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ABSTRACT

Crop regeneration is an important step that needs to be mastered first before its application for variety development using in
vitro culture breeding method. The aims of this research was to optimize the regeneration method of indica rice done through
organogenesis technique. The experimental design used was a completely randomized factorial. Five rice varieties were used
in this study namely Ciherang, Inpari 13, Inpara 3, Pokkali, and IR29. The treatments were MS + 2,4-D (0, 1, 3, 5, 7 mg/l) + 3 g/l
casein hidrolysate for organogenic callus induction and MS + BA (0, 1, 5 mg/1) + zeatin (0, 0.1, 0,3 mg/1) for shoot regeneration.
For shoot multiplication, the treatment was MS + thidiazuron/TDZ (0, 0.1, 0,3 mg/1) and for root induction, the treatment was
MS+ IBA (0, 1, 2, 3 mg/1). The result showed that the best medium for callus induction for Ciherang, Inpari 13, and Pokkali was
MS + 3 mg/l 2,4-D, while the best medium for Inpari 3 and IR29 was MS + 5 mg/l 2,4-D. The best medium for shoot
regeneration for Ciherang was MS + 5 mg/l BA + 0.1 mg/l zeatin + 100 mg/l prolin 100, for Inpari 13 the best medium was MS
+ 3 mg/l BA + 0.3 mg/l zeatin + 100 mg/I prolin, for Inpara 3 the best medium was MS + 5 mg/l BA + 0.3 mg/l zeatin + 100
mg/] prolin, while for Pokkali and IR29, the best medium was MS + 3 mg/l BA + 0.1 mg/l zeatin. The best medium for shoot
multiplication was MS + 0.3 mg/l TDZ and for root induction was MS + 3 mg/l IBA. Each stage of planlet formation requireds
different media formulations.

Keywords: Callus organogenic, adventif shoot, Oryza sativa L., rooting.

ABSTRAK

Regenerasi tanaman merupakan tahapan penting yang perlu dikuasai sebelum diaplikasikan untuk perakitan varietas unggul
secara kultur in vitro. Penelitian bertujuan mengoptimasi teknik regenerasi in vitro beberapa varietas padi indica melalui jalur
organogenesis. Percobaan menggunakan Rancangan Acak Lengkap yang disusun secara faktorial. Materi yang dicobakan,
yaitu Ciherang, Inpari 13, Inpara 3, Pokkali, dan IR29. Perlakuan yang diberikan untuk induksi kalus organogenik adalah 2,4-D
(0, 1, 3, 5, 7 mg/l) + kasein hidrolisat 3 g/l, untuk regenerasi kalus membentuk tunas adventif adalah BA (0, 1, 5 mg/l) + zeatin
(0, 0,1, 0,3 mg/1) + prolin 100 mg/l, untuk multiplikasi tunas adalah MS + thidiazuron/TDZ (0, 0,1, 0,3 mg/l) dan untuk perakar-
an adalah IBA (0, 1, 2, 3 mg/l). Hasil penelitian menunjukkan media terbaik untuk induksi kalus untuk padi varietas Ciherang,
Inpari 13, dan Pokkali adalah MS + 2,4-D 3 mg/], sedangkan untuk varietas Inpari 3 dan IR 29 adalah MS + 2,4-D 5 mg/l. Media
terbaik untuk regenerasi tunas untuk varietas Ciherang adalah BA 5 mg/l + zeatin 0,1 mg/l + prolin 100 mg/l, untuk Inpari 13
adalah MS + BA 3 mg/l + zeatin 0,3 mg/l + prolin 100 mg/l, untuk Inpara 3 adalah BA 5 mg/l + zeatin 0,3 mg/l + prolin 100 mg/1
dan untuk Pokkali dan IR29 adalah MS + BA 3 mg/l + zeatin 0,1 mg/l. Media terbaik untuk multiplikasi tunas adalah MS + TDZ
0,3 mg/l dan untuk induksi perakaran adalah MS + IBA 2 mg/l. Setiap tahapan kegiatan pembentukan planlet membutuhkan
formulasi media yang berbeda.

Kata kunci: Kalus organogenik, tunas adventif, Oryza sativa L., perakaran.
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PENDAHULUAN

Perakitan varietas unggul melalui rekayasa gene-
tika dan kultur in vitro pada umumnya menggunakan
populasi sel somatik yang dikenal dengan nama ka-
lus, karena lebih efektif untuk mendapatkan individu
baru dengan perubahan genetik yang lebih solid. Ma-
salah yang sering dihadapi dalam perakitan tanaman
secara bioteknologi adalah meregenerasikan kalus
membentuk planlet. Apabila metode regenerasi be-
lum dikuasai dengan baik, maka keberhasilan pera-
kitan varietas unggul dengan bioteknologi akan sulit
dicapai.

Pada penelitian ini, digunakan padi varietas
Ciherang, Inpari 13, Inpara 3, IR29, dan Pokkali yang
merupakan golongan indica. Kalus padi indica pada
umumnya lebih sulit diregenerasikan dibanding
dengan japonica sehingga untuk mendapatkan ke-
berhasilan regenerasi tunas yang cukup tinggi diperlu-
kan formulasi media yang kompleks (Saharan et al.
2004). Padi indica yang telah berhasil diregenerasikan
adalah Inpari 6 dan Dodokan (Apriana et al. 2013).

Regenerasi tunas dari kalus merupakan proses
yang kompleks, banyak faktor yang mempengaruhi,
antara lain genotipe, umur eksplan, kondisi fisiologis
pohon induk, dan formulasi media tumbuh (Hoque et
al. 2013), termasuk rasio antara auksin dan sitokinin
(Cheng et al. 2013). Kalus yang baru terbentuk mem-
punyai respons lebih baik dibanding dengan kalus
yang telah disubkultur dengan frekuensi tinggi dan
telah mengalami periode kultur in vitro yang lama.
Faktor lain yang menentukan keberhasilan regenerasi
kalus adalah faktor fisik seperti kondisi lingkungan
tumbuh antara lain temperatur ruangan, intensitas
cahaya, lama penyinaran, dan kelembaban udara
pada ruang kultur (Bhojwani dan Dantu 2013).

Regenerasi organogesis kalus membentuk organ
tunas maupun akar bergantung pada rasio auksin dan
sitokinin (Cheng et al. 2013). Sitokinin endogen di-
produksi di akar dan ditransportasikan ke organ tum-
buhan, yaitu xilem melalui suatu cytokinin transporter
yang berperan sebagai zat pengatur tumbuh (ZPT)
pada pertumbuhan tunas (Ko et al. 2014). Beberapa
jenis sitokinin yang umum digunakan dalam merege-
nerasikan kalus pada tanaman padi adalah
benziladenine (BA), kinetin, dan zeatin. Setiap geno-
tipe atau jaringan mempunyai respons yang berbeda
terhadap ZPT yang diberikan ke dalam media karena
memiliki kandungan hormon endogen yang berbeda
pula (Islam et al. 2004). Banyak hasil penelitian me-
nunjukkan bahwa ZPT sangat berperan dalam me-
nentukan arah morfogenesis. Pada penelitian (Hoque
et al. 2013) kalus beberapa padi indica dapat bere-
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generasi pada media MS yang mengandung
naphthalene acetic Acid (NAA) yang dikombinasikan
dengan BA atau kinetin.

Varietas padi yang digunakan pada penelitian ini
adalah varietas Ciherang, Inpari 13, dan Inpara 3.
Ciherang merupakan varietas populer yang umum
digunakan oleh masyarakat pada sentra-sentra
produksi padi, di Pulau Jawa khususnya. Varietas ini
memiliki potensi hasil yang tinggi (8,5 t/ha) juga relatif
tahan terhadap hama wereng cokelat biotipe 2 dan 3
dan penyakit hawar daun bakteri ras tertentu. Di
samping itu varietas tersebut masih diminati masyara-
kat, meskipun varietas ini telah dilepas sejak tahun
2000. Sampai saat ini, varietas tersebut masih diguna-
kan oleh petani walaupun varietas-varietas baru telah
dihasilkan dengan keunggulannya masing-masing.
Inpari 13 merupakan varietas unggul baru yang di-
lepas pada tahun 2009. Varietas tersebut memiliki ke-
unggulan potensi hasil sebesar 8,0 t/ha dan mem-
punyai umur yang sangat genjah (umur panen sekitar
103 hari) (Jamil et al. 2015). Inpara 3 merupakan padi
rawa yang mempunyai keunggulan toleran rendaman
selama 6 hari dan toleran terhadap keracunan Fe dan
Al. Pokkali merupakan varietas yang toleran pada
kondisi salin sehingga umumnya digunakan sebagai
kontrol toleran pada uji toleran salinitas, sedangkan
untuk kontrol peka salinitas umumnya digunakan va-
rietas IR29. Tujuan penelitian ini ialah mengoptimasi
teknik regenerasi in vitro beberapa varietas padi
indica melalui jalur organogenesis.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium
Kultur Jaringan Kelompok Peneliti Biologi Sel dan
Jaringan, Balai Besar Penelitian dan Pengembangan
Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian,
Bogor, Jawa Barat. Penelitian ini terdiri atas empat
percobaan, yaitu (1) induksi kalus organogenik,
(2) regenerasi kalus membentuk tunas adventif,
(3) multiplikasi tunas, dan (4) induksi akar.

Induksi Kalus Organogenik

Bahan tanaman yang digunakan sebagai eksplan
adalah embrio zigotik Ciherang, Inpari 13, Inpara 3,
Pokkali, dan IR20. Penelitian menggunakan Rancang-
an Acak Lengkap (RAL) yang disusun secara faktorial
dengan dua faktor. Faktor pertama adalah varietas
padi (Ciherang, Inpari 13, Inpara 3, Pokkali, dan IR29).
Faktor kedua adalah 2,4-D (0, 1, 3, 5, 7 mg/l). Per-
cobaan ini dimulai dengan melakukan sterilisasi biji
di dalam laminar flow menggunakan bahan sterilan
alkohol 70%, NaOCI 1,575%, dan NaOCI 1,05%, yang
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diikuti dengan isolasi embrio zigotik. Embrio zigotik
kemudian ditanam pada media induksi kalus, yaitu
media MS yang mengandung 2,4-D dan casein
hydrolysate (CH) 3 g/l. Media MS ditambahkan
sukrosa 3%, agar 0,8%, dan pH media diatur menjadi
45,7 dengan penambahan KOH atau HCI 0,1 N.
Setiap perlakuan terdiri atas 10 ulangan (botol).
Dalam satu botol ditanam sebanyak 10 eksplan. Botol
yang berisi eksplan diinkubasi di rak kultur dalam
keadaan gelap, ditutup dengan kain berwarna hitam.
Temperatur ruangan diatur pada 25+1°C. Peubah
yang diamati adalah persentase eksplan membentuk
kalus dan kalus organogenik. Kalus organogenik di-
cirikan dengan wana putih mengkilat dan remah.

Regenerasi Kalus Membentuk Tunas Adventif

Penelitian menggunakan RAL yang disusun
secara faktorial dengan tiga faktor. Faktor pertama
adalah varietas padi (Ciherang, Inpari 13, Inpara 3,
Pokkali, dan IR29), faktor kedua adalah BA (0, 1, 3, 5
mg/l), dan faktor ketiga adalah zeatin (0, 0,1, 0,3
mg/l). Percobaan diulang 10 kali dan setiap ulangan
terdiri atas 4 kalus. Percobaan ini mengunakan kalus
organogenik yang berasal dari media induksi kalus
yang terbaik yang diperoleh dari percobaan induksi
kalus organogenik. Percobaan dilakukan dengan me-
mindahkan kalus ke media untuk regenerasi tunas.
Media untuk regenerasi tunas terdiri atas media dasar
MS yang mengandung BA dan zeatin. Media perlaku-
an pada penelitian ini mengandung prolin 100 mg/l
dan sukrosa 3%. Media dibuat padat dengan meng-
gunakan agar 0,8%. Eksplan diinkubasi di dalam
ruangan kultur pada kondisi terang dengan penyinar-
an selama selama 16 jam sehari (dengan intensitas
cahaya 1.000-1.400 lux) dan suhu ruang kultur dijaga
berkisar antara 25-27°C. Peubah yang diamati, yaitu
persentase kalus nodular, jumlah spot hijau per kalus,
dan jumlah tunas yang di hasilkan per kalus.

Multiplikasi Tunas

Rancangan percobaan yang digunakan adalah
RAL yang disusun secara faktorial dengan dua faktor.
Faktor pertama adalah varietas padi (Ciherang, Inpari
13, Inpara 3, Pokkali, dan IR29) dan faktor kedua
adalah TDZ, yaitu 0, 0,1, 0,3 mg/l. Tunas yang diguna-
kan diperoleh dari tunas yang berasal dari media
terbaik pada percobaan regenerasi kalus membentuk
tunas. Tunas dikulturkan pada media MS mengan-
dung BA 1 mg/l dan TDZ, agar 0,8%, dan sukrosa 3%
ditanami satu tunas per botol. Kultur kemudian
diinkubasi di ruang kultur dengan kondisi terang
selama 16 jam sehari (dengan intensitas cahaya
1.000-1.400 lux). Suhu ruang kultur dijaga 25+1°C.

Peubah yang diamati, yaitu jumlah tunas yang ter-
bentuk per botol.

Induksi Akar

Percobaan induksi akar dilakukan pada tunas in
vitro yang diperoleh dari media yang terbaik dari per-
cobaan multiplikasi tunas. Penelitian ini mengguna-
kan RALyang disusun secara faktorial dengan dua
faktor. Faktor pertama adalah varietas padi
(Ciherang, Inpari 13, Inpara 3, Pokkali, dan IR29) dan
faktor kedua adalah IBA (0, 1, 2, 3 mg/l). Percobaan
dilakukan dengan 10 ulangan. Media yang digunakan
adalah media dasar MS yang ditambah IBA, agar
0,8%, dan sukrosa 3%. Peubah yang diamati adalah
jumlah akar per tunas dan panjang akar.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Induksi Kalus Organogenik

Hasil analisis ANOVA menunjukkan terjadi inter-
aksi yang nyata antara varietas padi dan konsentrasi
2,4-D, terhadap jumlah kalus yang terbentuk. Pada
minggu kedua setelah tanam, eksplan embrio zigotik
mulai memberikan respons terjadinya pembengkakan
dan mulai membentuk kalus. Eksplan yang dikulturkan
pada media tanpa 2,4-D tidak mampu membentuk
kalus (Tabel 1). Beberapa hasil penelitian menunjuk-
kan bahwa 2,4-D merupakan auksin yang dapat
menginisiasi terbentuknya kalus dari embrio zigotik
pada berbagai varietas padi (Din et al. 2015; Poraha et
al. 2016; Sah et al. 2014; Vennapusa et al. 2015).

Secara umum, perlakuan 2,4-D 3 mg/l merupa-
kan perlakuan terbaik untuk induksi kalus pada padi
varietas Ciherang, Inpari 13, dan Pokkali, sedangkan
2,4-D 5 mg/l merupakan perlakuan terbaik untuk
induksi kalus Inpara 3 dan IR29 dengan kisaran pem-
bentukan kalus sebesar 80-90% dan pembentukan
kalus organogenik sebesar 60-80% (Gambar 1).
Peningkatan 2,4-D hingga 7 mg/l menurunkan ke-
mampuan eksplan membentuk kalus dan persentase
kalus yang bersifat organogenik juga menurun, yaitu
sebesar 26 kalus pada varietas Ciherang. Hal yang
sama juga terjadi pada padi indica varietas Hati
Bormasi, yaitu media yang mengadung 2,4-D 3 mg/l
merupakan media terbaik untuk menginduksi kalus
organogenik (Hoque et al. 2013).

Kalus varietas Ciherang, Inpari 13, dan Pokkali
yang dihasilkan pada media yang mengandung 2,4-D
3 mg/l dan kalus varietas Inpara 3 dan IR29 yang
dihasilkan dari media yang mengandung 2,4-D 5 mg/l
berwarna putih kekuningan, nodular, dan remah atau
mudah dipisah-pisahkan (Gambar 2). Menurut Wani
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Tabel 1. Pengaruh varietas, BA, dan zeatin terhadap pesentase terbentuknya kalus nodular dari eksplan

embrio zigotik lima varietas padi indica.

Varietas
BA (mgl/l) Zeatin (mg/l)

Ciherang  Inpari 13 Inpara 3 Pokkali IR29

0 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0 0,1 56,79 50,77 39,23 39,23 26,56

0 0,3 63,44 56,79 39,23 50,77 26,56

1 0 33,21 39,23 39,23 0,00 0,00

1 0,1 63,44 90,00 63,44 56,79 45,00

1 0,3 63,44 90,00 71,56 63,44 50,77

3 0 39,23 45,00 50,77 0,00 39,23

3 0,1 63,44 90,00 63,44 71,56 90,00

3 0,3 71,56 90,00 63,44 71,56 63,44

5 0 39,23 45,00 45,00 0,00 45,00

5 0,1 90,00 71,56 90,00 63,44 56,79

5 0,3 90,00 63,44 90,00 63,44 63,44

100 Varietas Ciherang » 100 Varietas Inpari 13 100 Varietas Inpari
§ 80 § 80 § 80
T 60 g 60 T 60
S 40 § 40 S 40
5 20 § 20 5 20
S S S

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
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-+ Persen kalus -e-Persen kalus organogenik
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S
-
D ® O
o O O

Persen berkalu:
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o

Konsentrasi 2,4-D
-+ Persen kalus -e-Persen kalus organogenik
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100 Varietas IR29

1 2 3 4 5
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-+ Persen kalus -e-Persen kalus organogenik

1 2 3 4 5
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-+ Persen kalus -e-Persen kalus organogenik

Gambar 1. Pengaruh konsentrai 2,4-D terhadap pembentukan kalus pada beberapa varietas padi indica, umur 8 minggu setelah kultur.

(2011), kalus yang memiliki ciri-ciri berwana putih
kekuningan dan remah memiliki kemampuan yang
lebih tinggi untuk diregenerasikan membentuk tunas.

Regenerasi Kalus Membentuk Tunas
Persentase kalus nodular

Hasil analisis ANOVA menunjukkan interaksi
yang nyata antara konsentrasi BA, zeatin, dan varietas
terhadap persentase kalus nodular yang terbentuk.
Pada umumnya kalus yang dikulturkan pada media
tanpa BA dan zeatin tidak mampu membentuk kalus
nodular (Tabel 1). Tiap varietas memiliki respons
yang berbeda terhadap jenis dan konsentrasi sitokinin
yang ditambahkan pada media. Pada varietas
Ciherang dan Inpara 3 media yang mampu mem-
bentuk kalus nodular sebesar 90% adalah MS yang
diperkaya BA 5 mg/l dikombinasikan dengan zeatin
0,1 atau 0,3 mg/l (Tabel 1).

Pada varietas Inpari 13 dan Pokkali media ter-
baik untuk membentuk kalus nodular adalah MS yang
diperkaya dengan BA 3 mg/l dan zeatin 0,1 atau 0,3
mg/l dengan nilai tertinggi masing-masing adalah 90%

untuk Inpari 13. Respons setiap varietas terhadap
media umumnya berbeda-beda. Hasil serupa juga
telah dilaporkan oleh (Roy et al. 2012) bahwa kalus
varietas berbeda memberikan respons pertumbuhan
yang berbeda terhadap suatu formulasi media.

Jumlah spot hijau

Hasil analisis ANOVA menunjukkan interaksi
yang nyata antara BA, zeatin, dan varietas terhadap
jumlah spot hijau yang terbentuk. Pada minggu ke-4
setelah kultur pada media regenerasi, mulai terjadi
perubahan pada kalus, yaitu mulai terlihat adanya
spot-spot hijau walaupun persentasenya masih
sangat rendah (Gambar 2F, G, H, I, J). Pada peng-
amatan minggu ke-8 terbentuk formasi tunas dari
kalus nodular yang mengandung banyak spot hijau
yang merupakan bakal tunas.

Kalus varietas Ciherang dan Inpari 13 yang di-
kulturkan pada media MS yang diperkaya dengan BA
3 mg/l dan zeatin 0,3 mg/l paling banyak membentuk
spot hijau, yaitu 4,4 dan 5,5. Perlakuan BA 5 mg/l yang
dikombinasikan dengan zeatin 0,3 mg/l merupakan
perlakuan terbaik pada varietas Inpara 3 karena
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mampu membentuk spot hijau terbanyak, yaitu 4,3.
Pada varietas Pokkali dan IR29, kalus yang ditum-
buhkan pada media MS yang diperkaya dengan BA 3
mg/l dan zeatin 0,1 mg/l menghasilkan kalus yang
membentuk spot hijau yang paling tinggi di antara
perlakuan lainnya, yaitu 3,8 dan 4,5 (Tabel 2).

Jumlah tunas

Hasil analisis ANOVA menunjukkan interaksi
antara varietas, BA, dan zeatin memberikan pengaruh
yang nyata terhadap terbentuknya tunas. Kombinasi
BA dan zeatin mampu meningkatkan kemampuan
kalus padi untuk beregenerasi membentuk tunas.
Pada kalus varietas Cisadane dan Bengawan Solo
yang disubkulturkan pada media yang mengandung
BA dan zeatin, kedua ZPT dilaporkan dapat mening-
katkan jumlah tunas yang terbentuk (Lestari dan
Mariska 2003). Begitu pula pada kalus tomat, pem-

berian zeatin dapat meningkatkan pembentukan
kalus menjadi tunas melalui jalur organogenesis
(Pawar et al. 2012).

Pada varietas Ciherang, perlakuan BA 5 mg/l dan
zeatin 0,1 mg/l memberikan respons terbaik dengan
rerata jumlah tunas sebesar 3,3 (Tabel 3). Pada per-
lakuan BA 5 mg/l dan zeatin 0,3 mg/l terjadi penu-
runan jumlah tunas menjadi 1,4 tunas/eksplan. Hal ini
menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi zeatin
dapat menurunkan jumlah tunas yang terbentuk.
Kencendrungan hasil yang sama telah dilaporkan
pada kalus tomat. Pemberian zeatin 1 mg/l mampu
menginduksi tunas 100%, sedangkan pada peningkat-
an konsentrasi zeatin menjadi 2 mg/l, tunas yang
terbentuk menurun menjadi 80% (Kalyani dan Rao
2014).

Pada varietas Inpari 13 perlakuan BA 3 mg/l dan
zeatin 0,3 mg/l menghasilkan tunas yang beregenerasi

Gambar 2. Kalus organogenik dan struktur tunas lima varietas padi indica. Kalus organogenik (bagian atas) dan struktur tunas (bagian bawah):
Ciherang (A dan F), Inpari 13 (B dan G), Inpara 3 (C dan H), Pokkali (D dan 1), IR29 (E dan J).

Tabel 2. Pengaruh varietas, BA, dan zeatin terhadap jumlah spot hijau pada kalus lima varietas padi

indica.
Varietas
BA (mgl/l) Zeatin (mg/l)

Ciherang  Inpari 13 Inpara 3 Pokkali IR29
0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 0 1,0 1,0 0,0 0,0 0,0
1 0,1 2,2 2,6 0,9 1,1 1,1
1 0,3 3,2 2,5 2,5 2,5 3,0
3 0 1,3 1,6 0,0 0,0 0,0
3 0,1 3,8 3,1 3,1 3,8 4,5
3 0,3 4,4 55 2,9 2,4 2,8
5 0 1,7 1,3 1,0 0,0 1,1
5 0,1 4,6 4,6 3,4 3,4 1,7
5 0,3 4,0 3,5 4,3 2,4 1,3
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sebanyak 5,1 tunas/eksplan. Pada kalus varietas
Inpara 3 yang dikulturkan pada media MS yang di-
perkaya BA 5 mg/l yang dikombinasikan dengan
zeatin 0,1 mg/l merupakan yang terbaik karena
mampu membentuk tunas paling banyak, yaitu 3,0
tunas/eksplan. Pada varietas Pokkali, media terbaik
untuk induksi tunas adalah BA 3 mg/l dan zeatin 0,1
mg/l dengan jumlah tunas sebanyak 2,1 tunas/
eksplan. Pada varietas [R29, kombinasi ZPT yang
mampu menginduksi tunas paling tinggi, yaitu BA 3
mg/l dan zeatin 0,1 mg/l dengan jumlah tunas 2,9
tunas/eksplan.

Multiplikasi Tunas

Hasil analisis ANOVA menunjukkan interaksi
antara varietas dan TDZ memberikan pengaruh tidak
nyata terhadap jumlah tunas yang terbentuk akan
tetapi faktor tunggal TDZ memberikan pengaruh yang
nyata pada taraf 5%.

Tabel 4 menunjukkan bahwa pada umumnya
peningkatan konsentrasi TDZ menyebabkan pe-
ningkatan multiplikasi tunas. TDZ merupakan zat
pengatur tumbuh yang mempunyai pengaruh fisio-
logisnya menyerupai sitokinin dan banyak digunakan
untuk menginduksi pembentukan tunas adventif serta
meningkatkan proliferasi tunas aksilar. Zat pengatur
tumbuh tersebut dapat meningkatkan kemampuan
multiplikasi tunas (Sivanesan dan Park 2014) dan
kemampuan multiplikasinya akan lebih signifikan bila
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aplikasi senyawa ini dikombinasikan dengan BA atau
kinetin (Ganeshan et al. 2003). TDZ mempunyai
efektivitas yang lebih kuat daripada BA. Untuk ta-
naman berkayu kombinasi BA dan TDZ banyak di-
gunakan dan memberikan hasil yang baik dalam
memproduksi tunas in vitro. Grabkowska et al. (2014)
melaporkan bahwa TDZ dapat menginduksi pemben-
tukan tunas adventif, proliferasi tunas adventif pada
tanaman Harpagophytum procumbens.

Induksi Perakaran

Hasil analisis ANOVA menunjukkan interaksi
antara perlakuan varietas dan konsentrasi IBA mem-
berikan pengaruh tidak nyata baik terhadap panjang
maupun jumlah akar. Namun faktor tunggal kon-
sentrasi IBA memberikan pengaruh yang nyata pada
taraf uji 5%. Pada umumnya tunas yang berasal dari
kalus organogenik telah membentuk meristomoid
bakal akar, akan tetapi akar yang belum memanjang.
Oleh karena itu, perlu dilakukan subkultur ke media
induksi perakaran. Tunas adventif semua varietas
padi yang belum berakar disubkultur pada media
yang mengandung IBA. Auksin memiliki peranan yang
penting dalam inisiasi akar pada kultur in vitro, seperti
yang dilaporkan oleh Ljung (2013) bahwa auksin yang
ditranslokasikan dari tunas melalui floem akan
menstimulasi terbentuknya primordia akar lateral
yang akan berkembang membentuk akar sekunder.

Tabel 3. Pengaruh varietas, BA, dan zeatin terhadap jumlah tunas pada kalus lima varietas indica.

Varietas
BA (mgl/l) Zeatin (mg/l)

Ciherang  Inpari 13 Inpara 3 Pokkali IR29
0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 0,1 0,1 0,5 0,0 0,0 0,0
1 0,3 2,3 1,9 1,6 1,0 1,2
3 0 0,4 0,6 0,0 0,0 0,0
3 0,1 29 2,5 2,5 2,1 29
3 0,3 3,0 5,1 1,3 1,1 1,3
5 0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,1
5 0,1 3,3 3,9 1,6 1,3 0,6
5 0,3 1,4 1,2 3,0 1,1 0,0

Tabel 4. Jumlah tunas lima varietas padi indica, umur 2 minggu setelah kultur, yang terbentuk

pada media yang mengandung TDZ.

Varietas

TDZ (mg/l) Rerata
Ciherang Inpari 13  Inpara 3 Pokkali IR29

0 3,5 3,7 2,8 3,5 3,4 3,38a

0,1 4,4 4,2 3,4 4,5 3,8 4,06 b

0,3 4,8 4,4 3,9 4,9 4,4 4,48 c

Angka pada satu kolom yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda pada taraf nyata 5%

menurut uji jarak berganda Duncan.
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Tabel 5. Jumlah akar yang terbentuk dari tunas lima varietas padi indica, umur 2

minggu setelah subkultur.

IBA (mg/l) Ciherang  Inpari 13  Inpara 3 Pokkali IR29 Rata-rata
0 53 5,6 53 54 5,1 5,34 a
1 5,5 5,7 5,9 6,1 6,1 5,86 a
2 6,6 6,6 6,6 6,5 6,9 6,64 b
3 7,2 7,0 7,1 6,6 7,2 7,02b

Angka pada satu kolom yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda pada taraf
nyata 5% menurut uji jarak berganda Duncan.

Tabel 6. Panjang akar (cm) yang terbentuk dari tunas lima varietas padi indica yang
ditanam pada media yang mengandung IBA.

IBA (mg/l) Ciherang Inpari13 Inpara 3 Pokkali IR29 Rata-rata
0 2,59 2,59 2,56 2,56 2,56 2,57 a
1 2,67 2,64 2,65 2,68 2,68 2,66 ab
2 2,82 2,75 2,74 2,85 2,85 2,80 b
3 2,91 2,35 2,07 2,95 2,95 2,65 ab

Angka pada satu kolom yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda pada taraf
nyata 5% menurut uji jarak berganda Duncan.

Pada varietas Inpara 3 dan dan IR29 (Tabel 5),
peningkatan konsentrasi IBA hingga 3 mg/l mening-
katkan pembentukan jumlah akar. Inisiasi pemben-
tukan akar dapat dirangsang dengan pemberian
auksin seperti IBA, IAA, dan NAA. Di antara ZPT ter-
sebut, IBA merupakan jenis auksin yang paling umum
digunakan untuk menginduksi akar dibanding dengan
jenis auksin lainnya karena translokasinya lebih lam-
bat sehingga dapat memacu perakaran pada bagian
pangkal tunas. IBA lebih stabil dengan tingkat
toksisitas yang lebih rendah bila dibanding dengan
NAA (George et al. 2008).

Pada Tabel 6 terlihat bahwa perlakuan IBA 2
mg/l merupakan perlakuan terbaik untuk kelima
varietas, walaupun pengaruh ini tidak berbeda nyata
dengan perlakuan IBA 1 mg/l dan 3 mg/l. Perlakuan
IBA 3 mg/l dapat menurunkan kemampuan peman-
jangan akar pada tunas in vitro padi varietas Inpara 3
dan IR29. Tanpa adanya auksin IBA pada media,
tunas dapat membentuk akar. Hasil ini menunjukkan
bahwa semua varietas yang diuji telah mengandung
auksin alami IAA memadai yang diperlukan untuk
pembentukan dan pemanjangan akar.

KESIMPULAN

Kalus varietas padi yang berbeda umumnya
memberikan respons pertumbuhan yang berbeda
terhadap suatu formulasi media. Formulasi media
yang optimum untuk induksi kalus organogenik untuk
padi varietas Ciherang, Inpari 13 dan Pokkali adalah
MS + 2,4-D 3 mg/l + kasein hidrolisat 3 g/l, sedangkan
untuk varietas Inpara 3 dan IR29 adalah MS + 2,4-D 5
mg/l + kasein hidrolisat 3 g/l. Formulasi media yang

optimum untuk regenerasi kalus membentuk tunas
untuk padi varietas Ciherang adalah BA 5 mg/l +
zeatin 0,1 mg/l + prolin 100 mg/l, untuk Inpari 13
adalah media MS + BA 3 mg/l + zeatin 0,3 mg/l +
prolin 100 mg/l, untuk varietas Inpara 3 adalah BA 5
mg/l + zeatin 0,3 mg/l + prolin 100 mg/l serta untuk
Pokkali dan IR29 adalah MS + BA 3 mg/l + zeatin 0,1
g/l. Media yang optimum untuk multiplikasi tunas
pada semua varietas adalah MS + TDZ 0,3 mg/l.
Media yang optimum untuk perakaran pada semua
varietas adalah MS + IBA 2 mg/l. Setiap tahapan ke-
giatan pembentukan planlet membutuhkan formulasi
media yang berbeda.
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