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Assalamualaikum wr.wb

Rasa syukur yang dalam kami sampaikan ke hadirat Alloh SWT yvang telah
memberi rahmat dan karunia-Nya sehingga prosiding Seminar Nasional tahun
2011 “Pengembangan Sumber Daya Pedesaan dan Kearifan Lokal Berkelanjutan™
dapat diterbitkan,

Seminar ini dibagi dalam dua Keglatan utama, vaitu sesi pleno dan sesi paralel.
Sesi pleno melibatkan dua pembicara, vaitu dari Kementerian Pertanian dan dari
Ketua Pergizi (Perhimpunan Peminat Gizi Pangan) Indonesia: Prof Dr.
Hardinsyah, MS. Pada sesi paralel, yang dibagi dalam 6 bidang vaitu (1)
Biodiversitas tropis dan bioprospeksi: (2) Pengelolaan wilayah kelautan, pesisir
dan pedalaman; (3) Pangan, gizi dan kesehatan: (4) Energi baru dan terbarukan:
(5) Kewirausahaan, koperasi dan UMKM dan (6) Rekayasa sosial dan
pengembangan pedesaan

Institust  yang memaparkan makalahnya berasal dari Universitas Jenderal
Soedirman dan universitas lainnva.

Seminar ini diadakan dalam upaya mengembangkan sumber daya manusia vang
Kompeten dan kompetitif di bidang penelitian untuk pengembangan riset dengan
luaran yang unggul sesuai dengan kebutuhan pengguna serta dalam rangka
mengembangkan diseminasi informasi dan transfer teknologi kepada masyarakat.

Pada kesempatan ini panitia menyampaikan terima kasih kepada semua pthak
vang telah mendukung terselenggaranya seminar dan diterbitkannya prosiding ini.
Semoga prosiding ini bermanfaat

Billahit tautiq wal hidavah, wassalamualaikum warahmatullahi wabarakatuh,
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Penggunaan 2,4-D Terhadap Perkembangan Hypokotil Kedelai Varietas
Slamet Yang Ditumbulikan Secara In Vitre Untuk Mendapatkan Tanaman
Tahan Kering

Oleh : Drs. Iman Budisantoso., MP dan Drs. Lucky Prayoga., MP

RINGKASAN

Tujuan yang akan dicapai dalam penelitian ini adalah mengetahui
pengaruh 2,4-D terhadap pertumbuhan dan perkembangan hipokotil dan kotiledon
kedelai varietas Slamet dalam kultur in virro. Penelitian dilakukan secara
eksperimen dengan rancangan percobaan Rancangan Acak Lengkap (RAL),
perlakuan yang diberikan adalah konsentrasi 2.4-D yang terdiri dari 4 macam
konsentrasi yaitu 0 mg/L; 20 mg/L; 40 mg/L dan 60 mg/L, masing-masing
perlakuan diulang 4 kali. Parameter yang diamati perkembangan eksplant meliputi

prosentase pertumbuhan melalui pembentukan kalus maupun proses
embriogenesis dan jenis kalus vang terbentuk. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa eksplant hipokotil maupun kotiledon kedelai varietas Slamet yang
ditumbuhkan dalam media MS dengan perlakuan 2.4-D 20 s/d 60 mg/L tidak
menghasilkan kalus maupun tanaman meialui proses embrogenesis, ekspiant
berwarna coklat dan mati, sehingga tidak dapat dilakukan analisis data. Setelah
perlakuan konsentrasi hormon diubah menjadi 0; S; 10 dan 15 mg/L, kalus
tumbuh pada eksplant hipokotil dengan perlakuan 2,4-D 5 mg/L, sedangkan
eksplant kotiledon kalus tumbuh pada media tanpa hormon 2,4-D (kontrol).

Kata kunci : kedela: varietas Slamet, 2,4-D, kultur in vitro, hipokotil, kotiledon.

SUMMARY

Objectives to be achieved in this study is to know the effect of 2,4-i) on the
growth and development of cotyledons and hyvpocoly! Slamet sovhean
varietyiin vitro - cultured.  The  researchearried — out experiments with the
experimental design Completely Randomized Design (CRD), thetreatment giver: is
theconcentration of 2,.4-D which consists of four kinds ie: 0 g L; 20 mg 1> 40
mglLoand  60mg'l, cachtreatment was — repeared + times.  Parcmeters
observed incinde: the percentage of callus formation, growth through the Process

of embryogenesis and (vpeofeeallus formed, lhe resnlts shoveed that
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the sovbean cotyledon and hypocotyl of - Slamet sovbean  varietics growrn in MS

medium with 2, 4-Direatment of 20 uniil 66 mz'{ did
not produce calfus and picnis through the

process embryogenesis, explant srown and  die, so  itean not - be  done data
analysis. After concentration of the  hormone 1reatment was changed 1 0, 3,
10and 15 mgl, callusgrown on explant hypocotyl with 2,4-1) reatmentof 3
mg'lL,  while explant cotviedon callus grown on media  withouth  ormones 2, 4-
D (control ).

Keywords: Slamer  soybean variety , 2,4-D, invitro cultured, hypocotyl, and

cotyledon
PENDAHULUAN

Kedelai varietas Slamet merupakan kedelai yang tahan terhadap penyakit
karat, mempunyai produkifitas cukup tinggi 2,6 ton/Ha yang dilepas pada tahun
1995 (Sunarto, 1997). Hasil penelitian Budi;antoso (1999), menunjukkan bahwa
varietas Slamet tahan terhadap kekeringan, pertumbuhan dan hasil tanaman akan
menurun pada kadar air tanah 50% dari kapasitas lapang.

Dengan meningkatnya kebutuhan kedelai setiap tahun, sedangkan
produktivitas kedelai masih rendah, maka ketergantungan import kedelai sangat
tinggi. Import kedelai pada tahun 1990 sebesar 500 000 ton dengan nilai sebesar
US$ 128 juta, nilai tersebut meningkat tajam pada tahun 2000 mencapai US$ 300
juta, selanjutnya pada tahun 2005 telah mencapai USS$ 358 juta atau setara dengan
Rp. 3,58 trilliun. Keadaan tersebut diperparah dengan menyusutnya lahan
pertanian, pada tahun 2003 lahan yang ditanami kedelai hanya mencapai 0,53 juta
Ha, sehingga kebutuhan kedelai hanya dicapai 35% dari produksi dalam negeri
(Simatupang, 2005). Kenyataan ini dapat ‘menguras’ devisa negara, sehingga
periu upaya-upaya penelitian guna meningkatkan produktivitas kedelai lokal.

Kedelai varietas Slamet mempunyai produktivitas lebih tinggi dari
tetuanya dan tahan terhadap kekeringan (Budisantoso dan Hartiko, 2001).
Kedelai varietas Slamet merupakan kedelai yang dilepaskan pada masyarakat
pada tahun 1995 merupakan kedelai yang tahar pada tanah masam, tahan pada
kondisi kering, dengan rata-rata berat 100 biji adalah 12.5 ¢ atau mempunyai
produktivitas 2,26 ton/Ha dengan kandungan protein biji 34%. sementara tetuanya

Varietas Wilisberat 100 biji adalah 10 g, produktivitas 1.6 ton/Fa dan kandungan
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protein biji 37% sedangkan varietas Dempo berat 100 biji adalah 12 g,
produktivitas 1,5 ton/Ha. Kenyataan tersebut menunjukkan bahwa kedelai varietas
Slamet mempunyai produktivitas yang cukup tinggi.Selanjutnya, apabila
dibandingkan varietas lainnya, varietas slamet menunjukkan produktivitas yang
tinggi pula, namun akhir-akhir ini ukuran biji varietas Slamet telah menurun,
karena diduga mengalami segregasi genetik, hal ini ditunjukkan dari hasil
pengamatan awal berat 100 biji yang dipanen pada bulan Oktober 2008 adalah
7,58 ¢,

Upaya peningkatan produktivitas varietas slamet telah banyak dilakukan
diantaranya dengan menggunakan teknologi sonik bloom vaitu menggunakan
suara berfrekuensi tinggi yang dibarengi dengan pemberian hara tanaman. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa teknologi sonik bloom dapat meningkatkan berat
kering tanaman dan berat biji/tanaman (Budisantoso dan Prcklamasingsih, 2003).
Upaya lain untuk meningkatkan produktivitas adalah dengan perlakuan koikisin
dengan konsentrasi 0,25-0,75 %, yang direndaman selama 6-24 jam. Biji yang
telah mendapat perlakuan kolkisin ditanam dalam media tanah. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa perlakuan kolkisin mampu mengubah penampilan
pertumbuhan awal (kecambah), selanjutnya pada pengamatan secara mikroskopis
inti sel pada waktu pembelahan mitosis tampak membesar, jumlah kromosom
tidak dapat dilakukan karena ukuran kromosom pada kedelai sangat kecil. Namun
demikian, diduga tanaman kedelai telah mengalami mutasi menjadi poliploid.
Pada umur 20 hst (hari seteiah tanam) tanaman mati karena bulu-bulu akar tidak
tumbub sehingga tanaman tidak mampu menyerap hara (Budisantoso dan
Kaisinah, 2009). Adanya kenyataan tersebut di atas maka periu upaya penelitian
lainnya, guna menghasilkan tanaman kedelai yang lebih unggul. Dalam penelitian
ini, hypokotil kedelai varietas slamet ditumbuhkan dalam media MS yang diberi
2.4-D untuk memacu pertumbuhan kalus. Selanjutnya kalus yang dihasilkan dapat
ditumbuhkan menjadi tanaman utuh untuk perbanyakan tanaman atau kalus dapat

dimanfaatkan untuk penelitian selanjutnya.

Tujuan khusus dari penelitian ini adalah mendapatkan lalus kedelai var
Slamet yang bersifat embrionik yang dapat digunakan untuk penelitian lebih

ianjut seperti periakuan kalus dengan bahan yang bersifat mutagen sehingga akan
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dihasilkan tanaman mutasi yang akan memperbaiki sifat genetic tanaman, maupun
perlakuan bahan kimia lainnya vang akan menghasilkan tanamen yang tahan
terhadap kekeringan maupun garam. Seiain itu dapat pula digunakan untuk

memperbanyak tanaman melalui teknik kultur i vitro.

METODE PENELITIAN
Bahan dan Alat Penelitian

Bahan/materi yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji kedelai
varietas Slamet yang diperoleh dari Laboratorium Pemuliaan Fak. Pertanian
Unsoed. Biji kedelai dikecambahkan dalam kondisi steril. Bahan lainnya adalah
alkohol 96% dan 70%, aquadestilata, HCL 1N, NaOH 1N, media dasar Murashige
& Skoog (MS). Sedangkan alat yang digunakan antara lain autoclave, aluminium
foil, beaker glass, erlenmeyer, hand sprayer, Laminar Air Flow Cabinet (LAF),
hot plate magnetic stirer, micropipette, cawan petri, botol kultur, gelas ukur, karet
gelang, lampu TL, pH meter, pinset, skalpel, rak, oven, plastik wrap dan neraca

analitik.
Rancangan percobaan

Penelitian dilakukan secara eksperimen dengan rancangan percobaan
Rancangan Acak Lengkap (RAL), periakuan yang diberikan adalah konsentrasi
2.4-D untuk mengetahui pengaruhnya terhadap perkembangan hipokotil kedelai.
Konsentrasi 2,4-D yang diberikan terdiri dari 4 macam konsentrasi yaitu 0 mg/L;
20 mg/L; 40 mg/L dan 60 mg/L, masing-masing perlakuan diulang 4 kali.
Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah perkembangan eksplant yang
ditumbuhkan dalam media MS, prosentase pertumbuhan melalui pembentukan

kalus maupun proses embrio genesis dan jenis kalus yang terbentuk.

Cara KerjaPenelitian
Persiapan Media

Media kultur yang digunakan yaitu media Murashige & Skoog (MS)

dengan membuat larutan stokter lebih dahulu.

Y0
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a. Pembuatan Larutan Stok Media
Larutan stok media MS vang dibuat yaitu Jarutan stok hara makro (10x) 100 m!
per | liter larutan, stokharamikro (100x} 10 mi per 100 mi larutan, larutanicdin
(100x) 10 ml per 100 ml larutan, larutanFeEDTA (1000x) dan vitamin (1000x),
untukmembuat 1000 ml larutanstok media MS diperlukanlarutanstokharamakro
100 ml, 1 mi haramikro, 1 ml iodin, dan vitamin 0,25 ml.
b. Pembuatan Media Kultur dan Sterilisasi
1) Media MS (Murashige& Skoog).
Media MS yang digunakan untuk setiap perlakuan sebanyak 200 ml.
Kedalam 50 ml aquades, ditambahkan 100 ml larutan stok hara makro, 0,8
ml larutan stok hara mikro, 1 ml larutan stok iodin, 1 ml larutan stok
vitamin, 0,25 ml larutan stok EDTA, 1 ml larutan stok besi, 80 mg
mioinositol, 6 g sukrosa. Atur pH hingga mencapai 5,85 dengan
penambahan NaOH 1 N atau HCL 1 N. Tambahkan 7 g/l agar dan aquades
hingga mencapai volume 200 ml.
2.)Sterilisasi
a. Sterilisasi Alat
Peralatan vang akan digunakan dicuci terlebih dahulu dengan detergen
sampai bersih kemudian dikeringkan. Peralatan seperti scalpel, cawan petri
berisi kertas saring dan pinset dibungkus dengan kertas. sedangkan
Erlenmeyer dan botol kultur ditutup dengan aluminium foil, selanjutnya
sterilisasi dilakukan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan
0,15 Mp aselama 30 menit. Untuk alat-alat seperti pinset dan scalpel,
sterilisasi dilakukan kembali pada saat akan digunakan dalam faminar air
flow cabinet dengan cara membakar ujung pinset dan scaipel yang telah
dicelupkan dalam aikohol 96% di atas api bunsen
b Sterilisasi Media
Masing-masing botol kultur yang berisi media periakuan disterilisasi dalam
antoklaf pada suhu 121°C dan tekan 0,15 Mpa selama 20 menit.
¢ Sterilisasi Laminar Air [low
Sebelum digunakan LAF disterilisasi terlebih dahulu dengan lampu ultra

violet (U'V) selama 30 menit Selanjutnya, lamincar air flow disemprot dan

Y/
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dilap dengan menggunakan alcohol 96%. Semua alat dan bahan yang akan
digunakan kecualt eksplan disemprotkan dengan aicohol 96% kemudian

dimasukian dalam leminar air flow.
Penanaman Eksplan

Penanaman dilakukan dalam ruang isolasi, penanaman dengan
menggunakan Laminar Air Flow Cabinet. Bahan tanam berupa biji kedelai var
Slamet dilakukan strerilisasi dengan alhkohol 70% selama 3 menit, cuci dengan
menggunakan aquadet steril sebanyak 3 kali. Sterilisasi dilakukan kembali dengan
menggunakan HgCl 2% selama S menit dan dicuci kembali dengan aquadet steril
sebanyak 3 kali Biji yang telah steril dikecambahkan dalam erlenmeyer steril dan
ditambah aquades steril. Setelah 3 hari hipokotil akan tumbuh dan dipotong serta

ditanam dalam media sesuai dengan perlakuan. \
Pemeliharaan kultur

Hipokotil yang telah ditanam disimpan ditempatkan dalam ruangan
inkubasi dalam kondisi gelap, untuk memacu perkembangan eksplan.  Apabila
telah terbentuk kalus/tanaman botol tanam dikeluarkan dari ruang gelap dan diber:
penyinaran dengan intensitas cahaya yang didapat dari lampu neon sebesar 600 -
1000 lux yang dinyalakan secara kontinyu. Apabila terjadi kontaminasi maka

segera ditanam kembali sesuai dengan perlakuannya.
Pengamatan, pengambilan dan analisis data

Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah perkembangan
eksplant yang ditumbuhlian dalam media MS, prosentase pertumbuhan melalui
pembentukan kalus maupun proses embrio genesis dan jenis kalus yang terbentuk.

Pengamatan tersebut dilakukan setiap hari. Data hasil pengamatan dianalisis

L=

s A

dengan mengunakan uji F dengan taraf kepercayaan 95% dan 99%, yaitu untuk
mengetahui pengaruh perlakuan yang dicobakan. Apabila menunnjukkan bedanya

nyata, dilanjutkan uji lanjut Duncan untuk mengetahui perbedaan antar periakuan.

SN
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Sebanyak 48 eksplant yang berupa biii yang telah dikecambahkan diambil
hipokotilnya dan diianam dalam media MS dengan perlakuan masing-masing 0
20, 40 dan 60 mg/L (sesuai dengan perlakuan dalam proposal yang diajukan).
Tiap periakuan daiam petridisk ditanam 4 buah eksplant. Setelah 3 hari ternyata
banyak (+ 25%) terjadi kontaminasi, selanjutnya setelah 7 hari sebagian besar
media (> 90%) terjadi kontaminasi, sehingga dilakukan penanaman kembali.
Kontaminasi disebabkan desinfektan (alkohol 70%) yang digunakan. Alkoho!
70% yang digunakan dibeli dari apotik sehingga diragukan kadar alkohol yang
ada Setelah alkohol diganti dengan alkohol 96% yang dibeli dari toko bahan
kimia ternyata kontaminasi dapat dihindari (+ 1-2%). Untuk sterilisasi eksplant

tetap meggunakan alkohol 70% dengan cara mengenecerkan dari alkohol 96%.

Penanaman kedua dilakukan dengan memisah antara hipokotil dan
kotiledon (Gambar 1). Prosedur ini nwl"upakan pengembangan dari kegagalan
penanaman pertama. Dalam penanaman pertama, sesuai dengan proposal, jenis
eksplant yang ditanam hanya berupa hipokotil. Karena keingintauan serta sayang
apabila bagian yang ‘dianggap’ tidak terpakai hanya dibuang, maka dilakukan
penanaman kotiledon. Masing-masing bagian dari eksplant (hipokotil dan
kotiledon) ditanam dalam media MS secara terpisah sesuai dengan perlakuan yang
diberikan. Setelah dilakukan pengamatan ternyata kotiledon dan hipokotil tumbuh
kalus. Kalus tumbuh pada eksplant kotiledon dengan media tanpa perlakuan 2,4-D
(kontrol), sedangkan pada perlakuan 2.4-D (20, 40 dan 60 ppm) setelah 10 hari
eksplant berwarna coklat dan mati. Pada semua eksplant hipokotil berwarna
coklat dan mati, Hasil ini ternyata berbeda dengan penelitian Widoretna ¢/
al.(2003) bahwa pemberian 2,4-D hingga konsentrasi 40 ppm terbentuk kalus dan
tunas melalui proses embriogenesis. Hal ini disebabkan pengaruh hormon
berbeda-beda bergantung pada jenis tanaman, jaringan, organ maupun konsentrast

hormon yang diberikan (Wareing dan Phiilips, 1981).
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Sumber : Anenim (2011)
Gambar 1. Kotiledon dan hipokotil yang digunakan sebagai eksplant.

Berdasarkan kenyataan tersebut di atas maka dilakukan penanaman
kembali dengan merurunkan konsentrasi perlakuan yang terkecil menjadi 0; 5; 10
dan 15 mg/L 2,4-D. Dari hasil pengamatan ternyata pada eksplant kotiledon dapat
tumbuh kalus tetap pada perlakuan 0 ppm (kontrol), sedangkan eksplant hipokotil
tumbuh kalus pada perlakuan 2,4-D 5 mg/L (Gambar 2).

(Gambar 2. Kalus yang tumbuh dari eksplant hipokotil dan kotiledon a. Kalus
hipokotil b. Subkultur kalus hipokotil. ¢. Kalus kotiledon. d. Subkultur
kalus kotiledon.

Pada perlakuan 2,4-D 10 dan 15 mg/L dengan eksplant kotiledon maupun
hipokoti! tidak tumbuh kalus. Hal ini diduga konsentrasi yang diberikan tertalu
tinggi yang akan menghambat perkembangan kalus. Selanjuinya, apabila diiihat
dari sifatnya kalus yang berasal dari hipokotil dan kotiiedon sangat berbeda. kalus
kotiledon sangat kompak, apabila dipotong-potong tampak keras, setelah diberi
sinar lampu akan berwarna hijau, sedangkan kalus hipokotil bersifat embrionik
dan remah, apabila diambil menggunakan piset akan tcrurai meniadi potougan
kalus kecil-kecil, setelah diberi simar lampu tidak berwarna hijau tetapt tetap

bersifat embrionik dan remah (Gambar 2b dan 2d)
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Pertumbuhan eksplant dalam kultur i vitro dapat menghasilkan kalus,
funas maupun tanaman melalul prosses embriogensis. Embriogenesis merupakan
suatu proses dimana sel somatik dapat berkembang membentuk tumbuhan baru
melalui tabapan perkembangan embrio yang gpesifik. Secara spesifik tahapan
perkembangan tersebut dimulai dari fase globler, fase hati, fase terpedo dan
plantlet (Gai, 2001). Ragapadmi (2002) mengatakan bahwa dari berbagai
penelitian, 2,4-D  merupakan auksin yang efektif untuk menginduksi kalus
maupun tanaman melalui proses embriogenesis. Zat pengatur tumbuh tersebut
merupakan auksin sintetik yang cukup kuat dan tahan terhadap degradasi karena
reaksi enzimatik dan fotooksidasi Bhojwani dan Razdan (1983) menambahkan
bahwa disamping auksin, sering pula ditambahkan kinetin secara bersamaan.
Berdasarkan teori tersebut, kalus yang telah diperoleh dari penelitian int,
diperlakukan dalam media MS dengan penambahan 2,4-D 1 mg/L dan kinetin 1
mg/L dalam media padat maupun cair (Gambar 3) namun tidak menghasilkan

tunas maupun tanaman melalui embriogenesis. Hal ini diduga pengaruh hormon

untuk proses embriogenesis pada kedelai varietas Slamet berbeda dengan kedelai

lainnya.

Gambar 3. Pertumbuhian kaius dalam media padat (a) dan media cair (b) dengan
perlakuan 2.4-D 1 mg/L dan kinetin 1 mg/L. dan digojok.

implikasi vang diperoleh dalan penelitian ini adalah diperoleh kalus yany
embrionik yang berasal dari hipokotil dan kotiledon yang akan digunakan dalam

penelitian-penelitian selanjutnya.

101



Prosiding Seminar Nasional : Pengembangan

Sumberdaya pedesaan dan Kearitan Lokal

Berkelanjutan,

Purwekerto, 23-24 Nopember 20] | ISBN : 978-979-9204-51-6

KESEMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Berdasarkan peneiitian ini dapat disimpulkan bahwa kultur /»
vitrohipokotil maupun kotiledon kedelai varietas Slamet dalam media MS dengan
perlakuan 2,4-D 20 s/d 60 mg/L tidak menghasilkan kalus maupun maupun
tanaman melalui proses embrogenesis. Namun kalus tumbuh pada eksplant
hipokotil dengan perlakuan 2,4-D 5 mg/L, sedangkan eksplant kotiledon kalus

tumbuh pada media tanpa hormon 2,4-D (kontrol).
Saran

Guna memperoleh tunas melalui proses embriogenesis maka perlu
dilakukan penelitian kembali dengan menurunkan konsentrasi 2,4-D lebih kecil
dari 5 mg/L. Perlu penelitian-penelitian lanjutan dari kalus kotiledon maupun
hipokotil kedelai varietas Slamet, untuk memperoleh kedelai yang lebih unggul

terhadap lingkungan tertentu.
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PENGGUNAAN 2,4-D TERHADAP PERKEMBANGAN HYPOKO;I’IL '
KEDELAI VARIETAS SLAMET YANG DITUMBUHKAN SECARA

Oleh : Drs. Iman Budisantoso., MP dan Drs. Lucky Prayoga., MP

RINGKASAN

Tujuan yang akan dicapai dalam penelitian ini adalah mengetahui pengaruh 2.4-D
terhadap pertumbuhan dan perkembangan hipokotil dan kotiledon kedelai varietas Slamet
dalam kultur in vitro. Penelitian dilakukan secara eksperimen dengan rancangan percobaan
Rancangan Acak Lengkap (RAL), perlakuan yang diberikan adalah konsentrasi 2,4-D yang
terdiri dari 4 macam konsentrasi yaitu 0 mg/L; 20 mg/L; 40 mg/L dan 60 mg/L, masing-
masing perlakuan diulang 4 kali. Parameter yang diamati perkembangan eksplant meliputi :
prosentase pertumbuhan melalui pembentukan kalus maupun proses embriogenesis dan jenis
kalus yang terbentuk. Hasil penelitian menunjukkan bahwa eksplant hipokotil maupun
kotiledon kedelai varietas Slamet yang ditumbuhkan dalam media MS dengan perlakuan 2,4-
D 20 s/d 60 mg/L tidak menghasilkan kalus maupun tanaman melalui proses embrogenesis,
eksplant berwarna coklat dan mati, sehingga tidak dapat dilakukan analisis data. Setelah
perlakuan konsentrasi hormon diubah menjadi 0; 5; 10 dan 15 mg/L, kalus tumbuh pada
eksplant hipokotil dengan perlakuan 2,4-D 5 mg/L, sedangkan eksplant kotiledon kalus
tumbuh pada media tanpa hormon 2,4-D (kontrol).

Kata kunci : kedelai varietas Slamet, 2,4-D, kultur in vitro, hipokotil, kotiledon.

SUMMARY

Objectives to be achieved in this studyis toknow the effect of 2,4-Don the
growth and development of cotyledons and hypocotyl ~Slamet soybean variety invitro
cultured. The research carried out experiments with the experimental design Completely
Randomized Design (CRD), the treatment given is the concentration of 2,4-D which
consists of four kinds ie: 0 mg/L;20 mg/L;40 mg/Land 60 mg/L, each treatment was
repeated 4 times. Parameters observed include: the percentage of callus formation, growth
through the process of embryogenesis and type of callus formed. The results showed that
the soybean cotyledonand hypocotyl of Slamet soybean varieties grown in MS
medium with 2,4-Dtreatment  of 20 until 60 mg/L did  not produce callus and plants
through the process embryogenesis, explant brown and die, so it can not be done data
analysis. ~After concentration of'the hormone treatment was changed to0, 5, 10and
15 mg/L, callus  grown on explant hypocotyl with 2,4-D treatment  of 5 mg/L,
while explant cotyledon callus grown on media without hormones 2,4-D (control ).

Keywords: Slamet soybean variety , 2,4-D, in vitro cultured, hypocotyl, and cotyledon

PENDAHULUAN
Kedelai varietas Slamet merupakan kedelai yang tahan terhadap penyakit karat,

mempunyai produkifitas cukup tinggi 2,6 ton/Ha yang dilepas pada tahun 1995 (Sunarto,
1997). Hasil penelitian Budisantoso (1999), menunjukkan bahwa varietas Slamet tahan
terhadap kekeringan, pertumbuhan dan hasil tanaman akan menurun pada kadar air tanah
50% dari kapasitas lapang.
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Dengan meningkatnya kebutuhan kedelai setiap tahun, sedangkan produktivitas
kedelai masih rendah, maka ketergantungan import kedelai sangat tinggi. Import kedelai pada
tahun 1990 sebesar 500.000 ton dengan nilai sebesar US$ 128 juta, nilai tersebut meningkat
tajam pada tahun 2000 mencapai US$ 300 juta, selanjutnya pada tahun 2005 telah mencapai
US$ 358 juta atau setara dengan Rp. 3,58 trilliun. Keadaan tersebut diperparah dengan
menyusutnya lahan pertanian, pada tahun 2003 lahan yang ditanami kedelai hanya mencapai
0,53 juta Ha, sehingga kebutuhan kedelai hanya dicapai 35% dari produksi dalam negeri
(Simatupang, 2005). Kenyataan ini dapat ‘menguras’ devisa negara, sehingga perlu upaya-
upaya penelitian guna meningkatkan produktivitas kedelai lokal.

Kedelai varietas Slamet mempunyai produktivitas lebih tinggi dari tetuanya dan tahan
terhadap kekeringan (Budisantoso dan Hartiko, 2001). Kedelai varietas Slamet merupakan
kedelai yang dilepaskan pada masyarakat pada tahun 1995, merupakan kedelai yang tahan
pada tanah masam, tahan pada kondisi kering, dengan rata-rata berat 100 biji adalah 12,5 g
atau mempunyai produktivitas 2,26 ton/Ha dengan kandungan protein biji 34%, sementara
tetuanya Varietas Wilis berat 100 biji adalah 10 g, produktivitas 1,6 ton/Ha dan kandungan
protein biji 37% sedangkan varietas Dempo berat 100 biji adalah 12 g, produktivitas 1,5
ton/Ha. Kenyataan tersebut menunjukkan bahwa kedelai varietas Slamet mempunyai
produktivitas yang cukup tinggi. Selanjutnya, apabila dibandingkan varietas lainnya, varietas
slamet menunjukkan produktivitas yang tinggi pula, namun akhir-akhir ini ukuran biji
varietas Slamet telah menurun, karena diduga mengalami segregasi genetik, hal ini
ditunjukkan dari hasil pengamatan awal berat 100 biji yang dipanen pada bulan Oktober 2008
adalah 7,58 g.

Upaya peningkatan produktivitas varietas slamet telah banyak dilakukan diantaranya
dengan menggunakan teknologi sonik bloom yaitu menggunakan suara berfrekuensi tinggi
yang dibarengi dengan pemberian hara tanaman. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
teknologi sonik bloom dapat meningkatkan berat kering tanaman dan berat biji/tanaman
(Budisantoso dan Proklamasingsih, 2003). Upaya lain untuk meningkatkan produktivitas
adalah dengan perlakuan kolkisin dengan konsentrasi 0,25-0,75 %, yang direndaman selama
6-24 jam. Biji yang telah mendapat perlakuan kolkisin ditanam dalam media tanah. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa perlakuan kolkisin mampu mengubah penampilan
pertumbuhan awal (kecambah), selanjutnya pada pengamatan secara mikroskopis inti sel
pada waktu pembelahan mitosis tampak membesar, jumlah kromosom tidak dapat dilakukan
karena ukuran kromosom pada kedelai sangat kecil. Namun demikian, diduga tanaman

kedelai telah mengalami mutasi menjadi poliploid. Pada umur 20 hst (hari setelah tanam)



tanaman mati karena bulu-bulu akar tidak tumbuh sehingga tanaman tidak mampu menyerap
hara (Budisantoso dan Kamsinah, 2009). Adanya kenyataan tersebut di atas maka perlu
upaya penelitian lainnya, guna menghasilkan tanaman kedelai yang lebih unggul. Dalam
penelitian ini hipokotil dan kotiledon kedelai varietas slamet ditumbuhkan dalam media MS
yang diberi 2,4-D untuk memacu pertumbuhan kalus. Selanjutnya kalus yang dihasilkan
dapat ditumbuhkan menjadi tanaman utuh untuk perbanyakan tanaman atau kalus dapat
dimanfaatkan untuk penelitian selanjutnya.

Tujuan khusus dari penelitian ini adalah mendapatkan kalus kedelai var. Slamet yang
bersifat embrionik yang dapat digunakan untuk penelitian lebih lanjut seperti perlakuan kalus
dengan bahan yang bersifat mutagen sehingga akan dihasilkan tanaman mutasi yang akan
memperbaiki sifat genetik tanaman, maupun perlakuan bahan kimia lainnya yang akan
menghasilkan tanaman yang tahan terhadap kekeringan maupun garam. Selain itu dapat pula
digunakan untuk memperbanyak tanaman melalui teknik kultur in vitro.

METODE PENELITIAN
Bahan dan Alat Penelitian

Bahan/materi yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji kedelai varietas Slamet
yang diperoleh dari Laboratorium Pemuliaan Fak. Pertanian Unsoed. Biji kedelai
dikecambahkan dalam kondisi steril. Bahan lainnya adalah alkohol 96% dan 70%,
aquadestilata, HCL 1N, NaOH 1IN, media dasar Murashige & Skoog (MS). Sedangkan alat
yang digunakan antara lain autoclave, aluminium foil, beaker glass, erlenmeyer, hand
sprayer, Laminar Air Flow Cabinet (LAF), hot plate magnetic stirer, micropipette, cawan
petri, botol kultur, gelas ukur, karet gelang, lampu TL, pH meter, pinset, skalpel, rak, oven,
plastik wrap dan neraca analitik.

Rancangan percobaan

Penelitian dilakukan secara eksperimen dengan rancangan percobaan Rancangan
Acak Lengkap (RAL), perlakuan yang diberikan adalah konsentrasi 2,4-D untuk mengetahui
pengaruhnya terhadap perkembangan hipokotil dan kotiledon kedelai var slamet. Konsentrasi
2,4-D yang diberikan terdiri dari 4 macam konsentrasi yaitu 0 mg/L; 20 mg/L; 40 mg/L dan
60 mg/L, masing-masing perlakuan diulang 4 kali. Parameter yang diamati dalam penelitian
ini adalah perkembangan eksplant yang ditumbuhkan dalam media MS, prosentase
pertumbuhan melalui pembentukan kalus maupun proses embriogenesis dan jenis kalus yang
terbentuk.



Cara Kerja Penelitian
Persiapan Media

Media kultur yang digunakan yaitu media Murashige & Skoog (MS) dengan membuat

larutan stok terlebih dahulu.

a.

Pembuatan Larutan Stok Media

Larutan stok media MS yang dibuat yaitu larutan stok hara makro (10x) 100 ml per 1 liter
larutan, stok hara mikro (100x) 10 ml per 100 ml larutan, larutan iodin (100x) 10 ml per
100 ml larutan, larutan FeEDTA (1000x) dan vitamin (1000x), untuk membuat 1000 ml
larutan stok media MS diperlukan larutan stok hara makro 100 ml, 1 ml hara mikro, 1 ml
iodin, dan vitamin 0,25 ml.

Pembuatan Media Kultur dan Sterilisasi

1) Media MS (Murashige & Skoog).

Media MS yang digunakan untuk setiap perlakuan sebanyak 200 ml. Kedalam 50 ml
aquades, ditambahkan 100 ml larutan stok hara makro, 0,8 ml larutan stok hara mikro,
1 ml larutan stok iodin, 1 ml larutan stok vitamin, 0,25 ml larutan stok EDTA, 1 ml
larutan stok besi, 80 mg mioinositol, 6 g sukrosa. Atur pH hingga mencapai 5,85
dengan penambahan NaOH 1 N atau HCL 1 N. Tambahkan 7 g/l agar dan aquades

hingga mencapai volume 200 ml.

2.)Sterilisasi

a. Sterilisasi Alat

Peralatan yang akan digunakan dicuci terlebih dahulu dengan detergen sampai bersih
kemudian dikeringkan. Peralatan seperti scalpel, cawan petri berisi kertas saring dan
pinset dibungkus dengan kertas, sedangkan erlenmeyer dan botol kultur ditutup dengan
aluminium foil, selanjutnya sterilisasi dilakukan menggunakan autoklaf pada suhu
121°C dan tekanan 0,15 Mpa selama 30 menit. Untuk alat-alat seperti pinset dan
scalpel, sterilisasi dilakukan kembali pada saat akan digunakan dalam laminar air flow
cabinet dengan cara membakar ujung pinset dan scalpel yang telah dicelupkan dalam
alkohol 96% di atas api bunsen.

b. Sterilisasi Media

Masing-masing botol kultur yang berisi media perlakuan disterilisasi dalam autoklaf
pada suhu 121°C dan tekan 0,15 Mpa selama 20 menit.

c. Sterilisasi Laminar Air Flow

Sebelum digunakan LAF disterilisasi terlebih dahulu dengan lampu ultra violet (UV)

selama 30 menit. Selanjutnya, laminar air flow disemprot dan dilap dengan



menggunakan alcohol 96%. Semua alat dan bahan yang akan digunakan kecual
eksplan disemprotkan dengan alcohol 96% kemudian dimasukkan dalam laminar air
flow.
Penanaman Eksplan
Penanaman dilakukan dalam ruang isolasi, penanaman dengan menggunakan Laminar
Air Flow Cabinet. Bahan tanam berupa biji kedelai var Slamet dilakukan strerilisasi dengan
alhkohol 70% selama 3 menit, cuci dengan menggunakan aquadet steril sebanyak 3 kali.
Sterilisasi dilakukan kembali dengan menggunakan HgCl 2% selama 5 menit dan dicuci
kembali dengan aquadet steril sebanyak 3 kali. Biji yang telah steril dikecambahkan dalam
erlenmeyer steril dan ditambah aquades steril. Setelah 3 hari hipokotil dan kotiledon ditanam
dalam media sesuai dengan perlakuan dalam petridisk terpisah.
Pemeliharaan kultur
Hipokotil yang telah ditanam disimpan ditempatkan dalam ruangan inkubasi dalam
kondisi gelap, untuk memacu perkembangan eksplan. Apabila telah terbentuk kalus/tanaman
botol tanam dikeluarkan dari ruang gelap dan diberi penyinaran dengan intensitas cahaya
yang didapat dari lampu neon sebesar 600 - 1000 lux yang dinyalakan secara kontinyu.
Apabila terjadi kontaminasi maka segera ditanam kembali sesuai dengan perlakuannya.
Pengamatan, pengambilan dan analisis data
Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah perkembangan eksplant yang
ditumbuhkan dalam media MS, prosentase pertumbuhan melalui pembentukan kalus maupun
proses embriogenesis dan jenis kalus yang terbentuk. Pengamatan tersebut dilakukan setiap
hari. Data hasil pengamatan dianalisis dengan mengunakan uji F dengan taraf kepercayaan
95% dan 99%, yaitu untuk mengetahui pengaruh perlakuan yang dicobakan. Apabila
menunnjukkan bedanya nyata, dilanjutkan uji lanjut Duncan untuk mengetahui perbedaan
antar perlakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sebanyak 48 eksplant yang berupa biji yang telah dikecambahkan diambil hipokotil
dan kotiledon (Gambar 1) dan ditanam dalam media MS dengan perlakuan masing-masing 0;
20; 40 dan 60 mg/L (sesuai dengan perlakuan dalam proposal yang diajukan). Tiap perlakuan
dalam petridisk ditanam 4 buah eksplant. Setelah 3 hari ternyata banyak (+ 25%) terjadi
kontaminasi, selanjutnya setelah 7 hari sebagian besar media (> 90%) terjadi kontaminasi,
sehingga dilakukan penanaman kembali. Kontaminasi disebabkan desinfektan (alkohol 70%)
yang digunakan. Alkohol 70% yang digunakan dibeli dari apotik sehingga diragukan kadar



alkohol yang ada. Setelah alkohol diganti dengan alkohol 96% yang dibeli dari toko bahan
kimia ternyata kontaminasi dapat dihindari (+ 1-2%). Untuk sterilisasi eksplant tetap
meggunakan alkohol 70% dengan cara mengenecerkan dari alkohol 96%.

Penanaman kedua dilakukan dengan metode yang sama seperti penanaman
sebelumnya. Masing-masing bagian dari eksplant (hipokotil dan kotiledon) ditanam dalam
media MS secara terpisah sesuai dengan perlakuan yang diberikan. Setelah dilakukan
pengamatan ternyata kotiledon dan hipokotil tumbuh kalus. Kalus tumbuh pada eksplant
kotiledon dengan media tanpa perlakuan 2,4-D (kontrol), sedangkan pada perlakuan 2,4-D
(20; 40 dan 60 ppm) setelah 10 hari eksplant berwarna coklat dan mati. Pada semua eksplant
hipokotil berwarna coklat dan mati. Hasil ini ternyata berbeda dengan penelitian Widoretno
et al. (2003) bahwa pemberian 2,4-D hingga konsentrasi 40 ppm terbentuk kalus dan tunas
melalui proses embriogenesis. Hal ini disebabkan pengaruh hormon berbeda-beda bergantung
pada jenis tanaman, jaringan, organ maupun konsentrasi hormon yang diberikan (Wareing
dan Phillips, 1981).

Sumber : Anonim (2011)
Gambar 1. Kotiledon dan hipokotil yang digunakan sebagai eksplant.

Berdasarkan kenyataan tersebut di atas maka dilakukan penanaman kembali dengan
menurunkan konsentrasi perlakuan yang terkecil menjadi 0; 5; 10 dan 15 mg/L 2.4-D. Dari
hasil pengamatan ternyata pada eksplant kotiledon dapat tumbuh kalus tetap pada perlakuan 0
ppm (kontrol), sedangkan eksplant hipokotil tumbuh kalus pada perlakuan 2,4-D 5 mg/L
(Gambar 2).

Subkultur kalus hipokotil. c. Kalus kotiledon. d. Subkultur kalus kotiledon.

Pada perlakuan 2,4-D 10 dan 15 mg/L dengan eksplant kotiledon maupun hipokotil
tidak tumbuh kalus. Hal ini diduga konsentrasi yang diberikan tertalu tinggi yang akan
menghambat perkembangan kalus. Selanjutnya, apabila dilihat dari sifatnya kalus yang



berasal dari hipokotil dan kotiledon sangat berbeda, kalus kotiledon sangat kompak, apabila
dipotong-potong tampak keras, setelah diberi sinar lampu akan berwarna hijau, sedangkan
kalus hipokotil bersifat embrionik dan remah, apabila diambil menggunakan piset akan
terurai menjadi potongan kalus kecil-kecil, setelah diberi sinar lampu tidak berwarna hijau
tetapi tetap bersifat embrionik dan remah (Gambar 2b dan 2d).

Pertumbuhan eksplant dalam kultur in vitro dapat menghasilkan kalus, tunas maupun
tanaman melalui prosses embriogensis. Embriogenesis merupakan suatu proses dimana sel
somatik dapat berkembang membentuk tumbuhan baru melalui tahapan perkembangan
embrio yang spesifik. Secara spesifik tahapan perkembangan tersebut dimulai dari fase
globler, fase hati, fase terpedo dan plantlet (Gai, 2001). Ragapadmi (2002) mengatakan
bahwa dari berbagai penelitian, 2,4-D merupakan auksin yang efektif untuk menginduksi
kalus maupun tanaman melalui proses embriogenesis. Zat pengatur tumbuh tersebut
merupakan auksin sintetik yang cukup kuat dan tahan terhadap degradasi karena reaksi
enzimatik dan fotooksidasi. Bhojwani dan Razdan (1983) menambahkan bahwa disamping
auksin, sering pula ditambahkan kinetin secara bersamaan. Berdasarkan teori tersebut, kalus
yang telah diperoleh dari penelitian ini, diperlakukan dalam media MS dengan penambahan
2,4-D 1 mg/L dan kinetin 1 mg/LL dalam media padat maupun cair (Gambar 3) namun tidak
menghasilkan tunas maupun tanaman melalui embriogenesis. Hal ini diduga pengaruh
hormon untuk proses embriogenesis pada kedelai varietas Slamet berbeda dengan kedelai

lainnya.

.

Gambar 3. Pertumbuhan kalus dalam media padat (a) dan media cair (b) dengan perlakuan
2.4-D 1 mg/L dan kinetin 1 mg/L dan digojok.

Implikasi yang diperoleh dalam penelitian ini adalah diperoleh kalus yang embrionik
yang berasal dari hipokotil dan kotiledon yang akan digunakan dalam penelitian-penelitian
selanjutnya.

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa kultur in vitro hipokotil maupun

kotiledon kedelai varietas Slamet dalam media MS dengan perlakuan 2,4-D 20 s/d 60 mg/L



tidak menghasilkan kalus maupun maupun tanaman melalui proses embrogenesis. Namun
kalus tumbuh pada eksplant hipokotil dengan perlakuan 2,4-D 5 mg/L, sedangkan eksplant
kotiledon kalus tumbuh pada media tanpa hormon 2,4-D (kontrol).

Saran

Guna memperoleh tunas melalui proses embriogenesis maka perlu dilakukan
penelitian kembali dengan menurunkan konsentrasi 2,4-D lebih kecil dari 5 mg/L. Perlu
penelitian-penelitian lanjutan dari kalus kotiledon maupun hipokotil kedelai varietas Slamet,

untuk memperoleh kedelai yang lebih unggul terhadap lingkungan tertentu.
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