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Abstract

This experiment studied somatic embryopenesis of five sovbean varieties (wilis,
Eerinct, Dempo, singgalang, and Krakatau) and (heir regeneration to form planters
In in vimo by using immature cotvledons explant which was conducted at Plant
Tissue Culture Laboratory, MAPEN], Indamsg, Padang from April to October
2003, The expeniment used four NAA concentrations (&, 10, 12, and 12 mgl
medin} which were added 1o MSO. Trealvments were arranged in faciorial
Completely Randomized Design (5x4) with 2 factors and 10 replications. Somatic
Embryos (Sks) were yielded from this testing which would be regenerated on
BME0 mnd chareoal The result of this experiment indicated that NAA responded by
all sovbean vareties in forming SEs The SFs which was vielded from all
varieties that tested can be regenerated and become planlels, It can be conpcluded
that all sovbean vameties responsive o NAA, The best NAA concentralions for
sEs mduction 15 10 — 14 mgel media and they are can be regenerated to Torm
plantlets.
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PENDAHULUAN

Latar Belakang

Regenerasi tanaman secara 1 vitree dapat dilakukan melalun induks: tunas
{organogenesis) atau induksi embrio somatik (emhriopenesis somatik). Teknik
kultur jaringan yang dapat menginduksi embrie somatik (ESY lebih diinginkan
karena  herasal dad satu embrio  bipolar dart  janngan  somatik  vang
perkembangannya serupa sdengan embrio normal tanpa hubungan vascular
denpan jaringan asalnya (Bhojwani dan Razdan, 1983 Oleh karena it kultur
jaringan dengan teknik induksi ES pada kedelai mempunyal prospek yang dapat
dimanfaatkan dalam aplikasi rekavasa peenetika jika gen target yang bemanfaat
sudah dimiliki karena efektif untuk menghasilkan tanaman fransgenik.

Tipa faktor utama vang berpenganeh dalam induksi ES adafah genotipe,
tipe eksplan dan media induksi ES. Dalam media ES, penambahan zat pengatur
tumbuh {ZPT) sangat berpengarul dalam induksi ES (Pierik, 19871 Disamping
itit, jenis dan kensentrasi ZPT sangat menentukan keberhasilan indukst ES yang
dilakukan (Murashige, 1973 ).

Pengaruhuh  penotipe dalam  induksi ES pada kedelai telah banyvak
dilaporkan pencliti. Komatsuda dan Ohayama (1993) berhasil menginduksi E3
dari 26 genotiope kedelai, akan tetapi efektifitas metode yang dikembangkan
untuk menginduksi ES sangat bervariasi, Creayk dan Orezvk, (1984) melaporkan
keberhasilan induksi ES dan mercgencrasikannya menjadi  planlet dan sgumlah
penotipe kedelai. Hasil penelitian mereka juga menunjukkan mlanya genotipe
kedelai yang sulit menginduksi ES secara in wieo, Peranan genotipe dalam
induksi ES dan regencrasi planlel pada kultur suspensi juga telah dilaporkan
{Bayley ef ai, (19937; lin et af., (199G ).

ES dapat diinduksi dengan mengpunakan eksplan yang berasal dar
jaringan vang masih muda (George dan Sherrington, 1984). Eksplan yang berasal
dari kotiledon muda telah terbukti dapat menginduksi ES kedelai (Li o of., 1985
Lippmann dan Lippmann, |983; Shomaker ef af, 1991} Sedamngkan eksplan

vang herasal dari jaringan lan tidak dapal menginduksio ES Chang er of, {1980



melaporkan bahwa cksplan yang berazal dari wpokotil kecambah kedelar hanya

dapat direpenerasikan melalul organogenesis.

Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah :
1. Mempelajari penparub genotipe kedela dalam induksi embrio somatik
2, Mencari komposisi media vang tepal unmk masing-masing vanetas vang
dinji dalam indukst embno somatik
3, Mencari komposisi media yeng  lepal  untuk  perkecambahan  dan

regenerasinya menjadi planlet.

Manfaat Penelitian

Penelitann  ini bermanfast  wntuk  mendapatkan  informasi  entang
pemecahan masalah koltur jaringan pada tanaman kedelai Mengingal repenerasi
i vitro merupakan langkah penting dalam tracstormast penetik dan metode
transformasi merupakan sdalah satw komponen kunci dalam aplikasi teknik
rekayasa genetika, maka regenerasi denpan teknik kultur janngan merupekin
svaral yang sangat penting dalam keberhasilan untuk mendapatkan kulliva

uneeul melalu tekmk relavisa penetika.

BAHAN DAN METODE

Tempat dan Wakiu

Percobaan telah dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan, Lemibags
Swadava Masyarakat, Masyarakat Peduli Petani (MAPENI), Indarmung Padang
dari bulan Mer sampai Oklober 2003,

Rancangan

Rancangan hnpkungan vang dipunakan adalah Fakional dalam Bancanpgan
Acak Lengkap (RALY Fakior pertama adalah varietas kedelai vang terdin dan
lima taraf vaito © (1) Wils, (2) Kerinci), (3) Singpalang, (4) Dempo. dan (5]
Krakatmi, Sedangkan faktor kedva terdini dan empat taraf kongentrasi NAA yaitu

CEL & med media, (21 10 mgT media, (3} 12 mg/l media, dan 14 md media



Schingga pada percobaan ini terdapat 200 kembinasi percobasn, Masimg-masing
perfakuan untuk seliap pengujian dibuat ulangan 10 kali (10 botal kulur)
Masing-masing botol kultur ditanam 12 eksplan, sehingga secara kescluruhan

dipunakan 2400 eksplan

-

Penyiapan dan Sterilisasi Media

Media vang dipunakan untuk induksi embrio somatik adalah M3}, yvang
terdiri dari gacam-garam MS {Murashige dan Skoog), vitamin BS, sukrosa dengan
konsentrasi 15 grliter media, apar bacto 8 gr/liter media. serta suplemen berupa
asam aming vaim L-Glutamine (30 mpliter media), Asparagine {30 mg/hiter
media) . Ghveine (10 mpgditer media), dan Casein Hydrohisate {1 grTiter media),
Penambahan ZPT discsuaikan dengan konsenirasi perlakvan untuk masimg-
masing pengujian, Media dizmur pH nva menjadi 5.2 dengan menggunakan 0.1 N
NaDH dan 0.1 W HCL Setelah ifu agar dimasukkan ke dalam media. lalu dimasak
dengan kompot gas sambil terus diaduk hingga mendidih. Media vang telzh
masak dituang ke dalam botol-botol kultur sebanvak 20 mbbotol. Botol-botal
vang (elah ditst media ditwtop dengan alomanium foil. Selanjutnya distenlkan

dengan autoklaf pada fekanan 17,5 psi selama 30 menil,

Sterilisasi dan Penanaman Eksplan

Penanaman cksplan  dilakukan  dalam  Laseinar die Fow. Sebelum
penananan, bahan berupa peolong muda terlebih dulu disterilkan dengan cara
merendam  dalam laruwlan kloraks 20%, lale dikocok selama 20 memt dan
selanjutnya dibilas dengan air steril sebarvak figa kali Selanjutnya kotiledon
muda (berukuran 3 — 5 mm) ditsolasi dad polong dengan menggunakan scapel
dan pinset steril, kemudian kedua sumbunya dibuang, Setap keping kotiledon
ditanam pada posist abavial pada media yang sesual denpan perlakuan untuk
masing-masing pengujian. Botol kulour yang telah berisi 12 eksplan diletakkan
peda rak kultur vang disinan lampu TL dengan intensitas 1000 lux selama 24 jam

dengan sulw ruang sekitar 23" C.



Perkecambahan ES dan Regenerasi Planlet

Agar dapat berkecambah, ES vang telah terbentuk di subkultur ke dalam
media MS0 + Charcoal (1 griliter media) untuk semua varietas yeang diuji.
Caranya adalah setiap ES vang lerbentuk dipisahkan dari eksplan {pemisahan
dilakukan dengan hati-hati agar cmbrio tidak patah). ES yang telah terpisah dari
eksplan dikultur pada MSO + Charcoal dengan menempatkan sepuluh ES pada
setiap botel kultur untuk setiap varietas yang dicobakan, Masing-masing vanetas
dibuat wlangan scpuluh kalt.

ES yang berkecambah di subkultur pada media regenerasi schanyak lima
kecambah dengan sepuluh ulangen. Dengan demikian terdapat 50 kecambal
untuk setiap variclas yang diuji. Subkultur dilakuben figa mingge sekals sampa
terbentuknva planlet.

Peubah vang diamati adalah (1) perseniase terbentuknya ES, (21 puemlaiy
ES per eksplan, (31 persenfase L[5 vang berkecarmbah, dan (4) persentasc

terbentuknya planlet.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Persentase eksplan yang menghasilkan embrio

Pengpunaan ZPT jenis NAA telah terbukti dapat menginduksi ES tanaman
kedelai Dari empat taral konsentrasi NAA yang dicobakan pada lima varielas
kedelai, temvata semua varietas memperlihatkan respon positif vang ditunjukkan
dengan munculnya ES uniuk semua level konsentrast NAA yang diperlakukan
Namun demikian masing-masing varietas vang dicobakan menunjukkan respon
vang bervariasi wnluk setiap level konsentrasi NAA (Tabel 1),

Dalam media induksi ES mulai terlihat empit minggu setelal penanaman,
kemudia membesar setelah kultur berumuor enam minggu. ES muncul secara
langsung pada bahagian pinggic menpeliling eksplan. int memmjukkan hahwa ES
yang muncul tidak berasal dart kalus embriogenik, tetapi linpgsung dan sel-sel asal
dari kotiledon. ES wvang muncul pada mulanya berbentuk bulat (globular)
berwama hijau, kemudian sctelah duoa minggu ES tersebut berkembang menjadi

bentuk torpedo.
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Pada Tabel 1 terlihat balwa persentase eksplan vang menghasilkan ES
unfik varietas wilis terdapat pada konsentrasi NAA 10 mpe/iter media (687 %)
dan yang tereridab pada konsentrasi 8 mgditer media (42.5%). Sedangkan pada
varietas kerinci persentase eksplan yang menghasilkan ES tertinggi tevjadi pada
konsentrasi MAA 14 mpdier media (77,5 %) den teremcab pada konsentrasi 8
mgl media {42.5 %), Pada varctas dempo, persentase cksplan yang menghasilkan
ES tertinggi terjadi pada konsentrasi 10 mg/liter media (73.6%) dan yang terendak:
pada kensentrast 8 mgfliter media (558 %6) Sedangkan pada vatietas singgalang
persentase eksplan vang menghasilkan ES terjadi pada konsentrasi NAA |4
mgditer media (71.6 %), yang terendah pada konsentrasi & mgditer media (333
9% ). Untuk varietas krekatau, persentase cksplan vang menghasilkan ES terdapat
pada konsentrasi NAaA 1 mpditer media (788 %), dan terendab pada [4 mgTier
media (37.0 %),

Tabel [, Persentase eksplan vang menghasilkan ES akibat perlakvan beberapr
konsentrast MAA pada lima variefas Redelai,

_ Konsentrasi NAA (mg/l media)

Varietas 0.8 10 {2 11

Wills | 425 £138 | 687 £139 | 625299 | 451 2107
Kerinei | 425 = 4% | 648 +11.4 494 £ B.1 77,3 £124
Dempo | 558 £ 96 | 73.6 2152 | 633 2141 | S7.5 2107

| Singgalang | 533 4131 | 583 2117 | 6040 2179 | 716 4148

kE
k

Krakatan | 600 =187 188 19 533 %119 370 21006

Secara umum semua varetas vang dicobakan memiliki respon vang tinggi
untuk semua level konsentrasi NAA vang diuje dalam induksi ES, akan tetapi
masing-masing vanetas cenderung memperlihatkan respon vane berbeda untuk
setiap level komsentrasi NAA. Perbedaan tersebut memberi gambaran bahwa
masing-masing varietas vang diwyl memiliki karakter genotipe vang bervariasi.
Varasi genctipe tersebut kemungkinan akan mempengarube kandungan hormon
endopen sehinpea respon terhadap konsentrast tertentu dan NAA akan bervarias
pula dalam induksi embrio somatik. Alasan ini dilandasi oleh pendapat Bhojwan

dan Razdan (19830, George dan Sherington (1984}, bahwa Kemampuan regeneris:



i

i wire spatu tanaman sangat ditentukan oleh komposisi meda, jenis eksplan.
Selain im, variasi genotipe dalam satu jenis tanaman (spcsies) akan sang
mungkin menimbulkan respon vang berbeda dalam regenerasi o wiro (Plenik,
1987). Diperkuat oleh hasil penchtian Bailey, Boerma, dan Parrol (1993} balwa
kemampuan dan & palur kedela yang mereka uji dengan peclakuan 2-30 sangat

bervarinsi dalam menghasilkan ES. Vanasi terschut berkisar antara 46 — 94%,

Jumlzh ES per Eksplan

Pengamatan terhadap jumlah ES per cksplan akibal perlakuan beberapa
kon- sentrasi MAA terhadap masing=masing varietas vang dinji dapat dilihat pada
Tabel 2. Pada Tahel 2 terlihat balwa penambahan konzentrasi NAA yvang berbeda
memberikan penganth vang hampic sema dalam menghasilkan jumlah E5 per
cksplan pada masing-masing varietas.

Untuk wvartetas wilis, rala-rata jumlab ES per eksplan terbanyvak ferjadi
pada level MAA [0 meTiter media (3,20, dan yvang paling sedikit pada konsentrasi
MNAA 14 mgfliter {2.5). Pada varietas kerinci, rata-rata jumlah ES per eksplas
terbanvak jupa pada konsentrasi NAA [0 mefTiter media (3.4) dan terendah pada
kensentrast NAA B me/liter media. Sedangkan pada varietas dempo, rata-rata
Jumlah ES per eksplon lechanyak tegjadi pada konsentrast MAA 14 mg/liter media
(3.8) dan vang terendah pada NAA B mpdditer media (2.7). Pada varnetas
singpalang, rata - rata jumlah ES per eksplan terbanyvak berada pada level NAA 10
mz/liter media (3.0) dan yang terendah pada 14 meliter media (2.6). Pada varietas
krakatan, rata-rata jumlah ES per eksplan ferbanyvak terjadi pada level NAA 10
mg/liter media (4.4) dan vang terendah tegjadi pada konsentrasi 14 mg/liter media
(3.4).

Perbedaan respon antar vanetas ini sangat mungkin disebabkan olel
adanya variasi genotipe, vanast tersebut berpotensi untuk menghasilken hommon
endogen yang berheda pula Deéngan perbedasn tersebut, diduga sel-sel vang

herkompeten untuk membentuk 25 akan terpengarib



Tabel 2. Rata-rata jumlah ES per eksplan akibat perlakoan beberapa konsenirasi
MAA pada lima varietas kedelai.

Konsentrasi NAA (mg/l media]l S
Varetas | . 7
8 | 10 12 ; 14

Wilis 28 406 1} H18 246 04 24 04
Kernei 2.8 0.3 LI I 13 404 29 404
Dempo 2.7 #0158 31 #0735 405 38 =02
Singgalang | 29 408 | 3D 405 28 Hg 246 D5
Krakatau | 4 407 44 407 3.0 0.9 15 405

Persentase ES Yang Berkecamhbah

Pengamatan terhadap ES vang dapal berkecamball untuk masing-masing
varietas vang dicobakan dapat dilihat pada Tabel 3. Dan data terhhat bhalwa
persentase ES vang berkecambah terjadi pada semua varielss vang diwji, namumn
terdapat perbedaan diantara masing-masing varetas. Persentase kecambali yanp
tertinggl terjadi pada varietas kerinci (41%), sedangkan yang terendah pada
varietas dempo (21%). Rendahnya persentase kecambah pada dempa disebabban
karena sebahagian hesar ES hanya mampu membesar dan memanjang tanpi
adanya inistasi kuncup davs ES vang berkembang sepertl inl tidak akan mampu
membentuk planlet, walaupun kultur dipertabarkan dalam jangka wakiu vang

panjang.

Persentase Terbentuknva Mlaniet

Haszil pengamatan dapat dilihar pada Tebel 3. Data vang dimunculkan
lerlihat bahwa persentasc plandet yang terhentuk dari semma vanetas vang digi
tidak memperlihatkan perbedaan yang berarti, Sangat Kecilnva variasi terscbut
menurjukkan bahwa untuk  berkembangnya kecambab menjadi planlet tidak
dipengamihi oleh variasi genotipe. Dengan demikian kecambah vang berkembang
hanya ditentukan oleh kondizi kultur yang dalam pengujsan i diatur sedemikian

rupa sehingea seragam.



Tahel 3, Persentase perkecambalian embrio, persentase terhentuknva planlet pada

lima varietas kedelai.
- 8 R L e R
s b e g
e Keeambah (%) Planlet (%)
Wilis LY G
Kerinci 4] DR
Dempao | 23 o4
Singpalang 38 ' 52
Krakatau 40 O3
KESIMPULAN
Kesimpulan

Diari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa -

[ Kultur jeringan kedela dapat dipecahkan dengan metode baku melalut induksi
ES.

2. ZPT jenis NAA dapae menginduksi ES semua varietas kedelal vang dicobakan,

3. Konsentrasi NAA terbaik uniuk menginduksi ES berkisar antara 10-14 me/liter
mediz.

4, ES yang terjaci dapat direpenerasikan menjadh planlet untuk semua varietas
vang diuji.

Saran

Dalam aplikasi teknik kultur jartingan pada kedelai melalui induksi ES dapat
digunakan cksplan kotiledon muda yang dikalior pada media MS vang
dimodifikast dfengan mengeunakan vitamin BS dan suplemen Fonscntrasi NAA

yang dijmenakan herkisar antara 10-14 mgd media.
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