PAGE  
296
Stigma Volume XII  No.3, Juli – September 2004


APLIKASI HORMON TUMBUH SECARA EKSOGEN UNTUK MERANGSANG PERTUMBUHAN TABUNG POLEN DAN PERKEMBANGAN EMBRIO PADA PERSILANGAN CABAI KERITING DENGAN CABAI RAWIT 

(Application of growth hormones exogenously to stimulate pollen tube growth and embryo development in Crossing Red Chilli with Small Hot Chilli)

Mansyurdin, Netty Warniaty Surya, Syahridal Dahlan, dan Win Atriosa *)
ABSTRACT

The pollen tube growth and embryo development of crossing between red chilli as maternal parent and small hot chilli were stimulated by application of growth hormones exogenously. The pollen tube growth is stimulated by 2,4-D, and the embryo development are stimulated by growth hormones. The treatments of 2,4-D as follow : 1) destilated water (control); 2) 50 ppm 2,4-D; 3) 100 ppm 2,4-D; and 4) 150 ppm 2,4-D. The treatments of growth hormones as follow : 1) destilated water (control); 2) 100 ppm kinetin, 50 ppm IAA dan 25 ppm GA3; 3) 200 ppm kinetin, 100 ppm IAA dan 50 ppm GA3; and 4) 300 ppm kinetin, 150 ppm IAA dan 75 ppm GA3. Kinetin, IAA and GA3 are applicated every day respectivelly begin one day after pollination up three days after pollination. To observe the pollen tube growth, pollinated gynecium were processed by fixation, staining, softening and clearing. To observe the embryo development, ovaries were collected and processed by a clearing method. The result showed that 2,4-D treatment shouldn’t affected pollen tube growth.  Application of 100 ppm kinetin, 50 ppm IAA and 25 ppm GA3 continuously every day able to develop embryos, where seven days after pollination will be produce 37.31% of heart stage embryo and 1.04% of torpedo stage embryo. While without application of growth hormones will be produce 39.08% of globular stage embryo globular in only embrio. The treatment of growth hormones able to delayed degeneration of embryos up to 10 days after pollination. 
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PENDAHULUAN

Berbagai upaya pengendalian penyakit penyakit antraknosa yang disebabkan oleh jamur Colletotrichum capsici dan C. gloesporoides pada cabai keriting (Capsicum annum L.) telah banyak dilakukan, tetapi belum memberikan hasil yang optimal karena belum tersedianya kultivar yang tahan (Suryaningsih et al., 1996). Oleh karena kultivar lokal cabai keriting tidak ada yang tahan dan hanya cabai rawit yang tergolong tahan terha-dap penyakit antraknosa (Suhadi dan Permadi, 1990), maka Setiamihardja (1993) melakukan persilangan antara kedua jenis tersebut untuk memindahkan potensi cabai rawit ke cabai keriting. Hibrida antar-jenis hanya dihasilkan dari kombinasi persilangan cabai rawit sebagai tetua betina dengan cabai keriting, sedangkan pada kombinasi sebaliknya tidak dihasilkan buah karena bunga yang dipolinasi segera gugur. 

Pickersgill (1980) melaporkan bahwa pada persilangan antar-jenis dalam genus Capsicum ter-dapat hambatan internal sehingga tidak dihasilkan biji. Tahap hambatannya belum diketahui, apakah terjadi sebelum fertilisasi (pertumbuhan tabung polen) atau setelah fertilisasi (tahap perkembang-an embrio). Meskipun Ziljstra et al. (1991) mela-porkan bahwa pertumbuhan tabung polen cabai rawit mampu mempenetrasi mikropil ovul cabai keriting, tetapi tidak dilaporkan bagaimana per-kembangan embrio setelah fertilisasi. 

Pertumbuhan tabung polen pada persilangan antar-jenis pada umumnya lebih lambat dibanding-kan dengan pertumbuhan tabung polen pada poli-nasi sendiri tetua betinanya (Gore et al., 1990; Samimy, 1991) Wedzony dan van Lammeren (1996) melaprkan bahwa pertumbuhan tabung polen pada persilangan antar-jenis dapat diopti-malkan dengan pemberian 2,4-diklorofenoksi asetat (2,4-D) sehingga meningkatkan persentase mikropil menerima tabung polen dan fertilisasi berlangsung tepat waktu. 

Perkembangan embrio hasil persilangan antar-jenis lebih lambat dibandingkan dengan polinasi tetua betinanya (Leonard, 1978; Tallury et al., 1995). Mansyurdin (2000) melaprkan bahwa ham-batan perkembangan embrio pada persilngan antar-jenis dapat dipecahkan dengan pemberian hormon tumbuh sehingga diperoleh biji hibrida. 


*) Biologi Fakultas MIPA Universitas Andalas, Padang
Berdasarkan keberhasilan perlakuan 2,4-D untuk mengoptimalkan pertumbuhan tabung polen dan pemberian hormon tumbuh untuk memecah-kan hambatan perkembangan embrio, maka dila-kukan pemberian 2,4-D dan hormon tumbuh pada kombinasi persilangan cabai keriting dan cabai rawit. Penelitian ini bertujuan untuk merangsang pertumbuhan tabung polen dan perkembangan embrio pada kombinasi persilangan tersebut. 

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan dari bulan April 2000 sampai Maret 2001 di rumah kawat Jurusan Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Andalas, Padang. Biji cabai keriting dan cabai rawit kultivar lokal Bukittinggi (Sumatera Barat) yang dipakai untuk benih ber-asal dari satu batang induk tanaman. Biji setelah disterilisasi permukaannya dengan larutan 0,1% HgCl2 disemai pada baki perkecambahan dan di-tanam yang seragam pada polybag. Pemupukan tananam terdiri atas pupuk dasar dan pupuk susulan. Pupuk dasar terdiri dari 25 gram pupuk kandang dan 2,5 gram TSP per polybag yang di-berikan seminggu sebelum tanam. Pupuk susulan terdiri atas 2,5 gram Urea, 7,5 gram ZA dan 3,75 gram KCl yang masing-masingnya diberikan pada umur tiga, enam dan sembilan minggu setelah tanam (Sumarni, 1996).

Bunga cabai keriting yang akan dipolinasi diemaskulasi pada sore hari (kurang lebih 16 jam sebelum polinasi), kemudian bunga tersebut di-bungkus dengan aluminium foil. Bunga cabai ra-wit sebagai sumber polen juga dibungkus dengan aluminium foil pada sore hari yang sama. Polinasi dilakukan antara pukul 7.30-10.00 pagi hari (Setiamihardja, 1993). Bunga yang telah dipoli-nasi dibungkus kembali dengan aluminium foil agar tidak tercampur oleh polen lain. 

Pertumbuhan tabung polen dalam jaringan ginesium dirangsang dengan perlakuan yang ter-diri dari : 1) air destilasi (kontrol); 2) 50 ppm 2,4-D; 3) 100 ppm 2,4-D; dan 4) 150 ppm 2,4-D. Masing-masing perlakuan disemprotkan ke bunga pada saat tiga jam setelah polinasi. Ginesium se-bagai sampel untuk pengamatan pertumbuhan tabung polen dikoleksi pada enam, 12 dan 18 jam setelah polinasi. Sampel diproses menurut metode Alexander (1987) yang dimulai dari fiksasi, pe-warnaan, pelunakan dan kemudian pembeningan jaringan. Sampel difiksasi dalam larutan Carnoy selama 12 jam, kemudian dihidrasi dalam seri etanol. Bahan dimasukkan ke dalam larutan pewarna (78 ml asam laktat, 4 ml malachite green, 6 ml acid fuchsin 1%, 4 ml aniline blue 1%, 2 ml orange G 1% dan 5 gram chloral hydrate). Bahan disimpan dalam oven pada suhu 450C selama 12 jam, kemudian dipindahkan ke medium pelembut dan pembening (78 ml asam laktat, 10 gram fenol, 10 gram chloral hydrate dan 2 ml orange G 1%) pada suhu 450C selama 24 jam. Berikutnya bahan dipindahkan ke medium pelembut dan pembening yang baru dan dihidrolisis dalam oven pada suhu 580C. Bahan dicuci dua kali dalam asam laktat dan disimpan dalam medium pengawet (50 ml asam laktat dan 50 ml gliserol). Pengamatan tabung polen dalam jaringan stilus dan ruang ovari (bakal buah) diamati dengan bantuan mikroskop cahaya.

Perlakuan 2,4-D dilanjutkan dengan perlaku-an hormon tumbuh secara eksogen. Perkembang-an embrio dipacu dengan perlakuan hormon tum-buh yang terdiri dari : 1) air destilasi (kontrol); 2) 100 ppm kinetin, 50 ppm IAA dan 25 ppm GA3; 3) 200 ppm kinetin, 100 ppm IAA dan 50 ppm GA3; dan 4) 300 ppm kinetin, 150 ppm IAA dan 75 ppm GA3. Kinetin, IAA dan GA3 diberikan berturut-turut per hari dengan cara pengolesan ke permukaan bakal buah mulai dari satu hari setelah polinasi. Bakal buah untuk pengamatan perkem-bangan embrio dikoleksi pada empat, tujuh dan 10 hari setelah polinasi. Preparat disediakan melalui metode pembeningan, yang dimodifikasi dari O’Brien dan McCully (1981), Stelly et al. (1981) dan Herr (1991) yang dimulai dari proses fiksasi, pewarnaan dan pembeningan. Bakal biji difiksasi dalam larutan FAA (formalin : asam asetat : eta-nol 50% = 5 : 10 : 50) dan kemudian direndam dalam dalam asam laktat selama 12 jam pada suhu 480C. Bahan diwarnai dalam larutan acid fuchsin 1% selama lima menit dan didehidrasi dalam seri etanol etanol. Bahan dipindahkan ke dalam larut-an etanol absolut-xilol (2:1 dan 1:2) dan dilan-jutkan dalam xilol yang masing-masingnya selama 30 menit. Bahan dipindahkan ke dalam larutan xilol – metil salisilat (2:1 dan 1:2) dan diakhiri da-lam metil salisilat. Perkembangan embrio diamati dengan bantuan mikroskop cahaya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertumbuhan Tabung Polen

Pertumbuhan tabung polen dalam jaringan ginesium hasil polinasi sendiri pada cabai keriting tampak berbeda dengan pertumbuhan tabung polen cabai rawit dalam ginesium cabai keriting setelah perlakuan 2,4-D hanya pada tiga jam setelah polinasi (Tabel 1). 

Tabung polen pada polinasi sendiri sudah mencapai bagian proksimal (pangkal) stilus, se-dangkan pada persilangan antar jenis baik dengan perlakuan maupun tanpa perlakuan 2,4-D masih mencapai bagian distal (ujung) stilus. Pertumbuh-an tabung polen pada enam dan 18 jam setelah polinasi tidak memperlihatkan perbedaan. Hasil tersebut berbeda dengan hasil yang dilaporkan oleh Wedzony dan van Lammeren (1996) bahwa perlakuan 2,4-D mampu meningkatkan pertum-buhan tabung polen jagung dalam jaringan stilus gandum. Perbedaanya mungkin karena perbedaan metode pemberian 2,4-D, dimana pada persilang-an antara cabai keriting dan cabai rawit metode pemberiannya dengan cara penyemprotan ke bunga pada saat tiga jam setelah polinasi, sedang-kan peneliti tersebut memberikannya dengan cara injeksi pada ruas batang atas. Pemberian 2,4-D dengan cara penyemprotan ke bunga mungkin kurang efektif karena zat tersebut lebih banyak menguap dibandingkan meresap ke dalam jaringan.

Tabel 1. 
Pertumbuhan tabung polen dalam jaringan ginesium hasil polinasi sendiri cabai keriting dan pertumbuhan tabung polen cabai rawit dalam ginesium cabai keriting setelah perlakuan 2,4-D

	Waktu koleksi
	Bagian ginesium
	Pertumbuhan tabung polen pada:

	
	
	PS
	cabai keriting (♀)x cabai rawit (♂)

	
	
	
	A
	B
	C
	D

	3 jsp
	Jaringan stigma
	+
	+
	+
	+
	+

	
	Bagian distal  stilus 
	+
	+
	+
	+
	+

	
	Bagian proksimal stlus
	+
	-
	-
	-
	-

	
	Ruang bakal buah
	-
	-
	-
	-
	-

	
	Mikropil
	-
	-
	-
	-
	-

	6 jsp
	Bagian proksimal stilus 
	+
	+
	+
	+
	+

	
	Bagian distal stlus
	+
	+
	+
	+
	+

	
	Ruang bakal buah
	+
	+
	+
	+
	+

	
	Mikropil
	+
	-
	-
	-
	-

	18 jsp
	Ruang bakal buah
	+
	+
	+
	+
	+

	
	Mikropil
	+
	+
	+
	+
	+


Keterangan: jsp = jam setelah polinasi; PS = polinasi sendiri pada cabai keriting; A = tanpa pemberian 2,4-D (kontrol); B = 50 ppm 2,4-D; C = 100 ppm 2,4-D; D = 150 ppm 2,4-D; + = tabung polen ditemukan; - = tabung polen tidak ditemukan

Perkembangan Embrio

Pemberian kinetin, IAA dan GA3 secara ekso-gen pada bakal buah dalam persilangan cabai keri-ting sebagi tetua betina dengan cabai rawit mem-perlihatkan efek yang berbeda terhadap perkem-bangan embrio dibandingkan dengan tanpa pem-berian hormon tumbuh (Tabel 2). Pada kombinasi persilangan tersebut yang diperlakukan dengan hormon tumbuh diperoleh embrio tahap globular dan tahap jantung, sedangkan pada persilangan tanpa perlakuan hormon tumbuh hanya diperoleh embrio tahap globular pada saat empat hari sete-lah polinasi.  Hasil perlakuan hormon tumbuh ma-kin nyata pada saat tujuh hari setelah polinasi bahwa persentase embrio tahap jantung makin meningkat dan bahkan pada dua perlakuan terse-but diperoleh embrio tahap torpedo. Sedangkan pada saat yang sama dari persilangan tanpa per-lakuan hormon tumbuh masih diperoleh embrio tahap globular. Pemberian 100 ppm kinetin, 50 ppm IAA dan 25 ppm GA3 berturut-turut setiap hari (Perlakuan B) mampu memacu perkembang-an embrio sehingga pada saat tujuh hari setelah polinasi diperoleh 37,31% embrio tahap jantung dan 1,04% embrio tahap torpedo. Selanjutnya pemberian 200 ppm kinetin, 100 ppm IAA dan 50 ppm GA3 berturut-turut setiap hari (Perlakuan C) juga mampu memacu perkembangan embrio se-hingga diperoleh 38,21% embrio tahap jantung dan 0,05% embrio tahap torpedo.  Hasil kedua perlakuan tersebut belum seperti pada polinasi sendiri dimana pada saat yang sama telah diper-oleh 24,53% embrio tahap jantung dan 72,32% embrio tahap torpedo. Navier dan walton (1981) melaporkan bahwa penyemprotan hormon tumbuh secara eksogen pada persilangan antar-jenis Agropyron spp. dapat memajukan beberapa tahap perkembangan embrio. Selanjutnya Shivana dan Johri (1985) juga menyatakan bahwa perlakuan auksin, kinetin dan giberelin secara eksogen pada beberapa persilangan antar-jenis dapat memajukan satu atau dua tahap perkembangan embrio. 

Pemberian 300 ppm kinetin, 150 ppm IAA dan 75 ppm GA3 berturut-turut setiap hari (Perlakuan D) kurang mampu memacu perkem-bangan embrio dibandingkan dengan dua perla-kuan hormon tumbuh lainnya. Pada perlakuan ter-sebut hanya diperoleh 31,65% embrio tahap jan-tung dan bahkan telah ditemukan 5,91% embrio yang bedegenerasi pada saat tujuh hari setelah polinasi. Hal ini mungkin disebabkan konsentrasi hormon tumbuh yang diberikan tersebut sudah tergolong tinggi. Ting (1981) menyatakan bahwa untuk pertumbuhan atau perkembangan jaringan dibutuhkan hormon tumbuh dalam kadar yang rendah dan keseimbangan yang tepat.

Berdasarkan pengamatan pada 10 hari setelah polinasi diketahui bahwa perlakuan hormon tum-buh hanya mampu memacu perkembangan embrio sampai tahap jantung dan torpedo, selanjutnya embrio mengalami degenerasi. Sedangkan dari polinasi sendiri pada saat yang sama telah dite-mukan 66,30% embrio tahap kotiledon. Namun pemberian hormon tumbuh mampu menunda de-generasi embrio. Pemberian 100 ppm kinetin, 50 ppm IAA dan 25 ppm GA3 berturut-turut setiap hari (Perlakuan B) lebih mampu mempertahankan embrio pada tahap jantung dan torpedo sampai 10 hari setelah polinasi dibandingkan dengan dua perlakuan hormon tumbuh lainnya. Pada perla-kuan tersebut hanya ditemukan 0,15% embrio berdegenerasi, sedangkan pada perlakuan C dan D berturut-turut ditemukan 20% dan 34,21% embrio berdegenerasi. Bahkan pada persilangan tanpa pemberian hormon tumbuh ditemukan jauh lebih tinggi embrio yang berdegenerasi yaitu 44,25%. Menurut Quatrano (1987) kadar hormon tumbuh dalam bakal biji berkaitan erat dengan pertumbuhan dan diferensiasi sel-sel embrio. Jika kadar salah satu kadar hormon tumbuh tidak optimal maka pertumbuhan dan diferensiasi sel-sel embrio akan terganggu sehingga embrio akan berhenti berkembang pada tahap tertentu. Selanjutnya Mansyurdin (2000) melaporkan bahwa untuk mengoptimalkan perkembangan em-brio pada persilangan antar-jenis Brassica napus dengan B. juncea diperlukan penambahan kinetin, IAA dan GA3 secara kontinu masing-masingnya sebanyak tiga kali. 

Tabel 2.
Embrio hasil polinasi sendiri cabai keriting dan persilangan cabai keriting sebagi tetua betina dengan cabai rawit pada berbagai perlakuan kombinasi hormon tumbuh 

	Waktu koleksi
	Kondisi bakal biji
	Persentase bakal biji pada :

	
	
	PS
	cabai keriting (♀)x cabai rawit (♂)

	
	
	
	A
	B
	C
	D

	4 hsp
	Embrio tahap globular 
	15,38%
	39,08%
	30,36%
	11,19%
	10,0%

	
	Embrio tahap jantung 
	82,42%
	0%
	12,50%
	24,38%
	22,69%

	
	Embrio tahap torpedo
	3,52%
	0%
	0%
	0%
	0%

	
	Embrio tahap kotiledon
	0%
	0%
	0%
	0%
	0%

	
	Embrio berdegenerasi
	0%
	0%
	0%
	0%
	0%

	
	Tanpa embrio
	1,68%
	60,92%
	57,14%
	64,43%
	67,31%

	
	
	n=223
	n=141
	n=280
	n=168
	n=186

	7 hsp
	Embrio tahap globular 
	0,22%
	37,23%
	1,04%
	0,50%
	0,84%

	
	Embrio tahap jantung 
	24,53%
	0%
	37,31%
	38,21%
	31,65%

	
	Embrio tahap torpedo
	72,32%
	0%
	1,04%
	0,05%
	0%

	
	Embrio tahap kotiledon
	0%
	0%
	0%
	0%
	0%

	
	Embrio berdegenerasi
	0%
	0%
	0%
	0%
	5,91%

	
	Tanpa embrio
	2,93%
	62,77%
	60,62%
	60,80%
	61,60%

	
	
	n=218
	n=202
	n=193
	n=201
	n=237

	10 hsp
	Embrio tahap globular 
	0%
	0 %
	0%
	0%
	0%

	
	Embrio tahap jantung 
	0%
	0%
	36,63%
	19,56%
	10,65%

	
	Embrio tahap torpedo
	31,49%
	0%
	2,12%
	0,87%
	0%

	
	Embrio tahap kotiledon
	66,30%
	0%
	0%
	0%
	0%

	
	Embrio berdegenerasi
	0,19%
	44,25%
	0,15%
	20,00%
	34,21%

	
	Tanpa embrio
	2,02%
	55,75%
	61,10%
	59,57%
	55,14%

	
	
	n=247
	n=153
	n=283
	n=230
	n=214


Keterangan: hsp = hari setelah polinasi; n = jumlah bakal biji yang diamati; PS = polinasi sendiri pada cabai keriting; A = pemberian air destilasi setiap hari; B = pemberian 100 ppm kinetin, 50 ppm IAA dan 25 ppm GA3 berturut-turut setiap hari; C = pemberian 200 ppm kinetin, 100 ppm IAA dan 50 ppm GA3 berturut-turut setiap hari; D = pemberian 300 ppm kinetin, 150 ppm IAA dan 75 ppm GA3 berturut-turut setiap hari

Dengan majunya tahap perkembangan embrio dari tahap globular ke tahap jantung dan tahap torpedo serta rendanya embrio yang berdegene-rasi dengan perlakuan B, maka perlakuan tersebut dapat membantu upaya untuk mendapatkan hibri-da antar-jenis melalui kultur embrio atau kultur bakal biji. Oleh karena embrio tahap jantung dan tahap torpedo hasil perlakuan tersebut belum ber-degenerasi pada tujuh hari setelah polinasi, maka sebaiknya embrio tersebut dikultur pada saat tersebut. Menurut Reed dan Collins (1978) em-brio hasil persilangan antar-jenis Nicotiana spp. dapat diselamatkan melalui kultur bakal biji. Selajutnya Wedzony dan van Lammeren (1996) melaporkan bahwa untuk mendapatkan hibrida antar-jenis dilakukan terlebih dahulu pemberian hormon tumbuh secara eksogen untuk memacu perkembangan embrio dan kemudian dilanjutkan dengan kultur embrio. 

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan:

1. Pemberian 2,4-D tidak mampu merangsang pertumbuhan tabung polen cabai rawit dalam jaringan ginesium cabai kerting. 

2. Pemberian 100 ppm kinetin, 50 ppm IAA dan 25 ppm GA3 berturut-turut setiap hari paling optimal mampu merangsang perkembangan embrio sampai tahap jantung dan torpedo ser-ta mampu menunda degenerasi embrio pada 10 hari setelah polinasi 

Saran

Upaya untuk mendapatkan hibrida antar-jenis dari persilangan cabai keriting sebagai tetua betina dengan cabai rawit perlu dilakukan kultur embrio tahap jantung atau tahap torpedo pada saat tujuh hari setelah polinasi. 
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