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ABSTRAK

Tebu dapat tumbuh pada berbagai kondisi lingkungan yang cukup beragam termasuk pada lahan
marginal seperti lahan yang sering tergenang. Lahan tergenang dapat menurunkan produksi tebu
cukup signifikan. Tujuan penelitian ini adalah menemukan gen toleran kebasahan yang terdapat
pada 8 varietas unggul komersial tebu yang tahan genangan yaitu PS 881, PS 862, PS 882,
Kentung, PSJT 941, Bulu Lawang, PS 865 dan Kidang Kencana serta mengidentifikasi
kemiripannya dengan gen SublA. Dengan diperolehnya gen toleran kebasahan pada varietas
tebu tahan genangan di harapkan varietas tebu tersebut dapat ditanam di lahan yang sering
tergenang dan dapat memberikan tambahan sumbangan produksi gula secara Nasional. Sehingga
pada akhirnya dapat mengurangi impor yang secara kontinu dilakukan pemerintah setiap tahun
dan sebagai solusi peningkatan produksi pangan berbasis lahan daratan dalam menghadapi
perubahan iklim. Tahapan untuk memperoleh dan mengidentifikasi gen toleran kebasahan atau
tahan genangan adalah pengkondisian lahan tanaman tebu tergenang, isolasi DNA dari tanaman
tebu yang tergenang, penentuan konsentrasi dan kemurnian DNA yang diperoleh, konfirmasi
DNA yang diisolasi dengan elektroforesis dan identifikasi gen Sub 1 A pada DNA sampel
metode PCR dengan primer Sub 1 A 203 R/F dan kontrol Positif DNA tanaman padi transgenik
yang mengandung gen Sub 1 A. Hasil kegiatan penelitian dapat disimpukan bahwa 8 varietas
unggul komersial tebu yaitu PS 881, PS 862, PS 882, Kentung, PSJT 941, Bulu Lawang, PS
865 dan Kidang Kencana semuanya mempunyai gen yang mirip dengan gen Sub 1 A. Dengan
varietas PS 881 dan Kentung menghasilkan band sekuens DNA target gen Sub 1 A paling tebal.

Kata Kunci:
Genangan;
Gen SublA;

Identifikasi gen
SublA;

ABSTRACT
Keywords: Sugar cane can grow in a variety of environmental conditions that are including on marginal land
such as flooded land. Flooded land can significantly reduce sugar cane production. This study
Flooding; aimed to find a flooding tolerant gene in 8 floodings tolerant of sugarcane commercially superior
varieties such as PS 881, PS 862, PS 882, Kentung, PSJT 941, Bulu Lawang, PS 865, and Kidang
SublA gene; Kencana and identify their similarities with the SublA gene. Finding of flooding tolerant gene in
commercially superior varieties of sugar cane. It was expected that the commercially superior
SublA gene varieties of sugar cane could be planted in flooding land and could provide additional
identification, contributions to national sugar production. Finally, it could reduce sugar import continuously by

the government every year and as the solution to increasing food production based land area in
the face of climate change. The steps were setting flooding conditions inland. Then, sugar cane
was conducted DNA isolation, determination of concentration and purity, DNA confirmation
through electrophoresis, and identification of Sub 1 A gene on DNA sample through PCR method
with Sub 1 A 203 R/ F primers and positive control of GMO rice plants containing Sub 1 A gene.
The results were concluded that 8§ commercially superior varieties of sugarcane such as PS 881,
PS 862, PS 882, Kentung, PSJT 941, Bulu Lawang, PS 865, and Kidang Kencana, all of it have
gene similar to the Sub 1 A gene. PS 881 and Kentung produced the thickest DNA sequence or
gene was similar to the Sub 1 A gene.
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PENDAHULUAN

Tebu (Saccharum officinarum L.)
merupakan salah satu tanaman industri
yang cukup penting di Indonesia.
Indonesia memiliki luasan pertanaman
tebu pada tahun 2010 sebesar 429,4 ribu ha
dan produksi sebesar 2,2 juta ton serta
produktivitas tebu sebesar 5,1 ton per ha
(Statistik & 2015, n.d.). Dengan produksi
sebesar itu Indonesia masih harus secara
terus menerus mengimpor sebanyak 2 juta
ton gula per tahun selama 5 tahun terakhir
ini.

Kekurangan produksi tersebut dapat
dipecahkan dengan memperluas lahan
pertanaman tebu. Lahan pertanaman yang
punya potensi cukup baik untuk perluasan
tanaman tebu adalah lahan yang kadang-
kadang tergenang seperti lahan pasang
surut, lahan rawa, dan lahan yang sering
terpapar banjir. Luas lahan rawa di
Indonesia diperkirakan mencapai
33.393.570 hektar. Lahan tebu tergenang
yang sudah memanfaatkan tanaman tebu
toleran genangan di dapati di Australia.
Genangan air merupakan salah satu
cekaman abiotik yang dapat menghambat
proses fotosintesis dan respirasi terhadap
tanaman tebu sehingga produktivitas tebu
menjadi rendah. (Armstrong, 2002).
Varietas tebu toleran genangan mampu
bertahan hingga beberapa bulan dalam
kondisi tercekam genangan dan mampu
membentuk aerenchyme pada batangnya,
sedangkan tebu yang peka hanya mampu
bertahan tumbuh dalam beberapa hari saja
serta tidak mampu membentuk
aerenchyme (Glaz et al., 2004).

Beberapa karakter fisiologis yang
berubah pada saat tebu tercekam genangan
adalah: (1) menurunnya tingkat transpirasi,
(2) menurunnya tingkat fotosintetis tetapi
konduktansi stomata meningkat, (3)
menurunnya tingkat pertumbuhan, (4)
respirasi menjadi lebih tinggi. Pengaruh
cekaman genangan terhadap respirasi
tergantung pada varietas dan fase fisiologi,

dari aerobik menjadi anaerobik, (6) serapan
nutrisi oleh akar menurun dan jumlah daun
menguning meningkat (Tetsushi, Studies,
& 2007, n.d.). Juga di laporkan selama
cekaman genangan terjadi tanaman
melakukan perubahan morfologi, anatomi,
fisiologi, dan biokimia untuk beradaptasi
dengan lingkungan tercekam. Besarnya
kerusakan akibat cekaman genangan
dipengaruhi  oleh  beberapa  faktor
diantaranya adalah tinggi genangan, durasi
atau lama waktu genang, dan kecepatan
aliran air (Tetsushi et al., n.d.). Karakter
yang berkaitan dengan ketahanan terhadap
genangan akan di  gunakan untuk
menyeleksi tebu tahan genangan yang
akan diidentifikasi gen toleran kebasahan
yang identik dengan gen SublA. Gen Sub-
1 yang merupakan gen toleran genangan air
yang selama ini sering diinsersikan pada
DNA  tanaman  transgenik  untuk
menghasilkan tanaman yang toleran
genangan . Berdasarkan penelitian (Xu &
Mackill, n.d.), Lokus Sub-1 terpetakan
pada kromosom 9 berukuran 200 kb dan
berperan dalam variasi toleransi genangan
kultivar  padi (Santos et al.,
2013);(Schreinert et al., 2017).

Data-data fisiologi ini mendukung
teori bahwa strategi ketahanan terhadap
genangan berlangsung melalui konservasi
karbohidrat, represi elongasi sel, dan
peningkatan kapasitas fermentasi (Perata
& Voesenek, 2007). Genangan
mengakibatkan akumulasi etilen yang
kemudian menginduksi transkripsi gen
Subl A sehingga terjadi akumulasi protein
SublA. Selanjutnya Subl A menghambat
ekspansi A (ExpA) dan sukrosa sintase
(Sus 3) sehingga menghambat
pertumbuhan.  SublA  meningkatkan
transkripsi gen yang berkaitan dengan
fermentasi sehingga terjadi akumulasi
mRNA dan peningkatan aktivitas Pyruvate
decarboxylase ~ (Pdc) dan  Alcohol
dehydrogenase (Adh). Kondisi Fermentasi
akan membuat glikolisis dapat berlanjut

(5) terjadi perubahan proses metabolisme sehingga menghasilkan ATP  untuk
S
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survival. Namun, laju produksi etanol tidak
jauh berbeda dengan genotip yang tidak
mengandung gen SublA, mengindikasikan
bahwa induksi Pyruvate decarboxylase
(Pdc) dan Alcohol dehydrogenase (Adh)
tidak terlalu krusial. Subl A menghambat
gen yang berkaitan dengan elongasi sel dan
katabolisme karbohidrat. Degradasi pati
menghasilkan sumber glukosa untuk
glikolisis dan pertumbuhan. Padi yang
mengekspresi Subl A, laju elongasi rendah,
pati dan karbohidrat yang terkumpul dapat
digunakan untuk mempertahankan
perlambatan  sintesis ATP  melalui
fermentasi. Sub1C yang mengontrol gen a-
amilase (Ramy3D) dihambat oleh SublA.
Gibberellins (GA) terlibat dalam regulasi
ekspresi SublC. Namun, efek tersebut

terhadap ekspresi Ramy3D bersifat tidak
langsung, mengingat promotor gen ini
yang tidak mengandung elemen GARE
diperlukan untuk regulasi GA. Peningkatan
regulasi GA. Peningkatan regulasi
Ramy3D oleh kandungan gula didapatkan
pada SublA defisien. SublA juga
bertanggung jawab pada restriksi feedback
produksi etanol. Gen Subl ini di harapkan
ada pada tanaman tebu yang toleran
genangan (Gusmiatun et al., 2015); (Hoque
& Ability, 2017); (Tiwari, 2018); (Banayo,
Mabesa-Telosa, Singh, & Kato, 2019) &
(D. J. Mackill et al., 2012). Keterkaitan
Sub-1 dalam ketahanan tanaman terhadap
genangan seperti disajikan pada Gambar 1
berikut (Fukao & Bailey-Serres, 2008).

genangan
etien * GA Oksigen
. N berkurang
SUB1A SUB1C
pah
ramy3D |
Qlukosa
sukrosa
S5us3
. pac giukosa-6-P
adgh .
Fosfonlasi
fermentasi oksidatif
ptp,&.
tumbuh Beartahan hidup

Gambar 1. Keterkaitan Gen Sub-1 dalam Ketahanan Tanaman terhadap Genangan (Fukao

& Bailey-Serres, 2008)

Figure 1. Biosynthesis of Sub-1 Gene in the Regulation of Flooding tolerant

Berdasarkan penelitian Ramadhan
(2015) bahwa 8 varietas tebu (PS 881, PS
862, PS 882, Kentung, PSJT 941, Bulu
Lawang, PS 865 dan Kidang Kencana)

telah terkonfirmasi tahan genangan
berdasarkan karakter fisiologisnya. Oleh
karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
mengkonfirmasi keberadaan gen tahan
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genangan pada 8 varietas tebu tersebut
yang mirip dengan gen Sub 1 A yang
merupakan gen tahan genangan yang
ditemukan pada tanaman-tanaman lain
yang tahan terhadap cekaman abiotik
berupa genangan.

METODOLOGI
Penelitian dilaksanakan di UPT
Agrotechnopark,  Fakultas  Pertanian,
Universitas  Jember, Desa  Jubung
Kecamatan Sukorambi dan Laboratorium
C-DAST Universitas Jember. Waktu
penelitian dimulai pada bulan Oktober
2017 sampai Desember 2017. Penelitian
ini dilakukan dalam beberapa tahap yaitu
1. Pengkondisian tanaman tebu yang tahan
genangan menurut (Begum, 2003)
dengan modifikasi yaitu Pengeprasan
tanaman tebu varietas (PS 881, PS 862,
PS 882, Kentung, PSJT 941, BL, PS 865
dan KK)) yang berumur 10 bulan. Lalu,
Anakan tanaman tebu dibiarkan
tumbuh. Lahan tanaman tebu yang
sudah di kepras dibersihkan dari sisa
batang dan daun tebu serta pembersihan
saluran air dari gulma. Anakan yang
berumur 14 hari diberi pupuk Urea dan
pupuk organik sambil tanah-tanah
disekitar tanaman tebu dibumbun agar

pupuk tidak mudah hilang terbawa air
saat hujan. Setelah 1 minggu, tanaman
tebu diberikan perlakuan genangan
dengan ketinggian 30 cm (air menutupi
akar tanaman tebu hingga mencapai
batang paling bawah dari tanaman tebu)
selama 7 hari.

. Isolasi DNA dari tanaman tebu yang

digenangani dengan jumlah 3 sampel
pada setiap varietasnya. Pada tahapan
ini bertujuan untuk memisahkan DNA
dari senyawa-senyawa pengotor lainnya
dalam sel tumbuhan yaitu polisakarida,
polifenol dan protein. Pada tahapan ini
membandingkan 2 metode isolasi DNA
yaitu isolasi DNA metode SDS (Cheng,
Guo, Yi, Pang, & Deng, 2003) dan

metode CTAB (Chalmers,
1994);(Syahfitri, Staf, Program, &
Agroekoteknologi, 2017)untuk

mendapatkan metode isolasi DNA yang
terbaik dengan tingkat kemurnian DNA
yang didapat sangat tinggi.

. Pengukuran konsentrasi dan kemurnian

DNA dengan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 260-280 nm
(Murtiyaningsih, Pertanian, & Jember,
n.d.).

(absorbansi sampel A 260—absorbansi blanko)X 40 pg/pl

Rumus konsentrasi DNA ug/ul =

5

(absorbansi A 260—absorbansi blanko)

Rumus kemurnian DNA =

(Absorbansi A 280—Absorbansi blanko)

4. Konfirmasi keberadaaan DNA tebu
yang sudah diisolasi secara visual
dengan elektroforesis DNA. Prosedur
Elektroforesis yaitu membuat 1 % gel
Agarosa ( lgram bubuk Agarosa
dilarutkan dalam 100 ml buffer TAE).
Penambahan larutan Ethidium Bomida
3 ul pada larutan gel Agarosa & dikocok
sampai tercampur. Penuangan gel
Agarosa pada cetakan dan pasang sisir
sumur sampel dan dibiarkan hingga
mengeras. Penambahan larutan Loading

dye 3ul pada sampel 1ul dan dicampur.
Pemasukan sampel dengan konsentrasi
(0,3ug/ul) yang sudah bercampur
dengan loading dye ke sumur sampel
elektroforesis. Proses elektroforesis
tegangan listrik 100 volt selama 25
menit. Pemasukan gel hasil
elekroforesis ke gel doc untuk disinari
sinar UV sehingga band-band DNA
muncul dan terlihat (Murtiyaningsih et
al., n.d.).
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5. Identifikasi gen Sub 1 A pada DNA tebu
dengan metode PCR dengan primer Sub
1A 203 R/F dan kontrol Positif DNA
tanaman  padi  transgenik  yang
mengandung gen Sub 1 A. Prosedur
PCR DNA vyaitu membuat formulasi
bahan PCR DNA dalam 1 reaksi PCR
DNA per sampel volumenya 25 pl
(DNA 1 ul, PCR DNA mix KIT merek
“Bioline” 12,5ul, Primer Sub 1 A R
0,5ul, Primer Sub 1 A F 0,5ul dan
Nuclease free water 10,5ul).
menghidupkan mesin PCR  dan
memasang suhu serta waktu pre-
denaturasi 95°C, 1 menit, denaturasi
95°C, 15 detik, annealing 50°C, 15
detik, extention 72°C , 10 detik dan
pendinginan 4°C, 16 menit. Lalu,

mematikan mesin PCR. DNA hasil PCR
dielektroforesis dengan marker DNA
ladder 1 Kb atau 100 bp “Nexmark”
untuk memastikan DNA yang terbentuk
berukuran sama sesuai dengan ukuran
DNA gen Sub 1 A (Murtiyaningsih et
al., n.d.).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi DNA dengan Metode SDS dan

CTAB

Pada tahap ini bertujuan untuk
memilih metode isolasi DNA yang paling
tepat untuk mendapatkan konsentrasi dan
kemurnian yang tinggi dari DNA tanaman
tebu yang diisolasi.

Tabel 1. Perbandingan Konsentrasi dan Kemurnian DNA dengan Metode SDS dan Metode

CTAB
Table 1. Comparison of Concentration and Purity of DNA with SDS Method and CTAB
Method
Sampel DNA Metode Isolasi DNA  Konsentrasi DNA Kemurnian DNA
(8 Varietas Tebu) (ng/ pbh
PS 881 CTAB 0,584 1,97
PS 862 CTAB 0,624 1,90
PS 882 CTAB 0,104 1,91
Kentung CTAB 0,040 1,93
PSJT 941 SDS 0,360 1,67
Bulu Lawang SDS 0,312 1,69
PS 865 SDS 0,392 1,75
Kidang Kencana SDS 0,304 1,73
Tabel 1 menunjukkan bahwa terkandung masih banyak (Cheng et al.,

konsentrasi (pug/ul) dan kemurnian dari
DNA yang sudah diisolasi dari 8 varietas
tanaman tebu diperoleh bahwa metode
isolasi DNA dengan CTAB menghasilkan
tingkat kemurnian yang lebih tinggi
dibandingkan dengan metode isolasi DNA
dengan SDS. Semakin murni DNA yang
diperoleh maka semakin baik digunakan
untuk menjadi bahan identifikasi gen target
yang diinginkan, karena jika DNA yang
diperoleh memiliki tingkat kemurnian
yang rendah maka senyawa pengotor
(polisakarida, protein dan polifenol) yang

2003). Senyawa pengotor tersebut dapat
mendegradasi DNA. Oleh karena itu,
metode isolasi DNA yang tepat untuk
mengisolasi DNA dari 8 varietas tanaman
tebu berdasarkan Tabel 1 adalah isolasi
DNA metode CTAB.

Hasil Elektroforesis dari 8 Varietas
Tebu

Setelah didapatkan metode isolasi
DNA tanaman tebu yang tepat pada
tahapan sebelumnya maka pada tahapan ini
bertujuan untuk mengkonfirmasi DNA

&
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tebu dari 8 varietas yang sudah diisolasi
dengan metode CTAB secara visual
dengan elektroforesis. Hasil elektroforesis

ad: |
i
- -

A B

Keterangan :
(A) PS 881
(B) PS 862
(C) PS 882
(D) Kentung
(E) PSIT 941
(F) Bulu Lawang
(G) PS 865
(H) Kidang Kencana

pada DNA dari 8 varietas tebu dapat
dilihat pada Gambar 2 berikut.

il A o |

Gambar 2. Hasil Elektroforesis dari Isolasi DNA 8 Varietas Tebu dengan Metode CTAB
Figure 2. Electrophoresis Results from DNA Isolation of 8§ Sugarcane Varieties using the

CTAB Method

Tabel 2. Konsentrasi DNA dari 8 Varietas Tebu

Table 2. Concentration of DNA from 8 Sugarcane Varieties

Sampel DNA Konsentrasi DNA (ug/ul)
PS 881 0,936
PS 862 0,384
PS 882 0,040
Kentung 1,168
PSJT 941 0,376
Bulu Lawang 1,384
PS 865 1,816
Kidang Kencana 0,640

Gambar 2 dan Tabel 2 menunjukkan
hasil isolasi DNA dan konsentrasi hasil
isolasi DNA dengan menggunakan metode
CTAB pada 8 varietas tanaman tebu.

Hasil PCR Gen Target (Gen Sub 1 A)
dari 8 Varietas Tebu Tahan Genangan

Pada tahap ini bertujuan untuk
mengidentifikasi gen tahan genangan pada
tanaman tebu yang mirip dengan gen tahan
genangan gen Sub 1 A dari tanaman padi
transgenik.

Gambar 4 menunjukkan bahwa dari
8 varietas tebu (B,C,D,E,F,G,H,I) yang
digenangi diperkirakan memiliki gen Sub 1
A yang ditunjukkan dengan terbentuknya
deretan band DNA pada baris ke 2 dari
bawah yang berukuran 200 bp. Menurut
(Septiningsih et al., 2009), bahwa sekuens
DNA yang merupakan gen Sub 1 A
memiliki ukuran band sekitar 203 bp.
Selain itu, Jika dibandingkan dengan
kontrol positif yaitu padi transgenik (A)
yang memang mengandung gen Sub 1 A
menunjukkan band DNA target gen Sub 1

&
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A paling tebal ada di band DNA baris ke 2
dari bawah. Oleh karena itu, Berdasarkan
gambar 4 dapat disimpulkan pada 8
varietas tanaman tebu yang digenangi
yang diuji, semuanya mengandung gen
Sub 1 A. Dengan band DNA target Gen
Sub 1 A yang paling tebal varietas tebu PS
881 dan Kentung. Semakin tebal band
DNA yang terbentuk menunjukkan

Cn o ek 13
Sire 3000 (30w

-

o

(B)PS 381
(C) PS 362
(D) PS 382

semakin banyak sekuens DNA target gen
Sub 1 A yang terbentuk. Hasil tersebut
sesuai dengan hasil penelitian dari (Avivi
et al., 2018); (Permana et al., 2018) dan
(RAMADHAN, n.d.) yang menunjukkan
bahwa berdasarkan karakter morfologi dan
anatomi 8 varietas tebu tersebut toleran
terhadap genangan.

.' ' 3 -
- -

UNEECEEnpaL T EF G H 1

(M) Marker DNA Ladder 1 Kb
(A) Padi Transgenik-Kontrol positif mengandung gen Sub 1 A

Gambar 3. Hasil PCR DNA Target Gen Sub 1 A dari 8 Varietas Tebu Tahan Genangan
dengan Primer Sub 1 A 203 R/F serta Marker DNA Ladder 100 bp

Figure 3. PCR Results of DNA Targets for Sub 1 A Genes of 8 Flooding Tolerant
Sugarcane Varieties with Primer Sub 1 A 203 R / F and 100 bp DNA Ladder

Marker

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian kami
dapat disimpukan bahwa § varietas unggul
komersial tebu yaitu PS 881, PS 862, PS
882, Kentung, PSJT 941, Bulu Lawang, PS
865 dan Kidang Kencana semuanya
mempunyai gen tahan genangan yang
mirip dengan gen Sub 1 A. Dengan varietas
PS 881 dan Kentung menghasilkan band
sekues DNA target gen Sub 1 A paling
tebal. Saran dari kegiatan penelitian ini
perlu dilakukan analisa sequensing pada
hasil PCR 8 varietas unggul komersial
tebu tersebut untuk mengetahui urutan
sekuens basa nukleotida dari DNA sampel

hasil PCR yang mirip dengan urutan
sekuens basa nukleotida dari gen Sub 1 A.
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