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ABSTRAK 

Kajian ini dijalankan adalah untuk mendapatkan satu sistem transfonnasi 

Agrobacterium tumefaciens ke atas tumbuhan monokotiledon orkid Coelogyne yang 

efisien serta melihat kesan acetosyringone dan tempoh ko-kultivasi yang sesuai. 

Kehadiran komponen fenolik acetosyringone diperhatikan dan dibezakan dengan masa 

ko-kultivasi tanpa acetosyringone pada tempoh mas a ko-kultivasi yang berlainan iaitu 3, 

5, 6, 7, dan 9 hari. Media penyarigan digunakan untuk memilih sel yang 

mengekspreskan gen yang rintang terhadap antibiotik hygromycin. Ujian GUS pula 

bertujuan menunjukkan kehadiran gen GUS pada bahagian sel tumbuhan yang 

diinfekkan. Didapati orkid Coelogyne berkemungkinan besar boleh ditransform 

menggunakan Agrobacterium dengan kejayaan 100%. Kehadiran 200llM 

acetosyringone meningkatkan kadar dan peratus transformasi iaitu 76.7% pada hari 

kelima manakala 40% pada hari kelima tanpa acetosyringone. 
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ABSTRACT 

This main purpose of this project is to produce a transformation system for Coelog;me 

orchid using Agrobacterium. It was also to determine the effect of acetosyringone and 

cocultivation period on transformation system. Throughout the test, the presence and 

absence acetosyringone were observed and compared with co-cultivation period of 3, 5, 

6, 7, and 9 days. Selection media was used to select the cells expressing the gene 

coding for hygromycin resistance. The purpose of GUS test was to observe the 

expression of gus gene where the plant cells was infected. From the test that had been 

done, Coelog;me orchid can be 100% successfully transform with Agrobacterium. The 

presence of 200llM of acetosyringone increases the percentage of transformation that 

was 76.7% at 5 days of cocultivation period compared to, 55.9% at 5 days cocultivation 

period without acetosyringone. 
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BAB1 

PENDAHULUAN 

1.1 Pengenalan 

Segala hidupan di dunia ini mempunyai beberapa ciri yang ketara untuk 

memastikannya ialah suatu hidupan yang bernyawa. Seperti yang diajar dalam subjek 

bioiogi, semua hidupan mesti mepunyai tiga peringkat asas iaitu dapat diregenerasikan, 

dapat berkembang menjadi matang, dan akhir sekali mati. Berikutan dengan 

perkembangan bidang bioteknoiogi dalam era moden ini, segala hidupan dapat 

diidentifikasikan dengan lebih spesifik menerusi analisis DNA. Sekiranya terdapat 

perubahan DNA, maka transforrnasi atau mutasi berlaku. Transforrnasi genetik 

(perubahan genotip) biasanya akan menunjukkan perubahan fenotip serta ciri-cirinya. 

Pada masa kini kaedah transforrnasi digunakan bertuj uan untuk mendapatkan tumbuhan 

yang lebih berkualiti. 
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Pengetahuan transformasi ini membawa banyak faedah apabila ia diaplikasikan 

dalam industri pertanian. Terdapat pelbagai kaedah transformasi dijalankan pada hari 

ini akibat daripada perkembangan teknologi serta pelbagai kajian yang dijalankan. 

Transformasi tanaman pertanian dan tumbuhan hiasan banyak dilakukan untuk 

mendapat tanaman yang dapat membuahkan hasil yang lebih lumayan dan juga lebih 

rintang terhadap serangan serangga perosak, penyakit dan juga racun serangga dan 

herbisid. 

1.2 Kepentingan orkid (Orcllidaceace Coelogyne spp) 

Menurut The American Orchid Society, setiap tahun masih terdapat spesies baru yang 

ditemui. Maka masih ban yak peluang kajian terhadap orkid ini. Lebih-Iebih lagi bunga 

orkid digunakan untuk pelbagai hiasan. Menurut statistik yang dikeluarkan oleh oleh 

American Orchid Society, pada tahun 2002, urusniaga orkid di Amerika berharga 

US$106 juta (The American Society). 

Sungguhpun orkid amat diminati di pasaran, namun orkid yang terdapat di 

pasaran masih mempunyai kualiti yang rendah dan kebanyakannya mudah terdedah 

terhadap serangan penyakit seperti pertumbuhan kulat pad a batang pokok orkid. 

Serangan virus juga merupakan masalah terhadap pertumbuhan seperti kelemahan, 

proses pertumbuhan yang terbantut serta kecacatan. Infeksi virus juga akan 

menyebabkan perubahan bentuk batang pokok, daun, serta keguguran bunga yang 

belum matang. Tumbuhan yang telah dilemahkan akibat infeksi virus ini dipercayai 
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lebih mudah terdedah terhadap serangan penyakit dan serangga lain (The American 

Society). 

Pelbagai kajian dijalankan untuk menghasilkan tumbuhan yang rintang terhadap 

penyakit dan berupaya mengalami pertumbuhan pada kadar yang cepat. Pada 

kebiasaannya gen yang paling kerap dipindahkan adalah gen yang mengkod rintangan 

terhadap herbisid, serangga perosak, patogen dan sebagainya. 1a adalah satu cara untuk 

mengubah genetik sesuatu tumbuhan secara in-vitro. Proses transformasi ini akan 

menyebabkan perubahan genotip dan fenotip terhadap sel perumah. Sekiranya ciri-ciri 

daripada DNA asing yang dipindahkan terhasil, maka proses transfonnasi telah beIjaya 

(Karp, 1999). 

Maka boleh dikatakan bidang hortikultur ini amat berpotensi terhadap 

pembangunan dan membantu ekonomi. Harganya yang memberangsangkan dan 

pennintaan yang agak tinggi terhadap orkid yang berkualiti serta cantik merupakan 

punca utama pelbagai kajian terhadapnya dijalankan. Lebih-lebih lagi di kawasan 

Borneo terdapat ribuan spesies orkid yang berpotensi untuk dikaji dan dieksploitasikan 

sebagai bunga yang berharga baik di pasaran. 
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1.3 Tujuan kajian 

Projek yang dijalankan iill adalah bertujuan untuk: 

1. membangunkan satu sistem transformasi menggunakan Agrobacterium untuk 

orkid Coelog)me dengan menggunakan Agrobacterium. 

2. melihat kesan acetosyringone terhadap sistem transformasi orkid Coelogyne. 

3. menentukan tempoh ko-kultivasi yang sesuai untuk transformasi orkid 

Coelogyne menggunakan Agrobacterium. 



BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 Orkid (Coeiog)me) 

Orkid merupakan kumpulan tumbuhan yang paling besar dan mempunyai pelbagai 

wama dalam famili tumbuhan berbunga. Bunga orkid mempunyai kelopak bunga yang 

berbeza saiz dan bentuk. Ia tidak boleh dibelah kepada dua bahagian yang mirip. Orkid 

adalah tumbuhan biseksual, iaitu stamen dan stigmata terletak pada bunga yang sarna. 

Terdapat pelbagai spesies orkid yang wujud di dunia ini. Lebih kurang 25,000 spesies 

telah dikenalpasti dan dijangka terdapat lebih daripada 30,000 spesies yang wujud. 

Orkid amat banyak didapati di kawasan tropikal yang lernbap dan biasanya tergantung 

di atas pokok dan juga batu. Pertumbuhan orkid biasanya adalah pada altitud 4200 

meter dari paras laut (Collier, 1994). 
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Coelog)me adalah daripada perkataan Greek koilos gyne bermaksud "lubang 

betina". Genus ini banyak terdapat di Himalaya, China, FiIipina, Malaysia, Indonesia, 

Papua New Guinea dan Kepulauan Pasiftk. Ia adalah tumbuhan epifit yang mempunyai 

bunga yang besar, wangi, dan mempunyai pelbagai warna. 

Foto 2.1 Benih meletup keluar dari buah orkid (Lewis et al., 2002) 

Orkid membiak dengan pembenihan. Benih orkid adalah amat halus dan amat 

banyak sekaIi. Ia amat sensitif ketika awal pertumbuhan dan amat mudah termusnah 

apabila keadaan persekitarannya berubah. Lagipun benih orkid amat mudah diserang 

fungi . Maka benih ini biasanya akan dikulturkan dalam agar yang steril dahulu sebelum 

dibangunkan menjadi orkid yang lebih sempurna. Kaedah ini diaplikasi daripada ahli 

bakteriologi untuk mendapatkan anak orkid yang sihat dan bebas daripada fungi . 
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2.2 Transformasi genetik tumbuhan 

Bioteknologi menggunakan kaedah transformasi untuk menghasilkan tumbuhan yang 

mutan, iaitu tumbuhan yang mempunyai gen asing dalam genomnya. Pada masa kini 

terdapat lima kaedah transformasi; iaitu elektroporasi, porasi kimia, biolistik, suntikan 

micro dan juga vektor biologi (contohnya Agrobacterium spp). Namun begitu 

transformasi tidak langsung lebih digemari (Fisk et at., 1993). lni adalah kerana kosnya 

adalah lebih rendah dan murah. Lagipun hasilnya adalah lebih stabil berbanding dengan 

transformasi langsung yang menggunakan senapang biolistik dan suntikan mikro. 

Transformasi dengan menggunakan Agrobacterium tumefaciens adalah satu 

kaedah transformasi yang tidak langsung. Strain A. lumefaciens akan diubahsuai 

dengan menyahaktifkan plasmid perangsang tumor dan memasukkan plasmid yang 

ingin dimasukkan ke dalam pokok orkid yang ingin ditransformkan. Sungguhpun 

begitu, terdapat kelemahan dengan menggunakan kaedah ini. Ini kerana transformasi 

Agrobacterium kurang berlaku ke atas tumbuhan monokotiledon. 



8 

2.3 Faktor yang mempengaruhi transformasi dengan menggunakan 

Agrobacterium 

Seperti yang dinyatakan di atas, Agrobacterium biasanya hanya menginiek tumbuhan 

dikotiledon sahaja. Kebanyakan tumbuhan monokotiledon tidak akan menunjukkan 

kesan pertumbuhan "crown galI". Namun begitu terdapat Iaporan yang menyatakan 

bahawa Agrobacterium telah berjaya digunakan untuk mentransformkan orkid 

Phalaenopsis (BeJarmino et aI., 2000), orkid Dendrobium (Yu et at., 2001) dan orkid 

Oncidium (Liau et aI., 2003). 

EkspJan yang mempunyai sel yang membahagi dengan giat serta eksplan yang 

cedera akan merembeskan komponen fenolik untuk membantu pertumbuhan sel bam. 

Namun begitu, komponen fenolik ini juga berfungsi sebagai "pemikat " Agrobacterium 

ke arahnya. Menurut Liau et at. (2003) transformasi Agrobacterium berjaya dilakukan 

ke atas orkid Dendrobium tanpa penambahan acetosyringone tetapi menurutnya Jagi 

penambahan acetosyringone menambahkan keefisienan transformasi. 
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2.4 Transformasi tumbuhan menggunakan Agrohacterium tume/adens 

Agrobacterium ialah bakteria anaerobik, tidak berspora, Gram negatif, tidak berpigmen 

dan bergerak menggunakan ] -6 peritrichous flagel1a. Koloni Agrobacterium pula 

adalah berwama putih ke kuning, cembung, bulat, Jicin dan menghasilkan banyak 

polisakarida extrasellular melekit pada media yang kaya dengan karbohidrat (Bradbury, 

1986). Suhu optimum pertumbuhan adalah pada 25°C hingga 28°C. 

Agrobacterium merupakan sejenis bakteria yang hidup di tanah dan biasanya akan 

menyerang bahagian luka tumbuhan dikotiledon dan menyebabkan pertumbuhan tumor 

atau akar rerambut (Murray, 1993). Semasa induksi tumor, Agrobacterium akan 

melekat pada tumbuhan dan memindahkan sebabagian plasmid induktif tumor ke 

babagian dalam tumbuhan yang luka. 

Bakteria ini ditemui oleh Smith dan Townsend (1907), penyakit bengkak yang 

menyerang pelbagai jenis tumbuhan, dan ia dinamakan sebagai Bacteria tumefaciens. 

Kemudian namanya ditukar kepada Agrobacterium tumefaciens oleb Conn pada ] 942. 

Penyakit ini mendapat nama sempena dengan bentuk tumor besar yang terbentuk pada 

batang pokok yang terletak sedikit lebih tinggi dari paras tanah ("crown gall") . 
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Serangan bacteria ini akan menyebabkan barga tumbuban itu menjadi rendah 

dan tidak digemari walaupun ia biasanya tidak mendatangkan kerosakan yang serius 

terhadap pokok yang lebih tua. White dan Brown membuktikan bahawa walaupun A. 

tumefaciens diperlukan untuk induksi "crown. gall", tetapi setelah ia dimulakan , 

bacteria itu boleh dibuang dan diabaikan. Dengan kata lain, Agrohacterium hanya 

diperlukan pada awal sebagai infecksi sahaja. 

Keunikan upaya Agrohacterium tumefaciens memindahkan gen menjadikanya 

digunakan sebagai vektor untuk membantu pembiakan tumbuhan. Sebarang gen yang 

ingin dimasukkan ke dalam tumbuhan, gen rintang herbisid atau gen tosik serangga, 

boleh diusahakan ke dalarn DNA bakteria seterusnya memasukkannya ke dalam genom 

tumbuhan. Penggunaan Agrohacterium bukan sahaja memendekkan proses membiak 

konvensional, malah membolehkan se1uruh gen baru dimasukkan ke dalam tanaman. 

VIRULENCE 

REGION 

T- REGION 

Ti- PLASMID 

REPLICATOR 

Rajah 2.1 Peta Genetik Octopine Plasmid Ti (Nester et ai. , 1993) 
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Agrobacterium akan melekat pada sel orkid yang tercedera dan seterusnya 

memindahkan plasmid ke dalarn tumbuhan pada bahagian luka orkid itu dengan induksi 

gen virulen (vir) . T-DNA, yang dikelilingi oJeh 24 pasangan base, dipindahkan ke 

dalam sel orkid, akan berintegrasi dengan nuklear DNA seJ orkid dan dieskpres di 

dalam genom nuklear seJ itu (Nester et at., 1993). 

Bahagian gen vir akan menentukan sistem dari T-DNA untuk dipindahkan ke 

dalam sel orkid. Kedua-dua bahagian vir dan bahagian T mengandungi gen yang 

menentukan hos tumbuhan yang akan membentuk tumor. Terdapat banyak strain yang 

membawa plasmid Ti (plasmid induktif tumor) yang berupaya untuk mentransformkan 

sel normal kepada seJ yang membiak dan menjadi "crown gall". Terdapat juga strain 

yang membawa plasmid Ri (plamid induktif akar) yang memuJakan penyakit akar 

rerambut. Agen pembawa penyakit "crown gall" semuanya dibawa oJeb A. /ume!aciens, 

manakaJa agen pembawa penyakit akar rerambut pula dibawa oJeh A. rhizogenes. 
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