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Pengenalan

Keladi (Colocasia esculenta) merupakan makanan ruji di Asia Pasifik
dan negara-negara membangun. Hampir kesemua bahagian

keladi termasuk umbisi, daun dan batang boleh dimakan. Keladi
ditanam secara meluas terutamanya di Asia Tenggara, Asia Timur
dan Kepulauan Pasifik. Pemuliharaan bahan genetik janaplasma
tumbuhan ini telah dilakukan di luar negara menggunakan teknik
tisu kultur dan krioawetan disebabkan beberapa faktor. Antaranya
adalah disebabkan oleh penyebaran penyakit seperti hawar daun
keladi (TLB) yang memusnahkan hampir seluruh janaplasma
ladang di Kepulauan Samoa pada tahun 1993. Kemusnahan akibat
bencana alam seperti banjir, kebakaran hutan dan kemarau yang
teruk juga memberi ancaman kepada diversiti keladi yang menjadi
sumber alternatif karbohidrat negara. Oleh itu, pembangunan
teknik krioawetan sangat diperlukan untuk menyimpan koleksi
janaplasma keladi di Malaysia untuk jangka masa panjang.

Krioawetan merupakan teknik simpanan jangka panjang
bagi tanaman yang menghasilkan biji benih rekalsitran, tidak
menghasilkan biji benih dan yang membiak secara kaedah
pembiakan vegetatif. Penyimpanan pada suhu ultra sejuk
menggunakan nitrogen cecair (=196 °C) menyebabkan kesemua
pembahagian sel dan proses metabolik tertangguh di samping
memberi kesan minimum terhadap kestabilan genetik berbanding
dengan penyimpanan secara kultur tisu. Secara teorinya, bahan
tumbuhan boleh disimpan tanpa sebarang subkultur dalam
tempoh jangka hayat (infiniti). Penyimpanan ini juga memerlukan
penyelenggaraan yang rendah bagi penggunaan tenaga kerja,
ruang simpanan yang bersaiz kecil, bebas penyakit dan
penggunaan elektrik yang minimum.

Oleh itu, krioawetan berpotensi untuk digunakan sebagai
teknik penyimpanan jangkamasa panjang untuk keladi. Terdapat
beberapa jenis pendekatan krioawetan antaranya adalah melalui
penyejukan perlahan, pengeringan, pengeringan pengkapsulan
dan beberapa jenis teknik vitrifikasi seperti vitrifikasi titisan dan
vitrifikasi pengkapsulan. Teknik vitrifikasi titisan adalah antara
teknik yang popular digunakan kerana ia adalah teknik yang
efisien dan mudah serta kadar regenerasinya yang tinggi meliputi
pelbagai jenis genotip tumbuhan. Teknik ini dapat mencapai kadar
penyejukan dan pemanasan yang sangat tinggi disebabkan oleh
dua faktor iaitu jumlah medium kriopelindung yang sangat kecil
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diletakkan bersama eksplan serta kedudukan eksplan yang berada
di atas kepingan aluminium yang telah melalui prapenyejukan di
atas bongkah ais sebelum dimasukkan ke dalam nitrogen cecair.

Proses asas teknik krioawetan

Proses asas teknik krioawetan keladi melalui kaedah vitrifikasi
titisan menggunakan cecair kriopelindung Plant vitrification
solution 3 (PVS3) ditunjukkan secara ringkas seperti dalam
Carta alir 1 manakala kandungan medium dan larutan yang
digunakan dalam proses krioawetan dinyatakan seperti dalam
Jadual 1.

Pembangunan teknik krioawetan vitrifikasi titisan

Keladi yang dibiakkan secara in vitro digunakan sebagai sumber
eksplan. Meristem apeks yang berukuran 0.8 — 1.0 mm diekstrak
daripada eksplan tersebut menggunakan mikroskop stereo di
dalam kebuk laminar. Meristem tersebut diprakultur ke dalam
piring Petri mengandungi medium prakultur separa pepejal dan
disimpan semalaman dalam keadaan gelap. Kemudian, eksplan
tersebut dimasukkan ke dalam larutan pemuatan (loading) atau
larutan pelindung krio selama 20 minit pada suhu bilik bagi
tujuan memberi perlindungan kepada sel membran supaya
tidak membentuk kristal ais setelah dimasukkan ke dalam
nitrogen cecair.

Kemudian, eksplan dimasukkan ke dalam larutan vitrifikasi
PVS3 bertujuan untuk mengeluarkan lebihan air dalam sel
daripada membentuk kristal ais semasa proses krioawetan
dijalankan. Selepas pendedahan kepada larutan PVS3 selama 10
minit, eksplan bersama larutan PVS3 dialihkan menggunakan
pipet pakai buang steril dan diletakkan dalam satu titisan di atas
kepingan aluminium bersuhu 0 °C di atas blok ais (Carta alir 1).
Kepingan aluminium bersama eksplan tadi kemudiannya
dimasukkan ke dalam nitrogen cecair untuk simpanan jangka
masa panjang sekurang-kurangnya dalam tempoh 1 jam hingga
lebih dari 100 tahun.

Pemulihan eksplan selepas krioawetan

Pemulihan selepas krioawetan perlu dilakukan dengan teliti
kerana langkah ini akan menentukan kadar kemandirian eksplan.
Kepingan aluminium bersama eksplan yang dikeluarkan daripada
nitrogen cecair direndam ke dalam larutan pemunggahan selama
15 minit pada suhu bilik sebelum dikulturkan ke atas medium
pedapan selama dua hari. Eksplan seterusnya dialihkan ke
medium pemulihan untuk pertumbuhan menjadi plantlet. Plantlet
perlu disubkultur ke atas medium pemulihan baharu selepas enam
minggu dikulturkan.
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Carta alir 1. Proses penyimpanan meristem keladi secara krioawetan menggunakan kaedah
titisan vitrifikasi

Jadual 1. Kandungan medium dan larutan yang digunakan dalam proses krioawetan

Medium/larutan Kandungan medium/larutan
Medium prakultur Medium Murashige & Skoog + 0.3 M sukrosa (separa
pepejal)

Larutan pemuatan (loading) Medium Murashige & Skoog + 1.5 M gliserol + 5% dimethyl
sulfoxide (DMSO) + 0.4 M sukrosa (optimum)

Larutan vitrifikasi PVS3 Medium Murashige & Skoog + 50% gliserol + 50 % sukrosa

Larutan pemunggahan Medium Murashige & Skoog + 1.2 M sukrosa (optimum)

(unloading)

Medium pedapan Medium Murashige & Skoog + 0.3 M sukrosa + kertas turas
berganda

Medium pemulihan Medium Murashige & Skoog + 0.1 M sukrosa

Kesan teknik krioawetan secara vitrifikasi titisan

Selepas enam minggu pengkulturan, pemulihan meristem

apeks keladi yang dikrioawetkan dapat dicapai sehingga 78%
kemandirian menggunakan teknik yang dibangunkan ini

(Jadual 2 dan 3). Pendedahan eksplan kepada larutan pemuatan
(1.5 M gliserol + 5% DMSO + 0.4 M sukrosa) selama 20 minit,
larutan kriopelindung PVS3 selama 10 minit dan pemulihan
semula selepas krioawetan dengan rendaman dalam larutan
pemunggah (1.2 M sukrosa) selama 15 minit pada suhu 25 °C
adalah teknik yang paling optimum untuk mendapatkan kadar
regenerasi yang tinggi selepas krioawetan. Gambar 1 menunjukkan
regenerasi meristem apeks keladi selepas krioawetan dan tanpa
krioawetan menggunakan pelbagai jenis larutan pemuatan. Tiada
perbezaan ketara dapat dilihat pada pertumbuhan anak benih
yang berbeza rawatan larutan pemuatan. Penambahan sebanyak
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5% DMSO dalam larutan pemuatan tidak signifikan secara
statistik namun penggunaannya pada jenis tumbuhan yang lain
seperti Rosa hybrida dapat meningkatkan lagi kadar regenerasi
tumbuhan selepas dikrioawetkan. DMSO juga digunakan

secara meluas sebagai kriopelindung yang ditambah sebelum
krioawetan dilakukan sama ada semasa peringkat prakultur
ataupun vitrifikasi. Anak benih keladi yang berjaya diregenerasi,
diaklimatisasikan menggunakan medium penanaman gambut
Holland. Tiada perbezaan dari segi pembesaran diperhatikan pada
anak benih yang melalui proses krioawetan dan tanpa kriowetan
selepas tujuh minggu diaklimatisasi (Gambar 2).

Jadual 2. Kesan kombinasi masa pendedahan kepada larutan penghidratan PVS3 dan jenis
proses pemunggahan terhadap kemandirian meristem apeks keladi

Jenis dan tempoh proses Masa pendedahan terhadap larutan ~Kemandirian (%)
pemunggahan PVS3 (minit) (Min + ralat piawai)
Krioawetan
0.8 M sukrosa; 40 °C 30 saat, 0 47 +46Db
25 °C 40 minit
30 57+56Db
60 Oa
1.2 M sukrosa; 25 °C 15 10 41+85¢c
minit 15 17 £16.5 be
20 0a
25 8+8b

Jadual 3. Peratus kemandirian meristem apeks keladi yang melalui proses krioawetan

dan tanpa krioawetan selepas dirawat dengan larutan pemuatan berbeza dan diikuti
dengan 10 minit masa penghidratan dalam larutan PVS3 dan dipulihkan semula selepas
krioawetan dengan rendaman dalam larutan pemunggahan (1.2 M sukrosa) pada suhu bilik
selama 15 minit

Larutan pemuatan Kemandirian (%)
Krioawetan Tanpa krioawetan
Kawalan (tanpa rawatan) 56+56a 58.9 + 4.9 abc
2.0 M gliserol + 0.4 M sukrosa 61.1+147Db 722+ 5.5 bc
2.0 M gliserol + 5 % DMSO + 0.4 M sukrosa 555+ 14.7b 833+9.6 ¢
1.5 M gliserol + 0.4 M sukrosa 55.6 + 20.0 b 444 + 5.6 ab

1.5 M gliserol + 5 % DMSO + 0.4 M sukrosa 778 £11.1 b 33.4+16.7 a
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Gambar 1. (a) Eksplan meristem apeks keladi sebelum
dikrioawetkan; berskala = 1.0 mm. Pertumbuhan meristem
apeks keladi selepas dikrioawetkan (+LN) dan tanpa
kriowetan (-LN) selepas dirawat dengan pelbagai jenis
larutan pemuatan iaitu (b) tanpa rawatan (c) 2.0 M gliserol
(d) 2.0 M gliserol +5% DMSO (e) 1.5 M gliserol dan

(f) 1.5M gliserol + 5% DMSO

Gambar 2. Anak benih keladi berumur
tujuh mingqu selepas aklimatisasi diperoleh
daripada (a) krioawetan dan (b) kawalan
tanpa krioawetan

Kesimpulan

Penyimpanan jangka masa panjang keladi secara krioawetan
merupakan penyelesaian kepada masalah simpanan bahan
genetik tanaman selain di janaplasma ladang kerana tidak
memerlukan ruang simpanan yang besar disebabkan saiz eksplan
yang digunakan adalah kecil dan bebas daripada penyakit dan
perosak tanaman. Penyimpanan secara krioawetan keladi hanya
memerlukan penyelenggaraan yang minimum. Melalui teknik
krioawetan vitrifikasi titisan yang memberikan kadar kemandirian
yang tinggi sehingga 78%, maka kaedah ini boleh diguna pakai
untuk penyimpanan janaplasma keladi secara krioawetan di
Malaysia.
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Ringkasan

Kajian ini dijalankan untuk meneroka kebolehlaksanaan teknik krioawetan
menggunakan vitrifikasi titisan dan menyediakan asas untuk mewujudkan
protokol krioawetan untuk aplikasi rutin dalam pemuliharaan gemplasma
keladi Malaysia. Meristem apeks varieti keladi putih bersaiz 0.6 — 0.8 mm
daripada eksplan kultur in vitro berumur tiga bulan dalam medium
Murashige dan Skoog (MS) digunakan. Eksplan diprakultur pada
medium MS dengan penambahan 0.3 M sukrosa disimpan selama 16 jam
dalam keadaan gelap. Eksplan didedahkan kepada larutan pemuatan,
larutan penghidratan PVS3, dimasukkan ke dalam nitrogen cecair dan
dipulihkan dalam larutan pemunggahan dan dikultur ke atas medium
pedapan dan pemulihan untuk mendapatkan semula regenerasi eksplan.
Peratus kemandirian meristem apeks keladi yang diperoleh adalah
sebanyak 78%. Penggunaan kombinasi tiga langkah kritikal yang tepat
dalam proses krioawetan (pemuatan, penghidratan dan pemunggahan)
dapat meningkatkan kadar kemandirian meristem apeks. Krioawetan
menggunakan prosedur vitrifikasi titisan terbukti dapat digunakan untuk
penyimpanan keladi dalam jangkamasa panjang.

Summary

This study was conducted to explore the feasibility of the droplet-vitrification
cryopreservation procedure and provide the groundwork for establishing a
cryopreservation protocol for routine application in germplasm conservation
of Malaysian taro. Apical meristem with size of 0.5 — 0.8 mm from 3 months
old in vitro plantlets of keladi putih variety cultured on Murashige and
Skoog (MS) medium were used. Explants were precultured on MS medium
supplemented with 0.3 M sucrose for 16 hours under dark conditions. The
explants were exposed to a loading solution, PVS3 dehydration solution,
immersed in liquid nitrogen and recovered in the unloading solution and
cultured on blotting and recovery media to regain explant regeneration. The
percentage survival of the apical meristem of taro was achieved as high as
78%. The use of perfect combinations in the critical step in cryopreservation
(loading, dehydration, and unloading) increased the survival rate of the
cryopreserved meristem. Cryopreservation techniques employing droplet
vitrification proved to be viable for the long-term storage of taro.
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