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MOTTO 

 “Hai orang-orang beriman, jadikanlah sabar dan sholat sebagai penolongmu, 

sesungguhnya Allah beserta orang-orang yang sabar.” 

(terjemahan Surat Al-Baqarah ayat 153)
*) 

 

“Allah akan meninggikan orang-orang yang beriman diantara kamu dan orang-

orang yang berilmu pengetahuan beberapa derajat. Dan Allah Maha mengetahui 

apa yang kamu kerjakan” 

(terjemahan Surat Al-Mujaadilah ayat 11)
*)

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

Jakarta: CV. Pustaka Al-Kautsar. 
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RINGKASAN 

 

Skrining Tanaman Padi Transgenik Overekspresi Gen SoSPS1 

Menggunakan Antibiotik Kanamycin; 

Lutfiana Riski, 131810401016; 2018; 46 halaman; Jurusan Biologi Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

Tanaman transgenik merupakan tanaman yang telah direkayasa 

genetiknya, salah satunya yaitu dengan melalui proses transformasi . Salah satu 

gen yang ditransformasikan ke dalam genom tanaman adalah gen SPS. Gen SPS 

merupakan gen yang menjadi kunci dalam sintesis sukrosa pada tanaman. Gen 

tersebut mengkatalis fructose-6-phosphate (F6P) dan uridine-5-diphospho glucose 

(UDPG) menjadi sucrose-6-phosphate (suc6P). Proses selanjutnya yaitu terjadi 

pemutusan phosphate pada suc6P oleh enzim sucrose phosphate phosphatase 

(SPP) dan menghasilkan sukrosa. Transformasi gen SPS pada tanaman  telah 

banyak dilakukan, diantaranya adalah pada tanaman tebu, tembakau, dan padi. 

Pewarisan gen SoSPS1 pada tanaman transgenik hasil transformasi gen SoSPS1 

pada padi Indica cv. Inpari 14 generasi selanjutnya belum diketahui sehingga 

perlu dikonfirmasi adanya gen SoSPS1 pada tanaman tersebut. Selain itu, untuk 

memperoleh tanaman transgenik homozigot perlu diketahui rasio segregasi pada 

keturunan berikutnya. Berdasarkan latar belakang tersebut perlu dilakukan 

penelitian mengenai konfirmasi keberadaan gen SoSPS1 dan rasio segregasi 

Mendel pada tanaman padi overekspresi gen SoSPS1 generasi T4. 

Penelitian ini dilakukan dengan melakukan skrining 7 event tanaman padi 

transgenik overekspresi gen SoSPS1 dan menghitung rasio fenotip tanaman 

transforman dengan tanaman nontransforman. Data yang diperoleh dianalisis chi 

square dengan rasio yang diharapkan 3:1. Tahap selanjutnya yaitu 

mengkonfirmasi adanya gen SoSPS1 melalui analisis PCR. 

Berdasarkan skrining tanaman transgenik pada generasi T4, dan analisis 

chi square dengan derajat kebebasan 0,05 diperoleh 4 tanaman yang memiliki 

rasio segregasi 3:1. Hasil skrining juga menunjukkan tidak adanya tanaman 
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homozigot sehingga pada generasi ini pewarisan gen SoSPS1 masih belum stabil. 

Berdasarkan konfirmasi PCR, dari 14 tanaman yang dianalisis diperoleh 12 

tanaman positif transforman sedangkan 2 tanaman lainnya tidak terkonfirmasi 

mengandung gen SoSPS1 karena diduga chimera. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Tanaman transgenik merupakan tanaman yang telah direkayasa 

genetiknya, salah satunya yaitu dengan melalui proses transformasi. Transformasi 

genetik merupakan suatu pemindahan gen yang diisolasi dari tanaman, bakteri, 

virus, dan hewan ke dalam genom baru sehingga diperoleh tanaman yang 

memiliki sifat-sifat unggul. Sifat unggul tersebut diantaranya ketahanan terhadap 

hama dan penyakit, herbisida maupun peningkatan kandungan nutrisi atau daya 

simpan (Manuhara, 2006).  

Transformasi genetik pada tanaman dapat dilakukan dengan beberapa cara, 

salah satunya menggunakan bakteri Agrobacterium tumefaciens (Hopkins, 2007). 

Penggunaan A. tumefaciens  sebagai vektor untuk transfer gen memiliki 

keuntungan yaitu sedikitnya jumlah salinan transgen atau gen yang diintegrasikan 

ke dalam genom tanaman (Nishimura et al., 2006). Jumlah salinan transgen yang 

terintegrasi akan mempengaruhi ekspresi dari transgen. Semakin banyak jumlah 

salinan transgen dapat menyebabkan hilangnya ekspresi dari salah satu atau 

bahkan seluruh transgen tersebut (Flavell, 1994). Transgen yang tidak terekspresi 

akan menyebabkan pewarisan gen yang tidak stabil pada keturunan berikutnya. 

Transgen yang masuk ke dalam kromosom pada tanaman hasil 

transformasi dapat diwariskan ke keturunannya sesuai dengan hukum Mendel 

(Watson et al., 1988). Transgen yang telah ditransformasi tersebut akan masuk ke 

dalam genom tanaman secara acak dan sulit diprediksi sisi integrasinya 

(Vaucheret et al., 1998). Transgen yang terintegrasi ke dalam lokus kromosom 

akan mengalami segregasi dalam pembentukan gamet kemudian mengelompok 

secara bebas sehingga dihasilkan individu homozigot dan heterozigot (Crowder, 

1997). Individu homozigot yang diperoleh pada tanaman transgenik sangat 

penting untuk kestabilan gen asing pada keturunan berikutnya. Hal ini karena 

individu homozigot akan menghasilkan keturunan homozigot sehingga diperoleh 

tanaman transgenik yang stabil. 
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Salah satu gen yang ditransformasikan ke dalam genom tanaman adalah 

gen SPS. Gen SPS merupakan gen pengkode enzim SPS. Enzim tersebut 

merupakan enzim yang menjadi kunci dalam sintesis sukrosa pada tanaman. 

Enzim tersebut mengkatalis fructose-6-phosphate (F6P) dan uridine-5-diphospho 

glucose (UDPG) menjadi sucrose-6-phosphate (suc6P). Proses selanjutnya yaitu 

terjadi pemutusan phosphate pada suc6P oleh enzim sucrose phosphate 

phosphatase (SPP) dan menghasilkan sukrosa (Langenkamper et al., 2002; Chen 

et al., 2005). Aktivitas SPS berkorelasi positif terhadap akumulasi sukrosa pada 

tanaman. Selain itu, SPS juga terlibat dalam pertumbuhan dan hasil panen 

tanaman serta berperan dalam toleransi stress pada tanaman diantaranya stress 

kekeringan (Huang et al., 2012). 

Transformasi gen SPS pada tanaman  telah banyak dilakukan, salah 

satunya adalah transformasi gen SoSPS1 yang telah dilakukan oleh Miswar et 

al.,(2005) pada tanaman tembakau,  Ningtyas et al.,(2015) pada tanaman tebu, 

dan Satria et al.,(2015) pada tanaman padi. Transformasi gen SPS pada padi oleh 

Satria et al., (2015) dilakukan dengan menyisipkan gen SoSPS1 pada padi Indica 

cv. Inpari 14. Kultivar terebut dipilih karena memiliki produktivitas yang rendah 

sehingga diharapkan dengan menyisipkan gen tersebut dapat meningkatkan 

produktivitas. Berdasarkan hasil transformasi, telah berhasil diperoleh  tanaman 

padi overekspresi gen SoSPS1 serta telah dikonfirmasi adanya gen tersebut 

menggunakan analisis PCR. Namun belum diketahui pewarisan gen tersebut pada 

tanaman padi overekspresi gen SoSPS1 pada generasi selanjutnya sehingga perlu 

dikonfirmasi adanya gen SoSPS1pada tanaman tersebut. Selain itu, untuk 

memperoleh tanaman transgenik homozigot perlu diketahui rasio segregasi pada 

keturunan berikutnya. Berdasarkan latar belakang tersebut perlu dilakukan 

penelitian mengenai konfirmasi keberadaan gen SoSPS1 dan rasio segregasi 

Mendel pada tanaman padi overekspresi gen SoSPS1 generasi T4. 

1.2 Rumusan Masalah 

Gen SPS merupakan gen yang berperan penting dalam sintesis sukrosa 

pada tanaman tebu. Transformasi gen SoSPS1 telah dilakukan pada tanaman padi 
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Indica cv. Inpari 14, namun masih belum diketahui rasio segregasi Mendel pada 

keturunan berikutnya yaitu pada generasi T4 dan diperlukan adanya tanaman 

transgenik homozigot agar diperoleh tanaman transgenik yang stabil. Selain itu, 

diperlukan konfirmasi PCR untuk mengetahui adanya gen SoSPS1 pada tanaman 

padi overekspresi gen SoSPS1 generasi T4. 

1.3 Batasan Masalah 

Analisis yang dilakukan terdiri dari analisis chi square test dengan rasio 

yang diharapkan yaitu 3:1 dan analisis PCR untuk mengkonfirmasi adanya gen 

SoSPS1.  

1.4 Tujuan Penelitian 

Adapun tujuan dari penelitian adalah untuk mengetahui rasio segregasi 

gen SoSPS1 pada generasi T4, memperoleh tanaman transgenik homozigot dan 

mengkonfirmasi adanya gen SoSPS1 pada tanaman padi overekspresi gen SoSPS1 

generasi T4. 

1.5 Manfaat  

Hasil penelitian diharapkan dimanfaatkan sebagai dasar pengembangan 

dalam penelitian bioteknologi pada tanaman padi PRG. Adanya data mengenai 

rasio segregasi gen SPS  pada tanaman generasi selanjutnya dan diperolehnya 

tanaman transgenik yang homozigot diharapkan dapat menjadi dasar 

pertimbangan bagi peneliti dalam bidang pemuliaan tanaman. 
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 BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA  

2.1  Morfologi Tanaman Padi 

Tanaman padi (Oryza sativa) merupakan tanaman yang tergolong tanaman 

tahunan, dengan batang yang bulat berongga, agak pipih dan berumpun (Smith 

dan Dilday, 2003). O. Sativa memiliki batang tegak dengan tinggi 0,6-2 meter, 

serta terdiri dari 4-5 anakan (FAO, 2017). Struktur daun terdiri dari pelepah dan 

lamina, dilengkapi dengan aurikula dan ligula. Bunga berbentuk malai yang terdiri 

dari bagian basal, rachis (axis), cabang primer dan sekunder, pedicel dan bulir 

(Smith dan Dilday, 2003). Pada malai, terdapat cabang yang menunjang sejumlah 

bulir padi. Tiap bulir memiliki bunga yang dikelilingi oleh lemma dan palea di 

bagian basal. Lemma dan palea (kulit sekam) yang menutupi biji padi bervariasi 

dalam ukuran, tekstur, dan warna. Setiap malai dapat berisi 100-150 bulir padi 

(FAO, 2017). Secara umum, bagian-bagian tanaman padi dapat dilihat pada 

Gambar 2.1. 

 

 

(a) Tanaman padi inpari 14; (b) malai; (c) bijii 

Gambar 12.1 Morfologi tanaman padi (dokumen pribadi, 2017) 

Tanaman padi merupakan salah satu dari 23 spesies dari genus Oryza yang 

banyak dikenal dan dimanfaatkan sebagai sumber nutrisi (Vaughan et al,.

a 

b 

c 
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 2003). Oryza sativa terdiri dari dua subspesies, yaitu Oryza sativa ssp. Indica dan 

Oryza sativa ssp. japonica. Jenispadi Indica memiliki karakteristik biji lebih 

ramping, daun berwarna hijau terang, dan memiliki lebih banyak anakan, 

sedangkan jenis padi Japonica memiliki karakteristik biji yang lebih bulat, daun 

berwarna hijau tua, dan memiliki sedikit anakan (OECD,1999).  

2.2  Peranan SPS dalam Asimilasi Karbon dan Biosintesis Sukrosa pada 

Tanaman 

Berdasarkan jalur asimilasi karbon, tanaman dibagi menjadi 3, yaitu 

tanaman C3, C4, dan CAM. Penamaan jalur fotosintesis tersebut didasarkan pada 

jalur asam dikarboksilik karena hasil fiksasi karbon stabil yang pertama kali 

diperoleh adalah asam dikarboksilik (C4) seperti malat dan aspartat. Senyawa C4 

tersebut kemudian dipecah menjadi piruvat (C3) dan CO2. Pada tanaman C3 hasil 

fiksasi karbon berupa 3-fosfogliserat (C3). Sekitar 90% tanaman terestrial yang 

merupakan tanaman pertanian merupakan tanaman C3 diantaranya padi, gandum, 

kedelai, dan kentang (Pessarakli, 2005).  

Proses fotosintesis pada tanaman diawali dengan dipecahnya H2O menjadi 

hidrogen dan oksigen. Reaksi ini membutuhkan cahaya matahari sehingga disebut 

dengan reaksi terang. Reaksi terang menghasilkan energi (NADPH dan ATP) 

yang dibutuhkan dalam reaksi gelap atau siklus Calvin yaitu  proses terjadinya 

fiksasi karbon dan dihasilkannya glukosa (Campbell et al., 2008). Pada tanaman 

C3, asimilasi CO2 langsung melalui siklus Calvin (Pessarakli, 2005). 

Padi merupakan tanaman C3 yang proses asimilasi karbonnya secara 

keseluruhan terjadi di dalam kloroplas (Pessarakli, 2005). Pada siklus Calvin, 

terdiri dari 3 tahap yaitu fiksasi karbon, reduksi, dan regenerasi RuBP. Dalam 

fiksasi karbon, CO2 berikatan dengan gula yang memiliki 5 karbon yaitu ribulose 

biphosphate (RuBP) dan dikatalis oleh RuBP carboxylase (rubisco) sehingga 

terbentuk 2 molekul 3-phosphoglyserate. Pada tahap selanjutnya tiap molekul 3-

phosphoglyserate mengikat fosfat dari ATP membentuk 1,3-biphosphoglyserate 

yang selanjutnya tereduksi menjadi glyseraldehyde-3-phosphate (G3P). G3P, 

melalui serangkaian reaksi yang kompleks 5 molekul G3P disusun kembali 
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menjadi 3 molekul RuBP, sedangkan 1 molekul G3P lainnya akan dikeluarkan 

dan menjadi bahan awal untuk jalur metabolisme lain seperti sintesis glukosa dan 

karbohidrat lainnya (Campbell et al., 2008). 

Sukrosa merupakan senyawa penting yang berfungsi sebagai sumber 

energi pada sel fotosintetik dan dapat ditranslokasikan ke jaringan yang sedang 

tumbuh. Sintesis sukrosa terjadi di sitosol dan menggunakan glukosa dan fruktosa 

yang telah terfosforilasi sebagai bahan baku (Lakitan, 2012). Sukrosa disintesis 

dari triose phosphat dengan konversi glucose-1-phosphate menjadi UDP-glucose 

melalui enzim UDP-glucose pyrophosphorylase. Selanjutnya UDP-glucose 

diubah menjadi sucrose-6-phosphate oleh enzim Sucrose Phosphate Synthase 

(SPS). Kemudian sucrose-6-phosphate phosphatase memecah fosfat dari sucrose-

6-phosphate menjadi sukrosa (Taiz dan Zeiger, 2002). Adapun proses sintesis 

sukrosa secara keseluruhan dapat dilihat pada Gambar 2.1. 

 

Gambar 2.2 Proses sintesis sukrosa pada tanaman C3 (Taiz dan Zeiger, 2002) 
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Enzim Sucrose-phosphate synthase (SPS) merupakan enzim kunci dalam 

proses asimilasi karbon  pada tanaman. SPS juga memiliki peran penting dalam 

produksi sukrosa di dalam sel fotosintetik dan di dalam perkecambahan biji 

berperan dalam konversi dari pati atau asam lemak menjadi sukrosa (Chavez-

Barcenas et al., 2000). Sintesis sukrosa dapat dikatalisis oleh enzim yang berbeda  

yaitu sucrose phosphate synthase (SPS) dan sucrose synthase (SuSy) dengan 

persamaan reaksi yaitu: 

UDP-glucose + Fru-6-P sucrose-6’-P + UDP + H
+ 

 

UDP-glucose + fructose sucrose + UDP + H
+
 

SPS tidak hanya ditemukan pada jaringan fotosintetik, namun juga 

terdapat pada jaringan nonfotosintetik seperti pada buah yang masak. Aktivitas 

SPS diregulasi oleh efektor allosterik seperti glukosa-6-fosfat dan Pi dan 

fosforilasi seryl (Huber dan Huber, 1996). SPS berperan dalam  metabolisme 

sukrosa diantaranya adalah berpengaruh dalam pertumbuhan tanaman dan 

perkembangan buah, serta regulasi dari distribusi hasil fotosintetik yaitu sukrosa 

dan pati (Wang et al., 2013). Beberapa penelitian melaporkan bahwa overekspresi 

gen SPS dapat meningkatkan kandungan gula pada buah (Laporte et al., 1997) dan 

hasil panen yang lebih tinggi (Ishimaru et al.,2008).  

2.3  Tanaman Overekspresi gen SoSPS1  

Transformasi gen SoSPS1 menggunakan eksplan tunas apikal padi telah 

dilakukan oleh Satria et al.(2015) dan berdasarkan analisis PCR dan aklimatisasi 

telah diperoleh 7 tanaman  transforman yang dapat bertahan hidup. Transformasi 

gen SoSPS1 dilakukan dengan menggunakan vektor A. tumefaciens strain GV 

3101 yang mengandung binary vector plasmid pCL4. Plasmid tersebut telah 

disisipi gen SoSPS1 dibawah kontrol promoter Rice Ubiquitin 2 (RUBQ2) dan 

dilengkapi dengan gen penanda Neomycin Phosphotransferase II (npt II). Adapun 

peta konstruk plasmid yang telah diintegrasikan dalam DNA tanaman padi 

ditunjukkan pada Gambar 2.2. 
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LB: left border; RB: right border; nos: nopaline synthase gene; npt II: neomycin 

phosphotransferase gene; Ubi-1: maize ubiquitin promoter; SoSPS1: Saccharum 

officinarum sucrose phosphate synthase gene; RUBQ2: rice ubiquitin promoter 

Gambar 2.3 Peta konstruk plasmid pCL4-SoSPS1 dalam T-DNA yang telah 

ditransformasi pada DNA tanaman padi (Satria,et al. 2015) 

Ishimaru et al., (2008) telah membuktikan bahwa overekspresi gen SPS 

jagung pada kentang dapat meningkatkan persediaan fotoasimilatori dari daun 

(source) ke umbi (sink) dan  dapat meningkatkan hasil panen seperti umbi yang 

lebih besar dan manis dibandingkan kontrol. Chavez-Barcenas et al. (2000) 

melaporkan bahwa gen SPS1 pada padi  terekspresi pada jaringan fotosintetik (sel 

mesofil daun), scutellum pada perkecambahan biji, dan pada polen (bunga 

imatur). Pada daun, gen hanya terekspresi pada sel mesofil di lamina dan pelepah 

daun. Ekspresi gen pada daun di bagian terluar lebih tinggi daripada di bagian 

dalam daun. Selain itu, pada daun yang telah membuka ekspresi gen menurun dari 

ujung daun sampai ke bagian pangkal daun. Hal ini menunjukkan bahwa 

translokasi sukrosa dari source ke sink terjadi pada dua arah yaitu secara basipetal 

dan transversal. Selama proses perkembangan daun, ekspresi gen SPS akan 

meningkat pada daun yang lebih tua (matur) jika dibandingkan pada daun muda 

yang hanya terekspresi di bagian apex daun.  

2.4  Pewarisan Genetik Tanaman Tranforman dimediasi A. tumefaciens 

  Metode transformasi menggunakan A. tumefaciens merupakan metode 

yang banyak digunakan. Bakteri tersebut mengandung plasmid Ti (Tumor 

Inducing) yang mengkode sebagian besar sifat yang menyebabkan virulensi. A. 

tumefaciens menginduksi terbentuknya tumor pada tanaman melalui transfer 
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single-strand T-DNA ke dalam genom tanaman. Hal inilah yang menjadi dasar 

untuk mengintegrasikan gen interest ke dalam genom tanaman melalui A. 

tumefaciens. Integrasi gen tersebut terjadi secara acak dan dengan jumlah salinan 

gen yang sulit untuk diprediksi (Kumar dan Fladung, 2004). 

Tanaman hasil transformasi akan mengalami segregrasi transgen dalam 

pembentukan gamet. Hal ini akan menghasilkan tanaman yang bersifat 

heterozigot atau homozigot pada tanaman generasi selanjutnya (Weng et al. 

2004). Tanaman hasil transformasi disebut tanaman T0 dan bersifat heterozigot 

atau memiliki salinan transgen pada lokus genom tanaman. DNA akan terintegrasi 

ke dalam satu kromosom namun tidak homolog pada lokus yang sama. Tanaman 

T0 akan menghasilkan biji T1 yang tumbuh menjadi tanaman T1 yang dapat 

bersifat heterozigot, homozigot positif (transgenik) atau homozigot negatif 

(nontransgenik) dengan perbandingan 2:1:1 (rasio Mendel jika terdapat satu 

salinan transgen) (Stewart, 2008).  

Tizaoui dan Kchouk (2012) melaporkan bahwa tanaman tembakau 

homozigot dapat diperoleh pada tanaman T2 dan T3. Carsono et al. (2010) juga 

melaporkan bahwa gen Glu-1Dx5 pada padi transgenik dapat terdeteksi pada T2 

dan sudah tidak bersegregasi lagi sehingga diduga homozigot. Selain itu, Duan et 

al. (1994) yang telah mengintegrasikan gen potato proteinase inhibitor II (pinII) 

ke dalam beberapa varietas padi Japonica, menyatakan bahwa gen pin II dapat 

terekspresi sampai generasi ke empat. 

2.5 Pewarisan Sifat Tanaman Transforman Berdasarkan Hukum Mendel 

Sifat-sifat Mendel dikendalikan oleh suatu gen dan hasil ekspresi gen 

tersebut  langsung mengarah ke karakteristik fenotip. Hal ini merupakan konsep 

penting dalam bioteknologi tanaman, karena sampai saat ini tanaman transgenik 

yang dihasilkan memiliki sifat yang dikendalikan oleh transgen tunggal. Sifat-sifat 

Mendel dapat memiliki variasi yang menghasilkan karakteristik protein yang 

berbeda, namun gen yang mengontrol sifat tersebut merupakan gen yang terletak 

pada satu lokasi yang sama dalam kromosom yaitu lokus (Stewart, 2008).  
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Setiap individu akan menghasilkan gamet-gamet yang kandungan gennya 

separuh dari kandungan gen pada individu. Hal ini karena pada saat pembentukan 

gamet, tiap pasang gen akan disegregasi ke dalam masing-masing gamet yang 

terbentuk (Hukum Mendel I). Pada saat terjadi persilangan, segregasi suatu 

pasangan gen tidak bergantung pada segregasi pasangan gen lainnya. Hal ini 

menyebabkan terjadi pemilihan kombinasi gen-gen secara bebas dalam 

pembentukan gamet (Hukum Mendel II) (Susanto, 2011). 

Transgen diwariskan secara seksual sebagai karakter dominan dengan 

rasio Mendel 3:1. Pipatpanukul et al. (2004) melaporkan bahwa gen hptII telah 

diwariskan pada T1 jenis padi Indica cv. RD6 dengan menghasilkan rasio 

segregasi 3:1. Hal ini menunjukkan bahwa gen hptII telah terintegrasi ke dalam 

satu lokus. Namun, beberapa tanaman menunjukkan rasio yang berbeda (1:1) dan 

diasumsikan bahwa yang terintegrasi adalah multiple T-DNA. Menurut Tizaoui 

dan Kchouk (2012) penyimpangan hukum Mendel tersebut dapat terjadi dengan 

frekuensi 10-50 % karena transmisi transgen yang tidak stabil atau ekspresi 

transgen yang rendah. Banyak faktor yang dapat mempengaruhi ekspresi dan 

pewarisan transgen tersebut, diantaranya yaitu transgen itu sendiri, genom 

tanaman (host genom), dan interaksi keduanya. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Divisi Biologi Molekuler dan 

Bioteknologi, serta di Greenhouse Center for Development of Advanced Science 

and Technology (CDAST). Penelitian ini  dilaksanakan pada bulan Juni – 

Desember 2017. 

3.2 Bahan dan Alat 

3.2.1 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji tanaman padi 

generasi T3 Indica cv. Inpari 14 SS hasil transformasi menggunakan A. 

tumefaciens strain GV 3101 dan mengandung gen SoSPS1 yang dikonstruk dalam 

plasmid pCL4, terdiri dari 7 event yaitu DT1A1, DT1A2, DT1A3, DT2A1, 

DT3A2, DT3A3, dan DT4A1 serta tanaman padi wild type sebagai kontrol. Media 

dasar yang digunakan untuk seleksi adalah kertas saring, larutan nutrisi Hoagland, 

dan antibiotik  kanamycin. Bahan tanam untuk media aklimatisasi antara lain pasir 

dan tanah, pupuk urea, SP-36, KCL, dan  ZA. Adapun bahan kimia yang 

digunakan untuk analisis antara lain SDS, PCI, buffer TAE, Agarose, EtBr, 

alkohol 70%, buffer TE, HCL, NaOH, dan akuades steril. 

3.2.2 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah LAF (Laminar Air Flow), 

sentrifuge, waterbath, microwave, mesin PCR, perangkat elektoforesis,  gel 

documentation system (GELDOC), nanodrop, kamera digital, botol kuljar, pinset, 

mortar, spektrofotometer, autoclave,  eppendorf, tube PCR, tabung falcon,  

mikropipet, mikro tip, pot, potray, dan alat pendukung lain yang mendukung 

penelitian. 
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3.3 Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar43.1 Alur Penelitian 

Isolasi  

genom 

Analisis PCR 

Biji tanaman padi transforman generasi T3 

masing-masing event 10 biji. 

Biji dipanen 

Ditanam di green house 

Screening pada media kertas saring +larutan A-B mix + 

kanamycin 

Aklimatisasi 

Biji tanaman padi generasi T4: 3 tanaman tiap event (50 biji tiap tanaman) 

Pengambilan sampel daun 

Penghitungan rasio fenotip tanaman padi transforman : 

non-transforman 
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3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Skrining Tanaman Padi Overekspresi gen SPS 

 

a. Optimasi Konsentrasi Antibiotik Kanamycin  

Optimasi dilakukan dengan meletakkan biji dalam botol yang berisi media 

seleksi dengan 5 konsentrasi kanamycin yang berbeda yaitu 0 mg/L (kontrol), 25 

mg/L, 50 mg/L, 75 mg/L, dan 100 mg/L. Konsentrasi terendah yang 

menyebabkan perbedaan yang nyata dibandingkan kontrol digunakan untuk 

skrining tanaman transforman. 

 

b. Skrining Tanaman Transforman Generasi T4 

Tanaman padi generasi T3 ditanam di green house CDAST, kemudian biji 

yang diperoleh yaitu biji T4 ditanam di media seleksi. Media seleksi dibuat 

dengan meletakkan kertas saring dalam botol kuljar, kemudian ditambahkan 

dengan larutan nutrisi (A-B mix) yang mengandung 75 mg/L
 
kanamycin. Seleksi 

dilakukan untuk mendapatkan tanaman padi transforman overekspresi gen 

SoSPS1. Biji tanaman padi yang akan ditanam disterilisasi terlebih dahulu. 

Sterilisasi biji dilakukan dengan merendam biji dalam larutan fungisida selama 30 

menit, untuk mencegah kontaminasi jamur. Selanjutnya biji diletakkan pada 

media seleksi selama 14 hari. Selanjutnya, tanaman yang lolos tahap seleksi 

(tanaman transforman overekspresi gen SoSPS1) kemudian dihitung jumlahnya 

dan di aklimatisasi.  

 

c. Penghitungan Rasio Fenotip Tanaman Transforman dan Non-transforman  

Jumlah tanaman transforman maupun yang non-transforman dihitung. 

Tanaman non-transforman ditandai dengan terjadinya klorosis pada daun (albino) 

dan mati, sedangkan tanaman transforman ditandai dengan warna hijau pada 

tanaman tersebut. 
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d. Aklimatisasi 

Tanaman yang lolos seleksi selanjutnya ditanam di potray dengan media 

tanah dan ditempatkan dalam growth chamber pada suhu 26° C – 32° C selama 7 

hari, untuk mengadaptasikan tanaman sebelum dipindah ke green house. Tanaman 

selanjutnya ditanam pada pot yang diisi tanah dan diletakkan di green house. 

Tanaman tersebut dipupuk sebanyak tiga kali yaitu: (1) pada umur 7 hari setelah 

tanam (HST) dengan pupuk urea 0,78 g/pot, SP-36 0,625 g/pot, dan KCL 0,78 

g/pot, (2) pada umur 25 HST dengan pupuk urea 0,625 g/pot, dan (3) pada umur 

40 HST dengan pupuk ZA 0,625 g/pot. Pemeliharaan tanaman meliputi pengairan, 

dan pengendalian gulma, hama atau penyakit tanaman. Pemberian air dilakukan 

sampai menggenang maksimal 2 cm diatas permukaan tanah. Pengendalian gulma 

dilakukan dengan cara dicabut secara langsung sedangkan pengendalian hama 

dilakukan dengan penyemprotan insektisida (Wangiyana et al., 2009). 

 

e. Uji Chi Square 

Chi square adalah uji nyata apakah data yang diperoleh benar 

menyimpang dari nisbah yang diharapkan. Berdasarkan hukum Mendel, jika 

terintegrasi satu salinan transgen maka nisbah yang diharapkan adalah 3:1. Jumlah 

tanaman yang lolos seleksi kemudian dihitung dan dilakukan uji chi square. 

Adapun perhitungan uji chi square adalah sebagai berikut : 

x
2
 = Ʃ (o – e)

2  
/e

 
         atau      x

2
 = Ʃ d

2  
/e 

Keterangan :  

o : jumlah tanaman yang diamati (observed) 

e : jumlah tanaman yang diharapkan  (expected) 

d : selisih pengamatan dan harapan (deviasi) 

Nilai x
2
 selanjutnya dicari di daftar chi square untuk mengetahui  

penyimpangan tersebut nyata atau tidak (Susanto, 2011). 

3.4.2 Konfirmasi Tanaman Padi Overekspresi Gen SoSPS1 

a. Isolasi DNA Genom 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


15 

 

 

 

Isolasi DNA genom tanaman dilakukan berdasarkan metode dari Zheng et 

al. (1995) dengan menggerus 0,5 gram daun padi dengan nitrogen cair sampai 

halus kemudian ditambah dengan 1 ml buffer ekstraksi (100 mM Tris-Cl, 50 mM 

EDTA, 500 mM NaCl, dengan pH keseluruhan 8,0), 50 µl SDS 20% dan 1,25 µl 

β-mercaptoethanol kemudian divortex sampai homogen. Sampel selanjutnya 

diinkubasi pada suhu 65
o
C selama 10 menit. Sampel yang telah diinkubasi 

kemudian ditambah 500 µl pottasium acetat(5 M), dilakukan swirling, dan  

diinkubasi dalam es selama 10 menit kemudian disentrifugasi 12.000 rpm selama 

10 menit dengan suhu 4
o
C. Supernatan selanjutnya dipindah ke dalam eppendorf 

baru dan ditambah 625 µl isopropanol kemudian diinkubasi selama 1 jam pada 

suhu -20
o
C, dan disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4

o
C.  

Setelah itu, pellet (DNA) yang diperoleh dicuci dengan 500 µl buffer TE. 

Purifikasi DNA dilakukan dengan penambahan 15 µl RNA-se kemudian 

diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37
o
C, selanjutnya ditambahkan 500 µl PCI dan 

divortex agar homogen. Setelah itu, sampel disentrifugasi dengan kecepatan 

12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4
o
C. Supernatan yang diperoleh dipindah 

ke eppendorf baru, dan ditambah chloroform (1:1) kemudian divortex, dan 

disentrifugasi kembali dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 

4
o
C. Supernatan dipindah ke eppendorf baru, kemudian ditambah isopropanol 

sebanyak 0,8 kali volume supernatan dan NaAc sebanyak 0,2 kali volume 

supernatan, serta dilakuka swirling agar homogen. Sampel selanjutnya diinkubasi 

selama 1 jam pada suhu -20
o
C, kemudian disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 

menit pada suhu 4
o
C. Pellet yang diperoleh dicuci dengan 1 ml ethanol 70%, dan 

disentrifugasi kembali dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 

4
o
C. Supernatan dibuang kemudian  pellet dikeringkan dengan vacum dry selama 

5 menit. Setelah itu, DNA ditambah 50 µl buffer TE dan diukur kosentrasinya 

dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 260 nm serta 

dianalisis menggunakan PCR. 

 

b. Analisis Polimerase Chain Reaction (PCR) 
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Analisis PCR dilakukan dengan menggunakan PCR master mix 

(PROMEGA) 5 μl ditambah ddH2O 2 μl, primer forward dan reverse masing-

masing 1 μl, dan DNA template 1 μl dengan volume total 10 μl dalam satu kali 

reaksi. Primer yang digunakan adalah nptII (neomycin phosphotransferaseII),  

dengan sekuen sebagai berikut : primer nptII-F (5’-

GTCATCTCACCTTGCTCCTGCC-3’), primer nptII-R (5’-

GTCGCTTGGTCGGTCATTTCG-3’) dengan ukuran pita DNA pada hasil 

elektroforesis yaitu 550 bp. Tahapan PCR meliputi predenaturasi 95ºC selama 5 

menit, denaturasi 95ºC selama 30 detik, annealing 60ºC selama 20 detik, 

elongation 72ºC selama 1 menit dan final extension 72ºC selama 5 menit dengan 

35 siklus. Hasil PCR selanjutnya dielektroforesis menggunakan gel agarose 1 % 

yang mengandung 3 μl Ethidium Bromida dengan tegangan 100 volt selama 25 

menit. Marker DNA yang digunakan adalah 1 kb DNA ladder PROMEGA 

sebanyak 3 μl. Hasil elektroforesis kemudian dilihat di gel documentation system 

(Satria et al., 2015). 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan skrining tanaman transgenik pada generasi T4, dan analisis chi 

square dengan derajat kebebasan 0,05 diperoleh 4 tanaman yang memiliki rasio 

segregasi 3:1. Hasil skrining juga menunjukkan tidak adanya tanaman homozigot 

sehingga pada generasi ini pewarisan gen SoSPS1 masih belum stabil. 

Berdasarkan konfirmasi PCR, dari 14 tanaman yang dianalisis diperoleh 12 

tanaman positif transforman sedangkan 2 tanaman lainnya tidak terkonfirmasi 

mengandung gen SoSPS1. 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan skrining lebih lanjut untuk memperoleh tanaman 

homozigot transforman dan analisis PCR pada beberapa bagian tanaman untuk 

membuktikan dugaan adanya tanaman chimera. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 4.1 Komposisi Media A-B Mix  

 

Komposisi Larutan A Jumlah (g/1000L) 

• Kalsium nitrat 1100 

• Kalium nitrat 575 

• Fe EDTA 38 

Komposisi Larutan B  

• Kalium dihidro fosfat 560 

• Amnonium sulfat 30 

• Kalium sulfat 75 

• Magnesium sulfat 1050 

• Cupri sulfat 0,4 

• Zinc sulfat 1,5 

• Asam borat 4,0 

• Mangan Sulfat 8 

• Amonium hepta molibdat 0,1 
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Lampiran 4.2 Perhitungan Chi Square Test pada Hasil Skrining 

 

Event Tanaman Karakter 
Jumlah Tanaman 

    
O (Observed) E(Expected) O-E (O-E)2 (O-E)2/E X

2
= Σ(O-E)2/E 

1 

1 
transforman 6 37,5 -31,5 992,25 26,46 

82,64 
non-transforman 39 12,5 26,5 702,25 56,18 

2 
transforman 17 37,5 -20,5 420,25 11,21 

41,63 
non-transforman 32 12,5 19,5 380,25 30,42 

3 
transforman 19 37,5 -18,5 342,25 9,13 

33,63 
non-transforman 30 12,5 17,5 306,25 24,5 

2 

1 
transforman 19 37,5 -18,5 342,25 9,13 

14,91 
non-transforman 21 12,5 8,5 72,25 5,78 

2 
transforman 23 37,5 -14,5 210,25 5,61 

10,11 
non-transforman 20 12,5 7,5 56,25 4,5 

3 
transforman 28 37,5 -9,5 90,25 2,41 

9,63 
non-transforman 22 12,5 9,5 90,25 7,22 

3 

1 
transforman 28 37,5 -9,5 90,25 2,41 

3,39 
non-transforman 16 12,5 3,5 12,25 0,98 

2 
transforman 35 37,5 -2,5 6,25 0,17 

0,35 

non-transforman 11 12,5 -1,5 2,25 0,18 

3 
transforman 45 37,5 7,5 56,25 1,5 

6 
non-transforman 5 12,5 -7,5 56,25 4,5 

4 1 
transforman 37 37,5 -0,5 0,25 0,01 

0,03 
non-transforman 13 12,5 0,5 0,25 0,02 
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Event Tanaman Karakter 
Jumlah Tanaman 

    
O (Observed) E(Expected) O-E (O-E)2 (O-E)2/E X

2
= Σ(O-E)2/E 

2 
transforman 16 37,5 -21,5 462,25 12,33 

31,55 
non-transforman 28 12,5 15,5 240,25 19,22 

4 3 
transforman 15 37,5 -22,5 506,25 13,5 

54 
non-transforman 35 12,5 22,5 506,25 40,5 

5 

1 
transforman 20 37,5 -17,5 306,25 8,17 

29,95 
non-transforman 29 12,5 16,5 272,25 21,78 

2 
transforman 12 37,5 -25,5 650,25 17,34 

54,32 
non-transforman 34 12,5 21,5 462,25 36,98 

3 
transforman 10 37,5 -27,5 756,25 20,17 

80,67 
non-transforman 40 12,5 27,5 756,25 60,5 

6 

1 
transforman 0 37,5 -37,5 1406,25 37,5 

150 
non-transforman 50 12,5 37,5 1406,25 112,5 

2 
transforman 18 37,5 -19,5 380,25 10,14 

34,64 
non-transforman 30 12,5 17,5 306,25 24,5 

3 
transforman 19 37,5 -18,5 342,25 9,13 

36,51 
non-transforman 31 12,5 18,5 342,25 27,38 

7 

1 
transforman 19 37,5 -18,5 342,25 9,13 

30,91 
non-transforman 29 12,5 16,5 272,25 21,78 

2 
transforman 37 37,5 -0,5 0,25 0,01 

0,03 
non-transforman 12 12,5 -0,5 0,25 0,02 

3 
transforman 26 37,5 -11,5 132,25 3,53 

12,35 
non-transforman 23 12,5 10,5 110,25 8,82 
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Lampiran 4.3 Tabel Chi-Square Test 

 

   Tabel Distribusi χ²   

 
α 0.1 0.05 0.025 0.01 0.005 

 

db 1 2.70554 3.84146 5.02390 6.63489 7.87940 

 2 4.60518 5.99148 7.37778 9.21035 10.59653 

 3 6.25139 7.81472 9.34840 11.34488 12.83807 

 4 7.77943 9.48773 11.14326 13.27670 14.86017 

 5 9.23635 11.07048 12.83249 15.08632 16.74965 

 6 10.64464 12.59158 14.44935 16.81187 18.54751 

 7 12.01703 14.06713 16.01277 18.47532 20.27774 

 8 13.36156 15.50731 17.53454 20.09016 21.95486 

 9 14.68366 16.91896 19.02278 21.66605 23.58927 

 10 15.98717 18.30703 20.48320 23.20929 25.18805 

 11 17.27501 19.67515 21.92002 24.72502 26.75686 

 12 18.54934 21.02606 23.33666 26.21696 28.29966 

 13 19.81193 22.36203 24.73558 27.68818 29.81932 

 14 21.06414 23.68478 26.11893 29.14116 31.31943 

 15 22.30712 24.99580 27.48836 30.57795 32.80149 

 16 23.54182 26.29622 28.84532 31.99986 34.26705 

 17 24.76903 27.58710 30.19098 33.40872 35.71838 

 18 25.98942 28.86932 31.52641 34.80524 37.15639 

 19 27.20356 30.14351 32.85234 36.19077 38.58212 

 20 28.41197 31.41042 34.16958 37.56627 39.99686 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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

