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ABSTRAK 
Usaha untllk mendapalkan variela~· /ebll yang unggll/ ler,IIOmfl di!/ljllkan IInlllk perbaikaJl /woJllila<; dall 

kualila.<; dupal dilak:tkml dp ngall perhmkaJ/ genetik taJlamml me/ailli leA71ik rekaya<;Q geJlelika. Gen fttase dipilih UlTtllk 
disisipkaJl ke cia/am lallaman lebu karella gell· illi nlmghasi/km: ellzim yaJ/g dopal mellgllbah senyawrf fifaf yairu 
s<!lTymm organ;k yang mer,yimpan unsur fosja: df dclam se/lmlCIJ7UIJl. Kem-:mrpumT regeJlerasi Iwills trallsgenik sangat 
rendal!. p;!11~'<lI/w(m zal pellga1l!r lumhuh .~Wlg lI.pal sCIllga1 melle7l111kan iu:berhasi/all regenerasi ka/IIS lrmlSgenik. 

, . -'~ It"ifiml illi bertlljllatl /IIl(lIk mendapatk<m kom/yJsi.\7· EAP dml kinc1il1 yang sesuai lIlIfTlk per1l17i1blthall ImlCls ka/liS 

lfdmgenik tehll var. CR 6979. Kallis tehll var. CR 6979 di1rml.'iforma~i merrggu1/akan metode San10sa dellgall plasmid 
pAfA ~~al1g membmya gell fifas<!. l11arr.CJ seleksi kallamisin me!afui Agrobacferillm tumefaciens GV 2260. Kallis 
Irclllsgellik diklllfur pada media regel1er£lsi }'1Syallg ditamhah del1gclJl EAP fO mg/L: 0.5 mgL: 1. 0 IlIg/I) dall kilietill (0 
mg! : 0.2 fT1g:L: 0..-1 !!1g'L). Afi!dia n:generasi MS dengan pel1Gnlbah.l'I EAP 0.5 1llgL dall hllelill 0..2 mg,'L 
l11embl!rikall hasil yang terbaik 5 minggu setelah taJ1al11 unluk regenerasi dall pertwnhuhml kalllS frasgel1ik tebu ver. 
eB 6979 dengan jllmlah lunas yallg terbelTfuk 19.20 dall ra1a-ra1a j/(mlah cknll! 18.80. 
Kata kunci : BAP, kinetin, regenerasi, Iwlus transgenik, tebu 

PENDAHULUAN 
Tebu (Sacchanlm offidnarum L.) nJerupakan salah satu tanaman perkebunan yang paling 

tua dikenaI oleh manusia dan memiIiki peranan penting, dimana 65% produksi gula dunia berasaI 
dari tebu. Beberapa komponen alami pada industri farmasi berasaI dan teb'.}. Di bidang pertanian 
(lan industri, produk dari industri gula digunakan untuk pakan ternak., pabrik kertas dan sebagai 
sumber bahan bakar. 

Produksi gula di dalam negeri tahun 1998 adalah 1.5 juta ton, dan pada tahun 2002 sebesar 
1.8 juta ton (Dewan Gula Nasional, 2003). Produksi gula sebesar ini belum bisa mencukupi 
~o~umsi masyarakat rnd~nesia ~ena konsumsi ~la leb~ tinggi di.banding de~gan prod~i, 
:i~gga untuk mencukupl kebutu.nan daIam negen pemenntah mengImpor 1.49 Juta toft setmp 
tahun. PacIa tahun 2005 lndonesi;;l mengimpor guJa sebesar 1,6 juta ton dan menduduki peringkat 
kedua sebagai negara pengimpor gula sesudah Rusia (Khudori, 2005). Hal inir,nemperlihatkan 
bahwa terdapat peluanguntuk pengembangan tanaman tebu guna memenuhi keb$han. 

. .,Y 

Usaha untuk mendapatkan varietas tebu yang unggul terutama ditujukart untu...l( perbaika.!l 
kuantitas (bobot tebu per hektarY ~ kualitas (rendemen gula) cIapat diIakukan 'dengan perbaikan 
genetik tanaman melalui teknik rekayasa genetika· yang terbulli manfaatnya oalam memperbaiki 
sifat. . - . 

Gen fitase dipilih untu.k disisipkan ke dalam tanaman tebu karena gen ini menghasilkan 
enzim yang dapat mengubah senyawa fitat yaitu senyawa organik yang menyimp3n unsur fosfat di 
dalam sel tanaman. Unsur fosfat yang tersimpan di daIam fita! ini tidak dapat dimanfaatkan oleh 
tanamaIL Jika senyawa fitat di hidroliSis akan menghasilkari ester yang berfosfat rendah dan 

. meJepasbn unsur fosfat anorganik. Fosfat anorganik yang tersedia di dalam seJ tanaman 
memberikan !Jengaruh positifpada proses pembentukan klorofil, meningkatkan fotosintesis dan 
metabolisme tahaman tebu sehingga rendemen tebu rneningkat. Fitase juga meningkatkan 
ketersediaan mineral-mineral lainnya, seperti kalsium, ITI.a.oonesium, dan kalium di dalam jarinS;ln 
tanaman sehingga tanaman dapat me:1gurangi ·kebutuhan pupuk 
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protokol regenerasi tanaman yang efisien dan stabil. Perubahan-per-Jbal"ian yang tefjadi_pada 
ekspJan rnenuju pernbentukan turnbuban barn (planlet), sangat tergant:1flg pada medium tempat 
tumbuhnya, bahan ekspJan, penggunaan zat pengatur tumbuh y~g seimbang dan kondisi 
li!1gkungan kultur. 

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan komposisi BAP dan kinetin yang sesuai untuk 
pertumbuhan tunas kalus transgemk tebu var. CB 6979. __ . 

BAllA...:'\" DAN METODE 
. Tempat dan waklu 

Penelitian d.ilakukan selama 8 bulan di Laboratorium Bioteknologi Tanamar., Departemen 
Budidaya Pertanian, Fakultas Pertanian IPB. 
Metode Kerja' 
PerbanyakanKalus _ 

Varietas tebu yang digunakan adalah CB6979. Eksplan yang digunakan adalah bagian daun 
muda yang ::nasih mellgguiung dari pueuk tebu berumur 4 - 6 bulan serta mempunyai jaringan yang 
sehat. Pueuk tebu tersebut dipotong sepanjang 20 em tepat di atas meristem. SteriJisasi dengan 
eara pencelupan ke dalam aikohoJ 70% dan dibakar di atas nyaJa api spiritus. SteriJisasi diulailg 
sampai 3 kali sambil membuka dan membuang lapisan daun pucuk hingga diperolehd~urr muda 
yang masing mengbrulung. Eksplan dipotong berukuran 2 - 3 mm sebanyak W potong. Eksplan 
seJanjutnya ditanam pada media MS yang ditambah d~ngan 3 mglL 2,4-D dan O. J rngJL kinetin 
kemudian disimpan dalam ruang inkubasi selama J bulan sampai diperoJeh kalus yang mempunyai 
st7ilktur kompak dan mampu berproiiferasi. Seielah saru bular.. kalu:; disubkultur pada media MS-l. 
Tuosfo!"masi KalusTehu dengan Cen Fitase (Santosa el ai, 2004) 

Kaius tebu dimaSukkan kedalam 2 mL eppendorf dan diinokulasi dengan 0.5 mL kultur 
suspens~ Agro,'?acter;um (ODj78 = 0.2) dan dJbiarkan 5 - 1 C menit pada suhu ruang setelah itu kalus 
dikeringkan dengan kertas steril untuk mengurangi cairan suspensi bakteri. Kalus yang telah 
dikeringkan tadi dimasukkan ke dalam 30 mL MS yang mengandung 0.5 gIL kasein hidrolisat, 100 
mg/L asetosiringon <b1 50 mgtL kanamisin, inkubasi dengan kondisi geJap pada 28°C samblJ 
digoyang 60 rpm selama 2 hari, jika ada pertumbuhan Agrobut;feriznn media diganti dengan media 
barn Setelah ko-kultivasi Icalus dicuci deIlouan air steril sebanyak 2 kali lalu dikeringkan pada 
kertas saring steriI, kemudian kaJus dipindahkan pada media MS sebanyak 25 m1 yang mengandung 
0.5 g'L kasejn hidroHsat, cefotaksim 1000 mgIL dan diinkubasj p3da kondisi geJap 28°C sambi] 
digoyang pada 60 rpm selama 2 jam. Selanjutllya kalus ditransfer ke dalam 30 mL media MS yang 
mengandung 0.5 mgIL kasein hidrolisat., 500 mglL cefotaksim Ialu diinkubasi dengan kondisi gelap

/ -"\ 
\ ) 	 pada 2,fC sarnbil digoyang 60 rpm selama 2 hari seJanjutnya ganti media dengan media MS yang 

mengandung 0.5 mgIL kasein hidrolisat, 500 mg'L cefotaksim, 100 mgfL kanamisin dan kuitur 
selama seminggu untuk memastikan tidak ada. pertumbuhan bakteri. Setelah seminggu kalus 
dikeringkan lagi derI!fcU1 kertas sariog steril dan dipindahkan ke media padat MS yang mengandung 
0.5 mgIL kasein hldroIisat, 500 mgIL cefotaksjm, 150 rng'L kanarnisin, dengan kondisi ge)ap 28°C 
selama 2 minggu atau lebih. Selar.jutn'ya kaJus ditanam pada media MS I dengan kaIiamisin 150 
mgIL untuk mendapatkan struktur yang bmpak dan mampu berproliferast, setelah sebulan kalus 
disubku!tur dan. se!anjutnya dapat diregenerasikan pada media dasar MS dengan penambahan zat 
pengatur tumbuh BAP dan kinetin. 

---\ 
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Gambar 1. Konstruksi plasmid rekombinan pMA (Santosa et.al.. 2006, in press) 

455 Makalah 0'-.11 Pen~elola-''11 Kera~aman Gel1!" ik 



_ _ 

, ( 

~' " ge n'c r.~ s i 1 ~'" ,, 1:13 : ; T.:::l:m 
'~' ~: ::lP :< :;ene r~ ~ ~ :::aIL~> p3.d:l ;,lw ia optir.:-<i::- ; :cgenc dSi Ji lakukan I.' ~engg lliLakalt ~\ancangan 

Acak LeJlgkap Faktorial 3 x 3 dengari S ulangan. Yang terdiri daTi fak1:or A adalah konsentrasi BAP 
yang terdiri dari 3 tarat~ yaitu : 

AI. 0,0 mgfL 
A2, 0.5 mgiL 
A3. 1;0 mgiL 

Fak.1:or B adalah konsentrasi Kinetin yang terdiri dan 3 taraf, yaitu : 

Bl. 0,0 mglL . 

B2. 0.2 mg/L 

B3. 0.4 mg/L 


HAS~ DA1\ PE1\1BAHASAN 
Kalus ditransformasi dengan menggunakan metode Santosa et al., 2004 dan kalus yang 

berhasiI tumbuh pada media seIeksi kanamisin dipindahkan pada media kaJus dan media regenerasi. 
Rata-rata jwnlah tunas kaius transgenik CB 6979 yang diamati pada minggu ke-S clapat 

dilihat pada tabel 1. Dan tabel dapat dilihat bahwa penambahan BAP dan kinetin berpengaruh 
nyata terhadap rata-rata jumlah tunas. Perw.mbaruln 8AP 0.5 mg/L dan kin~tm 0.2 mg/L 
memberikan hasiJ rata-r,ata jwnlah tunas yang tcrbanyak. Sedangkan interaksi antara penambahan 

. · · ~AP dan kinetin berpengaruh nyata terhadap rata-rata jumlah t:JndS, Rata-rata jwnJah tunas 
( 	 . ~ rting~i dihasilkan dan media dengan konsenrrasi BAP 0.5 mg!L dan kinetin 0.2 mgtL. BAP dan 

kinetin mcrupakan sitokinin, sitokinin meningkatkan pembelahan sel dan menstimulasi inisiasi dan 
pcrtumbuhan tunas in vitro (BeyJ, 2005). BAP merupakan jenis dari sitokinin yang memiJiki peran 
fisJolcgis, daput n1~j]dorong pembelabdn sel, !Tlmfogenesis, pertuna san , pembeniukan kloroplas, 
pcmecahan dorrnansi, pembentukan stomata, menghambat senesence dan absisi (Tim Laboratorium 
Kultur Jaringan Tanaman, 1991; Gunawan 1987: dan Pieri!.:, 1987). Penambahan sitokinin terutama 
BAP O.S mgIL pada raedia digunakatl untuk inisiasi tunas yang lebih bagus (Naik, 200l) 

Tabel 1. 	 Rata-rata Jum1ah Tunas Kultur In Virro KaJusTransgenik Tebu Varietas CB 6979 pada 
minggu ke-5 

MinQ:!ID ke-5 .... » 
BAP Kinetin (mg/L) Rata-rata 

(mgfL) 0.0 0 .2 u.4 , . 

0.0 4.&Oe 7.0Se 4.95e 5.60c 
O.S 8.2Sbc 19.20a 18.3Sa 15.26a 
1.0 11.50b 17.65a 6.95c 12.03b 

/ -..) Rata-rata . 8.18b 14.63a 1O.08b · 

I",",let : nilai-nilai yang diikuti oleh huruf sarna tidak berbeda nyata pada taraf 0.05 uji Duncan 


Rata-rata jumlah <laun tebu varietas CB 6979 pada minggu ke-5 dapat dilibat daJ~ tabe12. 
Pada tabel 2 dapat diamati bahwa pengarnatan pada minggu ke-5, penarnbahan BAP dan kinetin 
berpengaruh nyata terhadap rata-rata jumlah daun. Interaksi antara penambahan BAP dan kinetin 
berpengaruh liyata terhadap rata-rata jumlah daUit Rata-rata jumlah daun tertinggi dihasilkan dari 
media dengan konsentrasi BAP 0.5 mglL dan kinetin 0.2 mgIL. -	 ' 

Tabel 2. 	 Rata-rata JumJahDaun Ku1tur In Vitro Kalus Transgenik Tebu Varietas CB 69791'2da 
minggu ke-S 

Min&,cru ke-5 
BAP Kinetin (mglL) Rata-rata 

(mg/L) 0.0 0.2 0.4 

0.0 5.70d 8.00ed 4.75d 6.15b 
0.5 12.40c 28.80a 19.5Sb 20.25a· 
LO 22.65b 24.40ab 7.60d 18.21a 

Ra~3-rata 13.5gb 20.40a J0.63c 
Ket : nilai-nilai yang diik:zti oleh huruf sarna tidak berbeda nyata pada taraf 0.05 uji Duncan 
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Dari da ta yang dihasi lican untuk mer:dapar~an j un1!ah tunas dan daun yJ ng lir:ggi harlJs 3d:! 
kcseimbangan antara konsentrasi BAP dan kinetin yang ditamb2rJC:ln p~da mdi::t. l\1cr.urut G::.b~ 
2005 penambahan ·konsentrasi sitokirun pada media yang terlalu tinggi dapat mtnyebabkan 

, sedikitnya tunas yang tumbuh, yang mana mengaJ...ibatkan kegagalan dalam perkembangannya. 
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Gambar 2. Regenerasi Kalus Transgenik Var. CB 6979 pada beberapa komposisi media l)BAP 0.5 
mglL, kinetin 0.0 mgIL; 2) BAP 0.5 mg/L, kinetin 0.2 mgfJ; 3) BAP 0.5 mgfL, kinetin 
0.4 mg/L: 4) BAP LO mg/L. kinetin 0.0 mglL; 5) BAP 1.0 mg/L.~ kinetin 0.2 mglL 
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