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ABSTRACT

Plant Regeneration from Anther Culture of Several Ac-
cessions of Indica Rice Tolerant to Aluminum. Iswari S.
Dewi, Bambang S. Purwoko, Hajrial Aswidinnoor, Ida H.
Somantri, and M.A. Chozin. Anther culture provides the
quick route in obtaining pure lines in a single generation
from either green haploid plant that may be artificially or
spontaneously doubled. Indica rice known as recalcitrant
genotype because of its difficulty in regenerating sufficient
number of green plantlets among the regenerated plants
through anther culture. Whilst, research on studying anther
culture ability has to be done to assure the success of rice
breeding through anther culture. The objective of this
research was to determine regeneration ability of five ac-
cessions of indica rice tolerance to aluminum through appli-
cation of putrescine in anther culture. Completely random-
ized design with 15 replications was used in this research.
Treatments consisted of five accessions of aluminum toler-
ance indica rice, ie. CT6510-24-1-3, Grogol, Hawara Bunar,
Krowal, and Sigundil. Callus induction medium based on N6
medium + 10% M putrescine, while regeneration medium
based on MS + 102 M putrescine. The results indicated that
culture ability is controlled by the genotype. From this
research, Grogol, Krowal and Sigundil were selected as ac-
cessions having good rice anther culture ability, and there-
fore can be used as parents for developing new rice varieties
tolerance to aluminum through anther culture.

Key words: Rice, subspecies indica, anther culture, plant
regeneration.

PENDAHULUAN

Di Indonesia perakitan varietas unggul padi yang
toleran aluminium, merupakan salah satu prioritas. Hal
ini disebabkan umumnya lahan kering di luar Jawa
didominasi oleh tanah Podzolik Merah Kuning di mana
kandungan aluminium merupakan faktor pembatas
pertumbuhan tanaman yang utama (Partohardjono et
al. 1997). Beberapa aksesi padi gogo subspesies indica
yang dapat dipilih sebagai sumber toleransi terhadap
cekaman aluminium antara lain Sigundil, Hawara
Bunar, Grogol, Seratus Malam, Krowal, Ketombol,
Sgiliti, Mendali, Banih Kuning, Bakka Turuy, Cempo,
ITA 24764, dan CT 6510-24-1-3 (Purwoko et al. 2005;
Jagau 2000; Suparto 1999; Asfaruddin 1997).
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Pemuliaan tanaman padi melibatkan proses me-
nyilangkan dan menyeleksi yang dapat berlangsung
antara 8 sampai 10 generasi untuk memproduksi ga-
lur murni dari populasi heterogen. Proses pemuliaan
untuk memperoleh galur-galur murni yang lama terse-
but dapat lebih singkat hanya satu sampai dua genera-
si saja melalui pemanfaatan sistem haploid (Dewi et
al. 1996). Untuk menghasilkan tanaman haploid ganda
pada tanaman sereal, seperti padi, lebih sering dilaku-
kan melalui kultur antera dibandingkan dengan mela-
lui kultur tepung sari. Hal ini disebabkan frekuensi
pembentukan tanaman hijau sangat rendah pada kul-
tur tepung sari (Cho dan Zapata 1990). Namun demi-
kian, padi subspesies indica merupakan genotipe re-
kalsitran yang sulit menghasilkan regeneran tanaman
hijau melalui kultur antera. Para ahli di Cina dapat
menghasilkan tanaman hijau paling tinggi sebesar
3,0% untuk indica (Zhang 1989), sedangkan untuk per-
silangan indica/indica lebih rendah lagi, yaitu sebesar
2,0% (Zhuo et al. 1996).

Menurut Li (1992), penelitian mengenai kemam-
puan suatu genotipe dalam menghasilkan tanaman
hijau perlu dilakukan untuk menjamin keberhasilan
pemuliaan padi melalui kultur antera. Selain tergan-
tung dari genotipe yang digunakan sebagai bahan kul-
tur, daya kultur antera juga dipengaruhi oleh zat peng-
atur tumbuh yang digunakan dalam media (Chung
1992). Poliamin dilaporkan sebagai zat pengatur tum-
buh yang berperan dalam pertumbuhan dan perkem-
bangan tanaman, mulai dari perkecambahan biji sam-
pai senesen (Kumar et al. 1997). Putresin adalah salah
satu jenis zat pengatur tumbuh poliamin yang merupa-
kan prekursor untuk sintesis poliamin lain, yaitu ber-
turut-turut spermidin dan spermin lewat penambahan
satu dan dua gugus amino-propil. Dewi et al. (2004)
melaporkan bahwa putresin lebih efisien dibanding-
kan dengan spermidin dan spermin dalam meningkat-
kan induksi kalus dan regenerasi tanaman pada kultur
antera model padi Taipei-309.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mempelajari
kemampuan beregenerasi beberapa aksesi plasma
nutfah padi indica yang akan dipilih sebagai tetua
sumber toleran cekaman aluminium melalui teknik
kultur antera yang menggunakan putresin.
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BAHAN DAN METODE

Bahan yang digunakan ialah antera plasma nut-
fah padi subspesies indica toleran cekaman alumi-
nium, yaitu CT 6510-24-1-3, Grogol, Hawara Bunar,
Krowal, dan Sigundil (Jagau 2000; Asfaruddin 1997
Suparto 1999) serta media berbasis N6 (Chu 1978) un-
tuk induksi kalus dan MS (Murashige dan Skoog 1962)
untuk regenerasi tanaman dengan penambahan 10 M
putresin. Percobaan dilaksanakan menggunakan Ran-
cangan Acak Lengkap (RAL) dan masing-masing per-
lakuan diulang 15 kali. Setiap ulangan adalah 1 cawan
petri yang berisi +150 antera yang berasal dari 25 buah
bunga atau spikelet muda.

Pelaksanaan kultur antera mengikuti metode
Dewi et al. (1994). Malai dikoleksi saat tanaman padi
pada fase bunting, kemudian disimpan selama 8 hari
dalam ruang bersuhu 5°C. Sebelum dilakukan pena-
naman antera dilakukan seleksi malai untuk menda-
patkan antera yang berisi butir sari/mikrospora uni-
nukleat. Malai terpilih disterilkan dengan 20% Bayclin.
Spikelet yang sudah steril dipotong 1/3 dari pangkalnya
dan dikumpulkan pada cawan petri steril. Masing-
masing spikelet kemudian dijepit dengan pinset dan
diketukkan pada tepi cawan petri yang berisi 25 ml
media induksi kalus, sampai antera keluar dan jatuh
ke atas media. Selanjutnya kultur diinkubasi di ruang
gelap pada suhu 2542°C untuk menginduksi kalus dari
butir sari di dalam antera.

Kalus bertekstur kompak ukuran 1-2 mm
(Sasmita et al. 2001) dipindahkan ke dalam botol kul-
tur yang berisi 25 ml media regenerasi. Tanaman hijau
yang sudah mencapai tinggi 3-5 cm dipindahkan ke
dalam tabung kultur berisi 15 ml media perakaran,
yaitu MS + 0,5 mg/l IBA.

Pengamatan meliputi jumlah antera yang mem-
bentuk kalus (AMK), jumlah kalus yang terbentuk (JK),
jumlah kalus yang menghasilkan tanaman (KMT),
jumlah tanaman (TT), jumlah tanaman hijau (TH), dan
jumlah tanaman albino (TA).

Kemampuan perlakuan untuk menginduksi kalus
dan dideferensiasi kalus menjadi tanaman dihitung
berdasarkan persentase AMK terhadap persentase
KMT yang disebut sebagai rice anther culture ability
(RACA), sedangkan efisiensi setiap perlakuan di dalam
menghasilkan tanaman hijau dihitung sebagai rasio
tanaman hijau per antera yang ditanam. Data dianali-
sis menggunakan sidik ragam, jika ada perbedaan di-
lanjutkan dengan uji Jarak Berganda Duncan (DMRT).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemberian 10° M putresin pada media induksi
dan regenerasi kalus telah berhasil meningkatkan
tanaman hijau pada kultur antera persilangan model
padi (Dewi et al. 2004) namun belum diketahui efek-
tifitasnya pada kultur antera padi indica. Efisiensi tek-
nik kultur antera ditentukan oleh tanaman hijau yang
dapat dihasilkan serta tanaman haploid ganda yang di-
hasilkan baik secara spontan maupun diinduksi. Pro-
duksi tanaman hijau melalui kultur antera ditentukan
melalui tanggap antera terhadap kultur in vitro, keber-
hasilan induksi kalus dan regenerasi kalus tersebut
menjadi tanaman hijau. Oleh karena itu, kemampuan
menginduksi kalus atau embrioid dari mikrospora atau
polen merupakan faktor pertama yang akan menentu-
kan keefisienan kultur antera (Zhou 1996).

Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa ke-
mampuan setiap genotipe dalam menghasilkan kalus
dan meregenerasikannya menjadi tanaman berbeda-
beda (Tabel 1 dan 2). Pada kelima aksesi yang diuji
terdapat variasi yang nyata dalam kemampuan antera
menghasilkan kalus, kecuali antara Grogol dan Krowal
(Tabel 1). Tanggap antera dalam menghasilkan kalus
tertinggi diperoleh dari Sigundil (36,3 antera/cawan
petri), sedangkan terendah dari CT650-1-3 (1,9 antera/
cawan petri). Pola yang hampir sama juga terjadi pada
jumlah kalus yang dihasilkan. Sigundil menghasilkan
80,4 butir kalus/cawan petri, sedangkan CT650-1-3
menghasilkan 2,9 butir kalus/cawan petri. Pola yang
sama juga diperoleh untuk kemampuan antera dalam
menghasilkan kalus.

Efisiensi antera dalam menghasilkan kalus bera-
gam antar kelima aksesi. Persentase antera mengha-
silkan kalus tertinggi diperoleh dari Sigundil (26,51%)
diikuti oleh Grogol (12,87%) dan Krowal (10,69%). Pola
yang sama terjadi pada persentase Kkalus terhadap
antera dengan persentase tertinggi diperoleh dari
Sigundil (58,6%) dan terendah dari CT650-1-3 (2,11%).

Hanya sebagian kecil kalus yang dapat mengha-
silkan tanaman, baik tanaman hijau, albino atau ke-
duanya (Tabel 2). Zhang (1992) melaporkan bahwa
kalus yang dapat beregenerasi menjadi tanaman ada-
lah kalus yang bertekstur kompak, sedangkan kalus
yang remah, basah, dan transparan sulit untuk ber-
diferensiasi menghasilkan tanaman. Sigundil mempu-
nyai kalus menghasilkan tanaman terbanyak (3,5 butir
kalus/cawan petri) sedangkan terendah adalah CT650-
1-3, yaitu 0,3 butir kalus/cawan petri. Dilihat dari efisi-
ensi kalus dalam menghasilkan tanaman, meskipun
Sigundil menghasilkan kalus terbanyak (Tabel 1) tetapi
ternyata terendah dalam persentase kalus menghasil-
kan tanaman. Persentase kalus menghasilkan tanam-
an tertinggi dicapai oleh Hawara Bunar (Tabel 2).
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Tabel 1. Produksi kalus pada kultur antera padi indica aksesi toleran cekaman aluminium.

. Jumlah antera menghasilkan kalus Jumlah Kalus
Aksesi
Rata-rata Persentase Rata-rata Antera (%)

Hawara Bunar 4,1c 2,86¢c 6,3c 4,45¢c
Grogol 17,3b 12,87b 33,7b 25,13b
Sigundil 36,3a 26,51a 80,4a 58,60a
CT650-24-1-3 1,9d 1,39d 2,9c 2,11c
Krowal 15,7b 10,69b 31,8b 21,82b

Angka-angka pada satu lajur yang diikuti oleh huruf sama tidak berbeda pada taraf nyata 5% menurut

uji DMRT.

Tabel 2. Efisiensi kalus dalam menghasilkan tanaman pada kultur antera padi indica aksesi toleran

cekaman aluminium.

Jumlah kalus menghasilkan tanaman Jumlah tanaman total

Aksesi ACA!
Rata-rata Persentase Rata-rata

Hawara Bunar 1,7b 53,28a 5,8b 0,08

Grogol 2,5ab 11,09c 7,4b 2,27

Sigundil 3,5a 4,80d 13,9ab 12,21

CT650-24-1-3 0,3c 20,51b 0,7c 0,10

Krowal 2,9ab 13,12c 14,2a 1,66

RACA = rice anther culture ability, yaitu kemampuan menghasilkan tanaman pada kultur antera;
! tidak diuji statistik. Angka-angka pada satu lajur yang diikuti oleh huruf sama tidak berbeda pada

taraf nyata 5% menurut uji DMRT.

Rata-rata jumlah tanaman yang dihasilkan dari
setiap aksesi yang diuji juga bervariasi. Rata-rata jum-
lah tanaman terbanyak dihasilkan oleh Krowal, yaitu
14,2 tanaman (Tabel 2). Rata-rata jumlah tanaman
yang dihasilkan Krowal tidak berbeda nyata dengan Si-
gundil, tetapi berbeda nyata dengan Hawara Bunar,
Grogol, dan CT650-1-3. Penelitian Zhang (1989) me-
nunjukkan bahwa pada kultur antera padi, genotipe
berbeda akan berbeda dalam laju induksi kalus dan
diferensiasi kalus menjadi tanaman. Hasil RACA ter-
tinggi diperoleh dari Sigundil, yaitu 12,21 dan terendah
dari Hawara bunar, yaitu 0,08 (Tabel 2).

Pada kultur jaringan padi dan serealia lainnya
regenerasi tanaman dari kalus dapat berupa tanaman
hijau maupun tanaman albino, yaitu tanaman yang
tidak mempunyai klorofil. Tanaman hijau umumnya
dihasilkan oleh kalus yang berwarna kekuningan,
sedangkan kalus yang berwarna putih menghasilkan
tanaman albino (Gambar 1). Kalus yang pertama kali
muncul umumnya sangat mudah berdiferensiasi men-
jadi tanaman hijau (Dewi et al. 2004; Sasmita et al.
2001).

Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa ge-
notipe tanaman donor nyata mempunyai peran pen-
ting dalam menentukan produksi tanaman hijau me-
lalui kultur antera (Tabel 3). Masyhudi (1997), Razdan
(1993), dan Chung (1992) juga menemukan hasil yang
sama pada kultur antera padi javanica dan japonica.
Produksi tanaman hijau, berturut-turut dari yang ter-
tinggi ke terendah, diperoleh dari Sigundil, Krowal, dan

Grogol, sedangkan Hawara Bunar dan CT650-24-1-3
hanya dapat menghasilkan tanaman albino (Gambar
2).

Pada tanaman serealia, persentase tanaman hi-
jau yang dapat diregenerasikan masih merupakan fak-
tor pembatas dalam penggunaan kultur antera untuk
pemuliaan (Zhou 1996). Pada penelitian ini (Tabel 3),
persentase tanaman hijau tertinggi diperoleh dari
Sigundil (60,29%) diikuti oleh Krowal (46,01%) dan
Grogol (1,80%). Untuk padi subspesies indica persen-
tase tanaman hijau ini cukup baik. Hal ini disebabkan
pada umumnya persentase tanaman hijau yang
diperoleh dari padi subspesies indica hanya sekitar 3%
(Zhang 1989). Hasil pada kultur antera padi subspesies
indica yang menggunakan 10° M putresin ini hampir
sebanding dengan penelitian Chen (1983) pada kultur
antera padi subspesies japonica tanpa putresin. Sub-
spesies ini mempunyai anther culture ability tinggi,
dengan frekuensi kemampuan kalus beregenerasi
menjadi tanaman hijau berkisar antara 20-60%.

Menurut Zhang (1992) dalam Kkultur antera,
efisiensi kultur antera yang terkait dengan produksi
tanaman hijau dinyatakan dalam rasio tanaman hijau
(TH) terhadap jumlah kalus menghasilkan tanaman
(KMT) dan persentase tanaman hijau yang dihasilkan
terhadap jumlah antera yang dikulturkan. Kedua
peubah ini merupakan kriteria terpenting dalam mem-
perhitungkan efisiensi penggunaan kultur antera. Pada
penelitian ini, rasio TH terhadap KMT dari yang ter-
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Tunas calon tanaman hijau

Kalus

Gambar 1. Tunas calon tanaman hijau dihasilkan oleh kalus bertekstur kompak berwarna agak kekuningan.
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Gambar 2. Regenerasi tanaman hasil kultur antera pada lima aksesi padi subspesies
indica toleran aluminium. HB = Hawara Bunar, GR = Grogol, SG = Sigundil,

CT = CT6510-24-1-3, KR = Krowal.

Tabel 3. Efisiensi produksi tanaman pada kultur antera padi indica aksesi toleran cekaman aluminium.

Tanaman Efisiensi Kultur Antera
Aksesi ) )
Rasio TH TH terhadap jumlah
* (0, * (0,
™ TH* (%) A TA* (%) terhadap KMT  antera diinokulasi (%)
Hawara Bunar 0,0c 0,00 5,8a 100,00 0,00c 0,00c
Grogol 0,1c 1,80 7,3a 98,20 1,50b 0,08c
Sigundil 8,4a 60,29 5,5a 39,71 2,60a 6,08a
CT650-24-1-3 0,0c 0,00 0,7b 100,00 0,00c 0,00c
Krowal 6,5b 46,01 7,7a 53,99 1,20b 4,32b

TH = tanaman hijau, TA = tanaman albino, KMT = kalus menghasilkan tanaman, * = tidak diuji statistik.
Angka-angka pada satu lajur yang diikuti oleh huruf sama tidak berbeda pada taraf nyata 5% menurut uji

DMRT.

tinggi berturut-turut adalah Sigundil (2,6), Grogol (1,5),
dan Krowal (1,2), sedangkan untuk persentase TH ter-
hadap jumlah antera diionokulasi berturut-turut adalah
Sigundil (6,08), Krowal (4,32), dan Grogol (0,08). Hal
ini menunjukkan bahwa efisiensi ketiga aksesi terse-
but dalam menghasilkan tanaman hijau lebih baik di-
bandingkan dengan Hawara Bunar dan CT650-24-1-3
(Tabel 3).

Sehubungan dengan rice anther culture ability
(RACA) (Tabel 2) serta efisiensi genotipe dalam meng-

hasilkan tanaman hijau (Tabel 3), Sigundil, Krowal,
dan Grogol merupakan aksesi yang terpilih untuk digu-
nakan pada penelitian selanjutnya sebagai salah satu
tetua dari tanaman F1 yang anteranya akan digunakan
dalam kultur antera padi F1 indica x indica. Dasar pe-
milihan ini sesuai dengan anjuran Sopory dan Munshi
(1996) yang menekankan akan lebih pentingnya me-
milih genotipe yang dapat meregenerasikan tanaman
hijau dibandingkan dengan genotipe yang mempro-
duksi kalus yang banyak.
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Dengan diperolehnya informasi kemampuan me-
regenerasikan tanaman hijau melalui kultur antera pa-
da aksesi padi toleran aluminium ini, pada penelitian
selanjutnya diharapkan akan dapat diperoleh galur
haploid ganda spontan dengan jumlah yang cukup
dari kultur antera F1 hasil persilangan aksesi toleran Al
tersebut dengan varietas unggul. Galur murni tersebut
akan dapat digunakan sebagai bahan seleksi untuk
menghasilkan varietas baru yang berdaya hasil tinggi
seperti varietas unggul serta mempunyai toleransi ting-
gi terhadap cekaman aluminium seperti ketiga aksesi
toleran, yaitu Sigundil, Krowal, dan Grogol.

KESIMPULAN

Kemampuan meregenerasikan tanaman melalui
kultur antera dipengaruhi oleh perbedaan kelima
genotipe padi subspesies indica yang diuji. Grogol,
Krowal, dan Sigundil merupakan aksesi yang mempu-
nyai kemampuan meregenerasikan tanaman hijau
yang cukup baik melalui kultur antera, sehingga ber-
potensi untuk digunakan dalam perakitan varietas
baru toleran aluminium.
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