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ABSTRAK

Galur yang potensial untuk dibuat mandul jantan mempunyai gen yang mengen-
dalikan sterilitas jantan tetapi sitoplasmanya normal sehingga tanaman menjadi
fertil. Galur seperti itu disebut sebagai galur pelestari (maintainer line). Kultur anter
merupakan suatu teknik in vitro yang dapat menghasilkan tanaman haploid ganda
homozigot (galur murni) langsung dari tanaman F1 atau generasi bersegregasi
lainnya yang telah diseleksi, sehingga dapat mempercepat siklus pemuliaan. Tujuan
penelitian ini adalah mendapatkan (1) benih dari hasil per-silangan galur pelestari
dengan varietas unggul yang mempunyai sifat yang diinginkan, yaitu berdaya hasil
tinggi, tahan cekaman lingkungan (biotik dan abiotik), serta mutu beras baik dan (2)
galur pelestari yang mempunyai sifat yang diinginkan melalui kultur anter. Sampai
saat ini, telah diperoleh benih dari 8 persilangan galur pelestari dengan varietas
unggul, yaitu IR62829B x Sintanur (218 butir), IR58025B x Sintanur (66 bultir),
IR62829B x Ciherang (643 butir), IR58025B x Ciherang (165 butir), IR62829B x
IR64 (528 butir), IR58025B x IR64 (64 butir), IR62829B x Memberamo (360 butir),
dan IR58025B x Memberamo (74 butir). Selanjutnya kultur anter dilakukan pada 2
persilangan, yaitu IR58025B x Sintanur dan IR62829B x Ciherang. Inokulasi anter
dilakukan pada media induksi kalus N6 + 2,0 mg/l NAA + 0,5 mg/l kinetin + 10° M
putresin dan N6 + 2,0 mg/l 2,4-D. Penelitian untuk mendapatkan regeneran
tanaman hijau masih terus dilakukan.

Kata kunci: Padi hibrida, mandul jantan, kultur anter

ABSTRACT

Potential lines for producing male sterile had gene that control male sterility but their
cytoplasm were normal to make them fertile. Those lines were called maintainer
lines. Anther culture technique was conducted in vitro to regenerate doubled haploid
plants directly from F1 plants or other selected segregate plant materials. Therefore,
this technique can be used to accelerate breeding cycle. The purpose of this
research was (1) to obtain seeds from crossing of maintainer lines with released
varieties having interest good traits, such as high yield, tolerance to biotic stresses
and good eating quality and (2) to obtain maintainer lines having the interest traits
through anther culture. At present, we already obtained seeds from 8 crosses. They
were |IR62829B x Sintanur (218 seeds), IR58025B x Sintanur (66 seeds),
IR62829B x Ciherang (643 seeds), IR58025B x Ciherang (165 seeds), IR62829B x
IR64 (528 seeds), IR58025B x IR64 (64 seeds), IR62829B x Memberamo (360
seeds), and IR58025B x Memberamo (74 seeds). Anther culture was conducted on
2 crosses, i.e. IR58025B x Sintanur and IR62829B x Ciherang. Anther innoculation
was conducted on callus induction media N6 + 2.0 mg/l NAA + 0.5 mg/l kinetin +
10° M putresin and N6 + 2.0 mg/l 2.4-D. The research to obtain green plantlets was
still on going.
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PENDAHULUAN

Indonesia, yang mempunyai lahan sawah irigasi sekitar 5 juta hektar,
sangat potensial untuk penerapan teknologi padi hibrida. Potensi hasil padi
hibrida yang lebih besar dibandingkan padi nonhibrida (>15-20%) akan
membantu di dalam memecahkan permasalahan dalam peningkatan produksi
padi (Suprihatno et al, 1994). Saat ini, melalui kerja sama internasional telah
diperoleh beberapa galur mandul jantan, yaitu IR58025A, IR62829A,
TR68885A, dan IR68889A, serta 3 hibrida harapan, yaitu IR56025A/BR827-35,
IR58025A/ IR53942, dan TR62829A/BR827-35. Kelemahan dari ketiga hibrida
harapan ter-sebut adalah daya hasil kurang stabil, yaitu tidak selalu
memberikan hasil yang lebih tinggi dibandingkan dengan varietas
pembanding, selain itu juga peka terhadap penyakit hawar daun bakteri yang
merupakan salah satu penyakit utama padi di Indonesia (Suprihatno et al,
1998).

Untuk mendapatkan varietas padi hibrida yang baik, yaitu sesuai
dengan kondisi agroekologi Indonesia dan mempunyai sifat yang diinginkan,
seperti ber-daya hasil tinggi dan stabil serta tahan terhadap hama dan
penyakit utama, perlu dilakukan perbaikan terhadap galur tetuanya.
Beberapa varietas unggul dan galur harapan padi, yang merupakan plasma
nutfah sumber ketahanan terhadap hama dan penyakit utama, misalnya
tahan terhadap wereng coklat dan bakteri hawar daun selain mempunyai daya
hasil tinggi dengan mutu beras baik, antara lain Memberamo, Sintanur,
Ciherang, dan IR62. Varietas unggul tersebut dapat di-gunakan dalam
merakit varietas hibrida yang berdaya hasil tinggi dan tahan hama penyakit
utama.

Galur yang potensial untuk dibuat mandul jantan mempunyai gen yang
mengendalikan sterilitas jantan tetapi sitoplasmanya normal sehingga
tanaman menjadi fertil. Galur seperti itu disebut sebagai galur pelestari
(maintainer line). Persilangan galur pelestari dengan galur/varietas unggul
yang mempunyai sifat yang diinginkan merupakan tahap pertama yang harus
dilakukan untuk memper-oleh galur pelestari yang mempunyai sifat yang
diinginkan tersebut. Selanjutnya galur pelestari terpilih disilangkan dengan
galur mandul jantan yang sudah tersedia (misalnya IR58025A, TR62829A,
IR68885A, dan IR68889A) untuk mendapatkan galur mandul jantan baru
dengan kemandulan stabil, yang potensial untuk pembuatan padi hibrida.

Kultur anter dapat mempercepat perolehan tanaman homozigot dari
materi tanaman heterozigot tanpa dipersulit oleh hubungan dominan-resesif,
sehingga siklus pemuliaan dapat lebih singkat karena dapat menghilangkan
sebagian besar dari kegiatan seleksi pada setiap generasi yang umum
dilakukan pada pemuliaan konvensional (Fehr, 1987; Dewi et al., 1996).

BAHAN DAN METODE
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Penelitian dilakukan di rumah kaca dan laboratorium kultur jaringan
Balai Penelitian Bioteknologi Tanaman Pangan, Bogor mulai Januari 2002.
Bahan tanam-an yang digunakan adalah galur pelestari dan varietas unggul
sebagai donor untuk ketahanan terhadap bakteri hawar daun, wereng coklat,
dan mutu beras baik (rasa nasi pulen). Galur pelestari yang digunakan adalah
IR62629B (T1), IR58025B (T2), sedangkan varietas unggul yang digunakan
sebagai donor adalah Memberamo (D1), Sintanur (D2), Ciherang (D3), dan
IR64 (D4).

Pelaksanaan Penelitian

a. Persilangan dibuat antara galur pelestari dengan varietas unggul yang
dipilih (yang mempunyai sifat yang diinginkan) untuk menghasilkan F1.
Biji F1 disemai dan ditanam dalam ember plastik di rumah kaca untuk
mendapatkan anter.

b. Kultur anter dilakukan dengan menggunakan 2 macam media induksi
kalus dan 2 macam media regenerasi, yaitu
1. Media induksi N6 (Chu, 1978) yang diberi tambahan zat pengatur

tumbuh auksin (2,0 mg/l NAA), sitokinin (0,5 mg/l kinetin), poliamin (10
3 M putresin), dan 60,0 g/l sukrosa dengan media regenerasi MS
(Murashige dan Skoog, 1962) yang diberi tambahan zat pengatur
tumbuh auksin (0,5 mg/l NAA), sitokinin (2,0 mg/l kinetin), poliamin (10
3 M putresin), dan 40,0 g/l sukrosa (Dewi et al,, 2001).

2. Media induksi N6 yang diberi tambahan zat pengatur tumbuh auksin
(2,0 mg/1 2,4-D) dan 50,0 g/l sukrosa dengan media regenerasi MS yang
diberi tambahan zat pengatur tumbuh auksin (1,0 mg/l NAA), sitokinin
(2,0 mg/1 kinetin), dan 30,0 g/l sukrosa (Yan et al, 1996).

c¢. Tanaman haploid ganda hasil kultur anter kemudian diseleksi secara
individu berdasarkan sifat agronominya dan setiap tanaman yang terpilih
dipanen men-jadi satu galur. Tahun selanjutnya diteruskan dengan cara (d)
dan seterusnya.

d. Selanjutnya dilakukan seleksi terhadap galur tersebut (c) berdasarkan
sifat-sifat agronomi dan ketahanannya terhadap hama dan penyakit,
terutama wereng coklat dan bakteri hawar daun, selain mutu beras.

e. Uj persilangan untuk memilih galur yang potensial untuk dibuat mandul
jantan dilakukan terhadap galur tersebut (d). Semua galur terpilih
disilangkan dengan mandul jantan IR58025A atau IR62829A. Tanaman F1
yang diperoleh kemudian ditanam dan diamati sterilitas polennya dengan
menggunakan mikroskop. Per-silangan yang menghasilkan tanaman F1
dengan polen steril sempurna (100%) menunjukkan bahwa galur tetua
jantannya merupakan galur maintainer baru yang potensial untuk dibuat
menjadi galur mandul jantan.
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f. Pembuatan galur mandul jantan selanjutnya dilakukan melalui silang balik
de-ngan galur yang terpilih (e) sebagai tetua berulang (recurrent paren?
dan galur mandul jantan sebagai tetua donor (donor paren?.

g. Setelah silang balik ketujuh akan diperoleh galur mandul jantan baru
dengan sifat seperti galur yang terpilih, sedangkan galur yang terpilih (e)
akan menjadi galur pelestarinya.

Pengamatan

Pada setiap tahap persilangan dilakukan pengamatan terhadap sterilitas
polen. Hanya persilangan yang menghasilkan keturunan yang mempunyai
polen steril sempurna saja yang dilanjutkan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Persilangan Galur Pelestari dengan Varietas Unggul

Persilangan galur pelestari dengan varietas unggul dapat menghasilkan
benih, walaupun keberhasilannya tidak sama (Tabel 1). Dari 8 persilangan,
hasil benih terendah, yaitu kurang dari 100 butir dicapai oleh persilangan
IR58025B x Sintanur (48 butir), IR58025B x IR64 (64 butir), IR58025B x
Memberamo (74 butir). Kelima persilangan lainnya menghasilkan benih
antara 165-643 butir, dengan jumlah benih terbanyak dicapai oleh IR62829B x
Ciherang (643 butir). Menurut Watanabe (1997), derajat fertilitas hibrida yang
berlainan ditentukan oleh kesesuai-an genetik antar kedua tetuanya.
Selanjutnya dipilih 2 persilangan untuk ditanam dan anternya digunakan
sebagai eksplan dalam penelitian kultur anter, yaitu per-silangan IR58025B x
Sintanur dan IR62829B x Ciherang.

Kultur Anter F1 Hasil Silangan Galur Pelestari dengan Varietas Unggul
Pada penelitian kultur anter terdapat 5 tahap yang dilakukan, yaitu

Tabel 1. Hasil benih pada persilangan galur pelestari dengan varietas unggul

Persilangan Kode silangan Jumlah benih (butir)
IR58025B x Memberamo - 74
IR58025B x Sintanur M1 48
IR58025B x Ciherang - 165
IR58025B x IR64 - 64
IR62829B x Memberamo - 613
IR62829B x Sintanur - 218
IR62829B x Ciherang M2 643
IR62829B x IR64 - 528

- = belum diberi kode silangan karena belum digunakan untuk kultur anter
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Tabel 2. Tanaman donor yang diperoleh dari persilangan galur pelestari dengan varietas unggul

Kode persilangan Persilangan Jumlah benih (butir) Viabilitas benih (%) Tanaman selamat
M1 IR58025B x Sintanur 45 100 42 (93,3%)
M2 IR62829B x Ciherang 60 100 18 (30,0%)

1. Penanaman tanaman penghasil anter (tanaman donor)

2. Pengkoleksian dan inkubasi malai berisi anter yang akan digunakan
sebagai eksplan dalam kultur anter

3. Seleksi dan inokulasi anter pada media induksi kalus

-~

Pemindahan/subkultur kalus ke media regenerasi
5. Aklimatisasi (planlet) tanaman hijau

Benih tanaman donor, yaitu persilangan IR58025B x Sintanur dan
IR62829B x Ciherang ternyata berbeda dalam keberhasilannya menghasilkan
tanaman yang dapat terus tumbuh, walaupun viabilitas benihnya 100% (Tabel
2).

Benih yang berasal dari persilangan 1R62829B x Ciherang,
menghasilkan tanaman donor lebih sedikit (30%) dibandingkan dengan
IR58025B x Sintanur (93,3%). Diduga terjadinya perbedaan tanaman selamat
disebabkan oleh perbeda-an kepekaan kedua genotipe dalam beradaptasi
dengan lingkungan, karena viabi-litas benih kedua tetua pada saat disemaikan
di cawan petri berisi air sama, yaitu 100%. Tanaman F1 hasil silangan
IR62829B x Ciherang tidak dapat segera beradap-tasi pada tanah dengan dosis
pemupukan anjuran untuk tanaman padi (100 kg N, 100 kg P20s5, dan 100 kg
KCl/ha). Tanaman donor yang dihasilkan selanjutnya di-tanam di rumah kaca.

Tanaman donor harus ditanam dalam lingkungan yang optimum untuk
per-tumbuhan. Menurut Zhang (1992) penanaman di rumah kaca
dimaksudkan agar tanaman dapat menghindarkan cekaman selama
perkembangan tepung sari (polen), walaupun dari segi penampakan mungkin
tampak kurang vigor.

Tahap perkembangan polen pada saat pengkoleksian malai serta saat di-
kulturkan merupakan saat paling kritis di dalam menentukan keberhasilan
kultur anter. Tahap perkembangan polen yang optimum untuk kultur anter
adalah pada tahap pertengahan sampai akhir uninukleat atau awal binukleat
(Chung, 1992; Zhang, 1992; Li, 1992; Sun dan Zhao, 1992; Zapata et al, 1983).
Kemampuan untuk meregenerasikan tanaman berkurang pada kultur anter
yang mengandung polen pada tahap yang lebih lanjut akibat akumulasi pati
yang menghambat pembelahan sel (Zapata et al, 1983). Pada penelitian ini
malai dikoleksi ketika jarak antara daun bendera (fag lea) dengan daun
terakhir (penultimate lead berkisar antara 14-16 cm atau ketika digenggam
terasa bunting penuh tidak ada bagian selubung malai yang kosong.

Praperlakuan pada malai dilakukan sebelum anter dikulturkan. Metode
yang biasa dilakukan di antaranya adalah inkubasi malai dengan cekaman
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dingin pada padi (Zapata et al, 1983), cekaman panas pada oat (Kiviharju dan
Pehu, 1998), cekaman osmotik dengan manitol pada barley (Cistue et al,
1999).

Pada penelitian ini malai yang masih berada dalam selubungnya dicuci
bersih kemudian dibungkus dengan aluminium yang dilapisi kertas tisue
penyerap kelebihan air. Selanjutnya malai disimpan selama 8-10 hari dalam
ruang bersuhu 5°C seperti yang dilakukan oleh Dewi et al (1994). Perlakuan
dingin dapat mem-bantu menyeragamkan stadia polen, sehingga lebih banyak
polen pada stadia uninukleat yang dapat digunakan sebagai eksplan (Nitsch,
1983; Zapata et al., 1983).

Seleksi pada anter dilakukan untuk mendapatkan anter yang berada
pada tahap pertengahan uninukleat sampai awal binukleat. Menurut Sun dan
Zhao (1992) malai dengan spikelet yang panjang anter dan filamennya tidak
melebihi 1/2 panjang bulir (spikelet) pada japonica atau <2/3 panjang spikelet
pada indica dan javanica, dapat dipilih untuk mendapatkan anter pada tahap
mikrospora yang di-inginkan, yaitu yang berwarna kuning cerah kehijauan.
Pada penelitian ini karena digunakan padi indica sebagai tetua persilangan,
maka seleksi dilakukan pada spikelet yang panjang anter dan filamennya
berada pada 1/2-2/3 panjang spikelet. Malai yang telah terpilih setelah
disterilisasi dengan 20% Bayclin (Commercial Bleach yang mengandung 5,24%
NaOCl) kemudian spikeletnya dipotong pada 1/3 bagian dari pangkalnya dan
dikumpulkan pada cawan petri.

Pada tahap inokulasi anter, masing-masing spikelet dijepit dengan
pinset dan diketukkan pada tepi cawan petri yang sudah berisi 25 ml media
induksi kalus, sampai anter keluar dan jatuh ke atas media.
Inokulasi/penanaman eksplan ini dilakukan di dalam lemari steril laminar air
flow.

Cawan petri yang telah berisi anter kemudian diinkubasi di ruang gelap
ber-suhu 25+2°C. Inkubasi di ruangan dengan kondisi tersebut penting untuk
meng-induksi keluarnya kalus yang berasal dari polen yang berada di dalam
anter (Li, 1992; Zhang, 1992). Dalam 3-4 minggu setelah inokulasi kalus akan
mulai ter-bentuk.

KESIMPULAN

1. Telah diperoleh benih dari 8 persilangan galur pelestari dengan varietas
unggul, yaitu IR62829B x Sintanur (218 butir), IR58025B x Sintanur (66
butir), IR62829B x Ciherang (643 butir), IR58025B x Ciherang (165 butir),
IR62829B x IR64 (528 butir), IR58025B x IR64 (64 butir), IR62829B x
Memberamo (360 butir), dan IR58025B x Memberamo (74 butir).

2. Selanjutnya kultur anter dilakukan pada 2 persilangan, yaitu IR58025B x
Sintanur dan TR62829B x Ciherang. Inokulasi anter dilakukan pada media
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induksi kalus N6 + 2,0 mg/l NAA + 0,5 mg/l kinetin + 103 M putresin. Kalus
mulai terbentuk, namun hasil regenerasi tanaman belum dapat dilaporkan.
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