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ABSTRAK 

Menyedari akan kepentingan Centella asiatica yang kaya dengan pelbagai bahan kimia 

yang terkandung di dalarnnya seperti asiatikosida asid, asiatik dan sebagainya, para 

saintis telah terdorong untuk mencari teknik yang lebih cekap bagi meningkatkan mutu 

C. asiatica. Bioteknologi dapat membantu penghasilan C. asiatica dengan kualiti yang 

tinggi melalui teknik-tenik transformasi genetik. Dalam transformasi genetik, saintis­

saintis memerlukan satu sistem yang cekap bagi regenerasi C. asiatica, justeru kajian ini 

dijalankan adalah untuk melihat kesan sumber karbon terhadap regenerasi C. asiatica. 

Media Murashige dan Skoog (MS) telah dipilih bagi meregenerasi daun C. asiatica. 

Proses regenerasi C. asiatica dengan menggunakan daun ini didorong dengan 

penggunaan dua kombinasi hormon yang berbeza iaitu 8.87J.1M benzylaminopurine 

(BAP) dan 2.85J.1M indole acetic acid (IAA) dan 8.87J.1M BAP dan 2.26J.1M 

naphtaleneacetic acid (NAA). Kedua-dua media ini ditanbah dengan tiga jenis sumber 

karbon telah digunakan pada kepekatan yang berbeza; 4% (w/v) sukrosa, 3% (w/v) 

sukrosa, 3% (w/v) glukosa, 3% (w/v) fruktosa serta campuran 1.5% (w/v) glukosa dan 

fruktosa. Media dengan kedua-dua kombinasi hormon tanpa sebarang sumber karbon 

dijadikan sebagai kawalan di dalam kajian ini. Kombinasi 8.87J.1M BAP dan 2.26J.1M 

NAA memberikan pertumbuhan kalus yang lebih baik berbanding kombinasi 8.87J.1M 

BAP dan 2.85J.1M IAA. Kalus dapat dihasilkan dengan lebih cepat pada media yang 

mengandungi campuran 1.5% (w/v) glukosa dan 1.5% (w/v) fruktosa dengan kombinasi 

8.87J.1M BAP dan 2.85J.1M IAA iaitu pada minggu ketiga tetapi kuantiti kalus yang 

banyak terhasil pada eksplan yang dikultur di atas media yang mengandungi 3% (w/v) 

glukosa dan kombinasi 8.87J.1M BAP dan 2.26J.1M NAA. Kalus berbentuk nodular dan 

keras dapat dihasilkan daripada eksplan yang dikultur di atas setiap media kecuali pada 

eksplan yang dikultur pada media kawalan dengan kombinasi 8.87J.1M BAP dan 2.85J.1M 

IAA. Narnun begitu, pertumbuhan kalus tidak dapat menghasilkan pucuk mahupun akar 

kerana kontaminasi serta keperangan yang disebabkan oleh faktor-faktor tertentu seperti 

suhu, cahaya dan jenis media yang digunakan. 
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ABSTRACT 

Realizing the importance of Centella asiatica which is rich with therapeutic chemicals, 

scientists are driven to improve the quality of C. asiatica. Biotechnology can genetically 

improve C. asiatica through genetic transformation technique. A good regeneration 

system for C. asiatica is perquisite for transformation of the species. Hence, this study 

was carried out to evaluate the effect of different carbon sources on regeneration of C. 

asiatica leaf segments. Two hormone combinations; 8.87~M benzylarninopurine (BAP) 

and 2.85~M indole acetic acid (IAA) and 8.87~M BAP and 2.26~M naphtaleneacetic 

acid (NAA) were used for C. asiatica regeneration supplemented with three types of 

carbon sources at different concentrations were used; 4% (w/v) sucrose, 3% (w/v) 

sucrose, 3% (w/v) glucose, 3% (w/v) fructose and a mix of 1.5% (w/v) glucose and 

fructose. Media with these hormone combinations and without any carbon sources were 

used as the control media in this experiment. Hormone combination with 8.87~M BAP 

combination and 2.26~M NAA induced callus better on explants than the combination of 

8.87~M BAP and 2.85~M IAA. Nodular and solid callus formation was also effected by 

the carbon sources, media containing 1.5% (w/v) fructose and glucose with 8.87~M BAP 

and 2.85~M IAA produced callus faster (3 weeks) than the other media but explants on 

media with 3% (w/v) sucrose and 8.87~M BAP and 2.26~M NAA produced more callus. 

However, no embryo or organ was observed on any of the explants. 
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PENDAHULUAN 

Centella asiatica adalah merupakan salah satu danpada tumbuhan herba yang kaya 

dengan khasiat semulajadinya. Ia adalah merupakan salah satu tumbuhan dan famili 

Umbelliferae atau dikenali juga sebagai famili Apiaceae. Di Malaysia, C. asiatica juga 

dikenali sebagai pegaga. Ia mengandungi pelbagai khasiat yang boleh merawat pelbagai 

jenis penyakit. Kini, ia terdapat di dalam pelbagai bentuk di pasaran iaitu dalam bentuk 

serbuk, minyak sapi dan di dalam krim atau kosmetik eLi, 2000). 

Centella asiatica dipercayai berasal dan negara India dengan nama 

Mandukaparni. Namun begitu, C. asiatica juga terdapat di negara-negara yang beriklim 

tropika dan sub-tropika seperti Afrika, Amerika Selatan dan negara-negara asia seperti 

China dan Malaysia. Ia tumbuh menjalar di atas tanah yang lembap. Terdapat juga C. 
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asiatica yang tumbuh di kawasan paya. Pokok C. asiatica terbahagi kepada beberapa 

segmen iaitu daun, petiol, intemod, stolon dan akar. Kesemua bahagian pada pokok C. 

asiatica ini mengandungi kompaun-kompaun yang sering digunakan bagi tujuan 

perubatan seperti asid asiatik, asiatikosida, karotenoid, vitamin B dan vitamin c. 

Permintaan yang tinggi terbadap C. asiatica menyebabkan teknik penanaman 

yang biasa digunakan untuk menanam C. asiatica tidak dapat menampung permintaan 

yang tinggi terbadap C. asiatica. Ini disebabkan beberapa faktor seperti kekurangan 

kawasan penanaman (Altman, 1998) dan serangan serangga perosak yang menghalang 

penghasilan C. asiatica dalam kuantiti yang banyak. Tambahan pula, masa yang 

diperlukan untuk menghasilkan pokok C. asiatica dengan menggunakan teknik 

penanaman yang biasa adalah lebih panjang berbanding teknik pengkulturan yang 

dilakukan di dalam makmal. Selain itu, teknik penanaman yang biasa digunakan 

memerlukan tenaga buruh yang tinggi bagi memastikan tanaman berada dalam keadaan 

baik bagi memperolehi C. asiatica yang berkualiti tinggi. 

Kaedah regenerasi in vitro dapat membantu penghasilan C. asiatica yang 

berkualiti tinggi di samping mengurangkan risiko serangan mikroorganisma ke atas C. 

asiatica. Selain itu, ia juga merupakan salah satu cara yang dapat diaplikasikan bagi 

meningkatkan basil tanaman dengan lebih cekap (Altman, 1998). Ia tidak memerlukan 

kawasan penanaman yang luas di samping dapat mengelakkan tumbuhan dari serangan 
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serangga perosak tanpa menggunakan tenaga buruh yang ramai bagi mengawal serangan 

serangga ke atas C. asiatica. Regenerasi C. asiatica dilakukan melalui organogenesis atau 

embriogenesis. Eksplan yang biasa digunakan dalam regenerasi C. asiatica ialah dari 

bahagian daun, batang, petiol dan intemod. Regenerasi secara in vitro dapat 

menghasilkan C. asiatica dengan banyak dalam masa yang singkat dan berupaya 

menampung permintaan yang tinggi terhadap tumbuhan ini untuk tujuan komersial. 

Kajian ini dijalankan untuk mencari sistem regenerasi C. asiatica yang lebih 

cekap bagi menghasilkan C. asiatica dalam jumlah yang tinggi di samping membantu 

penyelidik-penyelidik dalam usaha mentransfonnasi C. asiatica. Tiga sumber karbon 

yang berbeza iaitu sukrosa, glukosa dan fruktosa telah digunakan untuk mengkaji kesan 

ketiga-tiga sumber karbon terhadap regenerasi C. asiatica menggunakan daun. 

Penghasilan C. asiatica adalah berbeza bagi setiap jenis sumber karbon yang digunakan. 

Sumber karbon adalah perlu dalam penghasilan C. asiatica yang optimum di mana 

sumber karbon ini memberikan tenaga kepada eksplan untuk membesar dan membentuk 

tumbuhan yang baro di samping dapat membantu pertumbuhan yang lebih cekap. Ia 

memberikan kesan yang berbeza regenerasi C. asiatica. 
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ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 Centella asiatica 

Centella asiatica juga dikenali dengan nama saintifik yang lain, iaitu Hydrocotyle 

asiatica. Negara asal bagi tumbuhan ini tidak diketahui tetapi ia dipercayai berasal dari 

negara India atau negara-negara Asia Tengggara (Ismail Saidin, 2000). Ia juga terdapat 

di negara-negara lain dengan pelbagai nama seperti gotu kolu, Indian pennywort, 

Mandukaparni, pegaga, daun kaki kuda, Di Chien Tsao, Man Tien Hsing dan Zhi Xue 

Cao. Centella asiatica adalah tumbuhan dari farnili Umbelliferae atau lebih dikenali 

sebagai famili Apiaceae. Tumbuhan ini bidup merata di kawasan yang lembap dan 

kawasan berpaya secara menjalar dengan stolon yang panjang. Ia merupakan tanaman 

menutup bumi yang dapat menghalang hakisan tanah berlaku (Goh et aI., 1995). 
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2.1.1 Ciri-ciri tumbuhan Centella asiatica. 

Cenlella asiatica tumbuh menjalar di kawasan tanah lembap dan berpaya. (Daunnya yang 

berwama hijau tua berbentuk hampir obikular dengan gerigi-gerigi di tepi daun (Ismail 

Saidin, 2000). Setiap daun ini tumbuh dari rizom yang terdapat pada setiap intemod 

dengan ukuran 2 hingga 5 em diameter. Intemod adalah bahagian yang menyambungkan 

stolon-stolon panjang pada tumbuhan ini. Setiap daun dipegang oleh petiol yang 

berukuran antara 5 hingga 10 em panjang. Setiap bahagian yang terdapat pada C. asiatica 

boleh digunakan sebagai eksplan dalam tisu kultur. Foto 2.1 menunjukkan sebahagian 

daripada pokok C. asiatica yang terdapat di kawasan tanah lembap. 

. 3( . 
.. ' 

" 

Foto 2.1 Centella asiatica 
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2.1.2 Kompaun-kompaun yang terdapat di dalam Centella asiatica 

Kompaun utama yang menjaeli tumpuan utama terhadap C. asiatia adalah asiatikosida 

yang berupaya merawat penyakit yang disebabkan oleh leprosy dan tuberculosis (Tiwari 

et al., 2000). Daun C. asiatica kaya dengan karotenoids, vitamin B dan juga Vitamin C. 

Kompaun-kompaun lain yang terdapat eli dalam pegaga ialah asid asiatik, saponins, 

centelloside, asid brahmik, brahminosida asid madecassic, meso-inositol oksiasiatikosida 

dan saponin (Goh et al. , 1995). Selain daripada itu, C. asiatica mengandungi kompaun-

kompaun lain yang lebih banyak daripada tumbuhan herba yang lain. 

2.1.3 Kegunaan Centella asiatica 

Centella asiatica eligunakan dalam pelbagai kegunaan oleh masyarakat dahulu dan kini. 

Ia boleh elidapati dengan mudah, sarna ada dalam bentuk daun C. asiatica yang terdapat 

eli pasaran atau dalarn bentuk jus C. asiatica yang mula dikomersialkan eli pasaran 

berdasarkan kepada kompaun dan khasiat yang terdapat eli dalam C. asiatica. Daun C. 

asiatica boleh dimakan begitu sahaja sebagai ulam atau dimakan bersarna sambal kelapa 

dan udang kering sebagai penambah selera. Ia sering eliamalkan oleh masyarakat Melayu 

yang menggemari daun C. asiatica atau pegaga ini. Selain daripada itu, daunnya juga 

boleh elibuat kerabu atau sebagai salah satu isi ramuan nasi ularn (Ismail Saidin, 2000). 
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Daun C. asiatica ini boleh dimakan dengan pelbagai cara mengikut selera dan cita rasa 

individu. C. asiatica kini menjadi tumpuan dan mendapat permintaan yang tinggi bagi 

tujuan perubatan. Menyedari akan khasiat yang terdapat pada C. asiatica, rarnai orang 

yang mula menggemari jus C. asiatica yang semakin banyak dikomersialkan. 

a. Perubatan tradisional. 

Centella asiatica digunakan sebagai penguat daya ingatan dan awet muda di India dengan 

mencarnpurkan daun C. asiatica yang segar ataupun yang kering ke dalarn teh ataU 

dijadikan sebagai salad (Duke, 1997). Khasiat yang terkandung di dalarn C. asiatica 

dapat diperolehi dari tumbuhan C. asiatica dalam pelbagai cara sarna ada dimakan 

mentah ataupun dicarnpurkan ke dalarn makanan atau minuman tertentu. Di Malaysia, air 

perahan C. asiatica dipercayai dapat mengurangkan cirit-birit dan ulser (Ismail Saidin, 

2000). Daun C. asiatica yang dirarnas dapat merawat luka dengan meletakkan ia pada 

tempat yang terluka (Duke, 1997). 

Selain daripada itu, ia Juga digunakan sebagai tonik dan diuretik bagi 

mengimbangi cecair di dalarn badan. Oleh itu, ia juga sesuai digunakan untuk 

mengurangkan tekanan darah tinggi dan kencing manis. Dalam perubatan tradisional di 

India pula, C. asiatica arnat terkenal dengan tonik yang berkesan ke atas saraf dan 
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digunakan dalam merawat beberapa jenis penyakit seperti asma, dopsi, bronkitis, 

leucorrhoea, gastrik, masalah buah pinggang, penyakit kulit dan urethritis (Kakkar, 1988). 

c. Perubatan moden 

Beberapa penemuan terbaru ke atas kompaun yang terkandung di dalam C. asiatica 

terhadap beberapa penyakit telah dikenalpasti. Tumbuhan C. asiatica kini diekstrak bagi 

merawat beberapa jenis penyakit yang telah dikenalpasti ini. Salah satu dari penemuan 

yang dibuat ialah penggunaan C. asiatica bagi tujuan rawatan penyakit-penyakit kulit 

seperti merawat ekzema, kesan luka dan terbakar pada kulit. Penggunaan C. asiatica 

dengan makanan yang mengandungi kandungan vitamin C yang tinggi dapat merangsang 

pembentukan kolagen yang memperbaiki tisu kulit yang telah rosak hasil daripada 

tindakbalas yang berlaku di antara vitamin C dan tiga kompaun di dalam C. asiatica iaitu 

asid asiatik, asiatikosida dan asid medecassic (Duke, 1997). Selain daripada itu, ia juga 

digunakan sebagai bahan anti-kanser, anti-bakteria, anti-kulat dan anti-alergik. Ekstrak C. 

asiatica juga dicampurkan ke dalam beberapa produk kosmetik seperti krim kecantikan 

bagi meningkatkan penghasilan kolagen dan melembutkan kulit (Li, 2000). 
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2.2 Regenerasi Tumbuhan 

Regenerasi adalah kebolehan yang ada pada suatu organisma untuk menumbuhkan 

semula bahagian yang telah musnah atau bahagian yang tiada daripada awal (Bajaj, 

1991). Ia juga dipanggil sebagai totipotensi. Regenerasi tumbuhan secara in vitro adalah 

suatu proses yang dilakukan di dalam makmal bagi menghasilkan satu pokok atau organ 

yang bam daripada bahagian-bahagian tertentu pada pokok seperti daun, petiol, embrio 

dan batang. Regenerasi secara in vitro berlaku dengan dua cara iaitu secara organogenesis 

dan embriogenesis. Regenerasi secara in vitro ini dapat menghasilkan tumbuhan yang 

barn dalam tempoh yang singkat dalam jumlah yang banyak. Oleh itu, ia merupakan 

teknik yang sesuai diaplikasikan bagi meningkatkan jumlah penghasilan tumbuhan seperti 

C. asiatica yang merupakan salah satu tanaman yang mula mendapat pennintaan yang 

tinggi di pasaran pada masa kini. 

2.2.1 Faktor-faktor yang mempengaruhi regenerasi. 

Terdapat pelbagai faktor yang mempengaruhi regenerasi sesuatu spesis twnbuhan. 

Faktor-faktor ini merangkumi faktor dalaman dan faktor luaran. Faktor dalaman yang 

terlibat adalah berpunca daripada eksplan yang dikultur manakala faktor luaran yang 

mempengaruhi regenerasi adalah bergantung kepada persekitaran atau keadaan di mana 
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regenerasi itu dilakukan. Kecekapan regenerasi sesuatu tumbuhan amat bergantung 

kepada faktor-faktor ini. Pertumbuhan eksplan dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti 

pemilihan eksplan dan media yang sesuai, penggunaan honnon yang sesuai dan suhu 

yang optimum untuk pertumbuhan eksplan yang lebih cekap. 

a. Hormon 

Honnon ialah merupakan bahan kimia yang dihasilkan oleh sel di dalam amaun yang 

sedikit (payne et aI., 1992). Dalam teknik pengkulturan, honnon dibekalkan bersama 

nutrien-nutrien lain di dalam media kultur dengan kepekatan tertentu bergantung kepada 

objektif dan spesis eksplan yang digunakan. Ia digunakan untuk merangsang 

pertumbuhan eksplan sarna ada dalam pembentukan pucuk mahupun akar pada eksplan. 

T erdapat 4 kelas utama honnon yang digunakan di dalam tisu kultur iaitu auks~ 

sito~ gibberellin dan asid absisik. 

T erdapat dua jenis auksin yang digunakan dalam tisu kultur iaitu auksin asH dan 

auksin timan. Auksin asli yang sering digunakan ialah indole acetic acid (IAA), 

phenylacetic acid dan indoleacetonitrite. Manakala auksin timan yang sering digunakan 

ialah naphtaleneacetic acid (NAA), indole butyric acid (rnA) dan 2,4-

dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). Penggunaan auksin di dalam media akan 
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