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Penyakit mati rosot jejalur vaskular (VSD) merupakan salah satu penyakit
koko yang serius disebabkan oleh sejenis kulat sistemik, Oncobasidium
theobromae Talbot dan Keane. Kulat ini menghasilkan basidiospora yang
menyebabkan jangkitan pada cetusan daun yang masih muda dan sihat, tumbuh
dengan cepat di dalam salur zailam, seterusnya menyebabkan kematian pada
pucuk dan anak semaian sekiranya hifa sampai ke bahagian batang utama.

Objektif utama projek ini ialah untuk mengkaji beberapa aspek interaksi
fisioJogi dan biokimia di antara hos (koko) dan patogen (O.theobromae)
menggunakan teknik dwikultur di dalam keadaan in vitro. Pada awal kajian, untuk
melakukan teknik dwikultur, keadaan kultur yang mungkin mempengaruhi
pertumbuhan isolat O.theobromae telah dikaji di dalam medium agar yang sesuai
untuk pertumbuhan kalus.

Kajian interaksi telah dilakukan di dalam sistem dwikultur di antara isolat
kultur tulin miselium O. theobromae dan kalus koko yang berbeza kerintangan
terhadap VSD. Kalus yang telah diinokulasi dengan O.theobromae menunjukkan

kolonisasi intersel dan intrasel yang ekstensif dan seterusnya menyebabkan

Xvi



terjadinya kesan keperangan. Kerintangan pada kalus telah ditunjukkan dengan
kadar kolonisasi yang lebih lambat dan sedikit oleh patogen.

Kultur filtrat (CFs) O.theobromae yang berkemungkinan mengandungi
fitotoksin telah dihasilkan dengan menginokulat miselium patogen tersebut di
dalam medium yang mengandungi 50% (v/v) air kelapa dan dieramkan pada
2742°C di dalam keadaan gelap selama 21 hari. Kehadiran fitotoksin di dalam
CFs kemudiannya telah diuji dengan beberapa siri bioasai ringkas dengan tisu dan
se} koko dan spesies lain seperti biji benih Brassica chinensis. yang biasa
digunakan untuk ujian aktiviti fitotoksik.

Kalus dan sel ampaian koko yang telah diaruhkan dan eksplan hipokotil
klon koko yang rentan dan rintang telab dikaji tindakbalasnya menggunakan CFs
mentah yang berbeza kepekatannya. Kesan perang, pertumbuhan dan viabiliti
pada kalus turut ditentukan. CFs telah didapati menyebabkan kesan perang
(nekrosis), merencat perturnbuhan dan mengurangkan viabiliti pada kalus dan sel
ampaian koko. Kadar kehilangan elektrolit pada disk daun dan kalus koko turut
meningkat apabila didedahkan ke dalam CFs. Kesan yang berbeza antara klon
yang rentan dan rintang terhadap VSD turut ditunjukkan apabila dibioasai dengan
CFs patogen tersebut,

Percambahan biji benih B. chinensis di dalam CFs telah di dapati kurang
berbanding dengan kawalan. CFs masih lagi menunjukkan aktiviti toksik selepas
diautoklaf pada suhu 121°C selama 15 minit. ini menunjukkan ianya mempunyai
sifat yang tahan haba. Aktiviti toksik berkurang setelah CFs didialisis,
menunjukkan bahawa fitotoksin adalah berkemungkinan terdiri dari bahan yang
mempunyai berat molekul yang rendah. Kompoun fitotoksik juga didapati larut

sedikit atau tidak larut di dalam pelarut organik polar dan bukan polar, tetapi ianya
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didapati sangat larur di dalam air. Pada kromatografi lapisan nipis tersedia, 4 spot
telah dihasilkan menunjukkan warna floresen apabila dilihat di bawah cahaya ultra
violet pada A 365 nm. ini kemungkinan disebabkan oleh kehadiran gegelang
aromatik yang mempunyai ikatan dubel di dalam molekul tersebut. Aktiviti toksik
tidak terdapat pada ekstrak dari miselium yang diambil dari kultur medium cecair.

Kesimpulan dari kajian ini, walaupun kajian yang lebih mendalam masih
diperlukan, teknik dwikultur antara koko dan patogen dan penggunaan CFs boleh
menjanjikan suatu aplikasi yang sangat berguna di dalam penyaringan klon-klon

koko yang rintang terhadap VSD.
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Vascular-streak dieback (VSD) is a severe disease of cocoa caused by a
systemic fungus, Oncobasidium theobromae Talbot and Keane. The fungus
produced basidiospore that caused infection into young and healthy leaves, grows
vigorously in the xylem vessel, leading to shoot and seedling death if hyphae
penetrated into the main stem.

The aim of this project is to investigate the aspects of physiological and
biochemical interactions between the host (cocoa) and pathogen (O.theobromae)
using in vitro dualculture technique. Initially, an attempt to develop the
dualculture technique, cultural conditions which influenced the growth of isolates
of O. theobromae on agar medium suitable for supporting callus growth were
determined.

Interaction between O.theobromae and cocoa calli being different in
resistance to VSD disease in dualculture system was investigated. Callus
inoculated with O.theobromae was extensively colonised by intercellular and
intracellular hyphae and caused browning responses. Resistance in the callus
tissue was associated with slow colonization and limited pathogen mycelial

growth.
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Culture filtrates (CFs) of O.theohromue probably contained phytotoxin
produced by inoculating mycelial fungus in a medium containing 50% coconut
milk and incubated at 27+2°C in the darkness for 21 days. Cell free CFs were
tested for the presence of phytotoxin with several series of simple bioassays with
tissues and cells of cocoa and other species. Brassica chinensis seeds, which is
regularly used for the test of cytotoxic activity.

Cocoa calli and cell suspension cultures derived from hypocotyl explants
of a susceptible and resistant cocoa clones were evaluated for their response to
different concentrations of crude CFs. The browning effect, growth and viability
of the callus were determined. The CFs caused browning, inhibited the growth and
reduced the viability of both callus and cell suspensions. Electrolyte leakage from
leaf discs and cocoa callus tissue were also increased after a brief exposure to
CFs. Different effects were observed on genotypes which were resistant or
susceptible to VSD disease when bioassayed with CFs of pathogen.

Germination of the B. chinensis seeds in the CFs was less than in the
untreated controls. The toxic CFs still had activity after being autoclaved at 121°C
for 15 mins. It was indicated that they had a thernostable nature since they also
reduced B. chinensis seed germination. The toxic activity was reduced after it was
dialysed, suggesting that it contained low molecular weight substances.
Phytotoxic compounds found insoluble in polar and nonpolar organic solvent, but
highly soluble in water. Preparative thin-layer chromatography yielded 4 spots,
which is fluoresced when observed under ultra violet light at A 365 nm, may
suggest the presence of aromatic rings with double bonds in the molecules. Toxic
activity was not clearly detected in extracts prepared from fungal mycelium

removed from the liquid culture medium.
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1t is concluded that although further additional research is still required,
dualculture techniques between cocoa and pathogen as well as using C¥s provided

promising results as a tool for screening cocoa clones for resistance to VSD.
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BAB 1

PENGENALAN

Koko atau nama saintifiknya 7heobroma cacao L. adalah suatu tumbuhan
dikotiledon peringkat tinggi daripada famili Sterculiaceae. la merupakan sejenis
tumbuhan tropika yang mempunyai keunikan dan keistimewaan yang tersendiri
yang menarik minat ramai ahli sejarah dan ahli antropologi membuat kajian,
terutama tentang peranannya dalam ekonomi dan sosial penduduk awal Amerika

(Cuatrecasas, 1964).

Bahagian terpenting daripada pokok koko 1alah bijinya. Biji koko kaya
dengan kanji (15%), protein (15%), dan lemak (50%). Koko juga mempunyai
minyak yang meruap yang boleh memberikan perisa, 1.5-3% theobromin iaitu
sejenis alkaloid purina yang boleh bertindak sebagai bahan perangsang. Kafin dan
tanin juga telah ditemui di dalam biji koko disamping sedikit asid malik, asid

tartarik, asparagin dan kolin.

Biji koko telah menjadi suatu bahan penting dalam industri pembuatan
coklat dan minuman ringan. Lemak koko pula telah digunakan sebagai ramuan

dalam industri kosmetik dan farmasiutikal. Ekstrak koko dan theobromin telah



digunakan dalam bidang bio-perubatan  kerana tanya mempunyai ciri-ciri

kardiotonik dan dieuretik.

Di dalam genus Theobroma terdapat 21 spesies yang tersebar luas di
seluruh dunia, tetapi hanya Theobroma cacao L. sahaja spesies yang mempunyai

nilai ekonomi dan telah ditanam secara meluas.

Koko telah dipercayai berasal dar daerah sekitar Lembah Sungai Amazon
di Brazil. lanya didapati tumbuh liar di keseluruhan bahagian Hutan Lembah
Amazon dan tersebar ke bahagian tengah Amazon-Guayana serta bahagian barat
daya dan barat laut selatan Mexico. lanya telah ditanam oleh orang Maya di
Amerika Tengah sebelum kedatangan orang Eropah lebih kurang 2, 000 tahun
dahulu. Tanaman koko di Asia Tenggara telah diperkenalkan oleh orang Sepanyol
pada abad ke-17 Masihi di Filipina. Tanaman ini kemudiannya telah dibawa ke

Indonesia dan Sabah (Utara Borneo) pada awal abad ke-18.

Penanaman koko di Malaysia telah diusahakan oieh Jabatan Pertanian pada
tahun 1934 di Serdang di atas plot percubaan seluas ' ekar yang menggunakan
bahan tanaman daripada jenis Trinitario. Beberapa plot percubaan seterusnya telah
dibuka antaranya ialah di Cheras. Kuala Lipis dan Temerloh (Faulknew dan

Milson. 1938).

Walaupun percubaan awal kurang berjaya, namun percubaan seterusnya
telah  menunjukkan suatu hasii yang agak memuaskan. Penanaman koko

scterusnya semakin berkembang setelah tamat Perang Dunia Ke-2. Antara tahun
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1947-1950 beberapa buah estet getah telah ditanam dengan koko di plot-plot yang
kecil dengan benih koko yang dibekalkan oleh Jabatan Pertanian. Pada tahun
1950-an penanaman koko secara komersil telah diusahakan di Jerangau,
Terengganu. Jabatan Pertanian telah membuka sebuah Stesen Penyelidikan di
Jerangau dan ianya telah berkerjasama dengan Stesen Penyelidikan di Serdang.
Pada mulanya bahan tanaman yang digunakan adalah daripada jenis Trinitario
tetapi kemudiannya, pada tahun 1953 bahan tanaman daripada jenis Amelonado

telah diperkenalkan.

Penanaman koko telah diperkenalkan ke Sabah pada tahun 1950-an. Koko
daripada jenis Amelonado yang telah dibawa dari Afrika Barat ke Semenanjung
Malaysia telah mula ditanam di Tawau. Penubuhan stesen penyelidikan di Quinon
Hill, Tawau, Sabah pada tahun 1957 sangat bermakna dalam industri penanaman
koko di Malaysia, terutamanya dalam usaha meninggikan mutu dan hasil koko
negara. Keluasan tanaman koko telah meningkat daripada 577 hektar pada tahun
1960 kepada 108, 111 hektar pada tahun 1980, seterusnya meningkat kepada 160,
000 hektar pada tahun 1990. Perkembangan penanaman koko di negara ini telah
membantu mempelbagaikan pengeluaran hasil pertanian disamping meningkatkan

hasil pendapatan para petani.

Pengeluaran koko dunia untuk musim 1995/1996 telah dianggarkan
sebanyak 2.71 tan matrik meningkat 12% berbanding dengan musim 1994/1995.
Negara pengeluar utama koko ialah Co d’lvoire (1.07 juta tan matrik), Ghana

(355. 000 tan matrik), Brazil (255. 000 tan matrik), Indonesia (285, 000 tan



