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ABSTRAK

PERCAMBAHAN BIJI BENIH DAN PROPAGASI ORKID ENDEMIK,
Dendrobium tetrachromum DAN D. hamaticalcar SECARA IN VITRO

Kajian terhadap percambahan biji benih dan propagasi /in vitro orkid endemik
Borneo, Dendrobium tetrachromum (DT) dan D. hamaticalcar (DH) telah
dijalankan. Kesan terhadap faktor media asas, kompleks aditif dan fotokala
terhadap percambahan biji benih, proliferasi protokorm serta pertumbuhan dan
perkembangan protokorm dikaji. Kesan auksin, sitokinin dan sumber karbon
berbeza (sukrosa, glukosa dan fruktosa) terhadap proliferasi serta pertumbuhan
dan perkembangan protokorm turut dikaji. Media pengkulturan terbaik untuk
pembesaran anak benih /n vitro juga dikenalpasti. Hasil kajian mendapati 2 MS
merupakan media asas yang paling baik untuk percambahan /in vitro biji benih,
proliferasi serta pertumbuhan dan perkembangan protokorm bagi kedua-dua
spesies orkid yang dikaji. Penambahan air kelapa (AK) 15% (v/v) atau pepton
(Pep) 0.2% (w/v) ke dalam media %> MS dapat meningkatkan peratus
percambahan biji benih DT (100%). Manakala ekstrak kentang (EK) 0.1% (w/v)
baik untuk percambahan biji benih DH (100%). Penggunaan AK 10% atau 15%
mampu mengaruhkan protokorm DT berproliferasi. Sementara, penambahan
ekstrak yis (EY) atau EK pada kepekatan 0.1 atau 0.2% (w/v) dapat mengalakkan
protokorm DH berproliferasi. Media mengandungi 1.0 mgL™ NAA (91%) atau 2.0
mgL? BAP (98%) baik untuk proliferasi protokorm DT. Manakala protokorm DH
didapati lebih baik berproliferasi di atas media 1.0 mgL™ 2, 4-D (91%) atau 1.0
mgL? kinetin (61%). Penambahan 1.0 mgL® NAA atau IAA dalam media
memberikan kesan baik ke atas pertumbuhan dan perkembangan protokorm DT
dan DH. Penggunaan sukrosa 3% (w/v) dan tempoh 24j cahaya adalah paling
sesuai bagi percambahan /n vitro biji benih (97-100%), proliferasi (40-100%) serta
pertumbuhan dan perkembangan protokorm (100%) DT dan DH. Hasil kajian
mendapati anak benih in vitro DT dan DH yang berumur 270 hari dapat
dipindahkan ke rumah hijau.



ABSTRACT

The study was conducted to determine the most suitable media for in vitro seed
germination and propagation of Bornean endemic orchids, Dendrobium
tetrachromum (DT) and D. hamaticalcar (DH). Various types of basic media,
complex additives and photoperiod were investigated on in vitro seeds germination,
proliferation and protocorms growth and development. The effects of auxins,
cytokinin and different carbon sources(sucrose, glucose and fructose) of
proliferation, growth and development protocorms are also being studied. The
result showed that the Y2 MS is the suitable medium for the in vitro seeds
germination, proliferation, growth and development protocorms of DT and DH
species. The addition of coconut water (CW) 15% (v/Vv) or Peptone 0.2% (w/V) into
the ¥2 MS medium enhanced the germination of seed DT (100%). However, the
Potatoes extract (PE) 0.1% (wy/V) is the best additive for the germination of seed
DH (100%). The usage of coconut water (CW) 10% or 15% (v/v) induced
protocorms proliferation of DT. The addition of yeast extract (YE) or PE at 0.1 or
0.2% (w/v) stimulated the protocorms proliferation of DH. 1.0 mglL™ NAA and 2.0
mgl™? BAP was the best media for the protocorms proliferation of DT. While the
usage of 1.0 mgl™ 2, 4-D (91%) and 1.0 mgL™ kinetin (61%) stimulated the DH
protocorms proliferation. Addition of 1.0 mgL™ NAA and IAA into media showed the
good effect on protocorms growth and development for DT and DH. Sucrose 3%
(w/v) and 24h light was suitable for in vitro seeds germination (97-100%),
proliferation (40-100%) and protocorms growth and development (100%) of DT
and DH. The research showed that 270-old-days in vitro seedlings of DT and DH
were suitable to transfer at green house.
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Kesan media asas terhadap percambahan biji benih
D. tetrachromum mengikut hari pengkulturan.

Kesan media asas terhadap percambahan biji benih
D. hamaticalcar mengikut hari pengkulturan.

Kesan kompleks aditif terhadap percambahan /n vitro
biji benih D. tetrachromum pada 70 hari selepas
pengkulturan.

Kesan kompleks aditif terhadap percambahan /n vitro
biji benih D. hamaticalcar di bawah 24j cahaya pada
70 hari selepas hari pengkulturan.

Kesan fotokala terhadap percambahan biji benih D.
tetrachromum dan D. hamaticalcar di atas media 2
MS yang mengandungi air kelapa 15% (v/v)
mengikut hari pengkulturan.

Kesan media asas terhadap proliferasi protokorm D.
tetrachromum mengikut hari pengkulturan

Kesan media asas terhadap proliferasi protokorm O.
hamaticalcar mengikut hari pengkulturan

Kesan kompleks aditif terhadap proliferasi protokorm
D. tetrachromum pada 60 hari pengkulturan

Kesan kompleks aditif terhadap proliferasi protokorm
D. hamaticalcar pada 60 hari pengkulturan

Kesan auksin terhadap proliferasi protokorm D.
tetrachromum pada 60 hari pengkulturan

Kesan auksin terhadap proliferasi protokorm D.
hamaticalcar pada 60 hari pengkulturan

Kesan sitokinin terhadap proliferasi protokorm D.
tetrachromum mengikut hari pengkulturan.

Kesan sitokinin terhadap proliferasi protokorm D.
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Foto 4.9

Foto 4.10

Foto 4.11

Foto 4.12

Foto 5.1

Foto 5.2
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Foto 5.9

hamaticalcar mengikut hari pengkulturan.

Kesan sumber karbon terhadap proliferasi protokorm
D. tetrachromum dan D. hamaticalcar selepas 60
hari pengkulturan.

Kesan fotokala terhadap proliferasi protokorm D.
tetrachromum dan D. hamaticalcar mengikut hari
pengkulturan.

Kesan arang teraktif terhadap proliferasi protokorm
D. tetrachromum mengikut hari pengkulturan.

Kesan arang teraktif terhadap proliferasi protokorm
D. hamaticalcar mengikut hari pengkulturan.

Kesan media asas terhadap pertumbuhan dan
perkembangan protokorm D. tetrachromum dan D.
hamaticalcar pada 60 dan 120 hari selepas
pengkulturan

Kesan kompleks aditif terhadap pertumbuhan dan
perkembangan protokorm D. tetrachromum pada
120 hari pengkulturan.

Kesan kompleks aditif terhadap pertumbuhan dan
perkembangan protokorm D. hamaticalcar pada 120
hari pengkulturan

Kesan  auksin terhadap pertumbuhan dan
perkembangan  protokorm  D.  tetrachromum
mengikut hari pengkulturan

Kesan auksin terhadap pertumbuhan dan
perkembangan protokorm D. hamaticalcar mengikut
hari pengkulturan

Kesan sitokinin terhadap pertumbuhan dan
perkembangan protokorm D. tetrachromum dan D.
hamaticalcar pada 120 hari pengkulturan

Kesan sumber karbon terhadap pertumbuhan dan
perkembangan protokorm D. tetrachromum dan D.
hamaticalcar pada 120 hari pengkulturan

Kesan fotokala terhadap pertumbuhan dan
perkembangan protokorm D. tetrachromum dan D.
hamaticalcar mengikut hari pengkulturan.

Kesan arang teraktif terhadap pertumbuhan dan
perkembangan protokorm D. tetrachromum dan D.
hamaticalcar mengikut hari pengkulturan.
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Foto 5.10 Kesan campuran aditif ke dalam media asas Y= MS

Foto 5.11

terhadap pembesaran anak benih in wvitro D.
tetrachromum dan D. hamaticalcar pada 270 hari
pengkulturan

Penyesuaian anak pokok /in vitro D. tetrachromum
dan D. hamaticalcar ke pasu. (A) anak pokok yang
berumur 120 hari selepas pengkulturan di dalam
kultur /n vitro (B) anak pokok yang terhasil pada 270
HSP. (C) Anak pokok di dalam pasu yang
mengandungi kombinasi kayu reput lumut dan arang
1:1:1 dan (D) Anak pokok selepas 60 hari
pemindahan ke pesekitaran luar.
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BAB 1

PENGENALAN

Borneo kaya dengan spesies orkid liar seperti dari genus Paphaeopedifium,
Dendrobium, Renanthera, Vanda, Oncidium, Cattleya dan Phalaenopsis. Parnata
dan Noraida (2009) melaporkan orkid Dendrobium merupakan penyumbang
terbesar dalam industri ornamental dengan kuantiti pengeluaran setahun iaitu kira-
kira 9, 799, 286 keratan. Genus Dendrobium amat terkenal dengan pelbagai
kombinasi warna bunganya yang cantik, unik dan menarik. Oleh itu, orkid genus ini

mendapat permintaan yang tinggi di pasaran tempatan dan juga di luar negara.

Kebanyakan orkid Borneo dari genus Dendrobium adalah terdiri dari spesies
liar yang jarang ditemui dan berada dalam keadaan terancam. Aktiviti-aktiviti
seperti pembukaan tanah untuk pertanian, pembalakkan, pembangunan dan aktiviti
pengambilan orkid secara haram yang berleluasa menyebabkan pengurangan
bilangan orkid di habitat asalnya (Wood et a/., 1997). Justeru itu, kebanyakan orkid
liar yang terdapat di Sabah atau Borneo telah dikelaskan dalam Appendiks II
(terancam) CITES (Convention on International Trade in Endangered Species of
Wild Flora and Fauna) yang bertujuan untuk memelihara dan melindungi spesies
yang terancam (CITES, 2010).

Dendrobium tetrachromum dan D. hamaticalcar adalah merupakan antara
spesies orkid liar yang endemik dan tersenarai dalam Appendiks II CITES (Wood et
et al, 1997; CITES, 2010). Kedua-dua spesies ini mempunyai nilai hortikultur yang
tinggi kerana bunganya yang cantik, unik dan menarik (Chan et a/, 1994). Ini
menjadi suatu daya tarikan kepada para penggemar orkid untuk menggumpul orkid
spesies-spesies ini dan dijadikan sebagai koleksi sendiri mahupun dijual. Seperti
pada spesies-spesies orkid yang lain, kedua-dua orkid Dendrobium ini mempunyai
biji benih yang sukar bercambah dan mempunyai kadar pertumbuhan yang sangat
perlahan di habitat semulajadinya. Untuk itu kaedah propagasi yang efisien adalah

amat diperlukan bagi mengelakkan spesies ini pupus sepenuhnya daripada habitat
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semulajadi. Ini adalah kerana orkid mempunyai biji yang sangat sukar untuk
bercambah secara semulajadi (Rubluo et &/, 1993; Buyun et a/, 2004; Santos-
Herna 'ndez et al, 2005) dan propagasi vegetatif secara konvensional perlahan
(Arditti, 1992). Justeru itu, pendekatan bioteknologi melalui penggunaan kaedah
kultur tisu adalah amat diperlukan bagi mengatasi masalah ini.

Propagasi orkid secara /n vitro atau kultur tisu untuk penghasilan anak
pokok secara komersial dan pengwujudan semula populasi di habitat asal yang
telah musnah merupakan satu alternatif untuk mengurangkan tekanan ke atas
populasi semulajadi. Kaedah propagasi orkid ini telah dipraktiskan lebih dari seabad
yang lalu. Seperti yang dilaporkan oleh Arditti dan Krikorian (1996), kultur in vitro
merupakan kaedah yang sangat penting dan berguna bagi propagasi orkid endemik
dan terancam untuk tujuan pemuliharaan. Propagasi orkid melalui percambahan /n

vitrojuga membenarkan pengekalan kepelbagaian genetik yang tinggi.

Protokol percambahan in vitro kebanyakan spesies orkid telah dibangun dan
dilaporkan oleh ramai saintis sebelum ini (Alam et al, 2002; Lo et al, 2004a,
2004b; Znaniecka et al,, 2005; Kauth et al, 2006; Das et al., 2007; Kananont et a/,,
2010; Roy et al,, 2011; Zheng et a/., 2012). Melalui kaedah ini biji benih dibekalkan
dengan nutrien dan keadaan yang bersesuaian bagi mencapai percambahan yang
optima. Walau bagaimanapun, keperluan percambahan, pertumbuhan dan
perkembangan anak benih orkid secara /n vitro adalah berbeza mengikut spesies
(Zaharah dan Rozlaily, 1991; Luo et a/, 2008). Menurut Rao (1995), Kauth et al.
(2006) dan Arditti (2008), peringkat kematangan kapsul, komponen kultur media,
cahaya serta suhu adalah di antara faktor yang mempunyai kesan ke atas
percambahan /n vitro dan pertumbuhan serta perkembangan /in vitro anak benih
orkid.

Sehingga kini, bagi spesies orkid Dendrobium tetrachromum dan D.
hamaticalcar belum terdapat sebarang laporan berkaitan dengan kajian propagasi
secara /in vitro yang telah dilakukan. Justeru itu, kajian ini dijalankan untuk
menentukan keperluan percambahan /n vitro biji benih, proliferasi serta

pertumbuhan dan perkembangan protokorm orkid Dendrobium tetrachromum dan



