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ABSTRAK
 Kajian transformasi ke atas Labisia pumi/a var. pumi/a (Kacip Fatimah)
 menggunakan Agrobacterium rhizogenes strain TRI05 dan A4GUS telah dilakukan
 ke atas bahagian nod dan intemod babagian batang Labisia pumila. Terdapat tiga
 objektif yang dikaji dalam kajian ini iaitu jenis ekspJan, mencari bacaan ketumpatan
 optikal (00) yang optimum dan jenis strain yang berbeza. Kesemua eksplan yang
 telah dicederakan terlebih dahulu kemudiannya diinokulasi di dalarn larutan kultur
 set terampai Agrobacterium pada bacaan 00 yang ingin dikaji iaitu 0.4, 0.5 dan 0.6
 bagi strain TRIOS dan 0.5, 0.7 dan 0.9 bagi A4GUS selama 30 minit Kemudian,
 kesemua eksplan dipindahkan ke dalam medium ko-kultivasi selama 6 hari sebelum
 dipindahkan ke medium MS dengan gandaan vitamin yang baru untuk fasa
 regenerasi. Dalam kajian ini, kawalan yang digunakan adalah eksplan yang
 diinokulasi dengan air suling yang telah disteril dan dikultur pada medium MS
 dengan gandaan vitamin. Tiga repLikasi dilakukan dalam kajian ini. Bagi tujuan
 ujian Histokimia, Agrobacterium strain A4GUS telah digunakan. Keputusan kajian
 menunjukkan terdapat masaJah pertumbuhan berlebihan Agrobacterium strain
 A4GUS pada eksplan yang diinokulasi pada bacaan 00600 0.5 dan 00600 0.7
 berlaku selepas tempoh ko-kultivasi walaupun setelah em pat kali basuhan dengan
 menggunakan antibiotik. Masalah ini telah menyebabkan ujian Histokimia tidak
 dapat dilakukan, sebaliknya, ujian Histokima yang dilakukan pada eksplan yang
 diinokulasi pada bacaan OD600 Agrobacterium A4GUS 0.9 tidak menunjukkan
 sebarang keputusan tompokan biru. Tiada pembentukan akar rerambut tumbuh bagi
 eksplan yang ditransfonnasi dengan menggunakan strain TRIOS.
 v
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vi
 ABSTRACT
 Transfonnation of Labisia pumila var. pumila (Kacip Fatimah) was perfonned by
 using two different strains of Agrobacterium rhizogenes which were TR I 05 and
 A4GUS. Type of explants, type of strains and the best OD reading of
 Agrobacterium growth were the three objectives studied in this experiment. All the
 explants had been wounded before inoculated in Agrobacterium culture with OD
 reading 0.4, 0.5 and 0.6 for TR105 strain and 0.5, 0.7 and 0.9 for A4GUS strain
 for 30 minutes. All the explants were removed onto co-cultivation medium for 6
 days followed by transferring of explants onto fresh MS with double vitamin
 medium for regeneration phase. In this experiment, the explants that had been
 inoculated in sterilized distilled water and cultured on MS with double vitamio
 were used as control. Three trials of transformation were carried out for each type
 of explants with the same 00 reading of each strain. For Histochemical test,
 Agrobacterium A4GUS was used. The result of this experiment was, there was
 overgrowth problems of Agrobaclerium strain A4GUS occurred 00 all explants
 that have been inoculated with OD reading 0.5 and 0.7 after co-cultivation period
 although all the explants had been washed with antibiotic for forth time. Test of
 Histochemical could not be done 00 all the explants with overgrowth problems but
 for the explants that were inoculated at 00600 0.9, this test was carried out and
 showed negative result There was no hairy root formation found on explants that
 were transformed with TRI05 straio.
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BAD!
 PENDAHULUAN
 Malaysia merupakan salah satu negara di duma yang kaya dengan pelbagai spesis flora
 dan fauna. Terletak di garisan khatulistiwa, Malaysia amat bertuah kerana mempWlyai
 pelbagai khazah alam yang bidup subur di hutan hujan tropika dan mempunyai hutan
 antara yang tertua di dunia. Hasilnya, Malaysia juga kaya dengan pelbagai spesis
 tumbuhan herba yang amat berpontensi di dalam bidang farmaseutikal. Antara tumbuhan
 herba yang amat popular dikalangan masyarakat Melayu terutamanya kepada kaum
 wanita ialah pokok Labisia pumila atau lebih dikenali sebagai Kacip Fatimah. Ketika ini,
 pasaran herba pada peringkat antarabangsa merangkumi penambah rasa makanan, bahan
 asas produk kesihatan serta bahan asas untuk produk neutrasuetikal dan anggaran pasaran
 adalah diantara usn 40 hingga 100 juta, iaitu 10% hingga 20% peningkatan bagi setiap
 tahun (Ramlan, 2002).
 Labisia pumila merupakan salah satu tumbuhan herba yang mempunyai potensi
 besar dalam bidang perubatan terutamanya yang melibatkan penjagaan kesihatan bagi
 kaum wanita. Labisia pumila dikatakan dapat meningkatkan tenaga kaum wanita
 seterusnya membolehkan kaum wanita dapat terus aktif dalam meneruskan kehidupan
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2
 seharian. Selain itu, tumbuhan ini telah digunakan sejak turun-temurun sebagai ubat
 untuk membantu proses kelahiran bayi serta sebagai ubat selepas bersalin (Ramlan,
 2002). Labisia pumila juga dikatakan mempunyai keupayaan untuk mengubati cirit-birit,
 sakit sendi dan juga mengurangkan kesakitan ketika haid (Ramlan, 2002).
 Namun begitu, terdapat pelbagai masalah yang timbul dalam usaha untuk
 mengkomersialkan tumbuhan ini di peringkat antarabangsa. Antaranya ialah, ketika ini,
 Labisia pumila hanya tumbuh secara liar di kawasan hutan di Malaysia. Selain itu, tiada
 maklumat lengkap berkaitan tumbuhan ini seperti kaedah penanam yang paling berkesan
 bagi tumbuhan ini, maklumat-maklumat bagi sebatian aktif yang membolehkan Labisia
 pumila digunakan bagi tujuan perubatan dan mekanisma tindak balas sebatian tersebut
 telah membantutkan usaha untuk meningkatkan nilai bagi tumbuhan herba ini.
 Bagi menangani masalah ini, kejuruteraan genetik dikatakan dapat membantu
 untuk meningkatkan nilai terhadap tumbuhan ini terutama di dalam penghasilan sebatian
 metabolit sekunder. Bahan metabolit sekunder ialah bahan yang dihasilkan oleh
 tumbuhan di dalam tetapi tidak penting bagi tujuan pertumbuhan tumbuhan tersebut
 sebaliknya ia penting dalam memastikan kelangsungan hidup tumbuhan tersebut. Contoh
 bagi bahan metabolit sekunder adalah seperti bahan anti-bakteria, bahan anti-kanser dan
 sebagainya yang mampu membantu manusia untuk menghasilkan ubat-ubatan yang
 berkesan.
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3
 Kejuruteraan genetik yang boleh digunakan untuk tujuan ini adalah DNA
 rekombinan, iaitu memasukkan gen asing ke dalam DNA tumbuhan dan menghasilkan
 modifikasi genetik mengikut ciri yang dikehendaki. Terdapat pelbagai kaedah bagi tujuan
 DNA rekombinan seperti kaedah senjata biolistik, elektroporasi dan melalui transformasi
 Agrobacterium. Dalam kajian ini, kaedah pemindahan DNA asing menggunakan kaedah
 transformasi Agrobacterium. Transformasi ialah kaedah memperkenalkan DNA yang
 ingin diklonkan ke dalam sel bagi membolehkan protein yang dikod oleh DNA tersebut
 dapat dihasilkan (Songstad et ai., 1995). Kaedah ini mempunyai banyak kelebihan
 berbanding kaedah lain. Kaedah ini tidak melibatkan kos yang tinggi, lebih jitu dan dapat
 memindahkan gen yang dikehendaki dengan hujung yang diketahui dengan melakukan
 sedikit perubahan. (Gustavo et aI., 1998).
 Jenis Agrobacterium yang digunakan dalam kajian ini ialah Agrobacterium
 rhizogenes. Agrobacterium rhizogenes merupakan bakteria gram negatif yang berasal
 daripada tanah dan mempunyai kelebihan semulajadi untuk melakukan mekanisma
 transformasi terhadap tumbuhan (Vinod et ai., 2006). Bakteria ini membawa plasmid Ri
 yang mempunyai gen akar rerambut. Agrobacterium ini akan menjangkiti tumbuhan
 yang telah dicederakan dan seterusnya meransang pertumbuhan akar rerambut pada
 bahagian yang dijangkiti hasil daripada rekombinasi gen yang terdapat pada plasmid
 bakteria dengan gen pada sel yang telah dicederakan (Vinod et ai., 2006). Akar rerambut
 ini mempunyai kebaikan tertentu seperti menghasilkan bahan metabolit sekunder yang
 mempunyai nilai dalam bidang kesihatan. Penghasilan akar rerambut ini memudahkan
 pembuktian secara fizikal bahawa proses transformasi telah berlaku.
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 Terdapat banyak faktor yang memainkan peranan dalam memastikan proses
 transformasi menggunakan Agrobacterium berlaku dengan efisien. Antaranya ialah
 pemilihan strain Agrobacterium yang sesuai, cara mengendalikan eksplan dan juga
 parameter transformasi yang terlibat. Contoh bagi parameter yang terlibat adalah seperti
 faktor suhu dan pH semasa proses ko-kultivasi, jangkamasa pra-kultur dan ko-kultivasi
 dan juga jenis media yang digunakan untuk mengkultur eksplan (Wu et al., 2003).
 Bagaimanapun, untuk mengkaji satu sistem transformasi tumbuhan menggunakan
 kaedah Agrobacterium, terdapat banyak faktor yang berkait rapat serta memainkan
 peranan penting untuk membolehkan proses ini berlaku. Oleh itu, objektif bagi kajian
 transformasi Labisia pumila dengan menggunakan Agrobacterium rhizogenes ;
 1. Mengkaji kekerapan penghasilan akar rerambut menggunakan bahagian nod dan
 internod stem Labisia pumila sebagai eksplan.
 2. Menentukan bacaan ketumpatan optikal (OD) pertumbuhan Agrobacterium
 rhizogenes strain TRIOS dan A4 GUS yang optimum.
 3. Mengkaji faktor strain A. rizhogenes yang berbeza iaitu strain TRIOS dan A4GUS
 dalam menentukan kejayaan transformasi.
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DAB 2
 ULASANPERPUSTAKAAN
 2.1 Labisia pumila (Kacip Fatimah)
 Labisia pumila merupakan salah satu tumbuhan herba yang popular di kalangan
 masyarakat Melayu terutamanya melibatkan soal penjagaan kesihatan bagi kaum wanita.
 Labisia pumila yang lebih dikenali sebagai Kacip Fatimah merupakan tumbuhan herba
 yang tergolong di dalam keluarga Myrsinaceae. Tumbuhan ini digunakan secara meluas
 oleh masyarakat Melayu zaman dahulu sebagai tumbuhan ubatan bagi tujuan membantu
 proses kelahiran bayi. Selain daripada itu, Kacip Fatimah juga digunakan sebagai ubatan
 post-partum iaitu ubatan selepas proses kelahiran.
 Labisia pumila hanya merupakan genus yang terkecil di dalam keluarga
 Myrsinacea. Kacip Fatimah biasanya dijumpai di kawasan Indochina selain daripada
 Malaysia. Tumbuhan ini tumbuh secara liar di dalam kawasan hutan hujan yang terletak
 80 hingga 100 meter dari aras laut. Selain daripada membantu di dalam proses kelahiran
 bayi serta sebagai ubat selepas bersalin. Kacip Fatimahjuga dikatakan mampu mengubati
 cirit-birit, sengal-sengal tulang. gonorea iaitu sejenis penyakit yang menyebabkan
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 berJakunya lelehan pada alat kemaluan serta mampu mengurangkan kesakitan semasa
 haid (Zainon, 2004).
 Terdapat tiga jenis Kacip Fatimah yang telah dikenal pasti terdapat di Malaysia
 iaitu variasi alata, variasi pumila dan variasi lanceolata. Ketiga-tiga jenis Labisia pumila
 ini mempunyai perbezaan darisegi eiri-eiri fizikal, kimia serta aktiviti biologi (Zhari et
 al., 1999). Adalah penting bagi penyelidik untuk melakukan penyelidikan berkaitan
 sebaitan aktif yang terdapat pada tumbuhan ini bertujuan untuk mengenal pasti bahagian
 atau bahan yang terdapat pada Kacip Fatimah, yang berpontensi untuk dibangunkan
 sebagai ubatan herba yang selamat dan berkesan.
 Pada ketika ini, terdapat permintaan yang tinggi terhadap tumbuhan herba
 termasuk mendapatkan sumber daripada tumbuhan-tumbuhan herba yang tumbuh seeara
 liar. Ini kerana, pada ketika ini, aktiviti penanaman tumbuhan herba seeara komersial
 masih tidak giat diusahakan disebabkan oleh masalah kekurangan maklumat berkaitan
 tumbuhan herba berkenaan, termasuklah Kacip Fatimah. Ketika ini, Kaeip Fatimah
 mendapat permintaan yang tinggi di dalam Malaysia terutamanya sebagai minuman tonik
 selepas bersalin. Walau bagaimanapun, kekurangan maklumat berkaitan Labisia pumila
 seperti maklumat teknikal dalam mengenal pasti jenis Kacip Fatimah, teknik propagasi,
 agronomi serta aspek sivikultur menjadikan proses untuk mengkomersialkan tumbuhan
 ini menghadapi masalah. Oleh yang demikian, kajian yang melibatkan proses propagasi
 dilihat sebagai langkah yang penting untuk membolehkan Kacip Fatimah dikomersialkan
 secara meluas.
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 Selain itu, ketiga-tiga variasi Kacip Fatimah yang terdapat di negara ini
 mempunyai fungsi yang berbeza untuk setiap satunya. Maka, pemilihan variasi Kacip
 Fatimah yang betul adalah penting bagi memastikan sesuatu kajian yang dilakukan
 beIjaya atau tidak terdapat masalah lain yang timbul disebabkan oleh pemilihan variasi
 yang tidak sesuai. Walaubagaimanapun, terdapat masalah untuk mengenal pasti variasi
 bagi Kacip Fatimah. Sebagai contoh, terdapat hanya sedikit perbezaan di antara variasi
 alata dan variasi pumila darisegi daun dan petiol. Oleh itu, adalah penting untuk para
 penyelidik menghasilkan satu kaedah yang berkesan untuk mengenal pasti jenis
 tumbuhan ini.
 Kajian awal telah dilakukan menggunakan kaedah agroperhutanan dalam usaha
 untuk membiakkan tumbuhan ini. Kaedah ini melibatkan penanaman Kacip Fatimah di
 dalam kawasan pokok getah serta di kawasan pokok rotan. Walaubagaimanapun, kajian
 bagi penanaman Kacip Fatimah secara monokultur masih tidak dilakukan. Hasil daripada
 kajian awal ini, didapati bahawa kaedah penanaman yang berkesan untuk tumbuhan ini
 adalah menggunakan biji benih serta akar. Selain itu, Kacip Fatimah tumbuh dengan
 subur di kawasan yang redup serta tidak mempunyai kandungan air yang tinggi di dalam
 tanah tetapi mempunyai kandungan humus yang tinggi.
 Kacip Fatimah biasanya direbus untuk mendapatkan air rebusan untuk diminum.
 Air rebusan Kacip Fatimah dikatakan mempunyai sebatian kimia yang penting untuk
 kesihatan wanita. Pada masa ini, sudah terdapat minat dikalangan para penyelidik
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