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ABSTRAK 

Satu kajian telah dijalankan di Makmal Kultur Tisu Tumbuhan, Fakulti Pertanian Lestari, 
Universiti Malaysia Sabah, Sandakan untuk mengkaji kesan pengawalatur tumbuhan, 
benzylaminopurine (BAP) dan naphthaleneacetic acid (NM) serta air kelapa (AK) pada 
kepekatan yang berbeza ke atas regenerasi secara in vitro orkid vanila ( Vanilla planifo!ia 
Andrews) menggunakan bahagian nod sebagai eksplan. Kajian ini telah dijalankan 
selama selama dua bulan menggunakan Murashige dan Skoog (MS) sebagai media asas 
yang merangkumi lapan jenis rawatan gabungan BAP dan NM pada kepekatan berbeza, 
bersama tambahan ataupun tanpa tambahan 15% (v/v) AK. Setiap rawatan mempunyai 
lima replikasi dan kesemua kultur diletakkan di dalam kebuk pertumbuhan dengan 
pencahayaan 12 jam cerah pada suhu 25 ± 2°C. Parameter seperti bilangan hari bagi 
pengeluaran akar, bilangan hari bagi pertumbuhan tunas, bilangan akar/eksplan, 
panjang akar, bilangan tunas/eksplan, panjang tunas dan peratus kemandirian eksplan 
direkod selepas 60 hari pengkulturan. Kajian dijalankan menggunakan reka bentuk 
rawak lengkap (CRD) dan data dianalisa menggunakan analisis satu hala daripada varian 
(ANOVA). Keputusan daripada kajian ini menunjukkan penambahan NM, BAP dan 15% 
(v/v) AK di dalam media asas adalah tidak signifikan bagi regenerasi kultur nod V. 

planifolia. 
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EFFECT OF PLANT GROWTH REGULA TORS ON IN VITRO REGENERATION OF 
Vanilla planifolia Andrews ORCHID 

ABSTRACT 

A study have been conducted at Plant Tissue Culture Laboratory, Faculty of Sustainable 
Agriculture, Universiti Malaysia Sabah, Sandakan to study the effect of the plant growth 
regulators, benzylaminopurine (BAP) and naphthaleneacetic acid (NM) and also the 
coconut water (Cw,) at various concentrations on the in vitro regeneration of Vanilla 
(Vanilla planifolia Andrews) from nodal exp/ant The study have been conducted for two 
months using Murashige and Skoog (MS) as the basal media which consist of eight types 
of treatments combination of BAP and NM supplemented with or without 15% (v/v) of 
CW. Each treatment consists of five replicates and all cultures were incubated in a growth 
chamber with 12h light photoperiod at 25 ± 2°C Parameters such as number of days for 
root emergence, number of days for buds break, number of roots/exp/ants, length of 
roots, number of shoots/exp/ant, length of shoots and the survivality percentage were 
recorded after 60 days of culture. The experiment was conducted as a Completely 
Randomized Design (CRD) and data was analysed by using one-way analysis of variance 
(ANOVA). The result from this study showed that the addition of NM, BAP and 15% 
(v/v) of cw in basal media was not significant to regenerate nodal culture of V. planifolia. 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang Tanaman Vanila 

Vanilla p/anifolia Andrews merupakan tanaman daripada keluarga orkid, iaitu 
Orchidaceae. Keluarga orkid mempunyai lebih dari 100 spesies (Cribb et al., 2003) dan 
Vanilla p/anifo/ia merupakan satu-satunya orkid yang menghasilkan buah yang boleh 
dimakan. Vanilla p/anifolia atau lebih dikenali dengan tanaman vanila, merupakan 
tanaman bersifat menjalar dan memanjat, batangnya berwarna hijau tua berbentuk 

silinder dengan garis pusat 1-2 sm, berair, lunak dan mempunyai cabang yang banyak. 

Tanaman vanila juga boleh tumbuh setinggi 10-15 meter dan mengeluarkan daun hijau 

tua daripada ruas-ruas yang berjarak 5-15 sm dan menghasilkan akar udara yang 
berlawanan dengan kedudukan daun (Divakaran et a/., 2015). 

Menurut Divakaran et al. (2006), tanaman vanila ditanam secara meluas di 

sesetengah negara iaitu Madagascar, Indonesia dan China kerana ia mampu tumbuh 

dengan balk di negara yang beriklim sederhana panas dan lembab sepanjang tahun 

dengan julat suhu 26°C sehingga 30°C. Pengeluar vanila yang utama pada tahun 2006 

merupakan negara Madagaskar dengan hasil sebanyak 6,200 tan setahun dan diikuti 

oleh Indonesia dan China, 2,399 tan setahun dan 1,000 tan setahun (FAOSTAT, 2006). 

Institut Penyelidikan dan Kemajuan Pertanian Malaysia (MARDI) telah melakukan kajian 

pada tahun 1992 untuk membuktikan bahawa tanaman vanila yang ditanam di dalam 

Malaysia boleh menghasilkan buah vanila yang berkualiti baik (]alai Ali, 2008). Namun, 

penghasilan benih tanaman ini untuk tujuan komersial adalah terhad, waihal benih yang 
diperlukan adalah sangat banyak. 



Tanaman vanila kini ditanam secara komersial bagi memperoleh buah vanila yang 
juga dikenali sebagai "kacang" atau pod. Buah vanila merupakan sumber semula jadi 

untuk bahan perasa yang penting dari segi ekonomi iaitu Vanilin. Vanilin ialah bahan 

yang diekstrak daripada buah vanila yang digunakan secara meluas didalam industri 

makanan. Dengan kemajuan sains dan teknologi, vanilin dari buah vanila kini juga 
banyak digunakan dalam industri perubatan, wangian, cat tayar dan sebagainya. Pada 

tahun 1988, anggaran pemasaran oleh McCormick & Co., Inc. mendedahkan bahawa 

penggunaan ekstrak vanila sebahagian besarnya digunakan oleh sektor perindustrian 
(75%), diikuti oleh sektor runcit (20%), dan sektor pemprosesan makanan (5%) (Gillette 

dan Hoffman, 1992). Daripada jumlah yang digunakan dalam sektor perindustrian, 30% 

adalah digunakan dalam penyediaan ais krim, 17% minuman ringan, 11% minuman 
beralkohol, 10% dalam penyediaan yogurt dan baki 7% digunakan dalam barangan 

makanan lain seperti roti, bijirin dan sebagainya (Peter, 2008). 

Keratan batang yang matang adalah cara yang lazim digunakan sebagai kaedah 

propagasi tanaman vanila. Walaubagaimanapun, kaedah ini tidak efektif kerana 

memakan masa yang lama dan memerlukan tenaga buruh yang ramai. Selain itu, kaedah 

ini juga didapati tidak efisien kerana mempunyai kadar propagasi yang rendah dan 

jangka masa yang panjang diperlukan bagi tanaman untuk matang (Zuraida et al., 
2014). Selain itu, kaedah keratan batang juga tidak elok dilakukan secara kerap kerana 

mengambilan keratan boleh menyebabkan tanaman induk vanila mengalami rencatan 

dari segi pertumbuhan dan juga penurunan hasil. Kemungkinan untuk tanaman induk 

vanila untuk terkena jangkitan virus juga meningkat dengan kaedah ini disebabkan oleh 
luka yang terhasil. 

Namun demikian, kekurangan bahan tanaman selalu menjadi masalah bagi 

sektor perladangan. Oleh itu, permasalahan yang timbul akibat kekurangan bahan 

tanaman telah membuka jalan penyelesaian bagi menambahkan dan memperbanyakkan 

anak benih tanaman vanila. Propagasi orkid menggunakan teknologi kultur tisu 

tumbuhan, iaitu dengan menggunakan pelbagai jenis eksplan telah menjadi teknik yang 

terbukti dan mampu bagi memperbanyakkan, memulihara, dan menyelamatkan pelbagai 

spesies daripada pupus (Kataki, 1993). Oleh itu, teknik kultur tisu tumbuhan merupakan 

cara alternatif yang terbaik untuk mengatasi masalah ini. 
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Selain daripada itu, penggunaan kultur tisu tumbuhan sebagai kaedah untuk 
mempropagasi tumbuhan juga mempunyai banyak kelebihan, antaranya ialah satu 
eksplan boleh menghasilkan sehingga beberapa ribu anak benih, penghasilan gandaan 
tumbuhan tanpa menggunakan benih atau pendebunga, dan pengeluaran tumbuhan di 
dalam bekas yang steril. Tumbuhan di dalam bekas steril membolehkan pemindahan 
dilakukan dengan kurang peluang bagi penyakit, perosak atau patogen daripada 

menyerang (Akin-Idowu et al., 2009). Kultur tisu tumbuhan umumnya merupakan 
teknologi mantap yang telah memberi sumbangan besar terhadap penyebaran dan 

penambahbaikan tanaman pertanian dan sekaligus meningkatkan hasil pertanian. 

Oleh itu, kajian ini pada asasnya adalah untuk meningkatkan kadar pertumbuhan 

nod tanaman vanila dengan mencari kadar kepekatan yang optimum hasil kombinasi 

pengawalatur tumbuhan, BAP dan NAA serta air kelapa di dalam media Murashige dan 

Skoog (MS) sebagai media asas bagi tujuan meningkatkan penghasilan bahan tanaman 
bagi tanaman vanila melalui kaedah kultur tisu tumbuhan. 

1.2 7ustifikasi 

Tanaman vanila telah diperkenalkan secara meluas kepada negara-negara beriklim 

tropika, iaitu iklim yang sesuai untuk penanamannya (Weiss, 2002). Namun, penghasilan 

clan penanaman tanaman vanila adalah sukar kerana pendebungaan secara manual 

perlu dilakukan pada tanaman vanila untuk menghasilkan buah. 

Propagasi tanaman vanila secara komersial selalunya dilakukan secara keratan 

batang yang diambil daripada batang tanaman vanila yang sihat. Namun demikian, 

keratan yang pendek, iaitu 20 sm panjang, mengambil masa dalam tiga hingga empat 

tahun untuk membesar, berbunga dan berbuah. Penggunaan kaedah yang berkesan dan 

efektif adalah sangat penting dalam usaha untuk memenuhi permintaan untuk anak 
benih bagi penanaman dan pengeluaran tanaman vanila secara besar-besaran. 

Kultur tisu tumbuhan dipilih untuk kajian ini kerana kaedah ini merupakan satu- 

satunya cara yang praktikal bagi menghasilkan anak benih dalam jumlah yang besar. 

Hal ini kerana, daripada satu keratan batang, boleh menghasilkan banyak eksplan 

daripada bahagian-bahagian seperti daun, akar, nod bahkan sel, yang membolehkan 

penghasilan tumbuhan pada kadar infiniti (Lydiane etal., 2013). 
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Oleh itu, kajian ini dijalankan untuk mengkaji kesan dua jenis pengawalatur 
tumbuhan, iaitu benzylam/nopur/ne (BAP) dan naphtha/eneacetic acid (NAA) serta 
campuran air kelapa ke atas regenerasi Vanilla p/anifolia secara in vitro dengan 

menggunakan bahagian nod sebagai eksplan. 

1.3 Objektif 

Mengenalpasti kesan penambahan pelbagai jenis kepekatan pengawalatur tumbuhan 

benzylaminopurine (BAP) dan naphthaleneacetic acid (NAA) Berta campuran air kelapa 

ke atas regenerasi orkid Vanilla planifolia secara in vitro. 

1.4 Hipotesis 

Ho: Tiada kesan yang ketara hasil penambahan pelbagai kepekatan BAP dan NAA 

serta campuran air kelapa ke atas regenerasi Vanilla planifolia secara in vitro. 

Ha: Memberi kesan yang ketara hasil penambahan pelbagai kepekatan BAP dan NAA 

serta campuran air kelapa ke atas regenerasi Vanilla pianifolia secara in vitro. 
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BAB 2 

KAMAN PERPUSTAKAAN 

2.1 Pengeluaran Tanaman Vanila 

Orkid memerlukan gabungan kepelbagaian faktor untuk pembiakan berterusan dalam 

alam semula jadi. Pembiakan spesies orkid secara seksual adalah satu proses yang 

sangat perlahan kerana benih memerlukan bantuan daripada agen pendebungaan 
(Arditti et al., 1993). Vanilla planifol/a Andrews termasuk didalam keluarga orkid 
(orchidaceae), yang mana merupakan tanaman yang paling maju dalam urutan Liliales, 

dan terdiri daripada lebih kurang 1,000 genera dan 35,000 spesies seluruh dunia (Lee, 

2002). 

vanilla planifolia yang lebih dikenali dengan nama tanaman vanila mengeluarkan 
buah hasil daripada pendebungaan. Buah yang dihasilkan daripada tanaman vanila 

adalah satu-satunya buah yang boleh dimakan dalam keluarga orkid. Buah vanila 

mempunyai kepentingan komersial yang luas dan salah satunya adalah sebagai sumber 

vanillin asli. Vanilin ialah komponen utama di dalam industri makanan sebagai bahan 

perasa. Tanaman vanila mempunyai banyak spesies namun, kesemua spesies 

menghadapi masalah yang sama iaitu pembiakan dan juga hasil keluaran. Bagi 

menghasilkan buah daripada tanaman vanila, kerja yang rumit bagi pendebungaan 

bunga terlibat. Hal ini disebabkan oleh ketidakwujudan serangga pendebunga yang 
boleh melakukan pendebungaan bunga orkid vanila di dalam Malaysia. Oleh itu, bunga 

orkid vanila perlu didebunga dengan bantuan manusia. Cara alternatif untuk mengatasi 

masalah ini adalah dengan memperbanyakkan benih tanaman, yang mana merupakan 

salah satu daripada masalah dalam sektor perladangan. 



Pengeluaran vanila seluruh dunia dari tahun 2000 hingga 2006 adalah sebanyak 
6,000 - 10,000 metrik tan (FAO, 2009). Harga buah atau pod kering vanila di pasaran 
antarabangsa juga meningkat sehingga boleh mencapai USD50 hingga USD100 

sekilogram (Korporasi Pembangunan Desa, 2007). Selain daripada itu, keperluan vanila 
juga semakin meningkat kerana sehingga tahun 2011, dunia hanya menggunakan tiga 

peratus sahaja vanila asli manakala selebihnya masih menggunakan vanila sintetik 
(Mustapar, 2011). 

Vanila sintetik mengandungi campuran bahan kimia. Bagi menghasilkan rasa 
yang menyerupai rasa vanila asli, campuran kimia yang mempengaruhi rasa pada vanila 

ash dikenalpasti. Lignin vanilin ialah sebatian yang dihasilkan dengan campuran bahan 

kimia yang menghasilkan rasa yang menyerupai rasa vanilin asli yang merupakan 
komponen dalam bahan buangan dari industri pulpa kayu. Bahan buangan seperti sisa 
daripada pembuatan kertas mengandungi campuran bahan yang boleh menghadirkan 

gula bagi menghasilkan alkohol melalui proses penapaian. Alkohol yang dihasilkan akan 
digunakan untuk proses membuat vanilin. Sebahagian besar daripada pengeluar perasa 

vanila sintetik mengambil altematif mencampurkan alkohol ke dalam pemprosesan 

bahan perasa bagi membantu mengawet bahan perasa mereka. Bahan perasa 
kebiasaannya akan terlibat dalam masakan dan alkohol di dalam bahan perasa akan 
terbakar, namun demikian, terdapat kes mabuk setelah pengambilan. 

Vanila ash ialah campuran kompleks yang diekstrak daripada buah yang 
dikeringkan hasil daripada dua spesies orkid vanila yang berbeza iaitu Vanilla planifolia 
dan Vanilla tahitensis (Rao dan Ravishankar, 2000). Profil perasa dan wangian ekstrak 

vanila ash mengandungi lebih daripada 200 komponen dan komponen utama yang 

mempengaruhi komposisi kimia vanila yang dikenalpasti adalah seperti yang 

disenaraikan pada Jadual 2.1 di bawah. Selain daripada menjadi bahan penambah 

perasa, ekstrak vanila ash juga memberikan kebaikan dari segi kesihatan seperti 

mengandungi kandungan antioksida yang tinggi, bertindak sebagai agen antibakteria, 

mengurangkan radang pada tekak dan seluruh badan, mengurangkan kolesterol tinggi 

dan banyak lagi (Shyamala etal., 2007). 
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Jadual 2.1: Komposisi kimia buah vanila yang sudah diproses 
Komponen g/Kg buah 
Vanilin 20 
Asid vanilic 1 
p-hidroksibenzaldehyde 2 
asid p-hidroksibenzoik 0.2 
Gula 250 
Lipid 150 
Selulosa 150-300 
Mineral 60 
Air 350 

Sumber: Rao dan Ravishankar (2000) 

2.2 Penerangan Botani Vanilla p/anihoiia 

Orchidaceae adalah keluarga tumbuhan berbunga terbesar yang terdiri lebih daripada 

880 genera dan 25,000 spesies (Moudi etal., 2013) dan taburan bagi tanaman daripada 

keluarga ini banyak di kawasan tropika. Sebahagian besar daripada tanaman keluarga 

orchidaceae adalah tumbuhan epiphytic yang tumbuh pada dahan dan batang pokok 
dan mempunyai hubungan simbiotik sepanjang kitaran hidup mereka (Chan etal., 1994). 

Terdapat beberapa jenis orkid vanila yang boleh menghasilkan buah vanila untuk 
tujuan bahan perasa dan industri seperti Vanilla planifolla Andrews, Vanilla pompano 

schieda dan Vanilla tahinensis J. W. Moore (Korporasi Pembangunan Desa, 2007). 

Walaubagaimanapun, Vanilla planifolia adalah varieti yang paling penting dan paling 
banyak dikaji (FAO, 2009). Purseglove et al. (1981) menyatakan terdapat hamper 110 

spesies tanaman vanila yang terdapat di kawasan beriklim tropika seluruh dunia. Senarai 

taksonomi bagi spesies vanila adalah seperti di bawah. 

Kingdom Vegetal 

Jenis Fenerogamae 

Kelas Monocoty/edonae 

Order Microspermae 

Keluarga Orchidaceae 

Tribe Vanlllae Blume 

Genre Vanilla Swartz 

Spesies Vanilla planifolia Andrews 
Sumber: Mabberley etal. (1997) 
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2.3 Kultur Tisu Tumbuhan 

Tanaman vanila asalnya dipropagasi secara keratan batang ataupun dengan 

menggunakan biji benih (FAO, 2009). Namun begitu, tenaga kerja yang banyak 
diperlukan bagi proses pendebungaan untuk menghasilkan buah membuatkan kaedah 
ini tidak efektif. Proses pendebungaan perlu dilakukan dengan tangan untuk 
menghasilkan buah dan bunga yang mekar hanya akan mekar sekali. Bunga yang tidak 

melalui proses pendebungaan hanya akan bertahan selama sehari. Kini, kaedah kultur 

tisu tumbuhan yang juga dikenali dengan nama mikropropagasi in vitro, dapat 

memperbaiki kaedah bagi memperbanyakkan tanaman vanila. 

Kultur tisu tumbuhan mempunyai banyak kegunaan termasuklah membolehkan 

regenerasi klon yang pantas, penghapusan penyakit tumbuhan, kultur anter untuk 

penghasilan tanaman haploid, pengasingan protoplas untuk penghasilan tanaman hibrid, 

kultur embrio, pengeluaran bahan botani, pemilihan sel dan mutasi, pengeluaran benih 

sintetik, kultur kalus dan kultur bunga. Motif bagi kaedah ini adalah mudah iaitu untuk 

menggandakan bilangan tumbuhan (Kumar dan Singh, 2014). 

Sebelum teknik kultur tisu diperkenalkan, kaedah keratan merupakan kaedah 

utama dalam industri pengeluaran vanila secara komersial. Dalam pembiakan secara 

vegetatif, keratan perlu diambil dari tanaman induk yang kuat dan sihat dan boleh 

dipotong daripada mana-mana bahagian batang. Panjang pemotongan kebiasannya 

ditentukan oleh jumlah bahan tanaman yang ada. Keratan yang pendek, 20 sm panjang 

memerlukan tiga hingga ke empat tahun untuk berbunga dan berbuah. Keratan yang 

panjang adalah lebih efektif, oleh itu, keberolehan bilangan anak benih tanaman adalah 

sedikit. 

Kini, regenerasi in vitroadalah satu kaedah yang berpotensi untuk menyelesaikan 

masalah kekurangan bilangan anak benih. Regenerasi secara in vitro telah melalui 

pelbagai evolusi hasil daripada kajian-kajian lalu. Kaedah saintifik, alat penyelidikan, 

aplikasi kajian dan juga eksploitasi masa merupakan faktor penggerak kepada penemuan 

dan kajian yang dijalankan. Kini, mikropropagasi merupakan asas kepada industri 

pembiakan tanaman komersial yang melibatkan beratus-ratus makmal kajian di seluruh 

dunia. Teknologi ini digunakan untuk memenuhi permintaan pasaran bagi anak benih 
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vanila dan untuk mengatasi masalah dalam kaedah alternatif pembiakan (Zuraida etal., 
2013). 

Mikropropagasi orkid melalui kultur tisu dapat menggunakan eksplan yang 
pelbagai, seperti daun, batang, akar dan nod, dan kini telah menjadi satu teknik penting 

untuk mengeluarkan semula, memulihara, dan menyimpan banyak spesies daripada 

pupus (Kataki, 1993). Terdapat banyak kelebihan menggunakan kultur tisu sebagai 
kaedah pembiakan tumbuhan, seperti, penggandaan kepada beberapa ribu tumbuhan 

daripada satu tanaman induk, pengeluaran membiak tumbuhan dalam ketiadaan benih 

atau pendebunga, dan pengeluaran tumbuh-tumbuhan di dalam bekas steril. 
Penghasilan benih tumbuhan pada bekas steril membolehkan mereka bergerak dengan 

peluang dikurangkan daripada menghantar penyakit, perosak dan patogen (Akin-Idowu 

et al., 2009). 

2.4 Eksplan 

Kultur organ ialah perkembangan melalui kajian kultur tisu yang membolehkan mana- 

mana bahagian pada tanaman diambil sebagai eksplan dan dikultur bagi menghasilkan 

tanaman baru. Hal ini disebabkan oleh sel tumbuhan yang bersifat totipotensi (Ezhova, 

2003). Pengertian totipotensi adalah kemampuan setiap sel tumbuhan untuk 

membentuk individu baru yang sempurna. Teknik ini juga membolehkan masalah yang 

pelbagai mengenai morfogenesis, ruang biosintesis metaboiik yang spesifik dan 

gabungan pertumbuhan dikenalpasti (Kumar, 2011). Terdapat dua kategori bagi kultur 

organ iaitu organ vegetatif dan juga organ pembiakan. Eksplan merupakan tisu yang 
diambil daripada tanaman induk untuk digunakan dikultur di dalam media kultur tisu. 

Pemilihan tisu pada eksplan bergantung kepada matlamat utama pengkulturan. 

Pelbagai faktor pada sumber eksplan yang boleh mempengaruhi pertumbuhan kultur 

pada media antaranya adalah fisiologi dan usia tisu, kualiti sumber tisu, salz eksplan dan 

matlamat pengkulturan. ]adual 2.2 menunjukkan tisu atau bahagian pada tanaman yang 

sesuai untuk dijadikan eksplan bagi beberapa matlamat pengkulturan. 
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Jadual 2.2: Pemilihan tisu eksplan berdasarkan matlamat pengkulturan 
Matlamat pengkulturan Tisu eksplan 
Kultur tunas Tunas apikal dan sisi 
Kultur meristem Meristem apikal 
Mikropropagasi Apeks tunas atau tunas sisi atau embrio 
Kultur akar Akar lateral daripada anak pokok 
Kultur kalus/embriogenesis somatik Kotiledon, hipokotil, batang, daun, akar dan 

mana-mana bahagian anak pokok 

Kultur haploid Anter dan debunga 
Sumber: Kumar dan Singh (2014) 

Dengan menggunakan teknik kultur tisu tumbuhan, vanila telah berjaya 

dipropagasi melalui organogenesis langsung dan organogenesis tidak langsung. Kini, 

teknik ini telahpun memudahkan pengenalan bahan genetik baru untuk tanaman orkid. 
Geetha dan Shetty (2000); Kononowicz dan Janick (1984) telah melaporkan penggunaan 
hujung pucuk dan bahagian nod untuk kaedah mikropropagasi yang efisien. Manakala, 

hasil daripada kajian oleh Abebe et al. (2009) melaporkan bahawa bahagian nod 

merupakan eksplan yang berpotensi tinggi untuk digunakan dalam kaedah penggandaan 

in vitro orkid vanila yang efisien di Ethiopia. Divakaran et al. (2006) juga telah 

melaporkan penggunaan bahagian nod untuk kajian perbezaan jenis tanaman vanila 
dalam pemuliharaan spesies vanila secara in vitro dan menunjukkan hasil yang positif. 

Zuraida et al. (2014) mengkaji kaedah yang mudah dan efisien untuk propagasi 

yang banyak terhadap Vanilla planifolia juga telah menunjukkan keputusan bahawa 

bahagian nod pada pucuk berpotensi sebagai eksplan untuk permulaan pucuk, iaitu pada 
kadar enam pucuk untuk setiap satu eksplan dalam masa tiga bulan selepas didedahkan 

dengan 6-benzyl amino purine (BAP) dan a-Naphthalenacetic acid (NAA). Penemuan 

dalam kajian ini menunjukkan yang segmen eksplan nod menunjukkan prestasi yang 
lebih baik dalam menghasilkan pelbagai pucuk dibandingkan dengan puncak pada 
batang. 

Kini, penggunaan eksplan nod dalam pengkulturan adalah sangat digalakkan bagi 

tujuan penghasilan tunas. Namun, untuk mengeluarkan tunas sisi adalah sukarwalaupun 

dengan bantuan pengawalatur tumbuhan seperti sitokinin. Pada masa ini, teknik 

pengkulturan bahan tanaman adalah popular dalam sektor pertanian, terutama sekali 
bagi tanaman yang memerlukan kaedah pembiakan komersial bagi menjaga kualiti 

bahan tanaman. Walaupun kadar pertambahan tanaman kebiasaanya kurang daripada 
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yang boleh dibawa melalui kultur tunas, namun ada kemungkinan yang hal ini adalah 
disebabkan oleh kekurangan pembentukan kalus dan pembentukan tunas, yang 
menyebabkan peringkat kedua sub-kultur membawa sedikit risiko mengenai ketidak- 

aturan genetik (George dan Debergh, 2008). 

Beberapa kajian telah menunjukkan bahawa sesetengah eksplan tidak bertindak 

balas atau menunjukkan gabungan yang serasi antara eksplan, media dan pengawalatur 
tumbuhan yang digunakan. Menurut Nurul Jadid et al. (2015), pilihan media serta jenis 

pengawalatur tumbuhan yang digunakan adalah sangat penting dalam propagasi in vitro. 
Nurul Jadid etal. (2015) telah mengkaji kesan dua jenis pengawalatur tumbuhan, Indole 

acetic acid (IAA) dan Kinetin (KIN) ke atas kultur tumbuhan in vitro bagi tanaman Vanilla 

planifoiia dengan menggunakan pucuk mikro yang diperolehi daripada eksplan nod dan 

menghasilkan tindak balas yang balk pada pertambahan pucuk daripada eksplan yang 
digunakan. 

Berdasarkan kajian-kajian yang telah dilakukan, hujung pucuk dan tunas aksil 
kerap digunakan dalam kultur tisu tumbuhan dan bahagian nod adalah yang eksplan 

yang menunjukkan respon terbaik untuk tujuan propagasi. Selain itu, ia juga 

menunjukkan kadar pertahanan yang balk dan mudah untuk didapati berbanding dengan 

eksplan yang lain. Oleh sebab itu, kultur nod tumbuhan adalah sangat digalakkan oleh 

para penyelidik sebagai kaedah bagi menghasilkan tanaman secara in vitro yang boleh 

mendorong perubahan kepelbagaian somaklonal (Prakash dan Van Staden, 2008; 

Ahmad dan Anis, 2011; Asthana et al., 2011). 

2.5 Kaedah Pensterilan 

Teknik pensterilan pada permukaan setakat ini adalah kaedah yang paling biasa 

digunakan untuk memberi keadaan aseptik kepada semua jenis eksplan tumbuhan 

seperti biji benih dan nod sebelum dikultur. Eksplan dibasuh di dalam air steril, dicuci 

dengan etanol, dan pensterilan permukaan dilakukan dengan menggunakan bahan kimia 

yang berasaskan Morin. Larutan yang berasaskan kalsium atau natrium hipoklorit, 1-3% 

(v/v) kebiasanya digunakan untuk eksplan yang lembut, iaitu eksplan yang tidak 

mempunyai dinding sel yang tebal seperti tanaman spesies orkid. 
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2.6 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan dan Perkembangan 

Eksplan Kultur In Vitro 

2.6.1 Media Kultur 

Nutrien mineral adalah salah satu komponen asas dalam media propagasi in vitro. Ia 

mempengaruhi kejayaan pertumbuhan tisu di dalam in vitro hasil daripada tindakbalas 

morfologi oleh jenis dan kepekatan nutrien yang dibekalkan. Komposisi organik dan 

mineral pada media kultur adalah sangat penting untuk memperbaiki pembahagian dan 
bagi mengoptimumkan pertumbuhan eksplan yang digunakan. Jumlah nutrien yang 
terkandung didalam media kultur juga mestilah mencukupi untuk menggalakkan 

pertumbuhan sepanjang tempoh pengkulturan. 

Terdapat 13 unsur mineral penting untuk pertumbuhan tumbuhan (Epstein dan 

Bloom, 2005) dan penentuan kadar pengawalatur untuk eksperimen bagi mengenal 
tahap nutrien yang optimum adalah rumit. Kerumitan ini menggambarkan mengapa 
"media disemak semula" yang dibangunkan oleh Murashige dan Skoog (1962) adalah 

satu perkembangan yang penting. Walaupun media Murashige dan Skoog (MS) tidak 

optimum untuk sesetengah jenis tisu, namun banyak tisu berjaya tumbuh di atasnya 

pada tahap yang tertentu; oleh itu, media MS merupakan titik permulaan untuk 

memulakan proses memperbaiki tindakbalas eksplan pada media. 

2.6.2 Pengawalatur Tumbuhan 

a) Auksin (Napthaleneacetic acid) 

Sesetengah bahan kimia semula jadi dalam tisu tumbuhan mempunyai susunan dalam 

peranan pengambilan nutrien bagi membantu pertumbuhan dan pembangunan 

tumbuhan. Sebatian ini yang secara umumnya aktif pada kepekatan yang sangat rendah, 

yang dikenali sebagai hormon tumbuhan atau pengawalatur tumbuhan. Bahan kimia 

sintetik dan aktiviti fisiologi adalah sama dengan bahan pertumbuhan tanaman atau 

sebatian yang mempunyai keupayaan untuk mengubah suai pertumbuhan tumbuhan 

yang pada kebiasaannya ditermakan sebagai pengawalatur tumbuhan. 
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