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ABSTRAK

Kajian ini dijalankan untuk mengkaji kesan air kelapa terhadap proliferasi protokorm
Dimorphorchis lowii. Kajian ini menggunakan eksplan protokorm pada peringkat 3 yang
diperolehi daripada percambahan biji benih secara in vitro dan dikultur di dalam media
asas Knudson C (KC) dan Vacin dan Went (VW) dengan penambahan air kelapa pada
kepekatan 0, 5, 10, 20 dan 30% (v/v). Kesemua kultur disimpan pada suhu 25+2°C
dengan 24 jam pencahayaan. Pencerapan data dilakukan setiap 10 hari sehingga 90 hari
selepas kultur. Selepas 90 hari kultur, peratus proliferasi protokorm tertinggi dikenalpasti
pada media asas KC dengan penambahan 5, 10, 20 dan 30% (v/v) air kelapa.
Penambahan 10 dan 20% (v/v) air kelapa mencatatkan purata bilangan protokom baru
yang terbentuk paling tinggi masing-masing dengan nilai 5.39+1.25 dan 4.88+1.07. VW
dengan penambahan atau tanpa air kelapa tidak memberangsangkan proliferasi malah
menggalakkan kematian protokorm. Hasil daripada kajian ini, didapati air kelapa dapat
merangsang proliferasi protokorm D./owii dan adalah dicadangkan penggunaan air
kelapa pada kajian akan datang amat digalakkan kerana bekalan air kelapa senang
diperolehi dan murah berbanding penggunaan pengawalaturan tumbuhan.




EFFECT OF COCONUT WATER ON PROTOCORM PROLIFERATION OF
Dimorphorchis lowii BY in vitro

ABSTRACT

This experiment was conducted to determine the effect of coconut water on protocorm
proliferation of Dimorphorchis lowii. Protocorms at stage 3 from in vitro seed
germination were selected and cultured on Knudson C (KC) and Vacin and Went (VW)
basal media containing coconut water (CW) at different concentration of 0, 5, 10, 20,
and 30% (v/v). All cultures were maintained at temperature 25+2°C under 24h light.
Observations have been done every 10 days periodically until 90 days. After 90 days of
culturing, the highest protocorm proliferation percentage was recorded on KC basal
medium supplemented with 5, 10, 20 and 30% (v/v) of coconut water. Whereas the
result shows the KC added with 10 and 20% (v/v) coconut water showed the highest
mean of new protocorm produced at 5.39+1.25 and 4.88+1.07 respectively. However it
was observed that protocorms showed necrotic effect after 90 DAC on VW basal medium
with or without coconut water at all concentrations. This finding suggests that the

addition of complex additive such as coconut water may stimulate the protocorm
proliferation of D./owii economically way.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Pengenalan

Perkembangan dan kemajuan dalam bidang sains dan teknologi telah banyak
mencipta inovasi seperti penghasilan teknik kultur tisu. Kultur tisu adalah alternatif
terbaik dalam mempercepatkan pembiakan dan pemuliharan tumbuhan yang
mengalami kepupusan, terancam dan sukar untuk membiak di habitat asalnya. Selain

itu, kultur tisu juga dapat menghasilkan produk yang sama kualiti dengan induk (Fay,

1992; Zhao et al, 2004). Lebih kurang 156 genus tumbuhan ornamental telah

dipropagasi menggunakan teknik kultur tisu di seluruh dunia (Rajagopalan, 2000;
Schiva, 2000). Pendekatan penggunaan bioteknologi seperti kultur tisu ini berjaya
meningkatkan pengeluaran tanaman hortikultur (Chebet et a/., 2003). Pengeluaran
ornamental secara komersial berkembang pesat di seluruh Negara dan semakin
meningkat sejak dua dekad kebelakangan ini. Pengeluaran ornamental ini juga

mempunyai potensi yang tinggi untuk terus meningkat di pasaran domestik dan
antarabangsa (Jain, 2002).

Orkid adalah antara tumbuhan ornamental yang popular. Pada hari ini, teknik
kultur tisu digunakan secara meluas oleh pengusaha orkid sebagai satu teknik yang
paling cepat dan berkesan untuk menghasilkan orkid yang terpilih dan bermutu
tinggi. Kecantikan bunga orkid yang terdiri daripada pelbagai bentuk menyumbang
kepada popularitinya. Orkid selalu dipilih sebagai bunga pilihan untuk menghiasi
taman dan juga ruangan. Perniagaan orkid semakin meningkat dikalangan peniaga
besar, juga nurseri-nurseri kecil. Keindahan bunganya juga sering diperbandingkan di

peringkat nasional mahupun antarabangsa (Edhi Sandra dan Nor Hazreen, 2005).



Daripada kajian yang dilakukan oleh Whigham et al. (2006), benih orkid
sangat kecil dan sukar untuk bercambah. Benih sesetengah spesis orkid memeriukan
beberapa tahun untuk bercambah dan ini mengakibatkan orkid hampir pupus. Oleh
yang demikian, Dimorphorchis lowii dipilih dalam kajian ini kerana orkid ini adalah
orkid endemik Borneo di mana tumbuh liar di kawasan Borneo.

Dimorphorchis lowii tersenarai dalam “ Convention on International Trade in
Endangered Species” (CITES) sebagai orkid yang terancam. Orkid ini terancam
disebabkan habitatnya yang diganggu kesan daripada penebangan hutan,
penambahan populasi manusia di kawasan kaki gunung, pembersihan kawasan untuk
tujuan pertanian dan pengambilan orkid secara haram (Wood at e/, 1993). Oleh
yang demikian dengan adanya kajian seperti ini, spesis orkid ini akan dapat terus

dilindungi dan dibiakkan. Orkid ini juga boleh dikacukkan dan mungkin dapat
dikomersialkan seperti orkid lain suatu hari nanti.

1.2 Objektif kajian

Mengkaji kesan penambahan air kelapa dalam kepekatan yang berbeza ke atas
proliferasi protokorm Dimorphorchis lowii.



BAB 2

ULASAN KEPUSTAKAAN

2.1 Taburan Orkid

Orkid tergolong dalam famili Orchidaceae. Famili ini terdiri daripada 800 genera dan
25,000 spesies (Samira et a/, 2009). Orkid merupakan antara ornamental utama
seluruh dunia dan menyumbang 8% dalam perdagangan florikultur dunia (Griesbach,
2002). Terdapat lebih kurang 850 spesies orkid di Semenanjung Malaysia dan 2500
spesies di Sabah dan Sarawak. Terdapat 1200 spesies orkid liar dijumpai tumbuh di
Gunung Kinabalu. Di Malaysia masih terdapat banyak orkid-orkid liar yang belum

it

JAIN

diperkenalkan lagi tetapi mempunyai ruang yang luas untuk diperbaiki mutunya dan
potensi pasaran (Kamal dan Shariff, 2002).
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Orkid paling banyak terdapat di kawasan tropika (Arditti, 1967). Kebanyakan‘i‘.
tumbuhan bukan sahaja orkid, dipengaruhi oleh faktor persekitaran dan hormon bagi
menggalakkan pertumbuhan (Chmelnitsky et al.,, 2001). Orkid dari kawasan subtropik
termasuk jenis orkid yang lambat pertumbuhannya. Sebaliknya, orkid dari kawasan
tropika, pertumbuhannya cepat. Di kawasan tropika di Malaysia, pertumbuhan orkid
lebih cepat jika dibandingkan dengan kawasan subtropik kerana kawasan ini
mengalami panas dan lembap sepanjang tahun. Orkid yang cepat tumbuh umumnya
mudah berbunga kerana lebih cepat dewasa dan proses makanan yang tersedia juga
mencukupi. Di kawasan subtropika, tanaman lebih sering mengalami masa istirehat

atau ‘dorman’ kerana adanya musim gugur dan musim dingin (Arditti, 1967).
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Orkid dipasarkan sebagai bunga keratan dan juga bunga di dalam pasu.
Pengeksport terbesar orkid adalah Taiwan, Thailand, United Kingdom, Italy, Japan,
New Zealand dan Brazil sementara pengimport terbesar orkid adalah Amerika
Syarikat. Antara orkid yang mendapat tempat di pasaran dunia adalah seperti
Cymbidium, Dendrobium, Oncidium dan Phalaenopsis. Industri

orkid juga
menyumbang kepada ekonomi Negara ASEAN (Hew, 1994; Laws, 1995).

2.2 Ciri-ciri Orkid

Habitat orkid boleh dibahagikan kepada epifit dan terrestria. Orkid jenis epifit
sebahagian perakarannnya menempel pada medium, sebahagian lagi menjuntai
bebas di udara. Orkid ini hidup menempel pada pepohon yang sekaligus menjadi
tumpangannya. Namun demikian, sifatnya tidak merugikan pohon tumpangan
tersebut. Terrestria orkid pula tumbuh di atas permukaan tanah. Jika dibandingkan
dengan orkid epifit, jenis orkid terrestria bersifat lebih mudah dan cepat berbunga,

contohnya Cymbidium, Spathoglotis, dan Coeloegyn (Edhi Sandra dan Nor Hazreen,
2005).

Terdapat dua jenis pertumbuhan orkid, iaitu simpodial (berumpun) dan
monopodial (memanjang ke atas). Jenis-jenis orkid yang jenis simpodial adalah
Dendrobium, Cattleya, dan Oncidium. Orkid- orkid ini mengeluarkan satu jambak
bunga pada satu batang (disebut bebawang palsu jika ia membengkak).
Pengeluaran jambak bunga seterusnya adalah daripada pucuk baru yang keluar
daripada rizom. Pengeluaran batang-batang atau bebawang-bebawang palsu
daripada rizom ini menjadikan orkid jenis ini seolah-olah hidup serumpun. Pembiakan

vegetatif boleh dilakukan dengan membahagikan rumpun-rumpun tersebut (Kamal
dan Shariff, 2002).

Manakala jenis monopodial adalah tergolong dari jenis Vanda, Phalaenopsis
dan Dimorphorchis. Orkid monopodial mempunyai satu batang yang akan tumbuh
meninggi dengan daun dan akar yang keluar daripada sisinya menyebabkan orkid ini
kelihatan seperti lipan. Mercu pucuk tumbuh dengan bebas dan biasanya tiada

bebawang-bebawang palsu seperti orkid simpodial (Holttum, 1953; Dressler, 1993;
Arditti, 1992).



Ukuran daun orkid berbeza, terdapat orkid yang berdaun lebar dan
sesetengahnya berbentuk tirus. Orkid berdaun lebar biasanya senang berbunga
dibandingkan dengan orkid berdaun tirus kerana makanan dapat dihasilkan dengan
banyak kesan daripada proses fotosintesis dan transpirasi yang berlaku lebih cepat

pada permukaan daun yang lebar (Kamal dan Shariff, 2002). Proses makanan ini

kemudiaannya dialihkan untuk membentuk buah dan biji melalui proses

pembungaan. Contoh orkid berdaun lebar adalah Phalaenopsis, Dendrobium,
Cattleya, Spathoglottis, Phaeius, Coelogyne, Bulbopyllum, dan Paphiopedilum. Contoh
orkid yang berdaun kecil adalah seperti Sarcanthus subulatus, Renanthera matutina,
Vanda hookeriana, dan Schoenorchis juncifolia. Daun orkid berwarna hijau cerah dan
sesetengahnya berwarna hijau gelap (Wood et a/., 1993).

Akar pokok orkid bervelamen, ini bermaksud terdapat lapisan luar akarnya
terdiri daripada beberapa lapisan sel, berongga dan bersifat lutsinar. Velamen ini
berfungsi melindungi akar daripada kehilangan air selama proses penyejatan,
menyerap air, melindungi bahagian dalam akar serta membantu melekatkan akar
pada benda yang ditumpanginya (Dyah dan Mayaslinda, 2005). Akar orkid terrestria
biasanya serabut, tebal dan berwarna hijau. Akar sisi pula panjang, tebal, geotropik,
dan berwarna hijau di bahagian atas (Arditti, 1992; Hew and Yong, 1997). Akar orkid
epifit pula tumbuh dengan sebahagian perakarannnya menempel pada media atau
pokok yang ditumpang, sebahagian lagi berjuntai bebas di udara. Akar yang
menempel pada media adalah kurang klorofil dan mengadungi mikoriza. Manakala

akar yang berjuntai bebas di udara pula mengandungi klorofil dan bebas dari
mikoriza (Goh et al., 1992).

2.3 Genus Dimorphorchis

Nama asal Dimorphorchis diambil dari perkataan Greek. 'Di’ bermaksud dua,

‘morphe’ pula menunjukkan bentuk dan ‘orchis’ adalah orkid. Orkid Dimorphorchis
terdiri daripada dua jenis bunga di dalam satu tangkai bunga. Nama gelaran sainstifik
telah diberi oleh Hugh Low (Sir Hugh Low) yang telah mengumpul orkid ini di

Borneo dan pertama kalinya dikenali sebagai Low’s Necklace Vanda (Chan et al,
1994).
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Dimorphorchis diketegorikan dalam jenis monopodial. Ini bermaksud orkid ini
mempunyai batang utama dengan tumbesarannya tidak terbatas. Bentuk batangnya
lurus, ramping dan tidak mempunyai umbi. Tangkai bunga akan keluar pada sisi
batangnya, iaitu pada ruas-ruas di antara dua ketiak daunnya. Tangkai bunga ini
akan keluar secara berganti pada sisi batang sepanjang hayatnya. Batang orkid
monopodial ini juga bersaiz kecil dan diliputi dengan upih-upih daun. Oleh itu, akar
udara yang keluar daripada batang terpaksa menembusi upih daun. Batang orkid ini

tidak bercabang dan mampu mengeluarkan tunas-tunas baru setelah dipotong (Hew
et al., 2002).

Bunga orkid ini tersusun dalam rangkaian yang berbentuk tandan. Di dalam
satu tandan terdapat satu atau lebih daripada 15 kuntum bunga. Terdapat dua
warna bunga didalam satu rangkaian tandan. Bunga tersebut terletak pada sisi
(lateral) batang, tangkai bunga tersebut keluar di antara dua ketiak daun
(pleuranthe). Bunga orkid ini agak kecil. Orkid ini mempunyai lima bahagian utama
iaitu sepal (kelopak daun), petal (kelopak bunga), stamen (debunga), pistil (putik)
dan ovary (benih bunga). Orkid ini mempunyai tiga kelopak sepal pada bahagian atas

disebut sepal dorsal, manakala dua kelopak di bawah disebut sepal lateral (Chan et
al.,, 1994).

Daun orkid memiliki pelbagai bentuk seperti jarum, pita, panjang, bulat telur,
senduk, lancet iaitu bercabang dua. Ketebalan daun orkid ini juga pelbagai, ada yang
nipis, tebal dan leper serta keras, manakala kelebaran daunnya ada yang kecil dan
ada yang lebar. Susunan daun orkid ini adalah berselang seli dan duduk berhadapan
antara satu sama lain. Daunnya pula keras dan mempunyai permukaan kulit yang
rata. Daun yang tumbuh akan terus keluar daripada batang pokoknya dan tidak
bertangkai. Pada bahagian tepi daunnya pula rata (tidak bergerigi). Tulang daunnya

sejajar dengan tepi tepi daun dan berakhir di hujung daun. Daun orkid berwarna
hijau muda atau hijau gelap (Hew et a/,, 2002).




Pokok orkid jenis monopodial seperti Dimorphorchis memiliki akar serabut di
bahagian bawah tanah dan akar udara pada bahagian atasnya. Tetapi orkid ini tidak
mempunyai akar rerambut. Pada umumnya, akar orkid ini berbentuk silinder, hujung
runcing, berisi, lembut dan mudah patah. Akar yang dikatakan sihat dan aktif adalah
berwarna lutsinar seperti hijau kekuningan atau hijau keunguan. Buah pokok orkid

Dimorphorchis adalah berbentuk kapsul atau bersarung (Dyah dan Mayaslinda,
2005).

Di dalam sarungnya terdapat biji-biji yang sangat kecil dan halus, seperti
tepung. Biji pokok orkid tidak mempunyai endosperm (bekalan makanan). Oleh ity,

biji benih ini memerlukan tambahan nutrien dari luar atau kawasan sekitarnya untuk
proses percambahan (Dyah dan Mayaslinda, 2005).

2.4 Dimorphorchis lowii

Dimorphorchis lowii adalah orkid endemik Borneo. Orkid ini boleh di dapati di
Kalimantan Tengah seperti kawasan Bukit Raya, di Sabah pula seperti di Gunung
Kinabalu, Gunung Trus Madi, Banjaran Crocker dan Gunung Lotung. Di Sarawak pula
orkid ini boleh di dapati Taman Negara Gunung Mulu. Habitat dan ekologi orkid ini
adalah di sekitar bahagian tepi sungai di kawasan hutan, kawasan paya, 1300 m dari
aras laut. Bentuk batangnya lurus , ramping, tidak mempunyai umbi dan bergantung
sehingga mencecah 75 cm atau lebih, mempunyai diameter 1 hingga 2 cm. Daun

orkid ini bersaiz 50- 70 x 4.5-5.5 cm, dan perbentuk oblong (panjang) (Chan et al.,
1994).

Orkid ini mempunyai tangkai bunga 1 atau lebih, melebihi 300 cm panjang,
bergantung dan mempunyai banyak bunga. Mempunyai dua jenis warna bunga pada
satu tangkai. Bahagian bawah tangkai terdiri daripada bunga berwarna kuning
dengan bintik jingga yang kecil, mempunyai bau yang agak kuat, sementara pada
bahagian apikal pula terdiri daripada bunga yang berwarna kuning dengan tompok
jingga yang sangat besar dan tidak mempunyai bentuk tetap (Rajah 2.1). Sepal orkid

ini bersaiz 3-3.5 x 1.5 cm, manakala petal pula bersaiz 2.8-3.5 x 1.2-1.5 cm (Chan et
al,, 1994) (Rajah 2.2).




Rajah 2.1  Dimorphorchis lowii, (a) Bunga pada tangkai pokok ;( b) Bunga
bahagian atas; dan (c) Bunga di bahagian bawah.
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Rajah 2.2 Dimoprhorchis lowii (A) pokok; (B) bunga atas; (C) pandangan sisi bunga
tanpa sepal dan petal; (D) kolum dan bibir; (E) sepal dorsal; (F) sepal
lateral; (G) petal; (H) bibir; (I) * floral bract’; (J) kolum dari pandangan
hadapan; (K) anther; (L) polinia.

Chan et al. (1994)
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2.5 Kultur Tisu Orkid

Teknik kultur tisu ini adalah cara pembiakan yang dilakukan dalam keadaan steril.
Kultur tisu menggunakan unsur makronutrien, mikronutrien, ferum dan sumber
karbon untuk menghasilkan media asas. Biasanya media asas ini akan dicampur
dengan kompleks tabii untuk meningkatkan lagi pertumbuhan pokok. Kompleks tabii
yang biasa digunakan adalah seperti air kelapa, kentang, pisang, tomato dan banyak

lagi. Komposisi media telah diformulasi mengikut kesesuaian sesuatu tumbuhan
(Prakash et al., 2004).

Kultur tisu merupakan propagasi * true to type” kepada genotip yang terpilih.
Sekeping cebisan tisu tumbuhan berupaya tumbuh menjadi tumbuhan yang baru

kerana setiap sel dalam tisu tumbuhan itu mempunyai kandungan genetik yang sama

dengan induk dan mereka adalah “totipoten” iaitu setiap sel dalam tumbuhan

berpotensi tumbuhan menjadi tumbuhan yang sempurna (Prasad dan Kumar, 2003).

Kaedah ini diaplikasi dalam penghasilan tumbuhan yang hampir pupus secara besar-
besaran.

Teknik tisu kultur sesuai untuk orkid monopodial yang tidak sesuai
dipropagasikan melalui kaedah vegetatif iaitu pembiakan secara tampang seperti
Phalaenopsis. Oleh itu, teknik kultur tisu adalah lebih sesuai dan berkesan
membiakkan spesies orkid ini. Teknik in vitro menggunakan teknik kultur tisu aseptik.
Teknik aseptik ini menghasilkan tumbuhan yang bebas daripada patogen dan

penyakit dengan cara yang lebih ekonomik serta dapat menghasilkan jumlah pokok
yang banyak dalam masa yang singkat (Ishii et a/., 1998).

Teknik /in vitro membolehkan tumbuhan yang tumbuh dengan kadar yang
rendah digandakan dengan pesat seperti pokok orkid. Pembiakan klon dapat
dilakukan sepanjang tahun tanpa merisaukan keadaan musim yang tidak sesuai
untuk pertumbuhan eksplan seperti di kawasan subtropik. Teknik ini berupaya

mengeluarkan tanaman denga ciri-ciri yang seragam, dan berkualiti tinggi pada kadar
yang cepat dan banyak (Hartman et al., 1990).
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2.6 Protokom

Protokorm didefinasikan sebagai jasad yang terhasil daripada percambahan benih
orkid terutamanya pada peringkat tahap pertama percambahan (Arditi, 2008;
Hossain et al., 2010). Protokorm mempunyai bentuk yang agak bujur atau elips.
Protokorm bagi kebanyakkan orkid epifit tropikal menunjukkan kebolehan untuk
berkembang membentuk pucuk baru secara langsung daripada protokom. Bagi
kebanyakkan orkid terrestria pula, protokorm boleh memanjang membentuk rizom
yang kemudiaan membesar dan bercabang. Rizom tersebut mempunyai beberapa
nod dan apex yang menunjukkan fisiologi garavitopisma /in vitro. Selepas
pemanjangan rizom, mercu pucuk mula tumbuh ke atas dan dapat dibezakan dengan
mudah antara pucuk dan akar (Chang et a/., 2005)

2.7 Proliferasi Protokom

Proliferasi ialah proses pembentukan baru atau pertambahan jumlah sesuatu jasad
(Arditi, 2008; Hossain et al., 2010). Istilah proliferasi ini pertama kali digunakan oleh
Bernand pada tahun 1904 untuk menerangkan peringkat perkembangan embrio
orkid. Protokorm yang berproliferasi di atas pucuk tunas dan eksplan yang lain

mempunyai cara perkembangan menjadi satu anak pokok yang sama seperti biji
benih embrio (Pritchard, 1989).

2.8 Faktor — Faktor Mempengaruhi Kejayaan Kultur Tisu Orkid

Kejayaan kultur tisu orkid ini dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti komponen
media, pH media dan faktor persekitaran seperti suhu. Media asas telah dimodifikasi
dalam komponen nutriennya untuk memenuhi objektif kajian yang berbeza. Secara
amnya, satu media nutrien mengandungi garam inorganik, vitamin, pengawal
pertumbuhan, sumber karbon dan agen pembekuan (agar). Penentuan jenis media
untuk keperluan metabolik sel dan tisu kultur merupakan faktor utama kepada
kejayaan dalam proses regenerasi tumbuhan (Prasad dan Kumar, 2003).
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