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A. LAPORAN HASIL PENELITIAN

RINGKASAN

Penelitian Induksi Embriogenesis Mikrospora Anggrek Phalaenopsis amabilis, (L.),
Bl.: Upaya Untuk Mendapatkan Tanaman Galur Mumi dalam Satu Generasi, pada tahun
kedua ini bertujuan mengetahui pengaruh lama waktu, berbagai sumber gula, kombinasi
hormon auksin dan sitokinin dan cairan stigma terhadap pertumbuhan dan perkembangan
mikrospora embriogenik hasil induksi dengan stres suhu dan medium starvasi. Kuncup
bunga ukuran 0,9-1,3 cm diberi perlakuan suhu dingin 4°C selama 7 hari. Kuncup bunga
disterilkan dengan Bayclin 100% selama 10 menit, kemudian dicuci dengan aquades steril
2 kali. Mikrospora diisolasi dengan metosde glassroad. Periakuan suhu panas 35°C dan
medum starvasi (medium B) diberikan pada mikrospora terisolasi. Setelah perlakuan suhu
panas dan medium B mikrospora dikultur di medium New Phalaenopsis (NP) dengan
perlakuan lama waktu inkubasi stres suhu dan medium starvasi, sumber gula, kombinasi
hormon auksin, dan cairan stigma. Mikrospora diamati dalam keadaan segar, dihitung
jumlah mikrospora yang viabel dan diamati perkembangan inti pada sefiap tahap minggu.
Dari penelitian ini diperoleh hasil kuncup lama waktu inkubasi terbaik adalah 6 har stres
suhu dan medium starvasi. Tidak ada perbedaan penggunaan sumber gula (sukrosa,
glukosa dan maltosa) terhadap viabilitas mikrospora embriogenik, tetapi berpengaruh
terhadap perkecambahan mikrospora. Perlakuan hormon 2,4D 2ppm mampu menginduksi
mikrospora multinukleat tertinggi. Perlakuan hormon NAA 2ppm mampu menginduksi
mikrospora binukleat simetri tertinggi. Perfakuan cairan stigma tidak meningkatkan jumiah
mikrospora binukleat simetri dibanding kontrol

Kata Kunci: P. amabilis (L.) Bl, Orchid, androgenesis, mikrospora, sukrosa,
maltosa, auksin, cairan stigma

SUMMARY

The research of Induction of Microspore Embryogenesis of Phalaenopsis amabilis, (L.), Bl.
Orchid: Effort to Get Pure Line Plant in One Generation., in the second year is aimed to know the
effect of incubation time, sugar resources, auxin and stigma mucilage toward growth and
development of embryogenic microspore which has been induced by temperature stress and sugar
starvation. Flower bud is given cold temperature treatment at 4°C, 7 dais, and then flower bud is
sterilized by Bayclin 10 minute, and then is washed twice by sterile distillated water. Microspore is
isolated by glassroad methode. Heat temperature treatment (35°C) and starvation medium
(medium B) is given to microspore. After the heat temperature and starvation medium (medium B)
microspore is cultured in New Phalaenopsis (NP) medium, with treatment of incubation time, sugar
resources, auxin and stigma mucilage. Microspore is observed with and without DAPI staining
every week The result of this research are incubation time of heat temperature stress and medium
starvation is 6 dais, there is not effect of sugar resources toward embryogenic microspore viability,
but there is effect of sugar resources toward microspore germination, treatment of 2,4D 2ppm can
induce highest multinucleat microspore, treatment of NAA 4ppm can induce highest symmetrical
binuleat microspore and the stigma mucilage can not increase the value of symmetrical binuleat
microspore, compare with control.
Kata Kunci: P. amabilis (L.) Bl, orchid, androgenesis, microspore, sukrose, maltose, auxsin,

stigma mucilage

LAPORAN PENELITIAN INDUKSI EMBRIOGENESIS MIKROSPORA ... DWI KUSUMA WAHYUNI




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

PRAKATA

Puji syukur penulis panjatkan kepada Allah SWT atas berkat limpahan rahmat-Nya

penelitian ini telah terdaksana walaupun belum sebagaimana penulis harapkan. Penulis

menyadari bahwa banyak pihak yang telah membantu selama pelaksanaan penelitian ini.
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Ketua Lembaga Peneliian dan Pengabdian Kepada Masyarakat Universitas
Airlangga.
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Ketua Departemen Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga.
Pengelolah Laboratorium Kuttur Jaringan Tumbuhan, Departemen Biologi Fakuitas
Sains Teknologi Universitas Airlangga.

Rekan-rekan yang telah membantu pelaksanaan penelitian ini yang belum penulis
sebutkan satu persatu.

Penulis mengharapkan , kritk dan saran yang bersifat membangun demi

kesempurnaan dari tulisan ini. Akhimya, semoga karya penelitian ini dapat bermanfaat.
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BABI
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Permasalahan

Anggrek adalah tanaman yang terkenal akan keindahan bunganya, sehingga
mempunyai nifai ekonomi dan estetika yang tinggi (Suryowinoto, 1995). indonesia
mempunyai sekitar 5000 jenis anggrek alam dan sekitar 25.000-30.000 jenis yang
ada di dunia (Gunadi, 1985). Anggrek alam Indonesia dikenal mempunyai nilai
estetika yang tinggi sehingga menjadi incaran para kolektor dan penggemar anggrek
dari seluruh dunia.

Pengelolaan yang benar, dengan-memperhatikan aspek ekologi, botani, dan
teknologi, kekayaan anggrek Indonesia dapat menjadi aset ekspor yang layak untuk
dibanggakan. Penganggrek Indonesia juga akan menjadi pelopor  bisnis
peranggrekan.

Ironisnya saat ini masyarakat Indonesia hanya menjadi penikmat anggrek-
anggrek silangan dari manca negara, yang mana keindahan anggrek tersebut
berasal dari induk silangan anggrek alam Indonesia. Hal ini dapat dilihat dari
anggrek-anggrek impor yang membaniiri toko-toko bunga. Bahkan untuk induk
silangan, penganggrek Indonesia masih banyak yang menggunakan anggrek manca
negara.

Hasit diskusi panel *Selamatkan Anggrek Spesies Indonesia” di Taman
Anggrek Indonesia Permai TMIl tanggal 14 Februari 2006, saat ini Anggrek
Indonesia dihadapkan pada permasalahan sebagai berikut: f)hilangnya anggrek
alam (anggrek spesies) karena rusaknya ekosistem (konservasi alam, penebangan
hutan, kebakaran hutan) dan pengambilan tanpa batas dari alam karena tingginya
minat terhadap anggrek asli Indonesia, 2)ekspor anggrek alam secara illegal, 3)periu
perbaikan dalam praktek Implementasi CITES (Convention on International Trade in
Dangered Species of Wild Flora and Fauna terutama untuk jenis anggrek yang
termasuk dalam apendiks | CITES, tapi oforitas tidak melarang seluruh ekspor

anggrek non hibrida, 4)penelitian dan pengembangan belum mendukung tersedianya
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bibit baru dan budidaya yang dapat berkompetisi, walaupun Indonesia memiliki
plasma nutfah anggrek yang besar, 5) budidaya anggrek asli Indonesia oleh pihak
luar negeri, tidak ada benefit sharing bagi masyarakat, 6)tingginya anggrek silangan
dari luar negeri yang masuk ke Indonesia melalui pintu impor.

Untuk mengatasi hal tersebut diperiukan usaha konservasi yang ditopang
kemampuan penyediaan bibit dengan membudidayakan tanaman anggrek secara in
situ maupun ex situ dan upaya pemuliaan tanaman dengan mempertahankan sifat
aslinya (Iswanto, 2001).

Anggrek bulan Phafaenopsis amabilis (L.) Bl. adalah salah satu jenis yang
sangat terkenal akan keindahannya sehingga dinobatkan sebagai Puspa Pesona
Bangsa Indonesia. Phalaenopsis amabilis (L.) Bl. berbunga besar, berwarna putih,
membulat saat mekar penuh sehingéé tampak seperti bulan, mempunyai bibir
(labelum) kuning menvala, bunganya tahan lama serta mampu berbunga sepanjang
tahun. Keistimewaan tersebut menyebabkan anggrek ini sangat popular dijadikan
sebagai induk dalam persilangan. Pelaku hibridisasi anggrek banyak yang
menggunakan anggrek ini untuk mendapatkan anggrek hibrida berwama putih.

, Warba putih sangat diperiukan untuk memperoieh perpaduan harmonis dengan
wama lain dalam satu rangkaian bunga (Dressler, 1993).

Di Indonesia terdapat 6 ekotipe Phalacnopsis amabilis (L) Bl. yang endemik di
Pulau Jawa, Kalimantan, Sumatra, Sulawesi, Maluku dan Papua (Dressler, 1993),
namun anggrek itu semakin sulit dijumpai di habitat aslinya, karena adanya
eksploitasi secara besar-besaran di hutan menyebabkan destruksi pada habitatnya
dan populasi Phalaenopsis amabiis (L) Bl. menjadi sedikit, bahkan terancam punah.
Oari daftar tumbuhan langka, Phalaenopsis emabilis (L) Bl. tercatat menempati
urutan 160 dari 240 tumbuhan langka di Indonesia (Dressler, 1993). Oleh karena itu
perlu dilakukan upaya pemuliaan tanaman dengan mempertahankan sifat aslinya.

Pengembangan Phalaenopsis amabilis (L) BI. dapat dilakukan secara generatif,
dengan perbanyakan tanaman melaiui biji. Pengembangan secara gereratif sangat
menguntungkan dalam bisnis karena dalam satu buah anggrek dapat dihasilkan biji
yang jumlahnya jutaan (2-3 juta bijifbuah), namun karena tidak adanya galur mumi
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mengakibatkan biji yang dihasilkan mempunyai variasi genetik yang besar sehingga
sulit memprediksi hasil silangan yang didapat (Suryowinoto., 1995).

Tiga dasawarsa terakhir ini berkembang teknik kuftur mikrospora.
Berkembangnya teknik ini membawa angin segar pada kemajuan bioteknologi, yang
tentunya akan meningkatkan dunia industi dan pertanian yang memanfaatkan
kemajuan bioteknologi (Grout & Robert, 1395).

Kultur mikrospora mempunyai kegunaan dalam praktek agroindustri. Manfaat
utamanya adalah mengurangi waktu dalam pembentukkan varietas baru. Pemuliaan
tanaman konvensional membutuhkan 10 tahun untuk membentuk varietas baru,
sedangkan dengan teknik kultur mikrospora membutuhkan 3-4 tahun {Ulrich et al.,
1984). Yang kedua adalah dapat mempercepat sifat-sifat dalam keadaan homozigot
dibanding dengan metode backcross. Yang ketiga, efisiensi seleksi dapat
memperiihatkan fenotip tanaman yang tidak tampak karena efek dominan. Yang
keempat adafah tanaman dihaploid dati penyaringan rekombinan yang layak didapat
dalam jumiah besar, padahal pada populasi diploid konvensional sangat sedikit
(Dunweli, 1985; Kasha ef al., 1996).

Terbentuknya tanaman homozigot dari teknik kultur mikrospora menyediakan
sarana studi diferensiasi sel dan alternatif generasi dari mikrospora, dari
perkembangan normal (gametofitik) kearah perkembangan sporofitik. Ini berarti
menyediakan sarana penelitian pergantian generasi dan penurunan ekspresi gen serta
regulasi selama dua fase siklus hidup (Dunwell, 1985). Keberhasilan perakitan jalur
hidup tersebut memungkinkan dibuatnya tanaman transgenik (Indrianto et al.,1999)
atau kultivar baru (Omerod & Caligari,1994) yang tahan terhadap penyakit dan kondisi
yang ekstrim (Isnaeni, 1988),

Haploidi yang dihasitkan dari kultur mikrospora dapat digunakan untuk studi
kuantitatif genetika, antara lain deteksi interaksi gen, estimasi variasi genetik, deteksi
linkage, estimasi jumiah efek gen dari karakter kuantitatif dan fokasi poligen (Dunwell,
1985; Ferrie & Keller, 1995) sehingga memudahkan mendeteksi terjadinya mutasi
(Bhojwani & Bhatnagar, 1981; Gunawan,1988; Isnaeni,1988; Zhang et al, 1994).
Aplikasi terbaru untuk pemetaan genome, ini tentunya strategis untuk pemuliaan
tanaman khususnya dalam tranformasi gen (Kasha ef al.,1996).
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Keberhasilan kultur mikrospora telah banyak dilaporkan keberhasilannya
dengan metode yang terus berkembang. Nitsch ef al. (1972) dalam Raghavan (1997)
menyimpulka.n bahwa penggunaan hormon untuk induksi mikrospora sudah tidak
begitu esensial. Penggunaan hormon yang tidak efektif digantikan dengan periakuan
suhu. Kyo & Harada (1986) membuktikan bahwa penggunaan medium starvasi gula
dan nitrogen (medium B) sangat efektif digunakan untuk induksi embriogenesis
mikrospora tembakau.

Selanjutnya penggunaan kombinasi perlakuan stres suhu dingin, panas dan
medium starvasi telah banyak digunakan. Stres suhu dingin +4°C, panas +33°C dan
medium starvasi gula dan nitrogen berhasil menginduksi embriogenesis mikrospora
Triticum aestivum (Indrianto et al. 1999). Stres suhu panas 35°C berhasil menginduksi
embriogenesis mikrospora Brassica camﬁestn’s (Hamaoka et al., 1991). Keberhasilan
penggunaan stres suhu dan medium starvasi untuk induksi embriogenesis mikrospora
membuat teknik embriogenesis mikrospora menjadi sangat ekonomis dan lebih murah.

Penelitian ini menekankan pada tujuan untuk mikropropagasi melalui
embriogenesis mikrospora untuk pemuliaan tanaman anggrek bulan Phalaenopsis

" amabilis (L.) :BI., sehingga perlu dilakukan penelitian awai tentang makanisme
pembentukkan dan perkembangan embrio mikrospora yan>g akan memberikan
informasi dasar yang menunjang penentuan langkah-langkah pemuliaan tanaman
anggrek bulan Phalaenopsis amabilis (L.) Bl. baik secara konvensional maupun teknik
molekuler.

Pada penelitian tahun pertama telah diperoleh hasil sebagai berikut: 1) Kuncup
bunga anggrek P. amabilis (L.) BI. dengan ukuran 0,4-1,6 cm berada pada stadium

tepat untuk mengisolasi mikrospora anggrek P. amabilis (L.) Bl. adalah metode
glassroad, 3) Mikrospora anggrek P. amabilis (L.) BI. dapat diinduksi menjadi mikrospora
embn'ogenik dengan stres suhu dan medium starvasi; 4) Stadium perkembangan
mikrospora anggrek P. amabilis (L.) BI. yang responsif terhadap induksi embriogenesis
dengan stres suhu dan medium starvasi adalah uninukleat akhir; 5) Perkembangan
mikrospora anggrek P. amabilis (L.) BI. menjadi mikrospora embriogenik ditandai dengan
adanya perubahan struktur morfologi mikrospora berupa hilangnya granula-granula pada
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sitoplasma, ukuran membesar dan adanya pembelahan simetri ( tidak terbentuk inti
vegetatif dan inti generatif).

Hasil ﬁng diperoleh pada tahun pertama tersebut merupakan langkah awal
dalam proses induksi embriogenesis mikrospora yang selanjutnya akan menjadi dasar
pada penelitian kedua. Pada penelitian tahun kedua ini berfokus pada optimalisasi
metode untuk meningkatkan populasi mikrospora mebriogenik yang sudah diperoteh

pada tahun pertama dengan berbagai perlakuan yang lazim dilakukan dalam kultur
mikrospora.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, pada penelitian tahun pertama ini diambil
permasalahan sebagai berikut: '
1. Bagaimana pengaruh lama waktu inkubasi stres suhu dan medium starvasi
terhadap perkembangan mikrospora embriogenik yang sdh diperoleh?
2. Apakah ada pengaruh berbagai sumber gula terhadap perkembangan mikrospora
embriogenik hasil induksi dengan stres suhu dan medium starvasi?
3. Apakah ada pengaruh kombinasi hormon auksin terhadap perkembangan
mikrospora embriogenik hasil induksi dengan stres suhu dan medium starvasi?

4. Apakah ada pengaruh cairan stigma terhadap perkembangan mikrospora
embriogenik hasil induksi dengan stres suhu dan medium starvasi?

10
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| BABII
| TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Embriogenesis Mikrospora (Androgenesis)

| Embriogenesis mikrospora adalah pembentukan embrio dari sel mikrospora.
Perbedaan embrio mikrospora dengan embriogenesis somatik, adalah mikrospora
mempunyai jumlah ploidi setengah dari induknya. Embriogenesis mikrospora disebut
juga Androgenesis (Bhojwani & Bhatnagar, 1981; Raghavan,1997).

Secara normal mikrospora membelah secara asimetri menghasilkan sel
vegetatif yang besar dan sel generatif yang kecil. Di bawah kondisi khusus
perkembangan gametofitik dapat dialihkan ke arah perkembangan sporofitik untuk
mendapatkan suatu tanaman (Ferrie et al., 1996).

Jalur embriogenesis mikrospora dimungkinkan melalui tiga jalur pembelahan,
yakni :1) membelah simetris, sel vegetatif dan sel generatif atau keduanya teriibat
dalam perkembangan sporofitik, 2) membelah asimetris, sel vegetatif terlibat daiam
perkembangan sporofifik, dan 3) membelah asimetris, sel vegetatif dan generatif

terlibat dalam perkembangan sporofitik (Gambar 24, Bho;wam & Bhatnagar,1981 ).
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Gambar 2.1. Tiga jalur perkembangan mikrospora selama androgenesis (Bhojwani
& Bhatnagar, 1981)
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Menurut Raghavan (1997) keterlibatan kedua sel hasil mitosis dalam
perkembangan sporofitik memungkinkan terjadinya fusi antar sel generatif dengan
satu atau dua sel vegetatif atau ferjadi endopoliploidi sel generatif, sehingga
didapatkan embrio yang nonhaploid.

Pembentukan embrio mikrospora tidak lepas dari siklus sel. Dediferensiasi
sel tanaman dapat dianggap sebagai reinisiasi dari pembelahan sel. Setelah
pembelahan mitosis pertama pada mikrospora, sel generatif dengan cepat
mengalami replikasi DNA dan fertahan pada fase G2 dari siklus sel, sedangkan sel
vegetatif tertahan pada fase G1 dari siklus sel (Zarsky ef al., 1392).

Kemampuan mikrospora untuk masuk siklus sel baru selama stres (perfakuan
induksi) adafah aspek penting dalam andragenesis. Mikrospora tembakau diisolasi pada
fase G1 mengalami replikasi DNA selama induksi dengan starvasi dan periakuan panas,
kemudian terhenti dan tertahan pada fase G2. Hanya setelah dipindah ke medium yang
diperkaya dan diinkubasi pada suhu kamar, siklus sel dapat dilanjutkan. Mikrospora yang
diisolasi pada fase G2 mengatami mifosis selama stres pada awal periakuan. Sel generatif
langsung masuk siklus sef baru kemudian terhenti dan tertahan pada fase G2, sedangkan
sel vegetatif tidak mengalami replikéi DNA. Pada polen biseluler, sel vegetatif mengalami
replikasi DNA selama perlakuan stres suhu dan starvasi nitrogen dan karbohidrat tertahan
lagi pada fase G2. Sel generatif tidak terpengaruh oleh stres awal perlakuan sehingga
tetap tertahan pada fase G2 setelah dipindah ke medium yang diperkaya, atau dengan
kata lain sel generatif tidak memberikan kontribusi pada pembentukan embrio pada
tembakau (Ferrie et al., 1996).

2.2 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Androgenesis

221 Faktor genotip tanaman donor

Hasil penefitian pada beberapa tanaman, faktor genotif tanaman donor sangat
berpengaruh terhadap keberhasilan induksi androgenesis. Dari 43 kuftivar Lycopersicon
esculenfum dan pada 18 galur Arabidopsis, hanya 3 dari masing-masing spesies yang
mampu menjadi jaringan haploid. Sembilan dari 159 genotf jagung yang mampu
berkembang menjadi embrio atau kalus haploid (Raghavan, 1997).
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Perbedaan genotif tanaman donor memberikan respon yang berbeda pula
terhadap induksi androgenesis karena ekspresi gen suatu tanaman bersifat spasial dan
temporal. Misalnya ekspresi gen pembentukkan amilum pada mikrospora, amilogenesis
pada sefiap tahap perkembangan mikrospora mempengaruhi mikrospora kompeten
diinduksi androgenik atau tidak {Sangwan & Sangwan-Norreel, 1987).

222 Tahap perkembangan mikrospora

Tahap perkembangan mikrospora yang responsif terhadap induksi embriogenesis
belum bisa dipastikan. Berkisar antara tahap uninukleat sampai binukleat awal. Datura
sangat responsif jika diinduksi pada tahap uninukleat. Nicofiana pada tahap binukleat awal,
Triticum pada tahap uninukleat akhir, Brassica pada tahap uninukleat sampai binukleat
awal dan Barfey pada uninukieat awal (Sangwan & Sangwan-Norreel, 1996).

Hal tersebut diatas ada kaitannya dengan siklus sel. Brassica napus diinduksi
pada fase G1 akan melanjutkan siklusnya ke fase G2 setelah dibebaskan dari stres
(Sangwan & Sangwan-Norreei, 1996).

223 Komposisi medium

Beberapa spesies merespon induksi androgenesis jik'c? dikultur pada medium
sederhana yang mengandung makronutrien, mikronutrien, vitamin, myo-inositol dan
sukrosa. Sukrosa sangat populer sebagai sumber karbon, namun untuk barley, kentang,
dan gandum, sukrosa diganti dengan maltosa. Sukrosa dikonsumsi dengan cepat

dibanding mattosa. Hal ini menyebabkan akumulasi sejumlah racun di mikrospora

(Raghavan, 1997). .

Selain sumber karbon, penggunaan hormon juga penting, Hormon kelompok
auksin (IAA, NAA, IBA) dan kinetin (Zeatin, Kinetin, Benzilaminopurin) efektif
meningkatkan produksi embrio mikrospora (Raghavan, 1997).

Penggunaan sumber nitrogen yang berbeda iﬁga mempengaruht keberhasiian
induksi androgenesis. Penggunaan Kasein hidrolisat dan asam amino mampu
meningkatkan produksi embrio mikrospora (Sangwan & Sangwan-Nomeel, 1996).

224 Stres suhu dan perfakuan starvasi

13
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Stres suhu dingin mempunyai pengaruh (1) menunda mitosis haploid pertama, (2)
meningkatkan viabilitas mikrospora embriogenik dan meningkatkan permiabilitas dinding
mikrospora, (3) menunda perkembangan mikrospora, (4) menginduksi pembelahan simetri,
dan (5) memodifikasi dinding mikrospora dan menyebabkan disorganisasi tapetum
(Sangwan-Sangwan-Norreel, 1996).

Stres suhu panas 30-33°C diperlukan untuk induksi androgenesis (Raghavan,
1997). Stres suhu panas ini sangat efektif jika digabungkan dengan penggunaan medium
starvasi guia dan nitrogen (Touraev et al., 1997).

225 Peran dinding antera dan tapetum

Pada saat pra-periakuan dinding antera dan tapetum Nicotiana tabacum, Petunia
hibrida dan Datura inoxia berperan meningkatkan jumiah mikrospora embriogenik dengan
cara mengeluarkan suatu zat yang memicu induksi. Disamping itu, inhibitor juga dapat
dihasilkan oleh produk senescen jaringan antera yang dapat menyebabkan polen

mengalami degenerasi dan penghambatan pertumbuhan embric yang terbentuk
(Raghavan, 1997).

226 Kondisi tanaman donor . '
Pada sebagian besar tanaman yang tumbuh di temperatur rendah akan
mempunyai respon androgenesis lebih tinggi. Kondisi pertumbuhan tanaman donor sangat
dipengaruhi oleh intensitas cahaya yang diterima, status nutrien, dan temperatur, yang
dalam keadaan optimum akan mempengaruhi frekuensi androgenesis. Temperatur rendah
pada perlakuan terhadap tanaman donor “akan meningkatkan perkembangan sporofitik

yang berhubungan dengan polen dimorfisme (Palmer & Keller, 1997).

Penyemprotan hormon yang memicu male sterility ke tanaman donor mempunyai

pengaruh terhadap keberhasilan embriogenesis mikrospora, karena memungkinkan
pembelokan perkembangan mikrospora normal {Palmer & Keller, 1997).
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BAB il
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN
TAHUN KEDUA

3.1 Tujuan Penelitian
Tujuan akhir penelitian ini adalah mendapatkan embrio dari mikrospora anggrek
yang mampu berkembang menjadi tanaman galur mumi dalam satu generasi, sedangkan,
tujuan khusus dalam penelitian ini adalah:
1. Mengetahui pengaruh lama waktu inkubasi terhadap perkembangan mikrospora
2. Mengetaﬁui pengaruh berbagai sumber guia terhadap perkembangan mikrospora
embriogenik hasil induksi dengan stres suhu dan medium starvasi.
3. Mengetahui pengaruh kombinasi hormon auksin terhadap perkembangan
mikrospora embriogenik hasil induksi dengan stres suhu dan medium starvasi.
4. Mengetahui pengaruh cairan stigma terhadap perkembangan mikrospora
embriogenik hasil induksi dengan stres suhu dan medium starvasi.

32 Wanfaat Penelitian

¢

Hasil yang ditargetkan pada penelitian tahun kedua adalah mengoptimalisasi media
untuk meningkatkan populasi mikrospora embriogenik yang didapat pada tahun pertama,
agar mampu berkembang menjadi embrio.

Hasil akhir peneliian ini merupakan temuan baru tentang metode pemuliaan
tanaman untuk mendapatkan tanaman galur mumi dalam satu generasi. Tanaman gaiur
murmi merupakan induk silangan yang diharapkan dalam upaya pemuliaan tanaman untuk
mendapatkan tanaman hibrida dengan kualitas yang bagus. Dengan didapatkan tanaman
anggrek galur mumi diharapkan dapat memacu perkembangan peranggrekan Indonesia,
sehingga untuk mendapatkan hibrida-hibrida yang berkualitas sudah tidak tergantung oleh
bangsa lain karena pada dasamya Indonesia mempunyai kekayaan anggrek yang
melimpah. Temuan ini nanti diharapkan dapat mendukung program pemerintah untuk
menutup pintu impor tanaman hias menuju kemadirian produksi bibit pada tahun 2013.
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BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan Tumbuhan,
Departemen Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga. Untuk
Analisis sitologi, struktur dan perkembangan dilakukan di Institute of Tropical
Diseases Universitas Airlangga. Penelitian dimulai pada bulan April sampai Oktober
2010.
4.2 Bahan Penelitian

4.2, Bahan Tanaman

Pada penelitian ini digunakan tanaman anggrek bulan Phalaenopsis amabilis
(L.) Bl yang diperoleh dari Pusat Anggrek Royal Orchid, Prigen Jawa Timur. Ekspian
yang dipakai adalah mikrospora yang akan diisolasi dari antera bunga yang masih
dalam keadaan kuncup. Mikrospora yang dipakai dalam penelitian ini adalah
mikrospora dari kuncup bunga yang berukuran 0,9-1,3 cm.
4.2.2 Bahan Kimia

Bahan ' kimia yang dipakai adalah bahan kimia penyusun media NP
(Ichihashi, 2002, lampiran 1) dan medium B (Kyo & Harada, 1986, lampiran 2), DAPI
{4.6,Diamidino phenylindol), dan bahan kimia untuk membuat preparat anatomi.
4.3 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah erlemeyer, cawan petri

gelas ® = 3cm, @ = Scm, @ = 15cm, gelas pengaduk, tabung reaksi, pinset, skalpel,
lampu bunsen, scalpel blade, tabung sentrifugasi, senirifuge, inkubator, kulkas,
timbangan kasar, timbangan analitik, millipore, shyringe, penyaring, autoklaf,
mikroskop inverted flourescent. Lemari penabur Laminair Air Flow (LAF) yang

dilengkapi dengan HEPA filter mess ukuran 0,2pm, sprayer, pensit, gelas benda dan
gelas penutup.
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4.4 Bagan alir rencana penelitian tahun kedua
TAHUN KEDUA : Optimalisasi metode induksi dan embriogenesis mikrospora

Isolasi mikrospora dari kuncup bunga 0,9-1,3cm

Glassroad
Sentrifugasi 1000 rpm, 5 menit

b4
Mikrospora dikuttur di medium B (lnduksi Embriogenesis)

Perlakuan suhu dingin + 4°C & panas 35°C
Variasi periakuan lama inkubasi

{Variasi metode induksi embriogenesis)

v

Pengamatan Perkembangan Inti sel

Uji viabilitas
Pengecatan Inti Sef dengan DAPY

v ¢

Mikrospora non embriogenik Mikrospora gmbriogenik

l

Mikrospora embriogenik dikuftur
Dimedium AG (medium embriogenesis)

Perlakuan ZPT
Penggunaan cairan stigma
Periakuan berbagai sumber gula

EMBRIO MIKROSPORA

l

v l 3

Uji Viabilitas Perkembangan Uii DAP|

Gambar 4.1, Bagan alir rencana penelitian tahun kedua
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4.5 Prosedur Penelitian
4.5.1 Sterilisasi Alat dan Bahan
4511 Sterilisasi afat
Alat-alat disteritkan dengan autoklaf 15 menit, tekanan 1,5 atm, temperatur
121°C.
4512 Sterilisasi bahan
4.5.1.21 Sterilisasi media
Medium NP disterilkan denrgan milipore filter sterii dan medium B
disterilkan dengan autoklaf sefama 15 menit 1,5 atm,121°C.
4.5.1.2.2 Sterilisasi eksplan
Eksplan berupa mikrospora dari kuncup bunga anggrek setelah mendapat
perlakuan dingin. Bunga disterilisasi de'rigan Bayclin (sodium hypochloride 5,25 %)
selama 10 menit, dibersihkan dengan akuades dua kali. Sterilisasi eksplan
dilakukan di dalam LAF.
4.5.2 Isolasi Mikrospora
Isolasi mikrospora dengan metode glassroad juga dilakukan dalam keadaan
aseptis, dengan cara polinia steril dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi medium
B (satu polinaria untuk satu ml medium B), kemudian polinaria digerus dengan
menggunakan gelas pengaduk sampai hancur. Setelah itu larutan diambil dengan pipet,
selanjutnya dimasukkan kedalam tabung senfrifus unfuk disentrifugasi selama 5 menit,
5000 rpm. Pelet berwama kuning adalah mikrospora tefisolasi.
4.5.3 Perlakuan dingin
Pedakt;an dingin diberikan pada kuncup bunga dalam karangan, dengan cara
kuncup bunga dibungkus aluminium foil kemudian karangan bunga diletakkan di tabung
yang berisi air, dengan posisi pangkal bunga terendam air, selanjutnya disimpan dalam
lemari es yang suhunya +4°C selama 7 hari.
4.5.4 Perlakuan panas dan medium starvasi
Kuncup bunga setelah mendapat periakuan dingin disterilkan dengan Bayclin
(sodium hipochloride 5,25%) selama 10 menit, dibuka, antera diangkat dengan pinset
kemudian diletakkan di cawan petri ¢ = 10 cm, Operkulum dipisahkan dari polinia dengan
skapel. Polinia dipindah ke tabung reaksi yang berisi 1ml medium B. Selanjutnya
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mikrospora digerus dengan gelas pengaduk, filtrat dipindah ke tabung sentrifuge, lalu
dicuci dengan medium B dua kali, disentrifugasi selama 5 menit, dengan kecepatan 1000
pm. Mediur;l B dibuang dan filtrat merupakan mikrospora terisolasi dipindah ke cawan
petri ¢ = 6 cm, yang berisi 3mi medium B. Tutup petri disegel dengan parafilm.
Mikrospora dalam medium B disimpan dalam inkubator pada suhu 35 °C sesuai.

4.5.5 Penanaman di medium NP ( medium embriogenesis)

Kuttur mikrospora di medium B setelah mendapat periakuan panas diambit
dengan pipet dipindah ke tabung sentrifuge. Disentrifugasi selama 5 menit, 1000 rpm
medium B dibuang. Filtrat ditanam di cawan petri ¢ = 3,5 cm yang berisi 2 ml medium
New Phalaenopsis (NP).

Untuk optimalisasi metode untuk m_endapa'&an mikrospora embriogenik digunakan
perlakuan sumber karbon, zat pengatur tumbuh dan cairan stigma. Sumber karbon yang
digunakan adalah sukrosa, glukosa, dan maftosa 9%.

Perlakuan yang digunakan adalah penggunaan zat pengatur tumbuh Naphthalene
Acetic Acid (NAA) dan 24<dichiorophenoxy-Acetic Acid (2,4-D) dengan konsentrasi masing-
masing 0; 2; 4 ppm. Selain zat pengatur tumbuh digunakan juga cairan stigma, dengan periakuan
perbandingan medium NP‘dan Cairan Stigma (CS) yaitu: 2.0; 1,5:0,5; 1:11 (NP:CS).

Masing-masing cawan kultur berisi 2 ml suspensi mikrospora dengan media
sesuai perlakuan, kemudian cawan petri ditutup dan disegel dengan parafitm. Kultur
diletakkan ditempat gelap pada suhu 25°C sefama 2 minggu.

4.5.6 Analisis sitologis

a. Pengamatan segar
Mikrospora diisolasi dari antera, isofat mikrospora diletakkan di atas gelas
benda, ditetesi dengan medium B secukupnya, ditutup dengan gelas penutup.
Pengamatan ditakukan dengan mikroskop cahaya. Pengamatah perkembangan
kultur dalam keadaan segar dilakukan juga selama masa kuttur dengan
menggunakan mikroskop inverted.

b. Pengecatan DAPI
Pengecatan DAPI dimaksudkan untuk melihat perkembangan inti mikrospora.
Mikrospora difiksasi dengan alkohol 70% : Asam Asetat Glasial (1:3,v/) selama
15 menit. Selanjutnya dicuci dengan alkohot 70% 2x, diang larutan DAPI 20
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pl selama 15 menit, ditetesi dengan gliserin sebanyak dua tetes. Pengamatan
dilakukan dengan mikroskop fluorescen.
457 Penghitungan viabilitas mikrospora
Mikrospora viabel adalah mikrospora yang mampu bertahan hidup. Pada
percobaan ini, yang dimaksud dengan mikrospora viabel adalah mikrospora yang masih
utuh sitoplasmanya dan belum terplasmolisis.

Penghitungan dilakukan dengan cara mengamati kultur dengan mikroskop
inverted. Selanjutnya jumiah mikrospora dihitung, baik mikrospora viabel maupun
mikrospora yang plasmolisis sampai mencapai jumilah total 300 mikrospora. Penghitungan
dilakukan paling tidak pada lima bidang pandang mikroskop (atas, bawah, kanan, kiri, dan
tengah, dengan perbesaran mikroskop 200X).

Prosentase jumlah mikrospora yang viabel diperoleh dengan rumus sebagai
berikut:

Mikrsopora viabel/300 X 100%

Penghitungan viabilitas mikrospora dilakukan tiga kali ulangan.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1.Pengaruh lama waktu inkubasi stres suhu panas dan medium starvasi
terhadap perkembangan mikrospora

Perlakuan panas diberikan pada mikrospora anggrek pada suhu 35 °C dalam
medium starvasi. Yang dimaksud dengan medium starvasi adalah medium B, yaity
medium miskin hara, khususnya miskin unsur nitrogen dan gula (Kyo and Rarada, 1986).
Perakuan panas dan medium starvasi dilakukan di ruang gelap. Perlakuan ini
dimaksudkan untuk induksi mikrospora embriogenik (membelah simetri). Pada periakuan
suhu panas dan medium starvasi dilakukan pengamatan perkembangan inti dengan
pengecatan DAPI, pengamatan viabilitas, dan pengamatan mikrospora tanpa pengecatan.

Tabel 51. Hasil Struktur dan perkembangan mikrospora anggrek bulan
Phalaenopsis amabilis (L.) BI. Dengan periakuan stres suhu panas dan medium

starvasi
Parameter yang diamati
Perlakuan ; . Sekatantar | Dinding
No Inti (stadium) | Granul tetrad Sel Keterangan
Ada . Ada
1 POHO (uninukea) Ada Ada -
5 Ada i . . Ukuran sel
£ Fori2 (uninukleat) A Hi A3 | membesar
Ukuran sel
Kk membesar
3 POH4 (uninukleat) Ada Ada Ada dan ada
pertumbuhan
tabung polen
Ukuran sel
Ada membesar
4 POH6 {binukleat Ada Ada Ada dan ada
simetri) pertumbuhan
tabung polen
Ada
5 P1HO (uninukleat) Ada Ada Ada -
Ada Ukuran sel
6 P1H2 (uninukleat) Ada Ada Ada I
Ada Ukuran sel
! dhia (uninukleat) P A s membesar
21
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Ada .
8 P1H6 (binukieat Ada Ada Ada Ukuran sel
simetri) membesar
Ket : POHO = Kontrol hari kenol POH2 = Kontrol hari kedua

POH4 = Konfrol hari keempat PQH6 = Kontrol hari keenam
P1HQ = Perlakuan hari kenol P1H2 = Perlakuan hari kedua
P1H4 = Perlakuan hari keempat  P1H6 = Perlakuan hari keenam

Gambar 51 Stuktur dan perkembangan mikrospora anggrek bulan Phalaenapsis
amabilis (L) Bi. (A) Mikrospora kontrol hari ke 0; (B) Mikrospora kontrol
hari ke 2; (C) Mikrospora kontrol hari ke 4; (D) Mikrospora kontrol hari
ke 4 (pertumbuhan tabung polen/berkecambah); (E) Mikrospora kontrol
hati ke 6 {ukuran sel membesar); (F) Mikrospora kontrol hari ke 6
(binukeat simetri); (G) Mikrospora kontrol hari ke 6 (pertumbuhan
tabung polen/berkecambah); (H) Mikrospora periakuan hari ke 0; (1)
Mikrospora perakuan hari ke 2; {J) Mikrospora pariakuan hari ke 4; (K)

LAPORAN PENELITIAN INDUKSI EMBRIOGENESIS MIKROSPORA ...
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Mikrospora periakuan hari ke 6 (mulai berkecambah); (L) Mikrospora
perlakuan hari ke 6 (ukuran sel membesar); (M) Mikrospora periakuan

hari ke 6 (binukleat simetri);N. Mikrospora membelah simetri dengan
pengecatan DAPI.

Dari Tabel 5.1 dapat diketahui, bahwa pada POHO, POH2, P1HO, P1H2, dan P1H4
terdapat inti mikrospora yang belum mengalami pembelahan (uninukleat), granula, sekat
antar tetrad dan dinding sel, tetapi pada POH2, P1H2 dan P1H4 ukuran mikrospora mulai
membesar (Gambar 5.1. A, B, H, | dan J), sedangkan pada POH4 selain infi masih
uninukleat, bergranula, bersekat, berdinding sel dan ukuran selnya membesar juga
dijumpai adanya pertumbuhan tabung polen (Gambar 5.1. C dan D). Pada POH6 dan
P1H6 dijumpai adanya granula, sekat antar tetrad, dinding sel dan ukuran sel yang
membesar, juga inti yang sudah membelah Enenghasilkan dua inti (binukleat simetri), tetapi
pada POH6 dijumpai adanya pertumbuhan tabung polen, sedangkan pada P1H6 dijumpai
mikrospora dalam tahap akan berkecambah (Gambar 5.1. EF, G, K,Ldan M).

Berdasarkan Tabel 5.1 dan Gambar 5.1 menunjukkan bahwa ada perubahan
struktur dan perkembangan mikrospora dengan perlakuan kombinasi stres suhu dan
medium starvasi. ‘

Lama waktu inkubasi kuttur mikrospora pada perlakuan kombinasi stres suhu dan
medium starvasi yang memberikan hasil perkembangan mikrospora binukleat simetri
adalah 6 hari.

Perkembangan inti mikrospora selama perfakuan panas dan starvasi tidak lepas
dari perubahan siklus sel. Hal ini dilihat dari perkembangan polen secara in vitro atau
secara normal dicirkan dengan peristiwa-peristiwa siklus sel yang dikendalikan secara
ketat. Mikrospora tembakau diisolasi pada fase G1 mengalami replikasi DNA selama
induksi starvasi dan perlakuan panas, kemudian tertahan pada fase G2. Mikrospora yang
diisolasi pada fase G2, mitosis akan terjadi selama perlakuan panas dan starvasi
kemudian sel generatif tertahan pada fase G2 dan sel vegetatif tidak mengalami sintesis
DNA (Zarsky et al, 1992; Femie ef al., 1996; Raghavan, 1997). Jadi selama selama
periakuan stres suhu dan medium starvasi, siklus sel agak tertahan.

Pengamatan mikrospora tanpa pengecatan difakukan dengan mikroskop inverted.
Pada pengamatan segar dihitung jumlah sel yang diduga embriogenik dan dilakukan
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pengamatan kenampakkan mikrospora yang diduga embriogenik. Mikrospora embriogenik
pada wheat lebih besar dari mikrospora non embriogenik ( Tourraev ef al., 1996).
542 Persenfase mikrospora yang viabel

Perbandingan persentase mikrospora yang viabel antara kelompok kontrol dan
periakuan ditunjukkan pada tabel 5.2.

Tabel 5.2. Rerata persentase mikrospora viabel kelompok kontrol dan periakuan.

No Perlakuan Persentase viabilitas mikrospora (%)
1 POHO 46,98 + 0,65

2 POH2 - 4226 +0,80

3 POH4 39,51+ 1,45

4 POHE 38,69+0,78

5 P1HO ] 45,06 % 0,65

6 P1H2 4493 £ 0,84

7 P1H4 38,98+0,35

8 P1H6 38,98 £2,33

Tabel 5.3. Hasil Uji Kruskal Wallis persentase mikrospora yang viabel

Viabel
Chi-Square 1.001
Df 1
Asymp. Sig. 37

Dari hasil Uji Kruskal Wallis (Tabel 5.3) didapat p > 0,05 (0,317) maka Ho diterima.
Hal ini berarti tidak ada pengaruh perakuan kombinasi stres suhu dan medium starvasi
terhadap persentase mikrospora yang viabel, sehingga tidak periu dilakukan uji fanjutan.
Walaupun tidak ada pengaruh perlakuan kombinasi stres suhu dan medium starvasi
terhadap persentase mikrospora yang viabel, POHO menunjukkan persentase mikrospora
viabel paling tinggi (46,98%) (Tabel 5.2).

Perkembangan inti mikrospora selama perlakuan panas dan starvasi tidak lepas
dari perubahan siklus sel. Hal ini dilihat dari perkembangan polen secara in vitro atau
secara normal dicirikan dengan peristiwa-peristiwa siklus sel yang dikendalikan secara
ketat. Mikrospora tembakau diisolasi pada fase G1 mengalami replikasi DNA selama
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induksi starvasi dan perlakuan panas, kemudian tertahan pada fase G2. Mikrospora yang
diisolasi pada fase G2, mitosis akan terjadi selama perlakuan panas dan starvasi
kemudian sel generatif tertahan pada fase G2 dan sel vegetatif tidak mengalami sintesis
DNA (Zarsky ef al., 1992; Ferrie ef al,, 1996; Raghavan, 1997). Jadi selama selama
periakuan stres suhu dan medium starvasi, siklus sel agak tertahan.

Pengamatan mikrospora tanpa pengecatan dilakukan dengan mikroskop inverted.
Pada pengamatan segar dihitung jumiah sel yang diduga embriogenik dan dilakukan
pengamatan kenampakkan mikrospora yang diduga embriogenik. Mikrospora embriogenik
pada wheat lebih besar dari mikrospora non embriogenik ( Tourraev et al., 1996).

3.2 Pengaruh Sumber Karbon terhadap perkembangan Mikrospora

Sumber karbon merupakan faktor péntjng dalam menentukan keberhalisan suatu
kultur, terutama kultur mikrospora. Untuk periakuan sumber karbon digunakan sukrosa,
glukosa dan maltosa , dengan konsentrasi masing-masing 9%. Hasil pengamatan yang
diperoleh dipaparkan dalam Tabel 5.4.

Tabel 54 Persentase mikrospora viabel pada medium New Phalaenopsis dengan
: penambahan sumber karbon sukrosa dan mattosa minggu ke-2.

Lama Persentase viabilitas mikrospora (%) Persentase perkecambahan
inkubasi Mikrospora (%)
(harike-) |  Sukrosa Glukosa | Maltosa Sukrosa Glukosa Maltosa
0 74674004 |73,77+0,04|7567+0,04 0,64 + 0,04 0 0
2 71,30£0,07 §7217+0,05|70,67 £ 0,02 354+0,07 0 0
4 68,33+0,07 |70,13+£0,03]70,33+0,03 36,13+ 0,07 0 0
6 766,58+ 0,05 |70,62+0,06]6967+ 0,02 481+0,05 0 0

Dari Tabel $.4 dapat dilihat bahwa pengaruh sumber karbon terhadap viabilitas
mikrospora tidak ada beda nyata antar ketiga periakuan sumber karbon, namun terhadap
persentase perkecambahan mikrospora, hanya periakuan sukrosa yang menunjukkan
perkembangan mikrospora ke arah gametofitk. Pada perfakuan sukrosa mikrospora

berkecambah seperti perkembangan mikrospora secara normal, yaitu membentuk buluh
kecambah (Gambar 5.2).
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Gambar 5.2 Mikrospora dengan perlakuan berbagai sumber karbon. A.Sukrosa; B. Glukosa;
C. Maltosa

Dari Gambar 52 dapat dilihat morfologi mikrospora setelah 2 minggu kultur
menunjukkan perbedaan. Perlakuan glukosa dan maltosa tidak menunjukkan
perkembangan kearah gametofitik (tidak terbentuk buluh kecambah) tetapi secara
morfologi tetap menunjukkan kenampakiian struktur yang berbeda yaitu mikrospora
dengan perfakuan glukosa terlihat ada perkembangan sel dari masing-masing tetrad,
sementara utuk perlakuan maltosa tidak demikian, bahkan mikrospora tetrad tampak
kompak dan menyatu antar fetradnya. Berdasarkan penelusuran perkembangan
mikrospora struktur morfologi dengan perfakuan glukosa akan melanjutkan perkembangan
membentuk buluh kecambah. Jadi untuk selanjutnya sumber karbon yang akan digunakan
dalam penelitian selanjutnya adalah mattosa.

5.3. Pengaruh hormon auksin terhadap perkembangan mikrospora embriogenik
hasil induksi dengan stres suhu dan medium starvasi

Zat pengatur tumbuh merupakan faktor yang berpengaruh dalam keberhasilan
embriogenesis mikrospora. Dalam penelitian ini digunakan zat pengatur tumbuh auksin
2,4-D dan NAA. Hasil perkembangan mikrospora dengan periakuan 2,4-D dipaparkan
pada Tabe! 5.5 dan perlakuan NAA dipaparkan dalam tabel 5.6.

Keberhasilan optimalisasi jumlah mikrospora embriogenik dilinat dari jumiah
mikrospora binukleat simetri dan jumiah mikrospora muftinukieat Dari dua parametef
tersebut terihat bahwa pelakuan 24-D 2 ppm terdihat menunjukkan perkembangan
mikrospora multinukleat tertinggi (Tabel 5.5 dan Gambar 5.4D) dan perlakuan NAA 4ppm
menunjukkan perkembangan mikrospora binukleat simetri tertinggi (Tabel 5.6 dan Gambar
54 AB).
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Tabel 5.5 Perkembangan kultur mikrospora dengan perlakuan 2,4-D minggu ke-2

Perlakuan . Jumiah mikrospora’
Bt Uninukleat Binukleat Multinukleat
Simetri Asimetri
Oppm 5112 17915 7513 343
2pom 7313 129+2 85 15 23 +2
4ppm 69+2 16944 65 +4 71

") dalam 300 mikrospora yang dihitung
Tabel 5.6 Perkembangan kultur mikrospora dengan periakuan NAA minggu ke-2

Perlakuan Jumlah mikrospora’
hAA Uninukleat Binukleat Multinukleat
Simetri Asimetri
Oppm 51+2 17945 75 £3 343
2ppm 58+1 18243 55 +2 52
4ppm 56+4 18843 55 5 4 +4

") dalam 300 mikrospora yang dihitung

Dari Tabel 5.5 dan Tabel 5.6 dapat dilihat bahwa pembelahan simetri lebih banyak
dibandingkan dengan pembelahan asimetri, padahal secara normal polen akan membelah
secara asimetri menjadi inti vegetafif dan inti generatif. Penyimpangan pembelahan
mikrospora menjadi pembelahan simetri karena adanya perlakuan panas dan medium
starvasi. Pada saat diinduksi dengan perlakuan panas dan medium starvasi terjadi
penyusunan ulang dari mikrotubul sehingga inti berpindah ke tengah dan menghasilkan
pembelahan simetri. Pengaturan mikrotubul dan siteskeleton kelihatan berperan pada
pembelahan simetri dan proses perkembangan embrio selanjutnya (Zaki & Dickinson,
1991; Simmonds et al., 1991; Pauls et al., 2006).

Sampai saat ini perkembangan kultur mikrospora dengan berbagai perlakuan zat
pengatur tumbuh masih teramati sampai pada perkembangan mikrospora multinukleat
atau muftiseluler. Untuk mendapatkan tanaman galur mumi perlu dilakukan penelitian
lanjutan untuk memantau perkembangan dari mikrospora multinukleat tersebut.
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54  Pengaruh cairan stigma terhadap perkembangan mikrospora embriogenik hasil
induksi dengan stres suhu dan medium starvasi.

Perlakuan cairan stigma juga dilakuakan untuk mengoptimalisasi jumlah
mikrospora embriogenik. Cairan stigma diperoleh dengan cara mengkuttur gymnostemium
dan ovarium dalam medium NP selama satu minggu. Setelah satu dari lubang stigma
keluar lendir yang kaya akan nutrisi dan hormon yang berperan dalam meningkatkan
keberhasilan induksi embriogenesis mikrospora. Hasil pengamatan perkembangan
mikrospora dapat dilihat di Tabel 5.7). Seperti yang sudah dilakukan pada tembakau
(Touraev, 1996) dan gandum (Indrianto, 2004), namun dalam penelitian ini periakuan
cairan stigma tidak meningkatkan jumlah mikrospora binukleat simetri maupu mikrospora

muttinukleat.

Tabel 5.7 Perkembangan kultur mikrospora dengan perfakuan cairan stigma minggu ke-2

Perlakuan Jumlah mikrospora’
NP:CS - : .
(m) Uninukleat Binukleat Multinukleat
Simetri Asimetri
2:0 51£2 17945 7543 343
1505 ' 814 1142 105 +4 0
11 10213 175+1 2313 0

") dalam 300 mikrospora yang dihitung

Gambar 5.3 Perkembangan mikrespora pada minggu ke-2. A. Mikrospora Embriogenik Uniseluler;
B-D. Mikrospora Multinukleat atau Multiseluler. Bar:

Perkembangan mikrospora di medium yang diperkaya sangat bervariasi. Beberapa
mikrospora yang diduga embriogenik bergranula lagi, ukuran mengecil, wama menjadi
keruh dan akhimya mengalami plasmolisis.

Tourraev ef al., (1996) menunjukkan hasil peneiitian pada wheat bahwa beberapa
mikrospora tidak mengalami perubahan sitclogi maupun morfologi selama periakuan
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panas dan starvasi, setelah dipindah ke medium yang diperkaya nutrien dan sukrosa akan
melanjutkan perkembangan secara normal yang diindikasikan dengan akumulasi amilum
dan selanjutnya mikrospora tersebut mati setelah 6-8 hari setelah kultur. Akumulasi
amilum secara cepat pada mikrospora yang dikultur pada media yang diperkaya akan
diikuti kematian, seperti pada tembakau.

Pada minggu kedua, mikrospora yang masih viabel menunjukkan perubahan yang
menakjubkan. Ukuran bertambah besar, wama masih tampak jemih walau mulai muncul
granula-granula yang tersebar tipis dan merata. Beberapa mikrospora yang viabel
kehilangan sekat antar tetrad. Mikrospora tampak kompak. Pada kondisi ini inti dan valuola
tidak teramati dengan jelas (Gambar 5.3). Setelah pengamatan merfologi menunjukkan
adanya perubahan struktur dilakukan pengecatan dengan DAPI untuk mengetahui

pembelahan pada inti (Gambar 5.4).

Gambar54 Mikrospora dengan pengecatan DAPI setelah 2 minggu kuttur di medium AG, (A.
Mikrospora viabe! dan mikrospora terplasmolisi, B. Mikrospora dengan
pembelahan simetri, C. Mikrospora dengan pembelahan asimetri, D. Mikrospora
multinukleat, v. Inti vegetatif, g. Inti generatif}, Bar: 15pm

Pembelahan simetri adalah peralihan perkembangan mikrospora dari jalur
gametofitik ke jalur sporofitik (Raghavan, 1997). Mikrospora yang membelah simetri adalah

mikrospora embriogenik (Pauls et al., 2006; Malik et al., 2007).
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Studi genotif embriogenik Brassica campetris mengindikasikan bahwa pada kuttur
mikrospora uninukieat akhir adalah mikrospora embriogenik utama, ketika dikultur di
medium yang &iperkaya membelah simetri menjadi dua sel yang sama besar, berbeda
dengan perkembangan normal yakni pembelahan asimetri menjadi inti generatif dan inti
vegelatif , yang mana inti vegetatif lebih besar dibandingkan dengan inti generatif
(Hamaoka et al, 1991). Pembelahan simetri merupakan tanda keberhasilan induksi
embriogenesis mikrospora (Ferrie ef al,, 1995; Raghavan, 1997).

Inti mikrospora selanjutnya berkembang menjadi struktur multinukleat yag terus
berkembang. Dalam periode ini belum dapat diprediksi apakah struktur mulinukleat
tersebut akan berkembang menjadi embric atau kalus. Jika ditihat dari jumiah mikrospora
yang membelah secara simetri cukup banyak
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat disimpulkan sebagai berikut:
1. Lama inkubasi stres suhu panas dan medium starvasi yang menginduksi mikrospora
embriogenik adalah 6 hari

2. Sumber karbon yang efektif untuk menginduksi embriogenesis mikrospora anggrek P.
amabilis (L.) Bi. adalah maltosa 9%

3. Perlakuan hormon 2,4D 2ppm mampu menginduksi mikrospora muttinukleat tertinggi

4. Perlakuan hormon NAA 2ppm mampu menginduksi mikrospora binukleat simetri
tertingg h

5. Perlakuan cairan stigma tidak meningkatkan jumiah mikrospora binukleat simetri
dibanding kontrol

6.2 Saran

Mengingat, bahwa telah diperoleh jumiah mikrospora embriogenik (binukleat
«  simetri dalam jumiah tinggi dan mikrospora muttinukleat/muttisetuler (proembrio), maka
perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui perkembangan dan pertumbuhan

mikrospora embriogenik dan embrio yang sudah diperoleh agar mampu berkembang
menjadi tanaman utuh.
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LAMPIRAN 1: KOMPOSIS! MEDIUM B

Komposisi Medium B

Jumilah
KCI

20mM
MgSO, 1mM
CaC|2 1 mM
KH2PO4 1mM
Mann()l 40M
pH 70

(Kyo & Harada, 1986)
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LAMPIRAN 3: GAMBAR TANAMAN YANG DIPAKAI

Gambar 7.1 : Anggrek P. amabilis (L)BI.

LAPORAN PENELITIAN

INDUKSI EMBRIOGENESIS MIKROSPORA ...

37

DWI KUSUMA WAHYUNI




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

NASKAH PUBLIKASI

STRUKTUR DAN PERKEMBANGAN KULTUR MIKROSPORA
ANGGREK BULAN Phalaenopsis amabilis (L.) Bl. DENGAN PERLAKUAN
STRES SUHU DAN MEDIUM STARVASI

Dwi Kusuma Wahyuni, Dinik Styaningtyas, Junairiah Thin Soedarti,
Edy Setiti Wida Utami, Hery Pumobasuki
Departemen Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Aiflangga
kusumaanwar@yahoo.com

ABSTRACT

This research was aimed to know the effect of combination stress temperature and
starvation medium treatment to the structure and development of microspore, percentage
of viable microspore and to get the best incubation time resulting symmetrical binucleate
microspore of Moon Orchid (Phalaenopsis amabilis (L.) Bl) This research was an
experimental laboratories research and using a Completely Randomized Design. The
treatment were P1 = starvation medium at 35°C and PO = New Phalaenopsis (NP)
medium at room temperature (as a control). Microspore explant were isolated from flower
bud with 0.8-1.6 cm length which have got cold treatment (4°C) for 7 days. The microspore
were cuftured on starvation medium and incubated at 35°C for 6 days, and then the
microspore were transferred to New Phalaenopsis (NP) medium and incubated at room
temperature. As a control, microspore were cuftured on New Phalaenopsis (NP) medium
and incubated at room temperature. Percentage of viable microspore were analyzed with
Kruskal-Wallis test (a=5%). The results showed that the highest percentage of viable
microspore were 46.98%. There was no effect of combination stress temperature and
starvation medium treatment to the percentage of microspore viable but there was a
different structure and development besides treatment and control group. Microspore

became bigger and was found symmetrical binucleate microspore by stress temperature
and starvation medium on sixth incubation.

Key word: microspore, moon orchid, heat shock, starvation medium.

PENGANTAR

Phalaenopsis amabilis (L.) Bl. seringkali dipilih sebagai induk betina dalam
persilangan karena memiliki ukuran bunga yang besar, berdaging tebal serta dapat
menurunkan wama putih dengan banyak kuntum dengan tangkai bunga yang panjang dan
kuat (Copra et al, 1996). Perkembangbiakan Phalaenoosis amabilis (L) Bl. dapat
dilakukan secara generatif dengan perbanyakan tanaman melalui biji.
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Perkembangbiakan secara generatif sangat menguntungkan dalam hal bisnis
karena dalam satu buah anggrek dapat dihasilkan sekitar 2-3 juta biji, tetapi karena tidak
ada galur muminya mengakibatkan biji yang dihasilkan mempunyai variasi genetik
sehingga sulit memprediksi hasil keturunannya (Wahyuni ef al., 2007).

Dalam rangka peningkatan kualitas anggrek bulan Phalaenopsis amabilis (L.) BI.
sebagai induk silangan dapat dilakukan dengan kultur mikrospora (Herdiyanti, 2005).
Mikrospora adalah serbuk sari yang masih muda dengan struktur satu inti (Bhojwani &
Bhatnagar, 1999). Pada perkembangan normal, mikrospora ber-kembang menjadi polen
dengan menghasilkan 2 inti sperma. Pada keadaan tertentu hal ini dapat dibelokkan ke
arah perkembangan sporofitik untuk menghasil-kan embrio atau planlet yang bersifat
haploid. Peristiwa ini disebut embriogenesis mikrospora atau disebut juga dengan
androgenesis (Hause et al., 1993). :

Keberhasilan kultur mikrospora telah banyak dilaporkan keberhasilannya
dengan metode yang terus berkembang. Nitsch et al. (1972) dalam Raghavan (1997)
menyimpulkan bahwa penggunaan hormon untuk induksi mikrospora sudah tidak
begitu esensial. Penggunaan hormon yang tidak efektif digantikan dengan perlakuan
suhu. Kyo & Harada (1986) membuktikanj bahwa penggunaan medium starvasi guia
dan nitrogen (medium B) sangat efektif digunakan untuk induksi embriogenesis
mikrospora tembakau.

Penggunaan kombinasi perlakuan stres suhu dingin, panas dan medium
starvasi telah banyak digunakan. Stres suhu dingin £4°C, panas +33°C dan medium
starvasi gula dan nitrogen berhasil menginduksi embriogenesis mikrospora Triticum
aestivum (Indrianto et al. 1999). Stres suhu panas 35°C berhasil menginduksi
embriogenesis mikrospora Brassica campestris (Hamacka ef al., 1991). Keberhasilan
penggunaan stres suhu dan medium starvasi untuk induksi embriogenesis mikrospora
membuat teknik embrioge-nesis mikrospora menjadi sangat ekonomis dan lebih
murah.

Pada penelitian sebelumnya Wahyuni dan Indrianto (2001), berhasil menginduksi
embriogenesis mikrospora Dendrobium anita pada stadium uninukleat akhir (pada ukuran
kuncup bunga 1,8-2,2 cm) dengan kombinasi stres suhu pada 33°C dan medium starvasi
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gula dan nitrogen. Pada penelitian ini, periakuan suhu yang diberikan pada mikrospora
anggrek bulan Phalaenopsis amabilis {L.) Bl adalah 35°C.

Sampai saat ini, data penelitian induksi embriogenesis anggrek bulan
Phalaenopsis amabilis (L) Bl masih sangat kurang. Oleh karena itu perlu dilakukan
penelitian untuk mengetahui pengaruh periakuan stres suhu dan medium starvasi terhadap
struktur dan perkembangan mikrospora anggrek bulan Phalaenopsis amabilis (L.) BI.

Pengamatan struktur dan perkembangan mikrospora dapat dilihat dan struktur
mikrospora (adanya granula, sekat anter tetrad dan dinding sel), perkembangan inti
mikrospora (uninukleat, binukieat dan multinukleat) dan persentase mikrospora yang viabel
selama perlakuan stres suhu dan medium starvasi.

BAHAN DAN CARA KERJA

Bahan Penelitian

Bahan eksplan yang digunakan dalam penelitian ini adalah mikrospora anggrek
bulan Phalaenopsis amabilis (L.) Bl yang diperoleh dari D&D Nursery di daerah Batu
Malang. Mikrospora diisolasi dari kuncup anggrek pada stadium uninukleat akhir {0,8-
1,6cm) (Wahyuni et al, 2008). Bahan kimia yang digunakan meliputi bahan kimia
penyusun medium starvasi (B) '(Kyo & Harada, 1986), medium New Phalaenopsis (NP)
(Ichihashi, et al., 2001).

Rancangan Penelitian

Penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental laboratorik dengan
menggunakan rancangan acak lengkap. Perlakuan meliputi P1= Medium starvasi (B) pada
stres suhu 35°C (perlakuan) dan PO = Medium New Phalaenopsis (NP) pada suhu ruang
(sebagai kontrol).

Variabel Penelitian

1. Variabel bebas (independent variable). kombinasi perlakuan suhu dan medium.

2. Variabel terikat (dependent variable). persentase mikrospora yang viabel, struktur
mikrospora (adanya granula, sekat antar tetrad dan dinding sef) dan perkembangan
inti mikrospora.

3. Variabel kendali: pH medium (pH medium B 7, pH medium NP 5,6), temperatur, dan
pencahayaan.
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Cara Kerja
Perlakuan suhu rendah/cold shock

Perlakuan suhu rendah diberikan pada kuncup bunga selama 7 hari. Perlakuan
suhu rendah dilakukan dengan cara menyimpan kuncup bunga di dalam refigerator
dengan suhu +4°C.
Isolasi dan penanaman mikrospora pada medium B

Isolasi dan penanaman mikrospora dilakukan di dalam Laminair Air Flow Cabinet
(LAFC). Kuncup bunga setefah mendapat perlakuan suhu rendah, disterilkan dengan
clorox absolut selama 10 menit, selanjutnya dibilas dengan akuades steril 3 kali. Kuncup
bunga dibuka, anter diangkat dengan pinset kemudian diletakkan di cawan petri diameter
15 em. Operkulum (tudung penutup polinia) dipisahkan dari polinia dengan skalpel. Polinia
dipindah ke tabung reaksi yang berisi 1 rﬁ'l medium B. Selanjutnya mikrospora digerus
dengan gelas pengaduk, filtrat diendapkan 1 jam. Medium B dibuang dan filtrat merupakan
mikrospora terisolasi, selanjutnya filtrat dipindah ke cawan petri disposable diameter 3 cm
yang berisi 3 mi medium B. Sebagai kontrol mikrospora ditanam pada medium NP pada
petri yang sama dan diinkubasi pada suhu ruang.
Perlakuan stres suhu dan medium starvasi

t

Mikrospora yang telah ditanam pada medium B diinkubasi pada suhu 35°C selama
6 hari.

Penanaman pada medium New Phalaenopsis (NP)

Mikrospora ditanam pada medium NP setelah mendapat periakuan kombinasi
stres suhu dan medium B selama 6 hari. Penanaman dilakukan di dalam LAFC.
Penghitungan persentase mikrospora yang viabel

Penghitungan dilakukan dengan cara mengamati kuitur mikrospora dengan
mikroskop inverted. Sebefum mendapat persentase mikospora yang viabel, perlu diketahui
jumiah mikrospora yang viabel dan mikrospora yang plasmolisis. Mikrospora viabel disini
adalah mikrospora yang fidak terptasmwlisis (sitoplasma utuh dan berbatasan fangsung
dengan dinding sef), sedangkan mikrospora yang mengalami plasmolisis terlihat dengan
adanya pengerutan protoplasma (pada tumbuhan menjauhi dinding sel). Penghitungan
dilakukan pada lima bidang pandang mikroskop (atas, bawah, kanan, kiri dan tengah).
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Dalam Widiastuti dan Palupi (2008}, persentase mikrospora yang viabel diperoleh
dengan rumus sebagai berikut :

Persentase mikrospora yang viabel

= _T_ x100%

T+M
T = Mikrospora yang viabel
M = Mikrospora plasmolisis

Analisis Data

Data gambar yang menunjukkan struktur mikrospora (adanya granul, sekat antar
tetrad, dinding sel} dan perkembangan inti mikrospora selama perlakuan stres suhu dan
medium starvasi dianalisis secara deskriptif. Data persentase mikrospora yang viabel

dianalisis dengan Kruskal-Wallis (a=5%), bila ada beda dilanjutkan dengan Uji Mann
Whitney (a=5%).

HASIL
Struktur dan perkembangan mikrospora ' '

Pengaruh periakuan kombinasi stres suhu dan medium starvasi terhadap kuftur
mikrospora anggrek bulan Phalaenopsis amabilis (L.) B!, diamati pada struktur mikrospora,
yaitu adanya granula, sekat antar tetrad, dinding sel dan perkembangan inti mikrospora
(Tabel 1 dan Gambar 3). Mikrospora anggrek bulan Phalaenopsis amabilis (L.) 8| berupa
polen tetrad, yaitu empat mikrospora berkelompok menjadi satu. Mikrospora tetfrad
mempunyai bentuk yang bermacam-macam, pada penelitian ini tine yang teramati adalah
tipe tetrahedal, decussate, rhomboidal, square dan linier (Gambar 2).

Gambar 1. Mikrospora anggrek bulan Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.
1, Dinding se!; 2, Inii sel; 3, Granui; 4, Sekat antar tetrad.
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(A) Tetrahedal (tanda panah), (B) Decussate, (C) Rhomboi&al, (D)
Square, (E) Linier.

Tabel 1. Hasil pengamatan struktur dan perkembangan mikrospora anggrek bulan
Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.

Parameter yang diamati
Periakuan : : Sekatantar | Dinding

No Inti (stadium) | Granul fairad Sel Keterangan
Ada Ada

1 POHO (uninukleat) Ada Ada -
Ada

2 POH2 (uninukleat) Ada Ada Ada Ukuran sel membesar
Ada Ukuran sel membesar dan

3 POH4 (uninukleat) Ada Ada Ada ada pertumbuhan tabung

polen

Ada Ukuran sel membesar dan

4 POH6 (binukleat Ada " Ada Ada ada pertumbuhan tabung

simetri) polen
5 | PHO Ada Ada Ada :
(uninukleat)

Ada

6 P1H2 (uninukleat Ada Ada Ada Ukuran sel membesar
Ada

1 P1H4 (uninukleat) Ada Ada Ada Ukuran sel membesar
Ada

8 P1H6 (bupukkgat Ada Ada Ada e n e

simetri)

Ket : POHO = Konfrol hari kenol

POH4 = Kontrol hari keempat

P1HO = Perlakuan hari kenol

P1H4 = Perlakuan hari keempat

LAPORAN PENELITIAN

INDUKSI EMBRIOGENESIS MIKROSPORA ...

POH2 = Kontrol hari kedua
POHG6 = Kontrol hari keenam
P1H2 = Perlakuan hari kedua

P1H6 = Perlakuan hari keenam
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Gambar 3. Stmktur dan perkembangan mikrospora anggrek bulan Phalaenopsis
amabilis (L) Bl. (A) Mikrospora kontrol hari ke 0; (B) Mikrospora kontrol
hari ke 2; {C) Mikrospora kontrol hari ke 4; (D) Mikrospora kontrol hari
ke 4 (pertumbuhan tabung polen/berkecambah); (E) Mikrospora kontrol
hari ke 6 (ukuran sel membesar); (F) Mikrospora kontrol hari ke 6
(binukleat simetri); {(G) Mikrospora kontrol hari ke 6 (pertumbuhan
tabung polen/berkecambah); (H) Mikrospora perlakuan hari ke 0; (i)
Mikrospora periakuan hari ke 2; (J) Mikrospora perlakuan hari ke 4; (K)
Mikrospora perlakuan hari ke 6 (mulai berkecambah); (L} Mikrospora
periakuan hari ke 6 (ukuran sel membesar); (M) Mlkrospora perlakuan
hari ke 6 (binukleat simetri).

Dari Tabel 1 dapat diketahui, bahwa pada POHO, POH2, P1HO, P1H2, dan P1H4
terdapat inti mikrospora yang belum mengalami pembelahan (uninukieat), granula, sekat
antar tetrad dan dinding sel, tetapi pada POH2, P1H2 dan P1H4 ukuran mikrospora mulai
membesar {Gambar 3. A, B, H, | dan J), sedangkan pada POH4 selain inti masih
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uninukleat, bergranula, bersekat, berdinding sel dan ukuran selnya membesar juga
dijumpai adanya pertumbuhan tabung polen {Gambar 3. C dan D). Pada POH6 dan P1H6
dijumpai adaﬁya granula, sekat antar tetrad, dinding sel dan ukuran sel yang membesar,
juga inti yang sudah membelah menghasilkan dua inti (binukleat simetri), tetapi pada POH6
dijumpai adanya pertumbuhan tabung polen, sedangkan pada P1H6 dijumpai mikrospora
dalam tahap akan berkecambah (Gambar 3. E,F, G, K, L dan M).

Berdasarkan Tabel 1 dan Gambar 3 menunjukkan bahwa ada perubahan struktur
dan perkembangan mikrospora dengan perlakuan kombinasi stres suhu dan medium
starvasi.

Lama waktu inkubasi kultur mikrospora pada perlakuan kombinasi stres suhu dan

medium starvasi yang memberikan hasil perkembangan mikrospora binukleat simetri
adalah 6 hari.

Persentase mikrospora yang viabel

Perbandingan persentase mikrospora yang viabel antara kelompok kontrol dan
perlakuan ditunjukkan pada tabel 2.

Tabel 2. Rerata persentase mikrospora viabel kelompok kontrol dan periakuan.

No Perlakuan Persentase viabilitas mikrospora (%)
1 POHO 46,98 £ 0,65

2 POH2 42,26 + 0,80

3 POH4 3951+£145

4 POHE 38,69+0,78

5 P1HO 45,06 £ 0,65

6 P1H2 4493+ 0,84

7 P1H4 39,98 +£0,35

8 P1H6 38,98 £ 2,33

Tabel 3. Hasil Uji Kruskal Wallis persentase mikrospora yang viabel

Viabel
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Perbandingan persentase mikrospora yang viabel anfara kelompok kontrol dan

periakuan ditunjukkan pada tabel 2.

Tabel 2. Rerata persentase mikrospora viabe! kelompok kontrol dan perlakuan.

No Perlakuan Persentase viabilitas mikrospora (%)
1 POHO 4698 £ 0,65
2 POH2 42,26 + 0,80
3 POH4 39,51+ 145
4 POH6 38,69+0,78
5 it 45,06 £ 0,65
6 P1H2 44931084
7 P1H4 3998 +0,35
| 8 P1H6 38,98 +2,33

LAPORAN PENELITIAN

Tabel 3. Hasil Uji Kruskal Wallis persentase mikrospora yang viabel

Viabel
Chi-Square 1.001
Df 1
Asymp. Sig. 317
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Dari hasil uji Kruskal Wallis (Tabel 3) didapat p > 0,05 (0,317) maka Ho diterima.
Hal ini berarti tidak ada pengaruh perlakuan kombinasi stres suhu dan medium starvasi
terhadap pers;entase mikros-pora yang viabel, sehingga tidak perlu dilakukan uiji lanjutan.
Walaupun tidak ada pengaruh perlakuan kombinasi stres suhu dan medium starvasi
terhadap persentase mikrospora yang viabel, POHO menunjukkan persentase mikrospora
viabel paling tinggi (46,98%) (Tabel 2).

PEMBAHASAN
Struktur dan perkembangan mikrospora

Penelitian ini menunjukkan hasil bahwa dengan perlakuan stres suhu dan medium
starvasi, berpengaruh terhadap struktur dan perkembangan mikrospora (Tabel 1 dan
Gambar 3). Struktur mikrospora yang teramati yaitu berupa polen tetrad dengan granula,
sekat antar tetrad, dinding sel dan inti sel. Mikrospora anggrek bulan Phalaenopsis
amabilis berupa polen tetrad, yaitu empat mikrospora berkelompok menjadi satu. Dalam
Yeung (1987), polen tetrad tersebut disebabkan pada saat pemisahan dinding sel induk
mikrospora, tidak semua plasmodesmata 'térf);)tong, sehingga menyebabkan hubungan
sitoplasmik yang mengikat mikrospora dalam keadaan tetrad sampai polen dewasa.

Mikrospora tetrad mempunyai bentuk yang berr;nacam-macam, pada penelitian ini
tipe yang teramati adalah tipe tetrahedal, decussata, square, thomboidal, dan linier. Sekat
antar tetrad dan inti pada sebagian mikrospora tidak tampak jelas dikarenakan tertutup
granula. Dalam Ferrie ef al., (1995), granula dalam mikrospora dapat berupa mitokondria,
plastida, golgi, ribosom, butir-butir amilum atau partikel polisakarida. Pada mikrospora
Dendrobium anita adalah amilum (Wahyuni et al., 2004)

Pada kuftur mikrospora periu dilakukan praperakuan untuk menghasilkan
dediferensiasi, yaitu memungkinkan agar sel-sel mikrospora mempunyai sifat meristematis
kembali (Soeryowinoto, 1990). Praperiakuan suhu rendah diperukan untuk meningkatkan
embriogenesis. Pada berbagai kasus, durasi waktu dan temperatur optimal yang
diperlukan berbeda-beda bergantung pada spesies tanaman (Ferrie et al., 1995).

Perubahan mikrospora setelah mendapat praperiakuan suhu rendah tidak berbeda
dengan ketika belum mendapat perfakuan suhu rendah. Mikrospora masih berupa
mikrospora tetrad. Dinding sel dan granula masih bisa diamati dengan jelas. Pada
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beberapa mikrospora, sekat antar tetrad dan inti tidak bisa diamati secara jelas karena
tertutup granula dalam mikrospora.

Menurut Sangwan-Norrel dalam Ferrie et al., (1995), perfakuan suhu rendah
mempunyai pengaruh menunda mitosis haploid pertama, meningkatkan viabilitas
mikrospora embriogenik dan meningkatkan permiabilitas dinding mikrospora, menunda
perkembangan mikrospora, menginduksi pembelahan simetri dan memodifikasi dinding
mikrospora dan menyebabkan kekacauan (disorganisasi) pada tapetum.

Perlakuan stres suhu diberikan pada mikrospora anggrek pada suhu 35 °C dalam
medium starvasi. Stres suhu tinggi meningkatkan produksi protein yang terfibat dalam
proses induksi androgenesis (Cordewener et al., 1996 dalam Hu and Kasha, 1999).
Perubahan yang terjadi selama periakuan stres suhu dan medium starvasi yaitu
mikrospora membengkak dan sitoplasma mengalami reorganisasi struktural (Indrianto et
al., 2001). Ukuran mikrospora yang telah mengalami stres lebih besar daripada mikrospora
segar. Untuk mencegah pecahnya dinding mikospora, vakuola mengalami fragmen-tasi
sehingga terbentuk vakuola yang kecil-kecil ini menyebabkan aliran sirkulasi, sehingga
memungkinkan inti tetap ditengah (Windari, 2001).
Persentase mikrospora yang viabel

Mikrospora yang viabel selama perlakuan stres suhu dan medium starvasi
berkaitan dengan perubahan proses metabolisme dalam sel. Aktivitas enzim yang
berxaitan dengan metabolisme gula, respirasi, reduksi nitrat, asimilasi dan sintesis protein
pada mikrospora yang dikultur dalam media starvasi (tanpa sumber gula dan nitrogen),
akari turun (Yu, 1999). Penurunan aktivitas enzimatis ini dapat melindungi mikrospora dari
stres sehingga tetap bertahan hidup, yaitu dengan cara mematikan pertumbuhan untuk
penghematan energi. Pada saat yang sama, terjadi peningkatan aktivitas enzim yang
terfibat dalam katabolisme asam lemak, asam amino dan protein (Ariyani, 2002). Manitol
dalam media starvasi (media B) tidak berfungsi sebagai sumber gula, melainkan untuk
menjaga keseibangan tekanan osmotik antara sel mikrospora dengan lingkungannya
(medium). Manitol merupakan polyol (polyhidroksi alkohol) yang ekuivalen terhadap
glukosa, heksosa, fruktosa dan galaktosa (Wignarajah, 1995 dalam Ariyani, 2002).

Persentase mikrospora viabel sela-ma perlakuan stres suhu dan medium starvasi

berbeda-beda. Persentase mikrospora viabel tertinggi diperoleh pada POH2 (46,98%) yaitu
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pada hari ke-0 kontrol. Rendahnya angka persentase tersebut lebih disebabkan prosedur
isolasi pada saat penggerusan yang terlalu keras, sehingga menyebabkan banyak
mikrospora te;plasrmolisis sehingga mempengaruhi persentase mikrospora yang viabel.
Pada hari kedua persentase mikrospora yang viabel menurun sampai dengan hari
keenam. Hal tersebut dikarenakan mikrospora mengalami stres (starvasi gula dan
nitrogen) yang menyebabkan defisiensi gula dan nitrogen, sehingga organela-organela sel
banyak yang mengalami lisis akibat kandungan karbohidrat dan protein dipecah untuk
memenuhi kebutuhan karbohidrat dan protein (Windari, 2001).

Pada kelompok kontrol, mikrospora mengalami perkembangan dengan adanya
pertumbuhan tabung polen (berkecambah) pada hari keempat. Serbuk sari dikategorikan
telah berkecambah apabila tabung polen yang terbentuk telah mencapai paling sedikit
sama dengan panjang diameter polen (Widiéstuti dan Palupi, 2008)

Pada kelompok perlakuan, sampai dengan hari keenam tidak dijumpai adanya
mikrospora yang membentuk tabung polen.

Hoekstra dan Bruinsma (1975), menyatakan bahwa suhu 25-32°C meru-pakan
temperatur optimum untuk perke-cambahan polen. Dalam Darjanto dan Satifah (1982),
suhu optimum yang diperiukan untuk pertumbuhan tabung serbuk san (pollen tube)
berkisar pada 25°C, sehingga mikrospora yang membentuk tabung polen lebih cepat pada
kelompok kontrol daripada kelompok periakuan.

Berdasarkan hasil peneliian dapat ditarik kesimpulan bahwa (1) ada perubahan
struktur dan perkembangan mikrospora anggrek bulan Phalaenopsis amabilis (L.) Bl
selama perlakuan kombinasi stres suhu dan medium starvasi yaitu ukuran mikrospora
yang membesar dan adanya pembelahan inti menjadi binukleat simetri: (2) tidak ada
pengaruh periakuan kombinasi stres suhu dan medium starvasi terhadap persentase
mikrospora yang viabel; (3) lama waktu inkubasi kultur mikrospora pada perlakuan
kombinasi stres suhu dan medium starvasi yang memberikan hasil perkembangan
mikrospora binukleat simetri adalah 6 hari.

Untuk penelitian selanjutnya direkomendasikan untuk menggunakan stres suhu 35
°C dengan masa inkubasi selama 6 hari.
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