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Abstrak

Rekombinasi genetik  dengan teknik rekayasa genetika melalui penyisipan gen yang di'ehendaxi (gen fitase)
ke dalam tebu,  mempunyai prospek yang menjanjikan.  Penyisipan gen fitase di/mnwhm dagxai nu'ni;lg.kal/mn
ketersediaan P dalam jaringan maupun di sckitar perakaran, seningga pemakaian pupuk P lebih cfisien. Selain itu
penyisipan gen fitase akan meningkatkan laju fotosintesis yong akhirnyva dapat meningkatkan produksi tebu.
Transformasi tebu dilakukan melalui bantuan Agrobacterivm  tuinefaciens GV 2260 dengan plasmid pMA dan pbin
pada kalus beberapa klon tebu Triton, PA 175, PSJT 9441, CB 6979; PA 183: PS 851; dan PA19S. Persentase kalus
hasil transformasi yang tumbuh pada media seleksi kanamisin sekitar 80 %. Integrasi  gen fitase dideteksi dengar
menggunakan teknik PCR:  memunjukkan pita nkuran 750 bp (pMA)  dan 900 bp (pBINI-ECS). Kalus lrunsgénik
diregenerasikan dengan menggunakan media MS + BAP 0.5 ppm selama 6 minggu. Secara morfologi, tanaman
transgenik yang dihasillkan memaijukan pencinpilan warna daurn yang berbeda yaite;  albino, kuning, hijau muda,
hijou, bergaris hijau-kuning. Perbedaan warna pada daun tersebut diduga karena penyisipan gen fliuse yang bersifal
acak, yang menyebabkan terjadinya perubahan padea peiibentukan Klorofil.
Kata kunci: Transformasi, gen fitase, tebu

PENDAHULUAM

Tanaman tebu Sacharum officinarum L. merupakan tanaman industri yang telah lama
dikenal oleh manusia dan memiliki pcranan penting, sekitar 65% produksi gula dunia berasal dari
tebu. Tebu juga digunakan untuk industri farmasi, sebagai sumber bahan bakar dan produksi
beberapa bahan kimia seperti furfural, dekstran dan alkohol. Selain itu tanaman tebu juga
merupakan sumber alternatif bagi pakan ternak dan industr selulosa.

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

Rendahnya produksi tebu di Indonesia selain karena rendahnya pasokan tebu dari petani dau
mutu bibit yang buruk, juga konversi lahan tebu dari lahan basah ke lahan kering. Pada lahan
kering umurnnya P dalam bentuk tidak tersedia (P terikat). Penggunaan fahan kering ini 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). P yang terikat pada asam 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 alami aktivitas
fitasenya sangat rendah yaitu kurang lebih 0.01 U/ml ((Kyriakidis et al., 1998 ; Wulaadari, 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 c=] tanaman) menjadi fosfat yang dapat digunakan
tumbrthan. Hal ini memberikan pengaruh positif dalam proses pembentukan klorofil yang akan
meningkatkan fotosintesis dan mietabolisme tumbuhan.  Gen fitase akan secara tidak langsung
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memberikan andi! dalan pemtentukan forfirin sebagai komponen yang sangat dipcrluk.an dalam
pembentukan klorofii. Pelepasan fitase ke lingkungan sekitzr perakaran juga akan meningkatkan
ketersediaan berbagai mineral sehingga efisiensi pemupuxar mneningkat. '

Untuk mendapatkan tanaman tebu yang meagandung gen jitase dapat dxlakukan dengai
menvisipkan gen fitase tersebut ke dalam genom tunaman melalui teknik transforiast. Transfer gen
secara langsung biasanya menggunakan tekmk elektioforasi dan pastikel boumbartment, yang
memiliki kemampuan berproduksi dan jumlah salinan yang rendah. Untuk teknik trasformasi tidak
langsung, Agrobacterium tumefaciens umum dilakukan yang memiliki tingkat 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 plantlet. Sejalan dengan perkembangan tekiik biolcgi molekuler, maka dapat
dideteksi secara ‘dini integrasi gen yang disisipkan ke dalam genom tanaman dengan menggunakan
teknologi molekuler seperti PCR.

BAHAN DAN METODA
Tempat dan waktu
Penelitian dilakukan selama 24 bulan di laboratorium Bioteknologi - Kultur Jaringar-BDP,
IPB; Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Lingkungan, Pusat Peneliiian Lingkungan Hidup
(PPLH), IPB; serta Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi ICBB Situgede, Bogor.
Metode Kerja

Transformasi

Transformasi dilakukan berdasarkan metode Santosa er al. (2004) yang sedikit dimodifikasi.
Kalus dimasukan ke dalam botol steril dan diinokulasi dengan 0,5 ml kultur suspensi
Agrul?acteriwn (ODs7s = 0.2) dan dibiarkan 5-10 menit pada suhu ruang yang kemudian
d:kenngkan dengan kertas saring steril untuk mengurangi cairan suspensi bakteri. Kalus tersebut
kemudugm dimasukkan ke dalam 30 mi MS yar.g mengandung 500 mg/l kascin hidroiisat. 100 me/l
asetosiringon dan 50 mg/l kanamisin, inkubasi pada kondisi gclap suhu 28 °C selama 2 han. Jika
ada pertumbuhan Agrobacterium maka media diganti dengan media baru. Setelah ke-kultivasi
Jaiingan tanaman yang ditransformasi 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 hidrolisat, cefotaxime 1000 mg/l dan diinkubasi pada kondisi gelap suhu 28 °C
sambil dishaker 60 rpm selama 2 jam. Selanjutnya kalus yang telah ditransformasi ditransfer ke
dglam 39 MS padat yang mengandung 0,5mg/l kasein hidrolisat, cefotaxime 500 mg/l dan
dfmkubam pada kondisi gelap suhu 28 °C selama 2 hari. Selanjutnya kalus yang telah
dxtransfonn:f.si tersebut ditanam pada media yang ditambahkan kanamisin150 ppm. Dua minggu
keynud:an dipindahkan pada media regenerasi (MS + kinetin 0,1 ppm dan BAP C,S ppm) selama 6
minggu.

Analisis integrasi gen fifase secara molekuler dengan teknik PCR
Ekstraksi DNA

DNA total tanaman Jiisolasi dan kalus puative transgenik dengan menggerus 0.5 - 2 g kalus
dengan mtrogf':n cair hingga berupa serbuk halus. Serbuk tersebut dipindahkan ke dalam tabung
coming dan ditambahkan dengan buffer ekstraksi (100 mM Tris HCI pH 7,4; 50 mM EDTA pH 8;
500 mM NaCl; 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 ethanol dengan perbandingan 24:1 sebanyak volume larutan, dicampur
merata dan disimpan pada suhu —20 °C selama 10 menit. Larutan DNA dipisahkan dari debris
lamny? dengan sentrifius 4000 rpm selama 20 menit. Supernatan dipisahkan dengan saringan filter
flaﬂ dlpmdahlfan ke tabung coming yang baru. Presipitasi DNA dilakukan dengan penambahan
1sopropanol 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
ethanol 70 %. Setelah dikeringkan, selanjutnya DNA dilarutkan dalam larutan TE (50 mM Tris
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HCI pH 8, 10 mM ECTA pH 8). Temumian dilakukan dengan isopropanol dingin. Pelet DNA
k.emudlan dipisahkan dan dicuci lagi dengan ethanol 70 % lalu dikeringkan dan pelet DNA
dilarutkan dalam 500 pL buffer TE.

Amplifikasi DNA

Hasil ekstraksi DNA tanaman tebu digunakan sebagai tempelaie untuk ampliiikasi DNA
dengan teknik PCR. Primer spesifik untuk gen fitase yang digunakan adalah ECI- 3’GCT AAT
CGC QTA TCT CGG AC-5’; dan EC3: 3°-CTA ATA ACG GGG TGG CGC GG-5". Reaksi diatur
sebflgal berikut: denaturasi awal pada 95°C selama 10 menit, denaturasi pada 95°C selama 30
detik, annealing pada 54°C selama 30 detik, extension pada 72°C selama 30 detk, final extension
pada 72°C selama 15 menit. Volume setiap campuran reaksi mengandung 25 pl yang terdid dari
12,5 uL Master mix; 1,25 pL masing-masing primer spesifik untuk gen fitase; 15 uL. DNA dari
tanaman transgenik dan kontrol dan 8,5 L ddH,0. Reaksi dijalankan sebanyak 40 siklus.

Elektroforesis dan visualisasi hasil PCR

DNA hasil amplifikasi sebanyak 2 uL DNA dimasukan ke dalam sumur gel agarose 2 %.
Elektroforesis dilakukan selama 30menit menggunakan buffer 1X TAE pada tegangan listrik 90
volt. Hasil elektroforesis diamati dengan merendam gel pada larutan etidium bromid 10 pg/ml
selama beberapa menit dan dipapar di bawah sinar UV menggunakan UV transiluminator. Untuk
dokumentasi gel difoto menggunakan film polaroid. Keberhasilan transtormasi ditunjukkan oleh
adanya pita DNA hasil amplifikasi dengan primer spesifik gen fitase.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Keberhasilan proses transformasi pada tebu selain dipengaruhi oleh kemampuan
Agrobacterium tumefaciens juga dipengaruhi oleh klon tebu yang digunakan Masing-masing klon
tebu mempunyai karakteristik pertumbuhan kalus vang berbeda-beda karena klon tebu yang
digunakan berasal dari persilangan yang masing-masing tetua memounyai kualitas dan Lamlicnistik
yang berbeda.

Kalus transgenik diregenerasikan dengan menggunakan media MS + BAF 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 wama pada daun tersebut diduga karena penyisipan gen fitase yang bersifat acak yang
menyebabkan tejadinya perubahan pada pembentukan klorofil. Diduga tejadi kelainan genetik
pada kromosom setelah introduksi gen fitase. Kemungkinan lain pada saat introduksi transgen,
transgen tersebut menyisip dalam kloroplas sehingga gen penyandi pembentukan klorofil menjadi
terganggu. .
Persentase kalus hasil transformasi yang tumbuh pada media seleksi kanamisin sekitar 80 %
(Tabel 1). Kalus yang tumbuh tersebut menunjukkan kaset ger yang disisipkan ke da}gm
Agrobacterium telah terintegrasi ke dalam genom tanaman tebu. Kaset gen tersebut memiliks
promotor, gen fitase, gen resisten terhadap kanamisin sebagai marka seleksi; dzm terminator
(Gambar 1). Integrasi gen fitase dideteksi dengan analisis PCR yang menggunakar_l primer spesifik
gen fitase. Hasil PCR menunjukan bahwa primer EC1 dan EC3 dapat mengamplifikasi gen ﬁta;e
yang diintroduksi pada kalus transforman (Gambar 3). Hal ini dibuktikan dengax} .adanya pita
ukuran 900 yang pada kalus transforman CB 6979; PA 183 seperti halnya kontrol positif (K+) yang
berasal dari plasmid pBIN1-ECS yang mengandung gen fitase. PCR pada kalus transforman Triton,
FA 175, PSJT 9441; PS 851; dan PA198 menunjukkkan pita ukuran 750 bp juga ter_dapat pada
kontrol positif (K+) yang berasal dari plasmid pMA. Kontrol negatif berasal dari tebu non
transforman pada masing-masing klon. Dari hasil penelitian sebelumnya aktivitas fitase meskipun
sangat rendah, ditemukan juga pada tebu non transforrian tetapi primer EC1 dan EC3 terbukti tidak
dapat digunakan untuk mengamplifikasi DNA gen penyandi fitase pada tebu tersebut, karena
kemungkinan perbedazn sekuens antara fitase tebu dan fitase yang disisipkan.

215 Makalah Oral Pengelolaan Keragaman Genetik



KESIMPULAN
1. Transformasi melalui Agrobacterium tumtaciens GV 2260 dapat bechasil memasukan gen
fitase pada kalus beberapa klon tebu Tnton, PA 175, PSJT 9441, CB 6979, DA 183; PS 351i;
dan PA198
2. Integrasi gen fitase dideteksi dengan menggunakan teknik PCR; menunjukkan pita ukuran
750 bp (pMA) dan 900 bp (pBIN1-ECS).
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Tabel I. Pesentase rata-rata kalus yang tetap hidup pada media seleksi kanamisin

Klon tebu Kaius tetap hidup (%)
Triton, 83
PA 175 ; 75
PSIT 9441 ‘ 75
CB 6979 80
PA 183 80
PS 851 85
PA198 ' 80
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Gambar 1. Konstruksi gene cassette pMA,(Santosa ef af. in press)
Keterangan:
SP = protein inhibitor sign.

al peptide

Gambar 2. Vanasi penamp:lan plantlet tebu transgenik
Caiatan: Gamnbar di-dokumentasi berdasarkan plantlet tebu transforman hasil Hartati, Susiyanti, Reny
Hayaty Zul, Ade Nena Nurhasanah (2006)
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900 bp~

Gambar 3. PCR kalus tebu transforn.an dan non transforman

Keterangan:

M) Marker 1 kb DNA ladder; k+) Kontrol positif (DNA plasmid pMA); 1) DNA kalus
transforman Triton; 2) DNA kalus non transforman triton; 3) DNA kalus transforman
PSJT 9441; 4) DNA kalus non transforman PSIT 9441; 5) DNA kalus fransforman 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 PA198; k+b) Kontrol positif (DNA plasmid pBinl-ECS); 11)
DNA kalus transforman CB 6979; 12) DNA kalus non transforman CB 6979; 13)
DNA kalus transforman PA 183; 14) DNA kalus non transforman PA183
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