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Sukrosa merupakan produk akhir asimilasi karbon selama proses fotosintesis

yang terjadi pada organ daun. Sukrosa sebagai produk akhir asimilasi karbon

ditanslokasikan dari daun (source) ke organ penyimpanan (sink) untuk mendukung

pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Proses translokasi sukrosa pada tanaman

dari source ke sink difasilitasi oleh protein sucrose transporter (SUT). Beberapa

penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa overekspresi gen SUT dapat

meningkatkan transportasi sukrosa pada tanaman. Penghambatan ekspresi gen SUT1

pada tanaman dengan RNA antisense dapat menghambat proses translokasi sukrosa.

Hal tersebut mengindikasikan bahwa SUT1 berperan penting dalam proses

transportasi sukrosa. Tanaman tebu (Saccharum officinarum L.) merupakan tanaman

yang mengakumulasikan sukrosa pada organ batang. Proses akumulasi sukrosa dari

organ daun menuju organ batang tanaman tebu membutuhkan peran protein sucrose

transporter. Telah dilakukan kloning cDNA SUT pada tanaman tebu yaitu SoSUT1.

Gen SoSUT1 sebagai gene of interest ditransformasikan pada tanaman tebu

menggunakan vektor A. tumefaciens dengan eksplan transformasi berupa pangkal

tunas tebu in vitro untuk meningkatkan efektifitas transformasi.

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan tanaman tebu transforman

melalui proses transformasi menggunakan vektor A. tumefaciens yang membawa gen

SoSUT1. Metode penelitian meliputi persiapan eksplan, pengkulturan A. tumefaciens,

isolasi DNA plasmid untuk mengkonfirmasi keberadaan konstruk pAct-SoSUT1,
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transformasi menggunakan vektor A. tumefaciens meliputi tahap infeksi, kokultivasi,

eliminasi, seleksi dan aklimatisasi. Tanaman putatif transforman yang telah berhasil

diaklimatisasi, dilakukan isolasi DNA genom untuk kemudian dianalisis PCR.

Hasil analisis PCR dengan primer hpt II menunjukkan bahwa dari 24

tanaman tebu putatif transforman yang berhasil diaklimatisasi, didapatkan 15

tanaman tebu transforman yang positif mengandung gen ketahanan antibiotik

hygromycin, sehingga dapat dikatakan juga mengandung gen target SoSUT1.

Efektifitas rata-rata transformasi gen SoSUT1 menggunakan eksplan pangkal tunas

tebu in vitro sebesar 6,8% dengan persentase efektifitas transformasi pada

transformasi pertama, kedua dan ketiga berturut-turut sebesar 10,34 % ; 4,6% dan

5,45%. Kode T1.1, T1.2, TI.3, T1.4, T1.6, T1.7, T1.8, T1.9, T1.10 dari transformasi

pertama, kode T2.1, T2.2, T2.4 dari transformasi kedua dan kode T3.2, T3.5, T3.6

dari transformasi ketiga. Dari 24 tanaman putatif transforman yang dianalisis,

terdapat 9 tanaman yang dinyatakan sebagai tebu non transforman dengan tidak

terdeteksi adanya pita DNA hptII. Hal ini disebabkan karena adanya perlindungan sel

non transforman (escape) oleh sel transforman sehingga sel tanaman tersebut bersifat

chimera (belum homogen).
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sukrosa merupakan produk akhir asimilasi karbon selama proses fotosintesis

yang terjadi pada organ daun tanaman (Buchanan et al., 2000). Sukrosa sebagai

produk akhir asimilasi karbon ditranslokasikan dari daun (source) ke organ

penyimpanan (sink) untuk mendukung pertumbuhan dan perkembangan tanaman

(Campbell et al., 2002). Proses translokasi sukrosa pada tanaman dari source ke sink

difasilitasi oleh protein transport yang dikenal sebagai sucrose transporter (SUT)

(Rae et al., 2005).

Protein SUT telah diteliti pada hampir semua tanaman yang memiliki

manfaat penting seperti padi (Aoki et al., 2003), kentang (Krugel et al., 2008) dan

tebu (Rae et al., 2005). Beberapa penelitian yang telah dilakukan menunjukkan

bahwa overekspresi gen SUT dapat meningkatkan transportasi sukrosa pada tanaman.

Sedangkan penghambatan ekspresi gen SUT1 pada tanaman dengan RNA antisense

dapat menghambat proses translokasi sukrosa. Berdasarkan penelitian yang dilakukan

oleh Kuhn et al. (2003) penghambatan ekspresi SUT1 menggunakan teknik RNA

antisense pada tanaman kentang berpengaruh pada pengurangan akumulasi berat

segar selama tahap awal perkembangan umbi. Hal tersebut mengindikasikan bahwa

SUT1 berperan penting dalam proses transportasi sukrosa.

Tanaman tebu (Saccharum officinarum L.) merupakan tanaman yang

mengakumulasikan sukrosa pada organ batang. Proses akumulasi sukrosa dari organ

daun menuju organ batang tanaman tebu membutuhkan peran protein sucrose

transporter. Telah dilakukan kloning cDNA SUT pada tanaman tebu yaitu SoSUT1

dan SoSUT2 (Sugiharto et al., 2008, tidak dipublikasikan). Berdasarkan

karakteristiknya, cDNA SoSUT1 mengkode protein SUT1 yang memiliki afinitas
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tinggi terhadap sukrosa (Kuhn, 2003). Pada penelitian ini digunakan gen SoSUT1

sebagai gene of interest yang akan ditransformasikan pada tanaman tebu.

Proses transformasi genetik pada tanaman dapat dilakukan secara langsung

menggunakan particle bombardment dan electroporation, maupun secara tidak

langsung menggunakan vektor Agrobacterium tumefaciens. Proses transformasi

menggunakan vektor A. tumefaciens merupakan metode yang umum digunakan

dalam rekayasa genetik tanaman tebu. Keuntungan menggunakan A. tumefaciens

sebagai vektor transformasi tanaman adalah relatif murah, efisien dan jumlah copy

gen yang terintegrasi ke dalam kromosom tanaman lebih rendah (Lessard et al.,

2002).

Transformasi genetik pada tanaman tebu dapat menggunakan eksplan berupa

kalus maupun eksplan hasil regenerasi dari tunas axilar dan tunas apikal. Berdasarkan

penelitian sebelumnya transformasi gen SoSUT1 pada tanaman tebu dengan

menggunakan eksplan kalus keberhasilan transformasi hanya berkisar 1%

(Purnamasari, 2011). Selain itu penggunaan kalus sebagai eksplan rentan terhadap

variasi somaklonal (Nadar and Heinz, 1977). Sedangkan penggunaan pangkal tunas

tebu in vitro sebagai eksplan transformasi mampu meminimalisasi tingkat variasi

somaklonal dan pangkal tunas tebu in vitro mampu langsung membentuk tunas baru

tanpa fase pengkalusan (Hazmi, 2009). Berdasarkan uraian tersebut, pada penelitian

ini dilakukan transformasi gen SoSUT1 pada tanaman tebu menggunakan eksplan

pangkal tunas tebu in vitro hasil regenerasi tunas axiler untuk meningkatkan

efektifitas transformasi.

1.2 Perumusan Masalah

Proses translokasi sukrosa pada tanaman dari source ke sink difasilitasi oleh

protein sucrose transporter (SUT). Beberapa penelitian yang telah dilakukan

menunjukkan bahwa overekspresi gen SUT dapat meningkatkan transportasi sukrosa

pada tanaman. Transformasi gen SoSUT1 diharapkan dapat menghasilkan tanaman

tebu transforman overekspresi gen sucrose transporter, sehingga meningkatkan
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ekspresi gen SUT dan translokasi sukrosa. Selain itu, perlu dilakukan peningkatan

efisiensi transformasi gen SoSUT1 pada tanaman tebu dengan menggunakan eksplan

pangkal tunas tebu in vitro.

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan tanaman tebu transforman

melalui transformasi genetik menggunakan vektor A. tumefaciens yang membawa

gen SoSUT1.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai sumber informasi

mengenai transformasi gen SoSUT1 menggunakan eksplan pangkal tunas tebu in

vitro.



4

BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Tebu (Saccharum officinarum. L) dan Biosintesis Sukrosa

Tebu (Saccharum officinarum. L) termasuk tanaman dari famili Poaceae

(keluarga rumput) yang telah banyak dibudidayakan pada daerah tropis dan

substropis untuk menghasilkan gula (sukrosa) (Raza et al., 2010). Tebu merupakan

tanaman yang mengakumulasikan sukrosa pada organ batang yang disintesis pada

organ daun selama proses fotosintesis.

Sukrosa disintesis di dalam sitosol dari empat molekul triosa-P hasil

asimilasi karbon dalam proses fotosintesis. Empat molekul triosa-P dikonversikan

menjadi 2 molekul 2-glyceraldehide-3-P dan 2 molekul 2-dihydroxyacetone oleh

enzim triose-P-isomerase. Kemudian dari molekul ini dibentuk fructose-1,6-

biphosphat yang dikatalisis oleh aldolase. Dua molekul fructose-1,6-biphosphat

selanjutnya dikonversi menjadi fructose-6-phosphat (F6P) yang dikatalisis oleh cyt-

FBPase. F6P yang terbentuk sebagian dikonversi menjadi UDP-glucose yang

merupakan substrat untuk sintesis sukrosa. Sintesis sukrosa dilakukan oleh enzim

Sucrose phosphate synthase (SPS) yang mengkatalisis reaksi pembentukan sucrose-

6-phosphat (S-6-P) dari fructose-6-phosphate (F-6-P) dan uridin-5-diphospo glucose

(UDP-glucose). Selanjutnya phospat pada S-6-P dihidrolisis oleh enzim sucrose

phosphate phosphatase (SPP) sehingga menghasilkan sukrosa dan phosphat

anorganik (Pi). Sukrosa yang dihasilkan kemudian ditranslokasikan dari jaringan asal

(source tissue) melalui floem menuju berbagai macam jaringan penyimpan (sink

tissue) untuk mendukung pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Truernit, 2001).

Akumulasi sukrosa pada batang tanaman tebu ditentukan oleh selisih antara

proses biosintesis dan degradasi sukrosa yang terjadi di daun. Meningkatnya

biosintesis sukrosa yang dikatalisis oleh SPS akan meningkatkan jumlah sukrosa

yang dapat diakumulasikan jika proses degradasinya tetap (Rose and Botha, 2000).
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Selain itu, besarnya sukrosa yang dapat diakumulasikan pada batang juga sangat

ditentukan oleh transportasi sukrosa dari daun (source) menuju batang (sink). Proses

transportasi sukrosa difasilitasi oleh protein transport yang dikenal sebagai sucrose

transporter (Rae et al., 2005).

2.2 Sucrose Transporter (SUT) Pada Tanaman

Sukrosa merupakan produk akhir asimilasi karbon (C) pada proses

fotosintesis yang terjadi di daun (Kim et al., 2000) dan bentuk karbohidrat yang

mudah ditransportasikan ke jaringan simpan atau sink tissues (Cheng et al., 1996).

Proses transportasi sukrosa dari source ke sink atau yang disebut dengan long

distance transport secara umum digolongkan menjadi dua tahapan yaitu loading dan

unloading sukrosa. Proses loading dan unloading sukrosa menuju batang difasilitasi

oleh protein sucrose transporter (SUT) (Truernit, 2001). Translokasi sukrosa oleh

protein SUT merupakan bentuk pengangkutan aktif yang disebut sebagai sukrosa H+

symporter (sucrose proton symport) (Reismier et al., 1993). Pengangkutan aktif

merupakan pemindahan zat terlarut melawan gradien konsentrasi, melintasi membran

plasma dari satu sisi yang konsentrasi zat terlarutnya rendah menuju ke sisi yang

konsentrasi zat terlarutnya tinggi (Champbell et al., 2002).

Pada sebagian besar tanaman, translokasi hasil fotosintesis dari jaringan

fotosintetik ke jaringan penyimpanan terjadi secara simplasmik dan apoplasmik.

Secara simplasmik, translokasi sukrosa terjadi dari sel melalui plasmodesmata yang

terjadi pada jaringan meristem dan organ tanaman yang masih muda. Secara

apoplasmik sukrosa ditranslokasikan melewati dinding sel dan ruang interselular

jaringan, proses ini terjadi dalam sieve element (pembuluh tapis) / companion cell (sel

pengiring) (Lalonde et al., 2003).

Pada tanaman terdapat lebih dari satu gen yang mengkode sucrose

transporter (SUT). Terdapat tiga famili protein SUT berdasarkan homologi sekuensi

dan afinitas substrat. SUT1 mempunyai afinitas yang tinggi, tetapi daya muat

pengangkutannya rendah. SUT2 mempunyai afinitas yang rendah, tetapi daya muat
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pengangkutannya tinggi. Sedangkan SUT4 mempunyai afinitas yang rendah dan daya

pengangkutannya sangat rendah bahkan hampir tidak terdeteksi aktivitas

pengangkutannya. Sementara SUT3 hanya terdapat pada tanaman tembakau dan

menurut sekuensi homologinya termasuk dalam famili SUT1 (Kuhn, 2003). Pada

tanaman tebu terdapat dua gen yang mengkode SUT yaitu SoSUT1 dan SoSUT2

(Sugiharto et al., 2008, tidak dipublikasikan). Berdasarkan karakteristik dari sub

famili gen SUT maka dipilih gen SoSUT1 sebagai gene of interest (goi) dalam proses

transformasi genetik pada tanaman tebu.

2.3 Transformasi Genetik Menggunakan Vektor Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens merupakan bakteri tanah yang memiliki karakter morfologi

sel berbentuk batang, tidak berspora, bersifat Gram negatif, respirasi secara aerob,

tumbuh pada kisaran suhu 18 - 280C dan bersifat fitopatogen pada tanaman. Secara

alami A. tumefaciens menyebabkan terbentuknya crown gall pada tanaman dikotil

dan secara genetik dapat memindahkan (mentransfer) gen ke tanaman (Bins and

Thomashow, 1988). Keberhasilan transformasi menggunakan vektor A. tumefaciens

pada awalnya hanya terbatas pada kelompok tanaman dikotil. Penelitian secara

intensif telah membuahkan pemahaman mekanisme transfer gen A. tumefaciens.

Sehingga ditemukan dari beberapa penelitian bahwa A. tumefaciens efisien untuk

transformasi gen pada tanaman monokotil (Rahmawati, 2006).

A. tumefaciens mempunyai DNA plasmid yang terdapat di dalam sitoplasma

yang disebut Ti (Tumor inducing) plasmid. Menurut de la riva et al. (1998) ada tiga

komponen genetik penting yang terlibat dalam proses pembentukan tumor. Pertama,

gen virulen kromosom (chromosomal virulence) yang terdapat pada kromosom A.

tumefaciens yang berfungsi dalam pelekatan bakteri dengan sel tanaman. Kedua,

sekelompok gen virulen (vir) yang terdapat dalam plasmid Ti yang berperan dalam

menginduksi transfer dan integrasi T-DNA. Komponen ketiga adalah daerah T-DNA

yang juga terletak pada plasmid Ti. Daerah T-DNA mengandung gen penting bagi A.

tumefaciens, dibatasi oleh dua daerah yaitu LB (Left Border) dan RB (Right Border).
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Gambar 2.1 Struktur Ti plasmid bakteri Agrobacterium tumefaciens (Kakkar and
Verma, 2011).

Pada T-DNA terdapat gen oncogenic yang menyandikan enzim-enzim

penting dalam biosintesis auksin dan sitokinin yaitu hormon yang berperan untuk

pembelahan sel, sehingga terjadi pembelahan sel yang tidak terkontrol dan

menyebabkan terbentuknya tumor. Bagian T-DNA juga mengandung gen yang

berperan dalam sintesis dan sekresi opine yang penting untuk dikonsumsi oleh

Agrobacterium. Bakteri Agrobacterium masuk ke dalam jaringan tanaman melalui

jaringan yang terluka. Jaringan tanaman dikotil yang terluka menghasilkan senyawa

fenolik acetosyringone dan monosakarida (glukosa, galaktosa) yang menginduksi

transkripsi sederetan gen vir dan berakhir dengan penyisipan gen-gen yang ada pada

daerah T-DNA (de la Riva et al., 1998).

Kemampuan Agrobacterium ini kemudian dimanfaatkan untuk menyisipkan

gen bermanfaat ke dalam tanaman. Selanjutnya gen-gen yang berperan dalam sintesis

hormon dan opine dihilangkan dan diganti dengan gen bermanfaat untuk perbaikan

sifat tanaman (Rahmawati, 2006). Penggunaan A. tumefaciens dalam transformasi

tanaman lebih menguntungkan dibandingkan dengan metode lain. Keunggulan

tranformasi menggunakan A. tumefaciens adalah teknis yang mudah, meminimalkan

pembentukan kembali genom tanaman transforman dan mempunyai jumlah copy

DNA yang terintegrasi ke dalam kromosom tanaman lebih rendah (Lessard et al.,
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2002). Semakin banyak jumlah copy gen yang disisipkan maka ekspresi gen kurang

stabil akibat dari adanya pembungkaman gen dan proses penyusunan kembali

(rearrangement) semakin tinggi yang mengakibatkan ekspresi gen kurang stabil (Dai

et al. 2001).

Dasar transformasi pada sel tanaman dengan menggunakan A.

tumefaciens adalah pemindahan bagian T-DNA yang terintegrasi ke dalam genom

tanaman, sehingga menginduksi terbentuknya tumor. Proses transfer dari T-DNA ke

dalam sel tanaman dijalankan oleh produk dari vir region (daerah virulensi) yang

berada pada Ti plasmid. virA mendeteksi adanya senyawa fenolik yang dihasilkan

karena pelukaan bagian tanaman yaitu acetosyringone. Adanya senyawa fenolik dari

sel tanaman terluka akan menginduksi terjadinya ekspresi gen virulensi yang lain.

Selanjutnya virA memfosforilasi virG untuk melaksanakan proses transkripsi gen

virulensi. Setelah terjadi induksi gen virulensi, hasil dari transfer gen dimulai dengan

terbentuknya T-strand yang merupakan copy dari T-DNA. VirD1 dan virD2 adalah

kompleks protein yang melaksanakan proses terbentuknya untaian T-strand. Setelah

T-strand terbentuk, kompleks protein virE2 digunakan oleh T-strand sebagai media

untuk sampai pada inti sel tanaman. Selain itu virE2 juga digunakan sebagai

pelindung T-DNA ketika memasuki sel tanaman. T-strand dan virE2 sebagai satu

kesatuan yang disebut dengan kompleks T-DNA. Kompleks T-DNA keluar dari sel

bakteri. Kemudian menembus membran dan dinding sel tanaman melalui perangkat

yang disusun protein virB. Kompleks T-DNA masuk ke inti sel tanaman melalui

nuclear pore complex (NPC). VirD2 dan virE2 memiliki nuclear localisation signal

(NLS) yang mampu mengenali NPC. Setelah menembus membran inti, kompleks T-

DNA berintegrasi dengan kromosom tanaman (Zupan et al., 1995). Tahapan proses

transformasi genetik pada tanaman menggunakan vektor Agobacterium tumefaciens

seperti yang ditampilkan pada gambar 2.2.
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Gambar 2.2 Mekanisme transformasi genetik ke dalam sel tanaman oleh vektor
Agrobacterium tumefaciens (Tzfira and Citovsky, 2006).

2.4 Eksplan Pangkal Tunas Tebu

Transformasi gen pada tanaman tebu menggunakan vektor A. tumefaciens

dapat menggunakan eksplan berupa kalus maupun eksplan hasil regenerasi dari tunas

axilar dan tunas apikal. Masing-masing eksplan tersebut memiliki kelebihan dan

kelemahan dalam proses regenerasi eksplan.

Regenerasi eksplan transformasi melalui fase kalus berupa potongan-

potongan gulungan daun muda berukuran ±0,5 cm yang ditumbuhkan pada media

pengkalusan atau langsung pada media inisiasi tunas. Keuntungan menggunakan

gulungan daun muda yaitu mudah mendapatkan eksplan dalam jumlah banyak.

Sepotong gulungan daun muda dapat dipotong menjadi 9 eksplan. Jumlah eksplan

tersebut jauh lebih banyak dibandingkan dengan jumlah eksplan hasil regenerasi

tunas apikal. Kelemahan ekplan dari gulungan daun muda adalah harus melalui fase

kalus untuk menjadi tunas (Hazmi, 2009).

Regenerasi eksplan tanpa melalui fase kalus dapat diperoleh dari tunas

aksiler (axillary bud) dan tunas apikal yang merupakan titik tumbuh pada ujung

batang atau di dalam pangkal pucuk. Tunas aksiler dan tunas apikal dapat

meregenerasi tunas tanpa fase kalus sehingga relatif terhindar dari variasi somaklonal.
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Kelemahan tunas aksiler adalah peka terhadap kontaminasi, teknik sterilisasinya sulit

dan pertunasannya lambat, sehingga untuk mendapatkan eksplan yang sehat relatif

terbatas. Sedangkan tunas apikal tidak efisien untuk dijadikan eksplan transformasi

karena jumlahnya terbatas. Setiap batang tebu hanya ada satu tunas apikal, sehingga

dibutuhkan banyak tebu sebagai sumber eksplan. Kelemahan tersebut diatasi dengan

melakukan induksi dan multiplikasi tunas untuk menyediakan eksplan transformasi.

Penggunaan pangkal tunas tebu in vitro sebagai eksplan transformasi memiliki

beberapa keuntungan yaitu sumber eksplan dapat tersedia dalam jumlah banyak,

meminimalisasi tingkat variasi somaklonal dan memungkinkan untuk melakukan

infeksi secara intensif (Hazmi, 2009).
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BAB 3. METODOLOGI

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biologi Dasar Jurusan Biologi

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember pada bulan Juli

2012 sampai April 2013.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan adalah alat standart laboratorium seperti yang

disebutkan pada metode penelitian. Bahan yang digunakan yaitu tanaman tebu

(Saccharum officinarum L.) var. Bulu Lawang (BL) in vitro, biakan bakteri

Agrobacterium tumefaciens strain GV 3101 yang membawa konstruk plasmid pAct-

SoSUT1, dan bahan-bahan kimia yang diperoleh dari Sigma, E.merck serta Roche.

3.3 Metode Penelitian

3.3.1 Persiapan Eksplan Transformasi

Planlet tebu (Saccharum officinarum L.) var. Bulu Lawang (BL) in vitro

yang telah tersedia di Laboratorium Biologi Dasar disubkultur setiap 4 minggu sekali

dengan cara membersihkan bagian yang mengering dan memindahkan planlet ke

media MSo yang baru. Planlet ditempatkan pada ruang inkubasi dan diberi

penyinaran dengan lampu TL dengan intensitas cahaya antara ± 2000 lux. Planlet

hasil kultur, bagian pangkalnya digunakan sebagai eksplan untuk transformasi. Dalam

satu tahapan transformasi dibutuhkan 50-100 eksplan.
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3.3.2 Pengkulturan Agrobacterum tumefaciens

A. tumefaciens strain GV 3101 yang digunakan merupakan biakan murni

yang sebelumnya sudah diinsersi gen SoSUT1 dalam plasmid pAct-SoSUT1. Plasmid

pAct-SoSUT1 mengandung bagian LB: left border, RB: right border sebagai batas

bagian T-DNA, P-Nos: promoter nopaline synthetase, hptII: hygromycin phospho

transferase gene, T-Nos: terminator nopaline synthetase, Promoter Rice actin,

SoSUT1: Saccharum officinarum sucrose transporter (Gambar 3.1). Bakteri A.

tumefaciens tersebut didapatkan dari gliserol stock yang diambil 50 µl untuk

diinokulasi ke dalam media YEP selektif (kanamycin 50 mgL-1, rifampycin 100 mgL-

1, streptomycin 30 mgL-1) cair 2 ml dan diinkubasi shaker 150 rpm, suhu 280C selama

24 jam. Selanjutnya biakan bakteri diinokulasi sebanyak satu ose dengan cara streak

kuadran pada media YEP selektif padat dan diinkubasi pada suhu 280C selama 48

jam.

Gambar 3.1 Konstruk plasmid pAct-SoSUT1 (Sumber: Sugiharto, 2010).

3.3.3 Isolasi DNA Plasmid

Isolasi DNA plasmid bertujuan untuk melakukan konfirmasi keberadaan gen

target pada plasmid yang diinsersikan pada A. tumefaciens. Teknik isolasi DNA

plasmid menggunakan metode yang disebutkan dalam Sambrook et al. (1989).

Pellet DNA yang didapatkan dilarutkan dalam 20 µl buffer TE dan diukur

konsentrasinya menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 260 nm.

DNA plasmid hasil isolasi digunakan sebagai template untuk analisis dengan PCR

(Polymerase Chain Reaction) dan divisualisasi pada 1% gel elektroforesis.

pAct-SoSUT1
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3.3.4 Infeksi Agrobacterium tumefaciens Pada Eksplan Tanaman Tebu

Single koloni biakan A. tumefaciens pada media YEP selektif padat

diinokulasikan pada media YEP selektif cair 2 ml dan diinkubasi shaker 150 rpm,

280C selama 48 jam. Starter dituang ke dalam YEP selektif cair 50 ml, diinkubasi

shaker 150 rpm, 280C hingga mencapai kerapatan sel (OD600 = 0,4-0,6).

Sebanyak 50-100 eksplan, diambil bagian pangkal dari planlet tebu ± 0,5 cm

dari media prekultur, ditampung pada cawan petri yang berisi MS0 cair. Kemudian

ditusuk-tusuk menggunakan syringe steril. Eksplan dipindahkan ke dalam media YEP

cair yang telah diinokulasi A. tumefaciens dan ditambah acetosyringone 100 mgL-1,

diinkubasi shaker 150 rpm, suhu 280C, selama 15 menit. Eksplan dibilas dengan

akuades steril 50 ml, dikeringkan diatas cawan petri yang telah diletakkan tisu dan

kertas saring steril diatasnya. Selanjutnya eksplan ditumbuhkan pada media

kokultivasi.

3.3.5 Kokultivasi

Kokultivasi dilakukan setelah proses infeksi bertujuan untuk menumbuhkan

A. tumefaciens bersama dengan eksplan. Kokultivasi dilakukan dengan

menumbuhkan eksplan pada media kokultivasi (MS + acetosyringone 100 mgL-1).

Kemudian eksplan diinkubasi pada kondisi gelap, suhu 250C, selama 3 hari.

3.3.6 Eliminasi

Eliminasi A. tumefaciens dilakukan dengan tujuan mencegah ledakan

pertumbuhan (overgrowth) bakteri pada eksplan. Eksplan dari media kokultivasi

dicuci dengan larutan cefotaxime 500 mgL-1 sebanyak 3 kali, dibilas dengan akuades

steril setiap setelah pencucian dengan larutan cefotaxime dan dikeringkan di atas

kertas saring steril selama ± 15 menit. Eksplan dipindahkan pada media eliminasi

(MS + cefotaxime 500 mgL-1) dan inkubasi pada suhu 250C selama 7 hari dalam

kondisi terang.
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3.3.7 Seleksi Eksplan Transformasi

Tahapan seleksi eksplan transforman dilakukan sebanyak 5 kali. Seleksi 1

ditumbuhkan pada media (MS + cefotaxime 500 mgL-1 + hygromycin 10 mgL-1),

seleksi 2-3 pada media (MS + cefotaxime 500 mgL-1 + hygromycin 20 mgL-1) dan

seleksi 4-5 pada (MS + cefotaxime 500 mgL-1 + hygromycin 25 mgL-1) masing-

masing tahapan seleksi membutuhkan waktu inkubasi selama 21 hari dalam kondisi

terang. Planlet yang telah melewati seleksi 5 ditumbuhkan pada media MS tanpa

penambahan antibiotik (MS0) selama 4 minggu untuk induksi pembentukan akar.

3.3.8 Efektifitas Transformasi

Efektifitas transformasi dihitung berdasarkan jumlah planlet yang mampu

tumbuh pada tiap tahapan transformasi yaitu selama tahap kokultivasi, eliminasi dan

lima periode seleksi. Perhitungan efektifitas transformasi bertujuan untuk mengetahui

persentase keefektifan proses transformasi genetik. Efektifitas transformasi selama

lima periode seleksi dihitung berdasarkan rumus:

3.3.9 Aklimatisasi Tanaman Putatif Transforman

Aklimatisasi bertujuan untuk mengadaptasikan tanaman dari kondisi in vitro

ke kondisi in vivo. Aklimatisasi dilakukan pada planlet tebu dengan tinggi ± 3-5 cm

dan telah memiliki cukup akar. Planlet dibersihkan dari sisa-sisa media agar dengan

air mengalir dan direndam dalam larutan fungisida (Dithane 0,1%) selama 1 menit,

kemudian ditanam pada media pasir steril. Pemeliharaan saat aklimatisasi dilakukan

dengan penyemprotan akuades dan pemberian larutan nutrisi Hoagland. Aklimatisasi

dilakukan bertahap dengan meletakkan tanaman dalam ruangan dan di green house

masing-masing selama 6 hari. Selanjutnya tanaman tebu ditanam pada polybag yang

berisi campuran tanah dan kompos dengan perbandingan 1:1 dan diletakkan di green
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house tanpa naungan dan tanaman tebu yang telah berumur ± 1,5 bulan diambil

bagian daunnya untuk dilakukan isolasi DNA genom.

3.3.10 Isolasi DNA Genom Tanaman Putatif Transforman

Proses isolasi DNA genom tanaman dilakukan dengan menggerus 0,5 gram

daun tanaman tebu dengan Nitrogen cair menggunakan mortar dan pastle sampai

halus. Serbuk daun dipindah ke dalam microtube 2 ml yang telah berisis 1 ml buffer

ekstraksi pH 8 (100 Mm Tris, 50 Mm EDTA, 500 Mm NaCl), 50 µl SDS 20% dan

1,25 µl β-mercaptoetanol, divortex sampai homogen, diinkubasi pada suhu 650C, 10

menit. Kemudian ditambahkan 500 µl Potassium acetate 5 M, tube dibolak-balik

perlahan (swirling), diinkubasi dalam es selama 10 menit. Selanjutnya, disentrifugasi

12.000 rpm, suhu 40C selama 10 menit. Supernatan dipindahkan ke microtube baru,

ditambahkan 625 µl isopropanol, diswirling dan dipresipitasi dengan diinkubasi -

200C, selama 1 jam. Setelah proses presipitasi, dilakukan sentrifugasi 12.000 rpm,

suhu 40C, selama 10 menit untuk mendapatkan pellet. Pellet yang didapatkan

ditambah 500 µl buffer TE dan 15 µl RNAse, diinkubasi pada 37oC selama 1 jam.

Proses pemurnian DNA dilakukan dengan penambahan larutan PCI 500 µl, divortex

dan disentrifugasi 12.000 rpm, suhu 40C, selama 10 menit. Supernatan yang

didapatkan, dipindahkan ke microtube baru, ditambah chloroform equal volume

supernatan, divortex dan disentrifugasi 12.000 rpm, suhu 40C, selama 10 menit.

Lapisan bagian atas dipindah ke microtube baru, ditambah 0,8 x isopropanol dan 0,2

x NaAC, diswirling, diinkubasi pada -20 oC selama 1 jam. Setelah proses presipitasi,

disentrifugasi 12.000 rpm, suhu 40C, selama 10 menit. Pellet dicuci dengan 1 ml

etanol 70%, disentrifugasi 12.000 rpm, suhu 4oC selama 10 menit. Supernatan

dibuang, pellet dikeringkan dengan vacum dry dan ditambahkan 30 µl buffer TE.

DNA genom hasil isolasi diukur konsentrasinya menggunakan

spektrofotometer pada panjang gelombang 260 dan 280 nm. DNA genom

divisualisasi dengan elektroforesis pada 1% agarose gel untuk mengetahui kualitas
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DNA. Kemudian dilakukan analisis menggunakan PCR (Polymerase Chain

Reaction).

3.4.11 Analisis PCR (Polymerase Chain Reaction)

Analisis PCR dilakukan untuk konfirmasi keberadaan gen target pada

plasmid yang diinsersikan pada A. tumefaciens dan mendeteksi keberadaan gen target

pada genom tanaman yang telah ditransformasi. PCR dilakukan menggunakan primer

forward dengan sekuen primer hpt-F (5’-CCGCAAGGAATCGGTCAATA-3’) dan

reverse dengan sekuen primer hpt-R (5’-CCCAAGCTGCATCATCGAAA-3’) dari

hptII (hygromycin phosphotransferase) berukuran 470 bp.

Analisis PCR dilakukan dengan menggunakan Intron Master Mix yang

komposisinya terdiri dari i-Taq DNA Polymerase, dNTPs, PCR Reaction Buffer, Gel

loading buffer, distilled water. Dalam satu kali reaksi memiliki total volume 20 µl

dengan larutan yang terdiri dari 2X PCR Master Mix 10 µl, masing-masing primer

(forward dan reverse) 1 µl, DNA template 2 µl dan ddH2O 6 µl. Proses PCR

dilakukan sebanyak 30 siklus yang meliputi tahapan antara lain predenaturation 940C

selama 2 menit, denaturation 940C selama 20 detik, annealing 590C selama 10 detik,

elongation 720C selama 50 detik dan final elongation 720C selama 5 menit.

DNA yang telah teramplifikasi oleh PCR dipisahkan dengan 1% agarose gel

elektroforesis yang mengandung 3 µl ethidium bromide dengan tegangan 100 V

selama 25 menit. Marker DNA yang digunakan adalah marker 1 Kb Ladder (iNtRON

BIOTECHNOLOGY) sebanyak 4 µl untuk melihat pita DNA yang telah

teramplifikasi. Hasil elektroforesis dilihat di UV mini transiluminator dan

didokumentasikan dengan kamera.

Pada tanaman yang telah dianalisis PCR dan dinyatakan positif transforman,

dilakukan perhitungan efektifitas transformasi tanaman positif transforman.

Efektifitas transformasi tanaman positif transforman dihitung berdasarkan rumus:
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Konfirmasi Keberadaan Plasmid pAct-SoSUT1 Dalam Agrobacterium

tumefaciens

Konfirmasi keberadaan plasmid pAct-SoSUT1 dalam A. tumefaciens strain

GV 3101 dilakukan melalui analisis PCR dengan menggunakan template DNA

plasmid dan primer 1F/1R hptII. Berdasarkan hasil elektroforesis DNA plasmid pAct

dibandingkan dengan Marker 1 kb DNA Ladder, terlihat pita DNA berukuran 470 bp

sesuai dengan panjang DNA hpt II yang teramplifikasi dengan primer foward dan

reverse hpt II (Gambar 4.1). Hasil tersebut menunjukkan bahwa konstruk pAct-

SoSUT1 telah terinsersi di dalam sel A. tumefaciens strain GV 3101.

Gambar 4.1 Elektroforesis DNA plasmid A. tumefaciens GV 3101 pAct-SoSUT1 hasil
PCR menggunakan primer 1F/1R hptII. Baris 1 Marker 1 kb Ladder; 2
DNA plasmid

Konstruk plasmid tersebut tersusun atas gen SoSUT1 sebagai gene of interest

(goi) yang dikendalikan oleh promoter untuk gen rice actin. Promoter rice actin

merupakan promoter konstitutif yang menghasilkan produk transgen dengan target

470 bp

1 2

1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp
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ekspresi di seluruh jaringan tanaman (McElroy et al., 1991). Selain gen target

terdapat gen hpt II (hygromycin phosphotransferase) sebagai selectable marker untuk

menyeleksi tanaman transforman dengan mengkode ketahanan terhadap antibiotik

hygromicin dan gen nptII (neomycin phosphotransferase) sebagai gen ketahanan A.

tumefaciens terhadap antibiotik kanamycin.

4.2 Transformasi Gen SoSUT1 Pada Tanaman Tebu

Proses transformasi genetik menggunakan A. tumefaciens meliputi beberapa

tahapan yaitu infeksi, kokultivasi, eliminasi dan seleksi. Eksplan yang digunakan

dalam transformasi genetik pada tanaman tebu adalah bagian pangkal tunas tebu in

vitro. Perbanyakan planlet tebu pada media MS0 dilakukan untuk mendapatkan

jumlah eksplan yang dibutuhkan selama proses transformasi. Pertumbuhan eksplan

pada media MS0 ditampilkan pada Gambar 4.2a. Planlet yang dipilih sebagai eksplan

transformasi merupakan planlet yang memiliki pertumbuhan yang baik dengan

diameter batang planlet ± 3mm (Gambar 4.2b) dan bagian pangkal tunas tebu in vitro

diambil dengan ukuran panjang ± 5 mm digunakan sebagai eksplan transformasi yang

ditampilkan pada Gambar 4.2c.
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Gambar 4.2 a. Perbanyakan planlet tebu in vitro pada media MS0; b. Planlet yang telah
dipisahkan dari rumpun sebelum diambil bagian pangkal tunasnya; c.
Pangkal tunas tebu in vitro berukuran panjang ± 5 mm sebagai eksplan
transformasi.

Proses infeksi eksplan bertujuan untuk menarik A.tumefaciens dalam

menginfeksi tanaman inang dengan penambahan senyawa fenolik acetosyringone.

Senyawa fenolik acetosyringone merupakan sinyal transkripsi gen vir yang berperan

dalam mekanisme transfer gen (Rahmawati, 2006). Setelah tahap infeksi eksplan

memasuki tahapan kokultivasi yang bertujuan untuk menumbuhkan bersama antara

eksplan dan A.tumefaciens. Selama tahapan tersebut terjadi integrasi T-DNA ke

dalam tanaman. Gambar 4.3a menunjukkan tumbuhnya tunas selama eksplan

ditumbuhkan pada media kokultivasi.

A. tumefaciens yang telah ditumbuhkan bersama eksplan pada tahap

kokultivasi harus dihilangkan agar tidak menghambat pertumbuhan eksplan yang

tertransformasi. Gambar 4.3b menunjukkan eksplan transformasi mampu tumbuh

pada media eliminasi yang  mengandung antibiotik cefotaxime 500 mgL-1 dan tidak

terjadi pertumbuhan berlebih (overgrowth) A. tumefaciens disekitar eksplan.

Cefotaxime merupakan salah satu antibiotik dari golongan sefalosporin yang sangat

a

b

c
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aktif dalam menghambat pertumbuhan bakteri terutama Gram negatif dengan

menghambat sintesis peptidoglikan dinding sel bakteri (Mathias and Boyd, 1986).

Gambar 4.3 Tahapan transformasi: a. Pertumbuhan ekplan pada media kokultivasi (MS
+ acetosyringone 100 mgL-1) umur 3 hari; b. Pertumbuhan eksplan pada
media eliminasi (MS + cefotaxime 500 mgL-1) umur 7 hari.

Seleksi tanaman transforman dan non transforman dilakukan dengan

menumbuhkan eksplan pada media yang mengandung antibiotik hygromicin sebagai

selectable marker. Proses seleksi dilakukan 5 kali untuk meminimalisasi chimera dan

escape (Manickasavagam et al., 2004). Konsentrasi hygromicin digunakan secara

bertingkat yaitu 10, 20 dan 25 mgL-1 untuk meningkatkan efektifitas antibiotik

hygromicin dalam menyeleksi tanaman yang telah ditransformasi. Kematian tunas

tebu in vitro lebih lambat pada media MS dengan konsentrasi antibiotik yang rendah

dan lebih cepat pada media MS dengan konsentrasi antibiotik yang tinggi.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Hazmi (2009) persentase kematian tunas

tebu in vitro pada media MS dengan penambahan antibiotik hygromicin 30, 40 dan 50

mgL-1 mencapai 100% pada hari ke-28 setelah tanam, sehingga pada penelitian ini

digunakan konsentrasi higromycin sampai 25 mgL-1. Pertumbuhan planlet pada

media seleksi ditunjukkan pada Gambar 4.4.

a

b
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Gambar 4.4 a. Pertumbuhan eksplan pada media seleksi 3 (MS + hygromycin 20 mgL-1)
tampak beberapa planlet tebu mengalami pencoklatan dan mati; b. Eksplan
yang mampu bertahan sampai seleksi 5 ( media MS + hygromycin 25 mgL -1).

Eksplan yang mengalami pencoklatan (browning) dan mati pada media

seleksi merupakan eksplan non transforman (Gambar 4.4a). Hygromicin dapat

menghambat pertumbuhan tanaman dengan menghambat proses sintesis protein yaitu

pada proses translokasi tRNA dan mRNA dengan berikatan dengan faktor elongasi.

Sehingga menyebabkan jaringan tanaman mengalami gejala browning dan mati (Gritz

and Davies, 1983). Berbeda dengan eksplan yang telah terintegrasi gen hpt II yang

merupakan gen ketahanan antibiotik hygromicin akan mampu bertahan pada media

seleksi (Gambar 4.4b). Interaksi antara enzim phosphatase yang dihasilkan gen hpt II

dengan antibiotik penyeleksi hygromicin menghasilkan ketahanan eksplan terhadap

antibiotik tersebut. Gen hpt II mengkode enzim hygromicin 4’- phosphotransferase

yang berperan dalam fosforilasi gugus hydroxil pada antibiotik hygromicin, kemudian

menginaktifkannya sehingga antibiotik hygromicin tidak bersifat racun bagi tanaman

(Arago and Brasileiro, 2002).

Proses transformasi pada penelitian ini dilakukan sebanyak 3 kali sebagai

ulangan. Tiap tahapan transformasi dihitung jumlah eksplan yang mampu tumbuh

pada media kokultivasi, eliminasi dan media seleksi untuk mengetahui persentase

tanaman yang mampu tumbuh sampai akhir seleksi 5 (Tabel 4.1).

a b
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Tabel 4.1 Efektifitas transformasi dalam bentuk persentase jumlah planlet yang mampu
tumbuh pada tiap tahapan seleksi

Transformasi

Jumlah planlet pada tiap tahapan (%)

K E S 1 S 2 S 3 S4 S 5

1 100% 100% 70,11 70,11 62,06% 37,93% 11,49%

2 100 % 100 % 87,69% 80% 73,85% 49,23% 15,38%

3 100% 94, 54% 61,81% 38,18% 18,18% 14,54% 10,9%

Keterangan :
K = Kokultivasi, E = Eliminasi dan S = Seleksi 1 (hygromycin 10 mgL -1); Seleksi 2 – Seleksi
3 (hygromycin 20 mgL -1); Seleksi 4 – Seleksi 5 (hygromycin 25 mgL -1).

Tabel diatas menunjukkan persentase jumlah planlet yang mampu bertahan

pada media seleksi yang mengandung antibiotik hygromicin. Pada transformasi

pertama dihasilkan 11,49%, transformasi kedua 15,38% dan pada transformasi ketiga

dihasilkan 10,9% dengan jumlah awal eksplan 87 pada transformasi pertama, 65 pada

transformasi kedua dan 55 pada transformasi ketiga dinyatakan dalam 100%.

Berdasarkan persentase jumlah planlet dari masing-masing transformasi tersebut,

penggunaan eksplan pangkal tunas tebu in vitro menghasilkan efektifitas transformasi

yang lebih tinggi dibanding menggunakan eksplan kalus yaitu hanya 1%

(Purnamasari, 2011).

4.3 Aklimatisasi Planlet Tebu In Vitro

Aklimatisasi dilakukan pada planlet tebu yang telah berhasil melewati

seleksi 5, yang merupakan tanaman putatif transforman. Aklimatisasi bertujuan untuk

mengkondisikan tanaman dari kondisi in vitro ke lingkungan in vivo. Proses

aklimatisasi dimulai dengan menumbuhkan tanaman tebu pada media pasir steril

(Gambar 4.5a). Pemilihan media pasir karena teksturnya yang mudah menyerap dan

melepaskan air agar kelembapan tetap terjaga.
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Gambar 4.5 a. Aklimatisasi pada media pasir steril; b. Aklimatisasi pada media tanah

Tanaman putatif transforman yang didapatkan dari transformasi pertama dan

kedua seluruhnya berhasil diaklimatisasi, masing-masing sebanyak 10 tanaman.

Sedangkan pada transformasi ketiga tidak semua tanaman berhasil diaklimatisasi,

hanya 4 tanaman yang berhasil diaklimatisasi. Tanaman tebu yang telah

diaklimatisasi pada media pasir steril, ditumbuhkan pada media tanah. Tanaman

putatif transforman yang berumur ± 1 bulan (Gambar 4.5b) dapat diambil bagian

daunnya untuk dilakukan isolasi DNA genom.

4.4 Analisis PCR Tanaman Tebu Putatif Transforman Gen SoSUT1

Keberhasilan transformasi genetik ditentukan oleh terintegrasinya gen target

ke dalam genom tanaman yang dapat dilakukan dengan analisis PCR. Berdasarkan

elektroforesis DNA hasil PCR (Gambar 4.6) dari 24 tanaman putatif transforman

didapatkan 15 tanaman tebu transforman yang positif mengandung mengandung gen

hptII, sehingga dapat dikatakan juga mengandung gen target SoSUT1. Efektifitas rata-

rata transformasi gen SoSUT1 menggunakan eksplan pangkal tunas tebu in vitro

adalah sebesar 6,8%.

a b
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Gambar 4.6 Elektroforesis DNA hasil PCR menggunakan pasangan primer 1F/1R hpt II.
M: Marker 1 kb ladder; K+: DNA plasmid pAct-SoSUT1 (kontrol positif); K-:
tanaman tebu wildtype; T1.1 – T3.6: sampel DNA tanaman tebu yang telah
ditransformasi

Pada transformasi pertama didapatkan 9 tanaman positif transforman dan

transformasi kedua didapatkan 3 tanaman positif transforman, masing-masing dari 10

tanaman putatif transforman. Sedangkan pada transformasi ketiga didapatkan 3

tanaman positif transforman dari 4 tanaman putatif transforman (Gambar 4.6).

Efektifitas pada masing-masing transformasi berturut-turut sebesar 10,34 %, 4,6%

dan 5,45%. Kode T1.1, T1.2, TI.3, T1.4, T1.6, T1.7, T1.8, T1.9, T1.10 dari

transformasi pertama; kode T2.1, T2.2, T2.4 dari transformasi kedua dan kode T3.2,

T3.5, T3.6 dari transformasi ketiga merupakan tanaman tebu positif transforman. Dari

24 tanaman putatif transforman yang dianalisis, terdapat 9 tanaman yang dinyatakan

M K+ T1.1 K-T1.7T1.2 T1.3 T1.4 T1.5 T1.6 T1.8

T1.9 T1.10 T2.2 T2.3 T2.4 T2.6 K- K+ MT2.1

T2.7 T2.8 T2.9 T2.10 T2.11 T3.1 T3.5 T3.6T3.2 K- K+ M

1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

470 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

470 bp

1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

470 bp
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sebagai tebu non transforman dengan tidak terdeteksi adanya pita DNA hptII. Hal ini

disebabkan karena adanya perlindungan sel non transforman (escape) oleh sel

transforman sehingga sel tanaman tersebut bersifat chimera (belum homogen) (Dong

and Hughen, 1993).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pada analisis PCR

didapatkan 15 tanaman positif transforman mengandung gen hpt II dan gen SoSUT1

dengan efektifitas transformasi dari transformasi pertama sampai ketiga berturut-turut

sebesar 10,34% ; 4,6% dan 5,45% dengan kode sampel T1.1, T1.2, TI.3, T1.4, T1.6,

T1.7, T1.8, T1.9, T1.10 dari transformasi pertama, kode T2.1, T2.2, T2.4 dari

transformasi kedua dan kode T3.2, T3.5, T3.6 dari transformasi ketiga. Efektifitas

rata-rata transformasi gen SoSUT1 dalam konstruk plasmid pAct-SoSUT1

menggunakan eksplan pangkal tunas tebu in vitro sebesar 6,8%.

5.2 Saran

Pada penelitian ini proses analisis tanaman transforman hanya berdasarkan

analisis PCR, sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai analisis

biokimia untuk mengetahui pengaruh transformasi gen SoSUT1 pada tanaman tebu.
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Lampiran A. Komposisi Larutan Stock

A. 1 Media Stock MS (Murashige and Skoog)

Larutan

Stock

Senyawa Jumlah (g/L) Pemakaian/ Liter

(ml)

A NH4NO3 82,5 20

B KNO3 95 20

C CaCl2 88 5

D H3PO4

KH2PO4

CoCl2

Na2MoO4H2O

KI

1,24

34

0,0124

0,05

0,166

5

E MgSO4 7H2O

ZnSO4 7H2O

CuSO4 7H2O

MnSO4 7H2O

74

1,72

0,0052

3,01

5

F Na2EDTA

FeSO4 7H2O

7,44

5,56

5

Vitamin Myo-inositol

Pyridoxine

Thiamin

1 mg/l

0,4 mg/l

4 mg/l

5

Agar kultur jaringan

Phytagel

14

2,5

-

-

Sukrosa 30 -
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A.2 Larutan Stock Hoagland

Solution Senyawa Jumlah (g/ml) Pemakaian/

Liter (ml)

I 500 mM KNO3

150 mM Ca(NO3)2 . 4H2O

5,06

3,55

15

II 2,5 mM KCl 18,65 1

III 150 mM CaCl2 . 2H2O 22,1 0,5

IV 1 M MgSO4 . 7H2O 24,7 2

V 1 M NaH2PO4 . 2H2O

0,3 mM FeEDTA

0,27 mM MnSO4. 6H2O

0,27 mMNa2B4O7 . 10H2O

15,6

0,012

0,007

0,01

2
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Lampiran B. Komposisi Media

B.1 Media YEP (Yeast Extract Peptone)

Komposisi Jumlah (g/L)
Yeast 10 gram

Peptone 10 gram
NaCl 5 gram

Agar Bacteriologi 14 gram
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