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ABSTRACT 

This study was carried out to evaluate the effect of different culture media on germination 

of and growth and development of protocorms. The culture medium choosen for this in 

vitro germination of R. bella was Experimental Ernst Robert medium (XER). The seed 

was obtained from hand pollinated R. bella pods. A Half strength and full strength of MS 

vitamins were used as an additive in the basal XER medium. XER medium without any 

additional vitamin was used as control medium. Proto corms formed from the germinated 

seed were recultured on other medium to observe the growth and development. The 

culture media used for this purpose were Murashigee & Skoog (MS) and Vacin & Went 

(VW). The different BAP at concentrations 0, 1.0 and 3.14 IlM wereused to induced the 

development of protocorm which were 0 J.lM, 1.0 IlM and 3.14 IlM. Each different 

concentration of hormone was combined with another 4 concentrations of coconut water. 

Concentration of coconut water used were 0% (v/v), 10% (v/v), 15% (v/v) and 20 % 

(v/v). Solely MS medium and VW medium without any addition of hormone and coconut 

water were used as control treatment. XER medium with half strength of vitamin MS had 

the most striking effect on inducing germination of R. bella compared to others. For the 

protocorm growth and development, VW medium containing 3.14 J.lM BAP formed high 

percentage of shoot formation but 1.0 IlM BAP also recorded high mean numbers of 

shoot in total treatment. The 20% (v/v) coconut water generally gave a significant effect 

on proliferation of protocorm in combination with 1.0 J.lM BAP. 
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ABSTRAK 

Kajian ini telah dijalankan untuk melihat kesan vitamin terhadap percambahan R. bella 

dan kesan hormon dan air kelapa terhadap pertumbuhan protokom R. bella. Media 

Experimental Ernst Robert (XER) telah dipilih dalam percambahan in vitro R. bella 

.Proses percambahan secara in vitro ini telah menggunakan biji benih R. bella daripada 

pod yang terhasil dari pokok orkid pendebungaan tangan. Proses percambahan R. bella 

ini didorong dengan penggunaan dua kepekatan vitamin MS yang berbeza iaitu separuh 

kepekatan dan seluruh kepekatan. Protokom yang terhasil kemudiannya di kultur pada 

media Murasbigee dan Skoog (MS) dan Vacin & Went (VW). Kepekatan hormon 

benzylaminopurine (BAP) yang berbeza iaitu O~M dan 1.0~M dan 3.14~M BAP 

digunakan. Setiap kepekatan honnon ditambahkan kombinasi dengan empat kepekatan 

air kelapa yang berbeza: 0% (v/v), 10% (v/v), 15%(v/v) dan 20% (v/v). Media MS dan 

VW tanpa sebarang penambahan hormon dan air kelapa dijadikan sebagai media kawalan 

dalam kajian ini. Media XER yang mengandungi separuh kepekatan vitamin MS 

memberikan peratus percambahan yang tinggi berbanding media kawalan dan media 

penambahan seluruh kepekatan vitamin MS. Bagi perkembangan protokom, media VW 

yang mengandungi 3 .14 ~M BAP memberikan pertumbuhan pucuk yang lebih baik. 

Namun begitu, kepekatan BAP pada 1.0 J.1M memberikan kesan pada pembentukan 

pucuk dalam keseluruhan rawatan. Kepekatan air kelapa 20% (v/v) memberikan kesan 

proliferasi pada keseluruhan media dan merangsang pembentukan pucuk dengan 

kombinasi 1.0 ~M hormon BAP. 
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PENDAHULUAN 

Orkid merupakan tumbuhan berbunga yang tergolong dalam famili Orchidaceae. 

Famili orchidaceae merupakan famili tumbuhan berbunga yang terbesar antara semua 

jenis tumbuhan berbunga di seluruh dunia. Orkid merupakan tumbuhan 

monokotiledon yang membesar dengan agak lambat (Menzies, 1991). Terdapat lebih 

kurang 450 genus dan 35,000 spesies orkid yang telah ditemui di seluruh dunia. 

Manakala lebih 57,000 spesies kacukan orkid telah dihasilkan. Di Malaysia terdapat 

sebanyak 220 genus dengan 1,750 spesies orkid (Karim & Haris, 1989). Spesies ini 

didapati telah mengalami pengurangan dari segi bilangan yang semakin 

membimbangkan terutamanya dari spesies yang jarang ditemui seperti Renanthera 

bella yang hanya ditemui di Sabah sahaja. Pengurangan bilangan spesies orkid ini 

berlaku akibat usaha-usaha pembukaan hutan yang giat dijalankan untuk tujuan 

pembangunan. 
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Usaha pemuliharaan boleh dilakukan dengan cara mengumpulkan spesies di 

pusat pengumpulan, mengawal pembukaan hutan daripada berlaku berterusan ataupun 

dengan menggunakan teknik mikropropagasi. Teknik mikropropagasi khususnya 

teknik kultur tisu membolehkan spesies ini dibiakkan dengan banyak menggunakan 

pelbagai eksplan, disimpan dalam satu tempoh masa tertentu secara in vitro dan 

diinduksikan morfogenesisnya kebentuk tumbuhan yang lengkap apabila diperlukan. 

Morel (1960), adalah orang yang mula-mula berjaya menghasilkan orkid Cymbidium 

yang bebas daripada jangkitan virus dengan kaedah kultur tisu. Beliau mengkultur 

pucuk yang bersaiz O.lmm dalam medium Knudson C yang dicampurkan dengan agar 

sebagai bahan pemejal. Teknik ioi kemudiannya digunakan secara meluas untuk 

tujuan pembiakbakaan kJon-klon orkid seluruh dunia. Lebih daripada 4,000,000 pokok 

orkid boleh diperolehi dalam tempoh setahun daripada satu tunas yang dikultur 

(Karim & Haris, 1989) 

Permintaan yang tinggi terhadap orkid bagi tujuan kajian saintifik mahupun 

tanaman hiasan menyebabkan teknik propagasi yang biasa dilakukan untuk 

penanaman orkid tidak dapat menampung semua permintaan-permintaan ini. Ini 

disebabkan beberapa faktor seperti kekurangan kawasan penanaman (Altman, 1998) 

dan organisma perosak yang menghalang penghasilan orkid dalam kuantiti yang 

banyak. Selain masa yang diperlukan bagi kaedah propagasi konvensional ini adalah 

lebih lama, masalah tenaga buruh juga menjadi penghalang utama dimana kos 

pembayaran gaji buruh adalah tinggi. 
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Kaedah percambahan in vitro dapat rnernbantu penghasilan orkid yang 

berkualiti tinggi di sarnping rnengurangkan risiko serangan mikroorganisma Selain 

itu, ia juga merupakan salah satu cara yang dapat diaplikasikan bagi meningkatkan 

hasil tanaman dengan lebih cekap (Altman, 1998). Kaedah ini tidak memerlukan 

tenaga buruh yang ramai serta kawasan pengkulturan adalah kecil berbanding 

kawasan penanaman secara konvensional. Eksplan yang digunakan bagi percambahan 

in vitro ialah biji benih orkid yang telah disteril diselengarakan dalam keadaan yang 

aseptik agar sebarang jangkitan mikroorganisma dapat dielakkan. Secara 

sernulajadinya, orkid mengarnbil masa kira-kira 3 hingga 5 tahun untuk membesar 

bennula daripada biji benih sehingga keperingkat penghasilan bunga (Bhojwani & 

Razdan, 1983). Kebanyakan orkid memerlukan fungi simbiotik bagi membolehkan ia 

terus bercambah dalam keadaan semulajadi. Dengan kaedah percambahan in vitro, biji 

benih orkjd dapat dicambahkan tanpa kehadiran kulat simbiotik dengan bantuan 

kornposisi mineral di dalam media kultur percambahan, hormon dan pengawalatur 

pertumbuhan serta komplek aditif. 

Kajian ini dijalankan untuk rnengenalpasti media yang lebih cekap dalam 

merangsang proses percambahan biji benih orkid R. bella dan juga kepekatan honnon 

serta komplek aditif yang sesuai untuk pertumbuhan dan perkernbangan protokom 

orkid R.bella secara in vitro. Spesies orkid R. bella adalah diantara spesies orkid 

endemik Borneo yang popuJasinya semakin berkurangan. Kajian propagasi keatas 

species R. Bella ini sangat terhad dan oleh itu kajian ini dijalankan sebagai satu usaha 

untuk mernuliharanya. 
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Diantara objektifkajian ini adalah ; 

a) Mengkaji kesan vitamin MS terhadap proses percambahan biji benih R.bella 

dalam media percambahan XER. 

b) Mengkaji kesan hormon BAP dan air kelapa keatas pertumbuhan dan 

perkembangan protokom orkid Rbella. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 Orkid genus Renanthera 

Perkataan Renanthera berasal daripada perkataan greek iaitu renes yang memberi 

maksud hati dan anthera yang bennaksud anther. Istilah ini timbul daripada bentuk 

anter pada orkid Renanthera yang bentuknya seakan-akan bentuk hati. Genus ini 

merangkumi lebih kurang 15 spesies dan bersifat epifit. la terdapat di Bunna, 

Semenanjung Malaysia, Borneo, Indonesia dan Papua New Guinea tennasukJah 

pulau-pulau pasifik (Hodgson et al., 1991). 
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Batang orkid daripada genus ini boleh tumbuh sepanjang 4.5 m atau lebih dan 

menjadi seakan-akan berkayu apabila telah tua usianya. Bunga bagi orkid genus ini 

sangat menyerlah dan mempunyai wama yang sangat menarik perhatian. Kebanyakan 

bunga spesies orkid daripada genus ini berwama merah dan kuning yang mempunyai 

panjang pepenjurunya antara 6-9 em. Serpal dorsal dan petal adalah sarna dan 

mernpunyai struktur yang agak mengembang. Sepal lateral adalah segmen yang 

terbesar bagi orkid genus ini berbanding segmen yang lain. Bahagian label urn pula 

berbentuk euping yang bercabang tiga dimana euping lateral mempunyai struktur 

menegak ke atas dan euping di tengah berbentuk reflek (Wood et ai., 1993). 

Orkid daripada genus ini hidup di kawasan yang lembap serta mempunyai 

eahaya separa. Spesies orkid daripada genus ini seperti yang terdapat di Filipina iaitu 

Renanthera monachica mengalami proses persenyawaaan setiap bulan sepanjang 

tahun. 

2.2 Renanthera bella 

R bella merupakan satu spesies daripada genus Renanthera yang agak baru bagi 

pengkaji orkid. Ia mula diperkenalkan pada tahun 1981 dan disenaraikan antara orkid 

yang tercantik didunia. R bella merupakan spesies orkid yang endemik di kepulauan 

Borneo terutamanya di kawasan Sabah. R. bella juga merupakan orkid dari jenis yang 

bersifat epifit dan telah dijumpai epifit kepada Gymnostoma sumatrana. R bella ini 

hidup di kawasan pergunungan Sabah yang beraltitud antara 400 hingga 1200 m. 

Spesies ini tumbuh di kawasan-kawasan lembap dan memerlukan teduhan serta 

cahaya separa. Ia mempunyai akar arial sepanjang 38 x 0.3-0.4 em dimana terhasil 
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pad a setiap nodul dan mempunyai batang sepanjang 20-50 em. Bunga R.bella adalah 

berwama merah keorenan dan mempunyai bintik-bintik yang berwarna gelap. Bentuk 

bunga R. bella ini adalah sangat unik dan berbeza daripada spesies orkid yang lain 

dirnana sepallateralnya rapat antara satu sarna lain (Menzies, 1991). Bahagian hujung 

yang berbentuk seakan-akan bebibir atau labelum bersaiz lebih keeil berbanding 

bahagian-bahagian yang lain. 

R. bella ini telah banyak dilakukan kacukan dengan spesies dari genus yang 

berlainan seperti Arachnis dan Paiaenopsis. Kacukan hibrid ini memberi satu irnpak 

yang berguna dirnana hibrid ini mengasilkan warna dan bintik-bintik yang cantik pada 

bunganya. Hibrid-hibrid ini mendapat permintaan yang tinggi di kalangan ahli 

hortikultur dan berpotensi menjadi tanaman hiasan yang mempunyai nilai yang tinggi 

dalam industri tanaman biasan serta. diminati ramai. Setiap bahagian yang terdapat 

pada R. bella boleh digunakan sebagai eksplan dalam mikropropagasi orkid namun 

begitu bahagian daun jarang dikulturkan kerana kadar kejayaan pengkulturannya 

adalah sangat rendah. 
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Foto 2.1 Menunjukkan bunga orkid R. bella yang terdapat di kawasan tropika. 
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2.3 Percambahan biji benih orkid 

Ahli fisiologi biji benih menerangkan percambahan sebagai suatu proses dimana 

bermulanya penyerapan air dan berakhir apabila radikal iaitu akar embrionik mula 

memanjang atau terbit daripada testa (Salisbury, 1991). Terdapat saintis yang 

menganggap bahawa proses percambahan lengkap apabila kesemua makanan 

simpanan yang tersimpan di dalam endosperm a ataupun kotiledon habis digunakan 

dan anak pokok dapat membuat makanannya sendiri untuk terus hidup (Bradder, 

1988). 

Bagi orkid, percambahan berlaku apabila terdapat kehadiran kulat simbiotik 

seperti mikorhiza. Biji benih orkid sukar untuk bercambah tanpa kehadiran kulat 

simbiotik ini. Fenomena ini mengkelaskan orkid kepada dua jenis percambahan iaitu 

percambahan simbiotik dan percambahan asimbiotik. Noel Bernard, adalah saintis 

yang terawal melakukan percambahan biji benih orkid secara tabii dimana proses 

percambahan ini bergantung kepada kehadiran kulat tertentu. Kewujudan simbiosis 

antara orkid dan kulat telah dibuktikan oleh Hans Bergeff yang telah berjaya 

memencilkan kulat daripada sel-sel akar orkid. Semasa proses percambahan, biji benih 

orkid yang sangat halus dan seakan-akan habuk membesar dari segi saiz dan terus 

memecahkan lapisan luar biji benih. Embrio akan terus membesar membentuk jasad 

berbentuk: kon yang dikenali sebagai protokom (Arditti, 1977). 

Dalam keadaan semulajadi, protokom ini akan terus kekal dan tidak berubah 

sebingga terdapat kehadiran kulat endofitik tertentu. Selepas dijangkiti oleh kulat 

endofitik ini, pucuk dan daun primordia pertama akan terhasil pada apeks yang 
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terdapat pada protokom dan diikuti dengan pertumbuhan akar. Kulat endofitik 

berkebolehan menukarkan struktur gula iaitu hidrolisi gula sukrosa seperti yang 

terdapat didalam ceeair kultur. Oleh itu ia dipereayai dapat menambah tekanan 

osmotik didalam dan luar sel yang membolehkan proses imbibisasi atau penyerapan 

air berlaku lalu biji benih dapat terus bereambah (Arditti, 1967). 

Pereambahan biji benih orkid seeara asimbiotik banyak dilakukan ke atas 

spesies orkid tropika kerana ia lebih mudah bereambah berbanding orkid dari kawasan 

temperat. Lengai atau kapsul bagi orkid epifit tropika juga boleh mengandungi lebih 

daripada sejuta biji benih menyebabkan peratusan pereambahan yang tinggi 

berbanding orkid kawasan temperat (Menzies, 1991). Namun begitu, pereambahan 

orkid secara asimbiotik adalah lebih kompleks dan sukar kerana ia memerlukan 

konsentrasi mineral dan gula sukrosa yang sesuai untuk pereambahan orkid tanpa 

perantaraan kulat simbiotik. Keperluan mineral adalah berbeza bagi setiap spesies 

orkid dan media pereambahan spesifik diperlukan bagi beberapa jenis orkid yang 

sukar untuk bercambah. 

2.4 Teknik kultur tisu orkid 

Morel(1960) merupakan saintis yang pertama melakukan kultur tisu orkid dimana 

beliau telah mengkultur pucuk daripada orkid Cymbidium di atas media kultur. 

Hasilnya, Morel telah menghasilkan beratus-ratus protokom daJam masa beberapa 

bulan. Sejak daripada kejayaan Morel mengkultur orkid melalui teknik kultur tisu, 

kaedah ini menjadi semakin popular dan diaplikasikan kepada berbagai-bagai spesies 

dan hibrid orkid (Arditti, 1967). Menurut Morel, proses kultur tisu orkid melibatkan 
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proses dimana penghasilan protokom daripada tisu orkid, penggandaan protokom dan 

proses pembezaan protokom yang akhirnya menghasilkan dan membentuk anak 

pokok yang sempurna. 

Media kultur yang mengandungi mineral tertentu dan lengkap digunakan bagi 

menggantikan peranan kulat simbiotik terutamanya dalam proses percambahan in 

vitro. Aspek-aspek yang terlibat dalam menentukan kejayaan kultur tisu orkid adalah 

komposisi dan keadaan media kultur, sumber karbon, jenis eksplan yang digunakan, 

kandungan pengatur perturnbuhan, ekstrak tabii dan keadaan fizik kultur sesuatu 

spesies yang dikaji (Karim & Haris, 1989). Teknik kultur tisu dilakukan dalam 

keadaan persekitaran yang aseptik bagi mengelakkan eksplan daripada dijangkiti 

m ikroorganisma. 

Melalui kaedah kultur tisu, orkid dapat dihasilkan dalam kuantiti yang banyak 

dan masa yang diperlukan adalah singkat. Orkid yang berkualiti dan bebas daripada 

sebarang penyakit adalah antara salah satu kelebihan teknik ini dan menyebabkan ia 

dilakukan secara meluas ke seluruh dunia. Pelbagai hibrid yang berkualiti dapat 

dihasilkan dan proses pemeliharaan spesies yang kian terancam dan sukar diperolehi 

dapat dilakukan. Teknik kultur tisu orkid yang semakin berkembang ini berasaskan 

kepada sifat sel tumbuhan yang boleh membentuk satu tumbuhan yang lengkap 

daripada satu sel tunggal. Sifat ini dikenali sebagai sifat totipotensi. Totipotensi adalah 

kebolehan sel tumbuhan untuk menghasilkan satu tumbuhan atau organisma lengkap 

daripada satu sel tunggaJ (Bhojwani dan Radzan, 1983). Selain daripada biji benih 

orkid, bahagian tumbuhan orkid yang lain juga boleh digunakan sebagai eksplan untuk 

proses mikropropagasi seperti tunas, pucuk, pseudobulb dan sebagainya. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



77 

RUJUKAN 

Altman, A., 1 8. Agricultural Biotechnology. Marcel Dekker, New York. 

Arditti 1. 1966. The effect of niacin, adenine, ribose and niacinamide coenzyme on 

g nninating orchid seeds and young seedling. Amer. Orchid Society Bulletin. Vol 

35 892-898. 

Arditti 1. 1977. lonal Propagation of Orchids by Means of Tissues Culture. Reviews 

and per pective. Ed. 1. Cornell University Press, Ithica. 

Arctitti , J. , 1967. Factors Affecting The Gennination of Orchids Seeds. Botanical 

Review . 01 33, 1-97. 

Arctitti , J. & Erns~ R. 1992. Micropropagation of Orchids. A Wiley Interscience 

Publication Canada. 

Arditti , 1. & Ernst, R., 1976. Micropropagation of Orchids. A Wiley Interscience 

Publication, New Yorke. 

Arditti 1. Michaud J.D. & Healey, P.L., 1979. Morphometry of Orchid seeds. American 

Journal of Botany. Vol 66, 1128-1137. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



78 

Arditti 1. & Harrison, c.R., 1978. Physiological Changes During the Germination of 

art/eya Aurantiaca (Orchidaceae). Bot. Gaz Vol 139, 180-189. 

Bajaj Y.P. 1991. Biotechnology in Agriculture and Forestry 17 High-Tech and 

Mi ropropagation 1. Springer Verlag Berlin Heidelberg, Germany. 

Buyun L. Lavrentye a, A. Kovalska, L. & Ivannikov, R. , 2004. In vitro germination of 

se d of some rare tropical orchids. Acta universitatis Latviensis. Biology. Vol 676, 

159-162. 

Bhojwani ., dan Razd.an, M.K., 1983. Plant Tissue Culture: Theory and Practice. 

lsevier cience Publishers B. V., Netherlands. 

Bonga 1.M. dan Aderkas P.V., 1992. In Vitro Culture of Trees. Kluwer Academic 

Publisher, Netherlands. 

Bradder l.W. 1994. Seed Dormancy and Germination. The Ipswich Book Company 

Ltd. London. 

ampbell M.K. dan Farrell S.O., 2003. Biochemistry. Thomson Learning, United State 

of America. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



79 

Ch n, Y., L~ . Duguid, S., Dribnenki, P. dan Kenaschuk, 2003. Effect of sucrose 

concentration on elongation of shoots from flax anther culture .. Plant Cell, Tissue 

and Organ Culture 72 181-183. 

hang C., Chen, Y.C. & Yen, H.F., 2005. Proto conn or rhizome? The morphology of 

seed germination in Cymbidium dayanum Reichb. Bot. Bull. Acad Sin. Vol 46, 71-

74. 

De Pau M.A. Remphrey, W.R. & Palmer, C.E., 1996. The Cytokinin Preference for in 

vitro G rmination and Protoconn Growth of Cypripedium candidum. Annals of 

Botany. 0175,267-275. 

Dodds J.D. dan Roberts, L.W., 1995. Experiments in Plant Tissue Culture. Ed. Ke-3. 

ambridge University Press. 

Ernst, R. 1994. Effect of Thidiazuron on in vitro Propagation of Phaiaenopsis and 

Doritaenopsis ( Orchidaceae ).Plant cell , tissue culture and organ culture, 39. 

-mst, R. 1975. tudies in a symbiotic culture of orchids. Amer. Orc. Bull. Vol 44, 12-

18. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



80 

aria, R. ., Rodriges F. . Oli eira, V.R., & Muller, C., 2004. In vitro Dendrobium 

nobil plant growth and rooting in different sucrose concentration. Horticultura 

Brasil ira. rasiJia, 0122 780-783 . 

h.. J. Rao, A. . & Loh C.S.,1976. Clonal Propagation of Aranda hybrids through 

h t meristem culture. Singapore Natl. Acad Science. 27-35. 

amborg .L. dan Philips, G.L., 1995. Plant Cell, Tissue and Organ Culture. Springer-

B rlin H id lberg Germany. 

Hdider . dan D sjardins Y. 1994. Effects of sucrose on photosynthesis and 

ph sphoen lpyru ate carboxylase activity of in vitro cultured strawberry plantlets. 

Plant /I, Ti su and Organ Culture 36,27-33. 

Ho ~ . Pine R. & Anderson, N., 1991. Letts Guide to Orchids of the world 

Or hids. harJes Letts & Co. Ltd., London. 

Tbraki . Y., a!Sushima, R. dan Kurata, K., 2000. Analysis of morphological changes in 

armt matic embryogenesis by serial observation. Plant Cell, Tissue and Organ 

"llure 61 9-14. 

Karim A. Hari H. 1989. Perambatan Orkid Melalui Kultur tisa Penyelidikan sains 

Hayal, 151-159. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



81 

Kumar U. 2003. Methods ;n Plant Tissue Culture. Agrobios. India. 

umar, H.G.A. dan Murthy, H.N., 2004. Effect of sugars and amino acids on 

androgene is of Cucum;s sativus. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 78, 201-

208. 

Menzie . D. , 1 1. Orchids. Bison Books Ltd., London. 

garaju, V. & Mani .K., 2005. Rapid In vitro Propagation of Orchids Zygopetalum 

int nnedium. Plant Biochemistry & Biotechnology. Vol 14, 27-32. 

Payne G.F. Bringi V. Prince, C.L. dan Shuler M.L., 1992. Plant Cell and Tissue 

Culture in Liquid »Istem. John Wiley and Sons. Canada. 

Ragha ndra, A.. 1998. Photosynthesis A Comprehensive Treatise. Cambridge 

ni ersity Press, United Kingdom. 

Ra A. . 1977. Ti sue culture in the orchids industry in Applied and Fundamental 

Aspe t of Plant Cell Tissues and Organ Culture.Springer Verlag. 44-67. 

R..3! t P . . dan Mathews, V.H., 1980. In vitro multiplication of Vanda hybrids through 

ti u culture technique. Plant &ience Letters. Vol!7, 383-389. 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 


