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PERANAN KULTUR IVIIKROSPORA DAN

KULTURANTER UNTUK
PEMULIAAN KELAPA SAWIT

Sjafrul Latif, Subronto, Tri Hutomo dan Kabul Pamin

ABSTRAK

Teknik in vitro dalam hal menghasilkan tanaman kelapa sawit haploid
atau haploid ganda bertujuan unluk ntentendekkan siklus pemuliaan melalui
perakitan bahan tanantan kelapa sau'it galur nturni.

Percobaan dengan menggxtrrqkan kultur ntikrospora dan anter lelah di-
Iakukan di PPKS. Percobaan nreliputi Iahapan idenlifikosi ntikrospora,isolasi
mikrospora dan mencari media yang lerbaik. Hasil pendahuluan n enuriukkart
baltwa ntedia N6 dengan 2 ppm 2,4-D.dikontbinasikan dengon 0,5 ppm kinetin
dan ntaltosa sebanyak 150 g sebagai suntber energi dalant pentbualan ntedia

),ang terbaik. Suhu inkubasi 32oC sesuai dengan suhu untuk ntenginduk,si ler-
jadinya embrioid. Tiga jenis slruklur yartg menyerupai kalu.s ditentukan dari
kultur anter pada ntedia agar. Penelitian lanjulan masilt diperlukan guna
nterealisasikan bahan lanaman kelapa sawit galur murni.

Kata kunci: Elaeb guineensis, kultur mikrospona dan anter, haploid
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PENDAHULUAN

Teknik in vitro seperti kultur
mikrospora dan kultur anter telah digu-
nakan sebagai pelengkap metode pe-
muliaan konvensional. Penggunaan
teknik kultur mikrospora dan kultur an-
ter 1'ang dapat lnenghasilkan tanarnan
haploid menjadi perhatian bagi pemulia
tanaman sejak beberapa waktu yang
lalu, karena tanaman haploid sangat ber-
peran dalarn rencana penelitian genetika
dan pemuliaan tanarnan.

Masalah yang dihadapi oleh pe-
mulia tanaman kelapa sawit adalah, an-
tara lain keragaman genetik yang
sempit, produktivitas yang jauh lebih
rendah dari potensi secara teoritik,
kualitas rninyak yang belurn sesuai
dengan berbagai jenis permintaan pasar.
Salah satu program penelitian pe-
muliaan kelapa sawit adalah mencip-
takan variabilitas genetik melalui
tanaman haploid.

Melalui uretode pemuliaan kon-
vensional bahan tanarnan kelapa sawit
dari galur murni belum diperoleh di-
sebabkan panjangnya waktu untuk ter-
ciptanya suatu generasi dan akibat
tekanan genetik kondisi tanaman yang
telah dikawinkan sendiri berulang-ulang
menjadi lemah. Oleh karena itu teknik
kultur mikrospora dan kultur anter dapat
menciptakan bahan tanaman kelapa
sawit galur murni lebih nemungkinkan
untuk diterapkan.

Mikrospora dari beberapa jenis
tanaman bila diternpatkan dalam rnedia
buatan yang sesuai dapat diinduksi un-
tuk tumbuh mengikuti lintasan sporofi-
tik mernbentuk embrioid yang rnarnpu
untuk menghasilkan tanaman haploid
atau haploid ganda. Tanaman ),ang
berasal dari embrioid kultur mikrospora
dapat berupa tanaman haploid, diploid
atau poliploid. Kultur anter dari
tanaman serealia, pada umumnya ber-
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kembang menjadi tanaman diploid,
hanya sedikit yang berkernbang menjadi
tanaman haploid atau tetraploid (20).

Perlakuan colchicine secara in
vitro terhadap planlet merupakan suatu
cara yang lebih rnaju disebabkan peng-
gunaan volume dan konsentrasi col-
chicine yang lebih sedikit dan
penggunaannya terkontrol. Selain ter-
dapat keuntungan dari teknik ini, juga
tidak lepas dari kekurangan, rnisalnl'a
memerlukan banyak tenagaj uga induksi
penggadaan kromosout pada tanarnan
rape seed tidak lebih dari 50 -70 %(14).

Pemuliaan tanaman dengan meng-
gunakan haploid ganda, ruelalui kultur
anter dan mikrospora, telah menunjuk-
kan peranannya yang sangat penting se-
bagai sarana penciptaan variabilitas
genetik yang sangat berrnanfaat, seperti
diuraikan oleh Maheshr,r'ari (l l).

Makalah ini mengenukakan ha-
sil yang telah dicapai dengan nenggu-
nakan teknik kultur rnikrospora dan
kultur anter pada tanaman kelapa
sawit dalarn upaya menciptakan ba-
han tanaman kelapa sawit galur murni.

BAHAN DAN METODE

Identifikasi tahapan mikrospora
tanaman kelapa sarvit

Penelitian dilakukan sejak tahun
l99l di Laboratorium Pengembangan
Teknologi Bahan Tanauran di Medan.
Infloresensia bunga jantan yang masih
diselubungi seludang pada pelepah daun
yang belurn membuka dari tanaman
kelapa sawit yang ditanam pada tahun
1986 digunakan sebagai bahan peneli-
tian. Identifikasi tahapan rnikrospora di-
lakukan melalui pewarnaan yang
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dikembangkan oleh Alexander (l). Tu-
nas bunga diambil dari spikelet menggu-
nakan forsep, l-2 tetes zat pewarna
diteteskan ke atas tunas tersebut, tunas
ditekan dengan nrenggunakan objek
gelas, ditutup dengan kaca penutup dan
diarnati di bawah mikroskop dengan
pernbesaran 100 kali.

Isolasi mikros;rora kelapa sarvit

Tunas bunga dari beberapa taha-
pan mikrospora digunakan sebagai ba-
han eksplan disuci-hamakan dengan 70
% alkohol selama 2 menit kemudian
dengan 0,1 o/o HgClz selama 7 menit,
diikuti dengan membilasnya 3-4 kali
dengan akuades steril. Sebanyak 50 tu-
nas bunga dari sctiap tahapan mik-
rospora digerus nlcnggunakan saringan
nylon 250 prn dengan 0.4 M NaCl. Sus-
pensi mikrospora vang berada dalarn
larutan NaCl kemudian dipindahkan ke
dalam tabung sentrifus dan diputar pada
kecepatan 1000 rpur selama 5-10 menit.
Kemudian suspensi disaring lagi dengan
mengguuakan saringan nylon 40 pm, ali-
quot dipisahkan dan supernatan dibilas
dengan larutan media, kernbali diputar
selama 5 menit pada kecepatan 1000
pplll. Mikrospora \ ang telah terisolasi
dikultur pada rnedia cair.

Mencari meclia yang tcrbail<

Guna menginduksi terj adinya
kalus dari mikrospora ,vang telah diiso-
lasi beberapa ienis media telah digu-
nakan antara lain I'ang dikembangkan
oleh Lichter (10), Murashige & Skoog
(12), B-5 (7), N6 (6) dan nredia )/ang
difonnulasikan oleh Kuhlmann and For-
oughi-Wehr (8). Selain jenis media juga
beberapa surnber karbohidrat seperti
maltosa, sukrosa, glukosa dalarn ber-
bagai konsentrasi (25 - 150 g/l), jr',ga
kornbinasi dari 2.4-D dengan kinetin
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sema halnya dengan NAA dengan BAP
dalam konsentrasi 0,5 - 4 mgT digu-
nakan dalam percobaan ini.

Mikrospora yang telah ditanam
dalam calvan petri diinkubasi pada suhu
32- 34 C' selam a 2 haridalam inkubator.
Kepadatan mikrospora dalam cawan
petri berkisar antara 60.000 sampai
I 00.000 mikrospora/ml media kultur.

Selain itu juga dilakukan perco-
baan untuk mencari kondisi inkubasi
yang terbaik termasuk perlakuan pra
kultur, suhu inkubasi dan kebutuhan
akan cahaya.

Kultur anter

Untuk kultur anter beberapa rne-
dia yang berbeda telah dicoba kan antara
lain :

o N6 * maltosa 100 9,2,4-D 2 
^gdan kinetin 0.5 mg

o N6 * sukrosa (30,60,100 g),2,4-D
(1,2,4 rng), kinetin 0,5 dipadatkan
dalarn gelrite (2-3 g dan arang ak-
tif2 s

o N6* ficoll 200 g, maltosa (20,100
g) 2,4-D 2 

^9, 
kinetin 0,5 mg

o N6 * sukrosa 100, 2,4 -D 2 
^g,kinetin 0,5 mg

o N6 * sukrosa 100 g, NAA (2-4 ng)
dan BAP (0,5 and I rng)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tahapan mikrospora

Sangatlah sulit menentukan taha-
pan perkembangan mikrospora yang
hanya berdasarkan letak/kedudukan
spiral pelepah daun tanpa melakukan pe-
warnaan dan melihatnya di bawah rnik-
roskop. Sebagai contoh infloresensia

bunga jantan dari kelornpok Dura rnasih
ditutupi oleh seludang walaupun taha-
pan dari ruikrospora adalah awal-tengah
uninukleat atau tengah-akhir uninukle-
at. Di lain fihak pada kelornpok Tenera
pada unlumnya infloresensia bunga jan-
tan telah terbuka walaupun masih pada
tahap uninukleat sangat atval. Dengan
demikian kedudukan pelepah daun tidak
dapat digunakan sebagai penciri mor-
fologi untuk menentnkan tahapan dari
mikrospora. Hal ini disebabkan sering
kalinya dijumpai infloresensia bunga
jantan yang masih muda keluar pada pe-
lepah daun yang lebih tua.

Tidak terdapat perbedaan yang
nyata dari tahapan mikrospora yang di-
isolasi dari tunas yang berada dari ber-
bagai bagian spikelet. Pada umumnya di
bagian bawah spikelet tahapan mik-
rospora lebih tua daripada spikelet
bagian tengah atau ujung. Perbedaannya
tidak lebih dari satu tahap. Spikelet dari
Tenera lebih panjang daripada spikelet
Dura. Spikelet )'ang berada di bagian
tengah dari infloresensia biasanya lebih
panjang kernudian diikuti oleh spikelet
dari bagian barvah dan ujung.

Tahapan dari mikrospora yang da-
pat diidentifikasi adalah berturut-turut:
sel induk,tetrad, uninukleat dan binuk-
leat. Untuk lebih rinci lagi tahap uni-nu-
cleate dapat dibagi lagi menjadi 5

sub-tahapan 1'aitu, sangat awal,
awal,awal-tengah, tengah, dan akhir (9).

Tahap sangat awal dapat di-
bedakan dengan sub-tahapan lainnya
karena dinding selnl,s sangat tipis yang
mengakibatkan selalu pecah selama
pengisolasian. Tahapan arval uninukle-
at adalah tahapan di mana pada umum-
nya inti sel bcrada di tengah-tengah
mikrospora sedangkan tahap awal-
tengah dan tengah-akhir bila 213 dan
l/3 dari inti sel mikrospora berada di

29



Sjafrul Latif, Subrontq Tri Hutomo, dan Kabul Pamin

tengah-tengah dan selebihnya inti sel
mikrospora berada di pingir. Sedangkan
pada tahap akhir uninukleat sernua inti
sel mikrospora berada di pingir, be-
berapa telah memiliki dua inti.

Zarsky et al.(21) mengatakan ba-
hwa perkembangan tepung sari pada
tanaman tingkat tinggi sangat teratur dan
biaSanya berupa urutan pembelahan spl
yang sinkron. Meiosis yang terjadi pada
sel induk tepung sari diikuti dengan mik-
rosporogenesis, mitosis pada mik-
rospora menghasilkan dua sel yang tidak
sama yaitu sel yang berukuran besar
merupakan sel vegetatif. Bila sel vegeta-
tif tidak lagi membelali diri sel generatif
membelah diri menjadi dua sel sp6rma.
Mitosis tepung sari ini terjadi baik se-
lama pendewasaan tepung sari (seperti
pada tanaman gandum) atau pada tabung
tepung sari sesudah perkecambahan
(seperti pada tanaman tembakau). Ke-
banyakan siklus-sel yang terjadi pada
saat pendewasaan tepung sari sangatlah
tertentu, tetapi sampai sekarang belunr
pasti pada tahap siklus sel yang mana sel
pasti pada tahap siklus sel yang mana sel

vegetatif dari tepung sari berhenti mem-
belah. Jalur tepung sari embriogenesis
telalr diuraikan oleh Maheshwarr et
at.(rr).

Pada penelitian ini belum dapat
diketahui apakah embriogenesis mik-
rospora kelapa sarvit sarna seperti pada
tanaman gandum ataukah tanaman tem-
bakau, disebabkan tahap multinukleat
sebagai tahap awal proses embriogene-
sis belum lagi dihasilkan.

Mencari media yang terbaik

Sebagai hasil pendahuluan dapat
dilaporkan sebagai berikut:

o Media N6 merupakan media ),ang
terbaik dibanding media lainnya ber-
dasarkan viabilitas mikrospora
setelah 3-4 bulan diinkubasi.

. Zat pengatur tumbuh 2 ,4-D lebih
baik dari pada TIBA atau NAA

r Sedangkan Kinetin lebih baik dari-
pada BAP

o Suhu yang lebih tinggi dari 3OoC se-
suai untuk induksi embrioid

Tabel 1. Tanggap mikrospora tahap arval uninukleat terhadap berbagai jenis karbohidrat

Table I. Response of early uninucleate microspore to dillerent carbohvdrate sources
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Tabel 2. Tanggap mikrospora tahap akhir uninukleat terhadap berbagai jenis karbo-
hidrat

Table 2. Response of late uninucleate microspore to dilferent carbohydrate sources
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dangkan mikrospora tahap akhir uninuk-
leat cenderung untuk membentuk tabung
tepung sari. Tanggap media N6 baik suk-
rosa maupun glukosa kurang begitu
baik.

Untuk mempercepat pembelahan
inti sel mikrospora suatu percobaan
dengan menggunakan larutan colchrcine
pada konsentrasr 0. 10, 20. 30.40 dan 50

: >l0>15 sel (>/0>/ 5 cells): >5>10 se (>5>10 cells): >5 sel (> 5 cells): tidaktanggap (rn response): terkontaminasi (conlaninaled)

Pada Tabel I ternyata rnikrospora
membesar 1.5- 2 kali lebih besar dari
ukuran awalnya, ter-utama pada rnedia
\6 dengan maltosa sebanyak 150 g/l
sebagai sumber energi. Beberapa hari
\emudian membesar 3-5 kati. Perkem-
bangan dari mikrospora tahap awal uni-
nuL leat cenderung untuk selalu
lcnbcsar dan drnding selny'a pecah, se-
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mg/l juga dilakukan. Sebagai hasil ter-
n1,ata pomberian larutan colchicine di
tialam rrredia tidak menrbcrikan penga-
ruh untuk terjadin;" a peurbelahan inti sel

mikrospora. TidaL terjadinya pernbela-
han inti sel ruikrospora merupakan
masalah utama schingga induksi ern-
brioid dari mikrospora belum berhasil.

Secara unullr tingkat kcsukscsan
l:ultur mikrospora lebih tinggi pada
tanaman yang tergolong dalarn dicotile-
don daripada tanatnan yang tergolong
dalam rnonokotiledon, baik ditinjau dari
jurulah tanaman haploid yang dapat di-
hasiikan maupun ;umlah tanatuan hitau
yang lcbih banl'ak dihasilkan daripada
ternaman albino ( l5) Pada tauatnan rape-
se.ed, keberhasilan kultur rnikrospora ti-
dak hanya terganturrg dari media kultur
j,,ga gc;nory-pe, ulnur dan keadaan fisi-
oiogis tanaman donor itu sendiri dan
tahap mikrospora merupakan hal y'ang

terpenting (10) Ecrdasarkan penenuan
Beversdorf et al (2). bahrva terdapat
hubungan yang sarrgat erat antara rnik-
rosporogenesis dc:ngan tahap perkcur-
bangan mikrospora pada saat
pengkulturan dan .;umlah ernbrioid 1'ang
dihasilkan . Sebagai contoh mikrospora
padA tahap uninukleat menghasilkan
1.300 embrioid/tunas bunga jantan. Se-

dangkan Wenzel et al.(19) meny'impul-
kan bahwa tidak nrungkin untuk
membuat hubungan antara media kultur
dengan tanggap mikropsora dan sangat-
lah sulit untuk menghasilkan hal yang
sana pada kondisi yang berbeda dan
dengau geno['pe yang berbeda. Di-
sebabkan karena adanya variasi keadaan
fisiologis tanauran donor akibat per-
bedaan keadaan lingkungan yang ber-
beda sepanjang tahun, wolaupun
tanaman donor tcrsebut ditanam di ru-
mah kaca, perbcdaan genetik tidak da-
pat dihindari.

Thurling & Chay (18) telah me-

nunjukkan bahrva tunas bunga jantan
darr tanam ?\ rap€st:edyang diambil dari
infl oresensia pada pcrkernb angannya ta-
hap a*'al memberiLan hasil yang lebih
baik daripada bila diambil pada tahap

akhir perkembangan infloresensia.
Dengan denikian hal -v-ang sangat
penting adalah nr--milih bahan )'ang
berada pada kondrsi optimum dari
perkembangan mrkrospora. Tetapi sa-
ngatlah sulit untuk rnengidentifikasi in-
floresensia dis'.-babkan adanl'a
perkembangan ) ang nlenurun dari satu

buhr inflorsensia dan tidak adanl'a me-
toda )'ang langsur,g sebagai penanda
perkembangan moriologis. Sebagai ke-
sepahatan )'ang senng digunakan dalarn
menghasilkan tanatttan )'ang berasal dari
mikrospora, misalnl'a pada tanaman
tembakau, dengan menggunakan mik-
rospora pada saat awal mitosis dari
tepung sari memberikan hasil yang ter-
baik. Sedangkan pada tanaman serealia
dan rapeseed tahap optimum lebih awal
lagi yaitu dari mikrospora pada tahap
uninukleat.

Kernungkinan kesulitan dari pem-
belahan inti sel mikrospora dari tanatnan
kelapa sau'it adalah disebabkan karena
tebalnl,a dinding sel (eksin). Untuk
mengatasi masalah ini telah dicoba
dengan menggunakan larutan enzitn se-

bagairnana lazimnva digunakan dalam
kultur protoplas. Sebegitu jauh tehnik
ini belum menunjukkan hasil yang yang
lebih baik yaitu tahapan dengan banyak
sel (kalus),juga telah dicoba untuk
lnenggunakan mikrospora pada tahap
tepung sari yang scdang berkecambah.

Pra kultur dan ;lercobaan bcrbagai
tingliat suhu inkuhasi

Dalarn upa) a untuk merangsang
pembelahan inti sel ntikrospora, be-
berapa perlakuan pra kultur telah dicoba
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antara lain mengisolasi dan mengkultur
mikrospora dengan menggunakan mani-
tol 0.5 M dan media itu sendiri bukan
dengan NaCl. Sedemikian jauh tidak di-
dapat kemajuan (ditinjau dari perkem-
bangan mikrospora maupun terjadinya
pembelahan inti sel) dibandingkan
dengan prosedur baku. Penggunaan
manitol 0.5 M dupat menjaga mik-
rospora tetap hidup untuk beberapa lama
dalam kondisi yang baik.

Tanggap mikrospora terhadap
media yang digunakan tidak terjadi apa-
bila diinkubasi pada suhu 25oC, tidak
terdapat perkembangan walaupun mik-
rospora tetap hidup. Hasil yang meng-
gembirakan ditemukan apabila
mikrospora diinkubasi pada suhu 32-
34oC selama 2-5 hari. Dengan
menginkubasikan mikrospora selama 4
jam pada suhu 4ToC,mikrospora bertam-
bah besar dan lolo rnenghasilkan tabung

tepung sari, setelah satu minggu keban-
yakan mikrospora telah rnembelah dan
menghasilkan tabung tepung sari yang
besar. Pada Tabel 3 di bawah ini ditun-
jukkan tanggap rnikrospora dari tahap
arval-tengah unrnukleat sampai tahap
arval binukleat yang diinkubasi pada
sulru 32 dan 47"C.

Ternyata pada umumnya kultur
menghasilkan tabung tepung sari, se-
bagian mikrospora nengalami plas-
molisa. Penggantian sukrosa dengan
ntaltose menyeb abkan rnikrospora meln -
besar dan melur.rhkan eksinnya dalam
waktu l-2 minggu setelah diinkubasi.
Sedangkan maltose 0.1 M tanggap rnik-
rospora tidak berbeda nyata dengan kon-
trol (sukrosa 0.3 M), dengan
meningkatkan konsentrasi maltosa
menyebabkan nrikrospora lebih rnern-
besar (Tabel 4).

Tabel 3. Perkembangan tabung tepung sari pada suhu inliubasi dan tahapan milirospora
yang berbeda-beda

Table 3. Microspore stages, incubation tentperature and pollen tube developnrcnt
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Tabel 4. Pengaruh sumber karbohidrat terhadap perkembangan miltrosllora

Table 4. Effect of carhohydrate sources on nticrospore developntent

Karbohrdrat

Carboh),drate

Mikrospora
yang nembesar

Swollen
nucro,spore

Plasmolisis

Plosmolysis

Mikrospora
r ang tidak menrbesar

Small microspore

Maltosa 0.4M

0.3M

0.2M

0.lM

Sucrosa 0.3M
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+ <200

Mikrospora bentuknva agak
kurang segitiga menjadi oval atau agak
bulat, beberapa mikrospora meluruhkan
eksinnl'a dan menjadi lebih bulat, juga
terdapat beberapa )'ang menjadi tabung
tepung sari. Junrlah mikrospora )/ang
mengalami plasmolisis rnenurun dengan
neningk atnya kon sentrasi rnaltos a.

Kultur antcr

Beberapa peneliti di luar negeri
telah berhasil mendapatkan tauauran
haploid yang berasal dari kultur anter
yang lebih mudah dilakukan daripada
kultur mikrospora. Masalah utatna
dalam kultur rnikrospora adalah: jenis
species tanaman, tahapan perkembangan
mikrospora, uredia, keadaan fisiologis
dari tanaman donor, pra perlakuan
(suhu, tekanan osrnotik) dan ling-
kungan kultur itr, sendiri, Sedangkan
kekurangan dari kultur anter adalah
rnunculny a tananlan diploid yang
berasal dari pembelahan sel-sel dinding
anter, dan kebanvakan tanauran haploid
)'ang dihasilkan adalah tanaman albino.

Suatu perco baan kultur anter
kelapa sas'it telah dilakukan dengan
menggullakan beberapa media. tanggap
anter pada media tersebut sangat larnbat
rvalaupun eksplannya tidak benvarna
cokelat sampai umrrr 3-4 bulan. Untuk
itu telah dibuat peru bahan metode antara
lain: penggantian rnedia dan kondisi
kultur, perlakuan penglelahan (starva-
tion) dengan nlelrggunakan manitol
0.4M selama l-2 nringgu, pra inkubasi
pada berbagai suhu dan rvaktu inkubasi,
perlakuan mendingrnkan spikelet llteltt-
berikan hasil sebaqrri berikut:

Kultur anter padl rncdia cair

Anter dipisrrhkan dari benang-
benangnl,a dan dipindahkan ke dalam
media cair dalam cawan petri, kepadatan
anter berkisar 4- 6/rnl ntediuur. Ternl'ata
beberapa atrter mere kah dan meluruhkan
mikrospora ke dal,rnr media, beberapa
tetap utuh, urikrt'spora )'allg keluar
dari dinding antcr terdapat dalam tiga
bentuk.

(
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antara lain mengisolasi dan mengkultur
mikrospora dengan menggunakan mani-
tol 0.5 M dan media itu sendiri bukan
dengan NaCl. Sedemikian jauh tidak di-
dapat kemajuan (ditinjau dari perkem-
bangan mikrospora naupun terjadinya
pembelahan inti sel) dibandingkan
dengan prosedur baku. Penggunaan
manitol 0.5 M dupat menjaga mik-
rospora tetap hidup untuk beberapa lama
dalam kondisi yang baik.

Tanggap mikrospora terhadap
media yang digunakan tidak terjadi apa-
bila diinkubasi pada suhu 256C, tidak
terdapat perkembangan walaupun mik-
rospora tetap hidup. Hasil yang meng-
gembirakan ditemukan apabila
mikrospora diinkubasi pada suhu 32-
34oC selama 2-5 hlri. Dengan
menginkubasikan mikrospora selama 4
jam pada suhu 4ToC,mikrospora bertam-
bah besar dan lo/o tnenghasilkan tabung

Suhu

Temperature

tepung sari, setelah satu minggu keban-
yakan mikrospora telah rnenrbelah dan
menghasilkan tabung tepung sari I'ang
besar. Pada Tabel 3 di bawah ini ditun-
jukkan tanggap rnikrospora dari tahap
awal-tengah urrinukleat sampai tahap
arval binuklear yang diinkubasi pada
sulru 32 dan 47"C.

Ternyata pada umumnya kultur
menghasilkan tabung tepung sari, se-
bagian mikrospora mengalami plas-
molisa. Penggantian sukrosa dengan
maltose menyeb abkan rnikrospora ru ern -
besar dan melrrruhkan eksinnya dalam
waktu l-2 minggu setelah diinkubasi.
Sedangkan maltose 0.1 M tanggap rnik-
rospora tidak berbeda nyata dengan kon-
trol (sukro s a 0.3 M), deng an
meningkatkan konsentrasi rualtosa
menyebabkan rnikrospora lebih mem-
besar (Tabel 4)

Perkembangan tabung tepung sari

Pollen tube grov,th

Tabel3. Perkembangan tabung tepung sari pada suhu inliubasi dan tahapan milirospora
yang berbeda-beda

Table 3' Microspore stages, incubation tentperature and pollen tube cleveloprttent

Tahap mikrospora

Microspore stage

320C

170C

LU

MU-LU

MU

MU.LU

LU-MU

MU

+#
+#
++

+/++

-r

#+
-- trbrng tcpung sari lebih dsrr T9r,o

--- axr 70 /. fl6n ub
trh,ng lcFng sari {G.</0o
lO - <70 % fllar tub

- ttt"nglcpng seri <10..i
<10 % pli.n tub

LU : tahap akhir uninukleat
LU : late unitrucleale
MU : tahap tengah uninukleat
MU : mid mitrucleate
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Tabel 4. Pengaruh sumber karbohidrat terhadap perkembangan mikrospora

Table 4. Effect of carbohydt'ate sources on nticrospore development

Karbohidrat

Carbohydrate

Mikrospora
yang membesar

S,,vollen
mtcrospore

Plasmolisis

Plasmolysis

Mikrospora
)'ang tidak menrbesar

Small microspore

Maltosa 0.4M

0.3M

0.2M

0.lM

Sucrosa 0.3M

##
#+
#

+

T

++

++

+

-r

++

++

++

++++ 70-80 %
+++ 50-110o/o
++ 20-<50 o/o

+ - 
{20 o/o

Mikrospora bentuknya agak
kurang segitiga menjadi oval atau agak
bulat, beberapa mikrospora meluruhkan
eksinnya dan menjadi lebih bulat, jnga
terdapat beberapa )'ang menjadi tabung
tepung sari. Jumlah mikrospora yang
mengalami plasmolisis rnenurun dengan
meningkatnya konsentrasi rnaltos a.

Kultur antcr

Beberapa peneliti di luar negeri
telah berhasil mendapatkan tanaman
haploid yang berasal dari kultur anter
yang lebih rnudah dilakukan daripada
kultur mikrospora. Masalah utaura
dalarn kultur rnikrospora adalah: jenis
species tanaman, tahapan perkembangan
mikrospora, media, keadaan fisiologis
dari tanaman donor, pra perlakuan
(suhu, tekanan osruotik) dan ling-
kungan kultur itu sendiri. Sedangkan
kekurangan dari kultur anter adalah
rnunculnya tanaman diploid yang
berasal dari pembelahan sel-sel dinding
anter, dan kebanl'akan tanauran haploid
yang dihasilkan adalah tanaman albino.
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Suatu percobaan kultur anter
kelapa sawit telah dilakukan dengan
menggunakan beberapa media, tanggap
anter pada media tersebut sangat lambat
walaupun eksplannya tidak berwarna
cokelat sarnpai umur 3-4 bulan. Untuk
itu telah dibuat perubahan metode antara
lain: penggantian media dan kondisi
kultur, perlakuan penglelahan (starva-
tion) dengan menggunakan rnanitol
0.4M selama l-2 minggu, pra inkubasi
pada berbagai suhu dan rvaktu inkubasi,
perlakuan mendinginkan spikelet lnem-
berikan hasil sebagai berikut:

Kultur anter pada mcdia cair

Anter dipisahkan dari benang-
benangnya dan dipindahkan ke dalam
media cair dalam cawan petri, kepadatan
anter berkisar 4- 6/ml tuedium. Ternyata
beberapa anter rnerekah dan rneluruhkan
mikrospora ke dalam media, beberapa
tetap utuh, mikrospora yang keluar
dari dinding anter terdapat dalam tiga
bentuk.
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Bentuk-bentul< yang diamati dari
perkembangan anter

i. Anter merekah dan tepung sari yang
keluar akan urellrbentuk suatu
massa yang kourpak )/ang disatukan
oleh suatu struktur berupa film
)'ang berkesinambungan. Penga-
matan dengan menggunakan pembe-
saran menunjukkan rnikrospora
berkeurbang dengan bcntuk yang le-
bih bulat, tetapi inti sel tidak terlihat.
Eksinnva ada yang sebagian rnasih
melekat dan sebagian lagi sudah lu-
ruh. Pertunrbuhan sel-sel menjadi 4-
,i kali lebih besar dari ukuran as'al
mikrospora

ii Suatu nlassa ]'ang dipenuhi oleh cai-
ran dite nrukan pada beberapa kultur
anter. Pada umuntnva struktur ini
terdapat pada benang- benang )'ang
lepas. beberapa tcrdapat pada din-
ding sel auter. Pada as'al mulanva
nlerupakan suatu tetesan air dan
berkembang rnenjadi putih-susu.
Struktur ini sama dengan kalus eur-
briogenik dari kultur anter tanaman
Populus. Dengan bertarnbahnya
u,aktu, massa yang dipenuhi air akan
rnembentuk struktur yang kompak,
berrvarna abu-abu yang melekat
pada permukaan anter. Bila struk-
tur ini dipindahkan ke media yang
baru tidak lagi rnenunjukkan
perkembangan.

iii. Struktur seperti benjolan terbentuk
dari kultur anter. Struktur )'ang dipe-
nuhi dengan tepung sari ini tidak
berkembang lebih lanjut.

Sunderland dan Dunu'ell (16)
m3nganalisis secara sitologis andro-
g3n3sls tananlan Jagung menemukan
tah'.ia struktu: scperti embrio muncul
akr'cst pembelaiien ) ang berulang-ulang

dari a)han1,a sel sel vegetatif saja, b) sel
generatif saja, c ) sel vegetatif maupun
sel generatif dan d) pembelahan
simetrik tanpa drferensiasi dari sel vege-
tatif dan sel gencratif. Kebanyakan pem-
bentukan emt rioid ataupun kalus
berasal dari pcrkenrbangan pembelahan
yang berulang-ulang dari sel vegetatif.

Kultur anter parla media agar

Beberapa kultur pada media agar
struktur sepert kalus (SSK) terlihat
setelah 2-4 ntinggu diinkubasi. Dinding
anter berrvama kuning/cokelat sampai
cokelat tua darr meurbesar pada ujung
belahan (lobus) anter. Dinding anter lu-
ruh pada salah .atu atau dua titik pada
perlnukaan ot. u luruh uleutanjang.
Suatu massa )'arg lenrbut dan bercahay,a
bening berupa SSK muncul dari dalaut
anter rnenunjuk.ru bahu,a SSK berasal
dari mikrosporc Tiga bentuk dari SSK
)'ang dihasilkan :

SSK A : Anter merekah secara
urenl'eluruh, berrvarna putih bening san-
gat bercahaya. nrassa keluar dari bagian
bawah dinding anter.

SSK B . A nter merekah pada tem-
pat-tentpat tertcntu di dinding anter dan
massa keluar darinya.

SSK C : \nter merekah seluruh-
nya dan SSKS ditutupi dengan suatu
lapisan yang bcrkesinambungan dan
keluar dari bagran barvah dinding anter
beru,arna gelap

Massa kalus yang diarnati dengan
pembesaran tenliri dari mikrospora di-
antara struktur urultiseluler ataupun
uniseluler. Mikr ospora berada pada be-
berapa tahap kerrrunculan dari eksinnva.
Sel-sel tanpa eksin berukuran besar dan
berbentuk tidak menentu. Juga terdapat
klump dari strrrktur rnultiseluler.Nlik-
rospora dengan tabung tepung sari juga

3s



Sjafrul Latif, Subronto, Tri Hutomo, dan Kabul Pamin

didapati. Pada SK
telah dipindah tuk
urenghasilkan i di

barvah penyinaran.

Chen et al.(3, 4, 5) rnenunjukkan
pada kultur anter tanaman karet selama

25 hari pertama sebanyak 20 % tepung
sari dalarn kalus yang dihasilkan dari
kultur anter berkembang rnenjadi massa

rnultiseluler. Pengamatan sitologis
menunjukkan selama 25 hari pertatna

inkubasi, kalus Yang terbentuk
utantany'a berasal dari perbanl'akan jar-
ingan somatik, tetapi setelah kultur
berusia 50 hari, kalus dan erubrioid
kecil berasal dari mikrospora mulai
membelah diri secara cePat dan
berhubungan erat dengan sel-sel solna-
tis di sekeliling tnereka.

Jaringan dinding sel anter rlleme-
rankan peranan penting dalaru mengin-
duksi arval pembelahan sporofotik dari
perkernbangan tepung sari. Metabolit

)'ang dihasilkan oleh dinding sel anter

nemasuki ruang- ruang anter dan

rnenyelirnuti kalus tnuda. Sesudah sel

tapeturn dari dinding anter lent'ap- sel-

sel yang masih ada tetap hidup dan tnen-

d ap at suplai metabo lit untuk
perkembangan tepung sari selanjutnya.
Sebaliknya Sung Pei-Lun et al. (17) me-
nyanggah bahwa sel tapetum tidak
merniliki hubungan langsung dengan

androgenesis tepung sari di dalarn kul-
tur, dan sel baik dari jaringan penyokong

anter maupull lapisan tengah dinding an-

ter berperan aktif dalarn menginduksi
androgenesis tepung sari. Dengan
deurikian lapisan tengah dinding anter

merupakan faktor kunci.

Di lain fihak Miao et al. (13) ne-
nemukan bahrva terdapat dua jenis kalus
yang dibentuk dari anter tanatnau
jagung. Salah satu daripadanya agak le-
bih konpak dan sulit untuk hidup dan

maupun disubkulturkan. Selain itu ada

lagi yang agak lembck dan mudah untuk
disubkulturkan. Tipe terakhir ini bila
dikultur pada media diferensiasi, tunas,

akan menghasilkan akar atau ernbrioid'

KESIMPULAN

Walaupun dari Penelitian ini
belum dapat dihasilkan tanarnan haploid
kelapa sarvit, sedemikian jauh tahap

rnikrospora uniuukleat sangat tepat un-

tuk menginduksi embrioid. Juga di-
rasakan penggunaan jenis dan
konsentrasi sumbcr karbohidrat lebih
perrting daripada jcnis media. Maltosa
iernyata metnberikan pengaruh positip
untuk perkernbangan rnikrospora baik
tahap arval atau akhir uninukleat. N6

dilengkapi dengan 2,4-D 2 ppm dan ki-
netin 0.5 ppm pada pH 5.8 adalah neru-
pakan media yang tepat saurpai saat ini'
Selain tahapan rnikrospora, kentungki-
nan tnasih banyak l'aktor )'ang nrempen-
garuhi kejadian terbentuknva embrioid

)'ang belum dapat dridentifikasi.
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Prospect of microspore and anther culture

for oil Palm breeding

Sjafrul Latif, Subronto, Tri Hutomo and Kabul Pamin

Abstrad

In vitro technique to produce haploid or double haploid plants in oil
palm is aimed at shorlening ireeding cycle and crealing oil palnr purelines'

An experintenl of initioting microspore and anlher culture vvas corT'

ducled st IOPRI. The experintent cottsisled of the identificalion of nticrospore
stages, isolalion, and te'stitrg fhe best ntedia. The prelintinarl resulls sltov'

thal ntediunt N6 with 2,4 D 2 ppnt combined wilh kinetin 0.5 ppm supplentented

with 150 g ntaltose is the besi ntediunt. Tentperature of 32"C v'a's preferable for
indttcirtg entbn,oids. Three t)'pes of callus-like struclure v'crc observed in

arrlher iulrures on agar nteelia. Furlher studies ore slill needc't for realizing
oil palm pureline.

Key words z Elaeis guhreensLs,micruspore and anther culturc, haploidy

INTRODUCTION

In vitro technique, such as lni-
crospore and anther culture, has recently
been introduced to complirnent conven-
tional breeding methods. Production of
haploid plants through microspore and

anther culture has been attracting plant
breeders for long time, because it has

been recognized that haploid plants can

play an important role in plant breeding
and genetic research Prograrns.

The problems encountered b1' oil
palm breeders are narro\\'genetic dil'er-
sity, long breeding cycle, lorv produc-
tion rvhich is far belorv the theoretical
vield, the quality of oil has not met the

different consurner needs. One of re-
search programs of IOPRI is to increase

the genetic variability through haploid
culture.

The creation of oil palm pureline
has not been realized conventionally,
due to long plant generation interval and

the rveakness of the plants caused by
genetic depression. In addition to the

conventional breeding method, it is im-
possible to obtain a plant rvhich is ho-
lnozygous at all locr

Producing purelines in plant spe-

cies using doub le haPloid Plants
tlrrough in vitro tcchnique has several
advantages, such as shortened breeding
c1'cle. and urore effrcient technique.

When placcd in culture. uli-
crospore fronl a nutttber of plant species

can be induced to cnter the sporophl'tic
development.leading to the formation of
embrl'os capable of regenerating into
haploid or double haploid plants. Plants
generated frotu rnicrospore-derived em-

bryoids (MDEs) can be haploid, diploid
or polyploid. In anther culture of cereals,
most of the plants dcveloped are diploid,
the rest is haploid or tetraploid (20).
Various factors affect the doubling of
the ploidy level of the regenerants. The
in vitro colchicine treatment of rvhole
plantlets represents a progress enabling
the use of lorv volumes and concentra-
tion of colchicine artd an application un-
der controlled conditions. Nevertheless,
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the plantlets should.be further cultured
in vilro before being transferred to the
greenhouse. Besides, being laborious,
these treatments share the disadvantage
that the induction of chromosome dou-
bling in rapeseed rarely exceeds 50 - 70

% (r4).

Plant breeding by doubled haP-

loid, through anther and microspore cul-
ture, has shown its value that would be a
good source for generating a very useful
genetic variability (l I).

The paper aims at briefly describ-
ing the progress and prospect of mi-
crospore and anther culture for oil palm
breeding at the Indonesian Oil Palm Re-
search Institute.

MATERIAI.S AND METHODS

Identification of oil palm microspore
stages

The study was conducted in l99l
at the Laboratory of Plant Biotechnolo-
gy of IOPRI. Young male inflorecenses
were collected frorn unopened leaves of
oil palms planted in 1986. Identification
of microspore stages was carried out by
using staining method developed by
Alexander (l). Bud was taken out from
flower spikelet by forceps, added l'2
drops of stain and macerated on a glass

slide, covered with cover glass and ex-
hrnined under microscope.

Isolation oil palm microsporc

Buds rr ith various microsPore
stages s'ere used as erperin€nt materi-
als. Buds \f,-et€ sterilized for 2 minutes in
70 '/o alcohol and then in 0, | le HgClz
for 7 Eh, follos'ed b1' 3-4 times rinsing
in sterile distilled ruater. About 50 buds

of each stage wcre ground in 250 pm
nylon sieve contarning 0.4 I\4 NaCl. The
suspension of microspores in NaCl rvas

then transferred into centrifuge tube and
centrifuged 100(l rpttr for 5-10 min. Sus-

pension rvas filtered using 40 pm nl'lon
sieve, the aliquol was separated and su-
pernatant rvashed with medium, centri-
fuged 5 min at 1000 ppm. Isolated oil
pal.m microspores were cultured in liq-
uid rnedia.

Testing for the bcst media

In order to test the best media for
inducing callus fi om microspore the uie-
dia from Lichtcr (10), Murashige &
Skoog (12), 85 (7), N6 (6), Kuhltnann
and Foroughi-Wchr (8) were used, be-

sides different carbohydrate sources
rnaltose, sucrose, glucose in various
concentrations (25 to 150 gA), also dif-
ferent combinatrou of 2,4-D and ki-
netin as well as NAA and BAP in
concentration 0,i to 4 mgll were tested
in the experinrents. The plated uti-
crospore were incubated at 32-34 Co for
2 days in incubator. The microspore den-
sities in culture r aried frorn 60.000 up to
1 00.000 microspore/ml culture rnedia.

Selection rvas done on incubation
condition, including pre culture treat-
ntent, incubatiorr teutperature and light
condition.

Anther culture

For anther culrure. some differ-
ent media used rver€ as follo*'s .

o N6 + malrose 100 g. 2.-1-D 2 mg
andkinetrn05nrg

o N6 * sucrose (30.60.10t) g). 2.+-D
(1.2,4 mg ) kinetin 0.5 solidified b1'

gelrite (2- i g) and activated char-
coal 2 g
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o N6+ ficoll 200 g, maltose (20,100
g) 2,4-D 2 mg, kinetin 0,5 mg

r N6 * sucrose 100, 2,4 -D 2 ntg,
kinctin 0,5 mg

o N6 * sucrose 100 g, NAA (2-4 me)
and BAP (0,5 and I rng)

RESULTS AND DISCUSSION

Microspore stage

It would be rather difficult to have

specific morphological marker in order
to distinguish the stages of microspore
before commencing the staining and ex-
amining under microscope. For exam-
ple. in dura type, the male inflorescence
was still covered by the spadix even
though the stage of microspore was
early-mid uninucleate or mid-late uninu-
cleate. On the other hand, tenera type,
the inflorescence rnostll' opened even
though the stage u'as still ver)'early un-
inucleate. The leaf number could not be

used as morphologrcal marker to deter-
mine a specific stage of microspore, be-

cause it often occurred )'oung male
inflorescence, appeared on older leaf
axils. There is no apparent differences of
the 'microspore stages isolated from
shoots originated from different part of
spikelet. Generally the microspore
stages from lower spikelet were older
than that from the rniddle and upper
spikelet. But the difference usually is
not more than one stage.

The spikelet of tenera is slightly
longer than that dura type. Spikelet from
the middle region of inflorescence is

usually the longest followed by the basal

and apical region, respectively.

Some different stages of mi-
crospore were identified easily as

mother cell. tetrad. uninucleate and

{r--t

binucleate. For more detail, the untnu-
cleate stage could be divided into 5 sub-
stages i.e. very earlr. early, earl;'-mid,
mid and late uninucleate (9).

The very early stage can be iden-
tified frorn other sub-stages, because the

cell wall is very thin that easily broken
during isolation. The early uninucleate
is the stage where the nucleus is in the

middle of microsporc whereas in early-
mid and mid-late uninucleate,2l3 and

l/3 of microspore nucleus is in the mid-
dle. In the late uninucleate, the nucleus
moves aside, some have trvo nuclei.

Zarsky et al (21) said that Pollen
development in highcr plants is a highly
ordered and often synchronous sequence

of cell divisions. Meiosis in the pollen
mother cell is follou'ed by rnicrosporo-
genesis, and the unequal microspore mi-
tosis leads to the large vegetative cell.
While the vegetative cell does not divide
again, the generative cell divide to form
the two sperm cells This pollen mitosis
takes place either during pollen matura-
tion (as in wheat) or in pollen tube after
gernination (as in tobacco). Most of the
cell-c1'cle events that occur during pol-
len development are s'ell characterized-
but it is still not clear at s'hich phase of
the cell-c1'cle the r c-getative cell of the
pollen is arrested Pt llen embry ogenesrs

has been described t'r' \laheshs'ari et al
(l l)

From our studr lt \\'as not knos-n
yet rvhether the ernbryogenesis of oil
palm microspore is similar to s'heat or
tobacco. The multinucleate stages as the
initial process of ern brl'ogenesis has not
been obtained.

Testing for the best media

A prelimina: result could be re-
ported as follos's
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N6 medium is better than others,
based on the viabiliS' of microspore
up to 3-4 months after incubation.

2,4-D is better than TIBA or NAA
Kinetin is better than BAP

High temperature (30oC) uray be
more preferable for inducing em-
bryoid

The result shorved that, mi-
crospore svvelled 1.5-2 times bigger than
the original ones, especially in N6 media
supplemented with 150 g/l maltose
(Table 1). The microspore swelled
around 3-5 times a few days later. The
development of early uninucleate mi-
crospore tended to swell and capture the
exine of the cell, whereas the late uninu-
cleate microspore tended to develop into
a pollen tube. N6 media supplemented
rvith either sucrose or glucose gave poor
response.

To increase nuclear division, an
experiment of using colchicine at 0, 10,
20. 30. 40 and 50 mg/l rvas carried out.
It shon-ed that different concentrations
of colchicine had no effect on the cell
dir-islon. This $'as one of the main prob-
lems rn induction the embn-oid frorn mi-
crospore of oil palm.

I.n geoerd. the rate of success of
microcpce cultnre is somes'hat higher
rl di:oq ledonous rhan in the monocotr'-
lcdccs pllr sle-res borh rn cce of
tl.c rubcr of talods derir ed ad the
freFsr.cs of gecr rersus dblDo s€€d-
tirg obucd ( I 51 h racsccd succcss
of ncroepcc cdnre &perds nor ooll-
or tlc crhue ncdiun but ebo oa the
gorllc- q,c ad phf:rclogicel stege of
$c door pllr rrsclf. .nd rh€ srage of
tbc rr:rospore rs inportenr ( l0l Bas€d
on tlc findirg of Bcr-ersdort et ol (21-
thcrc sls stroog correlatron berreen mi-

crosporogenesis, the stage of mi-
crospore developnrent at the tirne of cul-
ture and embryoid 1,ield. For instance,
microspore at the uninucleate stage gave
the best result up to 1,300 embryoid per
bud. Whereas Wenzel et ol.(19) con-
cluded that it has not been possible to
correlate culture medium and response
of microspore and it is difficult to repro-
duce the same result on different occa-
sions and lvith different genotypes.
Bccause of the physiological variation
in the donor plant due to different con-
ditions in the ),ear, although grorvn in
controlled greenlrouse, genetic differ-
ences between thcm can not be avoided.

Thurling & Chay (18) indicated
that buds of rapeseed taken from inflo-
rescences at an earlier stage of develop-
ment gave better result than those taken
at a later stage. It is of paramount iurpor-
tance to select ruaterial at the optimulrr
stage of microspore developurent. But it
is also difficult to identify routinely be-
cause of the gradients lvithin the inflo-
rescences and the absence direct method
to be used as nrorphological indicator.
As often used in large scale production
of microspore, e.g. in tobacco, nticro-
spore obtained at the tiure of first pollen
grain mitosis produces the best result,
s'hereas in cereals and rapeseed the op-
timum stage is little earlier that is u'hen
the nricrospore are still uninucleate
stage.

The possrble cause the difficulty'
of nucleus dir rsion in oil palm rni-
crospore might be due to the thickness
of the microspore exine laver. To over-
come this problenr. air experirnent using
an en4me extract as usualll' done on
protoplast culture is being conducted.
The formation o[ multi cell stage from
the germinated pollen is also being
done. The result so far is not vet conclu-
sl\-e.

I
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Pre culture and heat treatment

In order to stimulate nucleus divi-
sion of the microspore cell, pre-culture
treatments had been done in microspore
isolation dnd culture by using mannitol
0.5 M and medium culture itself without
NaCl. So far there was no improvement
and difference in iFe development of mi-
croipore and the nucleus division. The
0.5 M mannitol could keep the mi-
crospore viable for some time.

The response of microspore to
r^redia culture was not seen rvhen incu-
bated at 25oC. No development obsen'ed
at the time even though the microspore
was still alive. The promising response
was found when the culture was incu-
bated at 32-34oC for 2-5 days. Incubat-
ing the microspore for 4 h at 47oC
Caused thern to srvell and lo/o produced
pollen tube. In one rveek many mi-
crospore had undergone expansion agd
most cultures produced profusely pollen
tubes. Table 3 shows rnicrospore from
the early mid-nucleate to early binu-
cleate stages when treated at 32 and
470C.

Generally all of the cultures pro-
duced pollen tube and some of the mi-
crospore were plasmolyzed.
Substituting the sucrose with maltose in-
duced the microspore to enlarge and
shed their exine within 1-2 weeks after
culture. Whereas maltose 0.1 M did not
produce a significant difference from
the control (sucrose 0.3 M), an increase
in maltose concentration caused mi-
crospore to swell (Table 4).

The uricrospore were less triangu-
lar and more oval or rounded, very few
microspore shed their exine and became
spherical. pollen tube growth was also
ferv. The proportion of plasrnolyzed mi-
crospore decreased with increasing mal-
tose concentration.
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Anther culture

Some overseas researchers have
succeeded in obtaining haploid plants
through anther culture which is easier
than from microspore culture. The main
hindrances in microspore culture are
plant species, stages of microspore de-
velopment, media. rhe healthiness of
donor plant, pre trc-atments (tempera-
ture, osmotic pressure), and condition of
culture. Whereas the disadvantages of
anther culture are thc emergence of dip-
loid plants originatc-d from division of
anther cell rvall. .,nd man)' haploid
plants produced are albino.

In this experinrent the anther cul-
ture rvas done using some media that
\vere described earlrer. Anther response
in those media was very low even though
the explant was not browning, but there
was no developrnent observed during 3-
4 months. Alternation of rnedia and cul-
ture, starvation treatrnent with mannitol
0.4M for l-2 weeks, preincubation of the
varying the incubation time with various
temperatures and cold treatrnent of
spikelets gave the following results:

Anther culture in liquid medium

Some anthers dehisced and shed
their microspore into the medium, while
others remained undehisced. The shed
microspore consisted of three types.

Structures observed on anthers

Anthers dehisccd and the extruded
pollen formed a courpact mass held
together by continuous fihn like
structure and of the microspores
swelled and spherical in shape. A
nucleus could not be observed. The
exine was either attached to one side
or contpletely shed. Cellular inclu-
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sions were present in the swollen
cell which was 4-5 times larger than
the microspore.

An opaque fluid filled mass was ob-
served on solne anthers. This was
mostly at the point of the detached
filament and in a few cases on the
anther wall. Initially it resembled a
rvater droplet and progressed by
turning milky white. This structure
was similar to embryogenic calli in
anther culture of Populns species.
With time, the fluid filled mass lost
its nroisture to form a compact
smaller gra)'colored body on the an-
ther surface. Horvever, transfer of
this body to fresh mediurn did not
produ'ce an1' further development.

Very rarely a nodule like structure
was formed on the anther. This ap-
peared pollen filled and did not de-
velop further.

Sunderland and Dunwell (16)
wlren analyzing cytologically of maize
androgenesis found that ernbryo-like
structures appeared to originated fronr
repeated divisions of i) the vegetative
cell only, ii) the generative cell only,
iii) both vegetative and generative cells,
and ir') symmetrical division without
differentiation of vegetative and genera-
tir-e cells. Among them, the main rvay of
developnrent is the forrnation of em-
bry oid or callus from the repeated divi-
sions of the regetative cell.

Arrher cuhure on agar medium

In some;ulrurEs on agar medium.
cdlus-li\c StFus-tures (CLS) rvere ob-
scrred l{ rreeis after cultures The an-
ther sell rurned lelloursh bros'n to
dr\ brosa ad srrelled a rhe end of rhe
anthcr lobc Thc sall dehrs:ed ar one or
rs-o polnLs on tbe surfce or dehrsced

longitudinally. A friable rnass of white
shining CLS enrerged frorn within the
anthers, indicating the microspore origin
of the CLS. Three types of CLS were
produced :

CLS A:Anthers were cornpletely
dehisced. The CLS was r,vhite and shin-
ing or highly reflective. The mass ex-
tended beyond the anther wall.

CLS B:Anthers dehisced at cer-
tain places on the wall from which a
nass extruded.

CLS C:The anther was com-
pletely dehisced and the CLS was cov-
ered by a contrnuous film. The CLS
extended beyond the anther rvall and was
dull colored.

The callus lnass consisted of felv
isolated microspore among single and
multicellular structures. Microspores
were at various stages of ernergence
frorn their exine. Cells without exine
were irregular in shape and enlarged.
Clumps of multrcellular strucfure were
also present. Mrcrospores rvith pollen
tube were present. -At present anthers
with CLS had been transferred to ern-
bryo regenerating medium and incu-
bated under light.

Chen et al.(3,4,5) showed that in
anther culture of rubber tree during the
first 25 days in culture about 20 %pollen
grain in some callus forrning anthers de-
veloped into multicellular masses. Cyto-
logical observatrons showed that during
the first 25 days of inoculation calli were
thus primarily proliferating from the so-
matic tissue, but after 50 days of culture
the calli and small embryoid originating
frorn the uricrospore began to divide vig-
orously that rvere in close contact rvith
the souratic cells around thern.

The tissue of the anther rvall plal's
an important role in the induction of
initial sporophr t rc division in pollen de-
r elopment. lrlerabolites that came from
the anther s'all entered the anther cham-
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ber and enveloped the young callus
After the tapetum cell of the anther wall
disappeared, remaining cells still sur-
vive and provided certain metabolites
for subsequent development of pollen.
Sung Pei-Lun et al.(17) disagreed that
the tapetum has no direct relationship
with the androgenesis of pollen in the
culture and that cells of both the anther
connective and the middle layer of the
anther wall were effective for the induo-
tion of androgenesis of pollen. The mid-
dle layer of the anther wall seem to be

the principal factor.
Meanwhile Miao et al. (13) found

that two kinds of callus formed from
anther of maize, one of them the cells
were rather compact and it was not easy
to be viable through subcultures. And
the other kind the cells were relatively
loose and it was easy to be subcultured.
When the latter type was cultured on the

differentiation medium, bud, root or ern-
bryoid were differentiated.

CONCLUSIONS

Even though no haploid oil Palm
plants were recovered from this study,

the procedure deserves further consid-
eration and investigation. So.far it
showed that for its first development, the

uninucleate microspore stage was more
suitable for inducing embryoid. It also
revealed' that carbohydrate source was
more important than the basal rnedia.
Maltose gave the best response for mi-
crospore developrnent in both early and

late uninucleate stages. N6 with 2,4-D 2
ppm and kinetin 0.5 ppm at pH 5.8 is the
best media at present time. In addition
to microspore stage, there are probably
many other factors which might influ-
ence the frequency of embryoid recov-
ered, including pretreatment, mediurn,
genotype etc. Also, it is possible that the

technique might be suitable for some

species and not for others.
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