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ABSTRAK 

Kajian ini bertujuan untuk mewujudkan satu protokol pengawetan krio biji benih 

C finlaysonianum melalui kaedah vitrifikasi bagi mengkaji pengaruh tempoh masa 

inkubasi di dalam larutan pemuat dan pengaruh tempoh masa penyimpanan di dalam 

cecair nitrogen ke atas kemanclirian biji benih C finlaysonianum. Biji benih 

C finlaysonianum yang dituai enam bulan selepas proses pendebungaan telah 

disimpan secara langsung ke dalam LN dan juga diawetkrio melalui kaedah vitrifikasi. 

Viabiliti biji benih diuji berasaskan ujian TIC dan ujian percambahan. Bagi mengkaji 

pengaruh tempoh masa inkubasi biji benih di dalam larutan pemuat, biji benih 

dirawat dengan menggunakan larutan pemuat pada suhu 25°C selama 0 minit, 15 

minit, dan 60 minit. Biji benih telah didehidrasi menggunakan larutan PVS2 selama 

60 minit di atas ais dan kemudian disimpan di dalam cecair nitrogen. Bagi mengkaji 

tempoh masa penyimpanan biji benih di dalam cecair nitrogen, biji benih dirawat 

dengan kaedah vitrifikasi sebelum disimpan di dalam cecair nitrogen selama 1 jam, 1 

hari, 2 minggu dan 2 bulan. Hasil kajian menunjukkan peratusan viabiliti biji benih 

yang tidak dirawat dengan larutan pemuat adalah yang tertinggi iaitu sebanyak 

90.96 ± 1.0%. Peratusan viabiliti biji benih yang disimpan pada tempoh masa 1 jam 

di dalam LN adalah paling tinggi iaitu 94.7 ± 1.2%. Tiada percambahan berlaku bagi 

biji benih C finlaysonianum yang dirawat menggunakan kaedah vitrifikasi. Selepas 5 

bulan dikultur di atas media percambahan NDM, biji benih yang telah disimpan 

secara terus ke dalam cecair nitrogen membentuk protokom, akar rhizoid, dan 

mengeluarkan pucuk. Tempoh masa inkubasi biji benih di dalam larutan pemuat 

mempengaruhi kadar viabiliti dan percambahan biji benih secara negatif. Tempoh 

masa penyimpanan biji benih di dalam cecair nitrogen juga mempengaruhi kadar 

viabiliti dan percambahan biji benih secara negatif. 
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ABSTRACT 

This work was carried out to establish a method for the vitrification and 

cryopreservation of seeds of C finlaysonianum by evaluating the effects of exposure 

time to loading solution (LS) and the storage time in liquid nitrogen (LN) on the 

survival rates of the seeds. The seeds of C finlaysonianum, harvested 6 months after 

self pollination, were directly plunged into liquid nitrogen and were cryopreserved by 

vitrification prior to storage in LN. Seed viability was assessed based on TTC staining 

and seed germination. For the study of seed's exposure time in LS, seeds were 

treated with LS at 25°C for 0, 15, and 60 minutes and dehydrated with PVS2 solution 

for 60 minutes on ice and then stored in LN. For the study of seeds storage time in 

LN, seeds were treated with vitrification technique and then stored in LN for 1 hour, 

1 day, 2 weeks and 2 months. The results showed seeds that were not treated with 

LS had the highest, which is 90.96 :t 1.0%. The viability percentage of seeds that 

was stored in LN for 1 hour was the highest, which is 94.7 :t 1.2%. There was no 

germination observed for the seeds that were cryopreserved through vitrification 

technique. After 5 months sown on the germination medium, protocerms of seeds 

that were directly plunging into liquid nitrogen were formed and developed shoots. 

The viability and germination of seeds were negatively affected by the exposure time 

in LS. The storage time of seeds in LN also negatively affects the rates of viability 

and germination of the seeds. 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

1.0 Pengenalan 

Orkid (Orchidaceae) adalah famili terbesar dalam kumpulan Angiosperma 

dengan lebih 30,000 spesis (Chugh et aI., 2009). Orkid tumbuh di serata kawasan di 

atas muka bumi kecuali di padang pasir dan kawasan artik, dimana ia meliputi 90% 

kawasan Asia yang beriklim tropika, Afrika dan Amerika Selatan. Orkid boleh didapati 

dalam pelbagai saiz, bentuk dan wama (Antony et aI., 2011). Orkid juga terkenal 

sebagai tanaman hiasan dan memainkan peranan yang sangat penting dalam industri 

bunga-bungaan, dimana dengan bunganya yang cantik dan tahan lama, ianya boleh 

didapati dengan harga yang tinggi di pasaran domestik dan antarabangsa (Saiprasad 

dan Polisetty, 2003). Permintaan terhadap orkid yang semakin meningkat daripada 

para penggemar dan penanam orkid telah menyebabkan banyak tanaman hiasan 

dikumpul dan dijual setiap tahun (Johnson, 2010). Perusahaan orkid yang berjaya 

sebagai tanaman hiasan dapat dilihat di beberapa buah negara seperti di Thailand 

dan Singapura. Selain memainkan peranan penting dalam industri bunga-bungaan, 

orkid juga mampu menarik minat para pelancong untuk melancong ke dalam negara 

untuk melihat variasi orkid popular yang unik dan cantik. 



Namun terdapat ancaman global yang serius terhadap tumbuhan orkid seperti 

perubahan dan kehilangan habitat, penerokaan hutan dan pembalakkan secara 

haram, dan pembakaran hutan secara terbuka adalah antara penyumbang kepada 

kepupusan orkid (Siregar, 2008). Jalal (2012), Hirono et aI., (2004), dan Dixon et aI., 

(2003) juga melaporkan bahawa spesies orkid berhadapan dengan risiko kepupusan 

akibat dari kehilangan habitat yang disebabkan penerokaan hutan yang berleluasa, 

pembalakkan yang tidak terkawal, pemerdagangan orkid liar secara haram dan 

pelbagai faktor lain. Hasilnya, banyak spesies tanah rendah sukar untuk ditemui dan 

terancam malah sesetengah spesies orkid hampir pupus. 

CITES (Convention of International Trade In Endangered Species of Wild 

Fauna and Flora) merupakan undang-undang dunia yang ditubuhkan untuk 

melindungi spesies yang hampir pupus dan menghadkan perdagangan haram 

hidupan liar antarabangsa. OTES telah meletakkan semua spesies Orchidaceae 

sebagai salah satu tumbuhan yang terancam di bawah lampiran II, bermakna semua 

perdagangan yang melibatkan orkid hanya dibenarkan melalui permit eksport sahaja 

(Gogoi et aI., 2012; Jala!, 2012). IUCN (The International Union for Conservation of 

Nature and Natural Resources) juga telah menyenaraikan hampir kesemua spesies 

orkid sebagai salah satu spesies terancam di Buku Data Merah (Red Data Book). Di 

Rusia, beberapa dozen daripada 150 spesies orkid telah dikenalpasti dan direkodkan 

sebagai spesies yang hampir pupus (Yin et aI., 2011). Cymbidium finlaysonianum 

merupakan antara salah satu spesies orkid yang telah disenaraikan sebagai species 

terancam oleh IUCN dan juga OTES dibawah Appendix II (Jalal, 2012). Di singapura, 

C. finlaysonianum telah tersenarai sebagai salah satu spesies orkid yang 

berkemungkinan akan terancam jika tidak dikawal pada masa akan datang 

(Tim et aI., 2010). Oleh itu, germ plasma orkid C. finlaysonianum harus dipulihara 

agar tidak menghadapi risiko kepupusan pada masa akan datang. 

Kaedah pengawetan krio dikira sebagai salah satu kaedah alternatif terbaik 

untuk memulihara dan melindungi orkid daripada kepupusan. Pengawetankrio telah 

diaplikasikan ke atas beberapa bahagian orkid seperti bahagian pucuk, embrio 

somatik, protokom dan sebagainya (Nabila et al, 2009). Pengawetan krio biji benih 
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orkid liar adalah salah satu kaedah pemuliharaan yang penting (Hu et aI., 2013). 

Kaedah pengawetan krio biji benih melibatkan di mana sel atau keseluruhan tisu di 

awet dengan cara penyejukkan hingga di bawah dari suhu sifar (-196°C), iaitu suhu 

bagi takat didih cecair nitrogen (Karta, 1985). 

1.2 Objektif Kajian 

Di dalam kajian ini, kaedah vitrifikasi telah digunakan untuk mengawetkrio biji benih 

C finlaysonianum. Mewujudkan satu protokol pengawetan krio dengan kaedah 

vitrifikasi bagi penyimpanan jangka masa panjang biji benih C finlaysonianum di 

dalam cecair nitrogen, dan juga pendedahan biji benih C finlaysonianum kepada 

larutan pemuat mungkin berguna untuk pemuliharaan spesies dan juga 

penyimpannan jangka masa panjang germ plasma orkid dart genus yang sama pada 

masa akan datang. Oleh itu, kajian ini dijalankan bertujuan untuk: 

1. Mengkaji kesan penyimpanan secara langsung biji benih di dalam cecair 

nitrogen ke atas viabiliti dan percambahan biji benih C finlaysonianum; 

2. Mengkaji pengaruh tempoh masa inkubasi larutan pemuat ke atas viabiliti dan 

percambahan biji benih C finlaysonianum dan; 

3. Mengkaji pengaruh tempoh masa penyimpanan biji benih C finlaysonianum dl 

dalam cecair nitrogen ke atas viabiliti dan percambahan biji benih. 
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BAB 2 

ULASAN PERPUSTAKAAN 

2.10rchidaceae 

Malaysia mempunyai lebih daripada 120 genus serta 800 spesies orkid liar. Oi 

bahagian Timur Malaysia (Sabah dan Sarawak) sahaja terdapat lebih kurang 200 spesies 

orkid liar yang mempunyai pelbagai bentuk dan ciri-ciri menarik tersendiri (Rejab, 1999). 

Menurut Cribb (1997), Borneo merupakan salah satu kawasan yang kava dengan orkid. 

Terdapat kira-kira 2500 hingga 3000 spesies orkid telah ditemui di Borneo iaitu merangkumi 

sepuluh peratus daripada orkid dunia (Chan et al, 1994). Kepelbagaian orkid kebanyakkann 

tertumpu di Gunung Kinabalu, Sabah dimana lebih 720 genus spesies orkid telah direkodkan 

(Wood, 2003). Namun, kebanyakkan orkid kini berada di tahap bahaya dan diancam risiko 

kepupusan. 

2.1.1 Struktur umum orkid 

Struktur orkid terdiri daripada beberapa bahagian iaitu bunga, buah kapsul, daun, batang 

dan akar. Terdapat lima bahagian utama seperti sepal, petal, benang sari, putik dan ovari 

menjadi asas kepada struktur bunga orkid (Gunawan, 1992). Kebiasaannya terdapat tiga 

sepal diluar dan tiga sepal di sebelah dalam. Label/um ataupun bibir untuk setiap orkid 
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adalah berbeza dan berwarna lebih cerah, dan sering dihinggapi oleh serangga 

(Gunawan, 1992). Kolum orkid mengandungi satu struktur yang mencantumkan 

bahagian pembiakan lelaki dan perempuan (McConnel & Cruz, 1996). Foto 2.1 

menunjukkan struktur umum bunga orkid. 

Anther 

Labellum Sepal 

(Bibir) 

Foto 2.1: Struktur umum bunga orkid. Sumber diperoleh dari 

http://www.flnativeorchids.com/observing.htm 



2.1.2 Genus Cymbidiumdan Cymbidium finlaysonianum 

Genus orkid Cymbidium merangkumi kira-kira 52 spesies berasal dari bahagian Asia 

di antara bahagian barat laut Himalaya hingga Jepun dan dari Indochina dan 

Malaysia hingga utara dan timur Australia (Du Puy dan Cribb, 2007). Pad a umumnya, 

orkid Cymbidium terdapat di kawasan tanah yang tinggi, kecuali jenis-jenis orkid 

yang menyukai kawasan tanah rendah seperti C aloifolium dan C finlaysonianum 

(Du Puy dan Cribb, 2007). Species orkid Cymbidium kian diancam kepupusan 

disebabkan pembalakkan secara haram, penerokaan hutan secara berleluasa dan 

pengagihan spesies yang berleluasa (Hirano et al., 2011). 

Cymbidium finlaysonianum merupakan salah satu orkid epifit yang diagihkan 

dengan meluas diantara benua Sumatra, Malaysia dan Filipina (Siregar, 2008). Orkid 

C finlaysonianum masih boleh didapati di kawasan semulajadinya dan tumbuh 

tergantung di atas batang kayu (Yam et al., 2010). Species ini mempunyai 90 cm 

panjang jambak bunga. Sekuntum bunga kira-kira 4 cm panjang. Sepal dan petal 

bunga C finlaysonianum berwarna hijau suram kekuning-kuningan, di tengah-tengah 

bunganya pula berwarna ungu suram (Yam et al., 2010). Panjang sepal adalah kira

kira 0.8 cm manakala petal C finlaysonianum lebih kecil dan terletak di antara sepal. 

Panjang label/um bunga C finlaysonianum adalah kira-kira 2 cm panjang. Foto 2.2 

menunjukkan bunga orkid C finlaysonianum. 
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Foto 2.2: Bunga orkid C finlaysonianum. Sumber diperolehi daripada http://www.rv

orchidworks.com/orchidtalk/orchids-other-genera-blooml35975-cymbidium

finlaysonianum-2013-a.html 

Menurut Siregar (2008), C finlaysonianum merupakan salah satu daripada 

orkid yang berasal daripada Borneo. Species ini telah disenaraikan sebagai species 

terancam oleh IUCN and juga tersenarai dalam CITES (Convention of International 

Trade in Endangered Species of Wild Fauna & Flora) dibawah Appendix II (Jalal, 

2012). Tim et al. (2010) melaporkan bahawa di Singapura, C finlaysonianum telah 

tersenarai sebagai salah satu spesies orkid yang berkemungkinan akan terancam jika 

tidak dikawal pada masa akan datang (critically endangered species). Oleh itu, ia nya 

amatlah penting untuk memelihara germ plasma orkid C finlaysonianum. 
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2.2 Biji Benih Orkid 

Biji benih orkid adalah berlainan dengan biji benih tumbuhan yang lain. Ini 

adalah disebabkan saiznya yang sangat kecil seperti habuk. Saiz biji benih orkid 

hanyalah dalam lingkungan 1.0 hingga 2.0 mm panjang dan 0.5 hingga 1.0 tebal 

(Chawla, 2002). Biji benih orkid terdapat dalam kapsul atau testa yang berfungsi 

untuk melindungi embrio dari serangan mikrob. Di dalam kapsul tersebut terdapat 

beribu-ribu biji benih yang belum disenyawakan (Thammasiri dan Soamkul, 2007) 

dan merupakan biji benih yang paling kecil di antara tumbuhan yang berbunga (Chan 

et al, 1994). Biji benih orkid yang halus dan sangat kecil menyebabkan ia boleh 

tersebar melalui udara. 

Proses percambahan biji benih orkid melibatkan 6 peringkat di mana setiap 

peringkat akan menunjukkan ciri-ciri yang berlainan (Foto 2.3). Menurut Yamazaki 

dan Miyoshi (2006), enam peringkat percambahan biji benih adalah peringkat a ialah 

peringkat dimana tiada percambahan biji benih yang berlaku. Peringkat satu pula 

ialah peringkat pra-percambahan dimana embrio biji benih membengkak tetapi masih 

berada di dalam testa. Pada peringkat dua, testa akan mula pecah dan hilang 

sementara em brio biji benih masih membengkak. Peringkat tiga ialah peringkat 

pembentukkan protokom dimana embrio biji benih telah keluar dari testa. Peringkat 

empat pula ialah peringkat dimana rhizoid tumbuh dari permukaan protokom, dan 

pada peringkat lima iaitu peringkat terakhir, pucuk akan tumbuh dari protokom. 

o 
1. 2. ,. t. 

Foto 2.3: Peringkat perkembangan biji benih orkid. 1. Biji benih orkid, 2. Peringkat 

awal percambahan biji benih, 3. Pembentukkan protokom, 4. 

Pembentukkan rhizoid dan pucuk, 5. Penyemaian biji benih 

(Sumber diperolehi daripada http://culturesheet.org{orchidaceae:chvsis: bractescens) 
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