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ABSTRAK

Setiap mikrospora berpeluang untuk berkembang menjadi individu baru
apabila dikulturkan dalam medium yang sesuai karena setiap sel tersebut memiliki sifat
totipotensi. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis tahap perkembangan mikrospora
berdasarkan panjang kuncup bunga tanaman jeruk purut yang beragam. Tahap ini
merupakan langkah awal yang sangat penting sebelum memulai program pemuliaan
tanaman menggunakan teknik kultur antera atau mikrospora. Dalam penelitian ini, tahap
perkembangan mikrospora diamati pada 13 kuncup bunga yang telah diukur
panjangnya. Mikrospora diamati dengan metode sederhana, yaitu menghancurkan dua
antera dalam cawan petri berisi lima tetes air steril, kemudian campuran tersebut
dipindahkan ke kaca preparat untuk pengamatan mikroskopis. Selain itu, dilakukan juga
pengamatan morfologi antera, penghitungan jumlah antera, dan kelopak bunga pada
setiap kuncup bunga. Hasil penelitian menunjukkan bahwa di antara 13 kuncup bunga
yang diamati, tidak semua tahap perkembangan mikrospora teramati. Tahap serbuk sari
matang (mature pollen) lebih sering teramati. Hasil penelitian ini dapat digunakan
sebagai acuan untuk mengoptimalisasi proses identifikasi kondisi morfologi kuncup
bunga jeruk purut yang mengandung mikrospora untuk memulai kultur mikrospora.

Kata kunci: Perkembangan, Mikrospora, Citrus hystrix

ABSTRACT

Microspores have the potential to develop into new individuals when cultured
in an appropriate medium, as each of these cells possesses totipotency. This study aims
to analyze the developmental stages of microspores in the flower buds of kaffir lime
(Citrus hystrix) plants of varying sizes. This stage is a crucial initial step before
initiating a plant breeding program using anther or microspore culture techniques. In
this study, the developmental stages of microspores were observed in 13 flower buds
measured for length. Microspores were examined using a simple method: two anthers
were crushed in a petri dish containing five drops of sterile water, and the mixture was
then transferred to a glass slide for microscopic observation. Additionally,
morphological observations of the anthers were conducted, along with counts of the
number of anthers and petals in each flower bud. The results showed that among the 13
flower buds observed, not all stages of microspore development were found. The
mature pollen stage was more frequently observed. These findings can serve as a
reference to optimize the identification process of kaffir lime flower bud morphology
that contains microspores as an initial step for initiating microspore culture.
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PENDAHULUAN

Benang sari (stamen) adalah organ reproduksi jantan pada tanaman berbunga,
terdiri atas antera dan filamen. Antera berfungsi sebagai tempat pembentukan serbuk
sari (pollen), yaitu unit utama dalam penyebaran materi genetik, sedangkan filamen
berperan sebagai penyangga antera dan jalur suplai air serta nutrisi bagi perkembangan
serbuk sari (Scott et al., 2004). Di dalam antera, mikrospora sebagai tahap awal gamet
jantan terbentuk melalui proses meiosis dari mikrosporosit. Mikrospora yang haploid ini
kemudian berkembang menjadi serbuk sari matang yang mampu membuahi sel telur
(Touraev et al., 1997). Perkembangan gamet jantan meliputi dua fase utama:
mikrosporogenesis dan mikrogametogenesis (Bhojwani dan Bhatnagar, 1999).
Mikrosporogenesis dimulai dari pembentukan mikrosporosit, yang mengalami meiosis
menghasilkan empat mikrospora haploid dalam bentuk tetrad. Tetrad kemudian terpisah
menjadi mikrospora muda melalui enzim dari tapetum yaitu lapisan penyedia nutrisi
penting dalam antera (Scott et al., 2004). Fase selanjutnya, mikrogametogenesis,
mencakup transformasi morfologi mikrospora yang melibatkan pembesaran vakuola,
polarisasi inti sel, serta pembelahan asimetris menjadi dua sel: vegetatif (penyedia
nutrisi) dan generatif (pembentuk gamet jantan) (Bhojwani dan Bhatnagar, 1999; Borg
et al., 2008).

Mikrospora merupakan sel perkembangbiakan jantan yang dihasilkan didalam
antera. Antera berada di dalam kuncup bunga dan ukurannya bervariasi pada setiap
tanaman (Browne et al., 2018). Kultur mikrospora merupakan teknik penting dalam
pemuliaan tanaman modern, karena memungkinkan produksi tanaman homozigot dalam
waktu singkat. Teknik ini mengubah jalur perkembangan mikrospora dari gametofitik
menjadi sporofitik, sehingga mikrospora dapat berkembang menjadi embrio atau kalus
haploid. Embrio tersebut kemudian diregenerasi menjadi tanaman melalui pembentukan
tunas dan akar, menghasilkan tanaman haploid ganda dengan sifat homozigot (Ferrie
dan Keller, 1995).

Embriogenesis mikrospora atau androgenesis biasanya dipicu oleh perlakuan
stres yang memicu dediferensiasi dan pengalihan jalur perkembangan mikrospora
menjadi embriogenik (Soriano et al., 2013). Keberhasilan proses ini dipengaruhi oleh
berbagai faktor seperti genotipe tanaman, tahap perkembangan mikrospora, media
kultur, konsentrasi zat pengatur tumbuh, serta perlakuan awal seperti stres atau pre-
treatment (Irikova et al., 2016). Salah satu aspek penting adalah keterkaitan antara
ukuran kuncup bunga dan tahap perkembangan mikrospora, yang menentukan waktu
optimal untuk induksi androgenesis. Beberapa penelitian telah menegaskan bahwa
hanya tahap tertentu dalam perkembangan mikrospora yang penting bagi keberhasilan
induksi (Yin et al., 1982; Salas et al., 2011; Pratama, 2015). Menurut Cardoso et al.
(2014) kultur antera pada jeruk manis (Citrus sinensis) memiliki tingkat keberhasilan
yang rendah, namun beberapa genotipe, terutama jeruk manis seperti Tarocco, Moro,
dan Sanguinelli, mampu membentuk kalus embriogenik. Perkembangan mikrospora
dari jalur gametofitik ke sporofitik berhasil diamati, namun kalus yang dihasilkan
sebagian besar bersifat heterozigot. Sebaliknya, jeruk hibrida C. clementina x C.
sinensis menunjukkan respons yang lebih baik dengan menghasilkan kalus embriogenik
trihaploid dan embrio homozigot, hal ini menegaskan bahwa C. clementina lebih
responsif terhadap embriogenesis mikrospora melalui kultur antera. Dalam penelitian
ini berfokus pada analisis tahap perkembangan mikrospora berdasarkan panjang kuncup
bunga Citrus hystrix yang berbeda. Analisis ini penting dilakukan sebelum proses kultur
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mikrospora, guna mengidentifikasi ukuran kuncup bunga yang sesuai dengan tahap
perkembangan mikrospora yang optimal. Informasi ini diperlukan untuk mendukung
optimalisasi teknik perbanyakan Citrus hystrix melalui pendekatan kultur mikrospora.

METODE

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni 2024 di Laboratorium Botani,
Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas Negeri Gorontalo. Sumber eksplan adalah bunga
Citrus hystrix yang masih kuncup hingga bunga yang telah mekar (Gambar 1). Eksplan
dipilih secara acak (random). Sebelum dilakukan pengamatan terhadap mikrospora dari
setiap kuncup bunga, terlebih dahulu dilakukan pengukuran panjang kuncup bunga,
perhitungan jumlah antera per kuncup, serta perhitungan jumlah kelopak bunga per
kuncup. Data yang dikumpulkan dalam penelitian ini mencakup data kuantitatif dan
kualitatif. Data kuantitatif meliputi panjang kuncup bunga, jumlah antera, dan jumlah
kelopak bunga, sementara data kualitatif mencakup tahap perkembangan mikrospora
yang diamati pada 13 kuncup bunga yang berbeda. Pengamatan tahap perkembangan
mikrospora menggunakan mikroskop binokuler (NIKON). Pengambilan gambar
menggunakan kamera handphone (Vivo X70 Pro) pada perbesaran 1x.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kuncup bunga merupakan salah satu sumber eksplan yang umum digunakan
dalam teknik kultur mikrospora maupun kultur antera. Di dalam kuncup bunga terdapat
antera, yang menjadi fokus dalam metode kultur antera. Kultur antera sendiri
merupakan salah satu teknik bioteknologi yang memungkinkan produksi tanaman
homozigot hanya dalam satu tahap. Sedangkan kultur mikrospora bertujuan untuk
mengarahkan mikrospora yaitu gamet jantan yang belum matang beralih dari jalur
perkembangan gametofitik ke jalur sporofitik. Proses ini membutuhkan pemberian stres
tertentu, seperti suhu ekstrem, kekurangan nutrisi, atau paparan medan magnet. Stres ini
bisa diberikan pada tanaman donor, kuncup bunga, antera, atau mikrospora yang
diisolasi, baik sebelum maupun selama kultur (Chiancone dan Germana, 2016).
Yahyaoui dan Germana (2021) menjelaskan bahwa embriogenesis mikrospora
memungkinkan gamet jantan yang belum matang diarahkan ke jalur sporofitik, sehingga
menghasilkan embrio atau tanaman yang bersifat homozigot.

Tahap perkembangan mikrospora diamati pada 13 kuncup bunga Citrus hystrix
yang dipetik secara acak. Morfologi 13 bunga Citrus hystrix dapat dilihat pada Gambar
1. Beberapa bunga memiliki panjang kuncup bunga yang sama dimana, bunga 1: 0.4
cm; 2-4: 0.5 cm; 5-7: 0.6 cm; 8-9: 0.7 cm; 10: 0.8 cm; 11: 0.9 cm; dan bunga 12-13
adalah bunga yang telah mekar.
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Gambar 1. Kuncup bunga Citrus hystrix berbagai ukuran (Bar 10 mm).

Gambar 2. Morfologi antera pada bunga Citrus hystrix yang telah mekar. A) Filamen,
B) Kepala sari

Kepala sari mengandung butiran serbuk sari berwarna kuning pada bunga yang
telah mekar (Gambar 2). Tahap perkembangan mikrospora yang teramati pada 13
kuncup bunga (Gambar 3) secara keseluruhan merupakan tahap uninukleat akhir (late
uninucleate) sampai pollen matang (mature pollen/MP) dimana mengandung amilum
(pati) berbentuk butiran hitam yang memenuhi ruang sel mikrospora. Pada panjang
kuncup bunga 0.4 — 0.7 cm ditemukan dominan pollen matang, sehingga belum dapat
ditentukan panjang kuncup bunga tertentu yang mengandung vacuolated microspore
ataupun young bicellular pollen yang memiliki peluang besar untuk diinduksi
membentuk mikrospora yang embriogenik. Dalam penelitian Salas et al., (2012)
dikemukakan bahwa terdapat tujuh tahap mikrospora yaitu mikrospora tetrad, muda
(young microspore/YM), tengah, (mid-microspore/MM), dan akhir (late/vacuolate
microspore/VM), dan polen muda (young pollen), tengah (mid pollen), akhir (late
pollen), dan polen dewasa (mature pollen) yang dibentuk berdasarkan kriteria morfologi
seperti ukuran dan bentuk sel, jumlah, tipe dan posisi nukleus.
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Menurut Chiancone dan Germana (2016), mikrospora pada tahap belum
matang merupakan mikrospora yang dapat diberi perlakuan stress untuk membelokkan
arah perkembangannya dari gametofitik menjadi sporofitik. Dalam penelitian Pagalla et
al., (2020), menggunakan kuncup bunga terong yang mengandung mikrospora
vacuolated microspore (VM) dan young bicellular pollen (YBP) dengan persentase
yang tinggi untuk diinduksi membentuk mikrospora yang embriogenik. Penelitian Salas
et al., (2012) mengungkapkan bahwa kuncup bunga terong yang mengandung stadium
mikrospora uninukleat akhir dan binukleat awal sekitar 70 % adalah fase yang tepat
untuk induksi androgenesis. Pada penelitian Kurtar et al. (2023) ditemukan bahwa tahap
late uninukleat hingga early binukleat adalah tahap paling cocok untuk induksi
embriogenesis dalam kultur antera citron watermelon. Kuncup bunga Citrus hystrix
yang digunakan dalam penelitian ini tidak disimpan pada suhu 4°C sebelumnya atau
tidak diberi perlakuan stres suhu sehingga mikrospora yang teramati merupakan
mikrospora pada perkembangan normal.
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Gambar 3. Mikrsopora yang teramati pada 13 kuncup bunga Citrus hystrix, perbesaran
40x

Berdasarkan data pada Tabel 1. ditemukan 15-20 antera dalam satu kuncup
bunga, dan umumnya bunga Citrus hystrix memiliki 3-5 kelopak bunga. Panjang
kuncup bunga tidak memiliki korelasi terhadap jumlah antera dan jumlah kelopak
bunga. Menurut penelitian Pagalla et al. (2020), panjang antera merupakan indikator
yang memiliki korelasi yang tinggi terhadap tahap perkembangan mikrospora. Namun
dalam penelitian ini belum dilakukan pengukuran panjang antera sebagai indikator
untuk melihat Kkorelasinya terhadap tahap perkembangan mikrospora pada Citrus
hystrix. Menurut Segui-Simarro dan Nuez (2005) perbedaan tahap perkembangan
mikrospora diidentifikasi berdasarkan karakteristik morfologi mikrosporogenesis dan
mikrogametogenesis. Kurtar et al. (2023) mengungkapkan bahwa terdapat korelasi yang
kuat dan signifikan antara diameter mikrospora dengan ukuran kuncup bunga, indeks
kuncup, posisi sepal, dan warna petal kuncup bunga semangka (Citrullus lanatus var.
Citroides). Kuncup bunga ideal berada pada panjang 10-11 mm dan lebar 6-7 mm,
indeks kuncup sekitar 0,66 dimana Sepal pada tahap ini masih lebih panjang dari petal.
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Tabel 1. Hasil pengukuran panjang kuncup bunga, jumlah antera dan jumlah kelopak

No oS lzgfr;lc)up e antfelian}klimga Ke"j;t’:‘?(I/%TJnga
1 0.4 17 5
2 0.5 18 4
3 0.5 20 5
4 0.5 19 4
5 0.6 16 4
6 0.6 15 4
7 0.6 18 5
8 0.7 15 4
9 0.7 17 5
10 0.8 15 3
11 1.00 17 4
12 Bunga Mekar - 3
13 Bunga Mekar - 4

KESIMPULAN DAN SARAN

Morfologi panjang kuncup bunga Citrus hystrix tidak menunjukkan korelasi
yang jelas terhadap tahap perkembangan mikrospora. Hal ini dapat dilihat pada
mikrospora matang (mature pollen) ditemukan pada berbagai ukuran panjang kuncup
bunga, sehingga panjang kuncup bunga kurang dapat diandalkan sebagai indikator
menentukan tahap perkembangan mikrospora. Pengukuran panjang antera sebaiknya
dipertimbangkan sebagai parameter alternatif, karena pada berbagai spesies tanaman,
panjang antera terbukti memiliki korelasi yang lebih konsisten dengan tahap
perkembangan mikrospora.
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