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ABSTRAK 

Kajian ini dijalankan adalah untuk menentukan kesan kombinasi kepekatan hormon BAP 

dan NAA dalam media MS dan separuh MS bagi merangsang regenerasi pucuk Centella 

asiatica dari eksplan petiol. Centella asiatica diperolehi dari stok pokok yang ditanam di 

rumah hijau UMS. Dua kaedah pensterilan telah digunakan untuk pensterilan eksplan 

petiol C. asiatica diuji. Untuk pensterilan eksplan, dua kepekatan fungisid yang berlainan 

telah digunakan, ia itu 100mg/1 fungisid pada kaedah pensterilan I dan 200mg/1 fungisid 

pada kaedah pensterilan II. Dua jenis antibiotik (ampicillin dan quilaxime) telah 

digunakan dalam kedua-dua kaedah pensterilan dengan kepekatan yang sarna (50mg/I). 

Dua kepekatan klorox 15% (v/v) bagi kaedah pensterilan 1 dan 10% (v/v) bagi kaedah 

pensterilan II telah digunakan. Sebanyak 18 kombinasi hormon BAP (2.0mg/l, 5.0mg/l, 

IO.Omg/l) dan NAA (O.Omg/I.- O.5mg/l) dalam media MS dan Y2 MS telah diuji untuk 

penjanaan pucuk. Untuk mengurangkan kadar kontaminasi, antibiotik cefotaxime 

(300mg/l) telah ditambahkan ke dalam semua media yang digunakan untuk mengkultur 

eksplan. Peratus kontaminasi eksplan oleh bakteria telah berkurang dari 21.2% ± 11.7 ke 

6.7% ± 1.4, manakala kontaminasi oleh fungi pula telah berkurangan dari 23.5% ± 7.6 ke 

8.7% ± 6.9 apabi/a menggunakan kaedah pensterilan II. Eksplan yang dikulturkan pada 

semua media membentuk kalus . . Bagi regenerasi pucuk, hanya kalus pada eksplan dalam 

media MS dengan kombinasi BAP (2.0mg/l) dan NAA (O.Omg/l) telah menghasilkan 

pucuk (8.4% ± 11.8). Regenerasi adalah melalui organogenesis. 
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ABSTRACT 

The objectives of this project was to eveluate several combinations of BAP and NAA in 

full MS and half MS basal medium for shoot regeneration of CenJella aciaJica. The 

explants of C. aciatica were collected from the plants that were glowing at UMS green 

house. Two techniques of sterilization were used to sterilize petiole explant of C. 

aciatica. Two different concentration of fungicide (100mg/l) for sterilization technique I 

and 200mg/1 for sterilization technique II were used. Two types of antibiotics (ampicillin 

and quilaxime) were also be used. Two different concentrations of Clorox ,15% (v/v), for 

sterilization technique I and 10% (v/v) for sterilization technique II were used There were 

18 combinations of hormones, BAP (2.0mg/l, 5.0mg/l, 10.0mg/l) and NAA (O.Omg/1 -

0.5mg/l) were evaluated for MS and 1'2 MS to induce the formation of shoots. Antibiotic 

cefotaxime (300mg/l) was added into media to reduce the percentage of contamination 

from bacteria. Percentage of contamination from bacteria was reduced from 21.2% ± 11 .7 

to 6.7% ± 1.4, while percentage of contamination from fungi was reduced from 23.5% ± 

7.6 to 8.7% ± 6.9 when the second sterilization technique was used. As for shoot 

regeneration, only callus from the explants cultered in full MS media with the 

combination of hormone of BAP (2.0mg/l) and NAA (O.Omg/l) induced shoots (8.4% ± 

11.8). Shoot regeneration was via organogenesis. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

Centella asiatica merupakan sejenis tumbuhan herbacius yang tergolong dalam famili 

Umbelliferea. Centella.asiatica telah diperkenalkan sebagai sejenis herb a yang 

mempunyai daun berbentuk bulat teratur dalam roset (Goh et al., 1995) yang 

berkebolehan untuk menyembuhkan kecederaan. Centella asiatica juga telah 

dikatakan sebagai sejenis herba yang mempunyai ciri-ciri sebagai antibiotik, dan anti-

bengkak. 

Dalam projek tahun akhir ini, petiol akan digunakan sebagai eksplan dalam 

menghasil pucuk secara in vitro untuk mendapat tumbuhan yang serupa dengan 

induknya 

Didapati bahawa berbagai eksplan boleh digunakan dalam pertumbuhan in 

vitro tumbuh-tumbuhan. Dalam projek tahun akhir ini, pengkulturan petiol dijalankan 

dalam media pepejal media basal MS (Murashige dan Skoog, 1962) dan sumber 

karbon serta perangsang pertumbuhan (hormon). 
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Terdapat beberapa faktor-faktor penting yang bertindak untuk merangsang 

penjanaan semula pucuk secara in vitro. Faktor-faktor ini termasuk kandungan jenis 

hormon, media, cahaya, dan suhu yang dipertimbangkan dalam kajian ini. 

Objektif utama projek tahun akhir ini adalah untuk mengenalpasti kombinasi dan 

kepekatan hormon (auksin dan sitokinin) yang optimum untuk regenerasi pucuk C. 

asiatica daripada petiol. Adalah diharapkan sistem regenerasi C. asiatica yang 

dihasilnya akan dapat digunakan dalam transformasi tumbuhan ini pada masa akan 

datang. 
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BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 CENTELLA ASIATICA 

Centella asiatica merupakan sejenis turnbuhan herbacius yang tergolong dalam famili 

Umbelliferea. Sungguhpun C. asiatica diketahui dalam French Codex (buku yang 

merokodkan cara perawatan jangkitan di Perancis) hanya pada 1884, turnbuhan ini 

telah lama dikenali di India disebab oleh kebolehannya untuk menyembuhkan 

kecederaan. Tumbuhan ini dikenali dengan beberapa nama seperti gotukola dan 

' Indian Pennywort', di Malaysia, ianya dikenali sebagai Pegaga. 

Centella asiatica telah digunakan sebagai turnbuhan perubatan sejak zaman 

prasejarah. Ia telah digunakan dalam rawatan 'Indian Ayurvedic ' pad a zaman itu. 

Tumbuhan ini dipercayai boleh dijadikan sebagai ubat awet muda (Jayaweera, 1982). 

Tambahan pula, ia dipercayai dapat menurunkan tekanan darah (Jayaweera, 1982). C. 

asiatica juga dikatakan mengandungi keupayaan sebagai antibiotik, anti-bengkak, dan 

ubat pelali (Jayaweera, 1982). 
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2.1.1 Morfologi Centella asiatica 

Centella asiatica telah dikenali sebagai sejenis herba yang bertangkai lampai dan 

halus serta rnenjalar yang boleh hidup lama (Anon, 1983; Turton, 1993; Goh et ai., 

1995). Tangkainya panjang, berwarna merah jambu dan dengan internod yang panjang 

serta terdapat akar pada setiap nodul. 

Bunga C. asiatica adalah berwarna merah jambu yang tumbuh dengan lebat. 

Bunga C. asiatica bersama batangnya mempunyai ukuran yang setanding bagi semua 

tanaman jenis ini. 

Daun C. asiatica adalah bersambungan dengan petiol yang panjang, dan 1 

hingga 3 em dari setiap nodus batang. Ia bereiri dengan mernpunyai daun yang 

berbentuk bulat yang teratur dalam roset (Goh et al., 1995). Tambahan pula, daun juga 

rnernpunyai banyak sarafhalus dari dasar kordata dalaman. 

Kepanjangan buah bagi C. asiatica adalah 8 mm. Ia adalah berbentuk bujur 

dengan perikap yang tebal dan keras. Biji C. asiatica pula adalah berbentuk biji labu 

dengan kepanjangan 3 hingga 5 mm. 

2.1.2 Komposisi Kimia 

Didapati bahawa, terdapat tiga jenis komponen asas terkandung dalam C. asiatica: 

asiatikosida, brahmosida dan brahminosida, dan medekassosida. 
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Asiatikosida bertindak seperti antibiotik dalam membantu menyembuhkan 

luka (Kiesswetter, 1964; Tan dan Eisenbrdan, 1992; Turton, 1993). brahmosida dan 

brahminosida, memberi kesan diuretik dan apabila disuntikkan dalam amaun yang 

banyak dalam badan manusia akan memberi kesan ketenangan. 

Medekassosida, bertindak sebagai kompaun anti-bengkak yang kuat, 

theobromine yang terkandung dalam medekassosida diandaikan untuk membantu 

meningkatkan kandungan oksigen dalam otak. Maka, dapat dikatakan bahawa 

komponan ini dapat menawarkan kapasiti mental yang kuat terdapat sesiapa yang 

mengambiinya. Oleh yang demikian, tumbuhan ini juga dikenali sebagai 'makanan 

kepada otak', terutamanya kepada kanak-kanak yang sedang membesar. 

2.1.3 Kepentingan dan Kegunaan 

Centella asiatica telah digunakan untuk menubuh dan mengekalkan tisu 

penggabungan kesihatan serta untuk memudahkan penjanaan semula kesihatan apabila 

seseorng mengalami kecederaan atau dijangkiti penyakit. Ia juga banyak digunakan 

dalam menyembuhkan cedera pada kulit (eontohnya Ieeet, terpotong, terbakar dan 

barah) (Languillon, 1959) serta bertindak sebagai tonik untuk meremaja semula dan 

kekedutan pada kulit. 

Kebelakangan 1m, beberapa eksperimen telah dija\ankan untuk 

mengenalpastikan kompaun-kompaun yang bertanggungjawab terhadap ketegangan 

emosi dan mekanisme bagi tindakan C. asiatica. Jayaweera (1982) dan Goh et al. 
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(1995) mendedahkan faktor-faktor kebolehan tumbuhan ini menjadi tumbuhan herba 

anti-ketegangan emosi. 

2.2 REGENERASI 

Salah satu aspek yang terpenting dalam kultur sel dan tisu adalah kebolehan untuk 

menjana semula dan menghasilkan tumbuh-tumbuhan daripada sel ,tisu dan organ. 

Definisi bagi pengkulturan sel tumbuhan dan tisu adalah satu huraian yang 

melibatkan protoplas tumbuhan, sel tumbuhan, tisu tumbuhan dan organ tumbuhan. Di 

mana kesemua jenis kultur ini melibatkan satu faktor am, iaitu pertumbuhan baka 

tumbuhan bebas daripada mikrob dalam media yang kaya dengan nutrien yang telah 

disterilisasi dalam tabung uji. 

Regenerasi tumbuhan secara in vitro dapat dicapai dengan mengkultur sel dan 

tisu. Secara perbandingan, regenerasi adventitius berlaku pada tapak kultur tisu yang 

spesifik seperti, intemod, daun, kotiledon, dan zon pemanjangan akar, di mana 

meristem tidak tumbuh secara semula jadi. Regenerasi adventitius tumbuhan selalu 

berlaku dengan pembentukan tisu eksplan. 

Sarna ada adventitius atau de novo pada asal, regenerasi pucuk boleh berlaku 

berdasarkan dua proses, iaitu secara organogenesis dan embriogenesis somatik. 

Organogenesis merupakan pembentukan organ seperti pucuk atau akar. Manakala, 

embriogenesis somatik adalah pembentukan struktur bipolar yang mengandungi 
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kedua-dua pucuk dan akar, serta berkembang dengan cara hampir sarna dengan 

embrio zigotik. 

Secara perbandingan, organogenesis memerlukan dua media kultur yang 

berlainan. Somatik embriogenesis memerlukan medium yang berlainan, dengan tanpa 

menambahkan hormon atau dengan hormon yang berkepekatan rendah dalam 

perkembangan sel embriogenik kepada anak tumbuhan. 

Kuasa penjanaan pucuk dalam pengklonan in vitro telah membenarkan 

penghasilan tumbuhan yang mempunyai sifat yang sama dengan bilangan yang besar 

dalam masa yang singkat. 

2.2.1 Organogenesis 

Organogenesis merupakan pembentukan organ induk seperti pucuk atau akar. 

Organogenesis pucuk dipengaruhi oleh media yang digunakan untuk mengkultur tisu, 

terutamanya kandungan media, sumber karbohidrat dan hormon yang digunakan. 

Pengurangan kepekatan medium bagi separuh MS dapat menawarkan adventisius 

regenerasi sesetengah tumbahan. Kandungan medium juga dapat mempengaruhi 

kapasiti regenerasinya. 

Unsur organik seperti karbohidrat dan vitamin dapat mempengaruhi kapasiti 

regenerasi eksplan. Bagi kebanyakan spesies, sukrosa merupakan sumber karbohidrat 

yang dipilih dan diguna pada kepekatan lebih kurang 3% (w/v). Eksplan dapat 

menghasilkan lebih tunas apabila dikulturkan dalam media yang mengandungi 2 atau 
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3% (w/v) sukrosa berbanding dengan 1 atau 4% (w/v) sukrosa (Gam borg dan Philips, 

1995). Sebagai sumber tenaga, karbohidrat dapat mempengaruhi organogenesis 

dengan berperanan sebagai satu osmoticum (Gamborg dan Philips, 1995). Vitamin 

pula dapat merangsang pembentukan pucuk bagi eksplan jenis herbacius. Dalam 

semua komponen media yang digunakan, perangsang pertumbuhan tumbuhan 

(hormon) merupakan unsur yang paling penting dalam perangsangan pembentukan 

pucuk (Gam borg dan Philips, 1995). 

Jenis hormon yang diperlukan untuk organogenesis pucuk adalah speciftk 

kepada spesies yang berlainan, benzilamino purin (BAP) dan asid u-asetik naftalena 

(NAA) adalah di antara hormon yang paling kerap digunakan. Nisbah sitokinin 

kepada auksin yang tinggi dapat merangsang pembentukan pucuk pada eksplan. 

Organogenesis pucuk adventitius adalah sejenis regenerasi in vitro yang boleh 

diguna untuk penghasilan semula klonal atau regenerasi besar-besaran bagi sesuatu 

tumbuhan. Organogenesis melibatkan hasil de novo bagi pucuk adventitius pada 

eksplan daripada banyak sumber yang berbeza (Gam borg dan Philips, 1995). 

Tumbuhan yang membiak melalui proses organogenesis adalah untuk memendekkan 

kadar pembiakan, untuk menpertingkatkan kejuruteraan genetik, dan yang paling 

penting ialah untuk mengawal ciri-ciri klonal tumbuhan itu (Gamborg dan Philips, 

1995). 

Terdapat ban yak faktor yang dapat mempengaruhi organogenesIs pucuk. 

Secara arnnya faktor-faktor itu dapat dikelaskan dalam tiga katagori, iaitu keadaan 

persekitaran kultur medium danjenis eksplan. 
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Keadaan persekitaran yang perlu dipertimbangkan dalam organogenesis pucuk 

adalah seperti keterangan suasana dan suhu. Kultur medium yang mengandungi 

pelbagai jenis gararn dan jenis hormon tumbuhan yang berbeza juga penting dalam 

organogenesis pucuk. Jenis eksplan seperti tisu, daun, protoplas, biji dan petiol serta 

perkembangan fisiologi eksplan itu juga adalah selalu dipertimbangkan. 

Walau bagaimanapun, faktor-faktor tersebut itu tidak semestinya memberi 

kesan yang sarna kepada jenis tumbuhan yang berlainan sungguhpun tumbuhan itu 

adalah dalarn spesies yang sarna. Oleh itu, ini dapat diterangkan bahawa pengaruh 

faktor-faktor terse but adalah bergantung kepada spesies tumbuhan. 

Organogenesis pucuk adalah dirangsang oleh kepekatan tinggi sitokinin 

berbanding dengan auksin (Flick et al., 1983; Pierik, 1987; Rashid, 1988). Demikian, 

dalam penjanaan semula melalui sistem organogenesis itu, medium kultur yang 

tunggal diperlukan untuk membekalkan hormon untuk merangsangkan organ yang 

bersesuaian, sarna ada puc uk ataupun akar. Kadangkala pembekalan dua jenis hormon 

yang berlainan dalam media kultur dapat menghasilkan tumbuhan dengan lebih 

efisien. 

2.2.2 Embriogenesis Somatik 

Dalam embriogenesis so matik , sel somatik berkembang dengan pembahagian untuk 

membentuk embrio lengkap yang analogus kepada embrio zigotik. Struktur bipolar 

bagi embrio somatik adalah mengandungi kedua-dua puc uk dan meristem akar. Dalam 

perkembangan embrio, embrio itu akan melalui peringkat-peringkat perbezaan 
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struktur yang nyata, iaitu globular, hati, torpedo, kotiledonari dan juga peringkat 

matang (Gamborg dan Philips, 1995). 

Perangsangan dalam embriogenesis somatik memerlukan auksin yang 

berkepekatan tinggi. Biasanya, sitokinin adalah tidak diperlukan dalam perangsangan 

embriogenesis somatik. Kepekatan tinggi auks in dapat menghalang embrio somatik 

untuk berkembang ke peringkat yang lebih lanjut (Gamborg dan Philips, 1995). 

Media bebas daripada hormon biasanya diguna dalam perkembangan peringkat 

globular embrio somatik kepada anak tumbuhan. Manakala, perangsangan 

embriogenesis somatik memerlukan hormon yang tunggal untuk merangsang struktur 

dipolar supaya berkebolehan untuk membentuk satu tumbuhan yang sempurna 

(Gam borg dan Philips, 1995). 

2.3 HORMON 

Hormon perangsang perturnbuhan merupakan satu faktor yang memainkan peranan 

yang paling penting dalam merangsangkan pembentukan kalus dan penghasilan organ 

pada eksplan yang dikulturkan dalam proses organogenesis dan embriogenesis 

somatik. 

Kebanyakan hormon yang digunakan dalam pengkulturan in vitro adalah 

auksin dan sitokinin. Kedua-dua hormon ini diperlukan dalam pertumbuhan dan 

penghasilan kalus ekspJan tumbuhan. 
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