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RINGKASAN

Transformasi Gen nptll Vektor pCL4 dengan Agrobacterium tumefaciens
pada Tanaman Tebu @accharum officinarum L.); Moch. Ayub Afandi,
021510101075; 2007; 20 halaman; Jurusan Budidastarf*an Fakultas Pertanian
Universitas Jember.

Transformasi gen pada tanaman merupakan upaya nprzesn sifat
genetik dengan cara mentransfer gen yang diisalasi organisme (tanaman,
virus, bakteri) ke dalam inti sel tanaman untuk daratkan sifat-sifat unggul dan
yang menguntungkan pada tanama&ntumefaciensnerupakan salah satu media
transfer gen ke dalam tanaman. Penelitian ini pertuuntuk mengetahui metode
transformasi gemptll vektor pCL4 pada tanaman tebu deng&an tumefaciens
dan respon tanaman tebu putative transforman tephatkedia seleksi antibiotik
geneticin.

A. tumefaciensnerupakan bakteri tanakofl borne pathogényang dapat
menginfeksi tanaman pada kondisi luka dan menyebalbdmor ¢rown gal),
yaitu suatu gumpalan atau kalus jaringan tumor yamgbuh pada tempat
terjadinya infeksi. Secara alami bakteli tumefacienshanya menginfeksi
tanaman dari kelompok dikotil. Tetapi, saat inatebanyak tanaman monokaotil
yang berhasil ditransformasi dengan bak#egrobacteriumdengan melakukan
beberapa modifikasi.

Penelitian dimulai dengan pembuatan planlet tebu adallary bud tebu
var. M442 yang ditumbuhkan pada media kultur MSgdenZPT BA 0,1 mg/|
dan kinetin 0,2 mg/l. Selanjutnya, adalah tahapangkulturanAgrobacterium
pada media YEPygast extract peptoheengan antibiotik kanamycin 50 mg/l dan
rifampicin 100 mg/l selama 2 hari digojog dengandgatan 150 rpm pada suhu
28 °C. Kultur Agrobacteriumkemudian disubkultur pada media yang sama dan
digojog 150 rpm pada suhu 2& sampai didapatkan nilai Q& = 0,5-1,0.
Infeksi Agrobacteriumdilakukan pada planlet tebu yang dilukai pada gahg
batang dan ditanam pada media kokultivasi (MS pdelagjan acetosyringone 100
mg/l pada kondisi gelap selama 3 hari). Eliminagiobacteriumdilakukan pada



media MS padat dengan cefotaxime 500 mg/l selam&4lbari. Seleksi dan
regenerasi planlet tebu putative transforman dikakupada media MS padat
dengan cefotaxime 500 mg/lI dan geneticin 50 mg/I.

Hasil penelitian menunjukkan tanaman tebu putatiaasforman mampu
tumbuh dan beregenerasi pada media seleksi selapat siklus sebesar 3,3%,
dengan 14 hari pada tiap-tiap siklusnya. Hal irdiedabkan bahwa gemptl
vektor pCL4 yang ditransfer oleh bakté&grobacteriumdiduga telah terintegrasi
dengan genom DNA pada planlet tebu.



SUMMARY

Transformation of Gene nptll Vector pCL4 by Agrobacterium tumefaciens at
Sugarcane Saccharum officinarum L.); Moch. Ayub Afandi, 021510101075;
2007; 20 pages; Agronomy Departement Agricultureufg Jember University.

Gene transformation in plant is an effort to matapu genetic
characteristic with gene transfering from organi@stant, virus, bacteria) into
plant nucleus to get pre eminent and profitableradtaristics to the plani.
tumefaciensre one of gene transferring media to the plahé dbjective of the
research is to understand transformation methodeok nptll vector pCL4 at
sugarcane withA. tumefacienand the response of sugarcane putative transformer
with geneticin selection.

A. tumefaciensis an soil borne pathogen that can infection plant
wounding condition and it was cause of tumarogn gal). Naturally, A.
tumefaciengan infection of dicotil plant only. Recently, tkeis much monocot
that can be transformed Bygrobacteriumwith some modification.

The planlet of this research froaxillary bud of M442 variety that it was
grown in MS culture media with BA 0,1 mg/l and kiime0,2 mg/l. Next step, it
was culturing Agrobacteriumstep at YEP mediayéast extract peptoheby
kanamycin 50 mg/l and rifampicin 100 mg/l duringl@ys shaking by 150 rpm at
temperature 28C. Agrobacteriumculture then subculturised at the same media
and shaking by using 150 rpm at temperature°@8until ODsoo = 0,5-1,0.
Agrobacteriuminfection was done at sugarcane planlet that wtsah the jetty of
branch and it was planted at cocultivasi mediid9dS with acetosyringone 100
mg/l at dark condition for about 3 day#grobacteriumelimination was done at
MS media with cefotaxime 500 mg/l for 10-14 daysleStion and regeneration of
planlet sugarcane putative transforman was dondStmedia with cefotaxime
500 mg/l and geneticin 50 mg/I.

The result of the research shows that sugarcaraiymittransformer can
be grown and regenerate &grobacteriummedia selection during four cycle as

much as 3,3%, by 14 days at each cycles it wasddumnptll gene pCL4 vector
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transferred byAgrobacteriumbacteria it is anticipated has already integratet

DNA genome at sugarcane planlet.

Vil



PRAKATA

Puji syukur kehadirat Allah SWT atas segala rahdeai karunia-Nya,

sehingga penulis dapat menyelesaikan skripsi yangidul “Transformasi Gen

nptll Vektor pCL4 dengan Agrobacterium tumefaciens pada Tanaman Tebu

(Saccharum officinarum L.)”. Penelitian ini didanai oleh Proyek Penelitian
Hibah Pasca Xl DIKTI "Perakitan Varietas Tebu Ruktivitas Gula Tinggi

Melalui Rekayasa Genetika” tahun anggaran 2006.

Penulis mengucapkan terima kasih kepada:

. Keluarga besar Mustahal Ponco (Alm.), Bapak Mamsedan Ibu Kifayah,
Mbak Lissa, Mas Aan, dan Angga "kentang” atas dglam spiritual dan
materialnya,

. Prof. Dr. Ir. Bambang Sugiharto, M.Agr. Sc. sebagatua Tim Hibah Pasca
X1l DIKTI,

. Dr. Ir. Didik Pudji Restanto, MS. sebagai Dosen Benbing Utama, Tri
Agus Siswoyo, SP., M.Agr.Sc., Ph.D. sebagai Dossmt#mbing Anggota |,
dan Ir. Boedi Santoso, MP. sebagai Dosen Pembimfnggota Il yang telah
memberikan bimbingan dan arahan dalam menyelesaktgsi,

. Prof. Dr. Ir. Endang Budi Trisusilowati, MS. sebadaekan Fakultas
Pertanian Universitas Jember dan Ir. Bambang Kuadtdan M.Sc. sebagai
Ketua Jurusan Budidaya Pertanian Fakultas Pertamarersitas Jember,

. Keluarga besar Biologi Molekul Universitas Jemb#gyro’02 community dan
semua pihak yang telah memberikan motivasi hinggraulisan skripsi ini
selesai.

Segala kesempurnaan hanyalah milik Allah SWT, Kkritan saran dari

pembaca akan menjadi masukan bagi penulis.

Jember, Juli 2007 Penulis

viii



DAFTAR ISI

Halaman
HALAMAN JUDUL .ot i
HALAMAN PEMBIMBING ..o il
HALAMAN PENGESAHAN e, iii
RINGKASAN et e e iv
SUMM A Y s Vi
P RAK AT A e viii
DAFTAR IS e iX
DAFTAR TABEL .ot Xi
DAFTAR GAMBAR o Xii
BAB 1. PENDAHULUAN ... e 1
1.1 Latar Belakang ........ccccccoviiiiiiiiiiieeecice e 1
1.2 Perumusan Masalah.............cccocomiiiiieeaes 2
1.3 TUJUBN oot e 2
1.4 MANFAAL ...ooeviiiiiiiiieieiei s 2
BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA e 3
2.1 Transformasi Gen pada Tanaman..............ccccevvvvnnnneeennn. 3
2.2 Bakteri Agrobacterium tumefaciens...........ccoooveeeeeeeninnnnnn. 4
2.3 Transformasi Gen pada Tanaman dengan
A TUMEFACIENS ... 4
2.4 Gen Penyeleksi untuk Studi Ekspresi Gen Tanaman
Transforman ..........ooiiiiiiiii e 6
BAB 3. METODE PENELITIAN ..o, 7
3.1 Waktu dan Tempat .........ccooviiiiiiiiiieeeiie e, 7
3.2 Bahan dan Alat ...........oeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 7
3.3 MELOUE ... 7



3.3.1 Persiapan Planlet ...............cccoooovmnn v vvee e 7

3.3.2 PengkulturarAgrobacterium.............cccoooeeviiiineenn, 7
3.3.3 Infeksi dan KoKultivasi ............cccooeeeees e cevvnnnnnn 8
3.3.4 EliminasiAgrobacterium............ccocociiieeeiiieeeeeennnn. 8

3.3.5 Seleksi dan Regenerasi Planlet Tebu Putative

Transforman ... s 8

BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN .....oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiivieieiiiiieeees 9
4.1 Tanaman Tebuln Vitro (Planlet) Var. M442 ................. 9

4.2 Transformasi Gen denganA. tumefaciens ...................... 10

4.3 Eliminasi Bakteri A.tumefaciens ............c.cooeeevveviiiinnnnn. 11

4.4 Seleksi dan Regenerasi Planlet Tebu Putative

TranSTOIMAN ..ov e e 12
BAB 5. SIMPULAN ..ottt eans 17
DAFTAR PUS T AK A e 18



DAFTAR TABEL
Nomor Judul Halaman

4.1 Prosentase planlet hidup setelah diinfeksi dengan
A. tumefacienstrain EHA105 vektor pCL4. ..........coovvvvennnnn. 15

Xi



DAFTAR GAMBAR

Nomor Judul Halaman
2.1 InfeksiA. tumefacienke dalam sel tanaman ...............ccc....... 5
4.1 Planlet tebin vitrovar. M442 .............ccooiiiiiiiiiiieeeieieeeee 9

4.2 Planlet tebu pada media kokultivasi ... .cceiieeeeinnnen, 11

4.3 Planlet tebu pada media eliminAstumefaciens................. 12

4.4 Planlet tebu pada media seleksi geneticin §0.m............... 14

4.5 Peta konstruksi vektor pPCL4 ..........uuceeeeeiieeiiiiiiiee e 14

4.6 Pengaruh geneticin 50 mg/l pada planlet tebu.................. 16

Xii



