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ABSTRAK

Phalaenopsis gigantea merupakan orkid yang dikelaskan sebagai spesis yang
terancam dalam Appendix II of the Convention on International Trade in Endangered
Species (CITES). Oleh sebab itu, spesis perlu dilindungi dan dipelihara daripada
kepupusan. Pengawetan krio merupakan salah satu cara yang berkesan untuk
memulihara bahan tumbuhan dalam penyimpanan jangka masa yang panjang. Dalam
kajian ini, kaedah vitrifikasi digunakan untuk mengawet-krio biji benih dan protokom
spesis ini. Protokol pengawetan krio kajian ini merangkumi pra-pertumbuhan, pra-
kultur, rawatan pemuatan, rawatan dehidrasi dengan larutan vitrifikasi, penyimpanan
dalam cecair nitrogen, penyahbekuan, rawatan penurunan, rawatan pencucian dan
seterusnya percambahan semula. Kesan masa pra-pertumbuhan yang berbeza (0 hari -
10 hari) dan pengaruh media pra-kultur dengan kepekatan sukrosa yang berlainan (OM
- 0.6M) terhadap viabiliti biji benih telah dinilai. Kesan media percambahan yang
ditambah dengan surfactant pada kepekatan yang berbeza terhadap percambahan
semula biji benih setelah penyimpanan dalam cecair nitrogen telah dikaji. Selain itu,
pengaruh masa prakultur yang berbeza dikaji terhadap viabiliti biji benih dan
protokom. Kajian masa rawatan pemuatan yang berbeza turut dijalankan pada
protokom. Ujian viabiliti ditentukan dengan dua kaedah, iaitu analisis TTC dan ujian
percambahan semula. Media prakultur dengan 0.3M sukrosa memberi nilai
percambahan yang paling tinggi iaitu 8.3% % 2.3% manakala media percambahan
yang mengandungi surfactant menunjukkan percambahan yang paling tinggi dengan
6.3% * 5.5% pada kepekatan 0.5% (w/v). Kesan masa pra-pertumbuhan dan prakultur
gagal dinilai. Hasil pertumbuhan biji benih yang diawet-krio terdiri daripada
protokom, protokom baru dan kalus. Selain itu, protokom yang diawet-krio tidak
menunjukkan kehidupan semasa pertumbuhan semula.
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ABSTRACT

Phalaenopsis gigantea is classified as an endangered species in the Appendix II of the
Convention on International Trade in Endangered Species (CITES), and thus, this
species needs to be protected in order to avoid extinction. Cryopreservation is one of
the practicable approach that can conserve the plant material for long term storage. In
this study, vitrification was used to cryopreserve the seeds and protocorm of this orkid
species. Vitrification-based cryopreservation protocol involves the pre-growth, pre-
culture, loading treatment, dehydration by vitrification solution, storage in liquid
nitrogen, thawing, unloading treatment, washing process, and re-growth. The effect of
different pre-growth periods (0 day — 10 days) and different sucrose concentrations of
pre-culture media (OM — 0.6M) on the seed viability was evaluated. The effect of
different concentration of surfactant in the germination medium for post-thaw
recovery was studied. In addition, the effect of different pre-culture periods to the
viabilities of seed and protocorm were examined. Study on the effect of different
incubation periods of loading solution was also conducted on the viability of
protocorm. Viability test was conducted using two ways; TTC assay and re-growth
analysis. Pre-culture medium with 0.3M sucrose gave the best germination percentage
which was 8.3% + 2.3% and germination medium containing 0.5% (w/v) surfactant
showed the highest germination percentage of 6.3% + 5.5%. The effect of different
periods of pre-growth and pre-culture failed to be determined. The cryopreserved

seeds germinated into protocorms and callus. Cryopreserved protocorms did not

survived after storage in liquid nitrogen.
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BAB 1

PENDAHULUAN

Orchidaceae merupakan famili yang terbesar dalam tumbuhan berbunga -
Angiospermae. Di bawah Enakmen Pemuliharaan Hidup Liar 1997, anggerik atau
orkid hutan dilindungi dari buruan dan tuaian terhad berlesen. Phalaenopsis gigantea
merupakan orkid liar yang hanya boleh didapati di Borneo sahaja. Ia telah dikelaskan
sebagai spesis yang terancam dalam Appendix II of the Convention on International
Trade in Endangered Species (CITES). Oleh sebab itu, pemuliharaan yang rapi

diperfukan supaya spesis ini tidak pupus pada masa depan.

Pemuliharaan terbahagi kepada pemuliharaan in situ dan pemuliharaan ex situ.
Pemuliharaan in situ lebih sukar dijalankan berbanding dengan pemuliharaan ex situ
kerana memerlukan masa yang panjang dan tenaga kerja yang berpengalaman
(Hintum et al., 2007). Oleh sebab itu, pemuliharaan ex situ telah bertindak sebagai
cara alternatif untuk memelihara spesis-spesis yang hampir atau mempunyai potensi

untuk pupus pada masa depan.



BAB 2

ULASAN PERPUSTAKAAN

2.1 Orchidaceae

Famili orkid, Orchidaceae merupakan famili yang paling besar dalam alam tumbuh-
tumbuhan dengan lebih kurang 800 genera dan tersebar di seluruh dunia. Orkid terdiri
daripada satu per tiga daripada semua monocots, iaitu lebih kurang 20, 000 spesis.
Genera yang lebih penting secara komersil terdiri daripada Cattleya, Cymbidium,
Dendrobium, Odontoglossum, Oncidium, Paphiopedilium dan Phalaenopsis

(Rasmussen, 1995).



Pengawetan krio yang didefinikasikan sebagai penyimpanan jangka masa
panjang dalam suhu terlampau rendah merupakan salah satu pemuliharaan ex sifu
yang amat berkesan (Bajaj, 1995). Hal ini kerana pengawetan krio berupaya menjaga
kestabilan genetik pada masa yang sama memelihara spesis yang hampir pupus.
Kaedah-kaedah pengawetan krio adalah seperti pembekuan kadar lambat, enkapsul-
dehidrasi, vitrifikasi, enkapsul-vitrifikasi dan pembekuan titisan. Spesis yang berbeza
memerlukan protokol pengawetan krio yang berlainan supaya pemuliharaan dapat
dijalankan dengan berkesan.

Vitrifikasi merangkumi proses-proses pemuatan, dehidrasi, pembekuan dan
pencairan (Engelmann, 1997). Setiap langkah yang terlibat membawa pengaruh yang
besar untuk menentukan kejayaan pengawetan krio. Oleh sebab itu, bahan dan kaedah
yang digunakan mesti berkesan kepada spesis sampel yang dikaji. Pemulihan selepas
pencairan amat penting untuk menentukan viabiliti biji benih yang telah diawet-krio.
Viabiliti biji benih turut boleh dikesan dengan ujian-ujian kimia seperti ujian

pengurangan TTC (2,3, 5-Triphenyl-2H-tetrazolium chloride).

Sebelum pengawetan krio atau vitrifikasi dapat dilaksanakan, rawatan pra-
pertumbuhan pada media percambahan dan rawatan prakultur perlu dijalankan ke atas
biji benih. Hal ini adalah untuk menyediakan biji benih terdedah kepada keadaan yang
bersuhu terlampau rendah. Larutan pemuatan turut memainkan peranan yang penting
dalam mengurungkan kesan negatif yang dibawa oleh larutan vitrifikasi kepada sel-sel.

Selepas pengawetan krio, penambahan bahan aktif-permukaan (surfactant) atau

hormon dapat mengalakkan pertumbuhan semula.



Jadual 2.1 Nama sainstifik dan nama biasa orkid — orkid.

Nama sainstifik Nama biasa
Cattleya Orkid cattleya
Cymbidium Orkid cymbidium
Dendrobium Orkid dendrobium
Odontoglossum Orkid tooth-tongue
Oncidium Orkid dancing lady
Paphiopedilium Orkid selipar atau lady’s slipper
Phalaenopsis Orkid rama-rama

Orkid biasanya digunakan sebagai bunga potongan untuk dipakai oleh wanita
dan aturan floral. Ia juga digunakan sebagai tumbuhan bunga berpasu dan sebagai
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tumbuhan alas bagi kawasan tropical (Griesbach, 2002).
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Penghasilan orkid adalah mahal kerana masa yang panjang diperlukan untuk
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memperoleh satu tumbuhan orkid memerlukan masa beberapa tahun. Tambahan pula,
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jika orkid tersebut akan dijadikan bunga potongan, orkid yang mempunyai jangka
masa panjang akan ditumbuhkan bertahun-tahun. Biasanya, pembungaan akan berlaku
mengikut musim dan tahunan. Oleh sebab itu, bunga dalam kuantiti yang banyak akan
dihasilkan pada masa yang sama, dan akan menurunkan harga pasaran. Dengan

adanya penyimpanan orkid yang diingini, pembungaan dapat dilakukan bila-bila masa.



2.1.1 Phalaenopsis

Phalaenopsis boleh didapati di Asia Tenggara dari Gunung Himalaya ke pulau-pulau
Polillo dan Palawan (Filipina) dan bahagian utara Australia. Genus ini merangkumi
lebih kurang 60 spesis family Orchidaceae. Kebanyakan Phalaenopsis adalah epifitik
dan sebahagian kecil adalah lithofitik. Ini bermaksud kebanyakan orkid jenis ini
memeriukan tumbuhan lain sebagai sokongan untuk pertumbuhan. Orkid hutan
Phalaenopsis biasanya boleh didapati di bahagian bawah hutan tanah rendah yang
lembap dan dilindungi daripada cahaya matahari (Wood & Gribb, 1994).

Orkid Phalaenopsis digunakan sebagai bunga tumbuhan berpasu dan bunga
potongan dalam kerja reka bentuk, terutamanya dalam perkahwinan bagi bunga
Phalaenopsis yang berwarna putih tulen. Di antara semua orkid, orkid dalam genus
ini yang lebih senang dipelihara di rumah dan akan berbunga setiap tahun jika terdapat
jagaan yang rapi. Hybrid Phalaenopsis dengan Doritis pulcherrima menghasilkan
kultivar yang amat cantik dan nilai komersil yang tinggi melalui hibridisasi
intergenetik (Shrestha et al., 2007). Phalaenopsis juga merupakan salah satu orkid
yang dihasilkan secara besar-besaran sebagai bunga tumbuhan berpasu di seluruh
dunia. Negara-negara yang terlibat adalah seperti Belanda, German, China, Taiwan,

Amerika Syarikat, dan Jepun (Griesbach, 2002).

Spesis Phalaenopsis sukar untuk membiak secara vegetatif kerana ia adalah
orkid monopodial yang tidak dapat membiak dengan kultur tunas susur (Duan et al.,
1996). Kultur daun, tangkai bunga dan hujung pucuk telah dikaji. Akan tetapi,

masalah seperti pengambilan masa yang panjang dan kadar pembiakan yang rendah



tidak dapat dielakkan. Oleh sebab itu, ia adalah lebih senang bertumbuh dalam
kuantiti yang banyak dengan pertumbuhan secara langsung daripada biji benih. Maka,
pengawetan-krio biji benih P.gigantea diselidikkan.

2.1.2 Phalaenopsis gigantea

Phalaenopsis gigantea, dikenali sebagai orkid telinga gajah atas sebab daunnya yang
besar seperti yang ditunjukkan dalam Foto 2.1. Orkid ini diperkenalkan oleh Johannes
Jacobus Smith (1867 — 1947), yang merupakan seorang ahli botani berbangsa Belanda

yang unggul dan Pengarah bagi Herbarium Bogoriense di Jawa, Indonesia. (Wood &
Gribb, 1994),

Foto 2.1 Daun Phalaenopsis gigantea yang besar.

Phalaenopsis gigantea biasanya didapati di tanah rendah dan bukit yang
terdapat di hutan dipterocarp (pokok yang tergolong dalam famili Dipterocarpaceae).
Lingkungan ketinggian altitude adalah 600 meter paras laut. Orkid ini bersifat

endemik dan boleh didapati di Borneo sahaja iaitu Sabah (Malaysia) dan Kalimantan
(Indonesia) (Wood & Gribb, 1994).



Phalaenopsis gigantea terkenal dengan bunga yang cantik dan menyerupai
gegat serta kacukannya turut memenangi banyak anugerah dalam persidangan orkid
peringkatan antarabangsa. Foto 2.2 menunjukkan bunga P.gigantea yang cantik.
Orkid ini telah dikelaskan sebagai spesis yang terancam dalam Appendix II of the
Convention on International Trade in Endangered Species (CITES). Oleh sebab itu,

orkid ini perlu dipelihara dengan rapi.

Foto 2.2 Bunga Phalaenopsis gigantea.

Biji benih tumbuh-tumbuhan biasanya dibahagi kepada tiga jenis berdasarkan
kepekaan kepada kekeringan dan sifat penyimpanan. Tiga jenis biji benih ini adalah
biji benih ortodoks, biji benih yang sensitif kepada kekeringan dan biji benih yang di

antara dua jenis yang disebut di atas (Sun, 1999).

Biji benih ortodoks berupaya hidup dalam keadaan kering yang melampau
untuk penyimpanan jangka masa panjang. Jangka hayat biji benih ortodoks meningkat
apabila kandungan air dalam biji benih menurun kepada satu tahap yang amat rendah.

Ia biasanya disimpan dalam keadaan kering.



Biji benih jenis kedua merupakan biji benih yang sensitif kepada kekeringan.
Ia biasanya mengandungi kandungan air yang tinggi dan mesti dipelihara di atas satu
tahap air yang kritikal untuk mengekalkan viabiliti. Oleh sebab kandungan air yang
tinggi dan keadaan metabolik yang aktif, biji benih jenis ini biasanya akan kehilangan
viabiliti dengan cepat di bawah keadaan penyimpanan yang biasa. Biji benih jenis ini
juga sensitif kepada suhu. Oleh sebab itu, penyimpanan jangka masa panjang di dalam

bank germplasma bagi jenis biji benih ini bergantung kepada pengawetan-krio.
2.2.1 Biji Benih Phalaenopsis gigantea

Saiz biji benih Phalaenopsis adalah lebih kurang 0.41 x 0.10 mm dan warnanya
adalah perang atau lingkungan putih kepada krim (Arditti, 1967). Biji benih orkid ini
adalah sangat kecil dan tidak mempunyai endosperm. Oleh itu, ia mempunyai amat
sedikit penyimpanan makanan atau tanpa penyimpanan makanan. Satu kapsul
mungkin mengandungi 1,500 sehingga 3,000,000 biji benih. Tempoh masa

pematangan bagi Phalaenopsis ialah lebih kurang 6 bulan.

2.2.2 Peringkat Pertumbuhan Biji Benih

Terdapat enam peringkat untuk mengenalpasti pertumbuhan biji benih orkid. Jadual
2.2 (Kauth et al., 2006; Stewart and Kane, 2006) dan Rajah 2.1 (Arditti, 1967)

menunjukkan perbezaan antara peringkat-peringkat ini.
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Jadual 2.2 Peringkat- peringkat pertumbuhan biji benih orkid (Kauth er al., 2006;
Stewart and Kane, 2006)

Peringkat 1 | Imbibed seed, embrio membengkak dan hijau tetapi masih dalam testa.
Peringkat 2 | Embrio terus membengkak, kulit biji benih pecah dan tertanggal.
Peringkat 3 | Pembentukan protokom dengan satu bucu yang runcing.

Peringkat 4 | Protokom dengan pembentukan daun pertama.

Peringkat 5 | Anak benih dengan satu atau lebih daun.

Peringkat 6 | Anak benih dengan dua atau lebih daun dan mempunyai akar.

iu-:-- =

Rajah 2.1 Peringkat-peringkat pertumbuhan biji benih orkid. 1= Peringkat 1,
2= Peringkat 2, 3= Peringkat 3, 4= Peringkat 4, 5= Peringkat S dan
6= Peringkat 6 (Arditti, 1967).

23 Pemulibaraan

Pemuliharaan ialah proses yang giat mengekalkan dan menguruskan diversiti dengan
tujuan memelihara kelompok gen sebenar atau yang mempunyai potensi dalam
penggunaan. Pemuliharaan diversiti tumbuh-tumbuhan adalah amat penting kerana

terdapatnya berbagai-bagai manfaat terhadap manusia. Dengan adanya eksploitasi
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didapati daripada koleksi yang diletakkan dalam bank gen lain. Pemindahan sampel
melibatkan kos yang tidak tinggi jika berbanding dengan pemuliharaan in situ. Jika
sampel hilang di satu ladang, kuantiti sumber yang besar perlu dibelanjakan dan
penubuhan projek itu akan telah disia-siakan. Tambah-tambah lagi, kos dan masa

untuk memulihkan populasi perlu dipertimbangkan.

Akan tetapi, pemuliharaan in situ dapat mengekalkan evolusi yang
menyebabkan pembangunan genetik kepelbagaian di satu tapak tertentu, dan juga

akan menjurus modifikasi diversiti yang lanjut pada masa depan.

2.3.2 Pemuliharaan ex situ

Pemuliharaan ex situ bermaksud satu proses melindungi spesis yang hampir pupus
dengan mengambil sebahagian daripada populasi spesis tersebut dan membiak dalam
lokasi yang baru, di mana kawasan liar atau kawasan di bawah jagaan manusia.
Pemuliharaan ex situ merupakan kaedah alternatif bagi pemuliharaan apabila
pemuliharaan in situ tidak dapat dijalankan. Pemuliharaan ex siru sumber genetik
tumbuhan dalam bank-bank gen melibatkan pemilihan sampel yang akan disimpan
dan penyenggaraan sampel ini untuk penggunaan sekarang dan masa depan (Hintum

etal., 2007).

Unsur pertama yang perlu dipertimbangkan ialah pemilihan sampel. Kaedah
yang biasa digunakan untuk memelihara sumber genetik tumbuhan bergantung pada
biji benih (Engelmann, 1997). Kepentingan kedua pemuliharaan ex siry adalah

memastikan sumber yang dipelihara sedia ada. Sebagai contohnya, apabila
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terhadap perkembangan pertanian dan pekebunan, ubat-ubatan baru dan hasilan lain
dapat diperkembang. Akan tetapi, diversiti genetik tumbuh-tumbuhan semakin hari
semakin hilang, dan proses ini kemungkinan akan berlaku pada kadar yang lebih

tinggi pada masa depan (Maxted et al., 2002).

2.3.1 Pemulibaraan in situ

Pemuliharaan in situ bermaksud pemuliharaan ekosistem dan habitat semula jadi serta
penyenggaraan dan pemulihan populasi spesies yang berkeupayaan hidup dalam
suasana semula jadi dan, dalam kes domesticates atau spesies tanaman, dalam
persekitaran di mana spesis tersebut telah berkembang ciri-ciri tersendiri (Maxted et
al., 2002). Dengan itu, pemuliharaan in situ merangkumi dua konsep atau teknik yang
dikenali sebagai pemuliharaan simpanan genetik (genetic reserve conservation) dan

pemuliharaan di-ladang (on-farm conservation).

Konsep pemuliharaan simpanan genetik adalah seperti pengurusan, lokasi dan
pemantauan kepelbagaian genetik dalam populasi liar yang semula jadi di dalam
kawasan ditakrifkan untuk pemuliharaan yang aktif dan jangka masa panjang.
Pemuliharaan di-ladang pula merangkumi pengurusan berlanjutan perkembangan
kepelbagaian genetik, kepelbagaian hasil dengan spesis liar oleh penternak-penternak

di dalam pertanian tradisional, hortikultur atau agrisilvikultur.

Pemuliharaan in situ mengambil masa yang panjang dan kos yang lebih tinggi
berbanding dengan pemuliharaan ex siru. Berbanding dengan pemuliharaan ex situ,

jika koleksi asal hilang daripada satu bank gen, sampel koleksi serupa masih boleh
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