
4000005528 

. ~DIA-fl 
TRANSFORMASI Catharanthus roseus DENGAN 

MENGGUNAKAN Agrobacterium tumefaciens 

LOHPOHIAN 

DISERTASI YANG DIKEMUKAN UNTUK MEMENUHI 

SEBAHAGIAN DARIP ADA SY ARA T MEMPEROLEHI IJAZAH 

SARJANA MUDA SAINS DENGAN KEPUJIAN 

PERPUSTAKAAN 
U"tV{ftSlTI MALAYSIA SABM4 

PROGRAM BIOTEKNOLOGI 

SEKOLAH SAINS DAN TEKNOLOGI 

UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 

PERPUSTAKAAN UMS 

11\\\\\1\\11\\\11\\\11\\11\\\111\\1\1\11\\\111\1\\\1 1\11 1\11 

F ebuari 2004 

1400005528 

~ ~UMS 
~-.z~'> 

SA R " \\ UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



PUMS99:1 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 

' . BORANG PENGESAHAN STATUS TESrS@ 

JUDUL: 

-hI IH.e Aci'.t ~u 

Ij azah : __ r_&i.-I-~~+-"'_>'l_" ___ I_l _\ 1A_l'_J._c, __ S'_",",_, _ ...... _j_..::...(....:..r_.1......j.ttr--L-<.~_'_A_I1_) _______ _ 

SF-.<;[ PENGAJlAN: __ ~_Cr_' °_1 __ 
~ t,H pu rl I-AN Saya, ____ ~~~ __________________________________________________________ _ 

I 
(HURUF BESAR) 

mcngal-u mcmbeoarkan tcsis (LPSlSarjmaJDolctor Falsafah)· inidisimpao di Pcrpustaban Unl\'c.."'Siti 
I Malaysia Sabah deng'IlD syarat-syarnt Iccgunu.n scperti beril..-ut 

Il . Tesis adalah hamulik UniVCl'Si~i Mala)'liia Sabah. 
2. ~erpustak1!an Universiti Malaysia Sabah dibenar\::an membuat satinan untuk tujuan pengajian sahaja. 
3. Perpust1k..aao dibcna.rhn membuat salinan tesis ini scbagai baban pcrtukaran antara institusi peogajian 

tinggi . 
4 . "Sila tandalcan ( / ) 

SULIT 

TERfLW 

TIDAK TERHAO 

(TAN GAN PENUUS) 

(Mengandungi maklumat Yilllg berdaxjah keselamatan atau 
lcepcnti~gan Malaysia seperti yang tennaktub di dalam 
AKTA:RAHSIA RASMl 1972) 

(Mcngandungi mak.lumat TERHAD yang tclah ditentukw 
oLeh organisasilbadan di maoa peoyclidi\:an dijalankan) 

Oisahkan oleh 

(TANDATANGAN PUSTAKAWA~1 

AlaITUtTctap : 'J, -A I Jil/fin £<]::Hf~ / A IO--A J 

Tr1m flY) -Ii & :' T+ Urn e?/lJ1f'J.l.1 J 

N . ~ . Q. Ie . Nama Penyclia 

._---------
Ta~kh:--(_(""L-! J_I_O---,-1 __ _ 

.~ 

Tarikh: ----------------------
CATAT AN: • Potong yang tidakbcrkc:nun . 

•• Iika tcsis ini SULIT atau TERHAD. sila lampirkan rural daripada pihak bc:rkua.o;a/organis:lSi 
hcr.cenUll dengan mcnyatakan sekaJi scbab dan (cmpoh Icsis ini pcrlu dikdaskan sebagai SULIT 
danTERHAD. 

@ Tesis dimaksudkan scbagai tcsis bagi Iju..ah Doktor Falsa!<Ih dan Sarjana sec:ara penyelidil:an, ~!au 
discrtasi bag; penCljilln sccara l(t1ja kursus dan penyelidikan. alau Laporan Projck Sarjana Muda 
(LPSM). 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



11 

PENGAKUAN 

Saya akui karya ini adalah hasil keIja saya sendiri kecuali nukilan dan ringkasan yang 

setiap satunya telah dijelaskan sumbemya. 

Febuari 2004 

~~POHIAN 
HS2001-2655 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



iii 

DIPERAKUKAN OLEH 

Tandatangan 

PENYELIA 

(Dr. Zaleha Abdul Aziz) 

PEMERIKSAI 

(Dr. Roziah Hj. Kambul) 

PEMERIKSA2 

(Cik. Teoh Peik Lin) 

DEKAN 

(Prof Madya Dr. Amran Ahmed) 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



iv 

PENGHARGAAN 

Saya ingin mengambil kesempatan ini mengucap terima kasih kepada Sekolah Sains 

Dan Teknologi, Universiti Malaysia Sabah yang telah menyediakan pelbagai 

kemudahan dan bekalan kepada saya untuk menjalankan projek ini. 

Saya juga merakamkan ribuan terirna kasih kepada penyelia projek saya, Dr. 

Zaleha Abdul Aziz yang telah meyumbang masa, nasihat, tunjuk ajar, dan galakan 

sepanjang perlaksanaan projek ini. 

Tidak lupa juga saya ingin mengucap terima kasih kepada Cik Roseline yang 

menyumbang tenaga dan tunjuk ajar semasa perlaksanaan projek ini dan rakan-rakan 

seperjuangan yang berganding bahu bersama saya. Bantuan dan galakan mereka telah 

membantu saya menjayakan projek ini. Mereka ialah Cboi San San, Esther Lo, Koo 

Geok Chin, Chee Jee Wei, Czelum Wong, Lim Soon Siang dan Rosliza Ibrahim. 

Segala galakan, nasihat, bantuan, dan tunjuk ajar yang diberi oJeb semua pihak 

yang terlibat amat dibargai. Semoga mereka sentiasa dalam keadaan baik dan 

sejabtera. Sekian, terima kasih. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



v 

ABSTRAK 

Tiga variati Catharanthus rose us yang berlainan warna bunga digunakan untuk 

melakukan transformasi dengan menggunakan Agrobacterium tumefaciens AGLI + 

pCAMBIA 1303. Pengaruh tempoh pra-kultur dan ko-kultur terhadap transformasi 

telah diuji. Biji benih C. rose us dikumpul dari sekitar Kompleks Sukan Likas, Kota 

Kinabalu lalu dieambah dalam medium YzMS. Setelah hipokotil meneapai panjang 

kira-kira 4 em, ia dipotong lalu dipra-kultur selama 0, 4, 8, dan 12 hari. Kemudian, 

eksplan diko-kultur bersama A. tumefaciens AGLI + pCAMBIA 1303 selama 3, 6, 

dan 9 hari pada medium yang mengandungi 200 mM asetosiringon. Eksplan dipilih 

dengan menggunakan 50 mgL-1 higromisin dan aktiviti gen gus diuji dengan ujian 

histokimia GUS. Pada tempoh pra-kultur yang singkat (4 hari), C. rose us dari variati 

putih telah menunjukkan peratusan eksplan dengan ujian aktiviti gen gus positif yang 

tinggi dengan peningkatan tempoh ko-kultur (9 hari). Apabila tempoh pra-kultur 

ditingkatkan untuk variati ini, hari ko-kultur yang pendek (3 hari) telah berupaya 

menghasilkan peratus eksplan dengan aktiviti gen gus yang tinggi (88.9%-100%). 

Untuk variati merah jambu, dengan peningkatan tempoh pra-kultur peratus eksplan 

dengan keputusan positif ujian GUS merosot sedikit. Untuk variati ungu, eksplan 

dengan 4 hari pra-kultur dan 6 hari ko-kultur telah menyebabkan peratus eksplan 

dengan keputusan positifujian GUS yang tinggi. 
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ABSTRACT 

Three varieties of Catharanthus roseus, based on different colour of flowers, were 

collected and transformed using Agrobacterium tumefaciens AGL 1 + pCAMBIA 

1303. The effects of pre-culture and co-culture periods toward transformation were 

evaluated. C. roseus's seeds were collected from the Likas Sport Complex, Kota 

Kinabalu and germinated on YlMS medium. When the lengths of the hypocotyls 

reached about 4 em, there were cut and pre-cultured for 0, 4, 8, and 12 days. After 

that, explants were co-cultured with A. tumefaciens AGLI + pCAMBIA 1303 for 3, 6 

and 9 days on a medium containing 200 mM acetosyringon. Following inoculation, 

explants were selected using 50 mgL-! hygromycin and the activity of gus gene was 

checked using the histochemical GUS test. Short pre-culture period (4 days) and long 

co-culture period (9 days) for white variety results in high percentage of explants 

showing positive gus activity (blue staining). When the pre-culture period was 

increased to 8 and 12 days, short co-culture period (3 days) was capable to produce 

100% of explants showing positive gus activity. For pink variety, increasing the pre-

culture period result in slight drop of percentage of explants with positive gus activity. 

Increasing the pre-culture period and co-cultivation period gave variable results for 

pink variety. For purple variety, 4 days pre-culture with 6 days co-culture periods 

result in high percentage of explants showing positive gus activity. 
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BAB1 

PENDAHULUAN 

1.1 PENGENALAN 

C. rose us dari famili Apocynaceae yang mengandungi lebih kurang 150 alkaloid amat 

berguna dalam bidang perubatan (Dewick, 2002). Alkaloid yang terhasil dikenali 

sebagai alkaloid vinca yang tergolong dalam jenis alkaloid tripofan. Sejak zaman 50-

an, C. roseus telah menarik perhatian ahli sains mengkaji bagaimana untuk 

meningkatkan lagi penghasilan kandungan alkaloid melalui teknik kultur tisu dan 

kejuruteraan genetik. Transformasi dengan menggunakan cara Agrobacterium 

(Gamier et al. 1999) dan senapang biolistik (Hilliou et ai., 1999; Zarate et ai., 1999) 

telah digunakan untuk memasukkan gen asing ke dalam tumbuhan ini. 

Sungguhpun turnbuhan ini telah lama dikaji, penJanaan semula pucuk C. 

roseus yang telah ditransformasi dengan A. tumefaciens daripada transgenik kalus dan 

sel ampaian dilapor gaga!. lni mungkin disebabkan oleh ciri tumbuhan ini yang susah 

untuk dijana semula (Zarate et al., 1999). Sehingga kini, penjanaan semula C. roseus 

yang berjaya dengan menggunakan teknik kultur tisu tanpa transformasi hanya sedikit, 

walau bagaimanapun keputusannya semakin memuaskan (Constabel et al. , 1982; Kim 

et al. , 1994, Lee etal. 2003). 
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Kebanyakan transformasi C. roseus dijalankan bertujuan untuk meningkatkan 

kandungan alkaloid dan jarang sekali untuk tujuan lain. Keputusan terhadap kajian 

kultur tisu dan transformasi C. roseus adalah berlainan bergantung kepada fenotip 

tumbuhan. Tumbuhan C. roseus yang berlainan wama bunga memberi keputusan yang 

berlainan terhadap tindakan hormon (Lee et al. 2003) dan bakteria yang berlainan. 

1.2 OJEKTIF KAJlAN 

Kajian ini bertujuan untuk: 

• membangunkan satu sistem transformasi untuk C. roseus, 

• mengkaji pengaruh tempoh masa pra-kultur dan ko-kultur yang berlainan 

terhadap transformasi ke atas C. roseus, dan 

• mengkaji kebolehan transformasi strain Agrobacterium tumefaciens AGLI 

terhadap C. rose us yang berlainan warn a bunga. 
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BAB2 

ULASAN LITERA TUR 

2.1 Catharanthus roseus 

C. roseus (Rajah 2.1) yang juga digelar dalam nama sainstifik yang lain sebagai Vinca 

rosea, Lochnera rosea, Ammocallis rosea. Dalam bahasa Greek, katharas bermaksud 

tulen manakala anthus bermaksud bunga. Tumbuhan ini dipercaya berasal dari 

Madagascar dan terse bar ke banyak negara tropik. Antara nama umum tumbuhan ini 

termasuk Madagascar periwinkle, rosy periwinkle, old maid, kemunting cina, tahi 

anjing, chang chun hua dan lain-lain (Umberto Quattrocchi, 2000; Wiersema dan 

Leon, 1999). C. roseus tergolong dalam famili Apocynacea (Jadual 2.l). Tumbuhan 

ini renek, batangnya berkayu dan ia dapat tumbuh sehingga ketinggian satu hingga 

dua kaki . Daunnya kira-kira satu hingga dua inci panjang, berwama hijau gelap, 

ringkas dengan margin yang licin, tumbuh bertentangan, berlignin pada bahagian 

bawah daun. Jika batangnya dilukakan, lateks akan mengalir keluar. Bunganya 

mempunyai 5 kelopak dan mempunyai pelbagai jenis warna yang menarik. Buahnya 

berbentuk panjang, lampai, dan berpasangan. Biasanya penjanaan semula tumbuhan 

ini melalui bijih benih atau menggunakan batangnya (Dewick, 2002; Wiart, 2000). 

Taksonomi tumbuhan ini dinyatakan pada Jadual 2.1. 
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Jadual2.1 Klasifikasi C. rose us 

Alam 

Sub-alam 

"Superdivision" 

Divisi 

Kelas 

Sub-kelas 

Order 

Famili 

Genus 

Spesis 

: Planta 

: "Tracheobionta" (Bervaskular) 

: "Spermatophyta" (Berbijig bernih) 

: "Magnoliophyta" (Berbunga) 

: "Magnoliopsida" (Dikotileton) 

: "Asteridae" 

: "Gentianales" 

: "Apocynaceae" 

: Catharanthus 

: Catharanthus roseus 

4 

Rajah 2.1 Tumbuhan C. rose us yang digunakan dalarn kajian. A) Bunga berwarna 
merahjambu. B) bunga berwarna putih. C) bunga berwama ungu. 

Tumbuhan ini biasa ditanam sebagai tumbuhan hiasan di sekitar rumah 

ataupun bandar. Ini disebabkan tumbuhan ini mempunyai ketahanan yang sangat 

tinggi terhadap euaea yang panas. Kepelbagaian warna bunga. ketahanan bunga dan 

kemarnpuan ia berbunga sepanjang tahun membolehkan tumbuhan ini dijadikan 

tumbuhan hiasan. Malangnya. tumbuhan ini mudah diserang penyakit yang 

disebabkan virus (Lampiran B). 
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2.2 KEGUNAAN c Toseus DALAM BIDANG PERUBATAN 

TRADISIONAL DAN MODEN 

Selain daripada mencantikkan persekitaran, ia juga adalah herba yang berguna. Ia 

mengandungi kira-kira 150 jenis alkaloid tersebar di bahagian berlainan pada seluruh 

tumbuhan (Dewick, 2002). Alkaloid merupa salah satu hasil metabolisma sekunder. 

Kebanyakan hasil metabolisma sekunder ialah bertujuan untuk mempertahankan 

turnbuhan daripada serangan bakteria, haiwan, serangga dan lain-lain organisma 

kerana bertoksik atau bertujuan untuk menarik perhatian agen pendebungaan kerana 

berbau wangi dan fungsi-fungsi lain, tetapi jarang sekali membantu pertumbuhan. Van 

der Heijden et al.(1989) telah menyenaraikan alkaloid-alkaloid yang diasing melalui 

teknik kultur sel dan tisu c'roseus dalam siasatan literatur mereka. Sebanyak 55 jenis 

alkaloid dan 9 jenis hasil metabolisma sekunder yang lain tersenarai di dalam. 

Kandungan alkaloid yang pelbagai jenis menyebabkan tumbuhan ini 

digunakan untuk mengubati pesakit sejak dahulu. Tumbuhan ini bukan saja digunakan 

dalam perubatan tradisional, iajuga amat berguna dalam perubatan moden. 

2.2.1 Perubatan Tradisional 

Dalam perubatan tradisional di Tanah Melayu, ia biasa digunakan sebagai ubat untuk 

mengubati penyakit kencing manis, cirit-birit, bengkak usus, penyakit darah tinggi, 

kesakitan semasa haid, merawat luka yang disebabkan oleh terbakar, tercalar, bengkak 

dan lain-lain lagi. Negara-negara yang biasa menggunakan tumbuhan ini sebagai 

ramuan untuk mengubati penyakit kencing manis adatah seperti ___ : -ne ar 'f\/I S 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 
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Tenggara, India, dan Afrika Selatan. Berdasarkan kegunaan herba ini dalam perubatan 

tradisional sebagai ubat penyakit kencing manis, C. rose us telah dibawa oleh 

sekumpulan sainstis Kanada untuk membuat kajian antidiabitik daripada ekstrak 

tumbuhan ini pada tahun 60an (Wiart, 2000). 

2.2.2 Perubatan Moden 

Pada mulanya, tumbuhan ini diuji potensinya terhadap aktiviti hipoglicaemik, tetapi 

ekstrak tumbuhan ini tidak memberi sebarang tindakan terhadap tahap gula dalam 

darah. Sebaliknya ekstrak daun didapati berkebolehan untuk menentang sel darah 

putih yang ada pada tikus. Penyelidik-penyelidik dari syarikat Eli Lily, syarikat 

pengeluar ubat, telah membuat kajian lanjut terhadap kandungan fitokimia tumbuhan 

ini Ekstrak tumbuhan ini didapati berpotensi untuk mengubati kanser. Dengan itu, 

dalam perubatan moden tumbuhan ini digunakan untuk mengubati beberapa jenis 

kanser (Wiart, 2000). 

Alkaloid-alkaloid yang unik dalam tumbuhan ini ialah vinblastine dan 

vincristine yang digunakan sebagai kimoterapi dalam kanser. Vinblastine yang 

terutama digunakan untuk merawat penyakit Hodgkin, serta kanser yang 

mempengaruhi nodul limpa, limpa, dan hati. Vincristine adalah antitumor yang kuat 

berbanding dengan vinblastine dan neurotosik. Ia amat berguna untuk mengubati 

leukemia pada peringkat kanak-kanak. Selain itu, ia tUTut diguna untuk pesakit 

limfamas, kanser peparu sel kecil (small cell lung cancer), serta kanser servik dan 

buah dada. Biasanya, ia disuntik masuk ke dalam badan pesakit dengan kombinasi 

ubat anti-kanser yang lain (Dewick, 2002). 
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Malangnya akaloid di bahagian daun ini adalah amat sedikit dan susah 

dihasilkan melalui teknik kultur tisu terutama vincristine. Ia memerlukan lebih kurang 

500 kg tumbuhan ini untuk mendapat 19 vincristine dan sehingga kini, vincristine 

tidak dapat dihasilkan melalui teknik kultur tisu. Walau bagaimanapun, ia dapat 

dihasilkan dengan menukar vinblastine ke vincristine dengan kawalan pengoksidaan 

asid kromik atau melalui N-demethhylation dengan Streptomyces albogriseolus. 

Memandangkan hasil vinblastine yang terhad dalam tumbuhan ini, penyelidik telah 

mensintesiskan vincristine daripada catharanthine dan vindoline. Kedua-dua alkaloid 

ini merupakan "precursor" kepada vincristine dan vinblastine (Gamier et aI., 1999) 

dan kandungan kedua-dua alkaloid ini tinggi dalam tumbuhan tersebut (Rajah 2.2). 

Oleh itu, mereka digunakan mensintesiskan vincristine dan juga vinblastine (Dewick, 

2002). 

Cathranthine y Vindoline 

Vinblastine 

Rajah 2.2 Pembentukkan vinblastine (Sumber: Moreno et aI., 1995) 
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Setiap bahagian di seluruh C. roseus mengandungi jenis dan kandungan 

alkaloid yang berlainan. Menurut penyelidikkan yang telah dibuat, ramai ahli sains 

telah menggunakan bahagian berlainan pada tumbuhan untuk kajian (Moreno et aI. , 

1995; Gamier et aI. , 1999). 

Daripada siasatan literatur yang dibuat oleh Van der Heijen et al. (1989) 

sehingga tahun 1988 dan Moreno et al. (1995) dari tahun 1988 hingga 1993 serta 

Ganapathi dan Kargi (1990) merurnuskan faktor-faktor yang menjejaskan biosintesis 

metabohsma sekunder dalam c'roseus untuk menghasilkan alkaloid-alkaloid. Faktor-

faktor yang menjejaskan penghasilan metabolisma sekunder termasuk kandungan 

nitrogen, fosfat, sukrosa, dan mineral yang lain dalam medium, kombinasi honnon, 

pH, cahaya, suhu, pengudaraan, dan tekanan. Kandungan sitokinin (honnon) sahaja 

dapat meningkatkan penghasilan alkaloid dalam tumbuhan ini (Gamier et al., 1999~ 

Decendit et aI., 1992). Selain daripada itu, hasil gabungan daripada "shikimate 

pathway" dan "mevalonate pathway" iaitu strictosidine (Canel et al., 1998), 

"precursor" pertama dalam biosintesis bagi terpenoid indol alkaloid (Rajah 2.3) juga 

dapat meningkatkan hasil alkaloid dalam tumbuhan (Van der Heijen et al.,1989; 

Moreno et al., 1995; Ganapathi, 1990). 

2.3 TRANSFORMASI DENGAN MENGGUNAKAN A tume/adens 

Transformasi menggunakan A. tumefaciens bukan satu teknik yang baru. A. 

tumefaciens adalah bakteria tanah yang membabitkan dalam pembentukan bengkak 

pad a tempat luka. Ia dapat menjangkit kebanyakan tumbuhan dikotiledon berbanding 

dengan tumbuhan monokotiledon. A. tumejaciens boleh mengakibatkan pembentukan 
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Rajab 2.3 Biosintesis untuk strictosidine. Anah panah jelas menunjukkan hanya sekali 
tindakan enzim. Anak panah terputus-putus menunjukkan beberapa kali tindakan 
enzim. (Sumber Canel et al., 1998) . 

tumor manakala A. rhizogenes mengakibatkan pembentukkan akar dengan banyak 

(Draper dan Scott, 1994). Ia telah lama digunakan oleh ahli sains untuk mengkaji 

tindak balas tumbuhan terhadap gen asing yang dibawa oleh bacteria ini. A. 

lumefaciens membawa plasmid Ti yang akan mengakibatkan pembentukan tumor. 

Secara umumnya plasmid Ti adalah berbentuk bulat dan mempunyai empat kawasan 

umum iaitu T-DNA, permulaan replikasi, konjugasi plasmid, dan kawasan virulen. 
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