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ABSTRACT 

The research about cell selection of Cikuray soybean (Glycine max (L) Merr) which 

tolerant to NaCl in suspension culture contained B51 vitamine was carried out. The 

experiment use experimental method, factorial completely randomized design with two 

factors. They were NaCl concentrations (0,00%; 0,25%; 0,5%; 0,75%; 1,00%; 1,25% and 

1,50%), and vitamine (B5 vitamine as controle, and B51 vitamine). Friable callus used to 

make suspension culture obtained by planting hipocotile of soybean seedling on B5 solid 

medium with addition of 3,5 mg/ L 2,4-D. The result showed that addition of NaCl on B5 

liquid medium contained B51 vitamine influenced cells growth. The soybean cells still 

tolerant to 1,50% concentration of NaCl. There were interaction between the addition of 

B51 vitamine with 1,25% concentration of NaCl at 3rd day, with 1,00% concentration of 

NaCl at 6th  day with 1,50% concentration of NaCl at 9th 1 day to cells number. Also with 

0,50% concentration of NaCl to cells viability at 9th day, and with 1,00% concentration of 

NaCl to dry weight of cells at 9th day. 
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PENDAHULUAN 

Keledai merupakan sumber pangan yang 

produksinya di Indonesia masih relatif 

rendah dan baru dapat memenuhi sekitar 

10% kebutuhan dalam negeri sehingga 

masih harus diimpor (Hutami dkk., 

2001). Lahan yang paling sesuai untuk 

pertumbuhan kcledai seperti di pulau 

]awa tclah berubah fungsi dari lahan 

pertanian menjadi lahan non pertanian 

scpcrti untuk industri dan perumahan. 

Salah satu alternatif yang dapat dilakukan 

adalah dengan ektensifikasi ke kawasan 

kuran produktif pesisir/pantai di luar 

pulau ]awa. Masalah utama yang 

dihadapi di daerah pesisir/pantai adalah 

ting-ginya kadar garam/slinitas terutama 

NaCl yang dalam tingkat dan kondisi 

tertentu menghambat pertumbuhan 

tanaman budidaya, termasuk kedelai 

(Naicla, 1995). 

Beberapa penelitian untuk mang-atasi 

masalah salinitas telah dilakukan secara 

in vivo  dengan pelem-baban benih 

keledai pada larutan NaCl untuk 

meningkatkan kemampuan adaptasi 

tanaman tersebut pada tanah salin 

(Suharsi dkk, 1991) atau dengan 

penyeleksian kultivar kedelai yang tahan 

garam (Harnowo, 2000). Sedangkan 

secara in vitro melalui kullur jaringan 

adalah dengan melakukan seleksi sel dari 

kultur suspensi. Rath (1998) telah 

berhasil menyeleksi sel kedelai yang 

tahan alumunium. Seleksi sel yang 

toleran terhadap stress garam telah 

berhasil pula dilakukan pada tanaman 

tebu (Saccharum sp.) (Soeryowinoto, 

1996). Kedelai kultivar Cikuray dikenal 

dengan kedelai hitam, merupakan salah 

satu kultivar unggul yang relatif tahan 

salinitas (Harwono, 2000). Untuk 

mendapatkan sel kedelai tahan garam 
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secara in vitro sering diguna-kan kultur 

suspensi sel yaitu kultur sel-sel bebas 

dalam medium cair.Kultur suspensi sel 

diperoleh dengan menggunakan kalus 

meremah seba-gai inokulan. Medium 

yang diguna-kan Lmtuk kultur suspensi 

sel kedelai adalah medium B5 dengan 

penam-bahan vitamin B5 atau B51 

sebagai katalis berbagai proses 

metabolisme sel (Narayanaswamy, 1994). 

Untuk seleksi sel yang tahan garam, ke 

dalam medium ditambahkan NaCl dalam 

berbagai konsentrasi sehingga diperoleh 

konsentrasi NaCl tertinggi dimana sel 

masih dapat hidup.  

 

Bahan dan Metode 

Bahan Penelitian : biji kedelai kultivar 

Cikuray, NaCl, alcohol 70%, feno-

safranin, medium B5, vitamin B5, 

vitamin B51, 2,4-D, hidrolisat kasein, 

eksplan hipokotil, natrium hipoklorit 1%. 

 

Penelitian menggunakan Ran-cangan 

Acak Lengkap pola factorial 7x2. Faktor 

pertama: konsentrasi NaCl, terdiri dari 7 

taraf yaitu 0 ; 0,25 ; 0,50 ; 0,75 ; 1,00 ; 

1,25 ; dan 1,50%. Faktcr kedua : jenis 

vitamin, terdiri dari 2 taraf yaitu B5 

(kontrol) dan B51. 

 

Pembuatan Medium  

Medium induksi kalus meng-gunakan 

medium padat B5 + 3,5mg/L 2,4-D. 

Medium untuk kultur suspensi sel dengan 

perlakuan NaCl adalah medium cair B5 

yang diberi vitamin B5 (l<0ntr0l) dan 

medium cair B5 yang diberi vitamin B51. 

Pada medium cair B5 tersebut 

ditambahkan 2,4-D (3,5 mg/ L), 

hidrolisat kasein 600 1ng/ L, pl-I 5,5. 

Medium disterilkan menggunakan 

autoklaf pada suhu 1210C, tekanan 15 Psi 

selama 15 menit. 

 

 

 

 

 

Induksi Kalus dan Kultur 

Suspensi Sel 

Eksplan yang digunakan untuk induksi 

kalus adalah hipokotil kecambah yang 

perkecambahannya dilakukan secara 

aseptik. Kalus yang terbentuk setelah 4 

minggu disub-kultur ke mediiun baru dan 

diguna-kan sebagai inokulan. Kalus 

meremah 0,25 g dimasukan dalam 20 mL 

medium cair B5 yang mengandung 

vitamin B5 (kontrol) dan medium cair B5 

yang mengandung vitamin B51.  

Kultur diagitasi 120 rpm dan diinkubasi 

pada suhu kamar dengan pencahayaan 

1500 lux. Kultur setelah berunur 2 

minggu disubkultur ke medium baru. Dua 

minggu kemudian dihitung jumlah selnya 

setiap hari sampai didapat kurva pertum-

buhannya. Kurva pertumbuhan di-

gunakan untuk menentukan waktu yang 

tepat dalam memberikan perlalman 

NaCl., yaitu pada fase eksponensial. 

 

Pemberian Perlakuan NaCl dan 

Pengamatan 

Pada fase eksponensial (hari ke- 7), ke 

dalam medium ditambahkam NaCl dalam 

berbagai konsentmsi. Pengwmatan 

dilakukan terhadap parameter jumlah sel 

pada hari ke-O, 3,6 dan 9 setelah 

perlakuan NaCl; viabilitas sel pada hari 

ke-0, 3, 6, dan 9 setelah perlakuan NaCl; 

dan berat kering sel dihitung pada hari 

ke—9 setelah perlakuan NaCl 

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Jumlah Sel 

Penghitungan jumlah sel di-lakukan 

setiap 3 hari selama 9 hari. Hasil Anava 

menunjukkan bahwa per1a—kuan NaCl 

pada medium cair B5 yang mengandung 

vitamin B5 maupun B51 serta interaksi 

kedua faktor tersebut berpengaruh sangat 

nyata terhadap jumlah sel pada hari ke-3, 

6 dan 9 setelah perlakuan. Analisis 

dilanjutkan dengan Uji Jarak Berganda 

Duncan, hasilnya tercantum pada Tabel 

1. 
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Tabel 1. Rata-rata jumlah sel pada medium yang mengandung vitamin B5 dan B51 dengan 

penambahan NaCl pada hari ke-3, 6 dan 9 setelah perlakuan 

 

 
 

Ket : Huruf kecil yang berbeda ke arah kolom dan huruf kapital yang berbeda ke arah baris 

menunjukkan berbeda sangat nyata menurut uji jarak bcrganda Duncan pada taraf 1% 

 

Pada Tabel 1 tampak bahwa jumlah sel 

menurun sejalan dengan waktu dan 

meningkatnya kqnsentrasi NaCl. ]umlah 

sel terendah 3.104 dan 3,6.104 sel/mL 

berturut—turut untuk medium yang 

mengandung vitamin B5 dan B51 pada 

hari ke—9 dengan konsentrasi NaCl 

tertinggi 1,50%.  

Pada hari ke-6, sel mencapai jumlah 

tertinggi pada konsentrasi NaCl 0 sampai 

0,50% baik untuk medium yang 

mengandung vitamin B5 mau-pun B51. 

Hal ini terjadi karena sel mulai 

teradaptasi dengan kondisi salin. 

Pemberian larutan salinitas ringan pada 

tahap pertumbuhan dapat meningkatkan 

ketahanan sel terhadap salinitas berat 

(Levitt, 1989 dalam Pangaribuan, 2003). 

Diperkira-kan pula bahwa pada hari ke-6 

belum mencapai ambang batas kritis 

dimana akumulasi ion masih dapat 

ditoleran-si sel sehingga tidak berefek 

toksik (Pangaribuan, 2003). 

 

Pada hari ke-3 dan 9, jumlah sel tertekan, 

karena pada hari ke-3 sel mendapat 

cekaman salinitas secara mendadak. 

Pangaribuan (2003) meny-atakan bahwa 

sel yang mengalami cekaman dapat 

menurunkan tekanan osmotiknya tanpa 

kehilangan turgor kecuali jika salinitas 

terjadi secara mendadak. Sedangkan pada 

hari ke-9, diduga sel sudah mencapai 

ambang batas kritis terhadap cekaman 

NaCl yang diberikan.  

Pada Tabel 1 tampak bahwa vitamin B51 

dapat menahan laju penurunan jumlah sel 

dibandingkan dengan jumlah sel pada 

medium yang mengandimg vitamin B5 

menurun tajam. Hal ini berhubungan 

dengan pengaruh vitamin B51 terhadap 

sintesis pmlin. Biosintesis prolin 
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merupakan proses biokimia esensial 

selama pembelahan dan pertum-buhan sel 

(Kandpal 8: Ra0, 1985 dalam El-Nany, 

1995). Vitamin B51 mengandimg asam 

folat dan asam pantotenat yang bcipcran 

dalam mempercepat proliferasi jaringan 

(George 8: Sherington, 1984). 

 

 

 

 

Viabilitas Sel 

Hasil Anava menunjukkan bah-wa 

penambahan NaCl pada medium yang 

mengandung vitamin B (kon-trol) dan 

pada medium yang mengan-dimg vitamin 

B51 berpengaruh sang-at nyata terhadap 

viabilitas sel pada hari ke—3, 6 dan 9, 

sedangkan inter-aksinya hanya 

berpengaruh nyata pada hari ke—9. Hasil 

uji jarak ber-ganda Duncan tertera pada 

Tabe12. 

 

Tabel 2. Rata-rata viabilitas sel pada medium yang mengandung vitamm B5 dam B51 

dengam penambaham NaCl pada hari ke-3, 6 dan 9 setelah perlakuan 

 

 

 
 

Ket : Huruf kecil yang berbeda ke arah lolom dan huruf kapital yang berbeda ke arah baris  

menunjukkan berbeda sangat nyata menurut uji jarak berganda Duncan pada taraf 1%. 

 

Pada Tabel 2 tampak bahwa viabilitas sel 

menurun sejalan dengan waktu dan 

meningkatnya konsentrasi NaCl. Hari ke-

3 setelah perlakuan, viabilitas sel pada 

medium yang mengandung vitamin B5 

dengan NaCl 1 — 1,5% dan pada 

`medium yang mengandung vitamin B51 

dengan NaCl 1,25 — 1,5% sangat rendah 

jika dibandingkan dengan viabilitas sel 

pada konsentrasi NaCl di bawahnya. Hal 
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ini menunjukkan bahwa NaCl di atas 1% 

dapat menyeleksi sel kedelai kultivar 

Ciku-ray yang toleran terhadap NaCl 1%.  

 

Hari ke-6 dan 9 setelah perlakuan, baik 

pada medium yang mengandung vitamin 

B5 maupun pada medium yang 

mengandung vitamin B51 dengan 

konsentrasi NaCl tertinggi (1,5%), 

viabilitasnya sangat rendah jika 

dibandingkan dengan viabilitas sel pada 

tingkat konsentrasi NaCl di bawahnya 

(0% — 1,25%). Rata-rata viabilitas sel 

pada konsentrasi NaCL 1,50% kurang 

dari 60%. Hasil ini menunjukkan masih 

di bawah syarat kultur yang baik, karena 

menurut Chen at al. (1990) kultur 

suspensi yang baik (memiliki kualitas 

pcrtumbuhan yang baik) harus memiliki 

viabilitas sel lebih dari 60%. 

 

Interaksi antara penambahan vitamin B51 

dengan NaCl terhadap viabilitas sel 

terjadi pada hari ke-9 setelah perlakuan, 

terutama pada konsentrasi NaCl 0,50%. 

Hal ini menunjukkan bahwa pcmbcrian 

vitamin B51 dapat menahan penurunan 

viabilitas sel daripada pemberian vitamin 

B5. Ini dapat belum cukup tinggi untuk 

mengham-bat pertumbuhan dan 

pembelahan sel, sehingga pembelahan sel 

masih dapat berlangsung dengan normal 

(Yi-Zhi 8: Tian, 2000). Selain itu juga 

dapat terjadi karena komposisi vitamin 

B51 mengandung persenya-waan yang 

lebih kompleks daripada vitamain B5. 

Interaksi yang bam terjadi pada hari ke-9 

diduga berkaitan dengan pengaruh 

vitamin dalam medium yang hanya 

dibutuh-kan sebagai katalis dalain proses 

metabolisme sel. Katalisator ini hanya 

dibutuhkan pada saat akumulasi NaCL 

sudah dapat menginduksi prolin yaitu 

protein yang disintesis khusus pada saat 

ada cekaman. Diduga pada pcnelitian ini, 

sintesis prolin yang dapat monckan efek 

inhibitor NaCl (El—Nany, 1995) baru 

tearjadi pada hari ke—9. 

 

Barat Kering Sel 

Hasil Anava menunjukkan bah-wa 

penambahan vitamin B51 dan NaCl sorta 

intoraksinya bcrpcngaruh sangat nyata 

terhadap berat kering se1. Hasil analisis 

lanjut menggunakan Uji Duncan dapat 

dilihat pada Tabel 3. 

 

Tabel 3. Rata-rata berat sel pada medium yang mengandung vitamin B5 dan B51 dengan 

penambahem NaCl pada hari ke—9 setelah perlakuan 

 

 
Ket : Huruf kecil yang berbeda ke arah kolom dan huruf kapital yang berbeda ke arah baris 

menunjukkan berbeda sangat nyata menurut uji jarak berganda Duncan pada taraf  1% 
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Pada Tabel 3 tampak bahwa berat kering 

sel menurun dengan mening-katnya 

konsentrasi NaCl, baik pada medium 

yang mengandung vitamin B5 ataupun 

B51. NaCl tampaknya menghambat 

pertumbuhan dan vitamin B51 mampu 

meminimalkan efek hambatan 

pertumbuhan yang ditimbulkan NaCl. 

Hal ini terlihat dari berat kering sel pada 

medium yang mengandung vitamin B51 

lebih besar daripada berat kering sel pada 

medium yang mengandung vitamin B5 

(kontrol). lnteraksi antara vitamin B51 

dengan NaCl terhadap berat kering terjadi 

pada konsentrasi NaCl 1%. Sedangkan 

pada konsentrasi NaCl 1,25 dan 1,5%, 

berat kering sel baik pada medium yang 

mengandung vitamin B5 maupun yang 

mengan-dung vitamin B51 mengalami 

penurunan yang signifikan. Hal ini 

disebabkan oleh konsentrasi garam yang 

tinggi dapat menyebabkan stress 

hiperosmotik sehingga mem-pengaruhi 

penyerapan air dan stress 

ketidakseimbangan nutrien. 
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