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(BIORIN). Prosedur kultur sebar-mikrospora
iKSM) telah berhasil dikembangkan, dan ternyata
lebih efisien dalam memproduksi tanaman HG
daripada semua prosedur yang telah dilaporkan
sebelumnya untuk cabai (Supena et al., 2006a).
Prosedur ini tentunya sangat berpotensi dan perlu
segera diadaptasikan dan diterapkan pada kondisi
lokal di Indonesia karena akan dapat
mempercepat pembentukan galur murni dan
selanjutnya akan meningkatkan efisiensi program
osemuliaan cabai di Indonesia, khususnya dalam
oengembangan varietas hibrida cabai berbasis
xultivar iokal.

Penerapan metode KSM pada kondisi lokal
menghadapi beberapa kerdala, diantaranya
adalah kondisi lingkungan yang berbeda, dan
besarnya tingkat kontaminasi kultur yang berasalt
dari sumber eksptan sebagai konsekuensi sulitnya
menumbuhkan sumber eksplan yang sehat pada
kondisi iklim tropik. Dalam makalah ini disajikan
upaya untuk mengatasi masalah tersebut untuk
menerapkan metode KSM dalam memproduksi
tanaman HG kultivar cabai lokal pada kondisi lokal
di Bogor.

METODE PENELITIAN

Bahan tanaman dan karakterisasi fase
perkembangan mikrospora

Benih cabai haploid ganda (HG) Galaxy hasil
penyerbukan sendiri tanaman HG produksi kultur
sebar-mikrospora di Wageningen digunakan
sebagai bahan untuk tanaman model dalam
penelitian ini. Seri ukuran kuncup bunga
dianalisis tahapan perkembangan mikrosporanya
menggunakan teknik pengamatan di bawah
mikroskop flourencense yang dilengkapi filter-UV
dengan pewarnaan 4, 6-diamidino-2-phenylindole
'DAP!). Antera dari kuncup bunga dengan
xandungan mikrospora pada fase akhir berinti
tunggal lebih dari 50%, dengan frekuensi fase
tengah berinti tunggal dan polen fase awal berinti
dua masing-masing tidak melebihi 20% dan 50%,
digunakan sebagai eksplan (Supena et al.,
2006a).

Prosedur kultur sebar-mikrospora

Prosedur kultur sebar-mikrospora yang telah
dikembangkan oleh Supena et al. (2006a)
digunakan pada penelitian ini. Prosedur ini
menggunakan sistem medium dua lapis, yaitu
media cair di atas media padat yang keduanya
mengandung unsur hara makro, mikro dan vitamin
media dasar Nitsch (Nitsch & Nitsch, 1969)
dengan sumber karbon maltosa (20g/l). Khusus
untuk media padat ditambahkan juga gelrite (2g/1)
dan arang aktif (10g/l). Kedua media disterilisasi
dengan autoklaf yang sebelumnya pH medium
dibuat menjadi 5.8. Untuk cawan petri yang
digunakan (ukuran diameter 6 cm) dibutuhkan
sekitar 3 ml media padat dan ditambahkan 3 mi
media cair di atas media padat sesaat sebelum
kultur.
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Kuncup bunga sumber eksplan dipanen pada pagi
hari dan segera dimasukkan ke dalam cawan Pefri
yang dilembabkan dengan kertas merang basah
untuk selanjutnya diinkubasi pada suhu 6-11°C
selama satu hari sebagai praperlakuan. Sebelum
antera diisolasi, kuncup bunga disterilisasi dalam
alkohol 70% selama 30 detik, dibilas 3 kali dengan
air steril, direndam dalam NaOCl 2% vyang
ditambah Tween-20 0.05% (v/v) selama10 menit,
dan selanjutnya dibilas 3 kali dengan air steril
masing-masing selama 10, 5 dan 1 menit.
Selanjutnya antera diisolasi secara aseptik dan
dikulturkan pada media dua lapis. Kultur
diinkubasi pada suhu 6-11°C selama satu minggu?
pertama dan selanjutnya diinkubasi pada suhu 25-
28°C, keduanya selalu diinkubasi pada kondisi
gelap.

Setelah masa inkubasi 7-8 minggu dari kultur,
embrio lengkap dan dewasa yang terbentuk
segera dipindahkan pada media perkecambahan
yang mengandung unsur hara makro, mikro dan
vitamin MS (Murashige dan Skoog, 1962)
setengah  konsentrasi, sukrosa 2%, 6-
benzylaminopurine 0.1 uM, dan gelrite 2 g/l. Kultur
diinkubasi dalam ruangan dengan penyinaran 16
jam terang dengan intensitas 25-30 ;Lmol.m'z.s'1
pada suhu sekitar 25°C. Setelah 3-4 minggu,
kecambah pada fase 1-2 daun setelah kotiledon
disubkultur ke media vermikulit, kompos, atau
sekam padi, sesuai dengan perlakuan percobaan
untuk persiapan aklimatisasi. Bibit pada fase
enam daun dalam media terpilih dipindah
tanamkan ke media tanah-kompos-arang sekam
(3:1:1) dalam polybag yang ditempatkan di rumah
kaca/plastik.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hubungan morfologi kuncup bunga, antera
dan fase perkembangan mikrospora

Hasil pengamatan morfologi kuncup bunga yang
dikorefasikan dengan kandungan fase
perkembangan mikrosporanya disajikan pada
tabel 1 dan gambar 1. Kriteria kuncup bunga
untuk fase perkembangan mikrospora yang
diinginkan, yaitu lebih dari 50% mikrosporanya
pada fase akhir berinti tunggal dengan frekuensi
fase tengah berinti tunggal dan fase awal berinti
dua masing-masing tidak melebihi 20% dan 50%,
adalah ketika petal sama tinggi sampai sedikit
lebih dari sepal. Penanda yang lebih akurat lagi
adatah dari ciri morfologi antera ketika
munculnya warna unggu pada ujung antera
sampai warna ungu tersebut setengah dari
panjang antera. Hasil ini sesuai dengan hasil
pengamatan di Wageningen, Belanda seperti
yang dilaporkan Supena et al. (2006a). Oleh
karenanya untuk kepentingan praktis dalam
menduga fase perkembangan mikrospora kuncup
bunga berbagai kultivar [okal cabai yang
digunakan untuk memproduksi tanaman HG
cukup menggunakan kriteria ciri kuncup bunga
dan warna antera
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Tabel 1. Hubungan antara morfologi kuncup bunga, warna ungu pada antera dan fas2 perkembangan
mikraspora pada tanaman haploid ganda Galaxy

Morfologi kuncup bunga
pada beberapa stadia

Keberadaan warna ungu

Fase perkembangan mikrospora (%)

perkembangan (lihat pada antera 3-1 S-2 S-3 D-1 D-2

gambar 1)
1 Belum ada 27 53 20 0 0
2 Hanya bagian ujung 0 44 56 0 0
3 1/3 panjang antera 0 7 78 17 0
4 1/2 panjang antera 0 0 59 41 0
5 /4 panjang antera 0 0 5 51 44
8 Seluruh antera 0 0 0 9 91

Keterangan: S-1 (fase awal berinti tunggal); $-2 {fase tengah berinti tungga!); S-3 (fase akhir berinti tunggal);
D-1 (fase awal berinti dua); D-2 (fase akhir berinti dua menjelang polen atau serbuksari
dewasaj

Gambar 1. Morfologi kuncup bunga. antera, dan fase perkembangan mikrospora. Perbandingan petal dan
sepal pada kuncup bunga (A bawah) dan ciri warna ungu pada antera (A atas) pada seri
perkembangan kuncup bunga tanaman haploid ganda Galaxy. Angka menunjukan tahapan
perkembangan kuncup bunga seperti pada tabel 1. Mikrospora dengan pewarnaan DAP! (B)
pada fase akhir berinti tunggal (S-3), dan fase awal berinti dua (D-1).

Garis pada A =3 mmdan B = 30 ym.

Pénambahan antibiotik dalam medium dapat
mengatasi kontaminasi

Hasil  percobaan menunjukkan bahwa untuk
perfakuan antibiotk Rifampisin  {Rif} maupun
Timentin (Tim) secara tersendiri nyata dapat
menekan terjadinya kontaminasi sampat batas
tertentu (Gambar 2 A dan B). Tingkat kontaminasi
pada kuitur tanpa perlakuan antibiotik mencapai
lebih dari 90% atau kultur yang bebas kontaminasi
hanya kurang dan 10%. Perakuan Rif 5 mg/
dapat menghasilkan 21%  Kultur  bebas
kontaminasi, dan nilainya terus bertambah secara
tidak signifikan sampai konsentrasi Rif 40 mgil.
Didasarkan pada pengaruh negatif atau fitotoksis
Rif terhadap pembentukan embrio yang

ditaporkan Supena et al. (2006b), konsentrasi Rif
10 dan 20 mg/l dipilih untuk dikombinasikan
dengan Tim pada percobaan Dberikutnya.
Pengaruh penekanan kontaminasi kultur lebih
tinggi lagi pada perlakuan Tim. Perlakuan Tim
100-200 mg/l mampu menekan sekitar 30%, Tim
400 mg/l sekitar 40%, dan Tim 800 mg/l sampai
mendekati 60%. Konsentrasi Tim yang dipilih
untuk dikombinasikan dengan Rif adalah Tim 200
dan 400 mg/l.

Pengaruh positif antibiotik Rif dan Tim terhadap
penekanan tingkat kontaminasi temyata dapat
berefek sinergis untuk lebih menekan terjadinya
kontaminasi ketika antibiotik Rif dan Tim tersebut
dikombinasikan (Gambar 2.C). Hal ini dikarenakan
Rif efektif untuk menghambat pertumbuhan
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baktreri gram positif (Chanprame et al., 1996),
sedangkan Tim efektif untuk menghambat
pertumbuhan baktreri gram negatif (Nauerby et
al., 1997). Terdapat kecenderungan Rif secara
tersendiri menurunkan kemampuan
embriogenesis. atau bersifat fitotoksis, sedangkan
perlakuan Tim secara tersendiri tidak berefek
negatif terhadap kemampuan embriogenesis yang
berarti tidak bersifat fitotoksis. Hal yang sangat
menarik adalah ketika Rif dan Tim yang
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dikombinasikan, ternyata selain bersinergis dalam
menekan terjadinya kontaminasi pada kultur, juga
berefek positif terhadap kemampuan
embriogenesis. Hal ini berarti bahwa efek negatif
dari Rif terhadap kemampuan embriogenesis
dapat dipulihkan dengan adanya Tim. Contoh
kultur antera yang menghasilkan embrio dengan
prosedur KSM adalah dari perlakuan kombinasi
Rif 10 mg/l dengan Tim 400 mg/l (Gambar 3).
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Gambar 2. Pengaruh perfakuan antibiotik Rifampisin (A) dan Timentin (B) secara terpisah, dan kombinasinya
(C) terhadap penekanan tingkat kontaminasi kultur pada sistem Kultur Sebar Mikrospora

(KSM)
Perkecambahan embrio dan proses
aklimatisasi
Zmbrio lengkap (mempunyai radikula/akar,

~pokotit dan kotiledon) berhasil dikecambahkan
s2ngan menggunakan metode yang yang telah
>kembangkan Supena et al (2008a) dengan
sadikit  modifikasi, yaitu embrio  langsung
= kecambahkan pada media-agar 2 MS dalam
cotol kultur (gambar 4A) sehingga tidak diperlukan
subkultur pada tahapan media padat ini. Untuk
i<limatisasi, penggunaan vermikulit sebagai
media sering menimbulkan masalah dan ada
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kecenderungan kecambah akan berangsur
menuju kematian. Dari beberapa aiternatif yang
dicobakan, aklimatisasi berhasil dilakukan pada

campuran media tanah:ikasting:arang sekam
(1:1:1) dengan melakukan pengaturan
kelembaban menggunakan penutupan yang

selanjutnya penutup dibuka secara bertahap
(gambar 4B). Tanaman yang sudah berdaun 5-7
daun siap untuk dipindah tanamkan dalam
polypag dengan media tanam campuran
tanah:kasting:arang sekam (3:1:1) (gambar 4C).
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Gambar 3. Embriogenesis mikrospora HG Galaxy dalam prosedur KSM dengan perlakuan kombinasi
Rifampisin 10 mg/t dan Timentin 400 mg/l. Umur kuitur 5 minggu (A} dan 8 minggu (B). Tanda
panah menunjukkan embrio (e}, antera (a) dan embrio yang telah berkecambah (k). Garis
untuk Adan B =3 mm.

Gambar 4. Proses pengecambahan dan aklimatisasi embrio dan tanaman hasil kultur antera pada prosedur
KSM dari tanaman model HG Galaxy. A. Penge-cambahan embrio lengkap pada media agar.
B. Aklimatisasi plantlet/bibit pada gelas plastik dengan penutupnya, C. Tanaman sudah
ditanam dalam polybag dan terbuka.

KESIMPULAN DAN PROSPEKTIF berhasil dilakukan dengan tahapan

imol dur kult b i« mengecambahkan embrio lengkap pada media-
mp ementa‘sx‘ prosecur kufiur sebar mi rospora agar 2 MS dalam botol kultur, aklimatisasi
antera cabai tefah berhasil dilakukan pada kondisi dilakukan pada campuran media
lokal di Bogor. Kriteria kuncup bunga{ sumber tanahikasting:arang  sekam  (1:1:1)  dengan
eksplan uptuk fase perkembangan mikrospora ¢ Kelembab

lebih dari*50% pada fase akhir berinti tunggal pengaturan kelemoanan.

" ) o P o Inti tngg Prosedur yang telah diadaptasi pada kondisi lokal
au.‘g;ah xgtﬂfa p[etadl Sar(;‘?, F}l(ngg: dsa_mpal Se!d!\k’t ini akan menjadi dasar untuk memproduksi secara
lebi dlan >epaa an lcmt an - an muntcun;i cepat tanaman HG cabai kultivar lokal. Tanaman
warna unggu paca ujung ?: era sampai se englah HG yang dihasilkan selanjutnya akan digunakan
dari panjang  antera. enanganan  masaia untuk persilangan dialel sebagai upaya untuk

kontaminasi kultur in wvitro berhasil dilakukan
dengan menambahan  kombinasi  antibictik
Rifampisin 10 mg/} dan Timentin 400 g/t dalam
medium cair. Pengecambahan dan akiimatisasi

memperoleh beberapa kandidat varietas hibrida
cabai ungqul berbasis kultivar lokal.
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