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ABSTRACT

AGROBACTERIUM-MEDIATED TRANSFORMATTON OF FIVE SOYBEAN CULTIVARS. rh; ,,bin(th"
of this study u'a,s to evaluate lhe efficienc'y qf Agrohac'terium-macliuted tronformation u,sing explctnts e/ fit.e
soybean cultivars. The 'study v,u.s conclucted in the Plunt T'run,sfitrmutirn (lore Re,seurch iariiity, (ente*f
BiotechnoloEy, University oJ'Nehra,ska, Lincoln, Nehrq,ska. IJSA from .luly December 2003. Experiments u,ere
arranged in randomized block design,s utith 5-10 replit:ulion.t, 1 explants n,ithin each experimeitul ttnir. Three
strain's of Agrobacterium lume.fetciens were used, i.e., ('5BCl, l:ItAt0l, antl NT'1,4-Ory5. Explanls were
cotyledonary nodes o.f cultiyurs Jttya lYifa-y,u, Krakatuu, ,\lamet, -l-umpomrr,s, ancl Vttili;;. C1l.t,le' onorl:-1n7n
explants, prepared from germinated seeds, wera inoculated wilh Agrohacteriunt, incubuletl in co-cultivation
mediafor 3 days, wa,sheel, cultured in media of shoot-initiution, shooi-elongation, ancl rooting .ftr l, l-6, and 2
weeks respectively- The mediq r1f shoot initictlion and alongation contained herbicicle glufosinale as the selecting
agent. At 3l ddys after inoculation, ,shoot.g were producecl front e-xplanls ol'all ./ive cultivars evaluatetl. The
proportion of explants producing ,shoot,s rungecl fiom -ll9l, (cultitur.Ia),il 14irya) to z6% (cullivar slanet).
Transgenic soyheans were produced from all ,/ive cultivar,s evuluutetl tt,iti t:f/ic:ieicy rangecl.frgn 2.6%) lo 6.5%.
Tiansgenic soybean,s were onll'prorluc'ed.from erpluntl; inoc:ulatecl with l:,HAl(jl orit wft+f,ry)S, not v,ith
c58C1.
Key wo rds : A gr o h qc t e r i um, G I y c i n e. 
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PENDAHTiLTIAN

Rekayasa genetika atau transfbrnrasi genetik
kedelai yang efisien dapat berkontribusi positif
dalam proses perakitan varietas unggul kedelai.
Varietas unggul kedelai yang telah dihasilkan
melalui transformasi genetik antara lain memiliki
sifat tahan terhadap hama ulat ordo Lepitloptera
(Parrot et al., 1994: Stewart lr. et ul., 1996) dan
mengandung lemak tidak jenuh yang tinggi (Mazur
et a1.,1999).

Tanaman kedelai transgenik hasil rekayasa
dapat diperoleh menggunakan biolistik dan
Agrobacterium. Transformasi genetik keclelai
menggunakan biolistik (microprojectile
bomhardment) berhasil dilakukan menggunakan
eksplan embrio somatik dan pucuk tunas (.sfutol
apices'); sedangkan transformasi menggunakan
Agrobacterium berhasil dilakLlkan terutarna
nrenggunakan eksplan buku koti ledon

Kedelai transgenik berhasil diperoleh dari
transformasi menggunakan Agrobacteritrm setelah
ditempuh jalur organogenesis untuk
meregenerasikan tanaman transgenik dari eksplan
buku kotiledon (Hinchee et al. , lqBS). Buku

kotileclon dianrhil clari btji kedelai yang telah
dikccarnhahkan selanra 4 - l0 hari pada media agar.
I:lksplan diincrkulasi dengan Agrobuc,terium strain
nopalin yang mengandung Ti-plasnrid yang
membawa kaset gen nptll sebagai marka. Eksplan
selanjutnya dikulturkan pada media 85 yang
rrrengandung 5 pM BAP. 'l'unas transgenik diseleksi
dengan cara dikulturkan pada media yang
mengandung antibiotik kanamisin 200 - 300 rng/|.
Penraniangan tunas dicapai dengan cara
rnengkulturkan pada media mengandung BAp lebih
rendah. ['linchee et ul. (1988) melaporkan efisiensi
transfbrmasi berkisar 0.3 2.2%. prosedur
transformasi Hinchee et ol. ( 1988) tersebut
kemtrdian dimodiflkasi oleh t)i et al. (1996) dan'l-ownsend dan 'l-homas (1996)" Modifikasi meliputi
penambahan 100 pM asetosiringon (Stachel et al.,
1985) untuk menginduksi virulensi Agrobacterium
selama inokulasi dan ko-kultivasi, memperpendek
periode perkecambahan. dan pelukaan sebelum
inokulasi pada buku lempat tumbuh tunas aksilar
yang berguna untuk mencegah munculnya tunas
aksilar dan merangsang terbentuknya tunas adventif
rnajemuk. Thomas Clemente (data tidak
dipublikasi) memodifikasi persiapan eksplan. yaitu
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memisahkan kotiledon dari kecarnbah dcngan cara
memotong hipokotil 5 mm di bawah kotiledon"
Menggunakan silet skalpel, poros embrio dibuang
dan pelukaan dilakukan dengan cara menrbrmt 7-li
irisan paralel dengan poros. Zhang et al. (1999) clan
Clemente et al. (2000) memodifikasi media seleksi.
yaitu menggunakan herbisida sebagai pengganti
antibiotik.

Dengan menggunakan prosedur Hinclree e/ a/.
(1988) beserta modifikasinya, Olhoft et al. (20021
melaporkan efisiensi transformasi yang paling tinggi
yang pemah dilaporkan untuk kedelai yaitu 16,40/0.
Prosedur transformasi buku kotiledon tersebut paling
banyak digunakan di laboratorium-laboratorium
milik pemerintah di Amerika Serikat.

Transformasi genetik genotipe kedelai
nasional menggunakan Agrobacterium dilaporkan
oleh Triadiati (1994), Gustian (ZOOZ), dan pardal
(2000). Triadiati (1994) mengevaluasi 100 genotipe
kedelai yang mencakup I I varietas unggul nasional.
Menggunakan strain Agrobacterium LBA4404 yang
diinokulasikan pada kotiledon dan diseleksi pada
media yang mengandung kanamisin, Triadiati (1994)
mendapatkan kalus transgenik eksplan mutan M-24
yang mengekspresikan GUS. Walaupun tidak
didukung data analisis molekuler (pCR atau
hibridisasi Southern), Gustian (Z0OZ) melaporkan
kecambah atau plantlet kedelai yang tahan
kanamisin atau membav/a gen coat protein (Cp) dari
eksplan embrio somatik yang diinokulasi
Agrobacteriunr dan diseleksi pada media
mengandung kanamisin. Terdapat kesulitan untuk
mendapatkan tanaman transgenik dari emhrio
somatik transgenik. penelitian ini bertujuan
mengevaluasi efisiensi transformasi genetik lirna
varietas kedelai menggunakan Agrobacterium
menggunakan prosedur Zhang et al. (1999) dan
Clemente et al. (2000).

membawa kronrosonr C,5B (nopoline) dan Ti_
Plasmid pElIAl0l (L.,l,..sttct:itttrmopine\; NTL4_
Cry5 mernbarva kromosorn N'fl. (nopolina) dan 

.Ii_

plasmid cltr.t,sopine.- sedangkan CSSC I membaw.a
kromosom C.511 (nopaline) dan Ti-plasmid pMp90
(nopctline). Percobaan I dan lll menggunakan strain
N1't,4 Cry5, sedangkan percobaan Ii-menggunakan
strain C58C I . Percobaan menggunakan rancangan

1"ul kelompok yang rerdiri dari 5_10 ulangin.
Setiap satuan percobaan terdiri dari 4 eksplan y*ang
dikulturkan pada media dalam cawan petri l0 x i
cnl.

Prosedur transformasi meliputi tahaptahap
sterilisasi b'ji. pengecambahan hrji, penyiapan
eksplan dan inokulasi. kultur dalam media
kokultivasi, pencucian eksplan, kultur dalanr media
inisiasi tunas. subkultur dalam lnedia pemanjangan
tunas, dan subkultur dalam media pengakaian
(Zhang et al., 1999; Clemente er al., 2000).
Sterilisasi eksplan dilakukan dengan cara menaruh
satu lapis biji kedelai pada dasar cawan petri terbuka
yang ditempatkan dalam desikator" Desikator
ditempatkan di dalam lemari asanr. Cas klorin
diproduksi di dalam desikator dengan cara
menambahkan tetes demi tetes 3,3 ml 12 N HCI ke

rygyukaan dinding bagian dalam gelas piala berisi
100 ml chlorox atau sunklin. peJikatoi kemudian
ditutup dan dibiarkan dalam lernari asam selama 4g
.iam.

B'ji yang telah disterilisasi kemudian
dikecambahkan dalam media pengecanrbahan
berupa media 85 Gamborg (Gamboig it ol., tO6g1
dengan pFl 5.8 yang mengandung 2% sukrosa dan
dipadatkan dengan 0,8%o agar. H4eaia dituang dalam
cawan petri 100 x 25 nrm. Sebanyak l0 *15 biji
dikecambahkan clalam satu .u*rn petri dan
diinkubasi 5-6 hari pada suhu 24 C dan lg16 jam
terang/gelap. Setelah berkecambah, eksilan
dipersiapkan untuk diinokulasi dengan
Agrohactbrium. Pertama, kecambah yung
terkontaminasi dibuang dan dipilih kecambah yan[
hijau dan sehat. Kecambah dipisahkan dari uku.nyl
dengan cara memotong horizontal hipokotil 3-4 mmdi bawah buku kotiledon. Selanjuinya kecambah
dibelah vertikal di antara dua kotiledon sehingga
diperoleh dua eksplan buku kotiledon. pucuk poros
enrbrio di atas buku kotiledon dibuang. Terakhir,
dibuat 7-12 goresan sepanjang 3_4 mm sejajar
dengan poros embrio pada buku kotilidon
menggunakan pisau skalpel no. 15.

Agrobac:terium untuk inokulasi eksplan
ditrrmbuhkan selama l2-14 -iant dalarn media cair
yang mengandung antibiotik. kemudian dipeletkan
dengan cara sentrifilgasi 2500-3000 RpM selama l0

Transformation Core Research F-acility, Center of
Biotechnology, University of Nebraska, Lincoln,
Nebraska, Amerika Serikat (PTCRF-UNL) pada
bulan Juli * Desember 200j. Sumber eksplan yang
digunakan adalah biji kedelai masak varietas .lava
Wijaya, Krakatau, Slamet, Tampomas, dan Wilis.
Tiga strain Agrobacterium digunakan untuk
inokulasi eksplan, yaitu CsgCl, EHAl0l. dan
NTL4-Cry5. Tiga strain tersebut membawa vektor
tlansformasi pPTN289 yang mengandung gen
toleransi terhadap herbisida glufosinat dan g"n
pelapor GUS (beta-glucuronitlose). Ilt{A l0l

BAHAN DAN METODB

Penelitian dilaksanakan di Plant
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utomo : Transformasi genetik kertetai menggunokan Agrtthacrerium
menit' Pelet disuspensikan dengan T"d,., ko- jagung bcrdasarkan analisis hibridisasi Southern.kultivasi cair agar diperoleh suspensi dengan vang-crirnaksud tunas adarah bakal cabang yangkepadatan optik oD666 0'7-l'0' Ekspian yang teiah telah mernbentuk > r craun triforiat. Tunas ad,entifdipersiapkan diinokulasi dengan cara merendanr dapat dibedakan crengarr tunas aksirar. Tunas aksirardalam cawan petri berisi suspensi Agrohacteriunr tlirentut r;";;; tn-,rfir,rg (tanpa merarui fase karus)selama 30 menit dan digoyang-goyang setiap 5-lo Jrri meristem ,k;ir;;. Karerra tanpa merarui fasemenit' Selanjutnya eksplan ditaruh pada kertas ialus. tunas ur.r;iu, ,rauh terbentuk 7 HSI berupasaring steril yang dibentangkan pada metlia ko- tunas tunggar yang tumb*h cepat. Sebariknya. tunaskultivasi padat' 4 eksplan per botol kultur dan arjventif JI.r,"nrr?' Ju.i karus yang berasar daridiinkubasi selama 3 hari ' Eksplan buku kotiledo, ieristem aksirar yang dicacah. pencacahanditempatkan telungkup (permukaan yang bertLrjuan menghind'ari terbentuknya tunas aksilardatarladaksial menghadap ke bawah) paoa klrtas irn *"rungsang terbentuknya tunas adventif. Tunassaring' Ruang inkubasi atau ruang tumbuh unttrk tlansgenik*prrtaiif adarah tunas yang menunjukkanseluruh percobaan bersuhu 24 c, 1816 janr .*ur.ri positif dalam asai histokimia GLIS padaterang/gelap per hari' Sumber cahaya ruangtunrtuh pt,t,-,ngan crnun (.refferson e/ ar., r9g7). Jika duaberupa lampu TI- berintelrsitas 1000 lux' Eksplan irnur rtu, ranaman transgenik berasar dari eksprankemudian dicuci dengan media pencuci dan ylng berbeda. dapat dipastikan dua tunas ataudisubkultur pada media inisiasi tunas yang tanaman transgenik tersebut independenmengandung antibiotika (ticar' cefotaxime,- dai ii.rn.ror*un independen) atau berasal dari duavancomycin untuk membunuh Agrobacterium) dan t.jraiun t.unrf,rr*iJ 1)ang berbeda.herbisida glufosinar (Zhang et it., tg99). Media

inisiasi tuias adatah medi-a Bs (Gamborg er ut.. dirakuk# x1",*?]l5l,r,l:.Jf['"i,.,jf_1j], iy,i;1968) yang nrengandung I mg/l BAP' Eksplan o-nu*u, transgenik putatif. Samper sebanyak I-3ditempatkan condongdengan sudut 1200, permukaan lir,nugan darn diinkubasi (selama l6 jam 37 c)
:l*'jil'.,ff;*[lli",:; ill]r.d"" 

bagian vans rraran,- rarutan s'-h,o,,o-t-,r,ro,o-i-ina,ut-s-
seterah dua minggu pada media inisiasi, katus f::r::;#, ";:J:"r;:i? lr""rfi::, 

,l#;r;li1l,f.
pada permukaan bawah eksplan dipotong' dan digunakan sebagai Lort.ol negatif. Reaksi positifbagian atas eksplan yang meliputi 

'bakai 
tunas iiiun;r*u, oreriwarna biru pada jaringan daun.adventif dipindahkan ke media inisiasi segar' Dua Anarisis hibridisasi Southern (Southern,minggu kemudian jaringan kotiledon (menguning) 1975) dirakukan terhadap 6 tanaman transgenikdibuang, bagian dasar eksplan yang U"rri,,girngun pu*,if R_, DNA ;;;.ik total diekstrak dari 1,0_dengan media dipotong' dan jaiingan 

"L.p.t"n 
yi'ng ij gram. ourn 

-yung 
terah membuka penuhberdiferensiasi menghasilkan iunas atau bakal tunaf -"rggrnukrn pror"du. [)ellaporta er al. (19g3).adventif pada buku kotiledon dipindahkan ke media ixa rrn pg) dipotong dengan enzim restriksi.pemanjangan tunas' Komposisi media pemanjanga, ;iibridisasi ,r;;ggrr"kun peracak Qtrohe)GUsprus.tunas hampir sama dengan media inisiasi- tuias p"ir"ut .ua;.rai?ir aip".ol"tr melalui prosedurkecuali I mgll BAP diganti dengan I mgll IAA, I ,.rai.,:, primecr ,rvrrnrrli, (prime IT' Ir, Stratagene,mg/l GA1' dan I mg/l zeatin ribtsicla: serta tidak cat *roo:ts, r.. l"iir, Carifornia. usA) untukmengandung antibiotika ticar' ccfotaxime, dan ,r"nginro.porasikan iCrp yang mengandung 32pvancomycin Tunas yang mempunyai lebih dari 3 .ra;*trif.. Hib;id;.r;iailukukun dalam inkubatordaun dikulturkan ke media pengakaran' T'unas yang bersuhu 65 C dalam la.utan 0.5 MNa2Hpoa, pH 7.2,telah berakhr fungsional diakJimatisasi ke medif 1;r" 1*tu1Sf)S serama r+;a*. Firter dicuci dua karitanah.

variaber yang.diamati meriputi r) propors.i ll^;^jf:f}r:;f,i,X,#i! ,#J;,;,t'n[*
eksplan yang menghasilkan tunas adventir paaa : t k"iigo dilakukan dalam larutan 40 mMNa2Hpoq. pHHSI; 2) Jumlah dan proporsi tunas yang tumbul, i-;. vr(*tu)SDS pada suhu 65 C serama 15 menit.pada rnedia mengandung glufosinai 

'"-lu"'u l0 sig,r"r rarri.aktif dari pita I)NA pada firter dideteksiminggu; 3) Jumlah dan pr.forsi tunas indeperrden ;ru",, cara menginkubasi dengan firm sinar Xyang mengepskresikan GUS (Jefferson et al.^ l9g7). "-"r
dan 4) Integrasi gen GUS ke dalam genom tanaman
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