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Abstrak

Centella asiatica yang juga dikenali sebagai pegaga yang berasal dari famili Apiaceae
atau Umbelliferae, merupakan sejenis tumbuhan herba yang mempunyai nilai komersial
yang tinggi. Oleh itu, tumbuhan herba ini perlu dikaji bagi mencari satu sistem regenerasi
yang efisien dan optimal bagi menghasilkan C. asiatica yang bukan sahaja berkualiti
tinggi tetapi juga mampu dihasilkan dalam kuantiti yang banyak bagi menampung
permintaan pasaran. Kajian ini telah dijalankan untuk menilai kesan Pluronic F-68 ke atas
regenerasi C. asiatica daripada bahagian petiol. Sebanyak 24 jenis rawatan Pluronic F-68
telah dikaji pada dua jenis media regenerasi dengan kombinasi hormon 2.0 mg/l BAP +
0.1 mg/l NAA + 1.0 mg/I kinetin (kombinasi hormon set I) dan 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/I
NAA (kombinasi hormon set II). Kepekatan Pluronic F-68 yang dikaji ialah 0%, 0.001%,
0.01%, 0.1%, 0.5% dan 1.0% (w/v). Kesan penggunaan medium agar dan gelrite juga
dikaji. Daripada keputusan yang telah diperoleh, eksplan pada media gelrite dengan
kombinasi hormon 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA + 1.0 mg/l kinetin menunjukkan
penghasilan kalus yang lebih memberangsangkan dan lebih cepat dibandingkan dengan
eksplan pada media-media yang lain. Eksplan dari media gelrite dengan kombinasi
hormon 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA + 1.0 mg/l kinetin dengan Pluronic F-68 pada
kepekatan 0.001%, 0.01%, 0.1%, 0.5% dan 1.0% mempunyai 100% eksplan
menghasilkan kalus pada minggu keempat dan minggu kelima. Daripada kajian ini juga,
didapati media yang mengandungi Pluronic F-68 mempunyai kadar pertumbuhan kalus
yang lebih cepat berbanding media yang tidak ditambah dengan Pluronic F-68.
Kepekatan Pluronic F-68 yang mempunyai kadar penghasilan kalus yang paling
memberangsang ialah 0.1% (w/v). Walaupun pembentukan pucuk tidak terhasil dalam
kajian ini tetapi kedua-dua kombinasi hormon ini telah menghasilkan kalus-kalus nodular

yang berpotensi menghasilkan pucuk.
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Abstract

Centella asiatica which is also known as pegaga is originated from Apiaceae or
Umbelliferae family, is a type of herbal plant that has a high commercial value need.
Therefore, it is essential to find an optimal and efficient regeneration system that enable
to produce not only high quality but as well able to produce in high quantity in amount of
this herbal plant. This study was carried out to regenerate C. asiatica from petiol segment.
There were 24 types of media used with two types of hormone combinations which
include 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA + 1.0 mg/I kinetin (set I hormone combination)
dan 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA (set Il hormone combination) to test the effect of
Pluronic F-68 with the concentrations of 0%, 0.001%, 0.01%, 0.1%, 0.5% and 1.0%. The
effect of two types of gelling agents which were agar and gelrite were also evaluated. The
results showed that media solidified with gelrite with combination of a hormone with set
I gave the highest explants producing callus. Explants that cultured on gelrite media with
a hormone combination of 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA + 1.0 mg/l kinetin and
concentration of Pluronic F-68 0.001%, 0.01%, 0.1%, 0.5% and 1.0% formed 100%
callus on the fourth and fifth week of culture. From this research, it was found that the
media with Pluronic F-68 have higher percentage of explants forming callus than the
media without Pluronic F-68. The concentration of Pluronic F-68 that gave the highest
percentage of explants forming callus was 0.1% (w/v). Although the formation of shoots
was not observed in this study the media tested should be further evaluated for media
potential in producing shoots. This is because nodular callus have been reported to have

the potential to regenerate into shoots.
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BAB 1

PENDAHULUAN

Centella asiatica, juga dikenali sebagai ‘Indian Pennywort’, ‘Gotu Kola’ dan ‘Mandookaparni’,
berasal dari famili Umbelliferae atau nama lain dipanggil famili Apiaceae. Secara umumnya,
famili Umbelliferae merangkumi spesies-spesies tumbuhan herba yang secara kebiasaannya
tumbuh di kawasan yang berikilm sederhana. Contoh tumbuhan yang juga berasal dari famili
ini termasuk lobak merah (Daucus carota) dan saderi. Centella asiatica merupakan sejenis
tumbuhan menjalar yang mempunyai daun bersaiz kecil. Secara kebiasaanya, C. asiatica
tumbuh dalam keadaan yang redup serta di tempat-tempat lembap dan berair seperti di paya,

kolam dan di sekitar tasik (Jaganath et al., 2000).

Centella asiatica merupakan sejenis tumbuhan yang mempunyai khasiat yang banyak,
di antaranya menguatkan daya ingatan dan menyembuhkan luka. Centella asiatica juga banyak
diguna sebagai perubatan tradisional dan moden. Centella asiatica dipercayai mampu
mengubah selera makan dan merawat penyakit seperti bronkitis, asma, penyakit kusta, demam

dan penyakit kulit (Kakkar, 1988).



Centella asiatica merupakan salah satu jenis tumbuhan herba yang mempunyai nilai
komersial yang tinggi di Malaysia seperti dalam bidang farmaseutikal, kimia industri,
pertanian dan perubatan. Terdapat banyak kajian telah dilakukan ke atas C. asiatica seperti
menguji kandungan nutrien dan kehadiran metabolit sekunder. Centella asiatica merupakan
sejenis tumbuhan herba yang sangat penting pada masa sekarang sebab tumbuhan ini
mempunyai nilai perubatan dan nilai nutrien yang tinggi yang mampu membantu dalam

banyak rawatan (Ajitkumar & Seeni, 1998).

Oleh sebab permintaan yang tinggi terhadap penggunaan tumbuhan C. asiatica ini,
suatu sistem regenerasi perlu dikaji bagi mencari suatu sistem regenerasi yang efisien dan
optimal bagi menghasilkan C. asiatica yang berkualiti dan berkuantiti tinggi. Dalam projek ini,
petiol eksplan C. asiatica telah digunakan bagi mengkaji kesan penggunaan bahan Pluronik F-
68 terhadap pembentukkan pucuk. Selain itu, dua jenis agen gel iaitu agar dan gelrite yang
digunakan dalam media dengan kombinasi hormon yang telah ditetapkan turut digunakan bagi
menguji kesan penggunaan agen gel yang berbeza terhadap pertumbuhan pucuk dari petiol.
Berdasarkan kajian yang telah dilakukan, penggunaan bahan Pluronik F-68 dipercayai mampu
merangsangkan pembentukkan pucuk dari eksplan dalam kadar yang lebih tinggi berbanding
dengan tiada penambahan bahan Pluronik F-68 (Khatun et al., 1993). Penggunaan agen gel
pula memberi kesan yang berbeza terhadap spesies tumbuhan yang berbeza dan juga pada

spesies tumbuhan yang sama tetapi pada bahagian tumbuhan yang berbeza.

Dalam projek ini, jenis media yang digunakan dalam regenerasi C. asiatica ialah MS

media (Murashige & Skoog, 1962) di mana media ini merupakan salah satu media yang terbaik



dengan formula yang dihasilkan oleh Toshio Murashige dan rakan sekerjanya, Skoog. MS
media diketahui mempunyai potensi yang tinggi dan memberi keputusan yang optimum dalam

regenerasi tumbuhan terutama bagi tumbuhan dari jenis herba (Kyte et al., 1996).

Objektif utama untuk projek akhir tahun ini adalah untuk mengkaji kesan penggunaan
bahan Pluronic F-68 serta agen gel termasuk agar dan gelrite ke atas regenerasi pucuk dari
eksplan petiol C. asiatica. Adalah diharapkan daripada eksperimen ini, kadar pembentukkan

pucuk secara organogenesis dari bahagian eksplan petiol akan meningkat.



BAB 2

ULASAN LITERATUR

2.1 Centella asiatica

Centella asiatica merupakan sejenis tumbuhan herba yang bersaiz kecil dan mempunyai daun
yang berbentuk seperti ginjal. Selain itu, C. asiatica turut mempunyai bunga yang berwarna
merah atau merah jambu di mana saiz bunganya adalah sangat kecil dan tumbuh secara
berkumpulan pada internod tumbuhan. Centella asiatica mempunyai petiol yang panjang dan
daunnya banyak bertumbuh secara berkelompok pada internod tumbuhan. Centella asiatica
boleh dipropagasikan secara asexual dengan kaedah vegetatif atau melalui penanaman biji

benih.

Centella asiatica atau pegaga dalam Bahasa Melayu biasa digunakan di kalangan
rakyat Malaysia sebagai sayuran, ulam, minuman kesihatan, perubatan dan sebagainya.
Tumbuhan ini semakin mendapat sambutan dalam pasaran disebabkan oleh nilai komersial

yang tinggi dalam bidang farmaseutikal, perubatan, pertanian dan kimia industri.



Daun

Petiol

Internod

Foto 1.2 Struktur bunga Centella asiatica.

2.1.2 Kompaun Aktif

Asid asiatik, asiatikosida, asid madekassik dan madekassosida merupakan empat jenis pecahan
triterpenoid yang didapati terkandung dalam tumbuhan C. asiatica. Keempat-empat jenis

komponen kimia ini dipercayai berpotensi untuk dikomersialkan.



Selain daripada empat jenis komponen kimia tersebut, C. asiatica turut mempunyai
komponen kimia yang lain termasuk indocentellosida, brahmosida, brahminosida, asiaticosida,

theankunisida dan isothankunisida (Tiwari et al., 2000).

Daripada daun C. asiatica, didapati terdapat kehadiran komponen-komponen kimia
seperti linolik, centoik, linolenik, lignoserik, palmitik, dan asid sterik. Tambahan pula, asid
madasiatik triterpene, madekassoide, dan asiatikosida didapati merupakan kompaun aktif yang
terlibat dalam rawatan penyakit kusta bersama dengan komponen-komponen lain seperti 3-
glycosyl quercetin, 3-glycosyl kaemferol, and 7-glycosyl kaempferol yang turut didapati hadir
dalam daun C. asiatica (Rastogi and Mehrotra, 1993). Selain itu, daun C. asiatica juga didapati

mengandungi kandungan nutrien seperti karotenoid, vitamin B dan C yang tinggi.

L R=H, Ri=H W R=0OH, Ri=H

LR=H, Rt= H IV.R=OH, Ri= m=OH
Hy, O HO
"@ 3 i uob"- °| oH'®  ou

HO' O HO OH
Rajah 2.1 Struktur-struktur kimia yang terdapat dalam tumbuhan Centella asiatica,

struktur (I) asid asiatik, (II) asiatikosida, (III) asid madekassik dan
(IV) madekassossida (Inamdar et al., 1996) .



2.3 Fungsi Centella asiatica

Centella asiatica merupakan sejenis tumbuhan herba tempatan yang telah dikenali
ramai di mana tumbuhan ini mempunyai pelbagai fungsi terapi yang berguna. Terdapat banyak
laporan telah melaporkan kegunaan C. asiatica. Di antaranya oleh Goh et al. (1995)
menyatakan bahawa C. asiatica membantu dalam penyembuhan luka, mempertingkatkan daya
ingatan dan merawat kelesuan. Selain itu, C. asiatica juga diketahui mempunyai kemampuan
sebagai antialergi, antikanser, merawat demam (Kan, 1986), aktiviti antitekanan dan

antituberculosis (Chakraborty ef al., 1996; Srivastava et al., 1997).

Dalam sistem perubatan tradisional India, C. asiatica merupakan sejenis tumbuhan
herba yang dipercayai boleh membantu dalam pelbagai rawatan seperti asma, bronkitis,
penyakit kulit, penyakit kusta, masalah buah pinggang, elephantiasis dan urethritis (Kakkar,
1988). Di negara lain seperti Sri Lanka, C. asiatica dimasak dengan bubur untuk dibagi makan

kepada kanak-kanak yang disebabkan oleh masalah kekurangan nutrien (Cox et al., 1993).

2.4 Kultur Tisu Tumbuhan

Kultur tisu tumbuhan boleh didefinisikan sebagai satu teknik yang melibatkan pengkulturan
eksplan atau mana-mana bahagian tumbuhan dalam keadaan yang steril pada medium yang
telah ditetapkan komponen-komponen yang diperlukan bagi tujuan propagasi tumbuhan
(Imelda ef al., 2003). Kejayaan dalam kultur tisu tumbuhan bergantung kepada beberapa faktor

termasuk kebersihan dan kesterilan persekitaran semasa membuat kerja pengkulturan, pilihan



dalam menentukan komponen nutrien media, jenis dan kepekatan pengawalan pertumbuhan
tumbuhan (plant growth regulators) dan pemindahan platlet ke persekitaran ex vitro (Imelda et

al., 2003).

Tujuan utama kultur tisu tumbuhan ini dilakukan adalah untuk regenerasi tumbuhan
dan menghasilkan klon tumbuhan melalui dua kaedah utama iaitu organogenesis dan
embryogenesis. Kultur tisu tumbuhan merupakan sebuah bidang yang boleh diapliklasikan
dalam pelbagai bidang yang lain seperti pertanian, hortikultur dan kejuruteraan genetik
tumbuhan. Teknologi kultur tisu tumbuhan atau kultur in vitro melibatkan pelbagai kaedah
dalam pengkulturan tumbuhan seperti mikropropagasi, pemencilan dan pengkulturan protoplas,
penghasilan metabolit sekunder daripada kultur ampaian sel dan kultur akar berambut (kairy

root culture) serta kejuruteraan genetik tumbuhan.

2.5 Regenerasi

Regenerasi boleh didefinisikan sebagai kecenderungan yang ditunjukkan oleh sesuatu
organisma tumbuhan dalam memulihkan bahagian yang telah secara fisikalnya dialihkan ke
suatu tempat (medium) bagi membentuk suatu organisma yang lengkap (Sinnott, 1979).
Apabila suatu eksplan atau kalus dikulturkan pada suatu medium (pejal atau cecair), regenerasi

tumbuhan boleh dilakukan dalam dua cara iaitu organogenesis dan somatik embryogenesis.

Terdapat banyak regenerasi telah dilakukan ke atas C. asiatica. Ini disebabkan C.

asiatica merupakan salah satu tumbuhan herba yang sangat penting dalam bidang perubatan



dan ekonomi sekarang maka regenerasi perlu dilakukan untuk mendapat satu kaedah yang
efisien bagi meningkatkan hasil propagasi yang tinggi untuk memenubhi target pasaran. Dalam
kajian yang telah dijalankan oleh Martin (2004), beliau telah memperoleh somatic
embryogenesis dan regenerasi C. asiatica dalam frekuensi yang tinggi bagi penghasilan kalus
daripada bahagian daun (petiol dan lamina) serta eksplan internode. Dalam kajian beliau
menunjukkan pengawalan pertumbuhan (growth regulators) adalah penting dalam
mempengaruhi frekuensi penghasilan somatik embryogenesis dan juga regenerasi tumbuhan di
mana kombinasi auksin (NAA atau 2,4-D) dengan KN dapat menghasilkan frekuensi yang
sangat tinggi dalam embryogenesis daripada kalus. Dalam kajian yang dijalankan oleh
Paramageetham et al. (2004) pula menunjukkan kepekatan BAP (4.44 dan 8,87 pM) atau
Kinetin (4.65 dan 9.29 uM) yang tinggi dikombinasikan dengan IAA (0.57 dan 2.85 uM) atau

NAA (0.54 dan 2.69 pM) dapat menghasilkan organogenesis pucuk.

2.6 Organogenesis

Suatu proses dipanggil organogenesis apabila struktur seperti pucuk atau akar tumbuh daripada
permukaan eksplan atau kalus. Proses organogenesis boleh dibahagi kepada dua

kaedah iaitu organogenesis secara langsung dan tidak langsung. Organogenesis secara
langsung melibatkan pembentukkan organ (adventitious shoot or root) terus daripada eksplan.
Organogenesis secara tidak langsung pula ialah suatu proses pembentukkan organ daripada

kalus.
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