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Buletin AgroBio (dahulu bemama Buletin Penelitian) memuat artikel tinjauan ilmiah hasil
riset dalam bidang biologi dan bioteknologi tanaman. Naskah (boleh ditulis dalam bahasa
Indonesia atau Inggris) yang diajukan untuk diterbitkan hendaknya belum pemah dipublikasikan
pada media cetak manapun dan ditulis sesuai dengan “Pedoman Bagi Penulis” (lihat sampu!
belakang bagian dalam). Dewan Redaksi berhak menyunting naskah tanpa mengubah isi dan
makna tulisan atau menolak menerbitkan suatu naskah.

Naskah dapat bersifat tinjauan ilmiah (kritis) atau tinjauan informatif (anotasi) terhadap subjek
tertentu, atau gabungan antara keduanya. Tinjauan ilmiah merupakan hasil evaluasi, sintesis,
dan analisis kritis tentang riset bagi kepentingan ilmu pengetahuan dan teknologi, sedangkan
tinjauan informatif merupakan hasil evaluasi bagi kepentingan pengguna.

Isi naskah dapat membahas salah satu dari butir-butir berikut, yaitu: (a) status riset pada subjek
tertentu, baik yang telah, sedang, maupun yang akan dikerjakan, (b) pengungkapan masalah
dan pemecahannya, (c) pengembangan suatu metode atau konsepsi, dan (d) gagasan dan
pendekatan yang dapat dijadikan landasan bagi suatu usulan riset. Sumber bacaan seyogyanya
meliputi bahan pustaka terbitan dalam dan luar negeri yang terkini dan relevan.
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Perkembangan Penelitian
Regenerasi dan Transformasi pada

Tanaman Kedelai

Saptowo J. Pardal

Balai Penelitian Bioteknologi dan Sumberdaya Genetik Pertanian

ABSTRACT

Progress of Plant Regeneration and Transformation on Soybean. Saptowo J. Pardal.
Soybean is one of the genotype that still difficult fo manipulate in vitro. Some reports showed
that soybean can be regenerated through in vitro culture, but infact it can not be repeated
suceessfully by other laboratories. Type of cells or explants and genotype play important role in
the plant regeneration of soybean. Soybean mainly can be regenerate through two pathways,
i.e. shoot momphogenesis (organogenesis) and somatic embryogenesis. Both pathway have an
advantage and disadvantage. Shoot morphogenesis can be induce easily from the
cotyledonary node segment of soybean and it will have the same character as a parent, but the
number of shoot is limited. On another hand, somatic embryogenesis can not be induce easily
from the soybean explants, but the number of embryos or embryogenic callus is plenty if it can

be induced. Due to the difficulties of plant regeneration of soybean so far, the genetic,

transformation of soybean is still far from the routine system. Although it has been reported by
the two laboratories using two different protocols. The success of soybean transformation with
foreign gene is reported in 1988 by using Agrobacterium ftumefaciens and particle

bombardment method.

Key words: Soybean, plant regeneration, genetic transformation

Kedelai merupakan salah satu
jenis tanaman yang masih sulit
dimanipulasi secara in vffro, karena
tanaman ini bersifat rekalsitran.
Meskipun telah banyak dilaporkan
keberhasilan regenerasi tanaman
pada kedelai, ternyata masih sulit
diulang oleh peneliti lain (tidak
reproducible). Keberhasilan regene-
rasi tanaman kedelai sangat tergan-
tung pada genotipe yang digunakan
(Barwale et al., 1986).

Tidak dapat dipungkiri bahwa
salah satu hambatan besar dalam
transformasi kedelai adalah masih
rendahnya respon tanaman kedelai
pada manipulasi kultur in vitro.
Untuk keberhasilan dan efisiensi
transformasi, DNA harus diintroduk-
sikan ke dalam sel-sel yang kompe-
ten untuk diregenerasikan menjadi
tanaman atau klon-klon sel. Pada
beberapa pengalaman, sangat sulit
untuk menargetkan DNA ke sel-sel
kompeten ini. Ada kejadian DNA
berhasil diintroduksikan ke dalam
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sel-sel yang dapat diregenerasikan
menjadi tanaman (regenerable), te-
tapi fertilitasnya rendah. Untuk itu,
pengetahuan tentang sistemn rege-
nerasi tanaman kedelai betul-betul
harus dikuasai terlebih dahulu
sebelum melakukan transformasi
kedelai (Finer et al., 1996).

Regenerasi tanaman pada da-
samya mengacu pada teoti totipo-
tensi dari Scleiden dan Schwan, di
mana dikatakan bahwa setiap sel
hidup mempunyai kemampuan un-
tuk bereproduksi, membentuk or-
gan, dan berkembang menjadi indi-
vidu baru yang sempuma/utuh jika
ditumbuhkan pada media dan ling-
kungan yang sesuai. Teori ini dijadi-
kan dasar dalam memanipulasi sel
atau jaringan tanaman menjadi
organ atau tanaman utuh secara in
vitro. Teknik ini selanjutnya dikenal
sebagai kultur sel/jaringan tanaman
(Murashige dan Skoog, 1962).

Bertolak dari hal tersebut pada
prinsipnya semua sel tanaman dari
mana saja asalnya dan jenis tanam-
an apa saja dapat ditumbuhkan

menjadi tanaman apabila media
dan kondisi lingkungan sangat
sesuai untuk pertumbuhannya.
Namun pada kenyataannya belum
semua jenis sel atau tanaman da-
pat dimanipulasi secara in vifro. Hal
ini disebabkan adanya perbedaan
kemampuan daya tumbuh/regene-
rasi dari masing-masing jenis sel
dan genotipe tanaman. Masing-
masing jenis sel dan genotipe me-
miliki respon pertumbuhan in vitro
yang berbeda-beda walaupun di-
tumbuhkan pada media dan kondi-
si lingkungan tumbuh yang sama.
Selain faktor jenis eksplan dan ge-
notip tanaman, regenerasi tanaman
juga dipengaruhi oleh komposisi
media yang digunakan. Masing-
masing jenis eksplan/sel dan geno-
tip tanaman memerlukan kompo-
sisi media yang berbeda-beda
(Pierik, 1987).

Media untuk menumbuhkan
sel/eksplan tanaman pada dasarnya
berisi unsur hara makro, mikro, dan
gula sebagai sumber karbon. Selain
itu, media kultur juga dilengkapi de-
ngan zat besi, vitamnin, mineral, dan
zat pengatur tumbuh. Zat pengatur
tumbuh sangat besar peranannya di
dalam mengarahkan pertumbuhan
sel tanaman. Kombinasi zat penga-
tur tumbuh yang tepat akan meng-
hasilkan pertumbuhan sel yang
optimal (Wattimena, 1992).

REGENERASI TANAMAN KEDELAI
IN VITRO

Kedelai dapat diregenerasikan
melalui dua proses yang berbeda,
yaitu melalui organogenesis (shoof
morphogenesis) dan embriogenesis
somatik (somatic embryogenesis)
(Barwale et al., 1986). Morfogenesis
tunas/organogenesis ~ merupakan
proses pembentukan dan perkem-
bangan tunas dari jaringan meris-
temn tunas. Tunas selanjutnya dapat
diakarkan untuk mendapatkan ta-
naman utuh. Embriogenesis soma-
tik merupakan proses regenerasi ta-
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naman melalui pembentukan struk-
tur menyerupai embrio (embrioid)
dari sel-sel somatik yang telah me-
miliki calon akar dan tunas (serupa
embrio zigotik). Tanaman utuh di-
peroleh dari hasil perkecambahan
embrio somatik tersebut.

Morfogenesis tunas dan embrio-
genesis somatik merupakan dua
proses yang berbeda dan keduanya
sangat tergantung kepada sumber
eksplan dan jenis media kultur yang
digunakan. Meskipun sistemnya
berbeda, ada beberapa hal yang
sama. Kedua sistemn sangat dipe-
ngaruhi oleh kultivar/genotipe ta-
naman (cultivar-specific responses),
di mana beberapa galur lebih res-
ponsif terhadap media kultur dari
galur lainnya. Galur tanaman yang
memiliki respon tinggi untuk mor-
fogenesis, mungkin tidak responsif
dalam pembentukan embrio so-
matik. Galur yang dapat memben-
tuk sejumlah besar embrio somatik
selama tahap induksi, mungkin ti-
dak dapat memberikan pertumbuh-
an/proliferasi yang cepat. Sehingga
kondisi kultur jaringan yang opti-
mum untuk masing-masing galur/
kultivar harus ditentukan sesuai de-
ngan metode regenerasinya. Hal
lain yang sama adalah kultur proli-
ferasi dapat terjadi pada kedua sis-
tem regenerasi. Proliferasi sangat
berguna terhadap kedua sistem, ka-
rena dapat merangsang sel tunggal
vang telah tertransformasi untuk
multiplikasi membentuk jaringan
yang lebih besar dan menghasilkan
tunas/embrio somatik. Untuk men-
dapatkan pengetahuan tentang ke-
gunaan dan keterbatasan masing-
masing sistem regenerasi, maka
morfogenesis tunas dan embrioge-
nesis somatik kedelai perlu di-
induksi terlebih dahulu.

Morfogenesis tunas (organoge-
nesis) dilaporkan pertama kali oleh
Wiright et al. (1986). Mereka menje-
laskan sistem di mana tunas-tunas
dapat diperoleh secara de novo da-
ri nodus kotiledon kecambah kede-
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lai (Gambar 1). Jaringan meristem
tunas terbentuk di bawah jaringan
epidermis dan jaringan morfogenik
dapat berproliferasi pada media
yang mengandung benzy! adenine
(BA).

Embriogenesis somatik pada
kedelai pertama kali dilaporkan
oleh Christianson et al. (1983).
Jaringan embriogenesis berhasil di-
induksi dari eksplan embrio zigotik.
Jaringan embriogenik dapat ber-
proliferasi, tetapi sistem ini sulit di-
ulang dan asal dari embrio somatik
tidak diketahui. Studi berikutnya se-
cara histologi terhadap kultur ja-
ringan embriogenik kedelai diketa-

- hul bahwa proliferasi embrio ber-
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asal dari sel-sel permukaan/apikal
dan hanya sedikit sel yang terlibat
dalam pembentukan embrio soma-
tik (Finer, 1988) (Gambar 2). Pada
studi tersebut, sel-sel di permukaan
atas embrio lama membentuk em-
brio baru. Namun, embrio somatik
kedelai tidak selalu berasal dari sel-
sel apikal. Embrio somatik primer
(embrio pertama yang muncul dari
eksplan) tergantung kepada jaring-
an eksplan dan kadar auksin pada
media induksinya (Hartweck et al.,
1988). Melalui proses proliferasi,
satu sel atau sekelompok kecil sel
di permukaan embrio primer mem-
bentuk embrio somatik baru

(embrio sekunder).

Tunas muncul pada bagian aksilar (ketiak) eksplan kotiledon tua

kedelai varietas Wilis

Gambar 1. Organogenesis pada kedelai

Embrio somalik muncul pada permukaan eksplan kotiledon muda

kedelai varietas Tidar

Gambar 2. Embriogenesis somatik pada kedelai
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Kultur embriogenik juga dapat
digunakan dengan baik untuk trans-
formasi, jika asal dari embrio dan
keterbatasan biologis dari prolifera-
si kultur embriogenik telah diketa-
hui. Keterbatasan biologis termasuk
kesulitan perkembangan kultur em-
briogenik hasil proliferasi dan ma-
salah penurunan fertilitas tanaman
(variasi akibat kultur) yang sering
terjadi pada proses proliferasi kultur
embriogenik yang lama.

PERKEMBANGAN PENELITIAN
TRANSFORMASI KEDELAI

Sejak ada laporan pertama ten-
tang transformasi dan regenerasi ta-
naman tembakau (Horsch et al.,
1985), diperkirakan bahwa semua
tanaman akan dapat ditransformasi
secara rutin dalam waktu dekat.
Namun, kedelai dan beberapa ta-
naman lain masih sulit ditransfor-
masi.

Walaupun transformasi kedelai
telah dilaporkan pada tahun 1983
oleh dua laboratorium yang berbe-
da dengan protokol yang berbeda
pula (Hinchee ef al., 1988; McCabe
et al., 1988), namun tingkat keber-
hasilan transformasi kedelai masih
rendah di berbagai laboratorium
yang mencoba. Kenyataannya, ha-
nya sedikit laboratorium yang dapat
mengulangi keberhasilan transfor-
masi kedelai seperti yang dilapor-
kan pertama tersebut sehingga ma-
sih perlu dikembangkan metode
introduksi gen asing ke dalam
tanaman kedelai agar lebih efisien,
efektif, =~ dan dapat diulang
(reproducible).

Penelitian regenerasi tanaman
kedelai secara in vitro juga telah di-
coba di Indonesia, di antaranya
oleh Pardal et al. (1994) untuk me-
lihat pengaruh jenis dan umur eks-
plan serta genotipe kedelai terha-
dap kultur embrio muda kedelai.
Kemudian Pardal er al. (1997) me-
lakukan regenerasi kedelai secara
in vitro menggunakan dua macam

eksplan, dua jalur regenerasi dan
empat varietas kedelai Indonesia.
Hasil kedua penelitian tersebut me-
nunjukkan daya regenerasi kedelai
yang masih sangat rendah. Namun
Mariska et al. (2001) berhasil mela-
kukan regenerasi tiga varietas
kedelai melalui jalur embriogenesis
somatik dari eksplan embrio muda
kedelai dengan tingkat keberhasil-
an yang cukup tinggi.

Penelitian transformasi kedelai
berikutnya lebih mengarah kepada
perbaikan sistem regenerasi (Finer
dan McMullen, 1991; Santarem et
al., 1998; Trick dan Finer, 1998;
Santarem dan Finer, 1999), dan per-
baikan metode transformasi (Finer
et al., 1991; Trick dan Finer, 1997).

METODE TRANSFORMASI
GENETIK KEDELAI

Gen asing dapat diintroduksi ke
dalam genom kedelai seperti pada
jenis tanaman lain baik secara
biologi (tidak langsung) atau fisik
(langsung). Karena Agrobacterium
merupakan satu-satunya vektor bio-
logi untuk transformasi kedelai, ma-
ka beberapa metode transformasi
secara fisik banyak dikernbangkan.

Pada transformasi tidak lang-
sung (alami) melalui Agrobacte-
rium, bakteri diinokulasi ke permu-
kaan jaringan responsif dan DNA
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asing akan ditransfer ke dalam ge-
nom sel target oleh adanya T-DNA
pada Agrobacterium (Gambar 3).
Agar teknik ini efektif, Agrobacte-
rium harus dapat memasukkan
DNA ke dalam jaringan target yang
kompeten dan selanjutnya Agrobac-
terium dihilangkan/dimatikan. Ma-
salah utama dalam penggunaan

. Agrobacteriumn adalah jenis jaringan

dan adanya inkompatibilitas inang.
Meskipun kedelai sesuai untuk
inang Agrobacterium, tetapi kurang
responsif untuk infeksi dan transfer
DNA seperti tanaman dikotil lain-
nya. Embrio dan jaringan embrioge-
nik sangat tipikal kurang sensitif ter-
hadap infeksi Agrobacterium. Ada-
nya inkompatibilitas antara Agro-
bacterium dan kedelai telah diatasi
dengan penggunaan strain Agrobac-
terium yang memiliki virulensi ting-
gi (Hansen et al., 1994) dan aceto-
syringone senyawa penginduksi
proses transfer DNA (Stachel et al.,
1985).

Metode transfotmasi genetika
secara fisik (langsung) untuk intro-
duksi DNA di antaranya adalah
particle bombardment (Sanford,
1988), elektroporasi  protoplas
(Shillito et al., 1985), elektroporasi
jaringan utuh (D’Halluin et al,
1992), dan silikon karbida whiskers
(Kaeppler et al., 1990). Beberapa
metode lain telah dicoba seperti

sel tanaman

.-
iaa

& kromosom inti

-v sintesis opin

: ipt

|aiH 3
auksin  sitokinin
Lot

pembentukan
tumor

opin

digunakan oleh Agrobakterium
sebagai sumber C dan N

Gambar 3. Mekanisme transfer gen secara alami oleh bakteri Agrobacterium tumefaciens ke

dalam sel tanaman inang
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_Tanaman kedelai transgenik te-
lah berhasil diperoleh melalui pe-
nembakan partikel terhadap kultur
suspensi embriogenik oleh bebera-
pa laboratorium (Finer dan
McMullen, 1991; Sato ef al., 1993;
Parrott ef al., 1994). Sistemn transfor-
masi ini tergantung pada stadium
kultur suspensi embriogenik kede-
lai (Finer dan Nagasawa, 1988) di
mana jaringan embriogenik berasal
dari proliferasi sel-sel permukaan
embrio somatik primer (Finer, 1988;
Finer dan McMullen, 1991). Prolife-
rasi sel-sel permukaan (epidermis)
menjadikan sistem transformasi le-
bih efisien untuk transformasi, kare-
na sel-sel embriogenik hasil prolife-

rasi di permukaan jaringan eksplan

dapat dengan mudah ditembak.
Selain itu, proses seleksi jaringan
transforman terhadap antibiotik
atau herbisida dapat dilakukan de-
ngan mudah melalui kultur suspen-
si ini (Finer et al., 1996).

Meskipun sistem penembakan
menggunakan jaringan kultur sus-
pensi embriogenik memiliki kele-
bihan dibandingkan dengan pe-
nembakan méristemn, tetapi ada be-
berapa kendala berkaitan dengan
kultur in vifro (regenerasi tanaman
transforman). Kendala pertama
adalah sulitnya menghasilkan kultur
suspensi sel embriogenik. Selanjut-
nya, regenerasi tanaman melalui
kultur suspensi dapat terjadi variasi
genetik, seperti sterilitas sebagian
atau sterilitas penuh. Namun, ken-
dala kedua ini dapat diatasi dengan
memperpendek proses induksi kul-
"tur suspensi sel, dan ternyata ta-
naman hasil regenerasinya tetap
fertil.

Pada kedua sistem transformasi
melalui particle bombardment, par-
tikel pembawa DNA hanya dapat
menembus 1-2 lapis sel. Perbedaan
efisiensi dari kedua sistem ini ber-
hubungan dengan kemampuan
penargetan penembakan sel yang
mampu membentuk tanaman utuh.
Namun hingga kini belum ada alat
penembak yang dapat mengatur
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kedalaman penetrasi partikel pada
jaringan target (Finer et al., 1996).

KESIMPULAN

Kedelai masih merupakan salah
satu jenis tanaman yang tidak mu-
dah dimanipulasi secara in vitro.
Walaupun telah banyak dilaporkan
keberhasilan kultur jaringan kede-
lai, namun masih sulit diulang dan
sangat dipengaruhi oleh genotipe.

Demikian juga dengan transfor-
masi kedelai, walaupun telah dila-
porkan keberhasilannya oleh dua
laboratorium yang berbeda dengan
protokol yang berbeda pula ter-
nyata masih sulit diulang keber-
hasilannya oleh laboratorium lain.
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