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ABSTRACT

The breeding of rainfed rice tolerant to drought can be accomplished using anther culture. The objectives of this
research were to determine regeneration abilities of six F'l anther culture and its acclimatization ability. The experiment was
arranged in completely randomized design with 14 replications. The treatments consisted of six F1 derived from crossing:
INPARI 18 x IR83140-B-11-B (G1), INPARI 18 x BI12825E-TB-1-25 (G2), INPARI 18 x IR87705-14-11-B-SKI-12 (G3),
INPARI 22 x IR83140-B-11-B (G4), Bio-R81 x O18b-1 (G5), Bio-R82-2 x O18b-1 (G6). Media for callus induction was based
on N6 medium + 2.0 mg L' NAA + 0.5 mg L kinetin + 1.0 mM putresin + 60 g L' sucrosa, media for regeneration was
based on MS + 0.5 mg L' NAA + 2.0 mg L kinetin + 1.0 mM putresin, and media for rooting was based on MS + 0.5 mg L
IBA + 30 g L' sucrosa. The result indicated that all six F1 had different ability in anther culture. Bio-R82-2 x O18-bl (G6)
and Bio-R81 x O18-bl (G5) F1 genotype had good response both of callus induction and plant regeneration. These two F1
genotypes also gave the highest ratio of green planlet production to number of anther inoculated (GP:AI) were 5.50% and
4.65%, respectively. In this research, there were identified doubled haploid plants were developed from 4 F1 derived cross
namely G2 (2 plants), G3 (4 plants), G5 (21 plants), and G6 (26 plants).
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ABSTRAK

Pembentukan tanaman dihaploid padi sawah tadah hujan yang memiliki toleransi terhadap kekeringan dapat dilakukan
dengan menggunakan kultur antera. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui respon daya regenerasi kultur antera enam
asal persilangan (F'1) dan kemampuan aklimatisasinya. Kultur antera dilakukan di rumah kaca BB Biogen dan Laboratorium
Kultur Jaringan BB Biogen pada bulan Oktober 2013 sampai Juni 2014. Percobaan dilaksanakan menggunakan rancangan
acak lengkap dengan 14 ulangan. Pengujian dilakukan terhadap enam asal persilangan (F1) yaitu : INPARI 18 x IR83140-B-
11-B (G1), INPARI 18 x B12825E-TB-1-25 (G2), INPARI 18 x IR87705-14-11-B-SKI-12 (G3), INPARI 22 x IR83140-B-11-B
(G4), Bio-R81 x O18b-1 (G5), Bio-R82-2 x O18b-1 (G6). Media induksi kalus adalah media N6 + 2.0 mg L' NAA + 0.5
mg L kinetin + 1.0 mM putresin + 60 g L' sukrosa, media regenerasi kalus adalah media MS + 0.5 mg L' NAA + 2.0 mg L’
kinetin + 1.0mM putresin + 40 g L' sukrosa. Media perakaran adalah media MS + 0.5 mg L' IBA + 30 g L' sukrosa. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa keenam asal persilangan (F1) memberikan respon yang bervariasi terhadap kultur antera
padi. Asal persilangan G6 dan G5 menghasilkan respon induksi kalus dan regenerasi tanaman paling baik. Kedua asal
persilangan tersebut juga memberikan efisiensi pembentukan tanaman hijau (TH:JA) lebih tinggi dibandingkan keempat
asal persilangan lainnya, yaitu 5.50% dan 4.65%. Teridentifikasi dari 6 asal persilangan hanya 4 asal persilangan yang
menghasilkan tanaman dihaploid, yaitu G1 (2 tanaman), G2 (4 tanaman), G5 (21 tanaman), dan G6 (26 tanaman,).

Kata kunci: Dihaploid, induksi kalus, padi
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PENDAHULUAN

Kekeringan merupakan salah satu faktor utama yang
berkontribusi terhadap rendahnya dan tidak stabilnya
produksi padi sawah tadah hujan di wilayah Asia (Pandey
dan Bhandari, 2008). Diperkirakan sekitar 23 juta Ha lahan
sawah (20% dari luas total lahan sawah) di Asia mengalami
kekeringan dengan intensitas yang berbeda-beda. Perakitan
padi sawah tadah hujan yang toleran kekeringan serta
memiliki hasil tinggi merupakan salah satu solusi untuk
mengatasi kendala dalam peningkatan produktivitas padi.
Salah satu caranya dengan memanfaatkan tetua donor yang
toleran kekeringan yang disilangkan dengan tetua yang
memiliki potensi hasil tinggi (Atlin et al., 2006; Bernier et
al., 2008; Babu, 2010). Upaya lainnya dengan melakukan
seleksi genotipe padi yang adaptif dan toleran kekeringan
(Serraj et al., 2011). Selain itu, rekayasa genetika dapat
membantu pemulia dalam perakitan varietas padi yang
toleran kekeringan. Diantaranya yaitu dengan penyisipan
Gen OsDREBI1A pada tanaman padi untuk regenerasi sifat
toleran kekeringan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
transformasi kalus yang berasal dari 469 biji padi varietas
Nipponbare menghasilkan 103 tanaman padi putative
transgenik. Seluruh tanaman putatif transgenik padi yang
diperoleh mengandung gen OsDREB1A berdasarkan hasil
analisis molekuler dengan teknik PCR (Santosa et al.,
2011).

Pembentukan varietas unggul padi sawah tadah hujan
yang toleran kekeringan secara konvensional memerlukan
waktu yang relatif lama, karena harus melakukan seleksi
pada populasi bersegregasi selama beberapa generasi. Galur
murni dengan sifat-sifat yang unggul dapat diperoleh pada
waktu lebih dari 5 tahun. Teknik kultur antera dilaporkan
dapat mempercepat perolehan galur-galur murni karena
galur murni dihaploid (DH) yang homozigot dapat segera
diperoleh pada generasi pertama (Basu ez al., 2011). Dengan
demikian, pemanfaatan kultur antera dapat meningkatkan
efisiensi proses seleksi, serta menghemat biaya, waktu
dan tenaga kerja (Dewi dan Purwoko, 2012). Teknik ini
telah banyak dimanfaatkan oleh para peneliti padi dengan
berbagai macam tujuan, antara lain untuk mendapatkan
galur-galur toleran naungan (Sasmita et al., 2006), galur-
galur toleran aluminium (Dewi et al., 2009), perakitan tetua
padi hibrida (Lestari dan Nugraha, 2006), perakitan padi
tipe baru melalui seleksi silang berulang dan kultur anter
(Abdullah et al., 2008) dan pembentukan padi gogo dengan
sifat-sifat tipe baru (Herawati et al., 2008; Safitri et al.,
2010; Purbokurniawan et al., 2014). Untuk memperoleh
galur murni dihaploid dengan keragaman genetik yang luas
maka kultur antera dilakukan menggunakan tanaman dengan
heterozigositas tinggi, yaitu populasi generasi pertama (F1)
dan kedua (F2) (Dewi dan Purwoko, 2001).

Umumnya tanaman haploid pada kultur antera padi
diperoleh melalui dua tahap, yaitu tahap induksi butir
tepung sari menjadi kalus (embrioid), dan tahap diferensiasi
menjadi tanaman kecil (plantlet) (Dewi dan Purwoko,
2001). Keberhasilan kultur antera masih dibatasi oleh
beberapa faktor, yaitu genotipe tanaman, komposisi media,
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praperlakuan antera sebelum dikulturkan, fase pembentukan
mikrospora pada saat antera dikulturkan, kondisi lingkungan
tanaman yang akan diambil anteranya dan fase pengambilan
malai (Lee et al., 2004; Kaushal et al., 2014). Kaushal et al.
(2014) melaporkan bahwa genotipe, suhu saat praperlakuan,
durasi praperlakuan dan interaksinya menunjukkan pengaruh
yang nyata pada induksi kalus dan regenerasi tanaman
hijau. Bagheri dan Jelodar (2008) menunjukkan bahwa
faktor genetik sangat mempengaruhi proses kultur antera,
baik dalam induksi kalus maupun regenerasi tanaman hijau
karena keduanya diwariskan secara kuantitatif.

Penampilan fenotipik tanaman padi dapat dibedakan
antara haploid dengan dihaploid pada generasi awal (DHO).
Secara umum tanaman haploid lebih pendek, mempunyai
banyak anakan, daun lebih pendek dan sempit, bulir gabah
yang lebih kecil dan hampa (steril) serta tidak mempunyai
ligula dan aurikel (Safitri et al., 2010). Fertilitas tanaman
haploid dapat diperbaiki menjadi dihaploid melalui
penggandaan kromosom secara spontan, melalui induksi
dengan pemangkasan (ratun) dan pemberian perlakuan
kolkisin 0.1-0.3 % (Dewi et al., 2007; Fu et al., 2008).

Produksi tanaman haploid salah satunya ditentukan
oleh regenerasi tanaman dari kalus atau embrioid dan
persentase tanaman hijau yang dihasilkan (Zhou, 1996).
Penelitian dilakukan untuk mengetahui respon daya
regenerasi enam genotipe padi hasil kultur antera dan
kemampuan aklimatisasinya.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan,
Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan
Sumber Daya Genetik Pertanian, Bogor pada bulan Oktober
2013 sampai dengan Juni 2014.

Bahan yang digunakan adalah eksplan antera (kepala
sari) dari 6 genotipe F1 hasil persilangan VUB padi sawah;
galur hasil kultur antera (Bio-R81 dan Bio-R82-2); dengan
galur-galur padi sawah tadah hujan (IR83140-B-11-B,
B12825E-TB-1-25, IR87705-14-11-B-SKI-12); galur
padi gogo (O18b-1) dengan kombinasi persilangan sebagai
berikut : INPARI 18 x B12825E-TB-1-25 (G1), INPARI 18
x IR87705-14-11-B-SKI-12 (G2), INPARI 18 x IR83140-
B-11-B (G3), INPARI 22 x IR83140-B-11-B (G4), Bio-
R81 x O18b-1 (G5), dan Bio-R82-2 x O18b-1 (G6). Media
induksi kalus adalah media N6 yang ditambahkan 2.0 mg
L'NAA dan 0.5 mg L' kinetin, sedangkan media regenerasi
kalus adalah media MS yang ditambahkan 0.5 mg L' NAA
dan 2.0 mg L' kinetin. Putresin 10 M dan sukrosa berturut-
turut sebanyak 60 g L' dan 40 g L' ditambahkan ke dalam
media induksi kalus dan media regenerasi. Media perakaran
adalah media MS + 0.5 mg L' IBA + 30 g L' sukrosa.

Percobaan disusun menggunakan rancangan acak
lengkap dengan 14 ulangan. Setiap ulangan merupakan
satu cawan petri yang berisi antera dari 25-30 spikelet
(bulir bunga) padi dari satu tanaman yang berasal dari satu
genotipe F1. Pelaksanaan kultur antera mengikuti metode
Dewi et al. (2004). Antera diambil dari malai yang masih
terselubung pada saat fase bunting dengan jarak aurikel daun
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bendera dengan aurikel daun di bawahnya 7-10 cm. Malai
tersebut dicuci bersih kemudian dibungkus dengan kertas
tissue yang telah dibasahi. Selanjutnya malai disimpan
dalam ruang dingin bersuhu 5 °C selama 7-10 hari. Spikelet
(bulir bunga) berasal dari bagian tengah atas malai yang
telah dibuka selubungnya. Spikelet yang terpilih disterilkan
dengan 20% NaOCl selama 20 menit dan dicuci dengan air
steril sebanyak dua kali.

Spikelet-spikelet yang sudah steril dipotong sepertiga
bagian dari pangkal dan dikumpulkan dalam cawan petri
yang steril. Potongan spikelet tersebut diketuk-ketukkan
menggunakan pinset pada cawan petri yang berisi 25 mL
media induksi kalus, sampai antera keluar dan jatuh di atas
media. Antera diinkubasi dalam ruang gelap bersuhu 25
+ 2 °C yang bertujuan untuk menginduksi keluarnya kalus
yang berasal dari butir sari di dalam antera. Kalus biasanya
muncul sekitar 3-4 minggu setelah inokulasi. Kalus yang
memiliki tekstur kompak berukuran 1-2 mm dipindahkan
ke dalam botol yang berisi 25 mL media regenerasi untuk
merangsang keluarnya tunas. Tanaman hijau (planlet)
yang tumbuh mencapai 3-5 cm pada media regenerasi
dipindahkan ke tabung kultur yang berisi 15 mL media
perakaran kultur antera. Akar yang telah tumbuh di media
regenerasi, sebaiknya dipotong sedikit untuk merangsang
pertumbuhan perakaran baru. Kultur ditempatkan dalam
kondisi terang (cahaya 1600-1800 lux) dengan suhu 25 +
2 °C selama 16 jam per hari.

Planlet hasil kultur antera diaklimatisasi dalam tabung
reaksi berisi air steril selama + 1 minggu dan diletakkan
di tempat yang terkena cahaya matahari secara tidak
langsung. Selanjutnya tanaman dipindahkan ke dalam bak
semai berisi tanah berlumpur selama 1 minggu. Tanaman
diperlakukan pada kondisi cahaya dengan intensitas yang
secara bertahap meningkat selama proses aklimatisasi. Hal
ini bertujuan supaya tanaman mampu beradaptasi dengan
kondisi lapangan. Bibit padi hasil kultur antera dipindahkan
dari bak ke pot di rumah kaca dan dipelihara sampai
tanaman dewasa. Teknik pemilihan tanaman yang dihaploid
yaitu penampilan tanaman normal, fertil, bernas, tidak
bersegregasi dan homogen (Dewi dan Purwoko, 2012).

Pengamatan dilakukan terhadap jumlah antera
dalam petri, jumlah antera menghasilkan kalus, jumlah
kalus yang terbentuk, jumlah kalus yang menghasilkan
tanaman, jumlah tanaman hijau, jumlah tanaman albino,
dan jumlah galur dihaploid yang dihasilkan. Data primer
yang diperoleh digunakan untuk mendapatkan persentase
antera yang membentuk kalus, persentase kalus terhadap
jumlah antera yang diinokulasi (untuk menghitung efisiensi
pembentukan kalus), persentase tanaman hijau terhadap
jumlah total tanaman, persentase tanaman albino terhadap
jumlah total tanaman dan efisiensi setiap perlakuan dalam
menghasilkan tanaman hijau yaitu persentase tanaman hijau
terhadap jumlah antera yang diinokulasi. Data dianalisis
dengan menggunakan sidik ragam, jika terdapat perbedaan
dilanjutkan dengan DMRT pada taraf 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Respon Persilangan Padi terhadap Induksi Pembentukan
Kalus dan Regenerasi Tanaman

Hasil penelitian menunjukkan bahwa respon
pembentukan kalus dari enam asal persilangan membutuhkan
waktu lebih lama dan tidak serentak, yaitu lebih dari 7
minggu. Umumnya pembentukan kalus pertama pada
media berkisar 3-8 minggu setelah antera ditanam (Dewi
dan Purwoko, 2008; Safitri et al., 2010). Pengamatan secara
visual menunjukkan bahwa antera yang ditanam pada
media tidak seluruhnya dapat diinduksi membentuk kalus.
Hal ini sejalan dengan penelitian Sasmita ef al. (2002) yang
melaporkan bahwa antera yang tanggap terhadap perlakuan
induksi kalus adalah antera yang tetap berwarna putih
kekuningan, tetapi antera yang tidak berhasil mengeluarkan
kalus akan berwarna cokelat kehitaman dan mati.

Asal persilangan (F1) G5 dan G6 mampu menghasilkan
kalus (JK) terbanyak (36.1 butir kalus dan 26.5 butir kalus)
dibandingkan dengan empat asal persilangan lainnya. Asal
persilangan (F1) G4 menghasilkan kalus paling sedikit
(3.2 butir kalus) (Tabel 1). Semua genotipe yang diuji
menghasilkan kalus dengan jumlah kalus yang bervariasi

Tabel 1. Hasil induksi kalus dari enam genotipe F1 padi sawah hasil kultur antera

Asal Persilangan (F1) JK JKMT JKMTH JKMTA Ii};;l;* I<(1°;S* K(E;S*
INPARI 18 x IR83140-B-11-B (G1) 10.2¢ 2.6b 0.3b 2.3a 25.18 2.80 22.38
INPARI 18 x B12825E-TB-1-25 (G2) 4.0c 0.2c 0.1b 0.1b 5.36 1.79 3.57
INPARI 18 x IR87705-14-11-B-SKI-12 (G3) 3.4c 0.9¢c 0.2b 0.7b 27.08 6.25 20.83
INPARI 22 x IR83140-B-11-B (G4) 3.2¢ 0.7¢c 0.4b 0.4b 22.22 11.11 11.11
Bio-R81 x O18-bl (G5) 26.5b 3.9a 1.7a 2.1a 14.56 6.47 8.09
Bio-R82-2 x O18-b1 (G6) 36.1a 4.4a 1.7a 2.7a 12.28 4.75 7.52

Keterangan: JK = jumlah kalus; JKMT = jumlah kalus yang menghasilkan tanaman (hijau dan albino); JKXMTH = jumlah kalus yang
menghasilkan tanaman hijau; JKMTA = jumlah kalus yang menghasilkan tanaman albino; KTT = persentase kalus
menghasilkan tanaman hijau dan albino; KTH = persentase kalus yang menghasilkan tanaman hijau; KTA = persentase kalus
menghasilkan tanaman albino, *tidak diuji statistik. Data ditransformasi menggunakan akar kuadrat. Angka dalam satu kolom
yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji DMRT pada taraf o 5%
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tergantung dari daya tanggap mikrospora dalam antera
yang dikulturkan (Dewi et al., 2009). Sasmita et al. (2002)
melaporkan bahwa dari hasil penelitiannya, jumlah kalus
yang dihasilkan pada kultur antera padi gogo F1 berkisar
22.0-55.0 butir kalus. Rendahnya jumlah kalus yang
terbentuk pada beberapa galur tersebut, disebabkan tidak
semua mikrospora dalam antera dapat diinduksi menjadi
kalus. Hasil yang sama terjadi pada penelitian Safitri et al.
(2010), dimana jumlah kalus yang dihasilkan dari beberapa
persilangan padi gogo dan tipe baru dengan kisaran 28.1-
112.2 butir kalus. Keberhasilan perlakuan induksi kalus dari
penelitian Safitri et al. (2010), disebabkan latar belakang
genetik sebagian tetua padi termasuk subspecies japonica.
Sementara itu, keenam asal persilangan (F1) yang digunakan
pada penelitian ini termasuk ke dalam subspecies indica
yang kurang responsif dalam kultur antera dibandingkan
subspecies japonica.

Perbedaan respon kultur antera antara tetua indica
dan japonica juga mempengaruhi respon F1 hasil
persilangannya (Herath dan Bandara, 2011). Grewal, et al.
(2011) melaporkan bahwa kultivar indica menunjukkan
daya kultur antera lebih rendah (persentase pembentukan
kalus hanya mencapai 1.2%) dibandingkan tetua japonica
yang mencapai 20 kali lipat lebih tinggi (28.1%). Genotipe
F1 yang melibatkan tetua japonica dan indica menunjukkan
daya kultur antera lebih tinggi dibandingkan F1 yang hanya
melibatkan tetua indica saja. Kaushal et al. (2014) telah
menguji 13 genotipe padi dengan perlakuan suhu rendah
pada beberapa level suhu dan durasi. Respon terbaik pada
penelitian tersebut ditunjukkan pada perlakuan 12 °C selama
5 hari yang dapat memberikan frekuensi terbentuknya kalus
10.07-30.44%.

Kalus yang beregenerasi membentuk tanaman hijau,
tanaman albino bahkan tidak menghasilkan tanaman sama
sekali. Sejalan dengan penelitian Sasmita et al. (2002)
bahwa kalus embriogenik yang berwarna hijau beregenerasi
menjadi tanaman hijau, sedangkan kalus yang berwarna putih
bening beregenerasi menjadi tanaman albino. Hanya sedikit
kalus yang beregenerasi menjadi tanaman hijau dan tanaman
albino. Asal persilangan (F1) G6 dan G5 memberikan rata-
rata jumlah kalus yang menghasilkan tanaman hijau paling
banyak yaitu 1.7 butir kalus (Tabel 1).

Zhou (1996) mengungkapkan bahwa di antara
genotipe bahkan subspecies terdapat perbedaan yang nyata
dalam kemampuan regenerasi menjadi tanaman hijau. Dewi
et al. (2009) melaporkan bahwa genotipe tanaman donor
memegang peranan penting dalam keberhasilan membentuk
tanaman hijau pada kultur antera padi. Subspecies indica
dilaporkan memiliki daya kultur antera yang rendah.

Latar belakang genetik dari keenam asal persilangan
(F1) yang digunakan pada penelitian kultur antera ini
termasuk subspesies indica. Padi subspesies ini merupakan
genotipe rekalsitran (genotipe yang tidak menghasilkan
tanaman hijau) yang sulit menghasilkan regeneran tanaman
hijau, sedangkan japonica merupakan genotipe padi yang
dikategorikan memiliki high culturability, yaitu genotipe
yang mudah menghasilkan tanaman hijau (Chung, 1992).
Hal-hal lainnya yang menyebabkan sulitnya indica
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menghasilkan regenerasi tanaman hijau yaitu nekrosis
antera yang lebih awal, rendahnya proliferasi kalus, tingkat
senesen yang tinggi, serta respon androgenesis yang rendah
(Datta, 2005).

Persentase kalus menghasilkan tanaman hijau (KTH)
ditunjukkan oleh tiga asal persilangan (F1) yaitu G4, G5
dan G6 masing-masing sebesar 11.11%, 6.47%, dan 6.25%
lebih tinggi dibandingkan dengan tiga asal persilangan
lainnya. Namun, G4 menghasilkan jumlah kalus (JK) yang
terendah dibandingkan G5 dan G6. Asal persilangan (F1)
G4 dan G3 memberikan persentase tertinggi untuk jumlah
kalus menghasilkan tanaman albino (KTA) dibandingkan
dengan empat asal persilangan lainnya. Hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa nilai persentase kalus yang
menghasilkan tanaman albino secara umum lebih tinggi
(3.57-22.38%) dibandingkan nilai persentase kalus yang
menghasilkan tanaman hijau (1.79-11.11%). Frekuensi
kejadian tanaman albino yang tinggi dipengaruhi oleh
genotipe yang dikulturkan (Chen, 1983; Chung, 1992). Zhou
(1996) melaporkan bahwa tanaman albino mirip secara
fenotipik dengan tanaman hijau, namun tanaman albino
defisiensi kandungan klorofil, disebabkan plastid yang tidak
berkembang menjadi kloroplas dan tidak terjadinya sintesis
klorofil.

Pada penelitian ini, setiap asal persilangan (F1)
menghasilkan jumlah tanaman yang bervariasi, baik
jumlah tanaman hijau maupun tanaman albino (Tabel 2).
Jumlah tanaman hijau paling banyak dihasilkan oleh asal
persilangan G6 dan G5 yaitu 7.7 tanaman (40.30%) dan 7.3
tanaman (44.16%). Jumlah tanaman yang dihasilkan dari
kedua asal persilangan tersebut berbeda nyata lebih tinggi
dibandingkan dengan keempat asal persilangan lainnya.
Kisaran nilai persentase jumlah tanaman hijau yang diperoleh
pada penelitian ini untuk padi indica relatif lebih baik (6.85-
55.52%), jika dibandingkan dengan hasil penelitian He et
al. (2006). Hasil penelitiannya melaporkan bahwa dari tujuh
varietas indica yang diuji, dihasilkan frekuensi pembentukan
kalus yang bervariasi antara 3.6-51.7%, sementara efisiensi
regenerasi tanaman hijau berkisar antara 1.6-82.9%. Hal ini
mengindikasikan bahwa asal persilangan G6 dan G5 yang
diuji pada penelitian ini memiliki daya kultur antera yang
cukup tinggi.

Tanaman albino paling banyak dihasilkan oleh tiga
asal persilangan yaitu G6, G5, dan G4 berturut-turut 11.4
tanaman (59.70%), 9.7 tanaman (93.14%), dan 9.2 tanaman
(55.84%). (Tabel 2). Persentase tanaman albino tertinggi
dicapai oleh asal persilangan G4 yaitu sebesar 93.14%,
diikuti oleh asal persilangan G3 yaitu sebesar 88.90%.
Kisaran nilai persentase jumlah tanaman albino yang
diperoleh pada penelitian ini untuk padi indica sangat tinggi
(44.43-93.14%). Hal ini sejalan dengan hasil penelitian
Talebi et al. (2007) yang melaporkan bahwa pada kultivar
padi indica cenderung menghasilkan frekuensi tanaman
albino lebih besar dibandingkan varietas japonica yang
berkisar antara 5-100%.

Pembentukan tanaman albino dapat ditekan dengan
penggunaan poliamin, diantaranya pemberian 10-* M Putresin
(Dewi et al., 2004; Dewi dan Purwoko, 2012), Beberapa
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Tabel 2. Regenerasi tanaman dari enam genotipe F1 padi sawah hasil kultur antera

Genotipe F1 Jumlah tanaman T?maman Ta}naman
Hijau + Albino Hijau Albino hijau* (%)  albino* (%)
INPARI 18 x IR83140-B-11-B (G1) 10.4b 0.7b 9.7a 6.85 93.14
INPARI 18 x B12825E-TB-1-25 (G2) 0.9¢ 0.2b 0.6¢ 24.97 75.03
INPARI 18 x IR87705-14-11-B-SKI-12 (G3) 3.9¢ 0.4b 3.4bc 11.12 88.90
INPARI 22 x IR83140-B-11-B (G4) 1.9¢ 1.1b 0.9¢ 55.52 44.43
Bio-R81 x 018-b1 (G5) 16.5ab 7.3a 9.2ab 44.16 55.84
Bio-R82-2 x 018-bl (G6) 19.1ab 7.7a 11.4a 40.30 59.70

Keterangan: *tidak diuji statistik. Data ditransformasi menggunakan akar kuadrat. Angka dalam satu kolom yang diikuti oleh huruf yang

sama tidak berbeda nyata pada uji DMRT pada taraf a 5%

strategi lain untuk meningkatkan perolehan tanaman hijau
pada kultur antera subspecies indica, di antaranya adalah
perbaikan latar belakang genetik melalui rekombinasi
atau transfer gen, memanipulasi komponen media kultur
terutama nitrogen dan sumber karbon, serta penyesuaian
kondisi sebelum dan setelah kultur antera (Cha-Um et al.,
2009 ; da Silva, 2010).

Efisiensi Pembentukan Kalus dan Tanaman Hijau

Efisiensi pembentukan kalus untuk setiap asal
persilangan (F1) yang dikulturkan dapat dihitung
berdasarkan persentase jumlah kalus terbentuk terhadap
jumlah antera yang ditanam. Efisiensi pembentukan kalus
(EPK) paling tinggi dihasilkan oleh asal persilangan G6 dan
G5, berturut-turut sebesar 25.70% dan 16.91%. Persentase
(EPK) terendah dicapai oleh asal persilangan G4 yaitu
sebesar 2.13% (Tabel 3). Asal persilangan G6 dan G5 jelas
lebih efisien dalam pembentukan kalusnya karena keduanya
memiliki daya kultur antera yang cukup tinggi.

Kalus yang terbentuk dalam kultur antera hanya
sebagian yang menghasilkan tanaman. Persentase kalus yang
menghasilkan tanaman (KTT) tertinggi dicapai oleh asal
persilangan G2 (27.08%), G3 (25.18%) dan G4 (22.22%),
namun rasio tanaman hijau terhadap kalus menghasilkan
tanaman (rasio TH:KMT) hanya sebesar 0.46, 0.28, dan

1.50. Persentase tanaman hijau yang dihasilkan dari jumlah
antera (EPTH) ketiga asal persilangan tersebut juga hanya
sebesar 0.29, 0.50, dan 0.71. Penelitian Dewi et al. (2006)
melaporkan bahwa regenerasi tanaman pada kultur antera
beberapa aksesi padi indica toleran aluminium dipengaruhi
oleh perbedaan genotipe yang diuji.

Asal persilangan G6 dan G5 menunjukkan persen kalus
yang menghasilkan tanaman (KTT) sebesar 12.28% dan
14.56% (Tabel 3), tetapi rasio tanaman hijau terhadap kalus
menghasilkan tanaman (rasio TH:KMT) masing-masing
1.74 dan 1.89, serta persentase tanaman hijau terhadap
jumlah antera yang diinokulasikan (TH:JA) masing-masing
sebesar 5.50 dan 4.65%. Rasio TH:KMT dan TH:JA yang
dimiliki kedua asal persilangan ini paling tinggi, sehingga
dalam menghasilkan tanaman hijaupun lebih banyak
dibandingkan dengan keempat asal persilangan lainnya.

Aklimatisasi dan Tanaman Dihaploid

Jumlah tanaman dari 6 asal persilangan yang berhasil
diaklimatisasi sebanyak 247 tanaman, sedangkan tanaman
yang berhasil hidup sebanyak 156 tanaman (63.16%)
setelah 2-3 minggu diaklimatisasi (Tabel 4). Jumlah tanaman
tertinggi yang berhasil diaklimatisasi diperoleh dari asal
persilangan G6 dan G5 masing-masing sebanyak 108
tanaman dan 102 tanaman (Tabel 4). Pada variabel jumlah

Tabel 3. Efisiensi pembentukan kalus dan tanaman hijau pada kultur antera padi

. Jumlah Efisiensi Rasio TH Efisiensi
Genotipe F1 antera (JA) pembentukan  KTT (%) terhadap pembentukan
kalus (%) KMT TH:JA (%)
INPARI 18 x IR83140-B-11-B (G1) 143.3 7.13 25.18 0.28 0.50
INPARI 18 x B12825E-TB-1-25 (G2) 140.2 2.85 5.36 1.00 0.15
INPARI 18 x IR87705-14-11-B-SKI-12 (G3) 146.2 2.35 27.08 0.46 0.29
INPARI 22 x IR83140-B-11-B (4) 150.9 2.13 22.22 1.50 0.71
Bio-R81 x O18-b1 (GY) 156.7 16.91 14.56 1.89 4.65
Bio-R82-2 x O18-b1 (G6) 140.4 25.70 12.28 1.74 5.50

Keterangan: KTT = persentase kalus menghasilkan tanaman hijau dan albino; KMT = kalus yang menghasilkan tanaman; TH = tanaman

hijau
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Tabel 4. Hasil aklimatisasi dan tanaman dihaploid yang dihasilkan dari kultur antera padi

Jumlah tanaman hijau

Genotipe F1 . - - - " : -
Aklimatisasi Hidup Dihaploid Hidup (%)  Dihaploid (%)

INPARI 18 x IR83140-B-11-B (G1) 6 4 0 66.67 0.00
INPARI 18 x B12825E-TB-1-25 (G2) 3 2 2 66.67 100.00
INPARI 18 x IR87705-14-11-B-SKI-12 (G3) 5 4 4 80.00 100.00
INPARI 22 x IR83140-B-11-B (G4) 23 19 0 82.61 0.00
Bio-R81 x O18-bl (G5) 102 51 21 50.00 41.18
Bio-R82-2 x O18-b1 (G6) 108 76 26 70.37 34.21
Total 247 156 53 63.16 33.97

tanaman yang hidup, asal persilangan G6 memberikan
jumlah tanaman hidup paling banyak sebanyak 76 tanaman
dan G5 menghasilkan tanaman hijau yang hidup sebanyak 51
tanaman. Asal persilangan G4 memberikan nilai persentase
keberhasilan aklimatisasi tertinggi, yaitu 82.61%, diikuti
oleh G2, G6, G5 masing-masing sebesar 80.00%, 70.37%
dan 50.00%. Perbedaan kemampuan aklimatisasi antara asal
persilangan ditentukan oleh ketegaran tanaman dan sistem
perakaran yang terbentuk selama proses regenerasi dan
perakaran. Tingginya persentase keberhasilan aklimatisasi
asal persilangan G4 dan G2 disebabkan tahap sebelumnya
yaitu tahap regenerasi. Keduanya memberikan persentase
kalus menghasilkan tanaman hijau dan persentase jumlah
tanaman hijau lebih tinggi, dengan jumlah regeneran
tanaman hijau yang sedikit sehingga kompetisi antar
regeneran tanaman hijau lebih rendah. Hal ini menyebabkan
pertumbuhan dan ketegaran tanaman lebih baik.

Tanaman padi haploid dan dihaploid dapat dibedakan
melalui fenotipik, diantaranya melalui bentuk tanaman
(stature), warna daun, bentuk daun, perkembangan anakan
dan akar, pembentukan biji, serta jumlah dan ukuran stomata
(Dewi dan Purwoko, 2011). Tanaman yang dihaploid
diseleksi melalui penampilan tanaman padi yang normal,
memiliki malai yang fertil dan bernas, tidak bersegregasi
dan homogen (Dewi dan Purwoko, 2012).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa telah
teridentifikasi sebanyak 53 tanaman (33.97%) yang
terseleksi sebagai tanaman dihaploid. Dari keenam asal
persilangan yang diuji hanya empat asal persilangan yang
menghasilkan tanaman dihaploid, yaitu G1 (2 tanaman), G2
(4 tanaman), G5 (21 tanaman), dan G6 (26 tanaman). Safitri
et al. (2010) melaporkan bahwa rendahnya jumlah tanaman
dihaploid yang diperoleh pada penelitiannya disebabkan
oleh faktor genetik dan rendahnya keberhasilan aklimatisasi
di rumah kaca. Hal ini menunjukkan bahwa semakin banyak
jumlah tanaman yang berhasil diaklimatisasi semakin besar
peluang untuk mendapatkan tanaman dihaploid.

KESIMPULAN

Keenam asal persilangan yang diuji pada penelitian ini
memberikan respon yang bervariasi terhadap kultur antera
padi. Asal persilangan G6 dan G5 menghasilkan respon
induksi kalus dan regenerasi tanaman paling baik. Kedua
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genotipe tersebut juga memberikan efisiensi pembentukan
tanaman hijau (TH:JA) lebih tinggi dibandingkan keempat
genotipe lainnya, yaitu 5.50% dan 4.65%. Dari keenam asal
persilangan yang diuji hanya empat asal persilangan yang
menghasilkan tanaman dihaploid yaitu G1 (2 tanaman), G2
(4 tanaman), G5 (21 tanaman), dan G6 (26 tanaman).
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