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ABSTRACT

Indica rice variety Ciherang is the most planted variety in Indonesia, but the micropropagation
technique is restricted because it  is known has low regeneration frequency and included as
recalcitrant cultivar for tissue culture and tranformation activities. One of solution to resolve that
problem is developing a technique of somatic embryogenesis in callus of ciherang rice cultivar.
The aims of study were to determine medium composition for inducting embryogenic callus in
Ciherang rice and to know the effectivity of rice regeneration using callus as explant. The methods
were included induction of embryogenic callus in callus induction media (CIM) containing MS
basal, Proline 600 mg/l, Casein Hidrolisat 300 mg/l, phytagel 2,5 g/l,  BAP 0.25 mg/l, sukrosa 30
%, and 2,4-D in different concentration, from 2,4-D 0 mg/l as control (CIM 1), 2,4-D 2 mg/l (CIM
2), 2,4-D 3 mg/l (CIM 3), and 2,4-D 4 mg/l (CIM 4). It then be continued to regenerate the calli in
RM 1 medium containing MS  basal, NAA 0,2 mg/l, Kinetin 2 mg/l,  Agarose 10 g/l, and sukrosa
30 %, pH 5,8 for six days in dark and RM2 medium containing MS  basal , NAA 0,2 mg/l, Kinetin
2 mg/l, Agarose 8 g/l, sukrosa 30 %, pH 5,8 in light room. Results showed CIM 4 medium using
2,4-D 4 mg/l gave optimum result in calli induction with procentage 57,63% and CIM 3 using 2,4-
D 3 mg/l gave optimum result in embryonic calli induction with procentage 53,63%. Result of
embryonic calli gave regeneration frequency procentage is 9,6%. The total planlet obtained after
five weeks old in regeneration medum were 11 planlets ready for aclimatization.
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PENDAHULUAN

Padi (Oryza sativa L.) varietas Ciherang
merupakan padi indica hasil persilangan antara
varietas IR64 dengan varietas IR18349-53-1-3-
1-3/3 (Suprihatno et al., 2009). Padi indica
varietas Ciherang banyak dibudidayakan di
Indonesia,  tetapi masih sulit digunakan untuk
tujuan mikropropagasi karena sebagian besar
varietas padi indica dikenal mempunyai daya
regenerasi rendah dan merupakan varietas
rekalsitran untuk kegiatan kultur jaringan dan
transformasi genetik. Varietas rekalsitran
dikenal karena rendahnya kemampuan tanaman
dalam produksi dan regenerasi kalus (Khatun et
al., 2003). Kultur jaringan melalui
embriogenesis somatik menggunakan eksplan
kalus merupakan salah satu teknik yang sering
digunakan dan merupakan langkah kunci
dalam bioteknologi padi (Meneses et al.,

2005). Embriogenesis somatik adalah proses
perkembangan sel somatik membentuk sel
embriogenik melalui tahap-tahap perubahan
morfologi tanpa proses peleburan sel gamet
(Quiroz-Figuera et al., 2006). Petrasek et al.
(2002) melaporkan bahwa pembelahan dan
pertumbuhan sel tanaman secara in vitro
membutuhkan sumber auksin eksternal yang
sangat penting dalam regulasi fase standar
siklus pertumbuhan. Jenis auksin yang sering
digunakan dalam media kultur adalah auksin
sintetis 2,4-Dichlorophenoxy Acetic Acid (2,4-
D). Libin et al. (2012) melaporkan bahwa
penggunaan 2,4-D 2 mg/l dalam media MS
sangat efektif dalam menginduksi kalus
embriogenik pada padi indica varietas Biris,
Mondal et al. (2011) melaporkan penggunaan
2,4-D 4 mg/l dalam media MS menghasilkan
induksi kalus embriogenik maksimum pada
padi indica varietas Swarna. Sahoo et al.
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(2011) memaparkan bahwa penggunaan 2,4-D
sebanyak 3 mg/l memberikan hasil maksimal
dalam induksi kalus embriogenik pada empat
varietas indica, salah satunya adalah varietas
IR64. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa
proliferasi kalus embriogenik dan kemampuan
regenerasi ditentukan oleh metode optimasi
serta formulasi media induksi kalus dan
regenerasi yang tepat.

Kombinasi antara 2,4-D dan BAP pada
media induksi kalus berperan dalam induksi
sifat-sifat embriogenesis somatik, misal
struktur bipolar melalui regulasi arah
morfogenesis dan menginduksi pertumbuhan
kalus melalui proliferasi (Haensch, 2007;
George et al., 2008).

Penggunaan kasein hidrolisat dan prolin
sebagai penyedia asam amino sangat berperan
dalam mendukung kerja 2,4-D dalam
menunjang proses inisiasi dan proliferasi kalus
embriogenik, sekaligus mempertahankan sifat
embriogenik kalus (Zhang et al., 1996; Kishor
et al., 1999). Kasein hidrolisat merupakan jenis
asam amino yang digunakan sebagai sumber
nitrogen organik. yang lebih cepat diasimilasi
oleh tanaman daripada nitrogen (Saad dan
Ahmed, 2012). Prolin dikenal sebagai osmolit
inert yang dapat melindungi struktur subseluler
dan makromolekul pada kondisi tekanan
osmotik (Shubashini dan Reddy, 1991;
Szabados dan Arnould, 2009).

Tujuan yang ingin dicapai dari penelitian
ini adalah untuk menetukan komposisi media
induksi kalus embriogenik somatik pada padi
(Oryza sativa L. var. Ciherang) dan untuk
mengetahui efektivitas regenerasi padi dengan
eksplan kalus pada padi Indica.

Penelitian tentang induksi embriogenesis
somatik ini merupakan langkah awal untuk
pengembangan teknik bioteknologi padi indica
di Indonesia. Hasil yang didapat diharapkan
dapat menjadi acuan teknis dalam melakukan
transformasi genetik padi indica di Indonesia
yang dapat memberikan kontribusi penting
dalam peningkatan produktivitas padi nasional.

METODE
Penelitian ini menggunakan biji padi indica (Oryza
sativa L. var. Ciherang). Jenis penelitian eksperimen
dengan dua tahapan yaitu induksi kalus embriogenik
menggunakan media dengan penggunaan 2,4-D pada
konsentrasi berbeda, dimulai dari 0 mg/l sebagai
perlakuan pertama sekaligus kontrol (CIM 1), 2,4-D
2 mg/l (CIM 2), 2,4-D 3 mg/l  (CIM 3), dan  2,4-D 4
mg/l (CIM 4); dan regenerasi kalus embriogenik
pada media regenerasi (RM) yang mengandung MS

basal, NAA 0,2 mg/l, Kinetin 2 mg/l,  Agarose 10-8
g/l, dan sukrosa 30 %, pH 5,8. Metode tersebut
mengacu pada penelitian yang telah dilakukan
Sahoo et al, (2011) dengan beberapa modifikasi
diantaranya peggunaan waktu inkubasi saat induksi
kalus embriogenik selama 21 hari tanpa subkultur
dan pemindahan kalus RM1 ke RM2 tanpa proses
subkultur.

Sterilisasi Benih
Biji padi (Oryza sativa var. Ciherang)  yang telah
dikupas disterilisasi dalam etanol 70% selama 5
menit, kemudian digojok dalam larutan NaClo 1%
selama 10 menit. Biji padi kemudian dibilas dengan
akuades steril sebanyak empat kali, kemudian
dikeringkan dengan kertas filter steril selama dua
jam. Biji diletakkan ke dalam  media pengkalusan
CIM 1, CIM 2, CIM 3, dan CIM 4. Digunakan
empat cawan petri tiap perlakuan sebagai ulangan
dan biji yang ditanam tiap cawan petri adalah
sebanyak 18 biji.

Induksi Kalus Embriogenik
Biji ditumbuhkan di tempat gelap selama 21 hari dan
suhu ruang kultur harus tetap terjaga pada kisaran
28° C. Media CIM yang digunakan memiliki pH 5,8
dan mengandung MS  basal, Prolin 600 mg/l, Casein
Hidrolisat 300 mg/l, phytagel 2,5 g/l,  BAP 0.25
mg/l, sukrosa 30 %, dan 2,4 D dengan konsentrasi
berbeda dimulai dari 0 mg/l sebagai perlakuan
pertama sekaligus kontrol (CIM 1), 2,4-D 2 mg/l
digunakan pada media CIM 2, 2,4-D 3 mg/l sebagai
media perlakuan 3 (CIM 3), dan  2,4-D 4 mg/l
sebagai media perlakuan 4 (CIM 4). Dihitung
prosentase frekuensi induksi kalus total tiap
perlakuan dan kalus embriogenik dicirikan dengan
morfologi berwarna putih kekuningan, remah, dan
memiliki tekstur kering.

Regenerasi Kalus Embriogenik
Kalus non-embriogenik (bertekstur basah, padat, dan
berwarna kuning) dibuang, sementara kalus
embriogenik dipotong dari biji dan dipindahkan
pada media regenerasi 1 (RM 1) kemudian disimpan
dalam ruang gelap dengan suhu 27 ± 1° C selama
tujuh hari. Kalus yang telah mengalami proliferasi,
dipindahkan ke tempat terang selama seminggu,
kemudian dipindahkan pada media regenerasi 2 (RM
2) dan disimpan dalam  tempat terang (16 jam
terang, 8 jam gelap) dengan suhu 27 ± 1° C untuk
disubkultur tiap tiga minggu sekali. Media RM1
yang digunakan mengandung MS  basal, NAA 0,2
mg/l, Kinetin 2 mg/l,  Agarose 10 g/l, dan sukrosa
30 %, pH 5,8; sementara media RM2 mengandung
MS  basal , NAA 0,2 mg/l, Kinetin 2 mg/l, Agarose
8 g/l, sukrosa 30 %, pH 5,8.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Induksi Kalus Embriogenik
Keberadaan 2,4-D berpengaruh terhadap
kemunculan kalus pada biji. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa CIM 1 tanpa penambahan
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2,4-D, menunjukkan hasil konsisten berupa
tidak terbentuknya kalus, melainkan terjadi
organogenesis langsung membentuk tunas dan
akar (Gambar. 1). Hal ini menunjukkan bahwa
keberadaan 2,4-D dapat menghambat
morfogenesis pada biji tanaman.

Gambar 1. Kondisi kalus umur 21 HST pada
perlakuan: A) CIM 1, B) CIM 2,
C) CIM 3,dan D) CIM 4

Media CIM 2 mulai menampakkan adanya
pertumbuhan kalus dan peristiwa morfogenesis
tunas dan akar direduksi, akan tetapi,
kemunculan kalus embriogenik masih belum
menampakkan hasil yang optimal.

Media CIM 3 dengan menggunakan  2,4-D
3 mg/l menghasilkan kalus embriogenik paling
optimal dibandingkan media CIM yang
lainnya. Pertumbuhan kalus yang dicapai pada
media CIM 3 menunjukkan kalus embriogenik
dalam jumlah lebih dari 50%  dari total kalus
yang tumbuh. Media CIM 4 menggunakan 2,4-
D 4 mg/l memberikan hasil optimum untuk
menginduksi kalus terbanyak dengan
prosentase  57,63% (gambar 1). Akan tetapi,
media CIM 4 justru memberikan prosentase
induksi kalus embriogenik terendah sebesar
14,8%. Penurunan prosentase kalus
embriogenik ditunjukkan dengan
meningkatnya jumlah kalus yang mengalami
nekrotik (Gambar 1D).

Sebagian besar kalus dari biji yang
diinkubasi di tempat gelap selama 21 hari
menunjukkan ciri-ciri embriogenik.

Gambar 2. Kondisi kalus: A dan C) kalus
embriogenik, B dan D) kalus non-
embriogenik.

Kalus embriogenik ditetapkan berdasarkan
kondisi morfologi secara mikroskopis dengan
ciri berwarna putih kekuningan (creamy white),
remah (friable), dan bertekstur kering. kalus
embriogenik dapat dilihat pada gambar 2A dan
2C.

Pertumbuhan kalus umur 21 HST
ditentukan berdasarkan perhitungan
perbandingan antara total kalus yang tumbuh
dengan total benih. Prosentase kemunculan
kalus embriogenik yang dapat diregenerasikan
dapat diperoleh berdasarkan perhitungan
perbandingan antara total kalus embriogenik
dengan total kalus yang tumbuh. Grafik
(gambar 3) menunjukkan pola spesifik pada
pertumbuhan kalus. Media CIM 1 tanpa
penambahan 2,4-D menunjukkan bahwa tidak
ada pertumbuhan kalus tetapi terjadi proses
morfogenesis  pada biji menjadi tunas dan akar.
Ketiadaan  2,4-D menampakkan stimulus pada
biji untuk melakukan perkecambahan secara
normal. Penambahan 2,4-D sebanyak 1 mg/l
memberikan hasil pertumbuhan kalus sebesar
45,68%.

A B

C D
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Gambar 3. Grafik perbandingan frekuensi
induksi kalus dan kalus
embriogenik. Tanda ND (Not
Detected) menunjukkan bahwa
pada media CIM 1 tidak ada
kalus dan kalus embriogenik
yang terinduksi.

Pertumbuhan kalus akan terus meningkat
seiring dengan peningkatan konsentrasi 2,4-D
dalam media. Hal ini dapat ditunjukkan
prosentase pertumbuhan kalus tertinggi pada
media CIM4 yang mengandung 2,4-D 4 mg/l.
Hal ini mengindikasikan bahwa keberadaan
2,4D dapat menghambat morfogenesis pada
perkecambahan  biji. Gaj (2004) memaparkan
bahwa keberadaan 2,4-D dalam kultur
merupakan agen pemicu stres bagi tanaman.
Ketika tanaman terpapar stres, maka tanaman
akan memberikan respon stres dan sistem
dalam jaringan tanaman akan melakukan
reprogramming diferensiasi sel melalui
aktivitas metilasi DNA menuju program
dediferensiasi. Program dediferensiasi tersebut
yang akan mengawal pertumbuhan biji dengan
mempertahankan fase mitotik.

Hasil pertumbuhan kalus embriogenik
menampakkan pola parabola. Peningkatan
prosentase kalus embriogenik diawali dari
konsentrasi 2,4-D 2 mg/l dan 3mg/l. Frekuensi
kemunculan kalus sebesar 56,17% pada media
CIM 3 yang paling optimal dalam menginduksi
kalus embriogenik. Hal tersebut menunjukkan
hasil yang serupa jika dibandingkan dengan
penelitian yang dilakukan Purnamaningsih
(2006) yaitu sebesar  55,0%. Dari 56,17%
kalus, sebanyak 53,63%  yang dinyatakan
sebagai kalus embriogenik yang dapat
dipindahkan ke media regenerasi selanjutnya.

Peningkatan konsentrasi 2,4-D menjadi 4
mg/l menurunkan prosentase kalus
embriogenik secara drastis sampai pada kisaran
14,8%. Hal tersebut mengindikasikan bahwa
meskipun pertumbuhan kalus akan terus

meningkat seiring peningkatan konsentrasi 2,4-
D, akan tetapi pertumbuhan kalus embriogenik
yang optimal hanya akan dicapai pada
konsentrasi 2,4-D tertentu yang tepat dan dapat
direspon dengan baik oleh faktor internal
tanaman.

Berdasarkan hasil penelitian ini, padi
varietas Ciherang hanya akan menghasilkan
kalus embriogenik dengan jumlah maksimal
pada konsentrasi 2,4-D 3 mg/l dalam media.
Peningkatan konsentrasi 2,4-D secara terus
menerus akan menurunkan prosentase kalus
embriogenik disebabkan karena sel tanaman
menjadi stres dan tidak dapat mentoleransi efek
fitotoksik 2,4-D.

Frekuensi Regenerasi Kalus Embriogenik
Pada umur 1 HST pada media RM2, kalus-
kalus embriogenik tersebut masih berada pada
fase globular dan skutelar. Fase globular pada
embrio somatik (Gambar. 4A dan 4B) dicirikan
oleh bentuk sel nodular yang kecil dengan
sitoplasma padat, sementara pada fase skutelar,
kalus globular mengalami perkembangan
menjadi bentuk terpedo sebagai cikal bakal
munculnya tunas (Gambar. 4C).

Gambar 4. Tahap Perkembangan Kalus
Embriogenik menuju
Regenerasi. A-B) Fase
globular, C) Fase skutelar, D)
Fase koleoptil

Prosentase frekuensi regenerasi eksplan
kalus embriogenik dapat dihitung dengan
perhitungan perbandingan antara total kalus
yang beregenerasi dengan total kalus
embriogenik. Hasil (gambar 5) menunjukkan
bahwa rata-rata frekuensi kemunculan bintik
hijau mencapai 90,2%. Sebagian bintik hijau
tersebut mengalami browning dan tidak
mampu melanjutkan ke fase perkembangan
kalus selanjutnya dan sebanyak 23,4% kalus
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dengan bintik hijau mampu berlanjut menuju
fase koleoptil. Frekuensi regenerasi yang
dicapai adalah sebesar 9,6%.

Gambar 5. Grafik frekuensi proses regenerasi
kalus embriogenik

Frekuensi kemunculan bintik hijau sebesar
90,2%  menunjukkan hasil yang tinggi. Hasil
ini mengindikasikan bahwa padi Ciherang
memiliki probabilitas efisiensi yang tinggi
apabila dilanjutkan pada kegiatan transformasi
genetik kendati demikian, peristiwa browning
yang terjadi pada kalus yang memiliki bintik
hijau memberikan dampak pada penurunan
kemunculan tunas setelah bintik hijau. Hal ini
dapat dilihat pada tunas yang muncul sebesar
23,4% dari total bintik hijau.

Timbulnya browning diduga dikarenakan
karena ketidakseimbangan komposisi nutrisi
pada media yang menyebabkan terbentuknya
quinon pada kalus dan terjadinya proses
oksidasi polifenol (Husain et al., 2011).
Senyawa fenolik tersebut terakumulasi di
dalam vakuola, sehingga akan tercampur
dengan isi plastida dan organel lain dan
memunculkan pigmentasi gelap. Hal tersebut
merupakan senyawa reaktif dan bersifat toksik
karena berpolimer secara cepat membentuk
ikatan dengan protein dan juga menghambat
aktivitas enzim sehingga menghasilkan
browning yang bersifat letal (Grewal et al.,
2005).

Tunas yang muncul sebesar 23,4% dari
total bintik hijau mengalami kegagalan dalam
melanjutkan pertumbuhannya menjadi planlet
utuh. Hal ini disebabkan karena tunas yang
beregenerasi mengalami peristiwa albino dan
browning sehingga total tunas yang dapat
melanjutkan pertumbuhan planlet utuh hanya
sebesar 9,6%. Hasil tersebut menunjukkan
adanya tingkat efisiensi regenerasi yang
berbeda jika  dibandingkan pada penelitian
Sulistyowati et al., (2011) yang mendapatkan
efisiensi regenerasi pada padi Ciherang sebesar
10,22% dan Purnamaningsih (2006) dengan

daya regenerasi padi Ciherang mencapai 69%.

Gambar 6. Regenerasi tanaman padi var.
Ciherang. A) umur 3 minggu B)
umur 5 minggu C-D) perakaran
umur 5 minggu.

Pertumbuhan planlet dari fase koleoptil
menuju planlet lengkap membutuhkan waktu
rata-rata tiga minggu. Subkultur dilakukan dua
kali dengan interval waktu rata-rata dua
minggu untuk kemudian planlet siap
diaklimatisasi.

Hasil menunjukkan bahwa pada umur tiga
minggu di media regenerasi, kalus rata-rata
telah membentuk 2 planlet (Gambar. 6A).
Pada umur lima minggu (Gambar. 6B) pada
media regenerasi rata-rata jumlah planlet yang
terbentuk adalah 11 planlet serta telah muncul
sistem perakaran dan diaklimatisasi (gambar
6C dan 6D).

Keberadaan planlet albino disebabkan
karena kondisi kultur yang tidak cocok baik
dari segi suhu inkubasi dan komposisi medium
yang tidak sesuai bagi tanaman (International
Rice Research Institute, 1983). Sangat
disarankan untuk menggunakan  suhu yang
stabil pada kisaran 27°C-28°C. Jika suhu yang
digunakan terlalu tinggi pada kisaran 30°C
menyebabkan tanaman rekalsitran menjadi
peka dan mengalami perubahan sistem
fisiologis yang berperan dalam
pertumbuhannya.

KESIMPULAN

Disimpulkan bahwa media CIM 4
menggunakan 2,4-D 4 mg/l memberikan hasil
optimum untuk menginduksi kalus terbanyak
dengan prosentase  57,63%. Akan tetapi, media
CIM 3 dengan menggunakan 2,4-D 3 mg/l
menghasilkan kalus embriogenik paling
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maksimal dibandingkan media CIM yang
lainnya, yaitu dengan prosentase 53,63%. Hasil
regenerasi kalus embriogenik menunjukkan
frekuensi regenerasi yang dicapai adalah
sebesar 9,6%. Hasil tersebut mengindikasikan
bahwa penelitian dapat dilanjutkan dengan
melakukan transformasi genetik pada padi
Ciherang.
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