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ABSTRAK 

Tanaman tebu adalah keluarga poace yang berpotensi menghasilkan nilai ekonomi tinggi 

karena manfaatnya sebagai produk unggulan dalam menghasilkan gula serta bioetanol 

yang banyak digunakan oleh masyarakat luas. Untuk itu perlu upaya pemuliaan tanaman 

yang cepat untuk memenuhi kebutuhan pasar. Teknik kultur mikrospora merupakan 

aplikasi bioteknologi yang efisien dalam menghasilkan tanaman haploid. Teknik ini 

belum berhasil diaplikasikan pada tanaman tebu sehingga dalam penelitian ini bertujuan 

untuk memicu embriogenesis mikrospora tebu dengan aplikasi kultur mikrospora pada 

varietas bululawang. Metode yang digunakan yaitu dengan stress perlakukan perendaman 

mannitol 0.3M sebelum isolasi kultur pada lama perendaman yang berbeda. Analisis data 

menggunakan uji anova dan uji duncan. Hasil yang diperoleh yaitu Perlakuan stress yang 

diberikan berhasil memicu embriogenesis mikrospora dengan lama perendaman anther 

optimum pada 7 hari pada mannitol 0.3M 

Kata kunci : mikrospora uninukleat, mannitol, tanaman tebu 

 

ABSTRACT 

Sugar cane is a poace family that has the potential to produce high economic value 

because of its benefits as a superior product in producing sugar and bioethanol which is 

widely used by the wider community. For this reason, it is necessary to initiate plants that 

are fast to meet market needs. Microspora culture technique is an efficient application of 

biotechnology in producing haploid plants. This technique has not been successfully 

applied to sugarcane plants so that in this study aims to trigger microsporee sugarcane 

embryogenesis by application of microspore culture in Bululawang variety. The method 

used is stress treatment of mannitol 0.3M soaking before culture isolation at different 

soaking times. Data analysis using anova test and duncan test. The results obtained are 

stress treatments given successfully trigger microspore embryogenesis with optimum 

anther treatment time at 7 days in mannitol 0.3M 

Keywords : microspore uninucleate, mannitol, sugarcane 
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PENDAHULUAN 

Spesies tebu (Saccharum officinarum Linn.) Adalah famili poace yang komersil 

sebagai komoditas unggulan seluruh dunia (Fairtrade Foundation, 2013). Tanaman ini 

banyak dikembangkan di daerah tropis maupun subtropis (Anbanandan dan Eswaran, 

2018). Indonesia adalah negara tropis yang cocok dalam pengembangan tebu. Secara 

umum, tanaman tebu digunakan untuk produksi gula dan bioenergi / bioetanol (Zhao dan 

Li, 2015). 

Kebutuhan gula secara global berpengaruh pada nilai ekonomi dunia. Upaya 

pemuliaan tanaman tebu terus dikembangkan hingga saat ini. Pemulian tanaman tebu 

secara konvensional memerlukan waktu yang lama. Pemuliaan ini meliputi proses 

persilangan individu yang memerlukan waktu lama dan tergantung pada lingkungan. 

Metode konvensional dapat berpengaruh pada ekspresi dari karakter yang diseleksi 

sehingga membutuhkan teknologi yang efisien dalam pemulian tanaman tebu. Atas dasar 

tersebut upaya pengembangan pemuliaan tebu terus dilakukan untuk menghasilkan teknik 

yang efisien dan menghasilkan varietas baru yang bersifat unggul. Bioteknologi 

menawarkan teknik pemuliaan tanaman dengan cepat. Salah satu metode yang terbaru 

dalam pemuliaan tanaman adalah kultur mikrospora.  

Teknik ini banyak berhasil dikembangkan pada banyak tanaman holtikultura 

(Suslow et al., 2002) dan famili poace seperti gandum (Santra et al., 2012). Teknik kultur 

mikrospora mampu menghasilkan galur murni haploid dan bahkan double-haploids. 

Pemilihan varietas pada tanaman hasil kultur mikrospora akan lebih mudah karena 

bersifat homogen dan homozigot sehingga dalam kurun waktu kurang dari setahun atau 

satu generasi varietas baru dapat diluncurkan (Al-Khayri et al., 2015).  

Dalam penelitian ini dikembangkan kultur mikrospora untuk varietas tebu di 

Indonesia. Tidak ada laporan tentang keberhasilan pada aplikasi teknik kultur mikrospora 

tanaman tebu. Namun perkembangan teknik kultur mikrospora sudah mulai 

dikembangkan sejak 40 tahu yang lalu yaitu dimulai dari adanya pengaruh suhu, sukrosa 

dan 2,4-D dalam isolasi media kultur mikrospora tebu sehingga menghasilkan bentuk 

procali dan cali diakhir penelitian (Hinchee dan Fitch, 1984). Sampai kurun waktu yang 

lama perkembangan teknik kultur mikrospora dilanjutkan oleh Suaib et al., (2008) dengan 

menerapkan metode suhu yang berbeda dan durasi waktu pre treatments sehingga 

menghasilkan struktur embrio-like. Dengan minimnya informasi tersebut, dalam 

penelitian ini dikembangan teknik kultur mikrospora dengan perlakuan stres untuk 

memicu embriogenesis pada tanaman tebu.  

 

METODE PENELITIAN 

Sterilisasi malai dilakukan di luar LAFC (Laminar Air Flow Cabinet) dengan 

menyemprot malai dengan alkohol 96% sebelum dimasukkan kedalam LAFC. Tahap 

selanjutnya yaitupra perlakuan Stress dengan variasi lama penyimpanan menggunakan 

mannitol strees treatment pada saat inkubasi. Pra perlakuan stres dilakukan dengan 

memasukkan anther steril ke dalam botol schout steril yang berisi 250 ml larutan 

mannitol 0,3M. tahap berikutnya yaitu membungkus botol dengan alumunium foil dan 
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diinkubasi pada suhu suhu rendah (4°C) dengan variasi masa perendaman 0, 7, 14 dan 21 

hari.  

Teknik isolasi kultur mikrospora yaitu menumbuk anther yang berisi mikrospora 

uninukleat sebanyak 300 anther secara perlahan dengan alat penumbuk (mortar dan 

stamfer) dengan larutan mannitol 0,3M hingga microspore keluar. Setelah ditumbuk 

kemudian melakukan penyaringan dengan filter 100 µm. Kemudian mensentrifuge 

suspensi hasil penyaringan dengan larutan mannitol 0,3M sebanyak 15 ml dengan 

sentrifugasi suhu dingin 4°C dengan kecepan 750 rpm selama 5 menit. Setelah itu 

memindahkan pelet yang dihasilkan dalam cawan petri sebanyak 4 ml dengan kepadatan 

3 × 104 mikrospora per ml. Kemudian dimasukkan ke dalam media MS pada cawan petri 

dengan lapisan parafilm. disimpan pada suhu ruang 250C dalam kondisi gelap. Data 

embrio diamati setelah 60 hari inkubasi kultur mikrospora. Data hasil penelitian dianalisis 

menggunakan uji anova pada aplikasi SPSS.  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Teknik mikrospora dalam penelitian ini berhasil menginduksi mikrospora 

menjadi embrio. Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, ditemukan bahwa 

variasi waktu penyimpanan pada perlakuan stress mannitol 0.3 M memberikan pengaruh 

yang signifikan terhadap jumlah embrio yang dihasilkan dan terdapat pengaruh jumlah 

embrio yang berbeda nyata secara signifikan pada setiap perlakuan. Jumlah Embrio 

tertinggi terdapat pada perlakuan T2 yaitu sebesar 711,2 ±  8,26d. Sehingga dalam 

penelitian ini perendaman anter selama 7 hari adalah waktu yang optimal bagi mikropora 

tebu. Data berikutnya diketahui bahwa semakin lama perendaman anther maka embrio 

yang dihasilkan semakin rendah (Tabel 1). 

Tabel 1.  Jumlah Embrio setelah isolasi kultur berdasarkan lama waktu pra perlakuan 

kultur perendaman pada mannitol 0,3M 

T Jumlah Embrio 

T1 475,2 ±  4,97c 

T2 711,2 ±  8,26d 

T3 365,0 ±  7,65b 

T4 115,6 ±  5,12a 

*Ket: T(lama perendaman): T1(0 hari), T2(7hari), T3 (14 hari) dan T4 (21 Hari) 

 

Perkembangan teknik kultur mikrospora dalam penelitian ini berhasil menginduksi 

mikrospora uninukleat menjadi embrio. embrio yang dihasilkan adalah embrio berbentuk 

bulat (Globular Embrio) dan berbentuk hati  (Heart-shape embrio) (Gambar 1). 
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Figure 1.  Embrigenesis microspore isolation culture for 60 days (a. Uninucleate stage; 

b. globular embryo; c. heart-shape embryo) pada mikroskop olympus 

perbesaran 100x 
 

Pemuliaan tanaman tebu dengan teknologi kultur mikrospora di Indonesia belum 

banyak dikembangkan. sejauh ini belum ada laporan tentang keberhasilan teknik ini pada 

tebu. sehingga pengembangan teknik ini terus dikembangkan dengan berbagai perlakuan 

stres. Mikrospora memiliki kemampuan untuk berkembang menjadi tanaman haploid 

menggunakan kultur in vitro dengan mengubah jalur ke sporofit dengan mencegah 

perkembangan serbuk sari (gametophytic pathways). Proses sporofitik ini dilakukan 

dengan perawatan stres pada mikrospora sehingga embriogenesis. Embrio yang 

dihasilkan benar-benar homozigot sehingga lebih mudah untuk mempelajari pemuliaan 

tanaman dan pemilihan varietas (Touraev et al., 1997). 

Perlakuan stres isolasi mikrospora efektif dalam menghasilkan embrio tebu. 

Perlakuan stress menggunakan larutan mannitol 0.3 M. Penggunaan larutan mannitol ini 

sudah banyak diaplikasikan pada tanaman lain. Dalam penelitian menyebutkan bahwa 

perendaman pada larutan mannitol pada anther sebelum isolasi kultur dapat mengubah 

ekspresi gen tertentu sehingga mengubah jalur sporofitik ke arah embriogenesis (Munoz-

Amatrian et al., 2006).  

Kultur mikrospora merupakan teknik yang unik karena merupakan proses dimana 

mirospora muda atau fase yang tepat seperti mikrospora uninukleat hingga binukleat 

memiliki gen yang dapat diekspresikan apabila mendapat stress perlakuan. Gen-gen 

tersebut diantaranya gen-gen yang mengkode metalicionein yang bersifat asam absisat 

dan responsif pada cysteine-metalothionein (EcMt), protein arabinogalactan (AGP), smal 

heat shock protein (HSPs), faktor transkripsi baby boom dan endosperm spesifik protein 

ZmAE dan ZmAE3 (Maraschin et al., 2005).  

Ada beberapa faktor yang dapat mempengaruhi kultur mikrospora seperti genotipe, 

perawatan stres, media kultur, kepadatan mikrospora dan tahap perkembangan pada 

mikrospora (Chaar et al., 2014). Proses embriogenesis dalam kultur mikrospora adalah 

sistem yang unik di mana sel-sel mikrospora diprogram khusus dengan perlakuan stres 

terhadap jalur embriogenesis. Perlakuan stres dapat berupa variasi suhu inkubasi untuk 

memicu embriogenesis (Prem et al., 2012).  

Induksi embriogenesis dengan aplikasi stress treatmen tidak selalu berhasil pada 

semua jenis tanaman. Stress treatmen tergantung pada genotip dan varietas tanaman 

(Shariatpanahi and Ahmadi, 2016). Pernyataan tersebut sejalan dengan penelitian Suaib et 

al., (2013) yang menyatakan bahwa stres perlakuan suhu pada varietas tebu 

a c b 
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52OC2,52OC4 dan POJ3025, PS58, PS862 menghasilkan struktur seperti embrio setelah 

satu bulan kultur. Dalam penelitian ini menggunakan varietas yang berbeda yaitu varietas 

Bululawang. Hasil yang didapat setelah 2 bulan kultur/60 hari menghasilkan embrio 

globular dan bahkan berkembang menjadi heart-shape embrio. Perlakuan stress mannitol 

sebelum perlakuan kultur berhasil menginduksi mikrospora uninukleat menjadi embrio. 

Pra perlakuan stress pada anther sebelum isolasi kultur mikrospora dengan merendam 

anther dalam larutan 0.3 M manitol selama 7 hari pada 40C merupakan kondisi optimal 

dalam memicu embriogenesis tanaman tebu. Dalam studi Ayed et al., (2010) teknik ini 

juga berhasil diaplikasikan pada gandum dan teknik ini efektif dalam memicu embrio 

mikrospora.  

KESIMPULAN 

Kesimpulan dari penelitian ini adalah pengembangan teknik kultur mikrospora 

dengan perlakuan stres berupa perendaman dalam mannitol 0.3 M selama waktu 

penyimpanan yang berbeda berhasil diinduksi mikrospora embrio dengan variasi 

jumlah embrio. 
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