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ABSTRAK

Paphiopedilum rothschildianum merupakan orkid endemik Sabah yang semakin
terancam. Secara semulajadinya, proses propagasi spesis ini memakan masa yang
panjang. Propagasi melalui teknik tisu kultur boleh diaplikasikan untuk memelihara
spesis unik ini. Masa yang diperlukan adalah jauh lebih singkat serta bebas daripada
ancaman semulajadi kerana proses mikropropagasi adalah secara in vitro. Objektif projek
ini adalah untuk mengkaji pengaruh hormon 6-benzilaminopurin (BAP), thidiazuron
(TDZ), asid naftalinasetik (NAA), dan 2,4-diklorofenoksiasetik (2,4-D) secara tunggal
dan dengan kombinasi terhadap penghasilan jasad seperti protokom (JSP) daripada
eksplan daun dan protokom P. rothschildianum. Selain itu, kesan membelah eksplan
protokom diuji dan dibandingkan dengan pengkulturan protokom penuh. Media
berasaskan garam RE yang ditambahkan dengan 10% (v/v) air kelapa digunakan untuk
pengkulturan. Bagi pengkulturan daun, hormon 2,4-D, NAA, dan TDZ berkepekatan
0.0 mg/L hingga 5.0 mg/L. dengan selang 0.5mg/L serta hormon BAP berkepekatan
0.0 mg/L hingga 10.0 mg/L dengan selang 1.0 mg/L diuji secara tunggal. Bagi
pengkulturan protokom, hormon TDZ diuji secara tunggal manakala hormon BAP
dikombinasikan dengan NAA dan kemudiannya dengan 2,4-D. Pengkulturan daun
P. rothschildianum gagal mencapai objektif kajian apabila kesemua eksplan yang
dikultur mengalami kematian 100% seawal 40 hari pengkulturan. Dalam pengkulturan
protokom penuh P. rothschildianum, peratusan eksplan berpropagasi paling tinggi
dengan nilai 54.17%3+19.09 dicatatkan dalam media yang mengandungi kombinasi 3.0
mg/L BAP dan 0.5 mg/L NAA. Nilai tertinggi untuk purata JSP yang terhasil bagi satu
eksplan pula dicatatkan dalam media yang mengandungi kombinasi 3.0 mg/L BAP dan
1.00 mg/L 2,4-D iaitu 8.25+4.76. Pemerhatian juga mendapati bahawa media kawalan
positif mencatat peratusan eksplan berpropagasi yang tinggi mencecah 81.25%+12.5
tetapi purata JSP terhasil bagi satu eksplan yang lebih rendah iaitu hanya 2.04+0.57.
Media kawalan negatif pula mencatat peratusan eksplan berpropagasi yang lebih rendah
berbanding dengan media kawalan positif. Pengkulturan protokom yang dibelah dua juga
gagal mencapai objektif kajian apabila peratus kematian eksplan mencecah nilai 94.10%
secara keseluruhannya. Ini menunjukkan bahawa kedua-dua daun dan protokom P.

rothschildianum yang diwujudkan kawasan luka adalah tidak sesuai digunakan sebagai
eksplan dalam tisu kultur spesis ini.
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ABSTRACT

Paphiopedilum rothschildianum is an endemic orchid in Sabah that is currently protected.
Its propagation process takes a long time in natural way. One of the ways in conserving
this unique species is the application of micropropagation. This technique takes a
relatively shorter time and the in vitro condition protects the culture from natural threats.
The objective of this research was to evaluate the effects of 6-benzylaminopurine (BAP),
thidiazuron (TDZ), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), and naphthaleneacetic acid
(NAA) hormones, both individually and in combination towards the inducement of
protocorm like bodies (PLB) from the leaf and protocorm explants of P. rothschildianum.
The effectiveness of inducing wound region on the protocorm explants were also
evaluated to be compared to the unwounded protocorms. The RE media supplemented
with 10% (v/v) coconut water was used in the culturing process. Using leaf segment as
explants, the concentrations of the hormones NAA, 2,4-D, and TDZ hormones ranging
from 0.0 mg/L to 5.0 mg/L with the interval of 0.5 mg/L and the BAP hormones with the
concentration ranging from 0.0 mg/L to 10 mg/LL with 1.0 mg/L interval were tested
individually. As for the experiment of using protocorms as explant, TDZ hormone were
tested individually whereas the BAP hormone were combined with NAA and later with
2,4-D. The experiment of using leaves as explant failed to fulfill the research objective as
the explants died as early as the 40™ day of culturing. In the experiment of using full
protocorms, the media supplemented with 3.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA showed the
highest percentage of explant propagating with the value of 54.17%+19.09. The highest
value of min PLB formed per explant were found out to be in the medium with 3.0 mg/L
BAP + 1.00 mg/L 2,4-D with 8.25+4.76. Observations also showed that the positive
control medium gave a high percentage of explant propagating of 81.25%+12.5 but a
relatively low value of min PLB formed per explant of just 2.04+0.57. The negative
control medium showed less percentage of explants propagating as compared to the
positive control medium. The culturing of wounded protocorms also failed to fulfill the
research objective when the overall death percentage of the explant reached 94.10%. This
indicated that both leaves and wounded protocorms of P. rothschildianum were not
suitable to be used as explant in the tissue culturing of this species.
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BAB1

PENDAHULUAN

Flora merupakan aksesori semulajadi yang telah menghiasi alam beribu-ribu tahun
lamanya. Terdapat pelbagai jenis flora di dunia dan orkid merupakan salah satu
daripadanya. Menurut Menzies (1991), orkid tergolong dalam famili Orchidaceae yang

juga merupakan famili terbesar bagi tanaman yang berbunga. Orkid juga tergolong dalam

kumpulan tumbuhan yang terbesar iaitu angiosperma.

Di Malaysia, terdapat 808 spesis orkid yang berasal daripada lebih 111 genus
(Fadelah et al., 2001). Kepulauan Bomeo sahaja menjadi habitat kepada 2500 hingga
3000 spesis orkid yang mana nilai ini mewakili 10% daripada jumlah spesis di dunia dan
30% daripadanya adalah endemik ( Lamb, 1991 ). Di negeri Sabah pula, orkid didapati
tumbuh di pergunungan Crocker, Tenom, dan Nabawan. Alec dan Morrison (1991),

menyatakan bahawa Gunung Kinabalu merupakan tempat orkid terkaya di dunia dengan

bilangan spesis yang mencecah angka 1500.



Namun begitu, termyata jumlah spesis yang dinyatakan hanyalah angka semata-
mata kerana kebanyakkan daripada spesis-spesis orkid yang wujud di dunia kini adalah
terancam. Selain daripada faktor bencana alam seperti tanah runtuh dan kebakaran, faktor
lain seperti aktiviti penarahan hutan dan pemetikkan di luar perundangan telah
menyumbang kepada kepupusan spesis-spesis orkid ini. Salah satu daripada spesis orkid
yang semakin terancam adalah Paphiopedilum rothschildianum. Genera orkid ini telah
tersenarai pada lampiran [ “Convention Of International Trade In Endangered Species Of
Wild Fauna And Flora™ yang terkini dikeluarkan pada 3 Mac 2007 (CITES, 2007). Akta
Taman Negara 1980 dan Enakmen Taman Negara 1938/39 mendeklarasikan bahawa
beberapa spesis orkid tertentu adalah tidak dibenarkan untuk dibawa keluar dari hutan
simpan yang terdapat di Malaysia. Kerajaan Negeri Sabah seterusnya menggubal Akta
Taman Negara pada tahun 1984 untuk melindungi P. rothschildianum ( Cribb, 1997 ).
Oleh yang demikian, pemeliharaan terhadap spesis orkid ini haruslah dipraktikkan dan

salah satu cara yang terbaik adalah dengan menggunakan teknik kultur tisu.

Dalam keadaan semulajadi, biji benih P. rothschildianum menghadapi kesukaran
untuk bercambah. Ia juga memerlukan masa yang panjang  untuk dibiakkan secara
vegetatif. Oleh sebab itu, teknik kultur tisu dipraktikkan kerana ia dapat memelihara
pertumbuhan spesis orkid ini disamping menjimatkan masa dan memastikannya bebas
daripada sebarang jangkitan penyakit. Menurut Arditti (1976), teknik kultur tisu
berpotensi untuk menghasilkan tumbuhan yang jauh lebih baik berbanding dengan yang
tumbuh di tapak semaian. Peningkatan permintaan terhadap tanaman hiasan terutamanya

orkid juga telah berlaku hasil daripada pempraktikkan kaedah kultur tisu (Smith, 1992).



Pada bulan Mei 1887, P. rothshildianum telah diperkenalkan buat pertama kalinya
kepada pengkulturan in vitro oleh Linden (Wong dan Phillips, 1996). Namun begitu, ia
tidak dijalankan dengan meluas kerana kesukaran memperoleh sumber dan penentuan
kacdah In vitro yang spesifik dalam pengkulturan spesis orkid ini. Dalam kajian-kajian
sebelum ini, proses mikropropagasi spesis Paphiopedilum dengan menggunakan teknik
tisu kultur telah banyak berjaya dilakukan apabila eksplan seperti pucuk (Huang, 1988;
Arditti & Emst, 1993), protokom (Lin et al, 2000), dan jasad seperti protokom
digunakan. Dalam kajian ini pula, daun dan protokom P. rothschildianum akan
digunakan sebagai eksplan. Potensi tisu daun untuk menghasilkan jasad seperti protokom
buat pertama kalinya telah ditunjukkan oleh Wimber pada tahun 1965 dalam kultur daun
Cymbidium (Vij & Pathak, 1990). Salah satu sebab yang munasabah mengapa daun
digunakan sebagai eksplan adalah kerana berbanding dengan bahagian lain seperti
meristem pucuk, pemilihan daun sebagai eksplan tidak akan menyebabkan pengorbanan

ibu pokok. Oleh itu, proses mikropropagasi akan dapat dilakukan dengan lebih efisyen.

Objektif kajian ini terbahagi kepada dua. Pertama adalah untuk mengkaji kesan
empat jenis hormon tumbuhan iaitu asid 2,4-diklorofenoksiasetik (2,4-D), asid
naflalinasetik (NAA), 6-Benzilaminopurin (BAP), dan thidiazuron (TDZ) ke atas
penghasilan jasad seperti protokom daripada eksplan daun P. rothschildianum. Manakala
objektif kedua kajian ini juga adalah untuk mengkaji pengaruh empat hormon tumbuhan
yang dinyatakan di atas, pada proliferasi eksplan. Dua eksplan ptokom yang digunakan

adalah protokom penuh dan protokom yang dibelah dua untuk mewujudkan kawasan luka.



BAB 2

ULASAN LITERATUR

2.1 Orkid

Dengan bilangan spesis mencecah 35000 dan kemungkinan jumlah hibrid yang sama,
hasil daripada proses hibridisasi semulajadi oleh alam dan bukan semulajadi oleh
manusia, Orchidaceae merupakan famili terbesar daripada kumpulan tanaman berbunga
(Hodgson et al., 1991). Sebelum ini, para saintis berpendapat bahawa famili Compositae
adalah merupakan famili terbesar dan paling sukar diklasifikasikan. Namun begitu, kini

ternyata famili Orchidaceae mempunyai lebih banyak wvariasi dan sekaligus

menjadikannya famili terbesar (Gunawan, 1992).

Bunga orkid adalah sangat cantik dan kadangkala berbentuk aneh. Pada tahun
1877, Charles Darwin menyokong fakta bahawa orkid adalah hasil proses evolusi

daripada tumbuhan yang menyerupai bunga Lili (Dressler, 1993). Kepelbagaian bunga



orkid boleh dilihat daripada warna, saiz, bentuk, habitat, dan baunya. Daripada ketinggian
3 milimeter Bulbopylium minutissimum yang boleh dijumpai di australia sehinggalah
Gaieola foliata yang berketinggian 30 meter, daripada mempunyai bau yang sangat
harum sehinggalah yang sangat busuk, daripada bentuk bunga yang biasa sehinggalah
yang kompleks, dan daripada habitat yang tumbuh di paras air laut sehinggalah 4200
meter atas paras laut, inilah bukti betapa pelbagainya flora yang bernama orkid (Hodgson
et al., 1991). Setiap tahun sahaja, ratusan hibrid orkid yang baru terdaftar dan diterbitkan
dalam Sanders' List of Orchid Hybrids.

Biji benih orkid pula adalah sangat mudah untuk disebarkan oleh angin sehingga
mencecah ribuan kilometer kerana saiznya yang kecil dan ringan. Fakta ini disokong oleh
Menzies (1991) yang membincangkan tentang letusan gunung berapi Krakatoa, Indonesia.

Menurutnya, pada tahun 1933 iaitu S0 tahun selepas letusan gunung berapi Krakatoa
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1883 yang telah memusnahkan banyak spesis hidupan semulajadi termasuklah orkid, 35
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spesis orkid telah dijumpai semula di sekitar pulau Krakatoa. Orkid-orkid ini dipercayat

vavs yfg

tumbuh hasit daripada biji benih yang ditiup angin dari pulau-pulau Indonesia yang lain.
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Dt alam semulajadi, kebanyakkan orkid bersifat epifit dimana ia hidup menempel
pada tumbuhan lain tanpa merugikan tumbuhan perumah itu. Ini kerana, orkid mampu
berfotositesis menghasilkan makanan sendiri dan tidak memakan makanan yang dibuat
oleh perumahnya (Gunawan, 1992). Terdapat juga orkid yang bersifat litofit di mana ia
tumbuh pada permukaan batu yang lembap. Jika keadaan pertumbuhan mengizinkan,

orkid epifit akan lama-kelamaan bertukar menjadi orkid yang bersifat litofit (Hodgson et



al., 1991). Selain itu, terdapat juga orkid yang bersifat saprofit di mana ia bertumbuh
dengan nutrien yang dihasilkan daripada bahan organik yang mereput. Walau

bagaimanapun, orkid-orkid ini kurang dan segi bilangan klorofil dan kebanyakkannya
tidak berdaun.

2.1.1 Klasifikasi Orkid

Dalam pengklasifikasian orkid yang termampat, famili Orchidaceae terbahagi kepada 3
sub-famili, 12 puak, 45 sub-puak, dan 186 genera. Pengklasifikasian yang dikembangkan
pula boleh mengandungi sehingga 6 atau lebih sub-famili sehinggalah kepada 800 genera
(Rittershausen dan Rittershausen, 2001). Keenam-enam sub-famili tersebut termasuklah
Apostasioideae, Cypripedioideae, Spiranthoideae, Orchidoideae, Epidendroideae, dan
Vandoiceae (Pridgen, 1998). Walaubagaimanapun, secara ringkasnya cara pertumbuhan

orkid boleh dibahagikan kepada dua jenis iaitu simpodial dan monopodial (Alec dan
Morrison, 1991).

a. Orkid simpodial

Perkataan ‘simpodial” berasal daripada bahasa Greek yang bermaksud ‘kaki bersatu’. Ia
menggambarkan batang-batang orkid tersebut yang disatukan oleh rizom (Hodgson et al.,
1991). Orkid jenis simpodial berupaya untuk tumbuh di atas pokok lain secara epifit
mahupun di atas tanas (Rittershausen dan Rittershausen, 2001). Kebanyakkan spesis

orkid adalah simpodial. Antara orkid simpodial yang popular adalah Dendrobium,
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