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ABSTRAK 

Kajian ini melibatkan penggunaan strain Agrobacterium tumefaciens AGLI (pGPTV) 

yang membawa gen p-glucuronidase (GUS) dan kerintangan terhadap kanamisin 

untuk transformasi eksplan daun Labisia pumila var. pumila. Tempoh ko-kultivasi dan 

kepekatan asetosyringon yang berbeza dikaji. Eksplan Labisia pumila var. pumila 

dikulturkan pada media MS + 2.5mg/L NAA + 10mg/L BAP untuk tiga minggu. 

Selepas inokulasi selama 20 minit, eksplan telah diko-kultur pada media ko-kultivasi 

MS selama 1, 2, 3 dan 4 hari untuk mengkaji kesan tempoh ko-kultivasi terhadap 

frekuensi transfonnasi. Dengan memilih tempoh ko-kultivasi yang sesuai, eksplan 

telah diko-kultur dalam media ko-kultivasi yang mengandungi 100pM dan 200J.1M 

asetosyringon untuk mengkaji kesan kepekatan asetosyringon terhadap frekuensi 

transformasi. Selepas itu, Eksplan kemudian dikultur pada media regenerasi MS + 

2.5mgIL NAA + 10mg/L BAP dengan 400mg/L cefotaxime selama satu minggu. 

Akhirnya, sebahagian eksplan akan diuji dengan ujian histokimia GUS untuk 

mengenalpasti eksplan yang menunjukkan aktiviti GUS. Daripada kajian ini, 

transformasi eksplan daun Labisia pumila var. pumila dengan menggunakan 

Agrobacterium tumefaciens AGLlIpGPTV dapat menunjukkan pengekspresan 

transient. Tempoh ko-kultivasi selama tiga hari telah menunjukkan keputusan positif 

yang paling baik (44.4%). Penambahan 100J.1M asetosyringon telah meningkatkan 

kadar transformasi bagi Labisia pumila var. pumila (61.1%) dan keluasan permukaan 

eksplan yang berwarna bim Transformasi ini juga boleh dilakukan tanpa penambahan 

asetosyringon. 
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This research involved the use of strain Agrobacterium tumefaciens AGLI (pGPTV) 

which harbored genes for p-glucuronidase (GUS) and kanamycin resistant for leaf 

explants Labisia pumila var. pumila transformation. Influence of co-cultivation period 

and acetosyringone concentration on transformation frequency were tested. Explants 

Labisia pumila var. pumila were cultured on MS + 2.5mg/L NAA + 10mg/L BAP 

media for three weeks. After inoculation for 20 minutes, explants were co-cultured on 

MS co-cultivation media for 1, 2, 3 and 4 days respectively to study the effect of co

cultivation period on the efficiency of transformation. By choosing the suitable co

cultivation period, explants were co-cultured on MS co-cultivation media that 

contained 100JLM and 200JLM acetosyringone respectively to study the effect of 

acetosyringone to the frequency of transformation. Explants were then cultured on 

regeneration media MS + 2.5mg/L NAA + 10mg/L BAP with 400mg/L cefotaxime 

for one week. After that, the explants were tested with histochemical GUS assay to 

confirm the explants which showing the GUS activity. From this research, 

transformation of leaves explants Labisia pumila var. pumila by using Agrobacterium 

tumefadens AGLlIpGPTV showed transient expression. Three days of co-cultivation 

showed better positive result (44.4%). The addition of 100J.LM acetosyringone 

increased the rate of transformation for Labisia pumila var. pumila (61.1 %) and blue 

spot on the explants. This transformation could still be occurred even without the 

presence of acetosyringone. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

Bioteknologi merupakan aplikasi teknik-teknik saintifik untuk memajukan tumbuhan, 

haiwan dan mikroorganisma dengan meningkatkan nilainya. Bioteknologi pertanian 

adalah bidang bioteknologi yang melibatkan aplikasi kepada tumbuhan. Pada tahun 

1970-an, kemajuan dalam bidang molekular biologi telah membolehkan saintis untuk 

memindahkan gen daripada organisma termasuk tumbuhan, haiwan, bakteria atau 

virus ke dalam organisma yang lain. Teknologi ini dikenali sebagai kejuruteraan 

genetik. Organisma yang telah ditransformasi dengan menggunakan teknik 

bioteknologi Moden dengan menukarkan maklumat genetiknya adalah merujuk 

kepada genetically modified organism (OMO). Kejuruteraan genetik dalam tumbuhan 

telah menjadi satu teknik yang penting bagi para petani (Grant et a/., 1998). 

Kaedah transformasi biasanya digunakan untuk memperbaiki kelemahan dan 

mencipta pembaharuan pada gen haiwan dan tumbuhan. Ia telah memberikan kesan 

basil daripada pembaharuan yang dilakukan. Dalam bidang pertanian, ia 

mendatangkan kelebihan dengan meningkatkan kualiti dan hasil bagi pengeluaran. 

Transformasi juga penting dalam pertanian jika dapat menghasilkan tumbuhan yang 

rintang kepada herbisid, pestisid penyakit, serangan serangga dan serangan virus yang 

tidak menentu kerana ia akan membawa kesan yang besar kepada industri 



2 

pertanian dan pada manusia. Contohnya, tebu (Saccharum officinarum 1.) yang 

rintang kepada herbisid telah ditransformasikan dengan menggunakan Agrobacterium 

(Enriquez-Obreg6n et aZ., 1998). 

Terdapat pelbagai tumbuhan herba di Malaysia, di antaranya ialah Centella 

asiatica (pegaga), Audrographis paniculata (hempedu bumi), Eurycoma Zongifolia 

(tongkat Ali) dan beratus-ratus twnbuhan herba yang lain telah berjaya 

dikomersialkan dalam bidang komestik dan perubatan. Antara tumbuhan herba yang 

telah mendapat perhatian yang meluas selain Eurycoma longifolia (tongkat Ali) ialah 

Labisia pumila. 

Labisia pumila merupakan tumbuhan ubatan tempatan yang banyak digunakan 

dalam industri perubatan traditional untuk menghasilkan produk terutamanya untuk 

rawatan wanita Melayu selepas bersalin. Dipercayai juga, Labisia pumila boleh 

memudahkan pengecutan dan · menguatkan rahim, mengurangkan darah haid, 

mengelakkan sakit meroyan, merawat sakit kelamin, batu karang, berak berdarah, 

cirit-birit, sakit atau patah tulang (Zainon, 2004). Permintaan yang tinggi terhadap 

Labisia pumila dalam industri perubatan traditional telah menyebabkan pengurangan 

bilangan spesis dalam hutan Negara kita. Kadar pertumbuhannya yang lambat juga 

menyumbang kepada masalah ini. Melihat kepada sumbangan Labisia pumila 

terhadap ekonomi Malaysia, masalah-masalah ini perlu diatasi. 

Ini seterusnya telah membuka peluang kepada bidang bioteknologi 

terutamanya apabila teknik-teknik dalam kultur tisu dan kejuruteraan genetik telah 

memberi sumbangan dalam menyelesaikan masalah-masalah yang wujud dalam 
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industri. Untuk menghindarkan daripada kepupusan Labisia pumila, pembiakan 

Labisia pumila adalah penting. Bagi menyelesaikan masalah ketahanan terhadap 

serangan penyakit dan serangga pula, teknik-teknik dalam kejuruteraan genetik telah 

diaplikasikan melalui kaedah transformasi. Transformasi adalah perubahan pada 

fenotip organisma melalui penambahan DNA asing ke dalam genomnya. 

Pada masa kini, terdapat beberapa teknik transformasi yang digunakan. Di 

antaranya ialah teknik pemindahan DNA yang melibatkan rawatan kimia contohnya 

polyethylene glycol (pEG) dan cara fizikal seperti elektroforasi, suntikan mikro, 

teknik tembakan partikal biolistik dan teknik pemindahan DNA dengan bantuan 

Agrobacterium. 

Dalam kajian ini, Agrobacterium tumefaciens digunakan dalam proses 

transformasi. Agrobacterium tumefaciens merupakan kaedah yang digunakan secara 

meluas dalam DNA transformasi tumbuhan (Vijn dan Govers, 2003). Proses ini 

adalah berasaskan kepada proses transformasi yang berlaku secara semulajadi pada 

tumbuhan dikotiledon yang menyebabkan penyakit crown gall. Fenomena semulajadi 

Agrobacterium ini merupakan pencetus idea untuk menjadikannya vektor dalam 

teknik transformasi genetik, Agrobacterium tumefaciens adalah satu kaedah yang 

murah dan mudah dilakukan secara in vitro jika dibandingkan dengan kaedah lain 

yang agak praktikal dan berkos tinggi. 

Transformasi menggunakan Agrobacterium tumefaciens merupakan suatu 

kaedah yang mengeksploitasikan keupayaan semulajadi bakteria tersebut untuk 

memperkenalkan satu segmen DNA yang onkogenik yang dikenali sebagai T -DNA ke 
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dalam sel tumbuhan melalui permukaan luka. Proses pemindahan gennya adalah 

bergantung kepada plasmid iaitu plasmid perangsang tumor iaitu tumor-inducing 

(plasmid Ti). T -DNA yang diperkenalkan akan berintegrasi dengan genom tumbuhan 

melalui rekombinasi. 

Objektif utama projek ini adalah mentransformasikan Labisia pumiZa dengan 

menyisip DNA asing ke dalam genom Labisia pumiZa var. pumila dengan 

menggunakan Agrobacterium tume/aciens AGLI dengan plasmid pGPTV-KAN 

dengan mengoptimumkan beberapa parameter untuk meningkatkan proses 

transformasi. Parameter yang dikaji ialah kepekatan asetosyringon dan tempoh ko

kultivasi. 



BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 Labisia pumiJa (Kacip Fatimah) 

Labisia pumila merupakan salah satu spesis dalam famili Myrsinaceae. Ia peroah 

dinamakan sebagai Labisia pothoina Lind! (Jamia et al., 2004). Mengikut Burkill 

(1935), Labisia pumila dikenali dengan pelbagai nama seperti selusuh Fatimah, 

rumput siti Fatimah, akar Fatimah, kunci Fatimah, pokok pinggang, rumput palis, 

tadah matahari, mata pelanduk rimba dan bunga belangkas hutan, kerakap rimba dan 

seriau malam di Malaysia. Namun, kebanyakan orang Melayu menggelamya kacip 

Fatimah. Mengikut Stone (1988), Labisia pumila boleh dijumpai di Malaysia, 

Thailand, Indochina, Philippines dan New Guinea. 

Labisia pumila mudah dijumpai di kebanyakan hutan tanah pamah di 

Semenanjung Malaysia pada ketinggian 80-100 meter di atas paras laut (Jamia et al., 

1999) dan sedikit ditemui di kawasan berbukit (Wiart, 2002). Kawasan tanah gambut 

yang lembap dan terlindung merupakan faktor utama yang membolehkan kacip 

Fatimah hidup dengan baik. (Zhari et al., 1999). Daripada kajian, didapatijuga serbuk 

kayu sentang merupakan media terbaik untuk penanaman kacip Fatimah berbanding 

dengan sabut kelapa, tanah hitam, humus dan tanah biasa (Mohd Radzi et al., 2000). 
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Labisia pumila mudah elibiakkan seeara tampang melalui keratan batang (Rozihawati 

et al., 2004). 

2.1.1 Ciri-ciri Labisio pumila 

Labisia pumila adalah tumbuhan herba yang keeil dengan batang menjalar (Jamia et 

al., 2004). Kebanyakan pengamal perubatan traditional mengklasifikasikan pelbagai 

jenis Labisia pumila berdasarkan kepada bentuk petiol, warna daun, lamina daun dan 

eiri tangkai daun. Mengikut Stone (1988), Labisia pumila yang eliperoleh di Malaysia 

mempunyai tiga variati asli, iaitu Labisia pumila var. alata, Labisia pumila var. 

pumila dan Labisia pumila var. lanceolata. 

Labisia pumila var. alata mempunyai tangkai daun pendek (2-8em) bersayap 

lebar, sementara tangkai daun Labisia pumila var. pumila yang pendek (2-8em) 

bersayap halus. Labisia pumila var. lanceolata pula mempunyai tangkai daun yang 

panjang (5-13cm) tanpa sayap (Jamia et al., 2004). Labisia pumila var. alata 

mempunyai daun ovat yang sarna dengan Labisia pumila var. pumila tetapi petiolnya 

bersayap berbanding dengan petiol marginat atau tidak bersayap pada Labisia pumila 

var. pumila. Labisia pumila var. lanceolata pula berbeza dengan kedua-duanya kerana 

mempunyai petiol yang kurus, bersegitiga dan panjang (5-13cm) dan juga daun yang 

lanseolat (Latif I et al., 2002). Warna daun Labisia pumila, iaitu sarna ada hijau atau 

perang keunguan adalah disebabkan oleh kehadiran pigmen tertentu pada daun. 

Justeru, kebanyakan daun pokok hutan Labisia pumila yang asalnya berwarna ungu 

bertukar secara perlahan-Iahan menjadi hijau apabila elitanam eli tempat yang 

mempunyai keamatan eahaya matahari yang tinggi (Jamia et al., 2004). Seeara 
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umumny~ buah Labisia pumila adalah berbentuk bulat yang berdiameter 0.5-0.8cm 

(Latif! et al., 2002) yang berwarna merah cerah atau ungu (Zhari et al., 1999). 

Bunganya adalah kecil, berwarna merah jambu atau putih, perbungaan panikel, 6-

30cm long, mempunyai 5 kelopak daun, kelopak bunga dan stamen. Akar Labisia 

pumila adalah kuat dan bersifat seperti kayu yang mempunyai akar permulaan yang 

panjang dan akar sekunder yang sedikit (Zhari et ai., 1999). 

Foto 2.1 Labisia pumila var. pumila 

2.1.2 Kegunaan Labisia pumila 

Labisia pumila adalah salah satu tumbuhan ubatan tempatan yang banyak digunakan 

dalam industri perubatan traditional untuk menghasilkan produk terutamanya untuk 

rawatan wanita Melayu selepas bersalin. Mengikut Burkill (1935), Labisia pumila 
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juga digunakan untuk wanita mengandung di mana ia diberikan beberapa bulan 

sebelum bersalin dan dipercayai dapat mempercepat dan memudahkan bersalin. 

Walau bagaimanapun, Labisia pumila pemah direkodkan sebagai ubat untuk 

mengurangkan kembung pada bayi keeil dengan menggunakan daunnya yang 

dihancurkan dan dicampurkan dengan minyak kelapa, minyak ini disapu pada perut 

bayi (Chai et al., 1989). Bahagian tumbuhan ini yang boleh digunakan sarna ada daun, 

akar atau keseluruhan pokok (Zainon, 2004). 

Air rebusan akar kacip Fatimah sangat popular di kalangan masyarakat Melayu 

di mana ia didakwa dapat memulihkan kewanitaan selepas melahirkan anak, 

menambahkan kekuatan dan kesegaran serta ubat penjarang atau perancang (Latiff et 

al., 2002). Dengan meminum air rebusan akamya, tumbuhan ini dipercayai boleh 

menyembuhkan sakit otot dan sakit badan. Selain itu, antara khasiat Labisia pumila 

ialah untuk memudahkan pengecutan dan menguatkan rahim, mengurangkan darah 

haid, mengelakkan sakit meroyan, merawat sakit kelamin, batu karang, berak berdarah, 

eirit-birit, sakit atau patah tulang (Zainon, 2004), mengubati bisul (Gob, 2000) dan 

untuk menghentikan penggunaan bekas susu untuk kanak-kanak yang sedang 

membesar (Khozirah et al., 1992). 

Di sarnping itu, kaum lelaki yang meminum air rebusan akar kaeip Fatimah 

dipereayai boleh mengekal atau meoingkatkan stamina (Jamia et al., 2004). Sejak 

kebelakangan ini, Labisia pumila dilaporkan boleh menyebabkan penyakit kulit yang 

dikenali sebagai dermatitis (Jamia et al., 2004). Ini bermakna daun dan akar Labisia 

pumila akan menyebabkan penyakit dermatitis bagi individu yang sensitive. 
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Kini, Labisia pumila telah dikomersialkan dengan meluas dan ditanam di 

kebanyakan pusat germplasma di serata tempat di Malaysia, bukan sahaja oleh agensi 

kerajaan tetapi juga oleh pihak swasta. 

2.2 Transfonnasi 

Transformasi ialah satu proses perubahan pada eiri-eiri fenotip organisma akibat 

daripada pemindahan DNA ke dalam sel organisma dan kemudiannya berintegrasi 

dengan genom organisma tersebut (Gamborg, 1995). Transformasi adalah penting 

bagi tanaman yang mempunyai nilai komersial. Sel atau baka yang terhasil daripada 

proses ini dikatakan telah ditransform sekiranya memperlihatkan pengekspresan 

marker gen yang dibawa oleh DNA yang diperkenalkan. 

Kaedah manipulasi genetik ini membolehkan saintis mengambil satu DNA 

daripada organisma tertentu dan menyisipkannya ke dalam genom organisma yang 

berlainan spesis yang dikenali sebagai rekombinan DNA (Trigiano dan Gray, 2000) 

tanpa memberi kesan kepada genotip tumbuhan tersebut. Gen yang dikehendaki boleh 

diperoleh daripada spesis lain yang tidak sepadan dan disisipkan kepada tumbuhan 

yang hendak ditransformkan. Malahan, gen yang boleh meningkatkan kerintangan 

tumbuhan terhadap penyakit boleh diperoleh daripada spesis lain juga boleh 

digunakan. Ini seterusnya akan memperluaskan ruang bagi penyelidikan dan 

pembangunan sesuatu tumbuhan. Jadual 2.1 menunjukkan tumbuh-tumbuhan yang 

telah berjaya ditransformasikan. 
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