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ABSTRAK

Varietas kedelai yang adaptif terhadap lahan masam jumlahnya terbatas. Salah satu
upaya yang dapat dilakukan untuk mendapatkan genotipe baru yang toleran lahan
masam ialah melalui seleksi in vitro. Massa sel yang dihasilkan dari eksplan
(kotiledon atau embrio zigotik muda) diseleksi dengan AICl;.6H,O (0-500 ppm) dan
pH 4. Varietas yang digunakan adalah Wilis, Sindoro, dan Slamet. Media Murashige
dan Skoog dimodifikasi, yaitu konsentrasi beberapa garam makro diturunkan dan Fe
yang digunakan tidak dichelate. Untuk lebih meningkatkan keragaman genetik,
eksplan diradiasi (0-400 rad) kemudian di-ulang kembali dengan dosis yang
ditingkatkan, yaitu 5 dan 10 krad. Hasil peneli-tian menunjukkan bahwa varietas
Willis yang diradiasi 400 rad setelah diseleksi dengan Al dan pH rendah
menghasilkan benih somatik paling banyak (69) di-ikuti varietas Sindoro (55).
Varietas Slamet yang diradiasi 400 rad kemudian di-seleksi dengan Al dan pH
rendah membentuk benih somatik paling sedikit (13). Dosis radiasi yang tinggi
menyebabkan kematian pada massa sel yang diselek-si. Proses pendewasaan dan
perkecambahan tidak terbentuk secara serempak.

Kata kunci: Glycine max, seleksi in vitro, lahan masam, aluminium, massa sel

ABSTRACT

Soybean variety adapted to acid sail is still limited. One of efforts of producing new
genotypes tolerant to acid soil is in vitro selection. Cell mass produced from
explants (cotyledone or young zygotics) were selected by treating them with
AICl;.6H,0 (0-500 ppm) in pH 4. Varieties used in this study were Wilis, Sindoro,
and Slamet. Culture medium used was Murashige and Skoog modified by reducing
some macro nutrient and Fe was not chelated. To increase genetic variability the
explants were irradiated (0-400 rad) and reirradiated with 5 or 10 krad. Results
showed that Wilis irradiated with 400 rad and selected with Al in low pH produced
the largest number of somatic seed (69) followed by Sindoro (55). The variety
Slamet irradiated with 400 rad and selected with Al in low pH produced the least
somatic seed (13). High irradiation intensity resulted in the cell mass killed after
selection. Maturation and germination processes were not uniformly developed.
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PENDAHULUAN

Kedelai (Glycine max L. Merr.) merupakan sumber bahan baku utama
bagi kelangsungan berbagai industri antara lain tempe dan tahu. Pasokan
kedelai nasional sampai saat ini hanya mampu memenuhi sekitar 10% dari
total kebutuhan sehingga sisanya 90% harus diimpor. Salah satu upaya yang
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dapat dilakukan adalah memanfaatkan lahan masam yang luasnya mencapai
101.519 ha (Sudjadi, 1984). Pada tanah masam, kelarutan Al meningkat
(Marschner, 1986) sehingga menghambat pertumbuhan kedelai (Delhaize dan
Ryan, 1995). Kendala umum yang dijumpai pada lahan masam, antara lain pH
rendah (3,5-5), Al tinggi, miskin unsur hara N, P, K, Ca, Mg, dan Mo, serta
menurunnya beberapa aktivitas mikro-organisme penting. Dengan demikian,
tanah masam yang banyak mengandung aluminium dapat menjadi racun bagi
pertumbuhan tanaman. Gejala umum yang dijumpai ialah sistem
perakarannya yang tidak berkembang (pendek dan tebal) karena proses
pemanjangan sel terhambat dan rusaknya plasmalema sel akar (Ishikawa dan
Wagatsuma, 1998). Sampai saat ini, jumlah varietas kedelai yang tahan
terhadap lahan masam sangat terbatas. Untuk meningkatkan keragaman ge-
netik tanaman kedelai khususnya keragaman ketahanan terhadap Al, dapat
digu-nakan teknologi alternatif, yaitu seleksi in vitro. Mutasi spontan dapat
terjadi pada tingkat sel dan perubahan sifat genetik dapat ditingkatkan
dengan pemberian mu-tagen baik secara fisik maupun kimia serta perlakuan
faktor lain seperti komposisi media, penggunaan sel yang tidak terdiferensiasi,
serta zat pengatur tumbuh (anta-ra lain 2,4-D) yang banyak dilaporkan dapat
menyebabkan mutasi.

Seleksi in vitro merupakan salah satu metode variasi somaklonal namun
hasilnya lebih efektif dan efisien karena penjaringan sifat dilakukan lebih
terarah. Untuk mendapatkan varietas baru yang tahan lahan masam
digunakan AlCls seba-gai komponen seleksi dengan kemasaman media yang
rendah (sekitar 4) (Short et al, 1987). Metode tersebut telah dilakukan pada
tanaman tomat dan kentang (Starvarek dan Rains, 1984), sorgum (Smith et
al, 1983), wortel (Ojima dan Ohira, 1986), tembakau (Yamamoto et al., 1994),
dan padi (Van Sint Jan et al, 1997). Masalah yang sering dihadapi pada
seleksi in vitro adalah sulitnya meregenerasi-kan massa sel yang tahan Al dan
pH rendah. Mariska et al (1999) telah berhasil mendapatkan metode
embriogenesis somatik pada beberapa varietas kedelai de-ngan keberhasilan
yang relatif lebih tinggi. Dari 10 varietas kedelai yang diteliti, di-peroleh
empat varietas (Wilis, Tambora, Black Manchu, dan Argomulyo) yang lebih
bersifat embriogenik daripada varietas lainnya. Di samping itu, terdapat
beberapa formulasi media yang lebih efektif dalam menginduksi regenerasi
melalui jalur em-briogenesis somatik. Dari penelitian tahun 1999/2000 telah
diperoleh struktur em-brio somatik yang berasal dari massa sel yang diseleksi
dengan Al dan pH rendah. Varietas yang diuji terdiri dari Wilis, Sindoro, dan
Slamet (Mariska et al, 2000). Pembentukan embrio somatik dewasa tidak
terjadi secara serentak dan benih somatik yang dihasilkan jumlahnya relatif
masih rendah.

Untuk memantapkan metode tersebut, kegiatan perlu diulang agar
diperoleh populasi yang tinggi. Dengan populasi yang tinggi maka keragaman
genetik akan meningkat dan kemungkinan keberhasilan seleksi akan lebih
besar. Langkah selanjutnya ialah dengan aklimatisasi bibit somatik yang
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dihasilkan. Sasaran yang dituju adalah populasi tanaman dengan keragaman
genetik yang tinggi, sehingga diperoleh individu baru yang mempunyai sifat
menguntungkan untuk dikembang-kan.

Tujuan penelitian ialah untuk mendapatkan metode produksi struktur
embrio somatik dan benih somatik dari beberapa varietas kedelai hasil
regenerasi massa sel yang tahan Al dan pH rendah.

BAHAN DAN METODE

Varietas yang digunakan dalam penelitian ini adalah Wilis, Slamet, dan
Sin-doro. Percobaan terdiri dari dua macam. Percobaan pertama, eksplan
embrio zigotik muda diradiasi sinar gamma dengan dosis 0 dan 400 rad dan
percobaan ke-dua diradiasi dengan dosis yang ditingkatkan, yaitu 0, 400 rad, 5
krad, dan 10 krad. Setelah radiasi, eksplan dikulturkan pada media M4C
(Hutami et al, 1999). Kalus embriogenik yang terbentuk kemudian diseleksi
pada media M4C yang diberi AlCls.6H20 (0, 100, 200, 300, 400, dan 500 ppm)
dengan pH media 4. Media M4C yang digunakan merupakan modifikasi, yaitu
konsentrasi NH4sNOs ditingkatkan ser-ta CaCl2.2H20 dan KH2PO4 diturunkan
serendah mungkin. Di samping itu, ion Fe tidak dichelate oleh EDTA.
Modifikasi tersebut dilakukan untuk menimbulkan sifat toksik dari Al. Setelah
seleksi selama 1-2 bulan, embrio somatik yang terbentuk da-lam media seleksi
dipindahkan pada media pendewasaan (MSo atau MS + sitoki-nin 0,3 mg/l).
Untuk tahap perkecambahan maka embrio somatik dewasa dipisah-kan satu
sama lain dan disubkultur kembali pada media yang sama atau konsen-trasi
sitokininnya direndahkan.

Benih somatik yang tumbuhnya tegar kemudian diaklimatisasi dengan
media tumbuh campuran kompos dengan tanah di rumah kaca.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa semua varietas yang dicoba
mampu membentuk  struktur embrio somatik hanya persentase
keberhasilannya berbeda (Tabel 1).
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Radiasi 400 rad dapat meningkatkan kemampuan produksi embrio
somatik pada varietas Wilis dan Sindoro sedangkan perlakuan radiasi pada
varietas Slamet menurunkan kemampuan eksplan membentuk struktur
embrio somatik. Sifat em-briogenik varietas Wilis meningkat dari 26,3%
menjadi 76,0% bila eksplan diradiasi 400 rad. Demikian pula varietas Sindoro,
dengan radiasi persentase eksplan mem-bentuk embrio somatik 55,3%,
sedangkan tanpa radiasi hanya 27,1%. Eksplan va-rietas Wilis yang tidak
diradiasi dapat membentuk kalus yang lebih besar diban-dingkan dengan
varietas Sindoro dan Slamet. Pertumbuhan kalus yang cepat menurunkan
daya regenerasi membentuk embrio somatik. Radiasi 400 rad pada varietas
Slamet dapat menyebabkan tunas terminal berubah menjadi hitam dan
umumnya eksplan tidak mampu menghasilkan kalus.

Kemampuan regenerasi yang meningkat karena radiasi sering pula
ditemu-kan pada tanaman lain, terutama dengan dosis radiasi yang relatif
rendah. Kondisi ini dimungkinkan karena adanya penurunan kemampuan
sekumpulan sel pada daerah embriogenik yang dapat menyebabkan
meningkatnya aktivitas sekumpul-an sel lainnya (Ichikawa dan Ikoshima,
1967).

Dengan perlakuan radiasi 400 rad, persentase eksplan membentuk
embrio somatik paling tinggi berasal dari varietas Wilis (76%) diikuti varietas
Sindoro (55,3%) dan paling rendah berasal dari varietas Slamet (23,6%).

Embrio somatik (globular, hati) yang paling banyak terbentuk dari
perlakuan radiasi 400 rad berasal dari varietas Wilis (201) dan paling sedikit
(49) dari varietas Slamet (Tabel 2). Tanpa radiasi, eksplan varietas Slamet
lebih bersifat embriogenik dibandingkan dengan varietas Wilis dan Sindoro.
Dengan radiasi jumlah embrio somatik pada varietas Wilis meningkat 3% kali
dibandingkan dengan kontrol, me-nurun % kali pada varietas Slamet, dan tiga
kali lebih banyak daripada kontrol pada varietas Sindoro.

Struktur embrio somatik yang diseleksi pada media yang mengandung

Tabel 1. Persentase eksplan beberapa varietas kedelai yang
membentuk struktur embrio somatik umur 6 minggu

0] UK da DEUE
bentuk embrio

_\ALLLV&IQetaS/I’adIaSI Jumlah embrio sométlk/jumlah eksplan
Wwili€ rad 26,3
400 rad 60208
Sk@etad 201/264
Slarflegiad 35,5
400 rad 88&R65
SHHdI@d 49/207
Sinddred 27,1
400 rad 53230
400 rad 146/264
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Tabel 3. Jumlah struktur embrio somatik yang terbentuk pada media seleksi

Jumlah benih somatik

Varietas/radiasi Jumiah
AlO Al 100 Al 200 Al 300 Al 400 Al 500
Wilis
Kontrol 12 10 7 4 6 7 46
400 rad 132 105 67 52 42 48 448
Sindoro
Kontrol 10 9 6 8 7 6 45
400 rad 62 69 25 25 23 21 224
Slamet
Kontrol 23 20 14 15 10 10 92
400 rad 14 9 13 10 6 8 50

Al dan pH rendah ada yang mampu berploriferasi, terutama dengan perlakuan
radiasi 400 rad pada varietas Wilis dan Sindoro (Tabel 3). Kemampuan
perkembangan embrio somatik varietas Slamet yang tidak diradiasi lebih
tinggi dibandingkan dengan kontrol varietas Wilis dan Sindoro.

Kondisi stres yang disebabkan Al menyebabkan kemampuan tumbuh
dan berkembangnya sel somatik menurun. Demikian pula pada sel tembakau
yang telah diseleksi dengan Al sulit beregenerasi (Yamamoto et al, 1994).
Walaupun demikian, pada semua taraf konsentrasi Al yang dicoba, sel somatik
kedelai dari semua varietas yang diuji dapat berkembang membentuk embrio
somatik.

Menurut Taylor (1995) tetap berkembangnya sel embrio somatik pada
media Al dan pH rendah menunjukkan adanya sifat ketahanan pada tingkat
sel. Demikian pula menurut Rath (1996) bahwa hanya sel toleran yang mampu
hidup bila diinkubasi pada media yang mengandung komponen seleksi. Seleksi
pada tingkat sel merupakan teknologi potensial untuk menghasilkan genotipe
baru yang adaptif terhadap cekaman lingkungan (Adkins et al, 1995; Bertin et
al, 1995). Adanya perubahan sifat genetik pada kultur in vitro telah diperoleh
sejak 30 tahun yang lalu (Mitra dan Steward, 1961; Larkin dan Scrowcroft,
1981).

Semakin meningkat konsentrasi Al maka kemampuan perkembangan
embrio somatik semakin menurun, sejalan dengan hasil penelitian seleksi in
vitro pada padi. Menurut Vant Sint Jan et al (1997), memberikan kondisi stres
dengan konsentrasi Al yang tinggi menguntungkan karena stres dapat
menurunkan jumlah tanaman yang akan diseleksi secara in vivo sehingga
merupakan seleksi yang bertahap.

Struktur torpedo yang terbentuk pada media seleksi, kemudian
dikecambah-kan pada media baru. Proses pendewasaan dan perkecambahan
tidak terjadi se-cara serempak karena jumlah benih somatik pada setiap
konsentrasi Al berkurang (Tabel 4) dibandingkan dengan jumlah embrio
somatik awal (Tabel 3). Benih so-matik hasil seleksi dengan perlakuan radiasi
400 rad paling banyak, yaitu 69 berasal dari varietas Wilis diikuti varietas
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Sindoro sebanyak 55, dan paling sedikit (13) ber-asal dari varietas Slamet.
Benih somatik yang dihasilkan varietas Slamet tanpa ra-diasi sebanyak 44.
Untuk  meningkatkan dan  menyerempakkan  pendewasaan  dan
perkecambahan maka akan dicoba komponen organik lain seperti yang
digunakan oleh Merkle et al (1995).

Untuk setiap taraf konsentrasi Al, jumlah benih somatik yang diperoleh
sa-ngat beragam. Benih somatik paling banyak berasal dari varietas Wilis
dengan per-lakuan radiasi 400 rad setelah diseleksi dengan Al 200 ppm
sedangkan varietas Slamet dengan perlakuan yang sama belum menghasilkan
benih somatik. Benih somatik yang terbentuk dari setiap media dengan
pemberian stres beberapa taraf konsentrasi Al saat ini sedang diaklimatisasi di
rumah kaca.

Tabel 4. Jumlah benih somatik setelah seleksi dengan Al pada media perkecambahan

) o Jumlah benih somatik (ppm) Jumlah
Varietas/radiasi
AlO Al 100 Al 200 Al 300 Al 400 Al 500

Wilis

Kontrol 3 16 8 1 7 4 39

400 rad 9 15 24 12 6 3 69
Sindoro

Kontrol 0 0 3 0 1 1 5

400 rad 5 4 9 17 11 9 55
Slamet

Kontrol 7 15 4 7 4 7 44

400 rad 3 2 1 1 0 6 13

Tabel 5. Persentase eksplan beberapa varietas kedelai yang membentuk struk-tur
embrio somatik dan jumlahnya per eksplan, umur 6 minggu

Varietas/radiasi Persentase el_(splan _ Jumla_\h embrio
membentuk embrio somatik somatik/eksplan
Wilis
0 rad 30 18/60
400 rad 55 33/60
5 krad 16,6 10/60
10 krad 0 0/60
Slamet
0 rad 56,6 34/60
400 rad 26,6 16/60
5 krad 3 2/60
10 krad 0 0/60
Sindoro
0 rad 25 15/60
400 rad 55 33/60
5 krad 3 2/60
10 krad 0 0/60
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Asencion et al (1997) mendapatkan varietas baru kedelai hasil
perlakuan radiasi sinar gamma pada embrio zigotik dengan dosis antara 20-25
krad. Demikian pula di Korea telah dihasilkan mutan baru tanaman kedelai
yvang berasal dari per-lakuan radiasi sinar gamma 15-20 krad. Mutan yang
diperoleh mempunyai karakter yang lebih baik dan telah banyak digunakan
oleh petani setempat (Kany, 1997). Untuk itu, pada kegiatan penelitian
selanjutnya dicoba perlakuan radiasi tetapi dengan dosis yang ditingkatkan
(Tabel 5). Kombinasi seleksi in vitro (pemberian kondisi stres) dengan
perlakuan radiasi sinar gamma (3-14 krad) telah dilakukan oleh Tepper dan
Ashri (1991).

Dosis radiasi sinar gamma yang tinggi (10 krad) dapat menyebabkan
kemati-an pada eksplan embrio zigotik muda. Dari ketiga varietas yang diuji
tidak ada satu-pun eksplan yang dapat membentuk embrio somatik. Untuk
perlakuan 5 krad, per-sentase eksplan yang membentuk embrio somatik juga
rendah bila dibandingkan dengan kontrol dan 400 rad. Dengan demikian,
embrio zigotik muda dari ketiga varietas yang dicoba sangat peka terhadap
dosis radiasi yang tinggi. Jumlah embrio somatik yang paling banyak
terbentuk, yaitu 33 berasal dari varietas Wilis dan Sindoro yang diradiasi 400
rad.

Embrio somatik yang berasal dari perlakuan 5 krad tidak ada satupun
yang dapat berkembang membentuk embrio somatik dewasa (Tabel 6).
Berbeda de-ngan pemberian dosis radiasi yang rendah (400 rad) terutama pada
varietas Wilis jumlah embrio somatik dewasa yang terbentuk cukup tinggi,
yaitu 51. Jumlah em-brio somatik yang terbentuk dari varietas Sindoro tanpa
radiasi sebanyak 40 yang berarti lebih tinggi dibandingkan dengan radiasi 400
rad, yaitu 18. Jumlah embrio somatik yang terbentuk dari setiap perlakuan
konsentrasi Al beragam dan umum-nya lebih banyak dihasilkan dari kontrol
(Al 0 ppm). Berbeda dengan varietas Slamet, antara kontrol dan beberapa
taraf konsentrasi Al (400 dan 500 ppm) jum-lahnya sama. Secara visual
terlihat bahwa proses pendewasaan tidak terjadi seca-ra serempak bahkan
beberapa biakan torpedo dengan cepat berkembang mem-bentuk benih
somatik. Pembentukan benih somatik yang cepat dapat menye-babkan
ketidakseimbangan pertumbuhan antara tunas dan akar atau benih soma-
tiknya tidak normal.
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Struktur embrio somatik dewasa yang dihasilkan, saat ini sedang
dikulturkan pada media perkecambahan. Apabila benih somatik sudah
terbentuk maka tahap selanjutnya akan dilakukan aklimatisasi di rumah
kaca.

KESIMPULAN

1. Massa sel embrionik yang diseleksi dengan Al dan pH rendah dapat di-
regenerasikan membentuk benih somatik.

2. Varietas Wilis yang diradiasi sinar gamma sebesar 400 rad mempunyai
kapasi-tas regenerasi yang lebih tinggi daripada varietas Sindoro dan
Slamet. Radiasi dosis tinggi (5 dan 10 krad) menyebabkan kematian pada
massa sel yang di-seleksi.

3. Proses pendewasaan dan perkecambahan embrio somatik hasil seleksi
belum terjadi secara serempak.
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Orad 7 5 4 4 3 2 25
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5 krad 0 0 0 0 0 0 0
10 krad 0 0 0 0 0 0 0
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