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ABSTRAK 

Kalus diaruh daripada petiol dan daun Centella asiatica dalarn medium pepejal 

pepejal MS+ 0.22 mg rl 2, 4-D + 0.23 mg rl BAP + 500 mg rl Casein hidrolisat + 30 

g rl sukrosa, kemudian kultur sel ampaian dimulakan dalarn medium MS cecair yang 

sarna. Selepas mendapat jisim sel ampaian yang mencukupi, pemencilan protoplas 

dilakukan dengan merawat kalus sel ampaian dengan larutao enzirn (1 % w/v 

Maserozim RIO, 1.5% w/v selulase RIO, dan O.S% w/v driselase dicairkan dengan 

larutan media MSO + 0.6 M Manitol + S mM CaCI + 3% sukrosa) dengan nilai pH 5.8. 

Akhirnya protoplas dikulturkan dengan cara pengulturan manik agaros dengan media 

BS + 2 mg rl zeatin + manitol 9% dan sukrosa 2%. Kalus yang diaruh dari daun 

adalah lebih sihat dan mudah dijaga daripada kalus yang diaruh dari petiol C. asiatica. 

Kalus petiol rnudah mati selepas proses subkultur. Dalam sel ampaian, kalus petiol 

tuTUt mangalami masalah subkultur. Maka, pemencilan protoplas dari kalus petiol 

tidak berjaya. Bagi pemencilan dan pengkulturan protoplas dari kalus daun C. asiatica, 

5 hari subkultur sel arnpaian dan 1.5 X 105 protoplas ml-l plating density memberi 

keputusan pembahagian sel protoplas yang paling memuaskan antara pernbolehubah 

yang dikaji iaitu jangkamasa subkultur sel ampaian (3, 5 dan 12 hari) dan plating 

density protoplas (O.S x 105
, 1.5 X 105,2.5 X 105 protoplas mrl). 
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ABSTRACT 

The callus initiated from the laminar (leaves) and petole of Centella asiatica in the 

solid media of MS+ 0.22 mg r' 2, 4-D + 0.23 mg r' BAP + 500 mg r' Casein 

hydrolisate + 30 g r' sucrose, then cell suspension culture was initiated with the same 

media but in liquid form. After the yield of the cell suspension increased, the callus 

was treated with enzyme mixture (1% w/v Macerozym R10, 1.5% w/v cellulase RIO, 

dan 0.5% w/v driselase) that dissolved with MSO + 0.6 M Manitol + 5 mM CaCI + 

3% sucrose for protoplast isolation. After protoplast isolation, protoplast was cultu~ed 

in B5 media + 2 mg r' zeatin + manitol 9% and sucrose 2% by using agarose bead 

culture. Kalus initialled from laminar was healthier and easier to handle than the callus 

from the petiole of Centella asiatica. Petiole's callus was very easy to die after the 

process of subculture. So, protoplast isolation from petiole of Centella asiatica in this 

research was not successful. For protoplast isolation and pure culture from laminar's 

callus of Centella asiatica, the cell suspension subculture period of 5 days and 

protoplast plating density of 1.5 X 105 protoplast mr' give an high yield of protoplast 

isolation and high cell division of protoplast culture. This result was tested among the 

parameter of subculture period of cell suspension (3, 5 and 12 days) and protoplast 

plating density in protoplast culture (0.5 x 105
, 1.5 x 105,2.5 X 105 protoplast mr!). 
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PENDAHULUAN 

1.1 Pengenalan 

Malaysia merupakan sebuah negara Asia Tenggara yang terletak di tengah garisan 

khatulistiwa di mana sebahagian besar dataran Malaysia telah diliputi oleh hutan 

hujan tropika yang menghijau. Kepelbagaian flora dan fauna yang terdapat di dalam 

hutan Malaysia menyebabkan ia mempunyai kepelbagaian biologi yang tinggi. Iklim 

Malaysia yang mengalami hujan dan panas sepanjang tahun telah menjadi faktor 

pengekalan kesuburan hutannya. Hutan sebenamya adalah sangat penting bagi 

mewujudkan kestabilan alam sekitar. 

Hutan juga memainkan peranan penting dalam industri perubatan. Hutan 

merupakan gedung bagi kelangsungan industri perubatan bagi manusia sejagat. 

Aktiviti-aktiviti penggunaan sumber hutan sebagai ubat-ubatan telah lama 

dipraktikkan oleh masyarakat dunia. Kepelbagaian flora dalam hutan menyajikan 

beraneka jenis bahan ramuan yang boleh digunakan sebagai ubat. Justeru itu, hutan 

hujan tropika Malaysia turut menyediakan beribu-ribu jenis spesies tumbuhan yang 

berpotensi sebagai penawar kepada pelbagai penyakit. 
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Centella asiatica (atau lebih dikenali dengan nama tempatan - Pegaga) 

merupakan salah satu spesies tumbuhan herba yang terdapat di hutan Malaysia dim ana 

ia berpotensi sebagai ubat untuk melega dan merawat pelbagai jenis penyakit. Dengan 

nilai perubatan yang istimewa ini, permintaan kepada C. asiatica adalah agak tinggi 

dalarn bidang industri perubatan. Maka dengan secara langsungnya, C. asiatica 

mempunyai nilai kajian yang tinggi dalarn bidang penyelidikan, terutamanya dalam 

bidang bioteknologi tumbuhan, untuk mempertingkatkan kuantiti dan kualiti 

penggunaannya dalam bidang perubatan. Pada tahun 1990, permintaan C. asiatica 

adalah di antara 12700 ton jisim kering yang bernilai Rs.l.S bilion (Ahmad, 1993). 

Pelbagai jenis teknologi dari bidang bioteknologi tumbuhan telah diaplikasikan 

bagi tujuan untuk menghasilkan C. asiatica yang mempunyai ciri-ciri istirnewa yang 

dikehendaki secara besar-besaran. Pengkajian tentang pengubahsuaian dan 

perkembangan ciri-ciri C. asiatica dengan tujuan untuk meningkatkan kualiti dan 

kuantiti C. asiati,ca dapat dilakukan dengan menggunakan teknik-teknik seperti 

mikropropagasi, organogenesis, embriogenesis, DNA rekombinan dan sebagainya. 

Terdapat satu lagi teknik yang boleh digunakan untuk pengubahsuaian dan 

perkembangan ciri-ciri C. asiatica. Teknik yang dimaksudkan adalah melibatkan 

penghasilan sel protoplas. Protoplas merupakan sel tumbuhan yang tidak mempunyai 

dinding sel akibat pemusnahan dinding sel secara fizikal atau dicernakan dengan 

penggunaan enzim. Ia juga bersifat ketotipotenan dirnana ia mempunyai kebolehan 

untuk berkembang menjadi tumbuhan yang matang. Dua sel protoplas dari spesies 

yang sarna ataupun tidak sarna dapat dicantumkan antara satu sarna lain bagi 

menghasilkan hibrid atau sibrid yang mempunyai ciri-ciri gabungan kedua-dua 
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protoplas tersebut. Selain itu, proses transformasi gen asing ke dalam sel protoplas 

adalah lebih mudah tanpa dinding sel. 

Oleh kerana teknik-teknik yang melibatkan protoplas sangat berpotensi untuk 

pengubahsuaian dan perkembangan ciri-ciri C. asiatica, maka teknik-teknik 

pemencilan protoplas dan pengkulturan protoplas adalah penting untuk 

mengoptimumkan pengbasilan atau pertumbuhan protoplas bagi memudahkan proses 

kajian protoplas tersebut. 

1.2 Objektif Kajian 

Objektif kajian ini adalah untuk menilai kesan jangka masa penuaian kultur ampaian 

sel daripada bahagian daun dan petiol C. asiatica kepada penghasilan protoplas; dan 

menentukan ''plating density " protoplas yang optimum bagi pengkulturan protoplas 

Htmi rr~npap'atkan nilai pembahagian protoplas yang optimum. 
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BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 Centella asiatica 

Centella asiatica rnerupakan ahli famili Umbelliferae. Menurut World Health 

Organization (1999), c. asiatica terdapat banyak nama yang berlainan di seluruh 

dunia; antaranya ialah artaniyae-hindi, asiatic pennywort, barmanimuni, barmi, bhram 

buti, boabok, bodila-ba-dinku, bokkudu, brahrna rnanduki, brahmi ghi, brahmi-buti, 

brahmi, bua bok, bua-bok, centella, chhota mani-muni, chi-hsueh-ts' ao, ghi brahmi, 

ghod tapre, ghodtapre, ghortapre, gotu kola, gotukola, herba pegagan, herba kakikuda, 

hydrocotyle, hydrocotyle asiatique, idrocotile, imsen korokla, Indian pennywort, 

Indian water navelwort, indischer wassernabel, karinga, karivana, kudangal, luei gong 

gen, lien tien thao, rnandooka parni, rnandukaparni, mandukparni, manimuni, marsh 

pepperwort, matoyahuho, matoyahuhu, mrang-khua, mtwigahuwu, pa-na-e-khaa-doh, 

pbac eben, phaknok, phalwaen, rau rna, saraswathiaaku, takip-kohol, thalkuri, 

tbankuni, thol-kuri, tilkushi, titjari, tono' itahi, tsubo-kusa, tungchian, vallari, vallarei, 

vitovitolenge, water pennywort, watemavel, yahon-yahon dan yerba de chavos. Di 

Malaysia, ia lebih dikenali sebagai pegaga. 
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2.1.1 Huraian Rupa Bentuk C. asiatica 

C. asiatica merupakan sejenis tumbuhan herba yang menjalar. Ia bertangkai panjang 

yang prostrat di mana bercambah dari aksil tangkai yang dekat dengan bahagian nod 

dan akarnya bercambah dari bahagian nod juga. Daunnya yang bersifat licin/glabrus 

adalah berbentuk ginjal, tunggal, hijau, tersusun dalam keadaan roset dan berdiameter 

di antara 1.3-6.3 cm. Petiol panjang (7.5-15 cm) yang berkulit licin menyambungkan 

dauD lembut dan akarnya. Bunganya kecil, kurang dari 3 mm dan berwarna putih atau 

merahjambu. 

2.1.2 Habitat 

C. asiatica biasanya tumbuh di tanah pasir lembab di negara-negara seperti: Africa, 

Australia, Kamboja, Amerika tengah, Indonesia, Laos, Madagaskar, Kepulauan 

Pasifik, Amerika Selatan, Thailand, Vietnam, Malaysia dan terutamanya di dataran 

beraltitud 600 m atas paras laut India, Iran, Pakistan dan Sri Lanka. Ia selalunya 

membentuk seakan-akan karpet hijau menutupi permukaan tanah (Anonymous, 1992). 

2.2 Kegunaan C. asiatica 

2.2.1 Kegunaan Tradisional 

Dalam perubatan tradisional India, C. asiatica merupakan sejenis ubat tonik yang 

memberi tenaga dan kekuatan, mengubati asma, bronkitis, dropsi, elephantiasis (untut), 

gastrik "catarrh ", masalah ginjal, penyakit kusta, leukorea, penyakit kulit uretritis dan 
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dapat membersihkan darah (Kakkar, 1988). Amalan meminum jus pegaga amat 

mujarab untuk membantu mereka yang bermasalah untuk tidur, merawat kerengsaan 

kulit dan tekanan darah tinggi. Walaupun pegaga amat baik dimakan mentah tetapi 

daun yang diramas dengan sedikit air juga amat baik jika disapukan pada kudis dan 

luka. Di samping itu, pegaga juga memberi kesan kepada beberapa peringkat 

pembentukan tisu seperti menghilangkan parut, membina kolagen, merangsang 

pembentukan rambut dan kuku. 

2.2.2 Kegunaan Moden 

C. asiatica dilaporkan mempunyai glikosid seperti indocentellosid, brahmosid, 

brahminosid, asiaticosid, theankunisid dan iso-theankunisid. Asiaticosid sangat 

berguna untuk mengubati penyakit kusta dan tibi (tuberculosis). Asiaticosid 

merupakan salah satu komponen ubat "geriforte" yang diguna untuk "senile pruritus" 

(Anonymous, 1992). Ia juga mengandungi aktiviti antibakteria, "antijeedanf', anti

stres, anti-tibi dan penyembuhan luka (Chakraborty et al., 1996; Srivastava et ai. , 

1997). 

2.3 Kultur Ampaian Sel 

Tisu-tisu eksplan biasanya mempunyai kadar pembahagian sel yang berbeza, 

pengkhususan sel, dan organisasi kepada struktur yang khusus seperti sistem vaskular. 

Pembentukan kalus daripada tisu eksplan melibatkan pembangunan tisu yang 

mempunyai kadar pembahagian secara rawak, tiada pengkhususan sel dan hilang 
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struktur organisasi (Tborpe 1980; Wagley et al. 1987). Pertumbuban kalus dalam 

kultur ampaian sel mempunyai lima fasa, iaitu:-

• Fasa rebat - sel bersedia untuk membabagi 

• Fasa eksponen- kadar pembabagian sel adalah tertinggi 

• Fasa linear - pembahagian sel mula perlahan tetapi pertumbuhan saiz 

sel masih meningkat. 

• Fasa nyabpecutan - pembahagian sel, pertumbuhan saiz sel menurun. 

• Fasa pegun - bilangan dan saiz sel sentiasa malar. 

Ampaian sel dimulakan dengan memindah sedikit kalus ke dalarn satu 

kelalang yang mempunyai medium cecair, dimana diletak dalam pengacau putaran 

demi mendedahkan setiap sel kepada persekitaran medium (Rashid, 1988). Apabila sel 

baru terbentuk, ia akan terdedab kepada medium lalu membentuk bebola dan 

berkumpul. Ampaian sel memberi kadar pembabagian sel yang lebih tinggi 

berbanding dengan kultur kalus di atas media pepejal. Ini memberi kelebihan untuk 

mendapat banyak generasi kalus. Ampaian sel dapat dikekalkan dengan subkultur 

dalam kelalang baru yang dikenalli sebagai kultur batch (Gam borg et ai. , 1995). 

Menurut Bouhouche et ai., (1998), jika 3.5 ml ampaian sel disubkultur ke dalam 70 mJ 

media MS cecair (dengan penambahan 2,4-D (10-6 M), 6-benzilaminopurin (10-6 M), 

sukrosa (30 g rl) dan Casein bidrolisat (500 mg rl) dalam kelalang kon berisipadu 

250 ml lalu diinkubasi di atas pengacau giratori (89 rpm) pada suhu 26±2°C dan 16 

jam jangkamasa pendedahan cahaya, fasa rehat adalah pada hari yang ke-O hingga hari 

yang ke-3 ; fasa eksponen adalah di antara hari ke-3 hinga hari ke-12; manakala fasa 

pegun adalah di antara hari ke-12 hingga han ke-14. 
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2.4 Protoplas 

2.4.1 Pengenalan 

Protoplas merupakan sejenjs sel tumbuhan yang tanpa dinding sel dirnana dinding sel 

telah dibuang dengan kaedab fizikal ataupun telab dicernakan oleb enzim percernaan. 

Kaedah pencemaan melalui enzim lebib kerap digunakan. Enzim selulase digunakan 

untuk mencemakan selulosa dalam dinding sel, manakaJa enzim pektinase 

memusnahkan pektin di antara sel tumbuhan yang berfungsi untuk mengekalkan sel

sel melekat bersama. ProtopJas yang tanpa dinding sel itu adalab berbentuk sfera. 

Protoplas juga merupakan sel yang mempunyai sifat totipotency dimana ia dapat 

berkembang menjadi tumbuhan matang (Theurer, 1994). 

2.4.2 Pemencilan Protoplas 

Pemencilan protoplas daripada tisu tumbuhan dapat dilakukan dengan bantuan enzim 

yang mencemakan dinding selnya. Kejayaan pemencilan protoplas bergantung kepada 

keadaan tisu dan kombinasi enzim yang digunakan. Maka, tiada satu kaedah standard 

pemencilan proto las. Tisu tumbuhan yang berbeza memerlukan keadaan yang berbeza 

untuk pemencilan protoplas dengan berjaya (Gamborg et al., 1995). 

Bagi ahli famili Umbelliferae seperti karot, kombosisi enzim yang digunakan 

untuk pencemaan dinding sel adalah seluloase 1 % + pektoliase 0.125% (Roest, 1987). 
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2.4.3 Aplikasi Protoplas 

Kaedah pemencilan protoplas daripada tisu tumbuhan telah dilakukan sejak lama lagi. 

Protoplas adalah sangat sensitif terhadap osmotik dan kejutan mekanikal. Ketika 

protoplas tiada dinding sel, ia memberi peluang untuk mengkaji membran plasma sel 

dan pertaupan sel (fusion) antara dua sel protoplas untuk membentuk sel hibrid dan sel 

sibrid (Keller et al., 1982). Hibrid merupakan pentaupan sitoplasma tanpa pencatuman 

nucleus antara dua protoplas, manakala sibrid pula merupakan pentaupan protoplas 

sehingga pencantuman nucleus. Teknik pentaupan ini boleh mencantumkan protoplas 

daripada dua spesies yang berbeza untuk mendapat sifat-sifat baik yang diinginkan. 

"Electro fusion" merupakan teknik pertaupan sel protoplas yang biasa digunakan. 

Pertaupan sel protoplas dapat digunakan untuk pemindahan sifat-sifat baru daripada 

satu protoplas kepada satu lagi. Sifat-sifat yang dimaksudkan termasuklah ketahanan 

kepada patogen, ketahanan kepada herbisid, ketahanan kepada penyakit dan 

sebagainya (Cocking, 1986) 

Selain itu, protoplas juga boleh digunakan untuk transformasi DNA dengan 

mudah secara "micro injection ", elektroporasi ataupun Agrobacterium (Brett et aI., 

1996). Dengan itu, gen yang mengkodkan protein yang dikehendak dapat dimasukan 

ke dalam sel protoplas lalu menjadi sebahagian daripada gen protoplas dan 

mengeksprestasikan sifat barunya. 
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