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MOTO 

 

 

“Merantaulah maka kau akan dapatkan pengganti dari kerabat dan kawan. 

Berlelah 

lelahlah, manisnya hidup terasa setelah lelah berjuang.” 

(Imam Syafi’i)*) 

“Sesungguhnya bersama kesulitan pasti ada kemudahan. Maka apabila engkau 

telah selesai dari suatu urusan, tetaplah bekerja keras untuk urusan yang lain” 

(Asy-Syarh: 6-7)**) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*)Ulama Besar pengarang buku Diwan asy-Syafi’i 

**)Departemen Agama Republik Indonesia. 2008. Al-Qur’an dan Terjemahan. 

Jakarta: CV. Pustaka Al-Kautsar.  
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RINGKASAN  

Uji Stabilitas Genetik Tanaman Tebu Produk Rekayasa Genetika 

Overekspresi Gen SoSPS1 Dan SoSUT1; Qusnul Khotimah, 141820401003; 

2017: 32 halaman; Jurusan Magister Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

 

Sukrosa dan pati merupakan produk akhir asimilasi karbon pada proses 

fotosintesis yang terjadi di daun. Metabolisme sukrosa pada daun dipengaruhi 

oleh beberapa enzim, seperti Sucrose phosphate synthase (SPS), yaitu enzim 

kunci yang memiliki peran penting dalam biosintesis sukrosa dalam tanaman tebu 

(Saccharum officinarum). Sukrosa hasil biosintesis selanjutnya ditranslokasikan 

dari jaringan asal ke jaringan penyimpanan oleh protein Sucrose transporter 

(SUT). Saat ini tanaman tebu transgenik overekspresi single dan double gen 

SoSPS1 dan SoSUT1 telah tersedia. Namun tanaman tersebut masih memerlukan 

beberapa pengujian yang lebih lanjut untuk mengetahui kesetabilan ekspresi gen 

yang telah diinsersikan pada tanaman tebu. Tujuan pada penelitian ini adalah 

untuk mengetahui kestabilan gen SoSPS1 dan SoSUT1 tanaman tebu Produk 

Rekayasa Genetika (PRG) overekspresi single dan double gen SoSPS1 dan 

SoSUT1 pada generasi ketiga.  

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Divisi Biomolekuler dan 

Bioteknologi CDAST (Center for Development of Advanced Sciences and 

Technology) dan Agroteknopark Jubung, Universitas Jember pada bulan Oktober 

2015 sampai selesai. Bahan yang digunakan adalah tanaman tebu transgenik 

overekspresi single gen SoSUT1 (14 tanaman yaitu event SU1, SU2, SU3, SU4 , 

SU5 , SU6 , SU7 , SU8 , SU9 , SU10 , SU11 , SU12 , SU13 , SU14 (Mufitdhah, 

2015) dan 1 tanaman event SU15 (Rafikasari, 2015)), overekspresi single gen 

SoSPS1 (4 tanaman yaitu event SP1, SP2, SP3, dan SP4 (Baskoro, 2012)), 

overekspresi double gen SoSPS1-SoSUT1 (12 tanaman yaitu event D1, D2, D3, 

D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10, D11 dan D12 (Rafikasari, 2015)), dan tanaman 

tebu non-transformasi varietas BL sebagai kontrol, N2 liquid, β-mercapto etanol, 

Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride (PMSF), MgCl2, NaAc, NaOH, HCL, 

Ethylenediaminetetra acetic (EDTA), Dithiothreitol (DTT), Polyvinyl poly 
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pyrrolidone (PVP), Resorsinol, Tris-HCL, SDS, H2O, Potasium acetat, 

Isopropanol, Etanol, Chloroform, Buffer TE (Tris-EDTA), Phenol Chloroform 

Isoamylalcohol (PCI), dan bahan lain yang digunakan untuk analisis molekular. 

Pengamatan meliputi; analisis PCR (Polymerase Chain Reaction), analisis 

aktivitas enzim SPS, analisis kandungan sukrosa untuk mengetahui kandungan 

sukrosa batang dengan uji Seliwanoff. 

Uji stabilitas tanaman tebu diawali dengan konfirmasi keberadaan gen 

SoSPS1 dan gen SoSUT1 dengan analisis PCR menggunakan pasangan primer F/R 

nptII dan primer F/R nptII. Hasil analisis PCR pada tanaman tebu transgenik 

overekspresi single gen SoSPS1 generasi ketiga memiliki prosentase kestabilan 

genetik 100%, tebu transgenik overekspresi single gen SoSUT1 memiliki 

prosentase kestabilan genetik 73,3% dan pada tanaman tebu transgenik 

overekspresi double gen SoSPS1 dan SoSUT1 memiliki prosentase kestabilan 

genetik 50%. Analisis aktivitas enzim semua tanaman tebu transgenik 

overekspresi single gen SoSPS1 dan overekspresi double gen SoSPS1 dan SoSUT1 

mengalami peningkatan aktivitas SPS dibandingkan tanaman kontrol, sehingga  

rata-rata kandungan sukrosa batang lebih tinggi dibandingkan tanaman kontrol 

(wildtype). Tanaman tebu transgenik menghasilkan jumlah anakan lebih sedikit 

atau sama dibandingkan tanaman tebu kontrol. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Tanaman tebu tergolong tanaman perdu dengan nama latin Saccharum 

officinarum. Di daerah Jawa Barat disebut Tiwu, di daerah Jawa Tengah dan 

Jawa Timur disebut Tebu atau Rosan (Indrawanto, 2010). Tebu merupakan salah 

satu tanaman C4 yang dapat mengakumulasi sukrosa pada batangnya. Batang 

tanaman tebu dapat mengakumulasikan sukrosa 12-16% dari berat basahnya dan 

50% dari berat kering merupakan sukrosa (Casu et al dalam Rafikasari., 2015). 

Sukrosa dan pati merupakan produk akhir asimilasi karbon pada proses 

fotosintesis yang terjadi di daun. Metabolisme sukrosa pada daun dipengaruhi 

oleh beberapa enzim, seperti sucrose phosphate synthase (SPS), yaitu enzim 

kunci yang memiliki peran penting dalam biosintesis sukrosa dalam tanaman 

tebu (Huber dan Huber, 1996). Enzim SPS mengkatalisis reaksi pada 

pembentukan sucrose-6-phosphate dari uridine diphosphate glucose dan 

fructose-6-phosphate menjadi sukrosa (Anderson et al., 1991). Selain enzim 

SPS, akumulasi sukrosa pada tanaman hasil biosintesis tersebut selanjutnya 

ditranslokasikan dari jaringan asal (source tissue) ke jaringan penyimpanan (sink 

tissue) oleh protein Sucrose transporter (SUT). Aktivitas transport sukrosa 

merupakan hal penting untuk memindahkan sukrosa dari organ fotosintesis 

(source) ke organ non fotosintesis (sink) (Campbell et al., 2000). 

Saat ini tanaman tebu transgenik overekspresi single dan double gen 

SoSPS1 dan SoSUT1 telah tersedia. Gen SoSUT1 merupakan gen penyandi 

protein SUT1 yang berfungsi sebagai protein translokator sukrosa dari jaringan 

asal (suorce) menuju jaringan penyimpanan (sink) (Aoki et al., 2003). 

Overekspresi gen SoSUT1 tebu bertujuan untuk mendapatkan tanaman tebu yang 

memiliki daya transport sukrosa tinggi sehingga akumulasi sukrosa di batang 

meningkat. Gen SoSPS1 pada tanaman tebu juga telah berhasil diisolasi 

(Sugiharto et al, 1997) dan overekspresi gen ini dapat meningkatkan aktivitas 

SPS dan kandungan sukrosa pada daun tanaman transgenik tembakau dan tebu 

1 
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(Sugiharto et al., 2003; Miswar et al., 2005). Secara umum overekspresi gen 

SoSPS1 mampu meningkatkan biosintesis sukrosa dan rasio antara kandungan 

pati daun. 

Tanaman tebu transgenik overekspresi single dan double gen SoSPS1 dan 

SoSUT1. Pada saat ini telah dilakukan beberapa pengujian namun masih perlu 

dilakukan beberapa pengujian lebih lanjut untuk mengetahui kesetabilan 

ekspresi gen yang telah diinsersikan pada tanaman tebu. Salah satu kendala 

dalam perakitan tanaman PRG adalah gen target tidak terintregasi dengan stabil 

ke dalam kromosom tanaman inang sehingga gen tersebut tidak diwariskan ke 

generasi berikutnya (Christou et al., 1992). 

1.2 Rumusan Masalah 

Penelitian sebelumnya telah didapatkan tanaman tebu PRG generasi kedua 

overekspresi single dan double gen SoSPS1 dan SoSUT1 yang telah dikonfirmasi 

keberadaan gen SoSPS1-SoSUT1 melalui analisis PCR. Namun tanaman hasil 

transformasi tersebut seringkali tidak stabil (diwariskan) pada generasi ketiga. 

Oleh karena itu perlu dilakukan karakterisasi tanaman tebu overekspresi single 

dan double gen SoSPS1 dan SoSUT1 generasi ketiga untuk mengetahui stabilitas 

genetiknya. 

1.3 Batasan Masalah 

Uji stabilitas genetik tanaman yang dilakukan meliputi uji keberadaan 

overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 dengan analisis PCR (Polymerase Chain 

Reaction), analisis aktivitas enzim SPS, analisis kandungan sukrosa untuk 

mengetahui kandungan sukrosa batang dengan uji Seliwanoff. 

1.4 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kestabilan genetik gen 

SoSPS1 dan SoSUT1 tanaman tebu Produk Rekayasa Genetika (PRG) 

overekspresi single dan double gen SoSPS1 dan SoSUT1 pada generasi ketiga.    
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1.5 Manfaat Penelitian 

1. Memberikan informasi tentang stabilitas genetik tanaman tebu overekspresi 

single dan double gen SoSPS1 dan SoSUT1 generasi ketiga tetang keberadaan 

gen, kandungan sukrosa, serta potensi pertumbuhan.  

2. Sebagai dasar pengembangan penelitian bioteknologi tanaman tebu 

overekspresi single dan double gen SoSPS1 dan SoSUT1, serta memberikan 

gambaran tentang peranan enzim SPS dan protein SUT dalam menentukan 

kandungan sukrosa serta pertumbuhannya. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Peranan  Sucrose Phosphate Synthase (SPS) dalam Biosistesis Sukrosa 

 Sucrose Phosphate Synthase (SPS) merupakan enzim yang mempunyai 

peranan penting dan enzim kunci dalam proses biosintesis sukrosa pada tanaman 

(Huber and Huber, 1996). Enzim SPS mengkatalisis reaksi antara uridine 

diphosphate glucose (UDP-glucose) dan  fructose-6-phosphate  (fructose-6-p) 

yang menghasilkan sucrose-6-phosphate  (sucrose-6-p). Selanjutnya phosphate 

pada sucrose-6-phosphate dihidrolisis oleh sucrose phosphate phosphatase (SPP) 

sehingga dihasilkan sukrosa dan phosphate anorganic (Pi). Phosphate anorganik 

yang dilepaskan kemudian digunakan untuk proses pertukaran dengan triosa-

phosphate (triosa-P) (Anderson et al., 1991). Reaksi sistesis sukrosa yang 

dikatalisis oleh enzim SPS adalah sebagai berikut: 

Gambar 2.1 Jalur biosisntesis sukrosa tanaman yang dikatalisis oleh enzim SPS  

      (Anderson et al, 1991) 

Sebagian besar tanaman mempunyai lebih dari satu gen yang mengkode 

SPS, seperti pada tanaman tebu terdapat 2 gen yang mengkode SPS yaitu SoSPS1 

dan SoSPS2 (Sugiharto et al., 1997). Berdasarkan analisis northern blot, gen 

SoSPS1 lebih dominan diekspresikan pada jaringan fotosintetik (daun) sedangkan 

SoSPS2 diekspresikan di akar. Pada tingkatan transkripsi, ekspresi gen SoSPS1 

dipengaruhi oleh cahaya dan mencapai maksimum setelah pemberian cahaya 

selama 24 jam. Hal tersebut berlawanan dengan gen SoSPS2 yang ekspresinya 

pada tingkat transkripsi tidak dipengaruhi oleh cahaya (Sugiharto et al., 1997). 

Enzim SPS merupakan enzim yang berperan penting dalam biosintesis 

sukrosa dan sudah berhasil diinsersikan pada tanaman PRG dengan tujuan 

meningkatkan aktifitas SPS dan kandungan sukrosanya. Sukrosa berperan penting 

bagi tanaman yaitu sebagai sumber karbon dan sumber energi untuk pertumbuhan 
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(Laporte et al., 1997). SPS telah terbukti menjadi enzim utama yang menentukan 

keberlangsungan proses biosintesa sukrosa pada berbagai jenis tanaman juga 

termasuk tanaman tebu (Sugiharto et al., 1997; Grof et al., 2007). 

2.2 Translokasi Sukrosa dan Sucrose Transporter (SUT)  

Sukrosa merupakan senyawa yang sangat dibutuhkan oleh setiap jaringan 

tanaman sebagai sumber energi dan disimpan sebagai cadangan makanan. Sukrosa 

yang telah disintesis di daun kemudian akan diangkut menuju jaringan 

penyimpanan. Pengangkutan sukrosa berawal dari sintesis sukrosa di dalam 

sitosol pada sel fotosintetik dan akan berpindah secara simplast dengan difusi 

sederhana maupun apoplast dengan perantara sucrose transporter (SUT)  

(Ningsih dalam Mufidhah, 2014). Sukrosa merupakan bagian terbesar dari produk 

akhir fotosintesis (Barker et al., 2000). Sukrosa didalam tanaman ditranslokasikan 

dari daun (source) ke organ penyimpanan (sink) (Campbell et al., 2000). Proses 

transportasi sukrosa dari source ke sink difasilitasi oleh protein transport yang 

dikenal dengan Sucrose transporter (Barker et al., 2000). Sucrose transporter 

(SUT) adalah protein yang berfungsi sebagai translokator sukrosa dari jaringan 

fotosintetik ke jaringan penyimpan. Protein SUT sebagai perantara dalam 

transportasi sukrosa, keberadaannya diregulasi oleh gen SoSUT1. Pada tanaman 

tebu, sukrosa disimpan/diakumulasikan pada batang (Lingle, 1997). 

Sebagian besar tanaman, translokasi hasil fotosintesis dari jaringan 

fotosintetik ke jaringan penyimpan terjadi secara simplas dan apoplas. Secara 

simplas yaitu translokasi sukrosa terjadi dari sel melalui plasmodesmata yang 

terdapat pada jaringan meristem dan organ tanaman yang masih muda. Sedangkan 

secara apoplas sukrosa ditranslokasikan melewati ruang interseluler. Proses ini 

terjadi dalam SE/CC (sieve element/companion cell). Translokasi sukrosa oleh 

protein SUT merupakan bentuk pengangkutan aktif, yang merupakan 

pengangkutan zat melawan gradien konsentrasi (Campbell et al., 2000) serta 

menggunakan mekanisme sukrosa-H+ simporter (sucrose proton symport).  

Sucrose transporter (SUT) terletak pada membran plastida, membran 

vacuola, dan membran plasma. Protein SUT berperan penting dalam translokasi 
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sukrosa secara aktif pada sel tanaman. Sukrosa akan memasuki sel pengiring 

(companion cell) dan sieve elemen melalui sucrose transporter. Sukrosa yang 

berada di dalam jaringan source dan sel pengiring (companion cell), akan 

memasuki sieve element floem melalui plasmodesmata yang akan bergerak 

menuju jaringan penyimpan (sink) melalui aliran massa (Khun dan Cristopher, 

2010). 

2.3 Stabilitas Genetik Tanaman Produk Rekayasa Genetika (PRG) 

Stabilitas genetik tanaman PRG dapat dikatakan stabil jika gen yang 

diinsersikan pada tanaman transgen juga ditemukan kembali pada tanaman 

generasi berikutnya. Tanaman transgenik yang mampu melakukan persilangan 

sendiri dapat mencapai kestabilan genetik hingga turunan ke-4 sedangkan 

tanaman transgenik yang membutuhkan peranan dalam penyerbukan akan 

mencapai kestabilan hingga ke-8 (Sutini dalam Fragaria, 2015). Tanaman tebu 

termasuk dalam tanaman yang memiliki proses pembungaan yang lama, untuk 

menghasilkan bunga memerlukan waktu ±1 tahun selain itu, pollen tebu hanya 

mampu bertahan beberapa menit sehingga peluang terjadinya penyerbukan sangat 

kecil (Lahay dalam Fragaria, 2015). Oleh karena itu perbanyakan tebu yang 

dilakukan secara vegetatif dapat menghasilkan tanaman baru yang memiliki sifat 

seperti tanaman induk. 

Kestabilan insersi transgen dalam tanaman PRG dapat diketahui dengan 

melakukan uji stabilitas gen (Christou et al., 2012). Sehingga karakterisasi 

tanaman overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 dalam hal ini uji stabilitas gen 

dengan analisa PCR,  untuk memastikan tanaman tersebut merupakan tanaman 

PRG yang membawa gen yang diinginkan. Teknik PCR dilakukan agar dapat 

mengamplifikasi fragmen transgen menggunakan primer spesifik sehingga 

tanaman yang memiliki insersi transgen dapat terditeksi.  

Stabilitas genetik pada tanaman tranforman merupakan salah satu faktor 

terpenting dalam perakitan tanaman PRG. Pada umumnya gen yang 

ditransformasikan dapat diwariskan pada generasi berikutnya. Namun terdapat 

beberapa kasus yang menyebutkan bahwa gen yang telah diinsersikan tidak dapat  
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diwariskan pada generasi selanjutnya. Berdasarkan hasil tersebut diduga bahwa 

gen target tidak terintegrasi dalam kromosom inti sehingga gen yang diinsersikan 

tidak dapat diwariskan (Rahmawati et al., 2006). 

Penelitian Baskoro (2012) menyatakan hasil PCR tanaman tebu 

overekspresi single gen SoSPS1 menunjukkan bahwa 6 tanaman putatif 

transforman yaitu  K1.1, K1.2, K2  dan K3, K6.1, K6.2 (Lampiran B3) dikatakan 

sebagai tanaman tebu transforman gen SoSPS1, terdeteksinya pita DNA dengan 

ukuran ± 550 bp pada gel agarose yang merupakan gen nptII. Mufitdhah (2015) 

menyatakan bahwa tebu overekspresi single gen SoSUT1 menunjukkan bahwa 

hampir semua tanaman tebu PRG (lebih dari 92%) stabil terinsersi gen target 

SoSUT1 dengan ukuran pita DNA ± 490 bp pada gel agarose yang merupakan gen 

hptII setelah dianalisis dengan PCR.  

Rafikasari (2015) juga melaporkan bahwa berdasarkan hasil analisi PCR 

tanaman tebu overekspresi double gen SoSPS1 dan SoSUT1 dengan jumlah 

sampel yang diamati 2 ulangan (27 sampel dengan 24 sampel tanaman double 

overekspresi SoSPS1- SoSUT1, 2 tanaman single SoSUT1, dan 1 tanaman 

wildtype), menunjukkan hasil analisis PCR menggunakan primer nptII-F/R pada 

tanaman tebu transgenik tersebut terdapat 23 dari 24 tanaman positif transgenik 

SoSPS1 ditunjukkan dengan terbentuknya pita fragmen DNA dengan ukuran ±550 

bp. Hasil konfirmasi keberadaan gen SoSUT1 dengan analisis PCR menggunakan 

primer hptII-F/R pada 26 sampel genom tanaman menunjukkan bahwa semua 

sampel genom tanaman dan kontrol positif menghasilkan fragmen DNA dengan 

ukuran ±490 bp. 

2.4 Tebu Produk Rekayasa Genetika (PRG) Overekspresi Gen SoSPS1 dan 

SoSUT1 

Transformasi genetik tanaman merupakan metode alternatif untuk 

menghasilkan tanaman pangan hasil rekayasa genetik yang memiliki sifat-sifat 

unggul, diantaranya ketahanan terhadap hama dan penyakit, ketahanan terhadap 

herbisida, perubahan kandungan nutrisi dan peningkatan daya simpan. 

Transformasi genetik adalah suatu perpindahan gen asing yang diisolasi dari 

tanaman, virus, bakteri atau hewan ke dalam suatu genom baru (Oktaria, 2012). 
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Tanaman tebu PRG overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1  merupakan 

hasil dari penyisipan gen SoSUT1 dan SoSPS1 pada tanaman tebu dengan tujuan 

agar proses biosintesis dan translokasi sukrosa meningkat pada tanaman 

(Sugiharto dan Safitri, 2011). Keberhasilan transformasi genetik ditentukan oleh 

terintegrasinya gen target ke dalam genom tanaman. Terintegrasinya gen target 

kedalam genom tanaman dapat dilakukan dengan analisis PCR menggunakan 

DNA genom sebagai template. Pada penelitian sebelumnya hasil tranformasi 

menunjukkan keberadaan fragmen DNA hptII sebesar 490bp pada tanaman yang 

mengandung gen overekspresi gen SoSPS1  dan  fragmen DNA nptII sebesar 

550bp overekspresi gen SoSUT1.   

Hasil analisis PCR menunjukkan terintegrasinya gen target kedalam genom 

tebu transforman sehingga dapat dikatakan sebagai tanaman tebu transgenik 

overekspresi gen SoSUT1 dan SoSPS1. Berdasarkan hal tersebut maka telah 

didapatkan event tanaman tebu PRG yang telah diuji keberhasilan insersi gen 

targetnya sebagai berikut yaitu overekspresi single gen SoSUT1 event SUT2; 2.4; 

3.2; TB16; 1.4; 3.5, 1.7; 2.2; 1.1;  2.1; TB17; TB8; T2; T.20  (Mufitdhah, 2015), 

event TB20 (Rafikasari, 2015), overekspresi single gen SoSPS1 event SPS1; 

SPS2; SPS3; SPS4 (Baskoro, 2012), serta overekspresi double gen SoSPS1 dan 

SoSUT1 event 212bc; 33ab; 31a; 31c; 3.4; 212ba; 32b; 32a, 212bd, 26bc; 31b; 32c 

(Rafikasari, 2015). 

2.5 Polimerase Chaim Reaction (PCR) 

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah suatu teknik sintesis enzimatik  

dan amplifikasi DNA secara in vitro. Teknik PCR dapat meningkatkan jumlah 

urutan DNA sebanyak ribuan bahkan jutaan kali jumlah semula hanya dalam 

beberapa jam. Komponen- komponen yang diperlukan pada proses PCR adalah 

templat DNA; sepasang primer, yaitu suatu oligonukleotida pendek yang 

mempunyai urutan nukleotida yang komplementer dengan urutan nukleotida DNA 

templat; dNTPs (Deoxynucleotide triphosphates); buffer PCR; magnesium klorida 

(MgCl2) dan enzim polimerase DNA. 

Proses PCR merupakan proses siklus yang berulang melibatkan beberapa 

tahap yaitu: pra-denaturasi DNA templat; denaturasi DNA templat; penempelan 
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primer pada templat (annealing); pemanjangan primer (extension) dan 

pemantapan (postextension).  

PCR adalah suatu teknik yang melibatkan beberapa tahap yang berulang 

(siklus) dan pada setiap siklus terjadi duplikasi jumlah target DNA untai ganda. 

Untai ganda DNA templat (unamplified DNA) dipisahkan dengan denaturasi 

termal dan kemudian didinginkan hingga mencapai suatu suhu tertentu untuk 

memberi waktu pada primer menempel (anneal primers) pada daerah tertentu dari 

target DNA. Polimerase DNA digunakan untuk memperpanjang primer (extend 

primers) dengan adanya dNTPs (dATP, dCTP, dGTP dan dTTP) dan buffer yang 

sesuai. Umumnya keadaan ini dilakukan antara 20 –40 siklus. Target DNA yang 

diinginkan (short ”target” product) akan meningkat secara eksponensial setelah 

siklus keempat dan DNA non-target (long product) akan meningkat secara 

linier.(Handoyo dan Rudiretna, 2000) 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Divisi Biomolekuler dan 

Bioteknologi CDAST (Center for Development of Advanced Sciences and 

Technology) dan Agroteknopark Jubung, Universitas Jember pada bulan Oktober 

2015 sampai April 2017. 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan adalah alat standart untuk elektroforesis, analisis PCR, 

aktivitas enzim dan kandungan sukrosa batang.  

3.2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan adalah tanaman tebu transgenik overekspresi single 

gen SoSUT1 (14 tanaman yaitu event SU1, SU2, SU3, SU4 , SU5 , SU6 , SU7 , 

SU8 , SU9 , SU10 , SU11 , SU12 , SU13 , SU14 (Mufitdhah, 2015) dan 1 

tanaman event SU15 (Rafikasari, 2015)), overekspresi single gen SoSPS1 (4 

tanaman yaitu event SP1, SP2, SP3, dan SP4 (Baskoro, 2012)), overekspresi 

double gen SoSPS1-SoSUT1 (12 tanaman yaitu event D1, D2, D3, D4, D5, D6, 

D7, D8, D9, D10, D11 dan D12 (Rafikasari, 2015)), dan tanaman tebu non-

transformasi varietas BL sebagai kontrol, N2 liquid, β-mercapto etanol, Phenyl 

Methyl Sulfonyl Fluoride (PMSF), MgCl2, NaAc, NaOH, HCL, 

Ethylenediaminetetra acetic (EDTA), Dithiothreitol (DTT), Polyvinyl poly 

pyrrolidone (PVP), Resorsinol, Tris-HCL, SDS, H2O, Potasium acetat, 

Isopropanol, Etanol, Chloroform, Buffer TE (Tris-EDTA), Phenol Chloroform 

Isoamylalcohol (PCI), dan bahan lain yang digunakan untuk analisis molekular. 

3.3 Prosedur Kerja 

Tanaman tebu yang digunakan adalah tanaman tebu transgenik 

overekspresi gen SoSUT1 (15 event), overekspresi gen SoSPS1 (4 event), 
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overekspresi gen SoSPS1-SoSUT1 (12 event), dan tanaman tebu non-transformasi 

varietas BL sebagai kontrol. Secara rinci dapat dilihat pada tabel 3.1, masing-

masing even ditanam sebanyak 18 tanaman dan diulang 2 kali. 

Tabel 3.1  Event tanaman tebu yang ditanam 

No Even Notasi Notasi baru 

1 Double Over Ekspresi gen 

SoSPS1-SoSUT1 

212bc D 1 

2 33ab D 2 

3 31a D 3 

4 31c D 4 

5 34 D 5 

6 212ba D 6 

7 32b D 7 

8 32a D 8 

9 212bd D 9 

10 26bc D 10 

11 31b D 11 

12 32c D 12 

13 Over Ekspresi gen SoSUT1 Sut2 SU 1 

14 2.4 SU 2 

15 3.2 SU 3 

16 TB 16 SU 4 

17 1.4 SU 5 

18 3.5 SU 6 

19 1.7 SU 7 

20 2.2 SU 8 

21 1.1 SU 9 

22 2.1 SU 10 

23 TB 17 SU 11 

24 TB 8 SU 12 

25 T2 SU 13 

26 T.20 SU 14 

27 TB 20 SU 15 

28 Over Ekspresi gen SoSPS1 SPS I SP 1 

29 SPS II SP 2 

30 SPS III SP 3 

31 SPS IV SP 4 

32 Tebu non-transformasi Wild tipe WT 

 

3.3.1 Pelaksanaan  

3.3.1.1 Perkecambahan 

Perkecambahan bibit tanaman tebu transgenik overekspresi single dan 

double gen SoSPS1-SoSUT1 dikecambahkan di Agroteknopark Jubung, 
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Universitas Jember. Tanaman tebu dikecambahkan dengan memotong ruas batang 

kemudian direndam dengan air hangat dan atonik dengan konsentrasi 1ml/ 20L 

selama 24 jam. Ruas tebu kemudian dibenamkan dalam tanah  dengan tunas 

menghadap keatas. 

3.3.1.2 Pembibitan  

Bibit tanaman tebu transgenik overekspresi single dan double  gen SoSPS1-

SoSUT1 yang digunakan adalah bibit tebu yang sudah berusia 1 bulan dari 

perkecambahan yang telah dilaku kan. Ruas batang yang digunakan sebagai bibit 

diambil dari tebu yang berumur 12 bulan dengan mengambil 2 sampai 3 tunas 

muda dengan panjang 20 cm. 

3.3.1.3 Penanaman 

Partama-tama diratakan lahan dan digemburkan dengan bajak, kemudian 

tanah dibuat got-got (got keliling, got mujur, got malang, jolangan/juringan) 

sistem pengolahan lahan ini dinamakan sistem Reynoso. Tanaman tebu yang 

sudah berumur 1 bulan dipindahkan ke dalam juringan yang telah disiapkan. 

Selanjutnya potong sedikit daun tebu bagian atas, tanam pada juringan di bagian 

pinggir sedalam ±5-10 cm dengan jarak tanam antar bibit 40-50 cm. 

3.3.1.4 Pemeliharaan  

Pemeliharaan tanaman dengan secara umum mencakup segala kegiatan 

yang berkaitan dengan upaya menjaga kelangsungan hidup tanaman agar tetap 

hidup sehat dan memiliki produktifitas tinggi.  

a. Pemupukan dilakukan 2 kali pada usia tebu  3 dan 5 bulan menggunakan 

pupuk Urea dan NPK masing-masing ± 9 gram. 

b. Pengairan dilakukan secara berkala (setiap 1 minggu sekali) apabila air  

mulai mengering.  

c. Penggulutan dan pengendalian gulma dilakukan untuk membersihkan lahan 

dari segala macam jenis gulma.  
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3.3.2 Analisis Molekuler  

3.3.2.1 Konfirmasi Keberadaan  Gen SoSPS1 dan Gen  SoSUT1 pada 

Tanaman Tebu Transgenik 

3.3.2.3.1 Preparasi/Pengambilan Sampel 

Pengambilan sampel daun dan batang dilakukan pada 32 event yang terdiri 

dari  tanaman tebu hasil transformasi double gen SoSPS1-SoSUT1, single gen 

SoSUT1, single gen SoSPS1 serta tanaman kontrol non-transformasi. Pengambilan 

sampel daun untuk analisis DNA genom dilakukan pada daun pucuk yang masih 

menggulung pada umur 3 bulan. Sampel disimpan pada suhu -200C. 

3.3.2.3.2 Isolasi DNA Genom 

Isolasi DNA genom dilakukan seperti metode yang disebutkan oleh Zheng 

(1995) dengan menggerus 0,3 gram daun tebu dalam nitrogen cair, kemudian 

serbuk dimasukkan ke dalam microtube 2ml dan ditambah 0,6 ml buffer ekstraksi 

(100mM Tris, 50mM EDTA, 500mM NaCl, dengan pH keseluruhan 8,0), 1,25µl 

β-mercapto ethanol dan 30µl SDS 20% lalu divortex hingga homogen dan 

diinkubasi pada suhu 65oC selama 10 menit. Setelah itu ditambah 300µl potasium 

asetat (5M) sambil dicampur dengan cara dibolak-balik secara berlahan kemudian 

diinkubasi dalam es selama 10 menit dan disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 

menit, pada suhu 4oC. Supernatan yang didapatkan dipindah kedalam microtube 

baru dan ditambah 375µl isopropanol sambil dicampur dengan cara dibolak-balik 

secara berlahan kemudian di inkubasi selama 1 jam pada -20oC, lalu disentrifugasi 

12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4oC untuk mengendapkan DNA. DNA 

yang mengendap (pelet) dicuci dengan buffer TE (Tris EDTA) sebanyak 300µl. 

Purifikasi DNA dilakukan dengan menambahkan 9µl RNA-se, diinkubasi 

pada suhu 37oC selama 1 jam dan dilanjutkan dengan menambahkan 500µl PCI 

serta dihomogenkan dengan vorteks. Setelah itu disentrifugasi dengan kecepatan 

12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4oC. Supernatan (lapisan atas) dipindah ke 

microtube baru, dan ditambah dengan kloroform (1 supernatan : 1 kloroform) 

kemudian divorteks, dan sentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit, pada suhu 4oC. 

Supernatan (lapisan atas) dipindah ke microtube baru, kemudian ditambah 

isopropanol sebanyak 0,8 kali supernatan dan NaAc sebanyak 0,2 kali supernatan, 
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dibolak-balik secara berlahan. Diinkubasi pada suhu -20oC selama 1 jam, 

disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit, pada suhu 4oC. Pelet di cuci dengan 

Ethanol 70% sebanyak 0,6 ml, disentrifugasi lagi dengan kecepatan 12.000 rpm 

selama 10 menit, pada suhu 4oC. Supernatan dibuang dan pelet dikeringkan 

dengan vacum dry selama 5 menit kemudian ditambah 30 µl buffer TE (Tris-

EDTA). DNA hasil pemurnian diukur konsentrasinya menggunkan Nano Vue 

Plus Spektrofotometer dan dianalisis menggunakan PCR.  

3.3.2.3.3 Analisis PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Analisis PCR dilakukan dengan menggunakan Kit dari 

KAPPABIOSYSTEMS. Sebanyak 5µl KAPPA Mastermix Solution dicampur 

dengan 0,5µl primer forward, 0,5µl primer reverse, 2µl ddH2O dan 1µl DNA 

sampel kemudian dimasukkan dalam tube PCR. Primer yang digunakan  untuk 

konfirmasi gen SoSPS1 adalah primer nptII (the neomycin phosphotransferaseII 

gene)-F (5’-GTC ATC TCA CCT TGC TCC TGC C-3’), primer nptII-R (5’-GTC 

GCT TGG TCG GTC ATT TCG-3’) dengan ukuran ±550bp sedangkan untuk 

mengetahui konfrmasi gen SoSUT1 adalah primer hptII (the higromycin 

phosphotransferase II gene)-F (5´-TCC TGC AAG CTC CGG ATG CCT C-3´), 

primer hptII-R (5´-CGT GCA CAG GGT GTC ACG TTG C-3´) dengan ukuran ± 

490bp. DNA yang teramplifikasi kemudian dianalisis dengan elektroforesis pada 

1% gel Agarose. Marker DNA yang digunakan adalah marker 1kb Ladder 

(iNtRON BIOTECHNOLOGY) sebanyak 3µl untuk melihat ukuran pita DNA 

yang telah teramplifikasi. Selanjutnya hasil elektroforesis divisualisasi dengan gel 

imagine system dari Major Sciences. 

3.3.2.4 Uji Aktivitas Enzim SPS (Sucrose Phosphate Synthase) 

Aktivitas enzim SPS diuji dengan menggunakan metode seperti yang telah 

dilakukan oleh Sugiharto (1996). Untuk uji aktivitas enzim, supernatan hasil 

sentrifugasi pada tahap ekstraksi protein terlarut dilewatkan dalam kolom 

kromatografi Sephadex-25. Supernatan yang telah melewati kolom kromatografi 

sephadex G-25 kemudian ditampung dalam microtube untuk dilakukan uji 

aktivitas enzim SPS. Sebanyak 50µl sampel hasil elusi kolom kromatografi 

sephadek G-25 ditambahkan 40µl buffer (50 mM MOP-NaOH (pH 7,5), 15 mM 
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MgCl2 dan H2O), 10µl 70 mM fructose-6-phosphate dan 10µl 70 mM uridine 

diphosphate glucose sebagai substrat serta 10µl 70 mM glucose 6-phosphate 

sebagai aktivator. Reaksi dihentikan dengan menambahkan 70µl NaOH 0,5N dan 

divorteks kemudian dipanaskan dalam air selama 10 menit pada suhu 100˚C. 

Setelah dingin ditambahkan 250µl  resorcinol 0,1 % dalam 95% alkohol dan 

750µl HCl 30% lalu dipanaskan pada suhu 80ºC selama 8 menit. Setelah itu 

dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometer pada panjang  

gelombang 520 nm. 

Pembuatan standart dilakukan dengan mengukur absorbansi sukrosa yang 

telah diperlakukan seperti sampel pada konsentrasi 0, 10, 30, 50, 70 dan 100 µg/µl 

lalu dibuat persamaan regresi linear hubungan  antara konsentrasi sukrosa dan 

absorbansinya. Aktivitas enzim diperoleh dengan mengkonversikan nilai 

absorbansi sampel kedalam persamaan regresi linier dari kurva standart sukrosa 

yang telah dibuat. Aktivitas enzim SPS dinyatakan dalam satuan besarnya sukrosa 

(µg) yang terbentuk per jumlah protein terlarut  (µg) per menit pada suhu 300C. 

3.3.2.5  Analisis Kandungan Sukrosa Batang Tanaman Tebu Transgenik  

3.3.2.5.1 Ekstraksi Sukrosa Batang 

Ekstraksi sukrosa batang dilakukan dengan menggerus 2 gram batang tebu. 

Nira tebu dipindah dan dimasukkan kedalam microtube, kemudian disentrifuse 

dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit, pada suhu 4oC setelah itu pelet 

(kotoran) dibuang. Supernatan (nira) kemudian digunakan untuk analisis 

kandungan sukrosa batang. 

3.3.2.3.1 Pengukuran Kandungan Sukrosa 

Analisis kandungan sukrosa dilakukan menggunakan metode Seliwanoff 

(1887) dengan menambahkan 70µl NaOH 1 N pada 10µl sampel hasil ekstraksi 

dan dihomogenkan menggunakan vortek. Campuran dipanaskan pada suhu 100˚C 

selama 10 menit, setelah dingin direaksikan dengan  250µl resorcinol 0,1% 

(dalam ethanol 95%) dan 750µl HCl  30% kemudian diinkubasi dengan suhu 80˚C 

selama 8 menit. Setelah dingin, warna yang terbentuk diukur menggunakan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 520nm. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


Pembuatan standart dilakukan dengan mengukur absorbansi sukrosa yang 

telah diperlakukan seperti sampel pada konsentrasi 0, 10, 30, 50, 70 dan 100 µg/µl 

lalu dibuat regresi linear hubungan antara konsentrasi sukrosa dan absorbansinya. 

Kandungan sukrosa diperoleh dengan mengkonversikan nilai absorbansi sampel 

kedalam persamaan regresi linier dari standart sukrosa yang telah 

dibuat.(Lampiran A) 

3.3.3  Jumlah Anakan Tebu Transgenik  

Menghitung jumlah anakan dilakukan pada saat tanaman mulai berumur 6 

bulan. Perhitungan pada umur ini tanaman tebu sudah stabil pertumbuhan 

tunasnya. Pada fase ini biomassa tebu bertambah secara eksponensial dengan 

daun bertambah banyak, batang membesar diameternya, dan terutama batang 

bertambah panjang dengan menumbuhkan ruas-ruasnya. tunasnya (Hidayat dalam 

Rafikasari, 2015).  
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan  

Hasil analisis PCR pada tanaman tebu transgenik overekspresi single gen 

SoSPS1 generasi ketiga memiliki prosentase kestabilan genetik 100%, tebu 

transgenik overekspresi single gen SoSUT1 memiliki prosentase kestabilan 

genetik 73,3% dan pada tanaman tebu transgenik overekspresi double gen SoSPS1 

dan SoSUT1 memiliki prosentase kestabilan genetik 50%. Analisis aktivitas enzim 

semua tanaman tebu transgenik overekspresi single gen SoSPS1 dan overekspresi 

double gen SoSPS1 dan SoSUT1 mengalami peningkatan aktivitas SPS 

dibandingkan tanaman kontrol, sehingga  rata-rata kandungan sukrosa batang 

lebih tinggi dibandingkan tanaman kontrol (wildtype). Tanaman tebu transgenik 

menghasilkan jumlah anakan lebih sedikit atau sama dibandingkan tanaman tebu 

kontrol. 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan analisis ekspresi gen pada tanaman tebu hasil transformasi 

single dan double overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 generasi berikutnya, 

untuk melihat stabilitas gen yang telah diinsersikan dan dilakukan uji keamanan 

pangan pada tebu transgenik yang sudah ada. 
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Lampiran A. Kurva Standart Sukrosa  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran B. Hasil PCR 

B1 .  Konfirmasi PCR menggunakan pasangan priner hptII pada tanaman 

tebu hasil  

transformasi gen SoSUT1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(a) 

 

Event tebu PRG Event Baru 

T2.4 SU 2 

T3.2 SU 3 

TB16 SU 4 

T1.4 SU 5 

T3.5 SU 6 

T1.7 SU 7 

T2.2 SU 8 

T1.1 SU 9 

T.2.1 SU 10 

TB20 SU 15 

TB17 SU 11 

TB18 SU 12 

T2 SU 13 

T20 SU 14 
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(b) 

 

 
(c) 

 
Gambar B1.  Elektroforesis gel agarose 1% hasil PCR dengan pasangan primer hptI- F/R dan 

template DNA genom dari tanaman (a) Ulangan 1; (b) Ulangan 2; (c) Ulangan 3. 

M: Marker; K+: kontrol positif (Plasmid pAct-SoSUT1); K-: kontrol negative 

(wildtype); dan 14 tanaman PRG overekspresi gen SoSUT1.(Mufidha, 2015) 

 

B2. Konfirmasi PCR menggunakanpasangan primer nptII pada tanaman 

tebu transgenik double overekspresi SoSPS1-SoSUT1 Generasi Kedua 

No. Nama Event Event Baru 

1a, 1b 212bc D1 

2a, 2b 33ab D2 

3a, 3d 31a D3 

4a, 4b 31c D4 

5b, 5c 3.4 D5 

6a, 6b 212ba D6 

7b, 7c 32a D8 

8b, 8c 32b D7 

9a, 9b 212bd D9 

10a, 10b 26bc D10 

11a, 11b 31b D11 

12a, 12b 32c D12 

13a, 13b SUT.2 SU1 

wt wild type  
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Gambar B2.1   Elektroforesis gel agarose 1% DNA hasil PCR dengan pasangan  primer nptII-

F/R dan  

template DNA genom tanaman tebu transgenik double overekspresi gen 

SoSPS1-SoSUT1; wt : tanaman kontrol non-transformasi (wild type). (Rachmita, 

2015) 

 

 

 

 

 
 Gambar B2.2 Elektroforesis gel agarose DNA hasil PCR dengan pasangan  primer hptII-F/R dan  

template DNA genom tanaman tebu transgenik double overekspresi gen 

SoSPS1-SoSUT1, + : Plasmid pActin-SoSUT1; wt: tanaman kontrol non-

transformasi (wild type). (Rachmita, 2015) 

 

B3. Konfirmasi PCR menggunakan pasangan priner nptII pada tanaman 

tebu hasil  

transformasi gen SoSPS1  

 

 

 
 
Gambar 4.10. Elektroforesis 1% gel agarose DNA hasil PCR dengan menggunakan pasangan primer 

nptII-F/R dan template DNA genomik tebu putatif transforman. M: Marker DNA 1 kb 

(Intron Biotechnology); K+: plasmid pCL4-SoSPS1; K- : tanaman kontrol (non 

transforman); K1.1: sampel DNA genom klon 1.1; K1.2: sampel DNA genom klon 1.2; 
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K2: sampel DNA genom klon 2. 

 

 

 
 

Gambar 4.11. Elektroforesis 1% gel agarose DNA hasil PCR dengan menggunakan pasangan 

primer nptII-F/R dan template DNA genomik tebu putatif transforman. M: 

Marker DNA 1 kb (Fermentas); K+: plasmid pCL4-SoSPS1; K- : tanaman kontrol 

(non transforman); K3: sampel DNA genom klon 3; K6.1: sampel DNA genom 

klon 6.1; K6.2: sampel DNA genom klon 6.2. 

 

 

 

Lampiran C. Kandungan Sukrosa  

C.1 Kandungan Sukrosa Batang Tanaman Tebu Transgenik Single Gen 

SoSUT1  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil analisis rata-rata kandungan sukrosa batang umur 9 bulan pada tanaman 

PRG overekspresi gen SoSUT1 dan tanaman kontrol (wild type) ruas ke enam. 

(Mufidha, 2015) 

C.2 Kandungan Sukrosa Batang Tanaman Tebu Transgenik double Gen 

SoSPS1 dan SoSUT1  
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Hasil analisis kandungan sukrosa batang tanaman tebu transgenik double 

overekspresi gen SoSPS1-SoSUT1 dan tanaman kontrol non-tranformasi (wild type) 

pada ruas ke-6  dihitung dari ruas yang paling bawah. (Rachmita, 2015) 
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