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*
  Kementerian Agama Republik Indonesia, Yayasan Penyelenggara Penterjemah/ Pentafsir Al-   

Qur’an. 1971. Mushaf Al-Qur’an dan Terjemahannya. Jakarta: Nur Publishing. 
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RINGKASAN 

 

Skrining  Stabilitas Genetik Tanaman Tebu (Saccharum officinarum L. var. 

Bulu Lawang) Produk Rekayasa Genetik (PRG) Overekspresi Gen SoSPS1 

dan SoSUT1 Menggunakan Kultur Kalus; Femin Damayanti, 141810401012; 

2018: 48 halaman; Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan 

Alam Universitas Jember. 

 

Tanaman tebu (Saccharum officinarum L. var. Bulu Lawang) produk 

rekayasa genetik (PRG) overekspresi gen SoSPS1 dirancang dengan memasukkan 

gen SoSPS1 kedalam genom tanaman dengan vector Agrobacterium tumefaciens 

yang telah disisipi plasmid PCL4 yang dalam konstruknya mengandung gen nptII 

yang menyandikan ketahanan terhadap antibiotik kanamisin. Tanaman tebu PRG 

overekspresi gen SoSUT1 ditransformasikan ke tanaman dengan plasmid pAct 

yang dalam konstruknya mengandung gen hptII yang menyandikan ketahanan 

terhadap antibiotik higromisin. Beberapa penelitian menyebutkan bahwa tanaman 

tebu hasil transformasi masih bersifat heterogen. Gen yang diinsersikan masih 

belum tentu dapat ditemukan pada semua sel tanaman sehingga perlu dilakukan 

skrining pada generasi selanjutnya untuk menyeleksi sel yang transforman dari sel 

yang non transforman menggunakan kanamisin dan higromisin.   

Tebu memiliki biji dengan viabilitas rendah sehingga sulit berkecambah. 

Oleh karena itu, perbanyakan tebu umumnya dilakukan dengan bagal atau stek 

batang karena mempunyai tunas apikal dan tunas lateral. Skrining menggunakan 

eksplan tunas apikal dan tunas lateral pernah dilakukan dan diperoleh persentase 

keberhasilan sebesar 29,2%. Upaya perbanyakan lain yaitu menggunakan kultur 

kalus. Kultur kalus digunakan untuk memperoleh planlet dengan jumlah yang 

banyak, seragam dan membutuhkan waktu yang lebih singkat sehingga skrining 

menggunakan kultur kalus diharapkan lebih efektif dan menghasilkan planlet 

lolos krining yang lebih banyak dibandingkan skrining dengan tunas apikal dan 

tunas lateral. Sebelum itu, perlu dilakukan optimasi metode skrining 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


 

viii 

 

menggunakan kultur kalus yang paling efektif dengan 3 perlakuan berdasarkan 

perbedaan waktu mulainya pemberian antibiotik pada media pengkalusan yaitu 

pemberian antibiotik dimulai dari awal media induksi (perlakuan 1), pemberian 

antibiotik dimulai dari pertengahan media induksi (perlakuan 2) dan pemberian 

antibiotik dimulai dari media proliferasi (perlakuan 3).  

Penelitian dilakukan dengan tahap tahap sebagai berikut yaitu 

pengambilan eksplan. eksplan berupa spindle leaf tanaman tebu PRG overekspresi 

gen SoSPS1 dan SoSUT1 yang meliputi 9 event yaitu D5, D10, D12, Su2, Su3, 

Su5, Sp2, Sp3 dan Sp4. Ekplan ditanam pada media induksi kemudian di skrining 

mengggunakan 3 perlakuan diatas. Skrining dilakukan 5 kali dengan interval 

waktu 3 minggu. Media pengkalusan berupa media induksi (MS+ 2,4D 3 ppm+ 

CH 300 ppm) selama 6 minggu kemudian dilanjutkan ke media proliferasi 

(MS+CH 300 ppm+ Prolin 560 ppm+ 2,4D 1 ppm) selama 6 minggu dan 

dilanjutkan pada media regenerasi (MS+ Glutamin 100 ppm) selama 6 minggu. 

Skrining dilakukan dengan penambahan antibiotik kanamisin 50 ppm dan 

higromisin 20 ppm pada media pengkalusan. 

Hasil penelitian diperoleh bahwa metode skrining tanaman tebu PRG 

overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 menggunakan kultur kalus lebih efektif di 

mulai pada media proliferasi (perlakuan 3) dengan persentase keberhasilan 32,4% 

dan jumlah planlet yang dihasilkan 72 planlet. Sedangkan skrining yang dimulai 

dari pertengahan media induksi (perlakuan 2) memiliki persentase keberhasilan 

lebih rendah yaitu 0,4% dan jumlah planlet yang dihasilkan 1 planlet.  Skrining 

yang dimulai di awal media induksi memiliki tingkat keberhasilan 0 % atau semua 

eksplan mati. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Produktivitas gula nasional dalam 15 tahun terakhir menunjukkan 

kecenderungan kinerja yang merosot. Hal ini terlihat dari beberapa indikator, 

diantaranya adalah menurunnya produksi gula sampai 45 % dan mutu rendemen 

tanaman tebu sebesar 10 %. Keadaan ini semakin diperburuk dengan menurunnya 

luas areal tebu sebesar 37 % (Mulyono, 2011). Kemampuan produksi gula 

Indonesia hanya sekitar 2,1 juta ton gula kristal putih per tahun. Angka ini belum 

mampu memenuhi kebutuhan gula dalam negeri yang hampir berada di angka 3 

juta ton/tahun (Ernawati & Suryani, 2013). Guna memenuhi kebutuhan dalam 

negeri maka pemerintah melakukan impor gula. Periode tahun 1980- 2015, impor 

gula Indonesia meningkat rata-rata 163,09 % pertahun atau setara dengan 63.889 

ton per tahun (Kementerian Pertanian, 2016). 

Salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk meningkatkan produksi gula 

nasional yakni dengan meningkatkan rendemen gula tanaman tebu salah satunya 

melalui teknik rekayasa genetik pada tanaman tebu. Seiring dengan kemajuan 

bioteknologi, saat ini telah didapatkan tanaman tebu produk rekayasa genetik 

(PRG). Salah satunya adalah tanaman tebu produk rekayasa genetik (PRG) 

overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1. Tanaman tersebut merupakan hasil 

transformasi dengan menyisipkan gen SoSPS1 dan SoSUT1 pada tanaman tebu. 

Pada dasarnya, tanaman tebu sudah memiliki gen SoSPS1 dan SoSUT1 endogen. 

Transformasi gen SoSPS1 dan SoSUT1 diharapkan meningkatkan aktivitas enzim 

Sucrose Phosphate Syntase (SPS) dan Sucrose Transporter (SUT) sehingga 

terjadi peningkatan biosintesis sukrosa dan translokasi sukrosa dari source ke sink 

dan diperoleh tanaman tebu yang memiliki rendemen gula yang tinggi (Sugiharto 

et al., 2008). 

Keberhasilan suatu proses transfer gen dalam pembuatan tanaman 

transgenik tercapai jika diperoleh tanaman transgenik yang stabil, yaitu gen yang 

diinsersikan telah terintegrasi ke dalam genom dan diwariskan ke generasi 
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berikutnya (Christou et al., 1992). Beberapa penelitian menyebutkan bahwa 

tanaman tebu hasil transformasi masih bersifat heterogen. Gen yang diinsersikan 

masih belum tentu dapat ditemukan pada semua sel tanaman (Dewi, 2001). 

Seperti penelitian yang dilakukan Mufithah et al., (2015) menyebutkan stabilitas 

genetik tebu overekspresi gen SoSUT1 pada generasi kedua tidak mencapai 100 % 

namun hanya 92,5 %. 

Stabilitas genetik pada tanaman transgenik yang mampu melakukan 

persilangan sendiri dapat dicapai pada turunan ke-4, sedangkan 

tanaman transgenik yang membutuhkan perantara dalam melakukan penyerbukan 

akan mencapai kestabilan genetik pada turunan ke-8 (Sutini, 2008). Tarique et al., 

(2010) menyatakan bahwa untuk melakukan skrining tanaman tebu dengan 

metode konvensional membutuhkan waktu 10-15 tahun. Hal tersebut karena 

tanaman tebu termasuk dalam tanaman yang memiliki waktu pembungaan yang 

lama (Lahay, 2009). Oleh karena itu, dalam penelitian ini akan dilakukan kultur 

kalus tebu untuk mendapatkan tanaman dalam jumlah banyak dengan waktu 

singkat. 

Paradisa (2015) menyatakan skrining tanaman tebu PRG overekspresi gen 

SoSPS1 dan SoSUT1 secara in vitro menggunakan eksplan tunas apikal dan lateral 

memiliki tingkat keberhasilan 29,2% pada skrining ke 3. Kalus merupakan massa 

sel amorf yang mampu beregenerasi menjadi planlet dalam jumlah banyak 

(Lakshmanan, 2006) sehingga planlet yang lolos skrining diharapkan diperoleh 

dalam jumlah banyak sehingga perlu dilakukan optimasi metode skrining untuk 

memperoleh metode yang sesuai. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk 

mengetahui metode skrining paling efektif menggunakan kultur kalus melalui 3 

perlakuan berdasarkan perbedaan waktu mulainya pemberian antibiotik pada 

media pengkalusan yaitu skrining dimulai diawal media induksi, skrining dimulai 

dipertengahan media induksi dan skrining dimulai dimedia proliferasi. 
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1.2 Perumusan Masalah 

Skrining dengan kultur kalus diharapkan lebih efektif dan menghasilkan 

planlet lolos krining yang lebih banyak dibandingkan skrining dengan tunas apikal 

dan tunas lateral. Sebelum itu, perlu dilakukan optimasi metode skrining yang 

paling efektif menggunakan kultur kalus dengan 3 perlakuan yaitu pemberian 

antibiotik dimulai dari awal media induksi (perlakuan 1), pemberian antibiotik 

dimulai dari pertengahan media induksi (perlakuan 2) dan pemberian antibiotik 

dimulai dari media proliferasi (perlakuan 3). Adapun rumusan masalah dalam 

penelitian ini yaitu, manakah metode yang paling efektif untuk skrining tanaman 

tebu PRG overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 menggunakan kultur kalus ? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui metode paling efektif untuk 

skrining tanaman tebu PRG overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 menggunakan  

kultur kalus. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang pengaruh 

pemberian antibiotik kanamisin dan higromisin pada kultur kalus tanaman tebu 

produk rekayasa genetik overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1  dan dapat 

memberikan informasi tentang metode skrining dengan kultur kalus yang paling 

efektif berdasarkan perbedaan waktu mulainya pemberian antibiotik pada media 

pengkalusan.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Biologi Tanaman Tebu 

2.1.1 Klasifikasi dan Deskripsi Tanaman Tebu 

Klasifikasi dari tumbuhan Saccharum officinarum adalah sebagai berikut : 

Kingdom      : Plantae 

Subkingdom : Tracheobionta 

Superdivisi   : Spermatophyta 

Divisi : Magnoliophyta 

Kelas  : Liliopsida 

Subkelas : Commelinidae 

Ordo  : Poales 

Famili : Poaceae 

Genus : Saccharum 

Spesies : Saccharum officinarum L. 

(Plantamor, 2016) 

Tanaman tebu (Saccharum officinarum ) termasuk tanaman perdu. Tebu 

merupakan tumbuhan monokotil dari famili rumput-rumputan (Poaceae). Batang 

tanaman tebu memiliki tunas lateral dan pangkal batang yang membentuk 

rumpun. Tanaman ini memerlukan waktu tanam 11-12 bulan (Kementrian 

Pertanian, 2014). 

 

2.1.2 Morfologi Tanaman Tebu 

Batang tanaman tebu tegak dan beruas-ruas yang dibatasi dengan buku-

buku. Pada setiap buku terdapat mata tunas. Diameter batang berkisar 3-5 cm 

dengan tinggi 2-5 m dan tidak bercabang. Akar tanaman tebu termasuk akar 

serabut. Daun tebu berbentuk seperti pita, berseling kanan dan kiri, berpelepah 

seperti daun jagung dan tak bertangkai. Tulang daun sejajar. Bunga tebu berupa 

malai dengan panjang antara 50-80 cm. Cabang bunga pada tahap pertama berupa 
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karangan bunga dan pada tahap selanjutnya berupa tandan dengan dua bulir 

panjang 3-4 mm (Kementrian Pertanian, 2014). 

 

 

 

Keterangan Gambar: (a) morfologi tanaman tebu utuh; (b) pelepah, helaian daun dan 

kedudukan helaian daun pada batang tebu; (c) mata tunas pada 

batang tebu; (d) i dan ii ruas batang tebu utuh, iii dan iv potongan 

membujur ruas batang tebu. 

 

Gambar 2.1 Morfologi tebu varietas Bulu Lawang  (Sumber: Prabawanti, 2012) 

 

Varietas tebu yang digunakan dalam penelitian ini adalah varietas Bulu 

Lawang (BL). Tanaman tebu jenis ini memiliki karakter khusus warna batang 

dominan ungu, arah tumbuh batang tegak, kedudukan nodus datar, bentuk mata 

tunas bulat dengan bagian terlebar dibawah, warna batang bagian dalam adalah 

kuning muda, bangun daun berbentuk pita dengan panjang maksimal 157–160 cm 

dan lebar maksimal 4,8–5,4 cm. Warna permukaan daun bagian atas adalah hijau 

pupus dan warna permukaan bawah daun lebih pucat, memiliki lapisan lilin yang 

tebal (4 µm), ukuran trikoma panjang (82-102 µm), trikoma lentur dan tidak 

A 

D 

C 

B 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


6 

 

 

mudah patah. Tebu varietas Bulu Lawang dapat tumbuh hingga tinggi 213-260 cm 

(Prabawanti, 2012). Morfologi tanaman tebu varietas Bulu Lawang dapat dilihat 

pada Gambar 2.1. 

 

2.2 Perbanyakan Tanaman Tebu 

Tebu secara umum, diperbanyak secara vegetatif dan generatif. 

Perbanyakan generatif jarang digunakan karena berbagai faktor diantaranya 

prosesnya lambat dan dibutuhkan waktu sekitar 10-15 tahun untuk memperoleh 

varietas baru (Ramanand et al., 2006). Proses pembungaan tebu merupakan proses 

rumit, karena tebu berbunga pada malam hari dan penyerbukan silang terjadi 

menggunakan media angin sedangkan pollen tebu hanya mampu bertahan 

beberapa menit sehingga peluang terjadinya penyerbukan sangat kecil. Apabila 

penyerbukannya berhasil dibutuhkan waktu 20–25 hari untuk pembentukan dan 

pematangan biji. Biji tanaman tebu berukuran sangat kecil yaitu sekitar 1 mm 

sehingga dapat dengan cepat kehilangan viabilitasnya (Lahay, 2009). 

Petani lebih banyak menggunakan perbanyakan vegetatif menggunakan 

stek batang. Bibit tebu diambil dari batang tebu dengan 2-3 mata tunas yang 

belum tumbuh. Bibit ini disebut juga dengan bibit stek batang/bagal. Selain itu, 

dapat digunakan bibit stek pucuk/top stek, yaitu bibit yang berasal pucuk batang 

tebu dengan 2 mata atau lebih (Kementerian Pertanian, 2014). Perbanyakan 

menggunakan stek ini membutuhkan waktu yang lama. Kekurangan lain yakni 

berbagai penyakit dapat membuat tebu tersebut memiliki pertumbuhan yang 

terbatas bahkan mati (Baksha et al., 2003). Oleh karena itu, diperlukan metode 

perbanyakan vegetatif lain yang lebih efisien salah satunya adalah kultur jaringan. 

 

2.3 Sintesis Sukrosa pada Tanaman 

Pada tumbuhan, gula tidak hanya berfungsi sebagai substrat untuk 

pertumbuhan tetapi berperan juga dalam menginisiasi perubahan ekspresi gen 

(Verma et al., 2011). Sukrosa merupakan hasil akhir dari proses fotosintesis yang 
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ditranslokasi dari daun (source) ke organ yang membutuhkan (sink) seperti 

batang, buah, akar, bunga dan jaringan meristem (Ward, 2000). Sukrosa memiliki 

fungsi sebagai penyediaan energi dan kerangka karbon, pengaturan ekspresi gen 

lainnya, partisi karbon asimilat serta pertumbuhan dan perkembangan tanaman 

(Koch, 1996). 

 

 

Gambar 2.2 Biosintesis sukrosa pada tanaman (Sumber: Taiz & Zeiger, 2002) 

 

Sukrosa disintesis pada sitosol tanaman, Subtrat pembentukan sukrosa 

adalah triosa phosphat yang merupakan produk hasil siklus calvin di kloroplas. 

Triosa phosphat bereaksi dengan enzim aldolase membentuk fruktosa-1,6-

biphosphat yang kemudian bereaksi dengan enzim fruktosa-1,6-biohosphate  

membentuk fruktosa-6-phosphate, sebagian fruktosa-6-phosphate akan 

mengalami reaksi isomerisasi dengan enzim hexosa phosphate isomerase 

membentuk glukosa-6-phosphate. Glukosa-6-phosphate akan bereaksi dengan 

enzim phosphoglukomutase membentuk glukosa-1-phosphate. Glukosa-1-
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phosphate akan berikatan dengan UTP menjadi UDP-glukosa. Reaksi 

penggabungan UDP-glukosa dengan fruktosa-6-phosphate dikatalisis oleh enzim 

sukrosa phosphate synthase (SPS) membentuk sukrosa phosphate yang bereaksi 

dengan enzim sukrose phosphate phosphatase membentuk sukrosa (Taiz & 

Zeiger, 2002). Biosintesis sukrosa dapat dilihat pada Gambar 2.2. 

 

2.4 Transportasi Sukrosa pada Tanaman 

Tebu adalah tanaman C4 yang bisa mengakumulasikan sukrosa di batang  

melebihi 50 % dari berat keringnya. Sukrosa disintesis di sel mesofil daun, dan 

diangkut secara simplastik ke sel pembuluh berkas pengangkut dan secara apoplas 

ke sel penggiring floem dengan melibatkan transporter membran. Pada tanaman 

tebu, jaringan parenkim di batang merupakan tempat penyimpanan sukrosa. 

Beberapa bukti menunjukkan bahwa zat terlarut dapat bergerak secara simplas 

dari floem ke sel parenkim penyimpanan  (Rae et al., 2004). 

Protein SUT terdapat di sel sel-sel yang mengelilingi pembuluh berkas 

pengangkut pada daun dan batang termasuk sel parenkim dan sel sklerenchyma 

berdinding tebal. Meski sel-sel berdinding tebal mungkin hidup, kehadiran 

suberin di dinding sel dan sambungan pit-field yang melimpah menunjukkan 

bahwa transportasi  apoplas ke sel-sel ini terbatas.  Hasilnya menunjukkan bahwa 

transporter ini mungkin berperan dalam pembagian sukrosa antara jaringan 

transport dan jaringan penyimpanan tebu (Rae et al., 2004). 

Proses translokasi sukrosa berasal dari source ke sink atau yang disebut 

dengan long distance transport secara umum digolongkan menjadi dua tahapan 

yaitu loading dan unloading sukrosa. Proses loading dan unloading sukrosa 

menuju batang difasilitasi oleh protein SUT (Truernit, 2001). Translokasi sukrosa 

oleh protein SUT merupakan bentuk pengangkutan aktif yang disebut sebagai 

sukrosa H+ symporter (sucrose proton symport) (Reismier et al., 1993). Pada 

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. Translokasi sukrosa 
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secara apoplas melewati ruang interseluler, proses ini terjadi dalam SE/CC (sieve 

element/companion cell) (Lalonde et al., 2003). Proses transport sukrosa dapat 

dilihat pada Gambar 2.3.  

  

  

 
Keterangan Gambar: (A) transport sukrosa secara simplas; (B) transport sukrosa secara 

apoplas 

 

Gambar 2.3 Transportasi sukrosa (Sumber: Taiz & Zeiger, 2002) 

 

A 

B 
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2.5 Tanaman Produk Rekayasa Genetik (PRG) Overekspresi Gen SoSUT1 

dan SoSPS1 

Pada tanaman tebu biosintesis sukrosa dikatalisis oleh enzim sucrose-

phosphate synthase (SPS) yang berperan dalam proses sistesis sukrosa yang 

mengkatalis reaksi penggabungan UDP-glucose dan  Fruktosa-6-Phospat menjadi 

sucrose-6′-P + UDP + H+ (Huber & Huber, 1996). Serta peningkatan aktivitas 

SPS berkorelasi positif meningkatkan kandungan sukrosa (Sugiharto et al., 1997). 

Gen SPS tebu telah berhasil diisolasi (Sugiharto et al., 1997) dan overekspresi gen 

SPS ini dapat meningkatkan aktivitas SPS dan kandungan sukrosa pada daun 

tanaman tebu transgenik (Sugiharto et al., 2003). Namun peningkatan kandungan 

gula sukrosa di batang kurang sepadan dengan peningkatanya di daun tebu 

(Miswar et al., 2007). Hal ini diduga karena tidak adanya peningkatan translokasi 

sukrosa dari daun sebagai tempat sintesis ke batang sebagai organ penyimpan. 

 Beberapa penelitian melaporkan bahwa translokasi sukrosa difasilitasi 

oleh protein sucrose transpoter (SUT) dan overekspresi gen SUT dapat 

meningkatkan translokasi sukrosa dan produksi tanaman kentang (Lamoine et al., 

1999). Terdapat 3 jenis SUT pada tanaman, SUT1 mempunyai afinitas tinggi, 

SUT2 mempunyai afinitas menengah dan SUT3 mempunyai afinitas rendah (Taiz 

& Zeiger, 2002). Saat ini kloning dan konstruk gen SoSUT1 dari tebu telah 

dilakukan (Sugiharto et al., 2008), dan bersama-sama dengan konstruk gen 

SoSPS1 (Sugiharto et al., 2003) dapat digunakan untuk meningkatkan sintesis dan 

sekaligus transport sukrosa pada tanaman. Penelitian pada tanaman model double 

overekspresi gen SoSPS1 bersama-sama dengan gen SoSUT1 dapat meningkatkan 

kandungan dan produksi buah tomat transgenik (Dewanti et al., 2011).  

Tanaman tebu PRG overekspresi gen SoSUT1 dan SoSPS1 merupakan 

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

agar proses biosintesis dan translokasi sukrosa meningkat pada tanaman 

(Sugiharto & Safitri, 2011) dan diperoleh 3 macam tebu PRG. Tebu PRG single 

SUT yaitu tebu yang hanya dilakukan overekspresi gen SoSUT1 menggunakan 

vektor Agrobacterium tumefaciens yang telah tersisipi plasmid pActin dengan gen 

penanda hptII (Gambar 2.4) yang merupakan gen ketahanan terhadap antibiotik 
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higromisin (Dwiniarti, 2013). Tebu PRG single SPS yaitu tebu yang hanya 

dilakukan overekspresi gen SoSPS1 menggunakan vektor Agrobacterium 

tumefaciens yang telah tersisipi plasmid pCL4 dengan gen penanda nptII (Gambar 

2.5) yang merupakan gen ketahanan terhadap antibiotik kanamisin (Baskoro, 

2012), dan tebu PRG double SPS dan SUT yaitu tebu yang mengalami 

overekspresi gen SoSPS1 dan gen SoSUT1 ( Ningtyas et al., 2015).  

 

Gambar 2.4 Peta plasmid pAct-SoSUT1 (Sumber: Sugiharto et al., 2008) 

 

  

Gambar 2.5 Peta plasmid pCl4-SoSPS1 (Sumber: Liu et al., 2003) 

 

2.6 Skrining Stabilitas Genetik Tanaman Produk Rekayasa Genetik (PRG) 

Overekspresi Gen SoSUT1 dan SoSPS1 

Skrining tanaman transgenik dilakukan dengan menumbuhkan sel, 

jaringan atau organ, seperti biji, pada media yang mengandung antibiotik. Sel, 

jaringan atau organ yang hidup atau lolos dari skrining merupakan tanaman yang 

berpotensi membawa gen yang ditransformasikan. Efektifitas penggunaan 
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antibiotik sebagai agen skrining bergantung pada jenis dan konsentrasi antibiotik 

serta tingkat ketahanan tanaman yang diskrining. Penggunaan antibiotik 

didasarkan pada gen ketahanan pada plasmid yang berfungsi sebagai selectable 

marker. Jenis antibiotik yang sering digunakan dalam media skrining adalah 

kanamisin dan higromisin (Paradisa, 2015). 

Tanaman overekspresi SoSPS1 tahan terhadap paparan antibiotik 

kanamisin karena adanya gen nptII yang mensintesa enzim neomycin 

phosphotransferase II. Enzim ini dapat menginaktivasi antibiotik kanamisin yang 

masuk ke dalam tanaman sehingga antibiotik kanamisin tidak dapat mengganggu 

sintesis protein tanaman. Tanaman overekspresi SoSUT1 tahan dengan paparan 

antibiotik higromisin karena adanya gen hptII mensintesis enzim higromycin 

phosphotransferase yang dikembangkan untuk resistensi terhadap antibiotik 

higromisin (Matthews et al., 2006). Sehingga tanaman yang tidak terinsersi gen 

SoSPS1 dan SoSUT1 tidak akan bertahan dalam media skrining. 

 

2.7 Kultur Jaringan dan Embriogenesis Somatik 

Semakin majunya ilmu pengetahuan dan teknologi saat ini memungkinkan 

adanya kemajuan pula dalam metode budidaya tanaman tebu. Metode kultur 

jaringan merupakan metode budidaya tanaman yang banyak digunakan saat ini. 

Metode perbanyakan ini bekerja dalam tingkat sel maupun jaringan. Prinsip 

metode ini yaitu dengan memperbanyak atau menumbuhkan sel dalam kondisi 

lingkungan yang aseptik dan terkontrol. Metode ini semakin berkembang sejak 

diketahuinya teori bahwa tanaman memiliki totipotensi sel, yaitu kemampuan 

setiap sel tanaman untuk dapat tumbuh dan berkembang menjadi satu tanaman 

baru yang utuh dalam kondisi lingkungan yang mendukung. Kultur jaringan akan 

lebih besar persentase keberhasilannya bila menggunakan jaringan meristem. 

Jaringan meristem adalah jaringan muda, yaitu jaringan yang terdiri dari sel-sel 

yang selalu membelah, dinding selnya tipis, belum mempunyai penebalan dari zat 

pektin, plasmanya penuh dan vakuolanya kecil. Jaringan meristem dipilih untuk 

kultur jaringan karena jaringan meristem keadaannya selalu membelah, sehingga 
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diperkirakan mempunyai zat yang mengatur pembelahan (Makziah, 2011). 

Metode kultur jaringan dipercaya dapat menghasilkan tanaman baru termasuk 

dalam bentuk bibit menghasilkan tanaman yang terbebas dari hama dan penyakit, 

serta mampu mengembangkan tanaman dengan sifat baru (Alfian et al., 2015). 

 Salah satu metode kultur jaringan yang saat ini banyak digunakan yaitu 

dengan menginduksi embriogenesis somatik. Metode embriogenesis somatik telah 

banyak dilaporkan keberhasilannya pada beberapa tanaman seperti tebu (Silva et 

al., 2014). Embriogenesis somatik merupakan perkembangan sel-sel somatik 

(yaitu sel-sel tubuh seperti batang, daun dan lainnya baik haploid maupun diploid) 

menjadi tumbuhan dengan membentuk embrio namun tanpa melalui fase 

menyatunya gamet (Gill et al., 2004). Embriogenesis somatik terbagi menjadi dua 

jalur yaitu secara langsung dan tidak langsung. Embriogenesis somatik secara 

langsung terbentuk tanpa melewati fase pengkalusan, sedangkan embriogenesis 

somatik secara tidak langsung terbentuk melalui fase pengkalusan (Percy & 

Klimaszweska, 2000). 

Williams dan Maheswaran (1986) menyebutkan, bahwa biasanya hanya 

sejumlah kecil embrio somatik yang berhasil didapatkan melalui embriogenesis 

somatik secara langsung. Namun hasil embrio somatik yang lebih tinggi terdapat 

pada embriogenesis somatik secara tidak langsung. Perkembangan embriogenesis 

somatik terbagi menjadi dua tahap utama, yaitu diferensiasi sel somatik menjadi 

sel kompeten embriogenik kemudian berproliferasi sebagai sel embriogenik. Fase 

selanjutnya yaitu sel embriogenik tersebut menunjukkan adanya kompetensi dan 

berdiferensiasi menjadi embrio somatik (Jimenez, 2001). 

 

2.7.1 Tipe-Tipe Kalus 

Embriogenesis somatic merupakan upaya menginduksi sel somatik yang 

bersifat totipoten dengan stimulus misalnya dengan pemberian hormon 2,4D 

sehingga sel akan terprogram ulang dan berdiferensiasi menjadi tanaman yang 

utuh (Silveira et al., 2013). Embriogenesis somatik dapat diinduksi melalui 5-6 

gulungan daun termuda tebu atau disebut spindle leaf  karena jaringan tersebut 
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masih bersifat meristematik. Tebu yang baik digunakan adalah yang berumur 4–8 

tahun, gulungan daun terdalam dengan diameter 1 cm dan terdiri dari 5–6 spindle 

leaf, dipotong dengan lebar 1 atau 2 mm (Lakshmanan, 2006). Gambar spindle 

leaf dapat dilihat pada Gambar 2.6. 

 

    

 
Gambar 2.6  Spindle leaf (Sumber: A: Dokumentasi pribadi., 2017, B: Ho & Vasil, 

1983) 

 

Spindle leaf dipotong potong, kemudian ditanam pada media MS, kalus 

akan muncul 14–21 hari setelah kultur (Brisibe et al., 1993). Kalus yang 

dihasilkan kemudian dipisahkan menjadi 2 tipe berdasarkan daya regenerasinya 

yaitu kalus embriogenik dan non embriogenik. Morfologi kalus embriogenik 

antara lain berwarna putih bening hingga bening kekuningan, tampak mengkilap 

atau glossy, serta mempunyai struktur remah. Kalus non embriogenik memiliki 

morfologi berwarna putih susu hingga kuning kecokelatan, tampak basah dan 

lembek, serta memiliki struktur kalus yang kompak sehingga sulit untuk 

berdiferensiasi (Alfian et al., 2015).  

Histologi kalus embriogenik terbentuk oleh kumpulan sel kecil yang 

membulat dan isodiametrik yang mengandung nukleus yang menonjol dan 

sitoplasma yang padat yang mengindikasikan sel tersebut adalah sel meristematik 

yang mampu membentuk embrio somatik. Histologi kalus non embriogenik yaitu 

tersusun oleh sel yang besar, vakuola besar, sel memanjang dengan nukleus kecil 

dan rasio sitoplasma yang lebih sedikit dibanding kalus embriogenik (Silveira et 

al., 2013). Kalus embriogenik akan lebih mudah diregenerasikan melalui 

A B 
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embriogenesis somatik (Alfian et al., 2015).  Morfologi dan histologi macam-

macam kalus dapat dilihat dari Gambar 2.7 dan 2.8. 

 

Keterangan Gambar: (A) kalus embriogenik dengan ciri padat dan remah; (B) kalus non 

embriogenik dengan ciri berair, mengkilap dan tidak remah 

 

Gambar 2.7 Morfologi kalus embriogenik dan non embriogenik (Sumber: Thorat et al., 

2017) 

 

 

 
Keterangan Gambar: (A) histologi kalus non embriogenik dengan ciri ukuran sel besar 

dan nukleus tidak tampak dan histologi kalus embriogenik; (B) 

histologi kalus embriogenik dengan ciri sitoplasma sel padat dengan 

nukleus besar dan terlihat jelas terdapat banyak butiran pati  

 

Gambar 2.8 Histologi kalus embriogenik dan non embriogenik (Sumber: Guiderdoni & 

Demarly, 1988) 

 

 

B A 

A B 
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2.7.2 Tahap-Tahap Kultur Kalus 

a. Induksi Kalus 

Spindle leaf ditumbuhkan pada media MS dengan 2,4D yang akan 

menginisiasi pertumbuhan kalus (Khan et al., 2008). Pangkal daun dan tulang 

daun lebih cocok untuk induksi kalus karena menghasilkan lebih banyak kalus 

embriogenik dibanding helaian daun, gulungan daun pertama dan kedua spindle 

leaf  menghasilkan lebih banyak kalus yang lembut daripada kalus yang kompak. 

Gulungan ke 4 dan 5 spindle leaf paling sesuai untuk induksi kalus embriogenik, 

gulungan lebih dari ke 5 akan menghasilkan kalus non embriogenik (Ho & vasil, 

1983). 

Pengamatan penampang melintang spindle leaf menunjukkan bahwa 

berbagai jenis sel (yaitu sel epidermis daun, mesofil, parenkim vaskular dan 

pembuluh angkut) berkontribusi terhadap pembentukan kalus. Sel akan tumbuh 

dan berkembang menjadi sel meristematik berukuran kecil dengan rasio 

nukleocytoplasmic tinggi, sitoplasma padat dan dinding sel yang menebal dan sel 

subepidermik berukuran besar yang memiliki sitoplasma padat dan mengandung 

butir tepung yang mencolok (Guiderdoni & Demarly, 1988). Massa 

proembriogenik pada kalus nodular dapat dilihat pada Gambar 2.9. 

 

 

Keterangan gambar: Me: sel meristematik. Re:  sel dengan sitoplasma yang kaya, Ep: sel 

epidermis . 

 

Gambar 2.9  Massa proembrionik kalus nodular (Sumber: Guiderdoni & Demarly, 

1988) 
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b. Regenerasi Kalus 

Regenerasi kalus diawali dengan munculnya titik hijau pada kalus sampai 

terbentuk akar, batang dan daun (Khan et al., 2008). Embrio somatik pada tahap 

globular menunjukkan pembentukan lapisan epidermis khusus yang dibentuk oleh 

sel perisai yang mengelilingi sel meristematik. Embrio semacam itu terbentuk 

setelah tahap globular mencapai pengembangan sel-sel hialin pada satu ujung. 

Fungsinya untuk menghasilkan suspensor pendek atau hypoblast (Johansen, 

1950). Kalus globular akan membentuk kalus skutellar. Skutellum terdiri dari sel 

yang mengandung tracheid prokambial dan dibatasi oleh sel epitel khas, 

primordia daun muda dan koleoptil dikembangkan sepenuhnya, dapat dibedakan 

antara meristem akar dan batang dan sistem vaskular telah terbentuk. 

Perkembangan awal embrio tunas aksiler menghasilkan tunas ganda (Ahloowalia 

& Maretzki, 1983).  

 Embrio terdapat secara bebas dari massa kalus atau terhubung (tapi tanpa 

ikatan vaskular) dengan jaringan dibawahnya. Perkembangan meristem akar 

sering tertunda dan coleorhiza tidak nampak. Pemeriksaan kalus kompak nodular 

menunjukkan adanya lobus, kurang lebih individual dan struktur globular 

terorganisir. Setelah tahap skutellar, embrio adalah bipolar dan terdiri dari tunas 

seperti daun yang diperluas dan zona dengan inti utama jaringan vaskular, 

dikelilingi oleh sel-sel yang kaya plastida, kemudian membentuk struktur 

koleoptil atau calon daun dan membentuk struktur-struktur menyerupai miniatur 

planlet dengan daun dan akar (Ahloowalia & Maretzki, 1983). Struktur kalus 

globular, kalus skutellar dan planlet dapat dilihat pada Gambar 2.10. 
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Keterangan gambar: A: tonjolan nodul. B: struktur kalus skutelar yang ditandai adanya 

lengkungan skutelar Sn dan skutelum Sc. C: histologi embrio 

somatik yang terbentuk, Cl: koleoptil, Rm: meristem akar dan Sm: 

meristem batang. D: morfologi embrio somatik S: tunas dan Sc: 

scutelum. 

 

Gambar 2.10 Struktur kalus globular, skutelar dan koleoptilar (Sumber: Guiderdoni & 

Demarly, 1988) 

A B 

D C 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Divisi Biologi Molekuler dan 

Bioteknologi Centre for Development of Advanced Sciences and Technology 

(CDAST) Universitas Jember pada bulan Januari hingga Juli 2018. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan adalah alat- alat kultur jaringan seperti halnya botol 

jam, petridish, pinset, skalpel, gunting, pH meter, stirer, mikropipet, Beaker glass, 

gelas ukur, autoklaf, Laminar Air Flow (LAF), botol jam, microwafe, oven, 

microskop stereo. 

 

3.2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan adalah tanaman tebu (Saccharum officinarum L.) 

varietas BL overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 yaitu event  D5, D10, dan D12;  

overekspresi gen SoSPS1 yaitu event Su2, Su3 dan Su5; serta overekspresi gen 

SoSUT1 yaitu event Sp2, Sp3 dan Sp4. Bahan media MS yaitu stok A (NH4NO3), 

B (KNO3), C (CaCl2), D (H3PO4, KH2PO4, CoCl2, Na2MoO4H2O, Kl), E (MgSO4 

7H2O, ZnSO4 7H2O, CuSo4 5H2O, MnSO4 7H2O) dan F (Na2EDTA dan FeSO4 

7H2O), vitamin (myoinositol, tyamin, pyridoxin), agar kultur jaringan dan 

sukrosa. Media induksi (MS + Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) berupa 2,4 D 3 ppm+ 

Casein Hidrolisat (CH) 300 ppm). Media Proliferasi (MS + ZPT (2,4D) 1 ppm + 

prolin 560 ppm+ CH 300 ppm+ kanamisin 50 ppm + higromisin 20 ppm). Media 

regenerasi (MS + glutamin 100 ppm)  
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3.3 Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Gambar 3.11 Alur penelitian 

 

Tebu overekspresi 

gen SoSPS1 dan 

SoSUT1 D5, D10, 

dan D12 

Tebu overekspresi 

gen SoSUT1 event 

Su2, Su3dan Su5  

Tebu overekspresi 

gen SoSPS1 event, 

Sp2, Sp3 dan Sp4 

Perlakuan 1 

Spindle leaf ditanam 

di media induksi 

dengan antibiotik 

(skrining ke- 1) 

Spindle leaf ditanam 

di media induksi non 

antibiotik selama 3 

minggu 

Spindle leaf ditanam 

di media induksi non 

antibiotik selama 6 

minggu 

Perlakuan 2 

Spindle leaf disubkultur 

di media induksi dengan 

antibiotik (skrining ke-

1)  

Perlakuan 3 

Spindle leaf disubkultur 

di media proliferasi 

dengan antibiotik 

(skrining ke-1)  

Skrining dilanjutkan hingga 5 kali yaitu di 

media induksi (6 minggu), proliferasi (6 

minggu) maupun regenerasi (6 minggu) secara 

berurutan (1 kali skrining berdurasi selama 3 

minggu) 

Hasil 

Gambar 3.1 Alur penelitian 
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3.4  Prosedur Penelitian 

3.4.1 Induksi Kalus dan Skrining Kalus Tebu Overekspresi gen SoSPS1 serta 

SoSUT1 

a. Pengambilan Eksplan 

Bagian pucukan pada tanaman tebu (S. officinarum L.) varietas Bulu 

Lawang overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 yaitu event D5, D10 dan D12. 

Overekspresi gen SoSUT1 yaitu event Su2, Su3 dan Su5  dan overekspresi gen 

SoSPS1 yaitu event  Sp2, Sp3 dan Sp4 yang sehat diambil dari lapang kemudian 

pangkal daun nya dipotong hingga rata. Pucukan tebu tersebut dibersihkan dengan 

cara mengupas gulungan daun yang tua dan kering kemudian disemprot dengan 

alkohol. Pucukan dimasukkan dalam laminar dan dilakukan sterilisasi dengan 

dipanaskan diatas api bunsen untuk meminimalisir kontaminan. Helaian daun 

dikupas menggunakan skapel sampai pada gulungan spindle leaf  (5 atau 6 

gulungan termuda). Eksplan yang digunakan berupa spindle leaf. 

 

b. Penanaman Eksplan 

 Penanaman eksplan dilakukan secara aseptis. Spindle leaf di iris 

melintang dengan ketebalan ± 2 mm dan dilukai dengan cara mengiris bagian 

tengah eksplan selebar setengah diameter eksplan. Eksplan ditanam pada media 

induksi yang mengandung MS0 (Lampiran 3.1) 2,4D 3 ppm, CH 300 ppm dan 

ditambahkan antibiotik pada media subkultur induksi. 2,4D ditambahkan untuk 

menginduksi tumbuhnya kalus dan CH (Casein Hidrolisat) untuk memacu kalus 

berpoliferasi dengan cepat. Penambahan CH menyebabkan peningkatan massa 

dan volume kalus (Ortunduaga et al., 1989).  

 Skrining dilakukan di 3 tahap pembentukan kalus yaitu dimulai dari awal 

induksi kalus (perlakuan 1), dimulai dari pertengahan induksi kalus (perlakuan 2) 

dan dimulai dari tahap proliferasi kalus (perlakuan 3) untuk mengetahui tahap 

yang paling sesuai untuk pemberian antibiotik. Skrining tersebut dilakukan 

sebanyak 5 kali dengan interval waktu 3 minggu. Skrining dilakukan sebanyak 5 

kali dengan durasi 3 minggu setiap skrining sehingga dilakukan pergantian media 
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ke media berikutnya yang mengandung antibiotik setiap 3 minggu seperti tabel 

3.1 

 

Tabel 3.1 Tabel Urutan Skrining pada Perlakuan 

Tahap somatik 

embriogenesis 

  

interval Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3 

Induksi 

 

3 minggu Skrining 1   

3 minggu Skrining 2 Skrining 1  

Proliferasi 

 

3 minggu Skrining 3 Skrining 2 Skrining 1 

3 minggu Skrining 4 Skrining 3 Skrining 2 

Regenerasi 

 

3 minggu Skrining 5 Skrining 4 Skrining 3 

3 minggu  Skrining 5 Skrining 4 

 Skrining 5 

 

Antibiotik kanamisin dan higromisin digunakan dengan konsentrasi 

masing-masing sebesar 50 ppm dan 20 ppm. Konsentrasi ini sesuai dengan 

konsentrasi antibiotik kanamisin dan higromisin pada media skrining eksplan 

putative transforman gen SoSPS1 dan SoSUT1 (Sinartya, 2015). Kanamisin dan 

higromisin dengan konsentrasi 50 ppm dan 20 ppm juga digunakan Paradisa 

(2015) untuk skrining stabilitas genetik tanaman tebu PRG Overekspresi SoSPS1 

dan SoSUT1 secara in vitro menggunakan eksplan tunas apikal dan lateral. 

Antibiotik disesuaikan dengan event tanaman. Tanaman tebu event D5, D10 dan 

D12 merupakan tanaman tebu overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 ditanam 

pada media yang mengandung antibiotik kanamisin 50 ppm dan higromisin 20 

ppm. Tanaman tebu event Sp2, Sp3, Sp4  yang merupakan tebu overekspresi gen 

SoSPS1 ditanam pada media yang mengandung antibiotik kanamisin 50 ppm serta 
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tanaman event  Su2, Su3, Su5 yang merupakan tebu overekspresi gen SoSUT1 

ditanam pada media yang mengandung antibiotik higromisin 20 ppm. Eksplan 

selanjutnya diinkubasi pada  suhu  23-25 °C di ruang gelap selama 6 minggu 

(Alfian et al., 2015). 

 

3.4.2 Proliferasi Kalus dan Regenerasi  

Kalus dari media induksi yang lolos skrining pertama dipindah ke media 

proliferasi atau media perbanyakan dan pendewasaan kalus. Media tersebut 

tempat kalus berkembang membentuk somatik embriogenik. Media proliferasi 

tersusun dari media dasar MS, 2,4D 1 ppm, CH 300 ppm, prolin 560 ppm. Prolin 

merupakan sumber nitrogen dan sumber energi juga berperan dalam menjaga 

tekanan osmotik dan mencegah stress lingkungan (Khaleda & Furkan, 2006).  

Kalus yang lolos skrining pada media proliferasi dipindah ke media 

regenerasi selama 6 minggu. Media regenerasi bertujuan untuk meregenerasikan 

tunas yang membentuk planlet, media ini terdiri atas media dasar MS dan 

glutamin 100 ppm. Glutamin penting dalam asimilasi nitrogen yaitu untuk transfer 

amonia menjadi asam amino (Ageel & Elmeer, 2011).  
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Kesimpulan 

Metode skrining tanaman tebu PRG overekspresi gen SoSPS1 dan 

SoSUT1 menggunakan kultur kalus yang paling efektif adalah perlakuan 3 atau 

perlakuan pemberian antibiotik dimulai dari media proliferasi. Tingkat 

keberhasilan metode ini sebesar 32,4% dan jumlah planlet yang dihasilkan 

sebanyak 72 planlet. 

 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan analisa PCR untuk membuktikan planlet yang lolos 

skrining memiliki gen penanda berupa nptII atau hptII dan perlu dilakukan 

analisis biokimia lebih lanjut seperti analisa kandungan sukrosa maupun uji 

aktivitas enzim pada planlet tebu PRG overekpresi gen SoSPSI dan SoSUT1 yang 

telah lolos skrining.  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 3.1 Komposisi Media MS 

 

STOK Senyawa Kimia Gram  Dilarutkan 

dalam (ml) 

Pengambilan  

A NH4NO3 82,5  1000 20 ml 

B KNO3 95  1000 20 ml 

C CaCl2.2H2O 22 250 5 ml 

D H3BO3 

KH2PO4 

CoCl2.6H2O 

Na2MoO4.H2O 

KI 

0,31 

8,50 

0,0013 

0,0125 

0,0415 

250 5 ml 

E MgSO4.7H2O 

ZnSO4.7H2O 

CuSO4.5H2O 

MnSO4.7H2O 

18,5 

0,43 

0,0013 

0,7525 

250 5 ml 

F Na2.EDTA 

FeSO4.7H2O 

1,86 

1,39 

250 5 ml 

Vitamin Myo-inositol  0,02 100 5 ml 

Pyridoxine-HCl 

Thiamin-HCl 

0,008 

0,08 

100  

Karbon  Sukrosa - - 30 g/l 

Agar Agar - - 11 g/l 
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