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INTISAILR]

Telah dilakukan penelisian manipulesi genetibe dasi kedelai (Glveine may
(L} Merricll varistas Singaalang untuk tahan terhadap aluminium kadar
tingoi dengan menagunzkan radias ultraviolel (a), mutagen kimiz sasrivm
qzida (b) dan kombinasi radiasi UV dan natriom azida {2).

Penclitian  dilekukan dalam  tige  tzhapy pertama  pencntusn
konsentrasi Al S0 18H0 sshagai zal selektif dipzrelel konsentrasi lzthal
dari zat selekiif seleksi adalah 430 mMd, yang dapat membunuh 97,62%.
Ledelai induk Tahap kedua; perentuzn kendis optimal; meliputi wakiu
radiasi dan kenssntrasi patrium ezida,  Diperoleh hasil sebagai berikun
wakty radiasi 2 jam dan kensenirasi natrium azida 2 mM. Tahap selanjebuy
adalaly manipulasi genetik dari biji kedelai induk.

Frekuensi mulan vang diperaleh berturut-turut adalah 0% x 10 2,8
w 107 dan 1.4 % 107 daei 1430 biji kedelzi. Pengamatan dari generasi
periama mutan Kedelai (F13 dari perfakuan (a), (h) dan {c) dibandingkan
terhedap kontrol diperaleh jumlzh pelong tanaman dari mutan kedelai
berturut-turut 41,137; 103 dan kontrol adalah £6 polong.,

Berat dari 100 ¢ biji dari mutan kedelal dibandingkan terhadap
Lontrol adalah sebagai berikut; 1630 13,75 10,7 & wituk mutan kedelai dan
10,3 wntuk kedelai kontrok

Fersentase protein total dari ketiga perlakuan adalah sahagai berikut:
2744 40,32 37.70% untuk mutan kedelai dan 32,70% untok kedelz
kostral, Hasil yang terbait wntuk menghasilkan mutan kedalai adsls
manipulasi dengan natrivm azida 2 mbd,




ABSTRACT

Genetic manipulation of soybean [ Giveine max (L) Nerrl) from Singgalang
varicty for resistant Lo high aluminium by wlira vialet radiation and clemical
mutagent sodium azide have been conducted.

Thers are 3 steps of experiment, the first step was o determing the
selective selection of concentration agent ALGSO LEHOL The l2thal
concentration of salection agent was 430 mA a1 which it could kil almast &i
the wild tvoe (97.62%%). The secand sizp was to determination the aptimal
condition that were duration of UV radiztion and concentration of mutagent
sodium azide. The result was found for UV radiation time 2 hours and
cadium azide concemtration ut 2 aahd, The last siep was the eatmen of
genctic manipuiation o the wild type seeds. There are of UY radiation
teeatment (2), mutazent sadium azide (1) and bath treatments {c}, and the
will be planted in the soil comaining the gelection agent AlS0:0: 18H0 at
&30 mpdl. )

Eurthermers, the mutant frequensizs were 69 = 107, 2.8 & 107 and
1.4 % 107 respectively, caleulated from 1420 speeds, The cheervation for the
first generation (F1) of sovhean mutant compered 1o contral plauns by using
those three teatments (a), 1) aied (o), he number of legumas wers A1, 137,
103 in the mutant and 83 inthe control plants. The weight of 100 sagds wis
ohtained 16.3; 15.7; 107 g for the mutant and 103 £ for the cantrol. Tl
percentages af total protein for those fhree treatment applied were 274
4032 3776 % for mutant seeds apd 32.70% for contral speds. T
inieresling resuit were chown that the inerement of lzgumes, seed welght and
total protein in the mutant te: ared by 2 mil sodium azids was pe rfarmed,
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PENDAHULUAN

Tanah masam banyak dijumpai di |ndenesia, cecara keseluruhan hamparan
(anah mesam di Indonesta adatzh 33 juta Ha, dizntaranya 32 jula Ha berjznis
pedsalik merah kuning (PME). Tanah jenis im tidak eocck wniuk areal
pertanian Karend mempun vai beberapape rmasalahan yang pokok vaito z (1)
Kekghatzn unsur-unsor hara makro den mikro dianfarandya P, Ca, K, M, Mg,
Mo, Zn dan Cu, (2) Rendahnyz kapasitas tukar katian, kejenuhan basa,
kandungan minaral-mineral terlapukan, (3} Kerzcunan Al, Mn dan juga Fe,
{4] Fiksazi P tingei dan (3) Rentzn terhadap srosh.

Pemanfzatan tanzh masam sebagal lzhan penanamin Ledelai wlah
dilakukan dengan sistim pengapuran, penlrunin kejenuban Al sampai di
bawah 20% karena kejenuhan Al merd pakan kriteria kemasaman yang baik,
terutama ultisol’. Kedelai secara umum memiliki taleransi rendal terhadap

L ermasaman fanah, perbedasn tolera wst diternui pada antar varied asoya’,
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Pada tanah asam (pH < 5), Al tersedia umumova Derlebibon
sodanakan P, Ca, dan Mg tersedia kurang. Eeadaan i tidak menguntunghan
untuk pertumbuhan kedelai dan sering menyebabkan keracunan, karena Al
akan lamnat dalum jumloh vang cukup banvak, Gejala Keracunan Al pada skor
tanaman ditandai oleh perubahan warna aker menjodi coklat kekuning-
kuningan, twegiditas menuruon, perumtbuhan akar primer menebal dan
melenghkung, tudung akar  hancur, serfa perkembangan  akar  cabang
memendek dan membesar’,

Cara |ain yang dapat digunekan untuk mengadikan 1anah masem
sebagal Taban penanaman kedelai wdalsh dengan merubah genelis dari
kedetai agar whan techadap kadar Al tinggi pada tanzh masam yzioe dengan
melakukan  memipulasi genetika dengan radiasi  lampa UV alaw
menggunakan mutagen natciam azide alou hombitasi kedvanya. dalam hal
w1 akan diperoleh muotan kedelnt tahan terhadap Al

BAHAN DAN METODA

Bahan

Bibiy kedelai (Clyoime prax (L) Merril) varictas Singgalang dan tanah
diperoleh dant BALITAN Sukarami Solok.

Rahon kimmia vang digunakan adalah ALSCLLEILO, mutagen notriom
azide, pereaksi kKimia wntuk penentuan protein dengan meteda Kjeddahl,

Alar vana digunehen sepersngiat lampe UV Germicidal 40 Watt, labu
kjedahl, palvbag, pot plastik don peralatin gelas

Fietnila

Firreacier

Parameter yang diamat adaleh, frebuenst mutan vang dibasilkan, Kandungan
protein lotal, jumiah polong, berat biji kedelai umok LOQ biji, dan juga
pengamatan teshadap tinggi tanaman, wama daun, dismeter daum, warna
bunga, warna biji dan wakoo panen

Fudvibini Pertnmbalun Kedelad Porental

Penentuan konsentrasi selektf dari Al(S00: 1 8H: 0, terhadap kedelai induk
difakukan dengan cara berikut ; biji kedzlai induk {30 Biji) dikecambahkan |
hari kempdian kolit kecambah dibuang Jan ditimbang beratnya. Kecambal
ditanamkan pada 230 g tanah delem pot yang ditambahkan 30 ml larotan Al
dengan variasi konseatrasi 0 (kontral), 75, 150, 225, 300, 375 dan 430 mM,
Setelah 3 minggo ditanam, biomasa keadaan segar diimbang. Dani selekair
seleksi ini akan dipereleh  konsentrasi Al yang dapat menghamba
pertumbubi kedelai 90 - 100%,




Peneniuan Konidisi Optimum

Wikt Realinsi TV

Kedelal sehanyak 100 biji direndzm dan dibuang bulitmys Bifl lanpa kel
diradiosi UV pada jarak 73 em dari biji dengan varinst wakty penyinarn (L
o5 1.0: 1.3 2.0 2,5 dan 3,0 jam. Biji dikecambahkan selama L Bars,
kemuodian dititong jumlah yang berkecambah dan ditentukon persenlise
perkecambaban yvange dibandingkan werhadap kentral. Lama wakiy radissi
yamg  digunuakan  adalah wakin  tadinsi  vang  dapat  menghambal
perkecambahan sampai $0%e,

Kowesemirasi Nofeiwm Azfie

Kedelai sebamvak 100 hiji direndam dufam lamuizn natrigm azide selama 2
jam dengan variasi onsenteasi O 0.5 TG L5 2,00 2.3 dam 3.0 mii.
kemudian biji dicuei  dengan air mengalir sefama 20 menit. Bijt
dikscambahkan selama | hari dan dilinmg jum lah Biji vang berkecambal,
kemudian  ditentekan persenlass perkecambahan ying ditrandinglan
serhadap kenral, Konsenlrasi vang digunakan adilah kensenimsi yang dapal
menghombat perkecambihn spmppal 3.

Munipnlasi Genetika

Rocliosd UV dperfakian A}

Kedelai sebamyak | 440 biji direndam dan dibuang kulitnye, diradiasi
denuan UV selama 2 jam. Lemudian dikecambahikan selama | hari,
| ecambeh ditanamkan pada tanah nltisol sebanyak 12 kg vang ditambahkan
L L larotan Al 430 mM pada pot vang besar, diletakkan dalam ruangan
vang terkesa sinar matahari. Tanmman disiram 2 kali sehari, periumbubzn
Yiamati selema 3 minggu. Biji kedelai yang tumbuly adalah kedelai vang
lahan terhadop kadar Al Angei, wemudian dipindahkan ke tanah sontrol,
ditumibulikan sampai berbuah dan dipanzn (81,

Mitagen matetwn azide (perlofun Bl

Fedelai sebanyak 1440 biji direndam dalam Tarutan nacriom azide selama 2
jaun, dicuci 20 mesic dengan air mengalic dan kemudian dikezambahkan
colama | hari, Eecambah ditanambken pada tunah nhisol sebanyak 12 kg
yang ditgmbabkan 4 L Leutan Al 450 mM pada pol yang besar dan
diletakkan dulam roanaan yang terkena sinar matahari, Tanaman disiram 2
Lali sehari, pertumbuhan diamati selama 3 minoey, Biji kedelai yang tumbuh
alatah kedelai yang tahan terhadap kadar Al tinggi, kemudian dipindzhkan

ketanal kanteol, ditembokbkan semipal berbuah dan dipanen.




Ciachansrgeen revidiasi UV don purctagen nateltn azide fperlakoan ©

Kedelai sehanyak 1440 biji direndam dan dibuang kulitnya, Biji
diradiazi UV selama 2 jam, setelzh diradiasi direndam dalam lerutan natrivm
azide 2 mM selama 2 jam, dicuei selama 20 menit pada air mengalir dan
dikecambahkan selama | haci, kemudian ditanam ketanal dengan carn yang
sama pada perlakuen {a) dan (b},

HASIL DAN PEMBAIIASAN

Inhihisi pertumbuhan kedelai parental
Femakaian zat penveleksi ALISO0LIBH,G pada sistim selektif selebei
terhadap kedelai parental dapat lihat pada Gambar 1, Terjadi penurunan
persen periumbuhan dari kedelai parental dengan meninekainya konsentrasi
zat penveleksi Al vang dismbahkan pada ranah. Persen pertumbulian
ditentukan  berdasarken pemambolian berar kecambah, Inhibisi terhasar
tecfadi pada konsentrasi A1 430 mM vana depat meaghambal pertumbohzn
sompai 97,62% (konsentrasi letal). Konsentrasi lotal inilah vang digunnkan
dalam seleksi mutan kedelai tahan AL Peningkaan inhibisi pertumhuhan
oleh Al terhadap kedelai parental ini disebabion terjadinea keracenan pada
tanaman kadelai

beerncunan ini didugs terjadi karena pada 1anal masam {pH < 3
denuan Al tinggi maka garam-garam Al yvang lerdapat pada tnnal akan
muilah terion wenjrdi AT yang akan terserap oleh aber tanuman denaun
mekanisme pasif yailo secara difusi, aliran masa Tingginye kadar Al yang
terserap oleh ahar meagakibation resaknya membean, tudung akar sehinpen
warne akar zkan menjadi coklat kekuning-kuningan, wrgiditas menurun,
perzembangzan akar cabang memendek dan menckal®, Diduga dengan
tingginya kadar Al a%zn mempengasohi beatk fosfor dalam fanah yamg
tadinya dalam  bentwk  H.POF membentuk  AHOLD,  HaPO, yang
nengakibathan terpangounva proges penvusunan DNA dan ikaren pirofosfa
it ATE vang merupakan swnker energi bagi semun kegeotan metabolisme
g2l. vang dapat menghambat perombuhan kedalsi.

Penentuan hondisi optimam

Lama radizsi UV dan konsentrasi mutagen natrivm ezide wang
aptimum . adalah wakie radiasi dan kensentrast mulagen yang dapat
mereduksi atan menghambat 50% perkecambahan kedelai parental, Pude
kondisi ini diperoleh lama radizsi UV vang optimum adalah 2 jam dengan
perkecambahan 48,46% (Gambar 23 Konsentrasi natriom azide aptimim
adatah 2 mM dengan perkecambahan 51,53% (Gambar 33 Dari Gambar
dan Gambar 2 terlibat bzhwa makin laina wakiu adiasi atau makin lingoi
konsentrasi mutagen, makin sedikit jumlah kedelai vang dapat berkecambah
Hal ini dischabkan oleh makin besarnva teriadi kermsakan genstis dari biji




tedelni lersebut, sehingga proses perkecambahan techambat atan berhenti
soma sekall
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Gambar 1. Hubunzan inhivisi periumbuban kedelai parental dengan
kansentrasi zan penyeleksi AL(50:. 18H:0.
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Gambar 2. Pengaruh lama radiasi UV terhacap perkesambahan kedelal
parental
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Cambar 3. Pengaruh konsentrasi mutagen ratrivm azide werhadap
parzecambihan kedelai parental.,

Manipulasi genciika

Dari ketiga perlakuat manipulasi genetika yaite dengan radiasi UV
(a), mutagen satrium azide {bY dan kombinasi UV dan natrivm azide icl
terhadap kedelat telah efektif untuk memperoleh mutan yang tahan terhadap
Al tinggi dengan konsentrasi penambahan Al 450 mM (Tabel 15, Frekuensi
mastan paling tinggi diperoleh dari perlakuan dengan mutagen soatrium azide
2 mbd vaite 2.8 x 107, pada perlakuan ini dipereleh lebil banyak jumlsh
tnaman yaty menzalami mutasi,

Tabel 1. Frekwenst muatan pada perlakunn radiast UV ¢ a ), mutezen natrium
azide (b} dan kombinasi keduanyva( ¢

Perlakuan Iml. Biji Jumlizh mutan Frekuens
ditanam
1. Radiasi UV 2 jam [.440 1 6% 107
2. Mutagen NaMN; 2mb [.440 i 28« ID'E'
3, Radiasi UV 2 jam + |44 2 LA =107
mutagen HaMg 2 md




Pengamatan techadap jumlal polong Lanwman kedelal pertanaman
vang dihazilkan pada mutan dibandinghkan dengan kontrel diperoleh hasil
Bertur=turut 41, 137, 103 dan komrol 85 palong (Tabel ) Terjudi
peningkatan jumlal polong pertanaman pada perlakuan (B) dan (e ),
sedpnokan pada perlakuan {a) terjudi penuiunan yany dibandingkan terhadap
Yontrol (Tabel 23, hal ind disebabkan olel terjadi perbedaan kecepatan
pertumbuhan pada kedelai.

E"J' I di_}wm]eh dart burunan pertanis (LY mian relatil lebih
besar dari puda kontrol ini terlivat dari berat dari 100 biji mutan kuedelai
hertueut-unet 1630 13,75 10.7 a dan komiral 103 ¢ pec 100 biji kedela
(Tabel 2. Seperti halnyva perechaan vang telah dilakakan terhadap vanetas
arba wang  diperlakukan dengan  mdiasi ganma memperlibatkan
kecendrpnoan vang sama yaitu jumlah pelong dan hasil biji lehih hesar dan
pemberizn tngkat dosis gamma vang berbeda menghasithan Tipe mula
Ledeln vang berlainan®. Demikizn juza terjadinya perbedaan jumlah polong
dan pesngkaran berat biji ini didoga kacen terjudi mutisi yang herbids ol
diliasilkan tipe mutan vang berbeda akibar ketige perlakuan, sl
menimbulkan kerugaman genetik.

‘Tabel 2. Jumiah poleng pertanaman, berat per 100 biji kedalai, kador total
protein dari urinan pertar CF 1y mutan dan kontrol.

Perlakuan Tl Poleng | Berat per 100 Koadar izl |
[ A anmnin T T pratein {%)
. Kool {6 11,3 2T
2. Radiast UY 2 jom 41 [,3 2744
3, Mutagen Naiv; 2mM 137 13.7 4032
4, Radiasi UV 2 jum < | 103 .7 3176
| mugagen NaN; 2 mh | J

Kadar protein total mutan pade perlakuan dengin natrim aride dan
kombinzsi {UY dan natriom azide) memparlihatkan periinghatan yaitm 40,32
dan 37.76%, sedangkan pada perfakuan dengin radiasi UV memperlihitkan
penurunan vaim 17 44% jika dibandingkan terhadap kontral 32,70 Y.
Perlakuan vang berbeda akan menghasilkan tipe mulin yang berbeda
pula, seperti halnya vang terjadi pada percobaan ini mutasi yang dischabkun
aleh radiasi UV akan menghasitkan mutan yang berbeda dengan mutasi yang
disebabkan aleh natrium azide, demikian juga untuk kombinasi keduanyi,
Radiasi UV merupakan mutasi yang diinduksi, perubahan ini diduga
karena terjedinya pembentukan timin dimer. Perubahan urutasn DNA akan
merubah kode enetik pembentukan asum smine akan merubah protein vang
dibentuk, Pepurunan kadar protein total ni diduga terjadi akibat penerunan




jumlzh asam amino {raatai protemn yeang terbentuk lebih pendek) karenz
perubahan kode genetik yang dihentuk, schingga peningkatan Kadar protein
totz] pade perlakuan natrwm azide dan kembinasi keduanya disebablan
terbentuknya mutan denpan urutan basa ODMNA yang berbeda zhan merubah
kade genetik pembentukan asam amino, hal ini didoga karena tegadinga
perpanjangan rantai protein vang disebabkan oleh pembentukan asam aming
baru schingga profein total meningkal. Terjadi peningkatan kadar protein
sampai 1571 % terhadap kontrol akibat mutasi dengan menggunakan
mutagen EMS & mbd (15 jam dan 28 7C) padsa jenis padi-padian®.

KESIMPTULAN

Manipulast genetika vang dilakokan pada kedelai (Gheeine max (L)
Mlerrily varietas Singealane, dengan menggunakan Al(50:0:18H0 4310
mh sebazai zar penvelekst denoan letal konsentrast 97.62%. Perlakuin
dengan mengeunakan lunpu UN dengan loma penyinaran 2 jam dan natrium
azide 2 mM schagal mutagen o Kembinasi keduasyi, efeksit untuk
menciplakan mnan-muetan kedelad yang 1ahan terbadap kadar logam Al
Lz
T D pengwmatan  terhadap  mutan dart segn  brekuenst  wang
didapatkan, kadar prowein toal, jumlah  poleng  dan Rsik tanaman
digimpulkan bahwa perlakuan dengan natrivm azida menghasilsan natan
vienu tahan werhadap Al tingui.
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