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The objectives of this experiment were to determine the ability of polyethylene glycol (PEG) to suppress soybean somatic
embryos (SE) regeneration, to determine the use PEG as selective agent in the medium, and the regeneration of plantlet from
in vitro selected SE on medium containing PEG. To determine the effect of PEG on regeneration, SE from three soybean
genotypes B3731, Tidar and MSC8606 were subjected to selective medium containing 0, 5, 10, 15, and 20% PEG. In vitro
_ selection to identify variant SE, that were tolerance to stress condition due to PEG, was conducted by exposing SE of soybean
genotypes B3731, MLG2999, and MSC8606 directly to the medium containing 20% PEG for three months or by subjecting
them subsequently to 10%, 15% or 20% PEG, each for one month period, respectively. The secondary somatic embryos
developed from explants on the selective medium were germinated and regenerated. The results showed that selective me-
dium containing PEG inhibited soybean SE development. The sub-lethal level (lethal dose > 95%) were identified at concen-
tration of 20% PEG. Direct selection at 20% PEG resulted in less SE survival than that through stepwise increased of PEG
concentration. However, the results of the later approach of in vitro selection gave more escaped. At the end in vitro selection,
98 plantlets were regenerated from SE that tolerated stress condition due to PEG. The plantlets were grown in the glass house

Vol. 10, No. 4

to produce SC2 and SC3 generation of seeds.

PENDAHULUAN

Salah satu kendala yang dihadapi dalam budi daya kedelai di
Indonesia ialah penurunan hasil kedelai akibat cekaman kekeringan.
Adanya cekaman kekeringan dalam setiap periode pertumbuhan
dan perkembangan tanaman kedelai dapat menurunkan hasil
meskipun besarnya penurunan yang terjadi bergantung pada fase
pertumbuhan saat cekaman kekeringan terjadi (Budianto ef al.
1984). Tersedianya galur kedelai yang toleran diharapkan dapat
mengatasi kendala akibat cekaman tersebut. ,

Tanaman hasil kultur in vitro tidak selalu seragam (klonal),
tetapi dapat bervariasi akibat terjadinya mutasi pada sel somatik
yang beregenerasi menjadi tanaman (Maralappanavar et al. 2000;
Seliskar & Gallagher 2000). Variasi di antara populasi tanaman
hasil kultur in vitro tersebut terjadi akibat fenomena variasi
somaklonal (Larkin & Scowcroft 1981). Galur varian somaklonal
yang mempunyai karakter unggul tertentu seperti resisten terhadap
penyakit atau toleran terhadap cekaman lingkungan telah berhasil
didapatkan (Remotti ef al. 1997; Claxton ef al. 1998; Mercado et
al. 2000; Mohamed et al. 2000).
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Tersedianya teknik in vitro yang efektif untuk meregenerasikan
planlet dalam jumlah banyak dan menghasilkan populasi tanaman
varian somaklonal merupakan salah satu syarat keberhasilan
penerapan seleksi in vitro untuk mendapatkan galur varian
somaklonal dengan sifat unggul tertentu. Seleksi in vitro telah
digunakan untuk menghasilkan galur varian tanaman tembakau,
padi, sorgum, dan mulberi toleran cekaman kekeringan (Sumaryati
et al. 1992; Adkins ef al. 1995; Duncan ef al. 1995; Tewary et al.
2000). Selain menghemat waktu dan ruangan, tekanan seleksi
terhadap sel atau jaringan dapat diberikan secara homogen sehingga
diharapkan lebih efisien.

Metode yang efektif untuk induksi embrio somatik (ES) primer
dan sekunder dari eksplan kotiledon dan regenerasi tanaman kedelai
in vitro (Widoretno et al. 2003) dapat membantu untuk
menghasilkan tanaman varian somaklonal kedelai.

Senyawa polietilena glikol (PEG) dilaporkan dapat menurunkan
potensial air media untuk mendapatkan tanaman varian yang toleran
cekaman kekeringan (Kaur et al. 1998) dan telah dilakukan pula
pada tanaman padi, sorgum, dan anggur (Adkins ef al. 1995;
Duncan et al. 1995; Dami & Hughes 1997). Hasil penelitian
menunjukkan adanya korelasi positif antara toleransi se! atau
jaringan yang dikulturkan in vitro terhadap PEG dengan toleransi
tanaman terhadap cekaman kekeringan di lapangan. Penelitian ini
bertujuan mendapatkan varian somaklonal kedelai yang toleran
kekeringan,
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BAHAN DAN METODE

Bahan. Genotipe kedelai yang digunakan yaitu kedelai B3731,
MLG2999 (toleran), kultivar Tidar (moderat), dan MSC8606 (peka)
terhadap cekaman kekeringan (Jusuf ez al. 1993; Badan Penelitian
dan Pengembangan Pertanian 1997). Benih kedelai yang digunakan
diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman Kacang-kacangan dan
Umbi-umbian (Balitkabi), Malang dan Balai Penelitian
Bioteknologi dan Sumberdaya Genetika (Balitbiogen), Bogor.
Benih ditanam dalam pot plastik dengan volume 5000 ml yang
berisi media campuran tanah, pasir, pupuk kandang (1:1:1) dan
dipelihara sampai menghasilkan polong muda (45 hari setelah
tanam). Polong muda dipanen untuk diambil kotiledonnya yang
digunakan sebagai eksplan dalam percobaan selanjutnya.

Inisiasi dan Pemeliharaan Embrio Somatik, Embrio somatik
primer diinduksi dari kotiledon muda kedelai dalam media MS
(Murashige & Skoog 1962) yang dimodifikasi dengan penambahan
vitamin B5 (Gamborg ez al. 1968), sukrosa 15 g/l, agar-agar 6 g/l,
dan 2,4-D 40 ppm. ES primer dikulturkan dalam media tersebut di
atas dengan penambahan NAA dan 2,4-D masing-masing 10 ppm
untuk memperoleh ES sekunder berumur satu bulan yang akan
digunakan untuk berbagai uji lanjut.

Pengaruh PEG terhadap Perkembangan ES Kedelai. Untuk
mengevaluasi pengaruh penambahan PEG dalam media induksi
ES terhadap perkembangan ES kedelai, eksplan ES sekunder
(B3731, Tidar, dan MSC8606) umur satu bulan dikulturkan dalam
media cair yang terdiri atas garam makro dan mikro penyusun media
MS, vitamin BS5, sukrosa 15 g/l, NAA dan 2,4-D masing-masing
10 ppm, dan dengan penambahan berbagai konsentrasi PEG (BM
6000), yaitu 5%, 10%, 15%, dan 20% yang masing-masing
menghasilkan tekanan osmotik dalam media sebesar -0.03, -0.19,

- -0.41, dan -0.67 MPa (Mexal et al. 1975).

Untuk mencegah agar eksplan tidak tenggelam, eksplan yang
dikulturkan diletakkan di atas busa sintetis yang dilapisi satu lapis
kertas saring dan diambangkan dalam media cair. Setelah
penambahan PEG, busa sintetis dan kertas saring, media selektif
disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan
1.5 psi selama 30 menit.

Percobaan disusun menggunakan rancangan acak lengkap dan
setiap unit percobaan terdiri atas 10 eksplan yang dikulturkan dalam
satu botol. Setiap eksplan yang digunakan merupakan segumpal
kalus embriogenik dengan 3-4 ES sekunder. Setiap perlakuan
diulang sebanyak 10 kali (10 botol) sehingga total eksplan yang
dikulturkan untuk setiap perlakuan PEG dari masing-masing
genotipe kedelai yang diuji mencapai 100 eksplan.

Perkembangan eksplan dalam kultur diamati empat minggu
setelah eksplan dikulturkan dalam media selektif. Pengamatan
dilakukan terhadap pertumbuhan dan perkembangan eksplan yang
dikulturkan, persentase eksplan yang hidup, dan jumlah ES
sekunder baru yang terbentuk per eksplan. Konsentrasi PEG
subletal ditentukan berdasarkan pada reaksi perkembangan eksplan
yang dikulturkan dalam media dengan penambahan PEG. Batasan
dari konsentrasi PEG subletal ditetapkan menurut Nabors dan
Dykes (1985), yaitu konsentrasi PEG yang dapat menghambat
pertumbuhan normal ES minimal sampai dengan 95% (LD > 95%).

Seleksi In Vitro dalam Media yang Mengandung PEG.
Konsentrasi PEG subletal yang telah didapat pada percobaan
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sebelumnya digunakan untuk menyeleksi dan mengidentifkasi
keberadaan varian ES yang toleran terhadap kekeringan akibat
penambahan PEG dalam media selektif. Varian ES yang diseleksi
ialah genotipe kedelai B3731, MLG 2999, dan MSC8606.

Identifikasi varian ES yang toleran kondisi selektif diseleksi
secara langsung dan bertahap. Untuk seleksi langsung, eksplan
kedelai dikulturkan langsung dalam media selektif yang
mengandung konsentrasi PEG subletal (20% PEG) selama tiga
bulan. Selama periode tersebut eksplan disubkultur ke media
selektif yang masih segar setiap satu bulan. Untuk seleksi bertahap,
eksplan dikulturkan bertahap dalam media selektif yang
mengandung 10, 15, dan 20% PEG masing-masing selama satu
bulan. Sebagai perlakuan kontrol digunakan media regenerasi ES
tanpa penambahan PEG.

Untuk setiap genotipe kedelai yang diuji dan untuk masing-
masing cara seleksi dikulturkan 600 eksplan dalam 60 botol (10
eksplan/botol). Selama periode seleksi, kultur diinkubasi dalam
kondisi gelap dalam ruang kultur yang bersuhu 25° C. Jumlah
eksplan yang tetap hidup dan rata-rata jumlah ES yang berkembang
per eksplan yang dikulturkan diamati selama tiga bulan dengan
selang pengamatan satu bulan.

Regenerasi Tanaman dari Varian ES Toleran Cekaman
PEG. ES yang terbentuk dalam media selektif dengan penambahan
PEG dipindahkan ke media maturasi sehingga terbentuk ES yang
sempurna. Selanjutnya ES yang didapat dikecambahkan dalam
media perkecambahan ES dan diregenerasikan menjadi planlet.
Baik untuk percobaan inisiasi dan pemeliharaan ES maupun untuk

‘regenerasi tanaman dari varian ES toleran terhadap cekaman PEG,

digunakan tahapan metode menurut Widoretno et al. (2003). Kultur
diinkubasi dalam ruang kultur bersuhu 25°C dengan pencahayaan
1000 lux selama 24 jam. Perkembangan ES dan jumlah planiet
yang didapat diamati selama periode inkubasi.

HASIL

Pengaruh PEG terhadap Perkembangan ES Kedelai. Me-
dia selektif dengan penambahan PEG menghambat pertumbuhan
dan perkembangan eksplan dan menurunkan jumlah ES yang
terbentuk (Tabel 1 & Gambar 1). Dengan meningkatnya konsentrasi
PEG yang ditambahkan dalam media selektif, pengaruh negatif
PEG terhadap perkembangan ES sekunder yang diamati juga
semakin meningkat (Tabel 2 & Gambar 2).

Persentase eksplan yang tetap hidup dan mampu berkembang
membentuk ES pada media selektif dengan 5% atau 10% PEG
untuk kultivar Tidar dan genotipe kedelai MSC8606 tidak berbeda
nyata dengan perlakuan kontrol (0% PEG). Perbedaan yang nyata
dengan kontrol untuk persentase eksplan yang tetap hidup baru
terlihat pada perlakuan 15% PEG. Sedangkan untuk genotipe
kedelai B3731, penurunan persentase eksplan yang tetap hidup baru
terjadi pada perlakuan 20% PEG. Tetapi jumlah ES yang terbentuk
secara nyata menurun pada perlakuan 5% PEG (Gambar 2).

Pada perlakuan 15% PEG, persentase eksplan B3731 (genotipe
kedelai toleran) yang hidup masih tinggi, yaitu sebanyak 90%,
sedangkan untuk varietas Tidar (genotipe kedelai moderat) dan
MSC8606 (genotipe kedelai peka) lebih rendah, yaitu masing-
masing hanya 54% dan 30% (Tabel 2 & Gambar 2). Jumlah ES
yang terbentuk per eksplan pada B3731 dalam kondisi selektif
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juga lebih banyak dibandingkan dengan Tidar dan MSC8606.
Pada pemberian 20% PEG, persentase eksplan kedelai yang
hidup dan membentuk ES dari B3731 juga lebih tinggi
dibandingkan dengan Tidar dan MSC8606.

Konsentrasi PEG subletal didefinisikan sebagai perlakuan
PEG yang menurunkan eksplan kedelai yang hidup atau jumiah
ES per eksplan kedelai minimal sebesar 95% dibandingkan
dengan perlakuan kontrol. Hasil pengamatan menunjukkan
bahwa konsentrasi PEG subletal untuk ketiga genotipe kedelai
yang diuji berbeda. Konsentrasi subletal untuk genotipe kedelai
B3731 dan Tidar belum tercapai dengan perlakuan 20% PEG.
Sebaliknya untuk MSC8606 (genotipe kedelai peka) konsentrasi
subletal telah dicapai pada perlakuan 20% PEG (Tabel 1).
Berdasarkan hasil yang diperoleh, untuk percobaan seleksi in
vitro, perlakuan 20% PEG digunakan sebagai konsentrasi subletal
yang ditambahkan ke dalam media selektif.

Seleksi In Vitro dalam Media yang Mengandung PEG.
Sebagian besar eksplan kedelai yang diseleksi secara langsung
dalam media dengan penambahan 20% PEG (konsentrasi
subletal) menjadi cokelat kehitaman dan mati. Pada sebagian
eksplan kedelai yang lain, di antara jaringan yang mati muncul
jaringan yang berkembang membentuk struktur ES atau kalus
embriogenik kedelai berwarna putih kekuningan (Gambar 3).
Kalus embriogenik dan ES kedelai terseleksi ini diduga
berkembang dari sel atau jaringan varian kedelai yang dapat hidup
dalam kondisi selektif akibat penambahan 20% PEG.

Persentase eksplan kedelai yang hidup dan menghasilkan ES
serta jumlah ES yang terbentuk per eksplan kedelai dalam seleksi
in vitro secara bertahap jauh lebih banyak dibandingkan dengan
seleksi langsung (Tabel 2).

Regenerasi Planlet dari ES Hasil Seleksi. Setelah
dipisahkan dari jaringan yang mati dan dikulturkan dalam me-
dia maturasi, dikecambahkan, dan diregenerasikan menjadi
planlet, hanya sebagian kecil dari ES hasil seleksi yang toleran

Tabel 1. Pengaruh Polietilena Glikol dalam media selektif terhadap nilai
indeks relatif terhadap kontrol untuk jumlah eksplan yang hidup
dan embrio somatik (ES) sekunder yang terbentuk per eksplan dan
persentase penurunannya dari tiga genotipe kedelai

Genotipe Eksplan yang hidup* ES per eksplan*
kedelai Indeks relatif Penurunan Indeks relatif Penurunan
(%) (%) (%) (%)
B3731 0 100 0 100 0
5 100 0 75 25
10 98 2 38 62
15 91 9 32 68
. 20 46 54 10 90
Tidar 0 100 0 100 0
5 101 -1 86 14
10 98 2 59 41
15 56 44 16 84
20 40 60 . 11 89
MSC8606 O 100 0 100 0
5 99 1 66 34
10 95 5 40 60
15 3t 69 6 94
20 16 84 4 9%

*Indeks relatif dihitung berdasarkan pada rumus (ES /ES)x100%,
penurunan dihitung menggunakan rumus [1-(ES /ES,)]x100%, dengan ES,
merupakan reaksi pada media selektif dengan PEG dan ES, mcmpakanrealm
pada media kontrol

Hayati

terhadap cekaman berhasil membentuk planlet normal. Sebagian
besar ES hasil seleksi berkembang membentuk planlet yang ab-
normal (Gambar 3), terutama untuk ES hasil seleksi dari genotipe
kedelai MSC8606.

Dari genotipe kedelai B3731 berhasil diperoleh 25 planlet
varian somaklonal yang diregenerasikan dari ES hasil seleksi in
vitro secara bertahap dan 14 planletdari ES hasil seleksi secara
langsung dalam media yang mengandung PEG. Untuk genotipe
kedelai MILG2999 masing-masing diperoleh 33 planlet hasil
seleksi bertahap dan 14 planlet hasil seleksi langsung, sedangkan
untuk kedelai MSC8606 hanya diperoleh 12 planlet hasil seleksi
bertahap. Tanaman varian somaklonal MSC8606 yang
diregenerasikan dari ES kedelai hasil seleksi secara langsung
tidak berhasil diperoleh karena ES yang dikecambahkan

- membentuk planlet abnormal.

PEMBAHASAN

Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa penambahan PEG
ke dalam media untuk menginduksi pembentukan ES bersifat
menghambat terhadap kemampuan eksplan membentuk ES.
Tingkat penghambatan yang terjadi mempunyai pola yang
berbeda untuk genotipe kedelai yang toleran dan peka cekaman
kekeringan.

Potensial osmotik media tumbuh merupakan faktor penting
yang berpengaruh terhadap proses pembentukan ES dalam kultur
in vitro. Penurunan potensial air media akibat penambahan PEG
diduga merupakan penyebab pengaruh negatif PEG terhadap
pembentukan ES dari eksplan kedelai. PEG dalam media telah
dilaporkan menurunkan proliferasi, pertumbuhan jaringan
eksplan, dan regenerasi tunas (Kong et al. 1998; Tewary et al.
2000). Mekanisme penghambatan tersebut diduga terjadi karena

- kondisi cekaman akibat perlakuan PEG menyebabkan perubahan

kandungan poliamina endogen dalam jaringan eksplan.
Kandungan poliamina endogen telah dilaporkan berperanan
penting dalam pembentukan ES dari eksplan karet (El Hadrami
& D’ Auzac 1992), wortel (Bastola & Minocha 1995), dan Picea
glauca (Kong et al. 1998) secara in vitro.

Kemampuan PEG untuk menurunkan potensxal air
diharapkan dapat berfungsi sebagai kondisi selektif untuk
menduga reaksi jaringan yang dikulturkan terhadap cekaman
kekeringan dan mengisolasi sel atau jaringan varian yang
mempunyai fenotipe cekaman toleran. Keefektifan PEG untuk

Tabel 2. Pertumbuhan dan perkembangan cksplan embrio somatik dari tiga
galur kedelai yang dikulturkan dalam media selektif dengan
konsentrasi PEG sub-letal secara langsung atau secara bertahap

Genotipe  Metode % eksplan Jumiah ES per  jymiah ES
kedelai  seleksi yang hidup cksplan pada akhir
Sub-1Sub-2 Sub-3 Sub-1Sub-2Sub-3 seleksi*
."B3731 Bertahap 93 98 54 172 61 23 2027
Langsung 47 37 60 21 18 1.6 69
MLG2999 Bertahap 8 96 65 177 70 20 1375
Langsung 59 44 61 37 19 1.9 78
MSC8606 Bertahap 94 7 26 54 34 14 308
Langsung 43 17 33 18 14 1.0 3

Sub-1, sub-2, sub-3: hasil pengamatan yang dilakukan setelah subkultur
ke- 1, 2, atau 3. Subkultur ke media selektif yang masih segar dilakukan
setiap satu bulan. *Dihitung setelah tiga bulan dalam media selektif
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Gambar 1. Reaksi pertumbuhan dan perkembangan embrio somatik kedelai B3731 (toleran) dan‘MSC8606 (peka terhadap kekeringan) yang dikulturkan
dalam media selektif dengan PEG. a. Penampakan eksplan setelah ditanam dalam media seleksi selama tiga bulan, b. Perkembangan eksplan

embrio somatik hasil seleksi (perbesaran 40 *).
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Gambar 2. Persentase eksplan yang bertahan hidup dan jumlah embrio
somatik sekunder yang terbentuk dari eksplan tiga genotipe
kedelai setelah dikulturkan dalam media selektif yang
mengandung PEG 0, 5, 10, 15, dan 20%. :

: b c
Gambar 3. Perkembangan eksplan yang dikulturkan dalam media selektif
dengan PEG dan regenerasi planlet dari ES terseleksi: a.
Sebagian besar eksplan mengalami kematian, pada eksplan yang
mati berkembang ES yang diduga berasal dari sel toleran; b.
Hasil regenerasi planlet normal; dan c. Planlet abnormal.

menduga reaksi tanaman kedelai terhadap cekaman kekeringan
secara in vitro telah diuji dengan mengevaluasi kemampuan
membentuk ES berbagai genotipe kedelai yang toleran dan peka
terhadap cekaman kekeringan. Hasil percobaan menunjukkan
genotipe kedelai yang toleran cekaman kekeringan mampu
berkembang dan membentuk ES dalam media selektif dengan
konsentrasi PEG lebih tinggi dibandingkan dengan genotipe kedelai
peka. Adanya kesesuaian antara hasil evaluasi secara in vitro dengan
penapisan di lapang mengindikasikan media dengan penambahan
PEG dapat digunakan sebagai media selektif untuk melakukan
seleksi in vitro.
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/ Hasll tersebut sejalgl dengan hasil peelitian El-Sahed dan
Kirkwood (1992) yang nleatnjukkan adanya kogelasi positifantara
kemampuan untuk tuntbuh dan berkembang dalam media selektif
secara in vitro dengan toleransi sel terhadap cekaman kekeringan,
Sel kedelai yang toleran cekaman kekeringan dapat tumbuh lebih

baik dalam media selektif dengan PEG dlbandmgkan dengan sel

yang peka.

pembentukan ES dari eksplan kedelai ialah 20% PEG. Dalam me-
dia selektif tersebut, jumlah ES per cksplan yang terbentuk dari
genotipe kedelai MSC8606 (peka terhadap cekaman kekeringan)
menurun lebih dari 95% dibandingkan dengan kontrolnya. Nabors
dan Dykes (1985) menyatakan dalam seleksi in vitro harus
digunakan media selektif dengan tekanan seleksi subletal, yaitu
tekanan seleksi yang menghambat pertumbuhan jaringan hingga

minimal 95%. Penggunaan konsentrasi subletal diperlukan untuk

meningkatkan kebérhasilan seleksi in vitro dan mehurunkan
kemungkinan terjadinya escaped. Media selektif dengan
penambahan 20% PEG disimpulkan telah memberikan kondisi
subletal untuk genotipe kedelai yang peka terhadap cekaman
kekeringan sehingga dapat digunakan dalam seleksi in vitro.
Pada seleksi langsung atau bertahap, total ES hasil seleksi yang
didapat dari genotipe kedelai toleran (B3731 dan MLG2999) lebih
banyak dibandingkan.dengan dari genotipe kedelai peka
(MSC8606). Hal tersebut diduga karena sel atau jaringan genotipe
kedelaj toleran lebih mampu beradaptasi terhadap kondisi cekaman
PEG dtbandmgkin dengan genotipe kedelai peka. Untuk tiga
genotipe kedelai yang diuji, seleksi in vitro secara bertahap
menghigilkan jumiah ES hasil seleksi lebih banyak dibandingkan
dengan' seleksn Jdangsung. Hal ini paling tidak diduga karena dua
mekanisme; yaitu daya adaptasi sel atau janngan terhadap media

selektif atau pengayaan sel atau jaringan varian yang toleran selama

tahapan seleksi. ,

Sel atau jaringan yang dikulturkan dalam kondxsn tekanan
seleksi yang meningkat secara bertahap kemungkman dapat
beradaptasi terhadap kondisi cekaman tanpa mengalami perubahan
genetika (mutasi). Dalam percobaan ini, sebagian besar ES hasil
seleksi bertahap diduga berkembang dari sel atau jaringan yang
mampu beradaptasn terhadap cekaman PEG dan bukan dari sel atau
jaringan varian somaklonal yang toleran. Jika hal tersebut benar
maka sebagian besar ES hasil seleksi bertahap merupakan ES yang
escaped dari proses seleksi dan akan menghasilkan tanaman yang
sama reaksinya terhadap cekaman kekeringan seperti tanaman asal.

Kondisi selektif akibat penambahan PEG dalam media bersifat
menghambat pertumbuhan dan perkembangan sel atau jaringan
yang peka. Dengan seleksi secara bertahap, sel atau jaringan varian
yang toleran dapat berkembang normal sedangkan yang peka secara
bertahap mengalami kematian. Melalui seleksi bertahap diharapkan
terjadi proliferasi atau perbanyakan klonal sel atau jaringan varian
yang toleran sebelum diseleksi pada konsentrasi PEG subletal
sehingga pada akhir periode seleksi diperoleh ES hasil seleksi dalam
. jumlahlebih banyak. Jika mekanisme ini yang terjadi maka sebagian
besar ES hasil seleksi merupakan ES yang berkembang dari sel
atau jaringan varian somakional dan menghasilkan tanaman yang
toleran cekaman kekeringan. Dari hasil percobaan yang didapat
disimpulkan bahwa metode seleksi bertahap dalam media dengan
PEG, meskipun memberikan lebih banyak ES yang escaped dari
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seleksi, lebih baik digunakan untuk seleksi in vitro dari genotipe
kedelai yang peka terhadap cekaman kekeringan. ‘
Sebagian besar ES hasil seleksi bertahap tidak mampu
berkecambah dalam media perkecambahan yang mengandung
PEG. Dalam media perkecambahan ini hanya 4 ES yang mampu

_-berkecambah dan berkembang membentuk planlet. Hal ini
. *mengindikasikan ES hasil selcksn bertahap sebagian besar
Dalam penelitian ini konsentrasi subletal untuk menghambat

merupakan ES yang escaped dari proses seleksi, tetapi

- kemungkinan terjadinya proliferasi sel atau jaringan varian selama

proses seleksi bertaliap diduga juga tetap berperanan dalam
mendapatkan ES yang berkembang dari sel atau jaringan varian,
Barakat dan Abdel-Latif (1996) melaporkan hal yang sama
dalam seleksi in vitro untuk mendapatkan varian somaklonal yang
toleran cekaman akibat salinitas. Seleksi in vitro secara bertahap

" terhadap cekaman salinitas menghasilkan kalus toleran yang

banyak, tetapi sebagian besar ES yang berkembang dari kalus hasil
seleksi ternyata peka terhadap salinitas.

"-Seleksi in vifro secara bertahap lebih baik dilakukan pada
genotipe kedelai yang peka terhadap cekaman kekeringan, yaitu

- MSC8606. Kemungkinan mendapatkan planlet kedelai yang

berkembang dari ES hasil seleksi bertahap lebih besar dibandingkan
dengan seleksi secara langsung pada media dengan konsentrasi
PEG subletal. Rendahnya jumlah ES kedelai hasil seleksi langsung
dari MSC8606 dan kegagalan ES hasil seleksi untuk
meregenerasikan planlet yang normal menyebabkan planlet varian
somaklonal kedelai MSC8606 hasil seleksi langsung tidak berhasil
diperoleh. Sebaliknya, dari seleksi secara bertahap berhasil
diperoleh 12 planlet kedelai varian somaklonal yang
diregenerasikan dari ES hasil seleksi. Planlet varian somaklonal
genotipe kedelai B3731 dan MLG2999 berhasil diregenerasikan
dari ES hasil seleksi secara bertahap atau secara langsung dengan
konsentrasi PEG subletal.

Populasi planlet varian SC1 tersebut telah ditanam di rumah
plastik untuk menghasilkan biji SC2 dan SC3 zuriat dari masing-
masing planlet SC1. Populasi tanaman varian SC2 dan SC3 yang
diperoleh dapat digunakan untuk mengevaluasi hubungan antara
toleransi ES terhadap kondisi selektif akibat perlakuan PEG dalam
media regenerasi ES dengan toleransi tanaman terhadap cekaman
kekeringan. Dari evaluasi yang dilakukan tersebut diharapkan dapat
diperoleh informasi tentang keefektivan penggunaan seleksi in vitro
dengan PEG untuk menghasilkan tanaman kedelai varian
somaklonal yang toleran terhadap cekaman kekeringan.
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