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Absfrak 
Ketidakseimlxmgun kunsum:;i dw: prudubi gu/a lIwiulIa/ memam para prrxluser gil/a untuk meningkatlam 

produhi. PCllillgkalall prodllhi illi dapa/ dilak7/kall melaltli pellillgkataJl bobol tebll dall rcndcmcn gula,prodllklifilas 
lallall dall perakilatJ varielas 1I11gg1l1. TraJlsjormasi gCIl filase fX1da /ebu diharapkall mampll mel1il1gkmkal1 rendemel1 
gllia dan meJlekan peJlggullam/pupllk P. Se/ain iru jaringwi /ail!!zya dapor digzmakaJl Illiruk pakan temak. Tranifcrmasi 
dmga/l Agrobaclerilltn ini dilaA7/kp17 pada ka/lls embriog<'lIik lebu dengall melode modiflkasi. KeberhasikI17 
rrall!>forma<;i tidak [epas dari (ahap regenerasi. Oprilliosi media regenerasi men.f('l;IlIIakan MS dertgan penambahan 
ai/hili (2.-1 D dOli NAA dellgall kOl7scllfra<;i yallg sama : I dan 2 ppm) dan BAP (0.5; U); 1.5; 2J) ppm). Del1gall 
melOde modifikasi ini kaills yang mar.7pll/itmbllh paLla media seleksi wnamisin 150 mg'l seialar 80%. DOI/IIIl/uk media 
regellaosi yang cocok ada/all ,HS' dfmgafl [Xnambahan NAA I ppm 1all BAP I ppm. 
Key word: Irnnsjormflsi, lehu, gell Jdflse 

PENDAHULL\N 
Prospek pasar gula di Indonesia cukup baik karena peml:ntaan gula da/am negeri cukup 

tinggi. Hal ini dapat diketahui dan semakin tingginya impor gula yang dilakukan pemerintah. 
Sebenamya produksi gula nasional menga1ami 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 g'.lla adak dapac dihindari agar kebutuhan gula dalam negeri terpenuhi 
(Wiliarto, 2005). 

Adanya ketidakseirnbangan antara konsumsi dan produksi gula disebabkan oleh rendahnya 
prodill.'tifitas tebu dan ketidakefisienan industri guJa nasional serta peningkatan jumJah penduduk 
yang mengkonsumsi gula. Akibat Jain dari peningkatan jumJah penduduk adalah teIjadinya 
pergeseran pertanaman tebu dan pertanaman lainnya. Penanaman tebu pada Iahan yang 
produktifitasnya rendah menirnbulkan ketidakefisienan pemupukan terutama P. 

Gen fitase menghasilkan suatu enzim yang mampu merombak fimt - senyawa organik yang 
menyirr.pan unsur fosfat dalam sel tanam:m - menjadi ester yang berfosfat rendah dan me1epaskan 
unsur fosfat anorganik. Penyisipan gen fitase diharapkan dapat rneningkatkan ketersediaan P dalam 
jaringan rnaupun di sekitar pera~ sehingga pemakaian pupuk P lebih efisi~n. Selain itu 
penyisipan gen fitase akan meningkatkan lajufotosintesis yang akhimya ~dapat meningkatkan 
produksi tebu (Santosa et aI., 2004) '.' . 

Proses transfer gen fitase ke' dalarn tanaman tebu dilakukans'ecare tidak langsung dengan 
rnenggunakan vektor, yaitu: Agrobacterium twnajaciens. Carn ini banyak dilakukan karena tingkat 
keberhac;ilan dan kestabiJan gen yang tinggi. 

D2Jam proses transfonnasi genetik penumbuhanjaringan tanaman,tebu secara in-vitro untuk 
memperoleh kalus dan meregenerasikan kaillS menjadi planlet merupakan hal yang penting. Dalarn 
metode kuItur in-vitro ini terdapat beberapa hal yang perlu diperhatikan diantaranya komposisi 
media tumbuh, ekspJan (genotipe tanaman) dan perimbangan zat pengatur tumbuh. 

Dari penelitian ini diharapkan marnpu mendapatkan tebu transfonnan yang rnengandung gen 
titase dan media yang sesuai untuk regenerasi tebu baik yang transforman ataupun non transforman. 
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Kontn.Llz-si plasmid reko; ~1binan p1YiA (Santosa, 2006 in press) sebagai berikut: 


CaMV 35S SP 1045 bp phy ! OSC 1---11 nptll 
. ECL03375 I ! Kan R 

/L'_________,.____~ ___________ ____~~L_ 

EcoRI Asp7 18 BamHI!BglII Salt HindII 

Plasmid ini diamplifikasi Escherichia C(>!i ECL03375. yang dikendalikan oleh promotor kimera 
CaMY 35S dan OCS enhancer agar terekspresi dj seluruh bagian tanaman. Selain itu vek'1or tersebut 
dilengkapi dengan protease in~ibitor 11 signafpepfide. Setelah konstruk vektor tersedia dilanjutkan . 
dengan menyisipkan vektor tersebut ke daJam Agrobac/erillm /lima/aciens GV2260 dan kemudian 
digunakan untuk transfonnasi tebu. r 

Transformasi Tebu 
Kalus embriogenik dipotong menjadi 2-3 mm, inkubasi pada media 15 m[ MScd, dalam 

kondisi geIap, shaker pada kecepatan 60. rpm selama I minggu. Tujnh jam sebelum kokuitivas~ 75 

Jll antioksidan ditambahkan pada media. Selanjutnya mempersiapkan satu koloni Agrobactcrium 

dalam plate agar dan menumbuhkan bakteri tersebut pada media LB dan 1 mIll rir (100 mgt1) 


. ~~lllpai diperoleh ODr,20 = 0.6 kemudian didapatkar. ~ktnya dengan cara me1akukan sentrifugasi 

' y./da 900 g sclama 5 menit Pelet yang didapatkan dicuci dengan· MS cair yang ditambah 

antioksidan. Kalus yang telah disiapkan djinokulasi dengan 0.5 - 0,75 ml suspensi bakteri (OD57~ = 


0.2) seJama 5-10 menit pada suhu ruang kemudian kalus dipindahkan ke kef1a:' ~aring liDtuk 


menghilangkan suspensi b~kteri dan tranfer kalus paQ130 m! MS yang mengandung 0.5 mg/l 

casein hydrolisate, lOO mg/l acetosyringone, dan 50 mg/1 kanamisin pada 250 mI erlenmeyer, 

inkubasi pada 28°C, TillU1g gelap, dan 60 rpm selama 2 hari, jib terdap21 pertumbuban 

Agrobac/criwn ganti dengan media bam. Setelah proses kokultivasi kalus dicuci dengan air steril 
sebanyak 2 kali dar. dikeringkan pada kertas saring steril, kemudian transfer pada 25 ml tlfS yang 
mengandung 0.5 gil casein hydroJjsate dan ]000 mgr1 cefotaxime, inkubasi pada suhu 28°C, ruang 
gelap, dan shaker selama 2 jam pada kecepatan 60 rpm, selanjutnya kalus ditransfer kembali pada 
30 m1 MS yang mengandung 0.5 mg/1 casein hydrolisate dan 500 mgll cefotaxime, inkubasi pada 
suhu 28°C, ruang gelap, dan shaker selama 2 haD padakecepatan 60 rpm (hila terdapat 
pertumbuhan bak'1eri media diganri dengan media yang baru sampai tidak ada pertmnbuhan bal'1eri 
yang terarnati) (Santosa el at., 2004). KaJus ditransfer Jangsung pacta merua MS-l padat yang 
mengandung 500 ppm cefotaxime dan 50 ppm kanamisin selama 2 minggu. Kernudian kaIus 
dPJ.·lmbuhkan pada media MS-I dengan kanamisin l50 mg/I untuk seleksi. Kalus yang tetap tumbuh 
Pt--.' media dengan kanamisin akan di subkultur atau diregenerasikan. Prosedur ini merupakan 
metod~ .modifikasi berdasarkan penelitian yang dilakukan-sebelumnya (Ar.anda. 2004). T 

Regenerasi KaIus Tebu 
Regenerasi kalus· yang dilakukan pada penelitian ini disusun secara faltoria! dengan 

Rancangan Acak Lengkap (RAL). Optimasi media regenerasi tWlas PS 851 menggunakan faktorial 
t x 4 dengan 5 ulangan. Macam perJakuan kombinasi dari auksin dan sitokinin pada media. Auksin 
erdiri dari 4 taraf, yaitu 2.4-D (J ppm, 2 ppm) dan NAA (1 ppm, 2 ppm). Sitokinin yang digunakan 
tdalah BAP yang terdiri dad 4 taraf (0.5 ppm, 1 ppm, 1.5 ppm dan 2 ppm) sehingga pada tahap iill 
erdapat 16 kombinasi dan 80 satuan percobaan, Kalus diinkubasi pada kondisi terang dertgan suhu 
8 °C selama 5 minggu. Pengamatan dilakukan terhadap jumlah kalus yang membentuk tunas dan 
aun, Media yang paling sesuai untuk PS 851 ini akan digunakan untuk meregenerasikan kaIus tebu 
,asil transformasi. 
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per/Ulna, varietas tebu yang digunakan. Setiap varietas tebu memiJiki kemlL'llpuan yang berbe.da­
beda dalam membentuk kalus. Penwklatan pada kalus dapat menghambat peItlJmbuhan dan 
berpeng2.rtth pada saat kalus mengalami transfonnasi. Kedua, proses sub-kultill. Kalus yang 
dihasilkan dari eksplan harns mendapar media baru setelah riga minggu penanaman. Namun kalllS 
yailg mengalami sub-kultur beberapa kaIi akan memiliki kemampuan pertumbu1la.T} yang rendah 
(Sai1tosa et al., 2004). 

Varietas PS 851 tennasuk varieras yang mudah membentuk kalus dan jarang mengalami 
. pencoklatan (Gambar 1.). Basil transformasi pacta kalus dari varietas ini menunjukan hasil yang 

baik jika trnnsfonnasi dilakukan pada kalus yang hanya mengalami dua kali sub kultur. Hal ini 
diduga karena produksi kalus dari ekspbn tidak seragam. 

Plasmid yang digunakan dalarn 'fralliforr;nasi ini membavv'a gen·penyeleksi antibiotik lZptIl 
yang menyandikan enzim' neomysin phosphotransferase yang bersifat resisten terhadap .kanamisin. 
Untuk menyeleksi kalus yang telah ditransformasi digunakan media yang mengandung kanamisin. 
Hanya kalus yang dilengkapi dengan gen ketal-lanan kanamisin yang rerdapat dalam vektor yang 
dapat memperbanyak din sedangkan kalus yang tidak mengandung gen ketahanan kanamisin alum 
mati. . 

Kalus varietas PS 851 setelah ditanam dalam media seleksi kanamisin yang mampu hidup 
dan tumbL!h sekitar 80% dari jumlah ka!us yang ditransformasi (Gambar 2). Sebagian katus 
mengalami perubahan warna menjadi kec0klatan pada pengarnatan niinggu ke-2. Pada pengamatan 
minggu ke-4 kematian kalus mulai terlihat ya~g drtandai dengan pembahall warna kalus me!1jadi 
hitam. KalliS yang telah terseleksi pada media kanamisin sela~iutnya ditanam pada media 
regenerasL 

Optimasi inedia regenerasi dilakukan terkbih dahwu pacta kalus yang belwn ditransform:lSi. 
Sehingga kalus basil transformasi dapat lan~ung diregenerasikan pada media optimum umuk 
varietas tersebut Jumlah tunas varietas PS 851 yang diamati pada minggu ke-5 dapat dilihat pada 
Tabel 1. Penambahan auksin., BAP dan interkasi dari keduanya berpengaruh nyata terhadap 
pembentukan tunas. 

Tabel L Rata-rata lumlah Tunas Kultur In~Vitro Tebu Varietas PS 851 minggu ke-5 
BAPAuksin Rzta~rata 

(ppm) 2,4D 2.4D NAA NAA 
(I ppm) (2 ppm) (1 ppm) (1 ppm) 

0,5 8,4 f 3.30 h 19,80 b 16,95 b 12, II 
. 1,0 16,20 b 9,00 f 55,70 a 14,85 b 23,94 
1,5 10,50 d 2,65 j ] 7,80 b ]8,65 b ]2,40 
2,0 11,OOc 4,35g ]8,20b 16,70b 12,56 

Rata-rata }},52 4,82 27,87 16,79 

Ket: nilai-nilai yang diikuti oleh hurufyang sarna tidak berbeda nyata pada tarafD.05 uji Duncan 

Penambahan auksin terutama 2,4 D dengan konsentrasi yang lebih --tinggi dan BAP akan 
menghambat'pembentukan tunas dan memacu pertumbuhan kalus. Sedangkan penambahan BAP 
lebih dari 1 ppm menunjukan pertumbuhan tll~ yang kurang baik. Pada m~ia dengan 

. penambahanNAA 1'ppm dan BAP 1 ppm kaIus mampu menghasilkanjumlah tunas yang tinggi dan 
menunjukan periumbuhan yang baik. 

Tabe12. Rata-rata Jumlah Daun Kultur In-Vi/ro Tebu Varietas PS 851 minggu ke-5 
BAP Auksia Rata~rata 

(ppm) 2,4D 2,~D NAA NAA 
______'--~(.:..lJ::.Ippr.::m~) (2 ppm) (l ppm) (2 ppm) 

0,5 1,38b J,26b ],66 a ],26b ],39 
1,0 1,64 a I,Ol c 2.00 a 1,12 c 1,44 
],5 1,36 b 1,00 c 1,29 b 1,13 c 1,19 
2;0 1,25b 0,95 c 1,28bl,30b 1.19 

Rata-rata ],41 1.05 1.56 1,20 

Ket : nilai-nilai yang diikuti oleh hurufyang sama tidakberbedanyata p~da taraf 0.05 uji Duncan 
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merua 	dengJ,ll pen.a.mbal1a.;l NAA 1 ppm dan BAP 1 ppm. Pacia media dengan penambanan BAP 
lebiil i.1ar: 1 ppm daun menjacii ktriting. 

Men'Jrut SUeiY~lita (2005) h~nnon yang baik digunakan untuk pembentukan tunas adalah 
BAP dengan kunsentrasi 0,2 - 1,0 mgfL. Sementara Naik (2001) menyatakan untuk pembentukan 
tunas dalam kultur in-vitro tebu dapat rngunakan NAA dengan konsentrasi 2 mglL. 

Dan pengamatan rata-rata jumJah tuna.;; dan daun pada merna regenerasi diperoJeh media 
optimum untuk varietas PS 851 adalah media MS dengan penambahan NAA 1 ppm dan BAP 1 
ppm. 

Regenerasi kalus tebu hasil transformasi dilakukan pada media optimum menghasilkan 
pertumbuhan yang baik. Kal us mampu berkem bang dan menumbuhkan tunas. Pertumbuhan tuilas 
yang baik di ikuti dengan pertumbuhan daun dengan \varna yang' berl.>eda-beda, yaitu ~ albino, 
kup.ing, hijau muda, hijau, bergaris hijau-kuning (G:1mbar '4.). 

Perbedaan warna ini teJjadi karen a degr.:dasi idorofiJ yang diduga sebagai akibat penyisipan 
gen fitase pada kalus tebu tersebut bersifar acak sehingga mengganggu proses pembentukan 
klo[ofiL 

KESINfPIJLAN DAN SARAN 
~esimpulan : 

i, ~ 	 Dengan metode modifikasi ini kalus yang mampu tumbuh pada media seleksi kanamisin 150 
m~iJ sekitar 80%, Kalus yang 10105 dan media seleksi ini diduga merupakan kalus 
trcmsfom1an. 

2. 	 Merna regener3.Sj yang sesuai lliltu..\.; varietas PS 851 baik non transforman maupun 
transfonnan adalah MS dengan penarnbahan NAA 1 ppm dan BAP 1 ppm. 

Saran: 
Untuk mengetahui bah\\fa.g~n fitase yang disisipkan pada tanaman tebu varietas PS 851 

telah terintegrasi daJam genom tanaman perlu dilakllkan uji lebih lanjut dengan menggunakan peR 

UCAPAN TERlMA K~Sm 

Penelitian ini dapat dilaksanakan dengan menggunakan dana dan RAPID (Riset Andalan 

Perguruan Tinggi dan Industri). 
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Lempiran ~. KOlllposisi media LB 
Tripton 10 gil 
Ekstrak yeast 5 glJ 
NaCl 5 gil 
Sucrosa 5 gil 
MgS04.7HzO 20 gil 
MgCh.6HzO 10 gil 

sampai tera. 


Lampiran 2. Komposisi media transformasi metode modifikasi 

Media 	 Ko~.nposisi 

MS 	 !'AS salt; ! mgll asam nicotinat; 
0.8 mgIJ vitamin B1; 0.5 mg/l vitaml.:i B6; 

---:-::--:----:-~--:---:----------1-00-m-"gJ1"---myo-inosotvl dan 20 gil sukrosa 
MS Induksi kalus MS salt; J mg!1 asam nicotinat; 

0.8 mgI! ..i!amin B1; 0.5 mg!1 vitamin B6; 
lOu mgn myo-inosotol dan 20 gil sukrosa; 
500 mg/! casein hydrolisate; 5 mg/1 2.4-0 

MS Anti Oksidan MS induksi kalus ditambah dengan i5 mg:;1 asan1 askorbat; 40 
m)!l1cistein: 2 mg/l silYer nitrate 

MS Seleksi 	 !vfS salts: 1 mg,l asam r.icotinat; 
0.8 mg;l \i:all~ B1; 0.5 mgil vifamin B6: 
100 mg/l myo-inosotol dan 20 gil SUJ..TOSa; 

150 mg,:l kana.-nycin; 5 mg/l1.4-D 

Lampiran 3. Komposisi media MS untuk induksllW.iuSaan regenerasi 
lnduksi K31us 	 Regenerasi Planlet

Senyawa 
MS I mg.-1 	 MS II m)lil 

A. NH4N03 	 1650 1650 

KlhPO~ 

CoCh.6HzO 

Na2Mo4.2H20 
K1 

( 
-
)-


E. 	MgSO...7H2O 

ZnSO...2H2O 

F. 	Na2EDTA 

FeS04.2HzO 

Myo_inositol 


G. Thiamine Hel 
Pyridoxine Hel 
Glycine 
Niacin 
Sukro~ 

GeIrite 
2.4-D 
Kinetin 
NAA 
BAP 

401 

1900 

440 

6.2 

170 

0.025 

0.25 
0.83 

370 

8.6 

37.3 

27.8 
:":-	

1 
0.1 
0.5 
2 
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Gambar 1. Kalus tebu de.ogan sub kultur yang berbeda. A Kalus hasil sub kultur :2 kali dan akan 
digunakan sebagai bahan transfonnasi. B. Kalus hasil sub kultur lebihdari :2 kali 

Gambar 2.Kalus tebu yang telah ditransfonnasi pada media kanamisin dengan konsentrasi 150 
mg/L 

Gam~ar 3. Media regenerasi kalus tel:>u varietas PS 351 dengan media dasar MS dan penambahan 
NAA I ppm dan BAP 1 ppm 

~~~bar 4. Planlet tebu transfonnan pada media regenerasi optimum untuk vari~PS 851 
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