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ABSTRACT
A haploid breeding program was initiated to develop doubled haploid blast tolerance rice breeding via anther culture. Blast tolerant
variety (Laka) was crossed with Kencana Bali (sensitive to blast). Anthers from F1 were cultured on two kind of media
(combination of N6 macro salt and MS micro salt) containing 1 mg/l NAA + 0,1 mg/l kinetin called medium-1 and another one
containing 1 mg/l 2,4-D + 0,1 mg/l kinetin called medium-2. Anthers were treated with cold shock (4°C) for 5 and 10 days before
cultured. Results of experiment showed that F1 plants derived anthers were able to form call Number ofplantlets were produced
during anthers culture consisted of 482 green plants and 50 albinos. Most of green plants did not produced root. Root growth of
plantlets were induced with 1.5-4.5 mg/l IBA in MS medium.

Kata kunci/keywords: kultur antera/anther cultures; pemuliaan/breeding; haploid ganda/double haploid; padi/rice.

PENDAHULUAN
Penyakit bias yang disebabkan oleh jamur

Pyricularia oryzae pada tanaman padi gogo

merupakan kendala utama untuk pengembangan

padi tersebut pada lahan kering. Perbaikan

ketahanan padi terhadap penyakit bias dapat

dilakukan dengan kultur antera dengan cara

melakukan persilangan antara padi unggul yang

tidak toleran bias dengan padi yang tidak unggul

tetapi toleran bias. Plantlet yang dihasilkan dari

kultur antera tanaman Fl akan homogen pada

generasi Rl.

Kultur antera dalam penelitian ini di-

harapkan dapat mempersingkat waktu yang

diperlukan untuk mencapai tanaman homozygot

yaitu dengan terjadinya penggandaan kromosom

haploid secara spontan. Keberhasilan mendapat-

kan tanaman hijau dari kultur antera akan

memperbesar kemungkinan untuk memperoleh

karakter yang diinginkan dari tanaman heterozigot

atau hasil dari persilangan serta dapat

mempersingkat waktu seleksi (Morrison dan

Evans, 1988).

Aplikasi kultur antera dari tanaman Fl

hasil persilangan akan dapat memacu program

pemuliaan pada masa yang akan datang (Collins

dan Genovesi, 1981). Respon setiap genotipe

terhadap pembentukan kalus embriogenik dari

kultur antera sangat berbeda terutama dari

subspesies indica (Zhang and Qifeng, 1993).

Perbaikan efisiensi kultur antera untuk

mendapatkan kalus embriogenik dan planlet terns

dilakukan oleh peneliti yang bergerak di bidang

ini. Raina dan Zapata (1997) telah memperbaiki

efisiensi kultur antera dengan memodifikasi

sumber nitrogen dalam medium. Sedangkan Xie et

Penelitian ini dibiayai oleh Pemerintah Indonesia melalui Riset Unggulan Terpadu VI (RUT VI).
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al. (1995) berhasil memperbaiki efiesiensi dari

kultur mikrospora padi dengan menggunakan

maltosa.

Tujuan penelitian kultur antera padi dari

tanaman Fl untuk jangka pendek adalah

mendapatkan tanaman haploid ganda yang

diinduksi dari dua jenis media kalus. Sedangkan

tujuan jangka panjang untuk memperoleh tanaman

haploid ganda yang toleran terhadap penyakit bias.

BAHAN DAN CARA KERJA

Persiapan material tanaman

Antera dan malainya dari var. Laka

(toleran penyakit bias), Kencana Bali (peka

terhadap bias) dan tanaman Fl (silangan Laka dan

Kencana Bali) diambil saat tanaman berumur

sekitar 80-100 hari, yaitu pada saat malai belum

muncul ke permukaan (stadium bunting). Antera

padi bersama malainya diberi perlakuan cekaman

dingin dengan suhu 4°C selama 5 dan 10 hari,

setelah itu antera dikultur pada media untuk

pembentukan kalus.

Media pembentukan kalus

Media untuk pembentukan kalus yang

digunakan adalah N6 (Chu et al, 1975) kemudian

dikombinasikan dengan menggunakan unsur

mikro dari MS (Murashige and Skoog, 1962) dan

ditambahkan nikotinamida 0,5 mg/1; asam

nikotinat 0,5 mg/1, thiamin HC11 mg/1, sukrosa 50

g/1, dan inositol 100 mg/1. Media dibagi dalam dua

jenis; pertama media mengandung NAA 1 mg/1 +

kinetin 0,1 mg/1 disebut media-1, media kedua

mengandung 2,4-D 1 mg/1 + kinetin 0,1 mg/1

disebut media-2, diatur pH media 5,8 sebelum di

autoklaf. Gabah bersama malai disterilkan dengan

menggunakan HgCb (0,05%) selama 20 menit,

kemudian dibilas tiga kali dengan air suling steril.

Gabah dilepas dari malainya dengan

menggunakan skalpel. Kulit gabah dibuka dan

antera padi dilepas satu persatu dengan pisau,

kemudian dikultur pada media kalus sebanyak 30

antera untuk setiap cawan petri.

Media regenerasi

Semua kalus yang sudah terbentuk pada

media kalus kemudian dipindahkan ke media

regenerasi yang komposisinya hampir sama

dengan media kalus kecuali hormon

pertumbuhannya diganti dengan BAP 1 mg/1 dan

NAA 0,05 mg/1. Sebelum kalus dipindahkan, kalus

yang besar berdiamater 0,5cm dibagi menjadi

potongan-potongan kecil kemudian baru dikultur

pada media regenerasi. Kultur ditempatkan dalam

ruang tumbuh dengan suhu 27°C dengan periode

16 jam terang dan 8 jam gelap.

Media pembentukan planlet dan akar

Semua pucuk tanaman yang terbentuk

pada media regenerasi dipindahkan ke media MS

bebas hormon untuk pembentukan planlet. Planlet

yang tidak mampu membentuk akar pada media

MS bebas hormon dipindahkan ke media MS

mengandung 1,5, 3,0 dan 4,5 mg/1 IB A (Indole-3-

Butyric Acid).

HASIL

Induksi kalus dari kultur antera

Kalus diinduksi dari kultur antera yang

berasal dari tiga genotipe padi yaitu Laka,

Kencana Bali dan tanaman Fl (silangan antara

Laka dan Kencana Bali) yang sudah diberikan

cekaman dingin selama 5 dan 10 hari. Varietas

Laka adalah varietas padi gogo yang mempunyai

ketahanan terhadap penyakit bias, sedangkan

Kencana Bali adalah peka. Pengamatan yang

dilakukan terhadap pertumbuhan kalus

menunjukkan bahwa antera yang berasal dari

antera tanaman Fl mampu membentuk kalus

embriogenik akan tetapi varietas Laka dan

Kencana Bali sebagai induknya tidak membentuk

kalus sama sekali (Tabel 1.).
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Pembentukan mikrokalus dapat diamati

dengan mata telanjang setelah antera dikultur

selama 6 minggu di media induksi kalus.

Perkembangan selanjutnya membutuhkan waktu

sekitar 1 0 - 1 5 hari baru dapat dipindahkan ke

media regenerasi. Pengamatan di bawah

mikroskop terhadap kalus yang sudah terbentuk

memperlihatkan bentuk globular dan kompak

(Gambar 1). Pengamatan awal dari tahap

perkembangan kalus kultur antera padi ditandai

dengan membengkaknya antera dan selanjutnya

antera membuka akibat desakan pertumbuhan

mikrospora dari kultur antera. Pembelahan sel-sel

mikrospora tersebut secara bertahap membentuk

mikrokoloni perkembangan selanjutnya terbentuk

masa kalus. Pengaruh cekaman dingin selama 5

dan 10 hari yang dikombinasikan dengan

pemberian hormon tumbuh memperlihatkan hasil

yang tidak begitu berbeda (Tabel 1). Pembentukan

kalus dari kultur antera tidak terjadi pada waktu

bersamaan pada media kalus. Hasil pengamatan

menunjukkan bahwa pembentukan kalus masih

terjadi sampai 12 minggu setelah antera dikultur.

Frekuensi pembentukan kalus selama pengamatan

sangat rendah sekali (data tidak ditampilkan).

Kalus embriogenik yang terbentuk dipindahkan ke

ruang cahaya, sebagian mampu berdiferensiasi

membentuk pucuk tetapi sebagian lagi tidak.

Apabila masa kalus yang terbentuk tidak segera

dipindahkan ke media regenerasi, kalus tersebut

tidak mampu berdiferensiasi. Pemindahan kalus ke

media regenerasi haras tepat waktu sehingga

temafljpS& difejrejtisiasiny;a tidak hilanj|. Kalus

yang berumur lebih dari dua bulan yang tumbuh

pada media kalus tidak mempunyai kemampuan

untuk berdiferensiasi menjadi pucuk setelah

dipindahkan ke media regenerasi.

Regenerasi dan pembentukan akar tanaman

Kalus yang dipilih adalah mempunyai

struktur globular dan kompak, kemudian

dipindahkan ke media regenerasi untuk

diferensiasi pucuk. Diferensiasi kalus menjadi

pucuk ditandai dengan terbentuknya spot-spot

hijau pada kalus yang terjadi pada hari ke 4 dan 7.

Spot-spot hijau ini berdiferensiasi menjadi pucuk

membutuhkan waktu 7-10 hari pada media

regenerasi. Pucuk-pucuk yang sudah terbentuk ini

kemudian dipindahkan lagi ke media MS bebas

hormon. Secara bertahap pucuk ini berkembang

menjadi tanaman di media MS bebas hormon pada

hari ke 10-15. Hasil pengamatan menunjukkan

bahwa sebagian tanaman yang berasal dari kultur

antera padi adalah albino dan sebagian lagi

diperoleh tanaman hijau. Tanaman albino ini di

media MS bebas hormon mampu membentuk akar,

sedangkan tanaman yang hijau sama sekali tidak

membentuk akar. Perbandingan jumlah tanaman

albino dengan tanaman hijau yang dihasilkan dari

kultur antera padi adalah sekitar 1:9,6 (Tabel 2).

Sekitar 482 tanaman hijau yang dihasilkan selama

kultur antera padi ini tidak mampu membentuk

perakaran, tetapi pucuk-pucuk baru selalu tumbuh

dan berkembang. Akar dari tanaman tersebut

dapat diinduksi dengan membuat seri perlakuan

menggunakan IBA pada konsentrasi 1,5, 3,0 dan

4,5 mg/1 dalam media MS. Hasil pengamatan

menunjukkan bahwa IBA mampu menstimulasi

pembentukkan akar dari plantlet yang dihasilkan

selama kultur antera (Tabel 3). Penggunaan IBA 3

mg/1 dalam media MS dapat menstimulasi

pembentukan akar lebih baik bila dibandingkan

dengan menggunakan DBA 1,5 mg/1 atau 4,5 mg/1

dalam media MS (Tabel 3). Pembentukan akar

dari plantlet mulai terjadi pada hari ke 10 setelah

plantlet di kultur pada media untuk pertumbuhan

akar. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa

pertumbuhan akar dari planlet yang tumbuh pada

media MS mengandung IBA sangat lambat sekali

bila dibandingkan pertumbuhan akar dari tanaman

albino yang tumbuh pada media MS bebas

hormon. Pengamatan terhadap pertumbuhan akar

pada minggu keempat adalah sekitar 2,0 cm atau
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lebih (Gambar 2). Planlet-planlet yang sudah

mempunyai akar dapat dipindahkan ke ember

plastik untuk pertumbuhan selanjutnya.

Tabel 1. Pengamh Cekanan dingin dan kombinasi honnon

tumbuh terhadap pembentukan kalus

Cekanian

(media)

A5 (media-1)

A5(media-2.)

A10(media-l)

A10(media-2)

Pembentukan kalus dari tiga genotipe

Var.
laka

0

0

0

0

Tanaman Fl

32

20

16

2

Var. K. Bali

0

0

0

0

A5 = antera diberi oekaman dingin 5 hari; A10 = antera diberi
cekaman dingin selama 10 hari.

Tabel 2. Pembentuhan planlet dari kalus yang

ditumbuhkan pada media regenerasi

Genotipe
Pembentukan planlet pada media

regenerasi

Hijau

Laka

Fl (LakaxKencana) 582

Kencana

Albino

50

Tabel 3. Pengaruh hormon IB A terhadap pembentukan

akar planlet berasal dari kultur antera

Konsentrasi

IBA

0,0 mg/1

1,5 mg/1

3,0 mg/1

4,5 mg/1

Juinlah Jumlah
planlet planlet

berakar

26 0

174 120

156 127

117 66

% Planlet
berakar

0,0

68,33

81,41

56,40

PEMBAHASAN

Perkembangan kalus dari kultur antera

berasal dari mikrospora yang terdapat dalam

antera. Mikrospora dari antera padi Fl akan dapat

diuji apakah membawa gen yang toleran terhadap

bias atau tidak pada generasi Rl. Secara teoritis

tanaman yang dihasilkan dari kultur antera

tanaman Fl pada penelitian ini kemungkinan akan

membawa gen toleran bias 50% dan yang peka

50%. Oleh karena itu, tanaman yang dihasilkan

dari kultur antera ini 50% kemungkinan akan

diperoleh tanaman homozigot toleran blast dan

50% akan mendapatkan tanaman homozigot peka.

Rendahnya frekuensi pembentukan kalus

pada tanaman hybrid Fl sama dengan yang

dilaporkan oleh Reiffers dan Freire (1990) dan

Raina et al. (1987). Frekuensi pembentukan kalus

sangat tergantung dari genotip dan media yang

digunakan (Rackoczy et al. 1997). Pembentukan

kalus juga dipengaruhi oleh perlakuan awal seperti

cekaman dingin (Qu dan Chen, 1983) dan kondisi

tumbuh kultur media (Goldberg et al.1993; Xie et

al. 1995). Miah et al. (1996) memproduksi

tanaman haploid ganda yang tahan terhadap

garam melalui kultur antera. Keuntungan

memproduksi tanaman haploid ganda dari kultur

antera hanya membutuhkan waktu dua generasi

untuk mencapai homozigot.

Kedua tetua dari tanaman padi Fl yaitu

Laka dan Kencana Bali tidak mampu membentuk

kalus walaupun telah diberi cekaman dingin

selama 5 dan 10 hari. Ishak dan Ita Dwimahyani

(1997), melaporkan bahwa cekaman dingin (4°C)

pada antera padi sebelum dikultur akan

memperbaiki pembentukan kalus. Keberhasilan

mendapatkan kalus embriogenik dari tanaman Fl

kemungkinan disebabkan terjadinya heterosis pada

antera sehingga menstimulasi mikrospora untuk

mampu membelah dan selanjutnya membentuk

kalus. Heterosis merupakan fenomena yang sering

terjadi pada tanaman hibrid. Zhuping (1997) telah

melaporkan terjadinya perbaikan kesuburan

tanaman dari kultur antera tanaman Fl. Perbaikan

kesuburan tanaman hasil persilangan antara

Japonika dan Indika melalui kultur antera sangat

mungkin terjadi karena heterosis (Yuan, 1990,

1991). Adanya pembentukan kalus yang tidak

serentak dari kultur antera padi pada penelitian ini

juga sudah dilaporkan pada kultur antera padi

varietas Arias (Ishak dan Ita Dwimahyani, 1997).

Tanaman haploid ganda yang diperoleh dari

penelitian ini akan dapat diuji ketahanannya
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terhadap penyakit bias pada generasi Rl. Apakah

tanaman tersebut raembawa gen ketahanan

terhadap bias atau tidak. Kalau ternyata tanaman

haploid tersebut membawa gen yang toleran

terhadap bias, maka tanaman yang diperoleh ini

adalah tanaman homozigot yang toleran terhadap

bias.

KESIMPULAN DAN SARAN

Hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa

telah terjadi heterosis pada antera tanaman Fl

sehingga antera mempunyai kemampuan

membentuk kalus embriogenik, sedangkan antera

dari kedua tetuanya tidak mempunyai kemampuan

untuk membentuk kalus. Perlakuan cekaman

dingin selama 5 hari pada antera sebelum dikultur

dengan media kultur menggunakan hormon

pertumbuhan 2.4-D + kinetin mampu

mendapatkan kalus embriogenik lebih baik bila

dibandingkan dengan perlakuan lainnya seperti

cekaman dingin 10 hari yang ditumbuhkan pada

media mengandung NAA + kinetin. Hasil

penelitian ini memperlihatkan bahwa

pembentukan kalus embriogenik dari kultur antera

sangat tergantung dari genotipe yang digunakan

sebagai sumber eksplan. Oleh karena itu

disarankan perlu melakukan penelitian kultur

antera yang intensif sehingga diperoleh teknologi

yang "reproducible" dalam memperoleh tanaman

haploid ganda untuk membantu program

pemuliaan tanaman pada masa yang akan datang.
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