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ABSTRAK 
Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh perlakuan pra-kultur (imbibisi atau pengecambahan) 

terhadap efisiensi regenerasi in vitro lima varietas kedelai.  Percobaan dilaksanakan di Laboratorium Kultur 

Jaringan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung, dari bulan November 2011 sampai dengan Maret 2012.  

Percobaan ini disusun dalam rancangan acak kelompok yang terdiri atas 6 ulangan.  Perlakuan disusun secara 

faktorial (5x2);  faktor pertama  adalah varietas kedelai sebagai sumber eksplan (Anjasmoro, Willis, Kaba, 

Sinabung, dan Seulawah);  dan faktor kedua adalah perlakuan pra-kultur (imbibisi  dan pengecambahan). Setiap 

satu satuan  percobaan terdiri atas lima eksplan yang dikulturkan dalam satu botol.  Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa rata-rata jumlah tunas adventif per eksplan (RJTA) nyata dipengaruhi oleh perlakuan pra-

kultur;  tetapi tidak nyata dipengaruhi oleh varietas dan interaksi antara varietas dan perlakuan pra-kultur.  RJTA 

perlakuan imbibisi yaitu 15,4 tunas per eksplan  nyata lebih tinggi daripada perlakuan pengecambahan yaitu 12,9 

tunas per eksplan.  Presentase eksplan yang menghasilkan tunas adventif (PEMTA) pada 30 hari setelah tanam 

perlakuan imbibisi dan pengecambahan tidak berbeda nyata jika digunakan eksplan varietas Wilis, Sinabung, 

dan Seulawah.  Jika menggunakan eksplan varietas Anjasmoro,  PEMTA perlakuan imbibisi nyata lebih tinggi 

daripada pengecambahan;  sebaliknya pada varietas Kaba, perlakuan pengecambahan nyata lebih tinggi daripada 

imbibisi.  Pada perlakuan imbibisi, PEMTA varietas Anjasmoro (87%) nyata lebih tinggi daripada  Kaba (67%);  

sebaliknya pada perlakuan pengecambahan, PEMTA Anjasmoro (67%)  nyata lebih rendah daripada Kaba 

(87%).  Disimpulkan bahwa prosedur regenerasi menggunakan pra-kultur imbibisi atau germinasi termasuk 

efisien. 

 

Kata kunci:  buku kotiledon, kedelai, imbibisi, pengecambahan, organogenesis 

 

ABSTRACT 
The objective of this study was to evaluate effect of pre-culture treatment on the efficiency of in vitro 

regeneration of five soybean cultivars.  The study was conducted in tissue culture laboratory, College of 

Agriculture,University of Lampung from November 2011 – March 2012.   The experiment was arranged in 

completely-randomized block design with six replications.  Treatments consisted of two factors;   the first was 

soybean cultivars as the source of explants (Anjasmoro, Willis, Kaba, Sinabung, dan Seulawah;  the second was 

pre-culture treatment (imbibitions for 20 hours and germination for 6 days).  The results showed that the means 

of adventive shoots per explants (MASPE)) was significanty affected by pre-culture treatment;  but not affected 

by the cultivars and the interaction of the two factors. MASPE of imbibitions treatment (15,4 shoots per 

explants) was significantly higher than than that of germination (12,9 shoot per explants).  The percentage if 

explants producing adventive shoots (PEPAS) observed on 30 days after planting was notsignificantly different 

for the explants of cultivar Wilis, Sinabung, and Seulawah.  If using Anjasmoro as the source of explants, PEPAS 

of imbibitions treatment was significanty higher than that of germination;  on the other hand, if using Kaba the 

germination treatment was significantly higher than that  of imbibiton. At imbibiton treatment, PEPAS 

Anjasmoro (87%) was significantly higher than that of Kaba (67%);  on the other hand, at germination 

treatment, PEPAS Anjasmoro (67%) was significantly lower than that of Kaba (87%).  It was concluded that this 

procedure of in vitro regeneraton using imbibiton or germination was efficient. 
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PENDAHULUAN 

Kedelai (Glycine max (L).Merr.) 

merupakan salah satu dari enam tanaman 

pangan terpenting di dunia.  Produksi 

kedelai nasional tahun 2010 sebanyak 

851.647 ton dan impor kedelai tahun 2010 

sebanyak 1,7 juta ton (BPS, 2011).  

Dengan demikian produksi kedelai perlu 

ditingkatkan, antara lain melalui 

penggunaan varietas unggul. Varietas 

unggul dapat dirakit melalui pemuliaan 

konvensional dan non-konvensional yaitu 

menggunakan rekayasa genetik atau 

transformasi genetik.  Regenerasi in-vitro 

yang efisien diperlukan dalam rekayasa 

genetik tanaman untuk memperoleh atau 

meregenerasikan tanaman transgenik dari 

sel atau jaringan transgenik. Regenerasi in-

vitro kedelai dapat ditempuh melalui jalur 

embriogenesis somatik dan organogenesis.  

Embrio somatik kedelai yang diproduksi 

melalui embriogenesis menggunakan 

eksplan hipokotil (Phillips dan Collins, 

1981;  Gamborg et al., 1983), kotiledon 

muda (Lippmann dan Lippmann, 1984;  

Lazzeri et al., 985;   Pardal et al., 1997) 

dan biji masak (Widoretno et al., 2003).  

Regenerasi in-vitro kedelai melalui 

organogenesis dapat menggunakan eksplan 

buku kotiledon (cotyledonary nodes) 

(Cheng et al., 1980;  Wright et al., 1986; 

Utomo, 2005; Marveldani et al., 2006), 

daun muda (Wright et al., 1987;  Kim et 

al., 1990), poros embrio (McCabe et al., 

1988), potongan hipokotil (Dan dan 

Reichert, 1998), dan belahan benih masak 

yang diimbibisi (Paz et al., 2006;  Joyner 

et al., 2010).   

 Prosedur transformasi genetik 

kedelai menggunakan Agrobacterium telah 

dilaporkan;  prosedur yang menggunakan 

eksplan buku kotiledon antara lain 

dilaporkan oleh Zhang et al., (1999);  

Clemente et al., (2000);  Olhoft dan 

Somers (2001);  Utomo (2004);  dan 

Marveldani et al. (2007). Utomo (2004) 

melaporkan bahwa tanaman kedelai 

transgenik yang fertil berhasil diperoleh 

dari eksplan varietas Wilis, Slamet, 

Tampomas, dan Ijen dengan efisiensi 3,3 – 

4,5%.  Prosedur transformasi genetik 

kedelai yang menggunakan belahan embrio 

masak yang diimbibisikan dulu dilaporkan 

oleh Paz et al., (2007).  Agar diperoleh 

prosedur  transformasi genetik kedelai 

varietas unggul nasional yang efisien, 

diperlukan prosedur regenerasi in-vitro 

melalui organogenesis yang efisien 

menggunakan eksplan varietas unggul 

nasional. Sebelum dikulturkan pada media 

tumbuh, eksplan buku kotiledon disiapkan 

dari benih yang dikecambahkan selama 6 

hari; dalam hal ini eksplan mendapat 

perlakuan pra-kultur berupa 

pengecambahan. Eksplan belahan embrio 

masak disiapkan dari benih masak yang 

diimbibisikan selama 20 jam sebagai 

perlakuan pra-kultur. .  Walaupun belum 



ISSN: 1410-0029 

Agrin Vol. 17, No. 1, April 2013 

60 

banyak digunakan, perlakuan pra-kultur 

berupa imbibisi tersebut membutuhkan 

waktu lebih singkat daripada perlakuan 

pengecambahan.  Penelitian ini bertujuan 

mengetahui pengaruh perlakuan pra-kultur 

(imbibisi atau pengecambahan) terhadap 

efisiensi regenerasi in-vitro lima varietas 

kedelai. 

 

METODE PENELITIAN 

 Penelitian dilaksanakan di 

Laboratorium Ilmu Tanaman, Fakultas 

Pertanian, Universitas Lampung, dari 

bulan November 2011 - Maret 2012.  

Percobaan menggunakan rancangan 

faktorial 5 x 2 yang disusun dalam 

rancangan acak kelempok.  Faktor pertama 

adalah varietas kedelai sebagai sumber 

eksplan (Anjasmoro, Kaba, Willis, 

Sinabung, dan Seulawah).  Faktor kedua 

adalah perlakuan pra-kultur (imbibisi 20 

jam dan pengecambahan 6 hari).  Setiap 

unit percobaan terdiri atas lima eksplan 

yang dikulturkan dalam satu botol dan 

setiap perlakuan diulang 6 kali. 

 Sebelum diberi perlakuan pra-kultur, 

benih disterilisasi permukaannya. 

Sterilisasi eksplan dilakukan dengan cara 

menaruh satu lapis benih kedelai pada 

cawan petri terbuka yang ditempatkan 

dalam desikator. Desikator ditempatkan di 

rumah kaca.  Gas klorin diproduksi di 

dalam desikator dengan cara 

menambahkan tetes demi tetes 3,3 ml 12 N 

HCl ke permukaan dinding bagian dalam 

gelas piala berisi 100 ml chlorox atau 

sunklin.  Desikator kemudian ditutup dan 

dibiarkan dalam lemari asam selama 48 

jam.  Kemudian desikator dibuka yang 

segera diikuti dengan penutupan cawan 

petri berisi benih kedelai yang sudah 

disterilkan. Selanjutnya cawan petri 

dikeluarkan dari desikator, dan 

ditempatkan pada laminar air flow hood 

selama 30 menit untuk menurunkan 

konsentrasi gas klorin. 

 Dalam perlakuan pra-kultur berupa 

imbibisi, benih kedelai sebanyak 25 – 30 

benih direndam dalam cawan petri berisi 

air akuades selama 20 jam pada suhu 24°C 

dan 18/6 jam terang/gelap. Perlakuan pra-

kultur kedua berupa pengecambahan. 

Benih kedelai dikecambahkan dalam botol 

berdiameter 8 cm yang berisi medium MS0 

(medium MS tanpa zat pengatur tubuh) 

yang mengandung 2% sukrosa dan 

dipadatkan dengan 0,8% agar.  Sebanyak 5 

benih kedelai per botol dikecambahkan  

selama  5-6 hari dalam ruang kultur 

(24°C dan 18/6 jam terang/gelap).   

 Setelah diberi perlakuan pra-kultur, 

eksplan disiapkan untuk selanjutnya 

dikulturkan pada media inisiasi tunas.  

Benih yang sudah diimbibisi 20 jam 

kemudian dibelah vertikal di antara dua 

kotiledon sehingga diperoleh dua buku 

kotiledon.  Selanjutnya dibuat 5-7 goresan 

sepanjang 2-3 mm sejajar dengan poros 
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embrio pada buku kotiledon menggunakan 

pisau skalpel no. 15. Penyiapan eksplan 

dari benih yang dikecambahkan dilakukan 

sebagai berikut.  Kecambah dipisahkan 

dari akarnya dengan cara memotong 

horizontal hipokotil 3-4 mm di bawah 

buku kotiledon. Selanjutnya kecambah 

dibelah vertikal di antara dua kotiledon 

sehingga diperoleh dua eksplan buku 

kotiledon.  Pucuk poros embrio di atas 

buku kotiledon dibuang.  Terakhir, dibuat 

7-12 goresan sepanjang 3-4 mm sejajar 

dengan poros embrio pada buku kotiledon 

menggunakan pisau skalpel no. 15.    

Eksplan buku kotiledon  (Gambar 1 

atas) dikulturkan pada media inisiasi tunas.  

Komposisi media tersebut berupa media 

MS padat (Murashige dan Skoog, 1962)  

yang mengandung 0,75mg/l benzil amino 

purin (BAP).  Eksplan ditaruh  condong 

dengan sudut 120-1500, permukaan 

adaksial menghadap ke atas, dan bagian 

yang dicacah dibenamkan dalam media. 

Dua minggu kemudian, kalus pada 

permukaan bawah eksplan dipotong, dan 

bagian atas eksplan yang meliputi bakal 

tunas adventif dipindahkan ke media 

inisiasi segar.  Dua minggu berikutnya, 

jaringan kotiledon (menguning) dibuang, 

bagian dasar eksplan yang bersinggungan 

dengan media dipotong, dan jaringan 

eksplan yang berdiferensiasi menghasilkan 

tunas atau bakal tunas adventif pada buku 

kotiledon dipindahkan ke media baru. 

Untuk mengetahui efisiensi 

regenerasi in vitro kedelai melalui 

organogenesis, diamati dua peubah berikut: 

1. Rata-rata jumlah tunas adventif per 

eksplan pada 30 hari setelah tanam 

(RJTA).  Tunas adalah bakal cabang 

yang telah membentuk  1 daun 

trifoliat.  Tunas adventif dapat 

dibedakan dengan tunas aksilar.  Tunas 

aksilar terbentuk secara langsung (tanpa 

melalui fase kalus) dari meristem 

aksilar.  Karena tanpa melalui fase 

kalus, sehingga tunas aksilar sudah 

terbentuk 7 hst berupa tunas tunggal 

yang tumbuh cepat.  Sebaliknya, tunas 

adventif terbentuk dari kalus yang 

berasal dari meristem aksilar yang 

dicacah.  Pencacahan bertujuan 

menghindari terbentuknya tunas aksilar 

dan merangsang terbentuknya tunas 

adventif. 

2. Persentase eksplan yang menghasilkan 

tunas adventif (PEMTA), diamati per 

satuan percobaan pada 30 hari setelah 

tanam (hst). 

 

PEMTA= 
∑ eksplan yang membentuk ≥1 tunas adventif

∑ eksplan yang dikulturkan per satuan percobaan
 x 100% 
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Gambar 1. Pembentukan tunas adventif kedelai  melalui organogenesis dari eksplan yang 

diberi perlakuan pra-kultur  imbibisi atau pengecambahan. A. eksplan berupa 

benih atau embrio masak yang diberi perlakuan imbibisi 20 jam; B. eksplan 

berupa buku kotiledon yang diambil dari kecambah berumur enam hari 

(perlakuan  pengecambahan); C. eksplan pada perlakuan pra-kultur kecambah 

yang telah ditanam dalam media MS yang mengandung 0,75mg/l BAP; D. Mata 

tunas atau tunas adventif  pada 2 minggu setelah Dikulturkan pada media inisiasi 

tunas  (perlakuan imbibisi); dan E. Tunas adventif  pada 30 hari setelah  

dikulturkan pada media inisiasi tunas  (perlakuan imbibisi) 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Dalam penelitian ini diamati 

presentase eksplan yang menghasilkan 

tunas adventif (PEMTA) dan rata-rata 

jumlah tunas adventif per eksplan (RJTA). 

Pengamatan hanya didasarkan pada 

pembentukan tunas adventif bukan tunas 

aksilar.  Hal tersebut terkait dengan potensi 

pemanfaatan prosedur regenerasi in vitro 

kedelai yang sebagian besar digunakan 

untuk meregenerasikan tanaman transgenik 

dari sel atau jaringan transgenik;  

regenerasi in vitro kedelai bukan untuk 

perbanyakan tanaman.  Pada umumnya 

tanaman transgenik kedelai yang 

diregenerasikan melalui organogenesis 

berasal dari tunas adventif, bukan tunas 

aksilar (Utomo, 2005).  

Pada 7 hari setelah tanam (hst), 

dilakukan pengamatan pembetukan tunas 

aksilar, yaitu tunas yang terbentuk secara 

langsung dari meristem aksilar, tanpa 

melalui fase kalus.  Karena tanpa melalui 

fase kalus, tunas aksilar berupa tunas 

tunggal yang terbentuk jauh lebih cepat 

daripada tunas adventif.  Tunas aksilar 

yang terbentuk dipotong atau dibuang.  

Mata tunas atau tunas adventif sudah 

terbentuk pada 15 hst (Gambar 1 kiri 

bawah).  Tunas adventif berupa bakal 

A B

A 

C

A 

D

A 

E
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cabang yang telah membentuk ≥ 1 daun 

trifoliat dalam penelitian ini diamati pada 

30 hst (Gambar 1 E;  Gambar 2 dan 3;  

Tabel 1). 

Berdasarkan hasil analisis ragam, 

rata-rata jumlah tunas adventif per eksplan 

(RJTA) nyata dipengaruhi oleh perlakuan 

pra-kultur (Tabel 1), tetapi tidak  nyata 

dipengaruhi oleh perlakuan varietas dan 

interaksi antara kedua faktor.  RJTA 

perlakuan imbibisi yaitu 15,4 tunas per 

eksplan nyata lebih tinggi daripada 

perlakuan pengecambahan yaitu 12,9 tunas 

per eksplan. Dalam penelitian ini, RJTA 

tidak nyata dipengaruhi oleh perlakuan 

varietas. Hasil tersebut identik dengan 

hasil yang dilaporkan Utomo et al. (2010) 

bahwa RJTA berkisar antara  9,3 (varietas 

Wilis) sampai 19,7 (varietas Seulawah). 

Hasil yang lebih rendah dilaporkan oleh  

Marveldani et al. (2006) bahwa RJTA dari 

eksplan varietas Sinabung, Ijen Anjasmoro 

berturut-turut  5,0  tunas.  4,7  tunas, dan 

2,8 tunas per eksplan.  Karena efisiensi 

regenerasi in vitro berkontribusi atau 

mempengaruhi efisiensi transformasi 

genetik kedelai menggunakan 

Agrobacterium, perlakuan imbibisi benih 

selama 20 jam lebih berpeluang 

meningkatkan efisiensi transformasi 

daripada perlakuan pengecambahan. 

Transformasi genetik kedelai 

menggunakan Agrobacterium dan 

menggunakan eksplan dari benih yang 

diimbibisikan dilaporkan oleh Paz et al. 

(2006).  

Persentase eksplan yang 

menghasilkan tunas adventif (PEMTA) 

dipengaruhi oleh interaksi antara perlakuan 

pra-kultur dan varietas (Gambar 2 dan 3).  

Jika menggunakan eksplan varietas 

Anjasmoro, PEMTA perlakuan imbibisi 

nyata lebih tinggi daripada 

pengecambahan; sebaliknya pada varietas 

Kaba, perlakuan pengecambahan nyata 

lebih tinggi daripada imbibisi (Gambar 2). 

Pada perlakuan imbibisi, PEMTA 

varietas Anjasmoro (87%) nyata lebih 

tinggi daripada  Kaba (67%);  sebaliknya 

pada perlakuan pengecambahan, PEMTA 

Anjasmoro (67%)  nyata lebih rendah 

daripada Kaba (87%).  Presentase eksplan 

yang menghasilkan tunas adventif 

(PEMTA) pada 30 hari setelah tanam 

perlakuan imbibisi dan pengecambahan 

tidak berbeda nyata jika digunakan eksplan 

varietas Wilis, Sinabung, dan Seulawah.  

Pada perlakuan imbibisi, PEMTA varietas 

Anjasmoro nyata lebih tinggi daripada 

Kaba; sebaliknya pada perlakuan 

perkecambahan, PEMTA varietas 

Anjasmoro nyata lebih rendah daripada 

Kaba (Gambar 3).  PEMTA varietas  Wilis, 

Sinabung, dan Seulawah tidak berbeda 

nyata dengan Anjasmoro maupun Kaba 

pada perlakuan imbibisi. 
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Tabel 1.  Pengaruh perlakuan pra-kultur (imbibisi atau pengecambahan) terhadap 

menghasilkan rata-rata jumlah tunas adventif per eksplan 

Perlakuan pra-kultur Rata-rata jumlah tunas per eksplan pada 30 hari setelah tanam) 

Pengecambahan 12,9 a 

Imbibisi 15,4 b 

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda yata berdasarkan analisis 

ragam atau  uji BNT 5%. 

 

 

Gambar 2. Persentase eksplan yang membentuk tunas adventif dari eksplan  yang diberi 

perlakuan pra-kultur imbibisi atau pengecambahan. Angka yang diikuti huruf 

yang sama pada setiap varietas tidak berbeda nyata berdasarkan uji BNT (BNT 

5% = 16,27) 

 

 

Gambar 3. Persentase eksplan yang membentuk tunas adventif dari eksplan  yang diberi 

perlakuan pra-kultur imbibisi atau pengecambahan. Angka yang diikuti huruf 

yang sama pada setiap perlakuan pra-kultur tidak berbeda nyata berdasarkan uji 

BNT (BNT 5% = 16,27) 

 

PEMTA dalam penelitian ini  setara 

dengan yang dilaporkan Marveldani et al.   

(2006), relatif lebih tinggi daripada Utomo 

(2005), tetapi relatif lebih rendah daripada 

Utomo et al. (2010).  Menggunakan 

eksplan buku kotiledon dari benih yang 

dikecambahkan, PEMTA varietas 

Anjasmoro, Sinabung, dan Ijen berturut-

turut 69%, 71%, dan 78% (Marveldani et 

al., 2006).    Utomo (2005) menggunakan 

73ab
80ab

77ab

67b

87a

  73ab
67b

    80ab
87a

67b

0

20

40

60

80

100

Anjas Kaba Willis Sinabung Seulawah
Varietas

Pe
rse

nta
se 

ek
sp

lan
 ya

ng
 m

em
be

ntu
k 

tun
as 

ad
ve

nti
f

Imbibisi
Kecambah

67b

87a 87a

67b

80ab
77ab

67b

80ab
73ab73ab

0

20

40

60

80

100

Imbibisi Kecambah
Cara perkecambahan

Pe
rse

nt
as

e e
ks

pl
an

 y
an

g 
m

em
be

nt
uk

 

tu
na

s a
dv

en
tif

Anjas Kaba Willis Sinabung Seulawah



ISSN: 1410-0029 

Agrin Vol. 17, No. 1, April 2013 

65 

eksplan buku kotiledon dari varietas 

Slamet, Krakatau, Tampomas, Wilis, 

Argomulyo, dan Jayawijaya dan 

melaporkan PEMTA berkisar antara 47 - 

67%.  Utomo et al. (2010) melaporkan 

bahwa PEMTA dari eksplan varietas, 

Anjasmoro, Seulawah, dan Kaba berturut-

turut  sebesar 86%, 90%, dan 96%. 

Berdasarkan hasil penelitian ini dan 

hasil-hasil yang dilaporkan oleh Utomo 

(2005), Marveldani et al. (2006), dan  

Utomo et al. (2010) dapat disimpulkan 

bahwa prosedur regenerasi in vitro 

menggunakan eksplan buku kotiledon 

sesuai untuk meregenerasikan tanaman 

kedelai melalui organogenesis. Tunas 

adventif berhasil diregenerasikan dari 

eksplan  12 varietas unggul nasional yaitu 

Slamet, Krakatau, Tampomas, Wilis, 

Argomulyo, Jayawijaya, Anjasmoro, 

Sinabung, Ijen, Seulawah, Kaba,  dan 

Sibayak.   

 

KESIMPULAN 

 RJTA perlakuan imbibisi yaitu 15,4 

tunas per eksplan  nyata lebih tinggi 

daripada perlakuan pengecambahan yaitu 

12,9 tunas per eksplan. Penggunaan 

eksplan varietas Anjasmoro, PEMTA 

perlakuan imbibisi lebih tinggi daripada 

pengecambahan;  sebaliknya pada varietas 

Kaba, perlakuan pengecambahan lebih 

tinggi daripada imbibisi. Perlakuan 

imbibisi, PEMTA varietas Anjasmoro 

(87%) lebih tinggi daripada  Kaba (67%);  

sebaliknya pada perlakuan 

pengecambahan, PEMTA Anjasmoro 

(67%) lebih rendah daripada Kaba (87%). 

Presentase eksplan yang menghasilkan 

tunas adventif (PEMTA) belum mampu 

mengikat pada 30 hari setelah tanam 

dengan perlakuan imbibisi dan 

pengecambahan dengan digunakan eksplan 

varietas Wilis, Sinabung, dan Seulawah.   
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