk dipindahkan ke dalam media MS
dengan pelbagai jenis dan kepekatan pengawal atur pertumbuhan 2,4-D ,BAP dan KN dan
dikultur selama 6 minggu. Bagi eksplan dari pengaruhan MSO, didapati kombinasi 2,4-D +
BAP mencapai perkembangan pucuk yang lebih tinggi berbanding 2,4-D + KN. 5 uM 2,4-D
+ 2.5 pM BAP menghasilkan peratus pertumbuhan pucuk paling cepat sebanyak 100 %
0% dan skala pucuk tertinggi iaitu 1.6 £ 0.4. 2.5 yM 2,4-D + 5 yM BAP mencapai skor
peringkat pertumbuhan tertinggi iaitu 0.7 £ 1.0. 10 uM 2,4-D + 10 uM BAP mencapai skor
peringkat pertumbuhan paling cepat. Tiada kesan signifikan dicatatkan antara pengawal
atur pertumbuhan dengan bilangan daun yang dihasilkan. Bagi eksplan dari pengaruhan
MS + 10 uM TDZ, kombinasi 2,4-D + BAP juga mencapai kadar perkembangan pucuk
lebih tinggi berbanding 2,4-D + KN. Rawatan 2.5 pyM 2,4-D + (2.5-10)uM BAP dan 5 uM
2,4-D + 2.5 pM BAP mencapai pertumbuhan pucuk 100 + 0.0%. 2.5 uyM 2,4-D + 10 uM
BAP mencapai kadar peningkatan peratus pertumbuhan pucuk paling cepat. Skor pucuk
paling tinggi dicapai dalam 2.5 pM 2,4-D + 2.5 puM BAP sebanyak 1.8 + 0.3. Skor tinggi
pucuk dan bilangan daun paling cepat bertumbuh masing-masing dicapai dalam rawatan
2.5uM 2,4-D + 2.5 uM BAP dan 2.5 pM 2,4-D + 10 pM BAP serta 5 uM 2,4-D + 5 puM BAP.
Tiada kesan signifikan dicatatkan antara pengawal atur pertumbuhan dengan peringkat
pertumbuhan yang dicapai. Secara keseluruhan, kombinasi 2,4-D + BAP dari eksplan

pengaruhan MS + 10 puM TDZ menghasilkan perkembangan pucuk yang lebih tinggi
berbanding 2,4-D + BAP dari eksplan pengaruhan MSO.



ABSTRACT

Labisia pumila, commonly known as Kacip Fatimah is a popular traditional herb in
Southeast Asia that is used by community in healing post natal mother and curing
menstrual problem. Its various medicinal and pharmaceutical applications lead to its
excessive demand and shortage in natural habitat. Thus , plant tissue cufture technique is
used to overcome the shortage and improve its propagation method. The objective of this
study is to induce shoot regeneration from stem explant of L. pumila var. alata using TDZ
(thidiazuron) and to study the effect of combination of plant growth regulators 2,4-D (2,4-
dichlorophenoxyacetic acid), BAP (6-Benzylaminopurine) and KN (kinetin) on shoot
development. The shoot regeneration was evaluated by pretreatment of stem explants in
liguid medium MS + 100 uM TDZ for 24 hours before transferred into two separated
induction media , MSO and MS + 10 uM TDZ. For shoot development, regenerated-shoot
explants were transferred on MS media supplied with different concentrations and
combinations of 2,4-D, BAP and KN. After 6 weeks of culture, explants from MSO induction
medium showed higher shoot development in 2,4-D + BAP combination. 5 uM 2,4-D +

2.5 uM BAP achieved 100 £+ 0%, faster shoot growth and highest shoot score, 1.6 £ 0.4.

Highest score of stage of development, 0.7 £ 1.0 were obtained in 2.5 uM 2,4-D + 5 uM
BAP and was faster in 10 uM 2,4-D + 10 uM BAP. No significance result was obtained
between plant growth regulators and number of leaves produced. For explants from MS +

10 uM TDZ induction medjum, higher shoot development was also shown in 2,4-D + BAP
combination. 100 + 0% shoot growth were obtained in 2.5 uM 2,4-D + (2.5-10)uM BAP
and 5 uM 2,4-D + 2.5 uM BAP. Treatment with 2.5 yM 2,4-D + 2.5 uM BAP also achieved
highest shoot score which is 1.8 + 0.3. 2.5 uM 2,4-D + 2.5 uM BAP dan 2.5 uM 2,4-D +
10 uM BAP showed faster shoot growth while 5 uM 2,4-D + 5 uM BAP show faster leave
formation. No significance shown between plant growth regulators and score of stage of

development. Treatment with 2,4-D + BAP from MS + 10 uM TDZ induction showed better
shoot development than treatment 2,4-D + KN from MSO.
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BAB 1

PENDAHULUAN

Kacip fatimah atau nama saintifiknya Llabisia pumila merupakan tumbuhan herba
tradisional yang popular di rantau Asia Tenggara. Spesis ini banyak terdapat di kawasan
tanah rendah dan bukit di Malaysia, Thailand, Indochina,Filipina dan Papua New Guinea
(Stone, 1988). Di Malaysia, kacip fatimah terkenal dalam kalangan masyarakat kerana
khasiatnya yang dapat merawat dan meningkatkan stamina ibu lepas bersalin ,mengubati
masalah haid,masalah angin dalam perut dan disenteri (Ong, 2004), yang menjadikannya
tumbuhan yang sangat sinonim dengan kaum wanita. L pumila dijadikan salah satu bahan
dalam kaedah rawatan herba tradisional, yang kemudiannya diubah suai mengikut
peredaran zaman kedalam bentuk suplemen dan minuman kesihatan.

Selain itu, L. pumila juga telah dibuktikan secara saintifik mengandungi komposisi
kimia yang bermanfaat. Antaranya ialah kandungan sebatian flavonoid dan asid fenolik
yang berfungsi sebagai bahan antiradang (Lee, et a/,, 2011). Selain itu, L. pumila juga
dibuktikan mempunyai aktiviti antioksidan (Ibrahim & Jaafar, 2011; Norhaiza et al., 2009)
yang membantu melewatkan proses penuaan. Kandungan fitoestrogen yang terkandung
dalam L. pumila mempunyai kebolehan untuk menggalakkan proliferasi sel-sel epidermis,
merangsang penghasilan kolagen dan mengurangkan degaradasi kolagen oleh aktiviti

enzim (Mukrish, et al, 2013).Selain itu, L. pumila juga mempunyai aktiviti antibakteria
(Karimi et a/.,, 2011).



Disebabkan potensinya yang tinggi dalam bidang perubatan, permintaan terhadap
L. pumila untuk dijadikan sampel dan bahan mentah dalam penghasilan produk dan herba
sentiasa meningkat dari semasa ke semasa. Justeru,untuk memenuhi keperiuan-kepertuan
ini,tumbuhan ini biasanya diperoleh melalui sumber sedia ada seperti di hutan, di mana
kadar pertumbuhannya perlahan dan bilangannya akan berkurangan dari semasa ke
semasa. Selain itu, L. pumila juga diperoleh melalui cara tanaman atas tanah , namun
dengan skala yang kecil. Tisu kultur merupakan salah satu kaedah alternatif yang
digunakan untuk mengatasi masalah kekurangan sumber tumbuhan dimana ia dapat
mengawalatur perkembangan pokok secara in vitro dan mengekalkan keadaan steril
persekitaran tumbuhan. Kaedah ini juga dapat meningkatkan propagasi tumbuhan dan
regenerasi anak pokok dengan cara yang menjimatkan.

Beberapa perkembangan tisu kultur yang dilakukan ke atas L. pumila sejak
kebelakangan ini telah menyumbang kepada pengoptimuman anak pokok dengan
memanipulasi faktor pertumbuhan seperti jenis media, sumber karbon dan hormon serta
teknik pengsterilan secara in vitro. Teknik miropropagasi yang dijalankan oleh Hartinie dan
Jualang (2007) telah membawa kepada penemuan medium dan hormon yang optimum
untuk percambahan biji benih steril L pumila secara in vitro. Kesan perbandingan
pengawal atur pertumbuhan terhadap eksplan daun dan batang L pumila var. alata
(Ling et al, 2013) telah membuktikan keupayaan pengaruhan kalus, akar dan pucuk L.
pumila . Di samping itu, pengaruhan akar adventitius telah dilakukan dengan
memanipulasi jenis eksplan dan pengawal atur tumbuhan (Nor'Aishah & Sobri, 2013).

Walaubagaimanapun, kajian masih perlu dijalankan ke atas kaedah regenerasi

pucuk secara terus dan kebolehan pucuk yang dihasilkan untuk berkembang menjadi
plantlet lengkap. Objektif kajian ini adalah untuk:

Mengaruh regenerasi pucuk daripada eksplan batang L pumila var. alata
menggunakan pengawal atur pertumbuhan TDZ (thidiazuron).
Mengkaji kesan kombinasi pengawal atur pertumbuham 2,4-D (asid 2,4-

Diklorofenoksiasetik), BAP (6-Benzylaminopurina) dan kinetin terhadap
perkembangan pucuk L. pumila var. alata.
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BAB 2

ULASAN PERPUSTAKAAN

2.1 Labisia pumila

Labisia pumila ialah sejenis pokok herba renek yang tumbuh subur di kawasan tanah
rendah dan tanah bukit di hutan hujan Malaysia pada ketinggian 80-100 meter dari paras
laut. Dalam bahasa Latin, tumbuhan ini dikenali sebagai Labisia pothonia. Masyarakat di
Malaysia mengenali tumbuhan ini dengan nama Kacip fatimah dan diklasifikasikan dalam
famili Myrsinaceae. Sesetengah masyarakat Malaysia mengenali Kacip fatimah dengan
nama selusuh fatimah dan mata pelandok rimba (Burkill, 1966; Ong, 2004). L. pumila
mempunyai khasiat untuk mengembalikan keremajaan dan membantu kaum wanita untuk
memperoleh tenaga dan kecergasan selepas melahirkan anak (Burkill, 1935). Selain itu, L.
pumila juga membantu menguatkan otot abdomen, mengecutkan sistem peranakan dan

membuang angin. Tumbuhan ini dijadikan rawatan dengan cara meminum air rebusannya
(Zakaria & Mohd, 1994).

2.2  Ciri-ciri Labisia pumila
2.2.1 Morfologi

Di Malaysia, terdapat tiga varieti Labisia pumila iaitu pumila, alata dan /anceolata. Pokok
ini mempunyai ketinggian dari 30-60cm (Ong, 2004) dan diameter batangnya adalah

antara 1-2 cm.Pada bahagian daun, L. pumila mampu menghasilkan antara 4 hingga 8



helai daun untuk satu pokok. Kadang kala, penghasilan daun boleh mencapai bilangan 10
helai untuk satu pokok. Bahagian tepi daun mempunyai gerigi halus dan setiap bahagian
daun mempunyai urat sekunder yang banyak dan tersebar. Struktur daun tumbuh dengan
kedudukan menghala ke atas dan berbentuk sama ada seperti mata lembing, bujur telur
atau lonjong. Tangkai daun boleh mencapai kepanjangan antara 10-12.5 cm.

-_}’ A '7‘ . T 'ﬂ‘ ‘
Foto 2.1 Pokok L. pumila. Sumber:http://phytomedicare.com

Dari segi warna daun, permukaan atas berwarna lebih gelap manakala
permukaan bawah berwarna lebih cerah. Pokok jantan dapat dibezakan dengan pokok
betina dengan warna daunnya yang kemerah-merahan. Sesetengah daun L. pumila
berwarna hijau gelap dan merah hati. Bahagian pucuk mempunyai warna merah hati
(Henderson, 1974) manakala bahagian bunga berwarna putih dan merah jambu. Bunga L.

pumila bersaiz kecil dengan petalnya membaluti stamen. L. pumila menghasilkan buah

berwarna hijau semasa muda, dan bertukar merah terang atau ungu selepas masak

(Ong, 2004) dengan saiz diameter 0.5cm (Henderson, 1974). Buah tidak tumbuh secara
berasingan, sebaliknya secara berangkai-rangkai.



Foto 2.2 Bunga L. pumila. Sumber:http://Flickriver.com

Foto 2.3 Buah L. pumila. Sumber: http://www.flickr.com/photos/adaduitokla/

7285935528/

Dari segi pertumbuhan bahagian batang, pokok ini mampu mencapai ketinggian
pucuk antara 2cm hingga 12cm dan boleh menjangkau 14cm. Pertumbuhan daun pada
batang adalah secara liputan ,iaitu daun-daun tumbuh menutupi batang. Akar L. pumila
pula berstruktur keras, berkayu dan mempunyai akar primer serta akar sekunder. Akar

primer ialah akar utama yang panjang dan ditumbuhi oleh akar-akar sekunder
(Henderson, 1974).

2.2.2 Kepentingan Perubatan Tradisional

Secara tradisional , L. pumila digunakan dalam rawatan wanita selepas bersalin. Batang
dan akar L. pumila direbus dan diminum oleh ibu yang hamil apabila sampai masa bersalin

supaya lebih mudah dan cepat bersalin. Selepas bersalin, L. pumila berfungsi
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mempercepatkan proses pemulihan ibu. Selain itu, tumbuhan ini juga dapat mengatasi
masalah angin dalam perut, disenteri dan sakit dalam tulang (Ong, 2004). Merebus akar

yang dikeringkan dan meminum air rebusannya dapat merawat masalah buasir.

Disamping itu, tumbuhan ini juga berkhasiat dalam membantu mengecutkan
rahim dan melangsingkan badan. L. pumila juga merangsang penghasilan hormon yang
dapat melancarkan perjalanan dan kitaran haid. L.pumila juga membantu mengurangkan
sakit akibat senggugut dan merawat keputihan. L.pumila juga membantu mengurangkan
sakit akibat senggugut dan merawat keputihan (Noraida, 2005).

2.2.3 Kepentingan Kandungan Komposisi Kimia Berunsur Perubatan

Terdapat banyak kajian dan penemuan saintifik yang membuktikan kandungan komposisi
kimia bermanfaat dalam L. pumila. Antaranya ialah fitoestrogen, flavanoid dan asid fenolik
(Lee et al, 2011). Ekstrak L. pumila boleh digunakan sebagai rawatan anti-radang (Sanusi
et al., 2013). Kandungan fitoestrogen dalam tumbuhan ini dapat memelihara keremajaan
kulit (Rajah 2.1). Kan-.dungan kimia yang bertindak seperti hormon oestrogen ini
membantu menggalakkan proliferasi sel-sel epidermis, menggalakkan penghasilan kolagen
dan mengurangkan penguraian kolagen melalui aktiviti enzim. Manfaat ini menjadikan L.

pumila mempunyai potensi besar dalam bidang kosmeseutikal (Mukhrish et al., 2013).

Yok

Estrone {steroidal estrogen)

s el

Genistein (isoflavone) Coumestrol (coumestan)

m&. .
Apigenin (flavone) Enterolactone (mammalian lignan)

Rajah 2.1 Struktur kimia fitoestrogen (Gilani & Anderson, 2002).

UNIVERSITI MALAYSIA SABAH



oM

o, jorf“n:f\y oﬁo rr < lr*lw
o © <] 0“ J\

o
Apugenen Bacaien “ate ctun Ewllouumq|

(EGCG) OH

]J“J »ov,ﬁ

,.

oM

el

Mig(l)‘/ 0\ numat]\“
ON c on 0
Kaemprerol

“’U@w@m e

Mym¢.1 Nnmpu'

Rajah 2.2 Struktur kimia flavonoid (Alaoui-Jamali, 2010).

Selain itu, kandungan flavonoid dalam L. pumila menggalakkan kesihatan dengan
cara berfungsi sebagai bahan anti-radang dan antioksidan (Rajah 2.2). Flavonoid dalam L.
pumila juga berfungsi sebagai bahan anti-oksidan. Aktiviti antioksidan ekstrak cecair L.
pumila telah dibuktikan secara saintifik memberikan perlindungan epidermis fibroblas
manusia daripada kerosakan disebabkan oleh radiasi UV (Choi et a/, 2010) . Asid fenolik

berfungsi sebagai perlindungan dari kanser dan sakit jantung (Lee et a/, 2011) serta
berkait dalam aktiviti antioksidan (Rajah 2.3).

H

R R

R, R,
Ry

Rajah 2.3 Struktur kimia asas asid fenolik (Patra, 2012).

Akar spesies ini mengandungi bahan seakan benzoquinon dan campuran bahan

seakan resorsinal yang dapat mengawal kitaran haid dan melegakan simptom

menopaus.Kajian terkini keatas L. pumila telah membuktikan aktiviti antioksidan

(Ibrahim and Jaafar, 2011; Norhaiza et a/, 2009) dan aktiviti antibakteria (Karimi et al,
2011). Akar dan daun ketiga-tiga varieti L. pumila mempunyai aktiviti antifungal




sederhana hingga tinggi terhadap kulat Fusarium, Candida dan Mucor (Karimi et al,
2013).

2.3 Kaedah Tisu Kultur Tumbuhan

Kaedah tisu kultur tumbuhan ialah teknik pengkluturan sel atau organ tumbuhan dalam
keadaan steril , disokong oleh nutrien dan persekitaran (Smith, 2013). Kultur tisu
digunakan dalam propagasi tumbuhan dan dikenali sebagai mikropropagasi.
Mikropropagasi merujuk kepada penghasilan plantiet lengkap daripada kultur tisu eksplan

(Jha & Ghosh, 2005). Eksplan ialah tisu tumbuhan yang mempunyai sel-sel meristem atau
berkembang menjadi sel-sel meristem.

Kaedah tisu kultur mempunyai kelebihan dari segi mengawal atur perkembangan
pokok. Kaedah ini dapat meningkatkan propagasi tumbuhan dengan lebih cepat
berbanding kaedah penanaman biasa (Thorpe, 1981). Selain itu, penghasilan kion

tumbuhan dapat digandakan dalam jumlah yang banyak dan tumbuhan dapat disimpan
dalam jangka masa yang lama tanpa pencemaran.

2.3.1 Auksin dan Sitokinin

Auksin ialah hormon tumbuhan yang berfungsi dalam pertumbuhan pokok (Mauseth,
2009). Auksin yang biasa digunakan ialah indole-3 asid asetik (IAA), indol-3-butyrik asid
(IBA), asid naphthalinik (NAA) dan 2,4-dikiorofenoksiasetik asid (2,4-D). Sitokinin adalah
salah satu kumpulan hormon tumbuhan yang diperolehi daripada nukleotid adenin
(Litwack, 2005). Beberapa jenis sitokinin disintesis di dalam batang. Kebanyakan sitokinin
dihasilkan di dalam akar-akar dan dihantar ke bahagian pucuk melalui xilem. Sitokinin

yang biasa digunakan dalam tisu kultur tumbuhan ialah zeatin, kinetin ,BAP dan
thidiazuron (Bhojwani & Dantu, 2013).

2.3.2 Kesan Auksin dan Sitokinin

Auksin berfungsi merangsang perkembangan embrio, pembentukan daun, fototropism,
gravitropism, kedominanan apeks , keluruhan (pengabsisaan), perkembangan buah,

8



permulaan dan perkembangan akar (Adds et al, 2004). Kepekatan hormon auksin yang
tinggi memberi efek perencatan kepada morfogenesis (Chen & Baluska, 2013). Kesan

auksin terhadap tumbuhan alam semulajadi adalah dalam pemanjangan batang dan
intemod, tropism, kedominanan apeks dan pengakaran.

Dalam tisu kultur tumbuhan, auksin berfungsi menggalakkan pembahagian sel dan
pembezaan akar. IBA dan IAA biasa digunakan untuk tujuan pengakaran dan pengaruhan
pucuk. 2,4-D sangat efektif untuk pengaruhan dan pertumbuhan kalus (George et al,
2008) . Dalam perkembangan embrio, auksin mengawal embrio untuk membentuk organ
pucuk apeks, daun-daun utama, kotiledon, batang dan akar. Pembentukan daun
dimulakan dengan pengumpulan auksin. Auksin juga mengawal sel-sel epidermal daun-
daun yang sedang berkembang (Leyser & Day, 2003).

Sitokinin merangsang pembahagian sel daalm apeks meristem pucuk dan
pembezaan sel dalam apeks meristem akar (MacAdam, 2009). Sitokinin merencatkan
perkembangan akar lateral dan menggalakkan pertumbuhan putik lateral. Selain itu,
sitokinin berfungsi mengaruh pembentukan pembentukan kalus dan proses-proses lain
yang melibatkan pembahagian sel (Minocha, 1987) dan diperiukan dalam embryogenesis
somatik. Pada kepekatan yang tinggi antara 1-10 pyM , sitokinin mengaruh pembentukan
pucuk adventitius, tetapi merencatkan pembentukan akar. Sitokinin menggalakkan

pembentukan pucuk aksil dengan cara menentang kedominanan apeks yang dikawal oleh
auksin (Acquaah, 2012).

Auksin dan sitokinin bertindak bersama secara antagonistik. Keseimbangan antara
kepekatan auksin dan sitokinin mempengaruhi permulaan organ, pembentukan embrio
dan fungsi meristem. Kombinasi auksin dan sitokinin bertindak bergantung kepada
kepekatan (Eshel & Beeckman, 2013). Nisbah auksin yang lebih tinggi berbanding sitokinin
mengaruh pembentukan akar dalam pucuk, permulaan kalus dalam tumbuhan
monokotiledon dan permulaan embriogenesis soma (Trigiano & Gray, 2005). Nisbah

auksin yang sama dengan sitokinin mengaruh pembentukan akar adventitius dari kalus
dan permulaan kalus dari tumbuhan dikotiledon.
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