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A bstrak

Rekombfnasi genetik denga/i tebiik rekayasa genelika melalui penyisipan gen yang dikehendaki (gen fitase)
ke dalam tebu, mempunyai prospek yang menjanjikan. Penyisipan gen fitase difuirapkan dapai meningkatkan
ketersediaan P dalam jaringan maupun di sekitar perakaran, seiungga pemakaian pupuk P lebih eftsien. Selain itu
penyisipan gen fitase akan meningkatkan laju fotosintesis yang akhirnya dapat meningkatkan prodi/ksi tebu.
Transformasi tebu dilakukan melalui bantttan Agrobacterwm tumefaciens GV 2260 dengan plasmid pMA dan pb\n
{xidakalus beberafxi klon tebu Triton, PA 175, PSrr9441, CB 6979; PA 183: PS 851; dan PA 198. Persentase kalus
hasil transformasi yang nimbuh pada media seteksi kanamisin sekitar 80 %. Integrasi genfitase dideteksi dengan
meifigunakaj) teknik PCR: metmnjukkan pita ukuran 750 bp (pMA) dan 900 bp (pBlhtl-ECS). Kalus transgenik
diregenerasikan dengan menggiuxtkan media MS i BAP 0,5 ppm selama 6 minggu. Secara morfologi, tanaman
transgenik yang dihasilkan menunjitkan penampilan warna daun yang berbeda yaitu; albino, htniitg, hijau muda,
hijaii. bergaris hijau-kuning. Perbedaan war//a pada daun tersebut diduga karena penyisipan gen fi'lose yang bersifat
acak, \ttng menyebabkati terjaclinyapenibahaitpadapembentukan klorofil
Kata kunci: Transformasi, genfitase, tebu

PENDAHULUAN
Tanaman tebu Sacltarum officinarum L. merupakan tanaman industri yang telah lama

dikena! oleh manusia dan memiliki pcranan penting, sekitar 65% produksi gula dunia berasal dari
tebu. Tebu juga digunakan untuk industri farmasi, sebagai sumber oahan bakar can produksi
beberapa bahan kimia seperti furfural, dekstran dan alkohol. Selain itu tanaman tebu juga
merupakan sumber alternatif bagi pakan ternak dan industri selulosa.

Prospek pasar gula di Indonesia cukup baik karena permintaan gula dalam negen cukup
tinQgi. Hal ini dapat diketahui dari semakin tingginya impor gula yang dilakukan pemenntah.
Sebenamya produksi gula nasional mengalami peningkatan 22.9% dari 1.63 juta ton pada tahu 2003
menjadi 2.01 juta ton ningga akhir giling 2004. Sementara kebutuhan gula nasional sekitar 3.4 juta
ton. Dengan demikian, impor gula tidak dapat dihindari agar kebutuhan gula dalam negen terpenuhi
(Wiliarto, 2005).

Rendahnya produksi tebu di Indonesia selain karena rendahnya pasokan tebu dan petani dan
mutu bibit yang buruk, juga konversi lahan tebu dan lahan basah ke lahan kering. Pada lahan
kenng umumnya Pdalam bentuk tidak tersedia (P terikat). Penggunaan lahan kenng mi membawa
konsekuensi kebutuhan pupuk P yang lebih banyak.

Fitat merupakan bentuk penyimpanan fosfat dalam tanaman yang merupakan bentuk P
terikat yang sukar untuk digunakan tanaman (Greiner, 2005). Pyang terikat pada asarn fitat dapat
dilepaskan bila ada aktivitas enzim fitase. Namun tidak semua tanaman dapat menghasilkan fitase
sedangkan pada tanaman tebu (varietas PSJT 94-33, PA 183, dan.Triton) secara aJami aktivitas
fitasenya sangat rendah yaitu kurang lebih 0.01 U/ml ((Kyriakidis etal., 1998 ; Wulandari, 2005).

Rekombinasi genetik dengan teknik rekayasa genetika melalui penyisipan gen yang
dikehendaki (gen fitase) ke dalam tebu, mempunyai prospek yang menjanjikan Gen fitase yang
disisipkan ini diharapkan mampu menghasilkan enzim yang dapat mengubah fitat (yaitu senyawa
organik yang menyimpan unsur fosfat dalam sel tanaman) menjadi fosfat yang dapat digunakan
tumbuhan. Hal ini memberikan pengaruh positif dalam proses pembentukan klorofil yang akan
meningkatkan fotosintesis dan metabolisn.e tumbuhan. Gen fitase akan secara tidak langsung
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memberikan an*! dalam pem^ntukan forfirin sebagai komponen yang sangat diperlukan dalam
pembentukan klorofil Pelepasan fitase ke lingkungan sekitar perakaran juga akan meningkatkan
ketersediaan berbagai mineral sehingga efisiensi penmnuicar. menmgkat

Untuk mendapatkan tanaman tebu yang mengandung gen fitase dapat dilakukan dengan
menvisipkan gen fitase tersebut ke dalam genom tanaman melalui teknik L^rforn^i. Transter gen
secara langsung biasanya menggunakan teknik elektioforasi dan paitikcl ho<nbanmenty yang
memiliki kemampuan berproduksi dan jumlah salinan yang rendah. Untuk teknik trasfonnasi tidak
langsung, Agrobacterhan twnefaciens umum dilakukan yang memiliki tmgkat keberhasilan dan
kestabilan gen yang tinggi.

Banyak faktor yang mempengaruhi keberhasilan transformasi genetik, selain penggunaan
metode dan media regenerasi yang yang tepat juga dipengaruhi oleh kemampuan eksplan
beregenerasi menjadi plandet. Sejalan dengan perkembangan teknik biolcgi moiekuler, maka dapat
dideteksi secara dini integrasi gen yang disisipkan ke dalam genom tanaman dengan menggunakan
teknologi molekuter seperti PCR-

BAHAN DAN METODA

Tempatdan wakiu
Penelitian dilakukan selama 24 bulan di laboratorium Bioteknologi - Kultur Jaringan-BDP,

IPB; Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Lingkungan, Pusat Peneliiian Lingkungan riidup
(PPLH), IPB; serta Laboratorium Mikrobiologi danBioteknologi ICBB Situgede,Bogor.

Metode Kerja
Transformasi

Transformasi dilakukan berdasarkan metode Santosa et al (2004) yang sedikit dimodifikasi.
Kalus dimasukan ke dalam botol steril dan diinokulasi dengan 055 ml kultur suspensi
Agrobacterium (OD578 = 0.2) dan dibiarkan 5-10 menit pada suhu ruang yang kemudian
dikeringkan dengan kertas saring steril untuk mengurangi cairan suspensi bakteri. Kalus tersebut
kemudian dimasukkan ke dalam30 ml MS yang mengandung 500 mg/1 kasein hidroiisat 100 mg/1
asetosiringon dan 50 mg/1 kanamisin, inkubasi pada kondisi gclap suhu 28 "C selama 2 hari. Jika
ada pertumbuhan Agrobacterhan maka media diganti dengan media baru. Setelah ko-kultivasi
jaringan tanaman yang ditransfonnasi dicuci dengan air steril sebanyak 2 kali lalu dikeringkan pada
kertas saring steril; kemudian kalus tersebut dipindahkan pada media 25 ml MS yang mengandung
500 mg kasein hidroiisat, cefotaxime 1000 mg/1 dan diinkubasi pada kondisi gelap suhu 28 °C
sambil dishaker 60 rpm selama 2 jam. Selanjutnya kalus yang telah ditransfonnasi ditransfer ke
dalam 30 MS padat yang mengandung 0,5mg/i kasein hidroiisat, cefotaxime 500 mg/l dan
diinkubasi pada kondisi gelap suhu 28 °C selama 2 hari. Selanjutnya kalus yang telah
ditransfonnasi tersebut ditanam pada media yang ditambahkan kanamisinl50 ppm. Dua minggu
kemudian dipindahkan pada media regenerasi (MS + kinetin 0,1 ppm dan BAP 0,5 ppm) selama 6
minggu.

Analisis integrasi gen fitase secara moiekuler dengan teknik PCR
Ekstraksi DNA

DNA total tanaman Jiisolasi dari kalusputative transgenik dengan menggerus 0.5 - 2 g kalus
dengan nitrogen cair hingga berupa serbuk halus. Serbuk tersebut dipindahkan ke dalam tabung
coming dan ditambahkan dengan buffer ekstraksi (100 mM Tris HC1 pH 7,4; 50 mM EDTA pH 8;
500 mM NaCI; 2 Mercaptoethanol; 20 % SDS; 1 % PVP). Campuran tersebut digoyang perlahan
dan disimpan dalam waterbath 65°C selama 15 menit Ekstraksi dilanjutkan dengan menambahkan
campuran kloroform dan ethanoi dengan peibandingan 24:1 sebanyak volume larutan, dicampur
merata dan disimpan pada suhu -20 °C selama 10 menit. Larutan DNA dipisahkan dari debris
Iainnya dengan sentrifius 4000 rpm selama 20 menit. Supernatan dipisahkan dengan saringan filter
dan dipindahkan ke tabung coming yang bam. Presipitasi DNA dilakukan dengan penambahan
isopropanol dingin dan secara perlahan tabung digoyang, setelah homogen tabung disimpan pada
suhu -20°C selama 30 menit. Pelet DNA kemudian dipisahkan dan dilakukan pencucian dengan
ethanoi 70 %. Setelah dikeringkan, selanjutnya DNA dilarutkan dalam larutan TE (50 mM Tris

Prosiding Seminar Nasional Bioteknologi dan Pemuliaan Tanaman 914
Hozor. 1-2 Agustus 2006



kemudL8'i° ^ HDJA pH 8;- remurni^ dilakukan dengan isopropanol dingin Pelet DN\
dr^dtS;^TEla8i ^ *"*70 %-Sit*^ -™
Amplifikasi DNA

denganSikepSkSIprilA ^T ^1 ^T^ Seba8ai tempdate "^ ^W DNACGCCTATCT^r aA ^'j* untl* gen fi*se yang digunakan adalah ECl: 3'GCT AAT
sebagai tenW h ^ ;*", ^ ^o^ ATA ACG GGG TGG CGC C^5'- *™ksi diatursebagai bcnkut. denatures, awal pada 95°C selama 10 menit, denaturasi pada 95°C selama 30
IdaVX r ?t 54C Sdama 3° detik' eXtenS1°n Pada 72°C Selama 30^ M ~n
pV ,!f ^ 3ma ?emt V°,Ume ^"P CamP'uran reaksi mengandung 25 uL yang terdiri dan-
Co ^ ?X; ' ML masing-masing Primer spesifik untuk gen fitase; 15 uL DNA dari
tanaman transgemk dan kontrol dan 8,5 uL ddH20. Reaksi dijalankan sebanyak 40 siklus.
Elekiroforesis dan visualisasi hasil PCR
P.h ?NA hasil amplifikasi sebanyak 2ML DNA dimasukan ke dalam sumur sei agarose 2%
cierarotoresis dilakukan selama 30menit menggunakan buffer IX TAE pada teaangan listrik 90
volt. HasilI elektroforesis diamati dengan merendam gel pada larutan etidium bromid 10 p.g/ml
selama beberapa menit dan dipapar di bawah sinar UV menggunakan UV transiluminator Untuk
dokumentasi gel difoto menggunakan film polaroid Keberhasilan transformasi ditunjukJcan oleh
adanya pita DNA hasil amplifikasi dengan primer spesifik genfitase.

BASIL DAN PEMBAHASAN
Keberhasilan proses transformasi pada tebu selain dipengaruhi oleh kemampuan

Agrobacterh/m tumefaciens juga dipengaruhi oleh klon tebu yang digunakan. Masina-masins klon
tebu mempunyai karakteristik pertumbuhan kalus yang berbeda-beda karena kion tebu~yang
digunakan berasal dari persifangan yang masing-masing tetua memounvai kualitas dan karoktenstik
yang berbeda.

Kalus rransgenik diregenerasikan dengan menggunakan media MS +BAP 0,5 ppm selama 6
minggu. Secara morfologi, tanaman transgenik yang dihasilkan menunjukkan penampilan warna
daun yang berbeda yaitu; albino, kuning, hijau muda, hijau, bergaris hijau-kuning (Gambar 2).
Perbedaan warna pada daun tersebut diduga karena penyisipan gen fitase yang bersifat acak yang
menyebabkan terjadinya perubahan pada pembentukan klorofil Diduga terjadi kelainan genetik
pada kromosom setelah introduksi gen fitase. Kemungkinan lain pada saat introduksi transgen,
transgen tersebut menyisip dalam kloroplas sehingga gen penyandi pembentukan idorofil menjadi
terganggu.

Persentase kalus hasil transformasi yang tumbuh pada media seleksi kanamisin sekitar 80 %
(Tabel I). Kalus yang tumbuh tersebut menunjukkan kaset gen yang disisipkan ke dalam
Agrobacterium telah terintegrasi ke dalam genom tanaman tebu. Kaset gen tersebut memiliki
promotor, gen fitase, gen resisten terhadap kanamisin sebagai marka seleksi; dan terminator
(Gambar I). Integrasi gen fitase dideteksi dengan analisis PCR yang menggunakan primer spesifik
gen fitase. Hasil PCR menunjukan bahwa primer ECl dan EC3 dapat mengamplifikasi gen fitase
yang diintroduksi pada kalus transforman (Gambar 3). Hal ini dibuktikan dengan adanya pita
ukuran 900 yang pada kalus transforman CB 6979; PA 183 seperti halnya kontrol positif (K+) yang
berasal dari plasmid^BINl-ECS yang mengandung gen fitase. PCR pada kalus transforman Triton,
PA 175, PSJT 9441; PS 851; dan PA198 menunjukkkan pita ukuran 750 bp juga terdapat pada
kontrol positif (K+) yang berasal dari plasmid plAA. Kontrol negatif berasal dari tebu non
transforman pada masing-masing klon. Dari hasil penelitian sebelumnya aktivitas fitase meskipun
sangat rendah, ditemukan juga pada tebunon transforman tetapi primer ECl dan EC3 terbukti tidak
dapat digunakan untuk mengamplifikasi DNA gen penyandi fitase pada tebu tersebut, karena
kemungkinan perbedaan sekuens antara fitase tebu dan fitase yang disisipkan.
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KESIMPULAN

1. Transformasi melalui Agrobacterium ttaifaciem GV 2260 dapat berhasil rnemasukan gen
fitase pada kalus beberapa klon tebu Triton, PA 175, PSJT 9441, CB6979; PA *83; PS 851-
danPA198

2. Integrasi gen fitase dideteksi dengan menggunakan teknik PCR; menunjukkan pita ukuran
750 bp (/>MA) dan 900 bp (pBINt-ECS).
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Tabel 1. Pesentaserata-rata kalus yang tetaphidup pada media seleksi kanamisin
Klon tebu

Triton.
Kaius tetap hidup (%)

85
PA 175 75

PSJT 9441 " 75
C3 6979 cn
PA 183 8°
PS 851

PA198

80

85

80
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Promoter SP

pMA:

750 bp phy
ECL0J375
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(C)^BINl-ECS:
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inpress)Gambar I. Konstruksi gene cassette /?MA,(Santosa et al.
Keterangan:
SP = protein inhibitor signal peptideprotein inhibitor signal peptide
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^ i'j>^.

Gambar 2. Variasi penampilan plantlet tebu transgenik
CaLatan: Gambar di-dokumentasi berdasarkan plantlet tebu transforman hasil Hartati, Susiyanti, Reny
Hayary Zul, Ade Nena Nurhasanah (2006)
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Gambar 3. PCR kalus tebu transforn^an dan non transforman

Keterangan:

M) Marker 1 kbDNA ladder; k+) Kontrol positif(DNA plasmidpMA); I) DNA kalus
transforman Triton; 2) DNA kalus non transforman triton; 3) DNA kalus transforman
PSJT 9441; 4) DNAkalus nontransforman PSJT 9441; 5) DNA kalus rransforman PA
175; 6) DNA kalus non transforman PA 175; 7) DNA kalus transforman PS 851; 8)
DNA kalus non transforman PS 851; 9) DNA kalus transforman PS 198; 10) DNA
kalus non transforman PA 198; k+b) Kontrol positif(DNA plasmidpBinl-ECS); 11)
DNA kalus transforman CB 6979; 12) DNA kalus non transfonnan CB 6979; 13)
DNA kalus rransforman PA 183; 14) DNA kalus non transforman PA183
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