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ABSTRACT

Optimization of Regeneration and Transformation
System of Indonesian Elite Rice Variety. Aniversari
Apriana, Toto Hadiarto, and Ahmad Dadang. New rice
variety can be generated by means of transgenic approach.
Transgenic rice researches have been conducted in many
institutions worldwide using Japonica, Indica, and Javanica
varieties. The most cultivated rice in Indonesia is Indica.
Indica type is known to have low responsive tissues in
culture and transformation media when compared to
Japonica rice. This research activity is aimed to optimize
regeneration and transformation systems of the Indonesian
elite rice varieties, so that good method can be achieved to
be used in the generation of transgenic elite rice varieties of
Indica type. The research consisted of two activities:
regeneration and transformation optimizations in varieties of
Dodokan (upland rice) and Inpari 6 (irrigated rice).
Immature embryo was used as the explant in this research.
The optimization studies used 2 types of media, NBH (N6
salts and vitamins, cassamino acid 0.5 g/l, L-proline 0.5 g/l,
sucrose 20 g/l, D-glucose 10 g/1, 2.4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/l, BA
1 mg/l, agarose Type I 5.5 g/l) and NBH-M (N6 macro salts,
B5 micro salts, and vitamins, 0.3 g/l cassamino acid, 3 g/l L-
proline, 20 g/l sucrose, 3 mg/l 2.4-D, 1 mg/l NAA, 1 mg/l BAP,
5.5 agarose Type 1), 2 types of regeneration media, R1 (MS
base media and vitamis, 0.3 g/l glutamine, 30 g/l sucrose, 2
mg/l kinetin, 1 mg/l NAA, 3 g/l phytagel) and R2 (MS base
media and vitamins, 2 g/l cassamino acid, 20 g/l sucrose, 30
mg/1 sorbitol, 2.5 mg/1 kinetin, 0.25 mg/l NAA, 3 g/l phytagel).
Optimization transformation of Indonesian elite rice varieties
used developed an empty plasmid pCAMBIA 1301 containing
hpt gene. The transformation was conducted using two
types of co-cultivation media, K1 (N6 macro salts, B5 micro
salts, and vitamins, 0.5 g/l cassamino acid, 0.5 g/l L-proline,
20 g/l sucrose, 10 g/l glucose, 2 mg/l 2.4-D, 1 mg/l NAA, 1
mg/l BAP, 0.1 mM acetosyringone) and K2 (N6 macro salts,
B5 micro salts, and vitamins, 0.5 g/l cassamino acid, 0.5 g/l L-
proline, 20 g/l sucrose, 10 g/l glucose, 2 mg/l 2.4-D, 1 mg/l
NAA, 1 mg/l BAP, 0.2 mM acetosyringone). The results
showed that Inpari 6 could form embryonic calli in NBH
media and further regenerated well in R1 media (13.8%).
The co-cultivation media K1 generated more selected calli
which then generated green plant of young embryo
compared to K2. Inpari 6 showed higher regeneration rates
after transformation (3.6%) compared to Dodokan (0%).
Molecular analysis showed that all 11 transformants (Inpari
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6) tested contained the hpt gene. These results are expected
to support the development of transgenic Indica rice
generation in Indonesia.

Keywords: Rice, Indica, regeneration, transformation.

ABSTRAK

Optimasi Sistem Regenerasi dan Transformasi Padi Va-
rietas Elit Indonesia. Aniversari Apriana, Toto Hadiarto,
dan Ahmad Dadang. Perakitan varietas baru padi dapat di-
lakukan melalui rekayasa genetik. Penelitian tentang pera-
kitan tanaman padi transgenik telah banyak dilakukan baik
pada tanaman padi kelompok Japonica, Indica, dan Java-
nica. Varietas padi yang banyak dibudidayakan di Indonesia
adalah dari kelompok Indica. Penelitian pembentukan ta-
naman transgenik terhadap varietas elit Indonesia kelompok
Indica perlu dilakukan. Kelompok padi Indica diketahui le-
bih rekalsitran dalam respon jaringannya terhadap media
kultur dan transformasi dibandingkan dengan kelompok
Japonica. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan optima-
si regenerasi dan transformasi dari varietas padi elit Indone-
sia guna menunjang kegiatan pemuliaan tanaman padi, se-
hingga didapatkan suatu metode yang dapat digunakan da-
lam perakitan tanaman transgenik padi varietas elit Indo-
nesia kelompok Indica. Penelitian ini terdiri dari 2 kegiatan,
yaitu (1) Optimasi regenerasi dan (2) Optimasi sistem trans-
formasi pada varietas padi elit Indonesia, yaitu Inpari 6 (padi
sawah) dan Dodokan (padi gogo). Embrio muda padi di-
gunakan sebagai eksplan dalam penelitian ini. Kegiatan
optimasi regenerasi menggunakan 2 jenis media induksi
kalus, yaitu NBH (garam dan vitamin N6, asam cassamino
0,5 g/l, L-prolin 0,5 g/l, sukrosa 20 g/l, D-glukosa 10 g/1, 2,4-D
2 mg/l, NAA 1 mg/l, BA 1 mg/l, agarosae tipe 1 5,5 g/1, pH 5,8)
dan NBH-M (garam makro N6, garam mikro B5, dan vitamin,
asam cassamino 0,3 g/, L-prolin 3 g/l, sukrosa 20 g/l, 2,4-D 3
mg/l, NAA 1 mg/l, BAP 1 mg/l, agarosa tipe I 5,5, pH 5,8).
Regenerasi menggunakan 2 macam media, yaitu R1 (media
dasar dan vitamin MS, glutamin 0,3 g/, sukrosa 30 g/1, kinetin
2 mg/l, NAA 1 mg/], fitagel 3 g/l, pH 5,8) dan R2 (media dasar
dan vitamin MS, asam cassamino 2 g/l, sukrosa 20 g/,
sorbitol 30 mg/], kinetin 2,5 mg/l, NAA 0,25 mg/l, fitagel 3 g/,
pH 5,8). Kegiatan optimasi transformasi pada varietas padi
elit Indonesia menggunakan plasmid pCAMBIA 1301 yang
mengandung gen pelapor hpt. Kegiatan ini menggunakan 2
macam media ko-kultivasi K1 (garam makro N6, garam
mikro B5, dan vitamin, asam cassamino 0,5 g/l, L-prolin 0,5
g/l, sukrosa 20 g/l, glukosa 10 g/, 2,4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/],
BAP 1 mg/l, asetosiringon 0,1 mM) dan K2 (garam makro N6,
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garam mikro B5, dan vitamin, asam cassamino 5 g/l, L-prolin
0,5 g/l, sukrosa 20 g/l, glukosa 10 g/l, 2,4-D 2 mg/l, NAA
1 mg/l, BAP 1 mg/], asetosiringon 0,2 mM). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa varietas Inpari 6 dapat membentuk
kalus embriogenik pada media NBH yang kemudian dapat
beregenerasi dengan baik pada media R1 (13,8%). Media
ko-kultivasi K1 lebih baik dalam menghasilkan jumlah kalus
terseleksi yang akhirnya dapat beregenerasi membentuk
tanaman hijau pada kalus embrio muda hasil transformasi.
Inpari 6 mempunyai nilai efisiensi transformasi tertinggi,
yaitu sebesar 3,6% bila dibandingakan dengan varietas
Dodokan (0%). Analisis molekuler menunjukkan 11 transfor-
man Inpari 6 yang dianalisis, semua mengandung gen hpt.
Hasil penelitian ini akan membantu dalam pengembangan
perakitan tanaman padi Indica transgenik di Indonesia.

Kata kunci: Padi, Indica, regenerasi, transformasi.

PENDAHULUAN

Untuk menunjang peningkatan produksi beras
nasional, perlu dirakit varietas padi baru yang memiliki
produktivitas tinggi dari varietas elit Indonesia yang
sudah ada. Varietas padi elit yang banyak ditanam di
Indonesia adalah dari kelompok Indica. Perakitan va-
rietas unggul padi baru dapat dilakukan melalui teknik
rekayasa genetik yang akan membentuk tanaman
transgenik. Tanaman transgenik padi dari kelompok
padi Indica sangat diperlukan di Indonesia, namun de-
mikian kelompok padi Indica diketahui lebih rekalsi-
tran dalam respon jaringannya terhadap media kultur
dan transformasi dibandingkan dengan kelompok
Japonica (Cooley et al., 1995). Penelitian tentang pera-
kitan tanaman padi transgenik telah banyak dilakukan
baik pada tanaman padi kelompok Japonica, Indica
maupun Javanica (Slamet-Loedin et al., 1997,
Maftuchah et al.,2000; Rachmawati et al., 2004; Hiei
dan Komari, 2006; Ishizaki dan Kumashiro, 2008).

Varietas padi elit Indonesia seperti Inpari 6, Inpari
1, Dodokan merupakan contoh varietas padi elit
Indonesia. Varietas-varietas ini adalah hasil pemuliaan
yang dilakukan oleh pemulia padi Indonesia dan telah
banyak dikembangkan oleh para petani. Inpari 6 ada-
lah varietas yang mempunyai keunggulan, di antara-
nya mempunyai potensi hasil tinggi, yaitu 12 t/ha,
nasinya sangat pulen, tahan HDB dan wereng batang
coklat. Varietas Dodokan adalah varietas padi sawah,
namun dapat ditanam di lahan tadah hujan (gogo).
Varietas ini mempunyai potensi hasil 5,1 t/ha, dan
tahan hama wereng coklat (Suprihatno et al., 2011).

Untuk mendapatkan tanaman transgenik yang
diinginkan ada beberapa hal yang perlu dilakukan, di
antaranya pemilihan gen yang digunakan, metode dan
materi yang akan digunakan untuk transformasi, dan
analisis transgen secara molekuler dan fenotipik se-
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suai dengan karakter yang dituju. Gen-gen yang mem-
bawa sifat yang berpengaruh terhadap sifat-sifat yang
diinginkan dapat diperoleh baik melalui informasi di
bank gen maupun dari publikasi di jurnal ilmiah.

Metode transformasi yang digunakan dapat se-
cara fisik (penembakan partikel, elektroporasi, PEG)
atau biologis melalui bantuan Agrobacterium. Metode
transformasi secara fisik bersifat acak, sehingga ke-
mungkinan besar akan menghasilkan transforman de-
ngan banyak jumlah kopi gen di dalam genom tanam-
an, namun tidak dibatasi pada penggunaan jenis ma-
teri maupun kelas tanaman yang akan digunakan un-
tuk transformasi. Transformasi tanaman melalui Agro-
bacterium bersifat terarah, sehingga persentase diper-
olehnya transgen dengan jumlah kopi gen rendah di
dalam genom tanaman lebih tinggi jika dibandingkan
dengan transformasi menggunakan penembakan par-
tikel. Penelitian transformasi padi menggunakan
penembakan partikel telah dilakukan oleh Li et al
(1993) dan Maneewan et al. (2005). Sedangkan pe-
nelitian transformasi padi menggunakan bantuan
Agrobacterium telah dilakukan pada padi kelompok
Japonica maupun Indica untuk berbagai tujuan (Hiei
dan Komari, 2006; Ishizaki dan Kumashiro, 2008; Saha
et al., 2006; Rashid et al., 1996; Cheng et al., 1998; Qiu
et al., 2001; Rachmawati et al., 2004; Saharan et al.,
2004). Penelitian transformasi melalui Agrobacterium
pada padi dari kelompok Japonica menunjukkan efisi-
ensi transformasi lebih tinggi (10-20%) (Saika et al.,
2011; Apriana et al., 2011) jika dibandingkan dengan
transformasi padi dari kelompok Indica, varietas IR64
(2,5-10%) (Hiei dan Komari, 2006).

Materi yang akan ditransformasi harus mempu-
nyai sifat kompeten regenerasi di media kultur dan
kompeten transformasi. Hal ini sangat tergantung pada
genotipe tanaman yang akan digunakan. Menurut
Opabode (2006) berbagai faktor yang mempengaruhi
keberhasilan transformasi adalah genotipe tanaman,
strain Agrobacteriumn, vektor plasmid, senyawa peng-
induksi gen vir, komposisi medium yang digunakan
untuk transformasi, dan suhu lingkungan. Senyawa
penginduksi gen vir agar berekspresi di antaranya se-
nyawa monosiklik fenolik, seperti asetosiringon, dan
monosakarida, seperti glukosa dan galaktosa
(Maftuchah ef al., 2000). Menurut Hiei dan Komari
(2008) untuk tanaman yang rekalsitran, eksplan yang
digunakan sebagai bahan transformasi akan lebih baik
bila menggunakan embrio muda. Lebih lanjut Hiei dan
Komari (2008) menyatakan bahwa faktor kunci
keberhasilan transformasi adalah penggunaan eksplan
embrio muda yang sehat secara langsung dan optima-
si media kultur. Pengembangan media perlu dilakukan
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karena antara genotipe satu dengan yang lain akan
berbeda di dalam merespon suatu media.

Penelitian ini merupakan penelitian awal untuk
mendapatkan kondisi optimal sistem regenerasi trans-
formasi padi varietas elit Indonesia. Hasil dari pene-
litian ini diharapkan dapat digunakan sebagai metode
acuan untuk perakitan tanaman padi transgenik varie-
tas elit Indonesia (Indica).

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi
Molekuler, BB Biogen. Penelitian dibagi dalam dua ta-
hap, yaitu (1) optimasi sistem regenerasi padi varietas
elit Indonesia dan (2) optimasi sistem tranformasi padi
varietas elit Indonesia.

Optimasi Sistem Regenerasi Padi
Varietas Elit Indonesia

Bahan tanaman

Bahan tanaman yang digunakan dalam penelitian
ini adalah 2 varietas padi elit Indonesia, yaitu Inpari 6
dan Dodokan. Varietas Inpari 6 mempunyai potensi
hasil tinggi sebesar 12 t/ha, nasinya sangat pulen,
tahan HDB dan wereng batang coklat. Varietas Dodok-
an adalah varietas padi sawah, namun dapat ditanam
di lahan tadah hujan (gogo). Varietas ini mempunyai
potensi hasil 5,1 t/ha, dan tahan hama wereng coklat
(Suprihatno et al., 2011).

Persiapan materi

Materi yang digunakan dalam penelitian ini
adalah embrio muda dari masing-masing varietas. Biji
padi umur 8-12 hari setelah antesis digunakan sebagai
sumber eksplan. Biji dikupas dan disterilisasi meng-
gunakan 70% alkohol selama 10 detik dan dilanjutkan
dengan merendamnya dalam 20% pemutih komersial
selama 5 menit. Setelah itu dicuci dengan mengguna-
kan akuades steril sebanyak 6 kali.

Tabel 1. Komposisi media induksi kalus.

Induksi dan regenerasi kalus

Embrio muda dari varietas Inpari 6 dan Dodokan
ditanam pada media induksi kalus menurut metode
Hiei dan Komari (2006). Media induksi kalus terdiri
dari 2 jenis, yaitu NBH (Hiei dan Komari, 2006) dan
NBH-M (modifikasi) (Tabel 1). Setelah 7 hari di media
induksi kalus, embrio muda tersebut disubkultur ke
media induksi kalus yang sama selama +14 hari
dengan memotong tunas yang muncul dari setiap
embrio. Kalus-kalus yang terbentuk kemudian ditanam
di media regenerasi untuk menginduksi terbentuknya
tunas mengacu pada metode Ishizaki dan Kumashiro
(2008). Media regenerasi terdiri dari 2 jenis, yaitu Rl
(modifikasi) dan R2 (Ishizaki dan Kumashiro, 2008)
(Tabel 2).

Parameter yang diamati adalah morfologi kalus
yang meliputi warna kalus (putih atau kekuningan),
kepadatan kalus (kompak atau remah), persentase
jumlah embrio muda yang dapat membentuk kalus
pada media induksi kalus serta persentase jumlah
kalus yang dapat membentuk spot hijau atau tunas di
media regenerasi.

Optimasi Sistem Transformasi Padi
Varietas Elit Indonesia

Kegiatan penelitian optimasi transformasi meng-
acu pada metode yang telah dilakukan oleh Hiei dsn
Komari (2006), dengan menggunakan 2 macam media
ko-kultivasi yaitu K1 dan K2.

Bahan

Materi genetik yang digunakan adalah varietas
Inpari 6 dan Dodokan. Inpari 6 mewakili varietas padi
sawah, sedangkan varietas Dodokan mewakili padi
gogo. Plasmid yang digunakan dalam kegiatan ini
adalah plasmid pCAMBIA 1301 yang mengandung gen
penanda hpt dan gus yang dimasukkan ke dalam
Agrobacterium tumefaciens strain Agl-1.

Media  Komposisi

NBH Garam makro N6, garam mikro B5, dan vitamin (Gamborg et al., 1968), asam cassamino 0,5 g/l, L-prolin 0,5 g/l, sukrosa 20 g/l, 2,4-D
2 mg/l, NAA 1 mg/l, BAP 1 mg/l, agarosa tipe | 5,5, pH 5,8 (Hiei dan Komari, 2006).
NBH-M Garam makro N6, garam mikro B5, dan vitamin (Gamborg et al., 1968), asam cassamino 0,3 g/l, L-prolin 3 g/l, sukrosa 20 g/l, 2,4-D 3

mg/l, NAA 1 mg/l, BAP 1 mg/l, agarosa tipe | 5,5, pH 5,8.

Tabel 2. Komposisi media regenerasi.

Media Komposisi

Regenerasi R1 Media dasar dan vitamin MS, glutamin 0,3 g/l, sukrosa 30 g/I, kinetin 2 mg/l, NAA 1 mg/l, fitagel 3 g/l, pH 5,8.
Regenerasi R2 Media dasar dan vitamin MS, asam cassamino 2 g/l, sukrosa 20 g/l, sorbitol 30 mg/l, kinetin 2,5 mg/l, NAA 0,25 mgl/l, fitagel 3

g/l, pH 5,8 (Ishizaki dan Kumashiro, 2008).
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Metode

Persiapan bakteri Agrobacterium tumefaciens.
Agrobacterium turmefaciens strain Agl-1::pCAMBIA1301
yang digunakan untuk transformasi berasal dari koloni
tunggal yang ditumbuhkan selama 2-3 hari di media
YEP cair yang mengandung antibiotik kanamisin 100
mg/l dan karbenisilin 75 mg/1. Dari suspensi bakteri ter-
sebut kemudian diambil 500 wl untuk ditumbuhkan
pada media AB padat yang mengandung antibiotik
kanamisin 100 mg/l dan karbenisilin 75 mg/l. Bakteri
kemudian diinkubasi pada suhu 28°C selama 3 hari
dan siap digunakan untuk kegiatan transformasi. Sebe-
lum digunakan untuk transformasi, bakteri dilarutkan
dalam media AA infeksi (Tabel 3) dengan menambah-
kan asetosiringon sebanyak 100 mg/l. Kepadatan sel
bakteri yang digunakan untuk transformasi diperkira-
kan mencapai ODgy, = 1 (3-5x10° sel/ml).

Persiapan transformasi. Embrio muda varietas
Inpari 6 dan Dodokan berumur 8-12 hari setelah pe-
nyerbukan ditanam di media ko-kultivasi padat yang
mengandung asetosiringon 100 mg/l. Metode transfor-
masi mengacu pada metode Hiei dan Komari (2006).
Komposisi media dapat dilihat pada Tabel 3.

Transformasi embrio muda padi. Embrio muda
dari 2 varietas padi elit Indonesia Inpari 6 dan Dodok-
an yang ditanam di media ko-kultivasi padat kemudian
direndam dalam media ko-kultivasi cair. Media ko-
kultivasi cair terdiri dari bakteri A. tumefaciens strain
Agl-1::pCAMBIA 1301 yang disuspensikan ke dalam
media AA infeksi (Tabel 3) yang mengandung
asetosiringon sebanyak 0,1 mM (K1) dan 0,2 mM (K2).
Embrio muda padi direndam dalam suspensi bakteri
dengan cara meneteskan 5 ul media ko-kultivasi cair
ke setiap embrio muda padi. Embrio dalam keadaan
terendam pada suspensi bakteri ini diinkubasi selama
7 hari pada suhu 25°C di ruang gelap. Plasmid
pCAMBIA 1301 tersebut mengandung gen hptll (gen
yang menyandikan ketahanan terhadap antibiotik
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higromisin) dan gen gus (gen yang menyandikan
enzim f-glucuronidase). Tahap selanjutnya, embrio
muda dipindahkan ke media resting (Tabel 3) yang
mengandung antibiotik sefotaksim 300 mg/l dan
vancomisin 100 mg/l selama 5 hari dengan memotong
tunas yang tumbuh dari embrio tersebut. Embrio ter-
sebut kemudian ditanam di media seleksi (Tabel 3)
yang mengandung antibiotik sefotaksim 300 mg/l,
vancomisin 100 mg/l, dan higromisin 20 mg/l selama 3
x 10 hari.

Embrio yang berhasil lolos di media seleksi (yang
dapat tumbuh membentuk kalus) kemudian dipindah-
kan ke media preregenerasi (Tabel 3) selama 10 hari
yang mengandung antibiotik sefotaksim 200 mg/l,
vancomisin 100 mg/l, dan higromisin 20 mg/l. Kalus
yang dapat tumbuh di media preregenerasi kemudian
ditanam di media regenerasi (Tabel 3) yang mengan-
dung antibiotik sefotaksim 100 mg/l, vancomisin 100
mg/], dan higromisin 30 mg/l. Tunas yang tumbuh dari
kalus kemudian dipindahkan ke media perakaran
(Tabel 3) yang mengandung antibiotik sefotaksim 100
mg/l, vancomisin 100 mg/l, dan higromisin 40 mg/l.
Parameter yang diamati adalah jumlah embrio muda
yang ditransformasi, jumlah embrio yang lolos di me-
dia seleksi, jumlah kalus yang berhasil beregenerasi
membentuk spot hijau/tunas, jumlah planlet, jumlah
tanaman, serta jumlah galur independen yang berhasil
diperoleh.

Analisis molekuler tanaman putatif transgenik.
Analisis molekuler dengan PCR bertujuan untuk me-
mastikan tanaman putatif transgenik yang berhasil
tumbuh dari kalus embrio yang telah ditransformasi
mengandung gen penanda hpt (Gandill et al., 2001,
Karthikeyan et al., 2011). DNA genom diisolasi dari
daun padi tanaman putatif transgenik dan non transge-
nik (sebagai kontrol) dengan metode miniprep (Shure
et al., 1983). Amplifikasi DNA tanaman putatif transge-
nik dan non transgenik dilakukan dengan mengguna-

Tabel 3. Komposisi media transformasi yang mengacu pada metode Hiei dan Komari (2006).

Media Komposisi

NBH Garam dan vitamin N6 (Chu, 1978), asam cassamino 0,5 g/l, L-proline 0,5 g/I, sukrosa 20 g/l, D-glukosa 10 g/I,
2,4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/l, BA 1 mg/l, agarosae tipe | 5,5 g/l, pH 5,8.
AA infeksi (ko-kultivasi cair) Garam dan asam amino AA (Toriyama dan Hinata, 1985), vitamin B5, asam cassamino 0,5 g/l, sukrosa 20 g/I,

D-glukosa 10 g/l, pH 5,2.
N6As (ko-kultivasi padat)

Garam dan vitamin N6 (Chu, 1978), asam cassamino 0,5 g/l, L-proline 0,5 g/, sukrosa 20 g/, D-glukosa 10 g/l

2,4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/l, BA 1 mg/l, agarosae tipe | 5,5 g/l, pH 5,2.

NBM (resting)

Garam makro N6, garam mikro B5, dan vitamin (Gamborg et al., 1968), asam cassamino 0,5 g/l, L-proline 0,5 g/l

L-glutamine 0,3 g/l, D-maltose 20 g/l, D-manitol 36 g/l, 2,4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/l, BA 0,2 mg/l, fitagel 3 g/l, pH 5,8.

NBMH30 (seleksi)
NBPR (pre-regenerasi)

Media NBM, ditambah antibiotik yang sesuai.
Garam makro N6, garam mikro B5, dan vitamin (Gamborg et al., 1968), asam cassamino 0,5 g/l, L-proline 0,5 g/l

L-Glutamine 0,3 g/I, D-Maltose 30 g/l, 2,4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/l, BA 1 mgl/l, fitagel 3 g/l, pH 5,8.

RNM (regenerasi)

Garam makro N6, garam mikro B5, dan vitamin (Gamborg et al., 1968), asam cassamino 0,5 g/l, L-proline 0,3 g/l,

L-Glutamine 0,3 g/l, D-Maltose 30 g/l, NAA 1 mg/l, BA 3 mg/l, agarosae tipe | 4 g/l, pH 5,8.

R (perakaran)

Media dasar MS (Murashige dan Skoog, 1962), sukrosa 30 g/l, IBA 0,2 mg/l, fitagel 2,5 g/l, pH 5,8.
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kan primer spesifik untuk gen hpt, yaitu primer
forward: 5-GATGCCTCCGCTCGAAGTAGCG-3’ dan
primer reverse: 5’-GCATCTCCCGCCGTGCAC-3'. Seba-
nyak 15 pl produk PCR diseparasi dengan teknik
elektroforesis pada gel agarosa 1% (w/v), diwarnai
dengan EtBr dan divisualisasi dengan sinar UV
menggunakan instrumen chernidoc.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi Sistem Regenerasi Padi
Varietas Elit Indonesia

Induksi kalus

Kalus berhasil terbentuk dari skutelum embrio
muda setelah diinduksi selama 5-7 hari baik pada
media NBH maupun NBH-M (Tabel 4). Hasil peng-
amatan menunjukkan bahwa keberhasilan terbentuk-
nya kalus dari embrio muda dari 2 varietas padi yang
ditanam pada media NBH persentasenya lebih tinggi
dibandingkan dengan yang ditanam pada media NBH-
M (Tabel 4). Namun demikian, ukuran kalus yang ter-
bentuk dari eksplan yang ditanam pada media NBH-M
relatif lebih besar dibandingkan dengan ukuran kalus
dari eksplan yang di tanam pada media NBH (data
tidak disajikan). Morfologi kalus yang terbentuk dari
eksplan yang ditanam pada media NBH menunjukkan

bentuk kalus yang kompak, bulat, warna putih ke-
kuningan, dan mengkilap (kalus embriogenik). Se-
dangkan kalus yang terbentuk dari eksplan yang di-
tanam pada media NBH-M menunjukkan bentuk kalus
yang kompak, warna putih kekuningan, tetapi tidak
mengkilap (Gambar 1).

Embrio setelah disubkultur ke media yang sama
mampu membentuk spot hijau lebih banyak diban-
dingkan dengan embrio muda yang ditanam di media
NBH-M. Komposisi media induksi kalus yang mengan-
dung asam cassamino tinggi (0,5 g/l) dan prolin
rendah (0,5 g/1) dengan penambahan hormon 2,4-D
rendah (2 mg/l) pada media NBH dapat menginduksi
kalus lebih baik dan mampu menginduksi spot hijau
lebih banyak pada kalus yang terbentuk (Gambar 1).
Persentase embrio muda dalam membentuk kalus di
media NBH dari varietas Inpari 6 (93,2%) dan Dodokan
(90,8%) lebih tinggi dibandingkan dengan embrio
muda Inpari 6 (72,1%) dan Dodokan (86,2%) yang
ditanam di media induksi kalus NBH-M (Tabel 4).

Regenerasi kalus

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa kalus
dari embrio muda varietas Dodokan baik yang berasal
dari NBH maupun NBH-M belum berhasil membentuk
tunas setelah dipindah/ditanam pada media regene-

Gambar 1. Optimasi sistem regenerasi dengan menggunakan kalus embrio muda pada media yang
berbeda. A = hasil induksi kalus embrio muda Inpari 6 di media induksi kalus NBH dan setelah
disubkultur di media yang sama, B = hasil induksi kalus embrio muda Inpari 6 di media induksi
kalus NBH-M dan setelah disubkultur di media yang sama, C = tunas hasil regenerasi dari kalus
embrio muda varietas Inpari 6 yang berasal dari media NBH di media R1 (i) dan R2 (ii).
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rasi R1 maupun R2 (Tabel 5). Kalus-kalus Dodokan
yang ditanam pada media R1 maupun R2 hanya mam-
pu membentuk spot hijau saja. Varietas Dodokan se-
cara umum menunjukkan persentase pembentukan
kalus dengan spot hijau di media regenerasi R1 dan R2
lebih tinggi dibandingkan dengan varietas Inpari 6. Per-
sentase pembentukan spot hijau di media regenerasi
R1 dari kalus varietas Dodokan yang berasal dari me-
dia induksi kalus NBH sebesar 98,3% dan kalus yang
berasal dari media induksi kalus NBH-M sebesar
91,2%. Sedangkan persentase kalus dengan spot hijau
di media regenerasi R2 yang berasal dari media induk-
si kalus NBH sebesar 48,3% dan kalus yang berasal
dari media induksi kalus NBH-M sebesar 40%. Namun
demikian spot-spot hijau dari kalus varietas Dodokan
tersebut tidak berhasil beregenerasi membentuk
tunas.

Persentase pembentukan spot hijau dari kalus
varietas Inpari 6 meskipun lebih rendah dari varietas
Dodokan, tetapi mampu membentuk tunas pada
media regenerasi R1 maupun R2. Kalus-kalus dengan
spot hijau yang mampu beregenerasi membentuk tu-
nas hanya kalus yang berasal dari media induksi kalus
NBH. Sedangkan kalus yang berasal dari media NBH-M
pada varietas ini belum berhasil membentuk tunas di
media regenerasi R1 maupun R2. Persentase terben-
tuknya tunas dari kalus yang ditanam pada media R1
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(13,8%) lebih tinggi dibandingkan dengan persentase
terbentuknya tunas dari kalus yang ditanam pada
media R2 (3,9%) (Tabel 5 dan Gambar 1).

Secara umum, apabila dilihat dari persentase ke-
berhasilan kalus membentuk spot hijau dari kedua
varietas yang digunakan pada media regenerasi Rl
mapun R2, kalus yang ditanam pada media regenerasi
R1 lebih banyak membentuk spot hijau bila dibanding-
kan dengan kalus yang ditanam pada media rege-
nerasi R2 (Tabel 5). Apabila dilihat dari asal kalus pada
jenis media induksi kalus, kalus yang berasal dari
media NBH lebih tinggi persentasenya membentuk
spot hijau di media regenerasi R1 maupun R2 bila di-
bandingkan dengan kalus yang berasal dari NBH-M.

Dari komposisi media induksi kalus NBH dan
NBH-M, dapat dilihat bahwa terdapat perbedaan
konsentrasi asam cassamino, L-prolin, dan hormon
2,4-D antara kedua media tersebut. Hal ini mengindi-
kasikan bahwa asam cassamino dan/atau L-prolin ser-
ta hormon 2,4-D berpengaruh dalam menginduksi ka-
lus embriogenik. Menurut Ishizaki dan Kumashiro
(2008), asam cassamino merupakan salah satu sum-
ber asam amino yang sangat baik untuk pertumbuhan
kalus asam cassamino memiliki seluruh komponen
asam amino esensial kecuali triptofan sebagai sumber
nitrogen. Di sisi lain, L-prolin tidak mempengaruhi
pembentukan kalus embriogenik secara signifikan

Tabel 4. Jumlah dan deskripsi kalus dari 2 genotipe padi elit Indonesia yang ditumbuhkan pada 2 jenis media induksi kalus NBH dan NBH-M.

Media induksi kalus ~ Varietas Jumlah eksplan Jumlah kalus (%) Deskripsi

NBH Dodokan 130 118 (90,8) . . .
Inpari 6 17 109 (93.2) Kalus kompak, warna putih kekuningan, mengkilap

NBH-M Dodokan 130 112 (86,2) Kalus kompak, warna putih kekuningan, ukuran relatif lebih besar bila
Inpari 6 122 88 (72,1) dibandingkan dengan kalus di media NBH

Angka di dalam kurung menunjukkan persentase kalus yang terbentuk dari jumlah eksplan awal (embrio belum masak padi). NBH = garam dan
vitamin N6 (Chu, 1978), asam cassamino 0,5 g/l, L-proline 0,5 g/l, sukrosa 20 g/I, D-glukosa 10 g/l, 2,4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/l, BA 1 mgl/l,
agarosae tipe 1 5,5 g/l, pH 5,8; NBH-M = garam makro N6, garam mikro B5, dan vitamin (Gamborg et al., 1968), asam cassamino 0,3 g/l, L-prolin
3 g/l, sukrosa 20 g/l, 2,4-D 3 mg/l, NAA 1 mg/l, BAP 1 mg/l, agarosa tipe | 5,5, pH 5,8.

Tabel 5. Jumlah kalus, jumlah kalus dengan spot hijau, dan jumlah kalus yang beregenerasi pada 2 jenis media regenerasi R1 dan R2.

Jumlah kalus spot hijau  Jumlah kalus beregenerasi  Jumlah tanaman

Varietas  Media induksi kalus Media regenerasi Jumlah kalus %) (%) hijau
Dodokan NBH R1 59 58 (98,3) 0 0
R2 58 28 (48,3) 0 0

NBH-M R1 57 52 (91,2) 0 0

R2 55 22 (40) 0 0

Inpari 6 NBH R1 58 46 (79,3) 8 (13,8) 11
R2 51 31 (60,8) 2(3,9) 2

NBH-M R1 46 34 (73,9) 0 0

R2 42 16 (38,1) 0 0

Angka di dalam kurung menunjukkan persentase kalus yang dapat membentuk spot hijau dan beregenerasi menjadi tunas terhadap jumlah kalus
yang ditumbuhkan di media induksi kalus. NBH = garam dan vitamin N6 (Chu, 1978), asam cassamino 0,5 g/l, L-prolin 0,5 g/l, sukrosa 20 g/l,
D-glukosa 10 g/l, 2,4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/l, BA 1 mg/l, agarosae tipe | 5,5 g/l, pH 5,8; NBH-M = garam makro N6, garam mikro B5, dan vitamin
(Gamborg et al., 1968), asam cassamino 0,3 g/l, L-prolin 3 g/l, sukrosa 20 g/l, 2,4-D 3 mg/l, NAA 1 mg/l, 1 mg/l BAP, agarosa tipe | 5,5, pH 5,8.
R1 = media dasar dan vitamin MS, glutamin 0,3 g/l, sukrosa 30 g/l, kinetin 2 mg/l, NAA 1 mg/l, fitagel 3 g/l, pH 5,8. R 2 = media dasar dan
vitamin MS, asam cassamino 2 g/l, sukrosa 20 g/l, sorbitol 30 mg/l, kinetin 2,5 mg/l, NAA 0,25 mg/l, fitagel 3 g/l, pH 5,8.
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(Buiteveld et al., 1994). Konsentrasi hormon 2,4-D yang
digunakan secara tepat juga akan mempengaruhi
kualitas kalus yang terbentuk.

Perbedaan kemampuan regenerasi dari kalus
varietas Inpari 6 yang cukup besar pada media R1
(13,8%) dan R2 (3,9%) tentunya dipengaruhi oleh per-
bedaan pada komposisi kedua media tersebut. Perbe-
daan antara media R1 dan R2 terdapat pada kompo-
nen glutamin pada media Rl atau asam cassamino
dan sorbitol pada media R2. Selain itu, media R1 me-
miliki konsentrasi sukrosa dan NAA yang lebih tinggi
dibandingkan dengan media R2, sedangkan R2 memi-
liki konsentrasi kinetin yang lebih tinggi. Pengaruh dari
masing-masing komponen pada media tidak berdiri
sendiri, namun saling berkaitan (Chandler dan Vasil,
1984; Vasil dan Vasil 1985). Salah satu komponen pen-
ting dalam media ini adalah NAA. NAA pada media R1
memiliki konsentrasi 1 mg/l sedangkan pada media R2
sebesar 0,25 mg/l. Sesuai dengan penelitian yang telah
dilakukan oleh Tariq et al. (2008) yang menyatakan
bahwa NAA dengan konsentrasi 1 mg/l memberikan
frekuensi regenerasi padi yang paling tinggi.

Varietas Inpari 6 secara umum lebih baik dalam
membentuk kalus maupun tunas bila dibandingkan
dengan varietas Dodokan. Kalus varietas Inpari 6 yang
berhasil membentuk spot hijau di media regenerasi
(R1 dan R2) jumlahnya lebih sedikit dibandingkan de-
ngan kalus varietas Dodokan, namun demikian spot
hijau dari kalus tersebut mampu beregenerasi mem-
bentuk tunas. Hal ini menunjukkan bahwa kalus yang
berasal dari embrio muda varietas Inpari 6 lebih cocok
terhadap media yang digunakan dalam kegiatan opti-
masi regenerasi bila dibandingkan dengan varietas
Dodokan.

Media NBH (Hiei dan Komari, 2006) relatif lebih
baik dalam pembentukan kalus yang embriogenik
dibandingkan dengan media NBH-M. Media regenerasi
R1 lebih baik dalam menginduksi tunas bila dibanding-
kan dengan media R2 (mengacu pada metode Ishizaki
dan Khumasiro, 2008). Varietas Inpari 6 lebih kompe-
ten dalam membentuk tunas pada media regenerasi
bila dibandingkan dengan Dodokan.

Optimasi Sistem Transformasi Padi Varietas Elit
Indonesia

Ko-kultivasi

Dua varietas padi elit, yaitu Inpari 6 dan Dodokan
diko-kultivasi pada media K1 dan K2. Embrio muda
yang ditransformasi menggunakan media ko-kultivasi
K1 lebih tinggi persentasenya dalam menghasilkan
kalus yang lolos di media seleksi dibandingkan dengan
embrio muda yang ditransformasi menggunakan me-

dia ko-kutivasi K2 (Tabel 6). Persentase kalus embrio
muda yang dapat lolos di media seleksi yang berasal
dari media ko-kultivasi K1 dari varietas Inpari 6 sebe-
sar 88,8% dan Dodokan sebesar 83%. Sedangkan per-
sentase kalus embrio muda yang dapat lolos di media
seleksi yang berasal dari media ko-kultivasi K2 dari
varietas Inpari 6 sebesar 39%, sedangkan Dodokan
sebesar 42,2%.

Kalus-kalus embrio muda varietas Inpari 6 dan
Dodokan hasil transformasi yang menggunakan media
ko-kultivasi K1 juga lebih tinggi persentasenya dalam
menginduksi pembentukan spot hijau. Kalus embrio
muda dari varietas Inpari 6 berhasil membentuk spot
hijau tertinggi dengan persentase 11,8%. Kalus dengan
spot hijau tersebut mampu tumbuh beregenerasi men-
jadi tunas di media regenerasi.

Secara umum, kalus hasil transformasi yang di-
tumbuhkan di media ko-kultivasi K1 lebih tinggi per-
sentasenya dalam pembentukan spot hijau dan tunas
(baik di media regenerasi R1 maupun R2) bila diban-
dingkan dengan kalus yang berasal dari media ko-
kultivasi K2 (Tabel 6 dan Gambar 2). Media ko-
kultivasi K1 dan K2 mengandung asetosiringon dengan
konsentrasi yang berbeda. Meskipun asetosiringon
dapat meningkatkan efisiensi transformasi
(Sheikholeslam dan Weeks, 1987), namun dengan
menaikkan konsenstrasinya dari 0,1 mM (K1) menjadi
0,2 mM (K2) semakin menurunkan kemampuan rege-
nerasi kalus. Senyawa asetosiringon ini akan mengin-
duksi gen vir yang berada di dalam Ti-plasmid bakteri
untuk mentransfer gen yang ada di bagian T-DNA dari
plasmid tersebut ke dalam genom tanaman. Dari studi
yang dilakukan oleh Karthikeyan et al. (2011), diketa-
hui bahwa konsenstrasi asetosiringon sebesar 0,1 mM
merupakan konsentrasi optimum pada transformasi
padi tipe Indica.

Regenerasi

Pada tahap regenerasi, telah berhasil diperoleh
transforman padi varietas Inpari 6 (Tabel 6 dan
Gambar 2). Kalus Inpari 6 hasil transformasi yang di-
tumbuhkan di media ko-kultivasi K1 lebih tinggi per-
sentasenya dalam membentuk tunas di media regene-
rasi bila dibandingkan dengan kalus hasil transformasi
yang menggunakan media ko-kultivasi K2. Konsentrasi
asetosiringon sebanyak 0,1 mM sudah cukup mem-
bantu bakteri menginfeksi kalus padi, sehingga mam-
pu bertahan di media seleksi dan dapat beregenerasi
membentuk tunas. Dari hasil optimasi transformasi ter-
sebut berhasil diperoleh 13 transforman varietas Inpari
6, yang terdiri dari 10 transforman berasal dari embrio
muda yang ditumbuhkan di media ko-kultivasi K1 dan
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3 transforman berasal dari embrio muda yang ditum-
buhkan di media ko-kultivasi K2.

Seperti hasil pada kegiatan optimasi regenerasi,
kalus dari varietas Dodokan hanya mampu menghasil-
kan spot hijau saja di media regenerasi dan spot hijau
tersebut tidak mampu beregenerasi membentuk tunas
(Tabel 6). Kalus embrio muda varietas Inpari 6 yang
mampu menghasilkan spot hijau dengan persentase
sebanyak 11,8% mampu berkembang menjadi tunas di
media regenerasi. Kalus-kalus yang dapat beregene-
rasi menjadi tunas tersebut berasal dari embrio muda
yang di tanam di media ko-kultivasi dengan penam-
bahan asetosiringon sebanyak 0,1 mM (K1) maupun
0,2 mM (K2). Kalus yang berasal dari media ko-kulti-
vasi dengan penambahan asetosiringon sebanyak 0,1
mM lebih tinggi menghasilkan tunas (3,6%) jika diban-
dingkan dengan kalus yang berasal dari media dengan
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penambahan asetosiringon sebanyak 0,2 mM (0,65%).
Hasil tersebut dapat dikatakan bahwa nilai efisiensi
transformasi varietas Inpari 6 yang berasal dari media
ko-kultivasi K1 sebesar 3,6%, sedangkan yang berasal
dari media ko-kultivasi K2 nilai efisiensi transformasi-
nya lebih rendah, yaitu 0,65%. Dari hasil ini varietas
Inpari 6 merupakan varietas yang lebih cocok ditrans-
formasi dibandingkan dengan varietas Dodokan
(berdasarkan metode transformasi yang digunakan).

Analisis molekuler

Hasil dari analisis molekuler dari 11 transformman
Inpari 6 putatif transgenik generasi T, (9 transforman
berasal dari media ko-kultivasi K1 dan 2 transforman
berasal dari media ko-kultivasi K2) dapat dilihat pada
Gambar 3.

Tabel 6. Hasil transformasi embrio muda padi varietas Dodokan dan Inpari 6 dengan menggunakan 2 jenis media ko-kultivasi K1 dan K2.

. L . Jumlah kalus Jumlah kalus di Jumlah kalus  Jumlah kalus yang Jumlah
Media ko-kultivasi ~ Varietas Jumlah eksplan ) h . . -
lolos seleksi media regenerasi spot hijau beregenerasi transforman
K1 Inpari 6 170 151 (88,8) 32 (18,8) 20 (11,8) 6 (3,6) 10
Dodokan 241 200 (83) 14 (5,8) 8(3,3) 0 0
K2 Inpari 6 306 120 (39,2) 27 (8,8) 11 (3,6) 2 (0,65) 3
Dodokan 218 92 (42,2) 15 (6,9) 0 0 0

Angka dalam kurung menunjukkan persentase, yang masing-masing dihitung terhadap jumlah eksplan. K1 = garam makro N6, garam mikro B5,
dan vitamin (Gamborg et al., 1968), asam cassamino 0,5 g/l, L-prolin 0,5 g/l, sukrosa 20 g/l, glukosa 10 g/l, 2,4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/l, BAP 1
mg/l, asetosiringon 0,1 mM. K2 = garam makro N6, garam mikro B5, dan vitamin (Gamborg et al., 1968), asam cassamino 0,5 g/l, L-prolin 0,5 g/I,
sukrosa 20 g/l, glukosa 10 g/l, 2,4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/l, BAP 1 mg/l, asetosiringon 0,2 mM.

Gambar 2. Perkembangan kalus embrio muda Inpari 6 pada tahapan transformasi. A = embrio muda di media ko-kultivasi
K1, B = kalus di media seleksi (kalus yang tumbuh berwarna putih adalah kalus yang tahan di media seleksi),
C = kalus di media regenerasi yang berhasil berkembang menjadi tunas.

M A 1 2 3 4 5 6

8 9 10 11 K() K#)

500 bp

Gambar 3. Analisis molekuler pada 11 tanaman padi Inpari 6 transgenik generasi To. M = marker, A = air, 1-11 = DNA
sampel, K(-) = kontrol negatif (DNA) tanaman non transgenik, K(+) = kontrol positif (plasmid pCAMBIA-1301).
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Hasil uji molekuler yang dilakukan terhadap 11
tanaman T, hasil transformasi menunjukkan bahwa
semua tanaman yang diuji mengandung gen penanda
hpt yang ditunjukkan dengan terbentuknya amplikon
dengan ukuran 500 bp. Gen hpt berada di bagian T-
DNA yang telah berhasil ditransfer ke tanaman dengan
bantuan A. tumnefaciens, sehingga dari 11 tanaman
transgenik yang diuji telah mengandung gen hpt.
Dengan demikian, metode transformasi dan seleksi
yang telah dilakukan dapat digunakan sebagai acuan
untuk transformasi padi Indica.

KESIMPULAN

Kegiatan optimasi sistem regenerasi padi varietas
elit Indonesia menunjukkan media NBH (garam dan
vitamin N6, asam cassamino 0,5 g/l, L-prolin 0,5 g/,
sukrosa 20 g/l, D-glukosa 10 g/l, 2,4-D 2 mg/l, NAA 1
mg/l, BA 1 mg/l, agarosa tipe 1 5,5 g/I, pH 5,8) lebih baik
dalam menginduksi kalus embriogenik dibandingkan
dengan media NBH-M (garam makro N6, garam mikro
B5, dan vitamin, asam cassamino 0,3 g/l, L-prolin 3 g/l,
sukrosa 20 g/l, 2,4-D 3 mg/l, NAA 1 mg/l, BAP 1 mg/],
agarosa tipe I 5,5, pH 5,8). Media regenerasi R1 (media
dasar dan vitamin MS, glutamin 0,3 g/l, sukrosa 30 g/l,
kinetin 2 mg/l, NAA 1 mg/l, fitagel 3 g/l, pH 5,8) lebih
baik dalam menginduksi tunas dibandingkan dengan
media R2 (media dasar dan vitamin MS, asam cassa-
mino 2 g/l, sukrosa 20 g/, sorbitol 30 mg/l, kinetin 2,5
mg/l, NAA 0,25 mg/], fitagel 3 g/, pH 5,8).

Kegiatan optimasi sistem transformasi menunjuk-
kan media ko-kultivasi K1 (garam makro N6, garam
mikro B5, dan vitamin, asam cassamino 0,5 g/,
L-prolin 0,5 g/l, sukrosa 20 g/l, glukosa 10 g/l, 2,4-D
2 mg/l, NAA 1 mg/l, BAP 1 mg/l, asetosiringon 0,1 mM)
yang mengandung asetosiringon 0,1 mM lebih baik un-
tuk transformasi padi varietas Inpari 6, jika dibanding-
kan dengan transformasi mengggunakan media ko-
kultivasi K2 (garam makro N6, garam mikro B5, dan
vitamin, asam cassamino 0,5 g/, L-prolin 0,5 g/,
sukrosa 20 g/l, glukosa 10 g/l, 2,4-D 2 mg/l, NAA 1 mg/l,
BAP 1 mg/l, asetosiringon 0,2 mM). Varietas Inpari 6
mempunyai efisiensi transformasi sebesar 3,6% dan
Dodokan (0%). Hasil uji molekuler semua transforman
Inpari 6 yang dianalisis (11 transforman) mengandung
gen hpt. Hasil penelitian ini akan bermanfaat dalam
pengembangan perakitan padi Indica transgenik di
Indonesia.
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