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ABSTRACT  

Genetic Transformation of Soybean Using the Proteinase 
Inhibitor II Gene by the Particle Bombardment Tech-
nique. Saptowo J. Pardal, G.A. Wattimena, H. Aswidin-
noor, and M. Herman. An experiment was conducted at 
the Molecular Biology and Genetic Engineering Laboratory 
of BB-Biogen, Bogor with an objective to obtain transgenic 
soybean plants containing the proteinase inhibitor II (pinII) 
gene. The experiment consisted of three steps, i.e., opti-
malization of the soybean transformation technique using 
the gus gene; transformation of soybean using the pinII 
gene, and molecular analysis of the transformed soybean 
plants. Two type of explants (young embryo and cotyledon) 
were bombarded with pRQ6 plasmid containing the gus 
gene with the following treatment: Helium gas pressure 
(1100 psi and 1300 psi), shoot distance (5 and 7 cm), and 
number of bombardment (1x and 2x). The result of gus 
assay indicated that the best bombardment was done on 
young cotyledon explants with 1100 psi Helium pressure, 
shoot distance 5 cm, and 1x bombardment. Transformation 
of the soybean explant using the pinII gene (inside the pTWa 
plasmid) was conducted using the best bombardment treat-
ment from the first activity. Two plants from c.v. Wilis (WP1, 
WP2) and three plants from c.v. Tidar (TP1, TP2, TP3) were 
recovered from regeneration and selection of the trans-
formed explants. Molecular analysis of the regenerated 
plants using the PCR technique showed that only WP2 
contained the pinII gene. This plant was fertile and will be 
used for further evaluation. 

Key words: Soybean transformation; pinII gene; particle 
bombardment technique 

PENDAHULUAN 

Penggerek polong (Etiella zinckenella 
Treitschke) merupakan hama penting kedelai yang 
masih sulit dikendalikan hingga saat ini (Marwoto et 
al. 1991; Nurdin et al. 1995). Pengendalian secara 
kimiawi yang selama ini dilakukan belum 
memberikan hasil yang memuaskan dan kurang 
ramah lingkungan akibat residu yang ditimbulkannya 
(Nurdin et al. 1995). Peng-gunaan varietas kedelai 
tahan hama penggerek polong merupakan alternatif 
pengendalian hama yang lebih murah, efektif, dan 
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aman terhadap lingkungan, namun menghadapi 
kendala dengan belum ditemukannya sumber gen 
ketahanan (Tengkano et al. 1985; Nurdin 1984).  

Gen proteinase inhibitor (pin) merupakan gen 
pengkode senyawa anti nutrisi yang dapat mengham-
bat kerja enzim proteolitik (proteinase) di dalam perut 
serangga (Ryan 1990). Serine proteinase inhibitors 
(tripsin dan kimotripsin inhibitor) telah menunjukkan 
keefektifannya menghambat perkembangan larva be-
berapa jenis Lepidoptera, di antaranya Ostrinia nubi-
lalis (Steffens et al. 1978), Manduca sexta (Shukle dan 
Murdock 1983), Heliothus zea dan Spodoptera exigua 
(Broadway dan Duffey 1986) dan juga Heliocoverpa 
armigera (Johnston et al. 1993). Contoh keberhasilan 
penggunaan gen proteinase inhibitor untuk transfor-
masi genetik tanaman antara lain padi oleh Xu et al. 
(1996) dan ubi jalar oleh Newell et al. (1995) (dengan 
gen tripsin inhibitor cowpea). Kemudian Johnson et 
al. (1990) menggunakan gen proteinase inhibitor I dan 
II pada tanaman tembakau. 

Penembakan partikel memungkinkan introduksi 
DNA asing ke dalam sel atau jaringan hidup secara 
langsung tanpa harus menumbuhkan sel atau jaringan 
tersebut terlebih dahulu, sehingga evaluasi ekspresi 
transien konstruksi gen dapat langsung dilakukan pa-
da jaringan tersebut setelah penembakan (Casas et al. 
1995). Transformasi genetik melalui penembakan par-
tikel dengan gen pelapor (reporter gene) telah dilapor-
kan pada tanaman pepaya (Fitch et al. 1990), padi 
(Christou et al. 1991), rumput (Zhong et al. 1991), sor-
gum (Casas et al. 1993), barley (Ritala et al. 1994) dan 
bit gula (Bower et al. 1996).  

Pada penelitian ini telah dilakukan transformasi 
genetik tanaman kedelai dengan gen pinII mengguna-
kan teknik penembakan partikel untuk mendapatkan 
tanaman kedelai transforman yang mengandung gen 
cryIAb. 

BAHAN DAN METODE 

Penelitian terdiri atas tiga tahap, yaitu (1) opti-
masi transformasi kedelai dengan gen gus, (2) trans-
formasi kedelai dengan gen pinII, dan (3) analisis 
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molekuler tanaman kedelai hasil transformasi. Dua 
varietas kedelai, yaitu Wilis dan Tidar telah digunakan 
dalam penelitian transformasi genetik ini. 

Optimasi Transformasi Kedelai dengan Gen Gus 

Eksplan kotiledon dan embrio muda kedelai 
Wilis diisolasi dari polong muda kedelai umur 14-15 
hari setelah bunga mekar (anthesis). Eksplan selanjut-
nya diletakkan secara terpisah pada medium osmoti-
kum (MS + vitamin B5 + manitol 45 g/l + sorbitol 45 
g/l) yang telah diberi tanda lingkaran penembakan. 
Setelah 4 jam perlakuan pre-osmotikum, eksplan di-
tembak dengan plasmid pRQ6 yang membawa gen 
gus (Gambar 1). Penembakan mengikuti prosedur 
Klein et al. (1988) menggunakan mesin penembak 
Biolistic PDS 1000/He dari Biorad. Perlakuan penem-

bakan meliputi tekanan gas He (1100 psi dan 1300 
psi), jarak tembak 5 dan 7 cm, dan jumlah tembakan 
1 dan 2 kali dengan 30 eksplan untuk setiap petri 
perlakuan. Eksplan yang telah ditembak dibiarkan 
pada media osmotikum yang sama selama 12 jam. 
Selanjutnya eksplan diuji gus mengikuti prosedur dari 
Jefferson (1987).  

Transformasi Kedelai dengan Gen pinII 

Eksplan kotiledon muda yang telah diisolasi dari 
polong muda diatur di dalam tanda lingkaran tembak 
pada media osmotikum. Setelah 4 jam perlakuan pre-
osmotikum eksplan ditembak dengan plasmid pTWa 
yang membawa gen pinII dan gen bar (Gambar 2). 
Kotiledon yang telah ditembak dibiarkan pada me-
dium osmotikum selama 12 jam untuk perlakuan 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 1. Peta plasmid pRQ6 yang membawa gen gus dan hph. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 2. Peta plasmid pTWa yang membawa gen pinII dan gen bar. 
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post-osmotikum. Selanjutnya kotiledon dipindahkan 
ke medium penyembuhan sel (recovery), yaitu 
medium I1 (Pardal et al. 1997) yang terdiri dari 
medium MS + vitamin B5 + NAA 10 mg/l + L-
glutamin 30 mg/l + L-asparagin 30 mg/l + sukrosa 5 
mg/l atau medium MS + vitamin B5 tanpa hormon. 
Kultur disimpan di ruang kultur gelap selama 1 
minggu. 

Eksplan kotiledon muda dipindahkan ke 
medium seleksi I, yaitu medium I1 ditambah 3 mg/l 
herbisida BastaR (untuk seleksi gen bar). Empat 
sampai enam minggu kemudian, eksplan yang 
tumbuh di media seleksi dan mengalami 
embriogenesis dipindahkan ke medium seleksi II, 
yaitu medium I1-1 (medium I1 de-ngan kadar NAA 1 
mg/l) ditambah 3 mg/l Basta. Selan-jutnya embrio 
somatik yang dihasilkan dipisahkan dari eksplan 
kotiledon, lalu dikecambahkan pada medium G01 (MS 
+ vitamin B5 + GA3 0,1 mg/l). Planlet hasil 
perkecambahan dipindahkan ke medium ½ MS + 
vita-min B5 + IBA 1 mg/l untuk inisiasi perakaran yang 
le-bih baik selama 2-3 minggu. Kemudian planlet 
segera diaklimatisasikan ke media tanah. 

Analisis Molekuler Tanaman Kedelai Hasil 
Transformasi 

Analisis secara molekuler dimaksudkan untuk 
mengetahui keberhasilan proses transfer gen pinII pa-
da tanaman kedelai hasil transformasi. Daun tanaman 
kedelai hasil transformasi (R0) diisolasi DNA total 
menggunakan prosedur miniprep dari ICI Seeds Co. 
(Listanto et al. 1996). Selanjutnya 4 µl sampel DNA di-
masukkan ke dalam tabung PCR 0,5 ml. Kemudian 
ditambah dengan 2,5 µl 10x bufer PCR (Promega), 2 µl 
campuran dNTPs (2,5 mM setiap dNTP, Promega), 1 
µl masing-masing primer untuk pinII, 10,33 µl ddH2O 
dan 0,175 µl Taq polymerase (total volume 25 µl). 
Selan-jutnya sampel di PCR dengan program, yaitu 

inisiasi denaturasi pada suhu 94oC selama 5 menit 
(tahap 1), denaturasi pada suhu 94oC selama 1 menit 
(tahap 2), annealing pada suhu 55oC selama 1 menit 
(tahap 3), pemanjangan pada suhu 72oC selama 1 
menit (tahap 4). Tahap 2-4 diulang sebanyak 35 siklus, 
dan tahap 5 adalah inkubasi pada suhu 72oC selama 5 
menit. 

Kemudian masing-masing sampel hasil PCR di-
ambil 21 µl untuk dicek di agarosa gel 1% bersamaan 
dengan sampel DNA tanaman kontrol dan DNA stan-
dar. Hasil elektroforesis divisualisasi dengan UV dan 
difoto dengan film polaroid. Data berupa pita-pita DNA 
dianalisis berdasarkan ada tidaknya DNA pin II 
sebesar 600 bp (pasang basa).  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Optimasi Transformasi Kedelai dengan Gen Gus 

Data persentase gus positif pada eksplan embrio 
dan kotiledon muda kedelai varietas Wilis hasil trans-
formasi melalui penembakan partikel dengan plasmid 
pRQ6 yang mengandung gen gus disajikan pada Tabel 
1 dan 2. Kedua jenis eksplan kompeten untuk 
transfor-masi dengan gen gus. Eksplan embrio muda 
memberi-kan persentase gus positif yang lebih baik 
daripada kotiledon muda. Namun bercak (spot) biru 
banyak ter-letak pada bagian jaringan kotiledon yang 
ikut terpo-tong, bukan pada mata tunas (apikal), 
sehingga apa-bila tunas diregenerasikan 
kemungkinan tidak mem-bawa gen gus.  

Pada percobaan ini tekanan gas He yang terbaik 
untuk penembakan partikel adalah 1100 psi. Tekanan 
gas 1300 psi kemungkinan terlalu tinggi, sehingga 
parti-kel emas menembus melewati jaringan eksplan 
dan partikel menyebar lebih luas dan jatuh di luar 
lingkar-an tembak. Jumlah tembakan dua kali 
memberikan persentase bercak biru lebih banyak 

Tabel 1. Persentase gus positif pada eksplan embrio muda kedelai Wilis hasil transformasi dengan penembakan 
partikel. 

 Jarak tembak 5 cm Jarak tembak 7 cm 
 

Tekanan gas He Jumlah eksplan 
1 kali tembakan 2 kali tembakan 1 kali tembakan 2 kali tembakan 

 1100 psi 30 16 (53,3%) 25 (83,3%) 12 (40%) 17 (56,7%) 
 1300 psi 30 14 (46,7%) 24 (80%) 10 (33,3%) 16 (53,3%) 

Tabel 2. Persentase gus positif pada eksplan kotiledon muda kedelai Wilis hasil transformasi dengan penembakan 
partikel. 

 Jarak tembak 5 cm Jarak tembak 7 cm 
 

Tekanan gas He Jumlah eksplan 
1 kali tembakan 2 kali tembakan 1 kali tembakan 2 kali tembakan 

 1100 psi 30 13 (43,3%) 20 (66,7%) 9 (30%) 15 (50%) 
 1300 psi 30 11 (36,7%) 19 (63,3%) 8 (26,7%) 12 (40%) 
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daripada satu ka-li, walaupun satu kali tembakan juga 
sudah menghasil-kan bercak biru yang cukup baik. 
Jarak tembak 5 cm menghasilkan bercak biru yang 
lebih baik dari jarak 7 cm. Hal ini dapat dijelaskan 
bahwa semakin jauh jarak tembak akan memperlebar 
bidang sebaran partikel dan mengurangi kecepatan 
partikel emas, sehingga persentase partikel mengenai 
target/eksplan menjadi kecil. 

Seperti ditunjukkan pada penelitian ini, transfor-
masi kedelai dengan gen reporter gus melalui penem-
bakan partikel memberikan hasil yang cukup baik. 
Hal ini ditunjukkan dengan adanya hasil uji gus yang 
po-sitif pada semua perlakuan penembakan yang 
diguna-kan, baik pada eksplan embrio maupun 
kotiledon mu-da (Tabel 1 dan 2). Eksplan embrio 
muda memberi-kan persentase gus positif yang lebih 
tinggi daripada kotiledon muda. Namun, spot biru 
yang terjadi pada embrio muda terletak pada bagian 
bekas potongan kotiledon dan sedikit pada ujung 
calon akar, bukan pa-da bagian calon tunas/apikal 
(Gambar 3). Hal ini ku-rang diharapkan, karena 
menurut Finer et al. (1996) untuk keberhasilan dan 
efisiensi transformasi, DNA ha-rus diintroduksikan ke 
dalam sel-sel yang kompeten untuk diregenerasikan 
menjadi tanaman, tetapi pada beberapa pengalaman 
sangat sulit untuk menargetkan DNA pada sel-sel yang 
kompeten tersebut. 

Keberhasilan transformasi genetika melalui pe-
nembakan partikel dipengaruhi oleh faktor biologi (sel 
atau jaringan target) dan faktor fisik (alat penembak) 
(Casas et al. 1995). Faktor fisik di antaranya adalah ja-
rak tembak, jumlah tembakan, kombinasi berat, dan 
ukuran partikel emas, jumlah DNA per tembakan, te-
kanan gas He dan temperatur ruang biolistik diduga 
juga mempengaruhi keberhasilan proses transfer gen. 
Pada penelitian ini ditunjukkan bahwa jarak tembak 5 
cm lebih baik daripada 7 cm. Hal ini dapat dipahami 
karena semakin jauh jarak tembak semakin kecil ke-
cepatan partikel dan semakin luas/lebar sebaran parti-
kel emas (microprojectile), sehingga semakin kecil 
persentase mengenai target. Demikian juga dengan 

jumlah tembakan, semakin banyak tembakan akan 
se-makin memperbesar kemungkinan mengenai 
target. Namun perlu diingat bahwa semakin banyak 
tembak-an juga akan memperbesar kerusakan sel 
atau jaring-an target oleh partikel emas, sehingga 
kemungkinan kematian sel-sel target akan semakin 
besar pula. 

Hal ini juga terjadi pada hasil penelitian ini, di 
ma-na pada perlakuan tembakan dua kali 
menghasilkan gus positif lebih banyak daripada satu 
kali tembakan (Tabel 1 dan 2). Namun demikian, 
dengan memper-timbangkan tingkat kerusakan sel 
target akibat dua ka-li tembakan dan dihubungkan 
dengan daya regenera-sinya, maka untuk transformasi 
selanjutnya lebih di-sarankan menggunakan satu kali 
tembakan. Selain le-bih memperkecil tingkat 
kerusakan sel-sel target, hal ini juga akan menghemat 
biaya yang digunakan (mengingat harga emas dan 
perlengkapan untuk pe-nembakan sangat mahal). 
Dari hasil tersebut, maka penelitian transformasi 
kedelai selanjutnya disarankan menggunakan eksplan 
kotiledon muda sebagai target transformasi, karena 
diharapkan embrio somatik da-pat tumbuh dari sel-sel 
kotiledon yang telah tertrans-formasi dan kompeten 
untuk beregenerasi. 

Selain jarak dan jumlah tembakan, ukuran par-
tikel emas juga cukup penting diperhatikan. Semakin 
besar ukuran partikel tentunya akan memperbesar ke-
rusakan pada dinding sel-sel target yang ditembus. 
Namun sebaliknya, apabila ukuran partikel semakin 
kecil juga akan memperkecil kemampuan untuk me-
nembus dinding sel dan semakin mudah menyebar 
(berdispersi), sehingga efisiensi mengenai target se-
makin kecil. Untuk itu, pada penelitian ini digunakan 
kombinasi dua ukuran partikel besar dan kecil, yaitu 1 
dan 1,6 µm agar efektif dan efisien dalam penembak-
an sel target. 

Faktor lain yang juga menentukan keberhasilan 
penembakan adalah besarnya tekanan gas helium. 
Tekanan gas ini sangat penting di dalam menghantar-
kan partikel yang telah diselimuti plasmid/DNA menu-

  

Gambar 3. Foto hasil uji gus pada eksplan kedelai hasil transformasi. a dan b = spot biru pada eksplan 
embrio dan kotiledon muda hasil transformasi melalui penembakan partikel.

a b 
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ju jaringan target. Besarnya tekanan akan berhubung-
an dengan jarak tembak dan ukuran partikel, 
sehingga ketiga faktor ini harus dicari yang sesuai 
untuk jenis target yang akan digunakan. Pada 
penelitian ini dico-bakan dua macam tekanan gas 
helium, yaitu 1100 dan 1300 psi. Dari Tabel 1 dan 2 
ditunjukkan bahwa tekan-an gas helium 1100 psi lebih 
baik daripada 1300 psi. Hal ini membuktikan bahwa 
semakin besar tekanan gas ternyata tidak 
memberikan hasil transformasi yang baik. 
Kemungkinan, semakin besar tekanan gas akan 
mempercepat laju partikel emas dan oleh kawat pe-
nyetop (stopping screen) akan didispersikan lebih luas 
semburannya, sehingga partikel banyak jatuh di luar 
bidang/lingkaran tembak (tidak mengenai jaringan 
target). 

Transformasi Kedelai dengan Gen PinII 

Tabel 3 dan 4 menyajikan data hasil regenerasi 
dan seleksi eksplan kotiledon muda kedelai hasil 
transformasi I dan II menggunakan teknik penembak-
an partikel pada media seleksi yang mengandung 
Basta 3 mg/l. Pada transformasi I, sebanyak 134 eks-
plan kotiledon muda Wilis yang ditembak hanya 
menghasilkan 46 embrio somatik (34,3%) dan embrio 
ini hanya berkembang menjadi 1 tanaman dan diberi 
kode WP1 (Tabel 3). Sedangkan pada Tidar, dari 456 
eksplan yang ditembak menghasilkan 150 embrio so-
matik (32,9%). Tetapi embrio tersebut hanya mampu 
berkembang menjadi 3 tanaman regeneran (TP1, TP2, 
TP3). Pada transformasi II, dari 1140 eksplan kotiledon 
muda kedelai Wilis dihasilkan 59 embrio somatik 
(5,2%). Embrio ini hanya berkembang menjadi 4 

planlet dan 1 tanaman dan diberi kode WP2 (Tabel 4). 
Tanaman ini selanjutnya dipelihara hingga dewasa 
dan bijinya dikeringkan untuk pengujian lebih lanjut.  

Pada varietas Tidar, transformasi I sebanyak 456 
eksplan yang ditembak menghasilkan 150 (3,3%) em-
brio somatik, namun akhirnya hanya diperoleh 3 ta-
naman (0,7%) yang diberi kode TP1, TP2, dan TP3. Ke-
mudian, pada transformasi II sebanyak 1307 eksplan 
yang ditembak menghasilkan 174 embrio somatik 
(13,3%). Dari embrio tersebut dapat dihasilkan 11 
planlet tetapi semuanya gagal diaklimatisasi, sehingga 
tidak satupun tanaman dapat dihasilkan (0%). Ke-
gagalan proses aklimatisasi sangat merugikan, karena 
kemungkinan di antara kesebelas planlet tersebut ada 
yang telah tersisipi gen pinII mengingat planlet terse-
but berasal dari embrio somatik yang telah lolos di 
media seleksi Basta 3 mg/l. Sebetulnya metode akli-
matisasi yang digunakan merupakan metode terbaik 
hasil percobaan sebelumnya pada planlet bukan hasil 
transformasi, namun ternyata metode ini kurang ber-
hasil diterapkan pada planlet kedelai hasil transfor-
masi.  

Pemilihan eksplan sebagai jaringan target dalam 
transformasi merupakan salah satu faktor penting, ka-
rena akan berpengaruh terhadap keberhasilan proses 
transformasi (Hiei et al. 1994). Christou dan Cabe 
(1992) mengatakan bahwa eksplan yang dibutuhkan 
sebagai target transformasi melalui penembakan 
parti-kel sebaiknya yang bersifat embriogenik, karena 
aktivi-tas pembelahan selnya sangat tinggi/aktif 
sehingga di-harapkan sel tersebut dapat bertahan 
hidup setelah mengalami tekanan selama proses 

Tabel 3. Hasil regenerasi dan seleksi tanaman dari eksplan kotiledon muda kedelai Wilis dan Tidar hasil penembakan 
tahap I dengan plasmid pTW-a yang mengandung gen pinII dan bar. 

 
Varietas Jumlah 

eksplan 
Jumlah           

embrio somatik 
Jumlah planlet Jumlah 

tanaman 
Kode 

tanaman 

 Wilis transformasi 134 46 (34,3%) 2 (1,5%) 1 (0,8%) WP1 
 Wilis non transformasi + Basta 3 mg/l 30 1 (3,3%) 0 (0%) 0 (0%) - 
 Wilis non transformasi tanpa Basta 30 50 (166,6%) 30 (100%) 10 (33,3%) WPO1-10 
 Tidar transformasi 456 150 (3,3%) 3 (0,7%) 3 (0,7%) TP1-TP3 
 Tidar non transformasi + Basta 3 mg/l 30 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) - 
 Tidar non transformasi tanpa Basta 30 65 (216,7%) 46 (153,3%) 15 (50%) TPO1-15 

Tabel 4. Regenerasi dan seleksi tanaman dari eksplan kotiledon muda kedelai Wilis dan Tidar hasil penembakan tahap II 
dengan plasmid pTW-a yang mengandung gen pin II dan gen bar. 

 
Varietas Jumlah 

eksplan 
Jumlah           

embrio somatik 
Jumlah planlet Jumlah 

tanaman 
Kode 

tanaman 

 Wilis transformasi 1140 59 (5,2%) 4 (0,4%) 1 (0,1%) WP2 
 Wilis non transformasi + Basta 3 mg/l 200 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) - 
 Wilis non transformasi tanpa Basta 200 105 (52,5%) 54 (27%) 18 (9%) WPO11-28 
 Tidar transformasi  1307 174 (13,3%) 11 (0,8%) 0 (0%) - 
 Tidar non transformasi + Basta 3 mg/l 200 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) - 
 Tidar non transformasi tanpa Basta 200 146 (73%) 72 (36%) 20 (10%) TPO16-35 
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penembakan. Hasil penelitian Sato et al. (1993) 
menunjukkan bahwa ja-ringan embriogenik kedelai 
lebih responsif dibanding-kan tunas meristematis 
terhadap penembakan parti-kel. Hal ini dibuktikan 
dengan berhasilnya regenerasi jaringan embriogenik 
kedelai menjadi tanaman. Pada tanaman kedelai 
transformasi dengan metode penem-bakan partikel 
menggunakan eksplan embriogenik telah banyak 
dilakukan, misalnya Christou dan Swain (1990), Finer 
dan Mc Mullen (1991), dan Sato et al. (1993). 

Eksplan kotiledon muda kedelai yang digunakan 
dalam penelitian transformasi ternyata menunjukkan 
respon regenerasi yang tidak begitu memuaskan, di 
mana dari sekian banyak eksplan yang ditembak de-
ngan gen pinII hanya sebagian kecil yang dapat ber-
tahan hidup dan mengalami embriogenesis di media 
seleksi I maupun II (Tabel 3 dan 4). Rendahnya daya 
regenerasi dari eksplan hasil transformasi penembak-
an ini kemungkinan besar disebabkan oleh adanya 
ke-rusakan dinding sel eksplan akibat tembakan 
partikel emas (microprojectile). Pada umumnya sel 
tanaman dapat memperbaiki kerusakan akibat 
tembakan parti-kel, namun pada beberapa kondisi 
penembakan dapat pula mengakibatkan terjadinya 
kematian sel target yang disebut collateral damage. 
Dengan mengguna-kan makroprojektil dan piringan 
penyetop (stopping screen), kecepatan partikel yang 
cukup untuk transfer gen kadang-kadang 
menyebabkan kerusakan pada ja-ringan target akibat 
terjadinya fragmentasi makropro-jektil, semburan 
udara dan mungkin juga kejutan suara. Hal ini dapat 
menyebabkan terjadinya areal ke-rusakan/kematian 
sel (zone death) yang berbatasan dengan area di 
mana frekuensi ekspresi sementara tinggi (Klein et al. 
1988). Pada kultur fenomena ini di-tunjukkan dengan 
adanya perubahan warna eksplan dari kuning 
kehijauan menjadi putih pucat dan akhir-nya menjadi 
kering/mati.  

Untuk mempercepat proses penyembuhan luka 
akibat tembakan eksplan hasil transformasi biasanya 
dipindahkan ke media penyembuhan yang berisi me-
dia dasar tanpa hormon atau media regenerasi tanpa 
senyawa/agen penyeleksi. Perlakuan media osmoti-
kum tinggi sebelum dan sesudah penembakan juga 
sering digunakan untuk membantu atau mengkondisi-
kan sel-sel eksplan sehingga mudah ditembus partikel 
dan aman untuk penembakan (sedikit kerusakan). 
Osmotikum akan mengurangi volume vacuola dan te-
kanan turgor (Birch dan Bower 1994). Tekanan turgor 
yang rendah dapat meningkatkan kemampuan sel un-
tuk bertahan hidup setelah penembakan (Birch dan 
Franks 1991; Sanford et al. 1993; Klein 1995). 
Pengaruh kerusakan akibat tembakan pada jaringan 

target ter-hadap daya regenerasi eksplan transforman 
dapat di-lihat dari hasil transformasi kedelai pada 
penelitian ini. Eksplan yang tidak ditembak dan 
langsung diregenera-sikan pada media regenerasi, 
ternyata memberikan persentase embrio somatik 
yang cukup tinggi (Tabel 3 dan 4). 

Penyebab lain rendahnya daya regenerasi eks-
plan transforman adalah adanya senyawa/agen 
penye-leksi (antibiotik/herbisida) pada media 
regenerasi. Sel yang tidak mengandung gen 
ketahanan terhadap antibiotik/herbisida tentunya 
akan terseleksi dan mati, sebaliknya sel eksplan yang 
telah tertransformasi gen ketahanan terhadap 
antibiotik/herbisida akan lolos se-leksi dan tumbuh 
terus membentuk embrio somatik. Dari hasil 
regenerasi dan seleksi eksplan kotiledon muda 
kedelai hasil transformasi dengan plasmid  pTW-a 
yang membawa gen pinII dan gen seleksi bar (untuk 
herbisida Basta) pada media regenerasi yang diberi 
Basta 3 mg/l diperoleh data bahwa persentase embrio 
somatik yang dihasilkan sangat kecil. Hal ini 
menunjukkan adanya proses seleksi terhadap sel-sel 
eksplan. Sebaliknya pada eksplan kontrol (non trans-
formasi) yang ditumbuhkan pada media regenerasi 
yang mengandung Basta 3 mg/l ternyata hampir se-
mua eksplan mati (terseleksi). Namun eksplan yang 
ditumbuhkan pada media regenerasi saja (tanpa 
Basta), ternyata dapat tumbuh baik dan menghasilkan 
embrio somatik yang banyak. Artinya bahwa kadar 
Basta 3 mg/l sudah cukup efektif untuk menyeleksi 
sel-sel transforman. 

Persentase tingkat keberhasilan transformasi 
kedelai menggunakan metode penembakan partikel 
sangat kecil. Pada penelitian pertama transformasi 
kedelai, Christou et al. (1988) bahkan belum berhasil 
memperoleh tanaman transforman. Pada penelitian 
ini berhasil diperoleh beberapa embrio somatik trans-
forman, namun pada perkembangan selanjutnya, 
embrio berkembang menjadi planlet/tanaman. Hal ini 
disebabkan oleh respon eksplan kedelai yang sangat 
rendah terhadap manipulasi kultur in vitro (Finer et al. 
1996). 

Secara umum, hasil transformasi menunjukkan 
bahwa varietas Tidar lebih baik daripada Wilis dalam 
membentuk embrio somatik, walaupun embrio yang 
terbentuk berukuran kecil-kecil (Gambar 4b), sehing-
ga pada tahap pendewasaan banyak mengalami ke-
gagalan menjadi planlet. Kemungkinan juga karena 
embrio tersebut terhambat pertumbuhannya oleh 
Basta, sehingga tidak mampu tumbuh menjadi planlet 
(embrio tidak mengandung gen bar). Sebaliknya, dari 
eksplan kotiledon muda varietas Wilis hanya 
diperoleh embrio somatik sedikit sekali, tetapi 



2005 PARDAL ET AL.: Transformasi Genetik Kedelai  
 

 

59

bentuknya normal (Gambar 4d), sehingga dapat 
dikecambahkan menjadi planlet dan berhasil 
diaklimatisasikan dengan baik menjadi tanaman 
(Gambar 5c). Pada kontrol negatif, yaitu eksplan yang 
tidak ditransformasi dan ditumbuh-kan pada media 
regenerasi tanpa seleksi, embrio somatik tumbuh 
dengan baik dan sebagian besar menjadi planlet dan 
tanaman. 

Planlet hasil perkecambahkan pada media G01 
selanjutnya dipindahkan ke media perakaran untuk 
menginduksi pembentukan sistem perakaran yang 
sempurna (Gambar 5a). Planlet ini kemudian dike-
luarkan dari tabung kultur untuk proses aklimatisasi 
pada media tanah dalam pot kecil (Gambar 5b). 
Setelah tanaman tumbuh dengan baik di pot, 
tanaman dipindahkan ke pot yang lebih besar dan 
dipelihara di rumah kaca terbatas (FUT) hingga 
dewasa (Gambar 5c). 

Aklimatisasi merupakan tahapan yang paling kri-
tis dan sulit dalam proses regenerasi tanaman secara 
in vitro. Tahapan ini memerlukan pengalaman dan 

pe-nanganan yang cukup hati-hati, karena aklimatisasi 
adalah mengadaptasikan planlet hasil kultur in vitro 
ke media tanah di ruangan terbuka. Aklimatisasi 
planlet kedelai hasil regenerasi in vitro telah dicoba 
dengan beberapa metode dan metode aklimatisasi 
yang cu-kup baik adalah secara hidroponik. Namun 
demikian, pada kenyataannya proses aklimatisasi 
planlet hasil transformasi pada penelitian ini banyak 
yang mati setelah diaklimatisasi (Tabel 4). Kematian 
planlet ke-mungkinan disebabkan oleh kondisi planlet 
yang ku-rang vigor (jumlah akar sedikit dan kecil). 
Kemungkin-an lain adalah kondisi tanah dalam pot 
yang kurang baik (terlalu kering/basah). Satu planlet 
kedelai hasil transformasi yang dapat 
diaklimatisasikan dengan baik pada percobaan ini, 
karena planlet memiliki akar yang banyak dan 
besar/kuat (Gambar 5a). 

Analisis Molekuler Tanaman Kedelai Hasil 
Transformasi 

Sebanyak dua tanaman kedelai R0 dari eksplan 

  

  

Gambar 4. Pertumbuhan embrio somatik dari eksplan kotiledon muda kedelai varietas Wilis dan Tidar hasil 
transformasi menggunakan teknik penembakan partikel pada media seleksi yang mengandung Basta 
3 mg/l. a = eksplan kontrol varietas Tidar, b = eksplan varietas Tidar transforman, c = eksplan kontrol 
varietas Wilis, d = eksplan varietas Wilis transforman. 

   

Gambar 5. Hasil perkecambahan embrio somatik dan aklimatisasi tanaman kedelai varietas Wilis hasil transfor-
masi Penembakan. a = planlet hasil perkecambahan, b = aklimatisasi di pot, c = tanaman kedelai 
varietas Wilis (WP2) di rumah kaca terbatas (FUT). 

a b 

c d 

a b c 
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varietas Wilis (WP1 dan WP2) dan tiga tanaman dari 
eksplan varietas Tidar (TP1-TP3) telah dihasilkan dari 
transformasi melalui penembakan partikel. Kelima 
tanaman tersebut selanjutnya diambil daunnya untuk 
diisolasi DNA dan dideteksi gen pinII dengan teknik 
PCR. Hasil PCR menunjukkan bahwa hanya satu sam-
pel tanaman yang menghasilkan pita DNA berukuran 
600 bp (pasang basa), yaitu dari tanaman WP2; se-
dangkan pada sampel lainnya negatif (Gambar 6). Hal 
ini berarti dari lima tanaman kedelai hasil 
transformasi hanya satu tanaman yang mengandung 
gen pinII. Mes-kipun kelima tanaman ini lolos dari 
medium seleksi yang mengandung herbisida Basta 3 
mg/l, kemungkin-an besar empat tanaman yang 
negatif terhindar (escaped) dari seleksi Basta. Hal ini 
dapat terjadi ka-rena pada seleksi menggunakan 
medium padat, se-hingga tidak semua bagian eksplan 
bersentuhan lang-sung dengan media. Embrio 
somatik yang tumbuh dari bagian yang tidak 
menempel pada media seleksi ma-sih dapat tumbuh 
terus menjadi tanaman utuh tanpa mengalami seleksi. 

KESIMPULAN 

1. Transformasi tanaman kedelai dengan gen pinII 
berhasil dilakukan menggunakan teknik Penem-
bakan Partikel pada varietas Wilis, sehingga diper-
oleh satu tanaman tansforman WP2 yang mengan-
dung gen pinII. 

2. Teknik transformasi yang digunakan adalah pe-
nembakan partikel dengan gen pinII yang dibawa 
oleh Agrobacterium tumefaciens dengan plasmid 
pTWa dengan tekanan gas He 1100 psi, jarak tem-
bak 5 cm dan dua kali penembakan pada eksplan 
kotiledon muda kedelai. 
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