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ABSTRAK
Taxrom Tetu PRG genarasi T1 memupakan oovenn Produk Rakyyasa Gezotlk yvang diperolsh
Mmm SoSUT/ hmﬂnﬂ Buln Levang 0o laiis

mmnmmp&nmmo&mmwm
pezgujian tantang pewanian gen SoS77 pads wbw PRG moena T1. Pancltian o bartujuen
mmmm menshaa gea SaS1/77 seperti pady indulorya. Hasil penelition

§ txmymen tebu PRG gensraa: T1 yang sudeh dikoofirmmsd dam

dﬂmp SoSUT! separt madkava.
Eam Euncr Tobu (Sacchoruwn offcingram), gan SaSU7)/, Produk Rekyyma genstk (PRG)
Ponxizm g

ABSTRACT

Gemenically Madifled Product (GMP) Sagarcam 11 gemeraion crop obiaimed by peseric
rrangiorsation of SoSUTI pew 0 sparoane wor. Suls Lawamp (Bl) via Agrodackerium
rumefaciens Acconding B some references that rot oll GAMP plames 11 generarion oow leshris the
penes from sthe modher ploe. Thercfore, it 15 mecessary 2 test the inderidoece of SaSUTT pens in
GMP suporcame T gemeration. Thix study cime obtaised GAMFP suparcame carrying SoSUTT gene
ar the parent.

The rerslis showed that there were 6 GMP sugarcase T geseranon has beew confrmed
andf found 80 awe inhertred the gene SoSUT 1 as its parent

Koywords: Suparcome {Sacchorsm offictmaruee) pese SaSUTY, Generically Modiffed Product
(GNP pene thericme

- PENDAHULUAN

Tazaman teba Prodek Redavyaia Genstk (PRG) merupaian tanaman tebe yang
diperoleh melalu transformasi gen SofT/7/. Tanaman ind meewliki daya transport dan
akursulasi subross di batans menmgkat (Sugiharso, 2013). Menurat bebsrapa refarsasi,
gon yaag dimsersikan pads tapaman produk rekayas genstik (PRG) gemarasi T, tdak
seovaamya diwarnkan (Choffngs, eral, 2001 Hant eral., 1992; Pong er al., 1995; Robbuns
ef al_ 1998; Zhang eral,, 1995). Olek karsma im., pesiu dilakuban sieming secana invitro
dan dkonfinmau keberadian gem yang ditmsemuikan untk msadspatkan tamaman tebu
produk rekayaa geastk (PRG) yang mewaris gen dari tstaxzaya.

Tebu merupakan tanamas berbiji yazg mampu melakekan panyerbukan sendin,
pyzan untuk mendapatkan biil membutahkan wakty lobch dari | tahwn Tizaow K and
Kchouk, ME (2012) menyatakan bahwa tanaman tobu akan mewaris: gea dari tetuanma
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ka dilakvkan seffing (penyerbukan sendini) hingga gemeras: ke-3 (T,). Olek karema im,
uztuk mendapatian wbu PRG zsaamast T1 dalam jumlrh bamyak secara singkat periu
dilaknkan mikropropazasi

Tazaman baal mikropropagas: diskrining pada mediz yamg mezgandung
anohiotk higromaisin, kareza pada tazaman tebu PRG mengandung konstek zex penanda
kpell. Gez hiptfl merupakan iistem marker ketabaman antibiesik Mngroemcin yang
digunakan sobagai penanda dalam koafrmas: keberadaan ez yang telah dimseridan
pada tamaman PRG. Adaxya gen Apn/l meoandskan bahwa tamaman PRG zeneras: Tl
telalh mewaniu gea SaST/7T/ dari tetmazmya. Tuj peaelitian adalak mendapatkan
mamaman tebu PREG gemerasi T1 yang mewasis: gea SoST/7/ dan tetuanya (TU)

METODE PENELITIAN

Bakan Tanam

Baban tamam berzpa funas aksilar dan tomas lateral tobu PRG SaST/77 seaeras:
Tl yaituevant BL1, C1.1, C2.1 (Sugharto, 2011) dan t%ebu varieta BL borasal dari PTPN
X2 kebux Jatizoto.
Afedia Kulrur

Modnur:kmhopmpapnw&ndlnm&m&mo BA 2mgl ',
kinetin 0,5mgl’, ghutamin 10CmgLl’, M\m‘hhjndﬁmus pH 6.2
Moda sanam B: MSO - G‘BOlmgL"BAIS 1" dan ghutamin 100mg.l”. Medin
sioming (MI) - MSD hm}hg!. ﬂrrnpl"img!.‘ dan M2 MO -
higromizin 25mgL’ + phytagel 2,5 mpl”. Snﬂxsmm&:mamm
pada teesperaray 121°C, tekanan 15-17.5 pei dengan wakes 20 meait
Sterlizazi eksplan dan mikropropagasi

Tunas pucuk diambil dengan cara melswatazmya pada api buncen 3 kali
komudian membuka pelepak daun atu per sate hinggs didapatkan fusas pucuk dengan
pamiazg kira-iora 20 mm wmatuk digumakan sebagai ekplan mnas aksilar Pengambilan
ranas samping diakukas dexgan care membuka pelepah daun, memsotcag daerab sekitar
tanas, kemudian dizemprot alkolol 7(f.. Pengambilan mata tuna: samping dilakukan
dengan cara meagambil lapisan yang meomtupi mata tunas meazgunakan skalpel Tunas
samping disteribzai meogzunakan larstan klorok dengan pemgenceraz 1 : 3 (orok :
aqpuadest staril) selama 5 menit. Setelah iu, direndam pada gymuades? storil selama 5 memit
sebanyak 2 kak: dax ditmriskan

Eksplan wotuk mikropropagasi adalah tunss aksdler dan tunas latsral. Tumas
akilar dikzlterian pads media A dan tunas lateral dikuiturkan pada media 5. Tuzas yang
mempunyal tagg kirs-iara 5 cm sizp 42 skrining.
Skrining tumas tebu

Sknzing dilakukan sebacyak 3 kali demgan mterval 3 mimggn. Skrizing pertama
dilakukan pada madia M! dax sknzing kedza dan kotiga dilakukan pads media M2
Isolazi DNA

Daem 01 g digerus dengan menambadian N, cair. Sarbuk yang didapatkan
dipindak ke mucromube (1,5 mI) dan ditamsbabkan 600 el Nucie fyxis, kozmdian divertex
dan diinkobasi pads subm 65°C selama 15 menit Sexlad ime ditsmbabkan 3 ul RNAss
Solution, &homogenkan dengan cara mambolak-balikkss mucroanbe (swirlmg) 2-3 kali
Setslah homogen, diinkubasi pada subu 37°C selama 15 memit, didingimkan pada suhu
ruang selama 5 menit Sclanjumya, ditambabkan 200 ul Provein Preapetanion Solution,
divortex, kemnudian disenmifugas: dengan kecepamn 13.000 rpm selamea 5 menit
Supematan yang telah didapat dipindah pada mucrovude 1.5 ml dan ditambabkan 600 gl
tsopropancl, kemadian di swirling. Sclamjumya dizsatrifugasi dengan kecepatan 13.000
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rpz= sslama 1 maenet. Polist yang didapatian ditambab 600 ul ethamol 70%, disecamfagaa
pada kecopatan I3.000 rpm= selaoy 1 memit Pelict yang ditasilkan diwmbil dan
dikeringkan selama 3 mozit ditambablasn 100 ul DNA Relndranon Solunon dam
diinkwbasi pada subm 65°C selamsa J jam Selanfutaya DNA disimpan pada subm 20°C.
Konfirmaszi keberadaaz gen SoS5UT1

Analinis DNA dibkuken dengan meazgunakan Prosecye Maser Afix. Primer

yang digumakan, untek mengetaiui keberadaan gea fyw/7 digunskan primer

,tﬁn-uml’ (3'COGCAAGGAATCGGTC MTA-S) dan
reverse {3'CCCAAGCTGCATCATCGAAAS) dani Fortd] {hygromyem
phosphotransferase)

Elekgoforesis menggusakas maker 1 Kb Ladder (INGRON
BICTECHNOLOGY). Hasil olekmoforesi: dilihat di ge! operating ssrem dan
didokumentaskan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Teknik Mikropropagasi berrajuan wotek meadspadkan planlet secara cepat dan

banyak Haul mikropropagasi pada teba PRG generasi T1 dapat dulibar pada tabel 1.
Tabel 1. Hastl mikropropagasi tebu PRG SaS{/T dan wildnype

T Evem Jzmlah tunas Jumlah Twsas Bau yang
dibaulkan
" Twns: Pacek  Tunas Samping Tuzmss Pucuk | T=oas Samping

wildtype 1 3 3 Q

Bll 1 4+ 0 53

B:4 1 2 0 0

Cll1 1 3 1 10

c21 1 3 53 204

e

Tabel 1. menuninkkan bahwa dan 4 event yang dikultuskan hamya 3 eveat ebu
PRG yaitu Bl.1; C1.1 ; C2.I yang barhasii tumbub Evenr C2.1 mezpusya jamiah tunas
baru paling banyak yaits 204 t=nas, kemmdian drikuti oleh event B1.1 sebanyak 53 mmas
dan gvent C1.1 sobanyak 21 tumas Pada vanetas BL dipercleh 23 mumnas

Adaya parbedaan jumish mumas yamg dibysikan pada masizg-masmg evonr
maristamank sel yang berbeda satu dengzan yang hinwya (Azain of al., 200€). Tanas yang
diperoleh pada saat mukropropagasi akan di skrining pada media M1 dan M2

Sknaing dilakukan dengan memambahkan antbictk higromisin, karena dalam
koastuk gem terdapa: gen Apr/l. Gen fypwiT merupakas gen yang memprzyai ketahanan
rechadap higromiiin Planlet yang meagandung geo el akan mmbub pada media yang
mengandung hizromisn yait: media M1 dan M2, Plaxist tebe PRG yang mampu tumbub
pada medza M1 dan M2 diduga mewaria gen SaST/77/ dan temuanya. Sedangian planist
yang tdak mengandung gen g/ apabia & tamams pada media MI dan M2 akan mas,
separt: pada tebu var BL.

Hazil dkrining I menuzjukkan bazwa planiet masth psamepm tumbueh dengan bak,
tariihat swezar dax perakaranuya lobat. Pada hasil sknning 2, plazlet tampak kurasg segar,
hmgphﬂurmkmbuhgnmndmpw:hmpwd&t%sth
pldumdb&hugnhxhqm;ugmmwmm

Plazlet webu varBL pads skrining | belum mengalams kematian, hanya
monunjekkan gejaly pencoklatan pada batang. Plazlet maih mampu bertalan hidzp pada
media antbictik. Pada skrinimg 2, planlet mulai menunjukkan sejala kematian. Bamang
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rpm selama 1 man:t. Pollst yang didapatican ditambab 600 pl ethamol 70%:, disentmifugasi
pada kecepatan 13.000 pm solaey 1 menit Polist yang dibasilkan diambil dan
d:’lmmgha.olm!mt.dmmbm 100 pl DNA Relpdration Solution dan
diinkubasi pada suim 65°C selanm i jam Selamimtaya DNA disimpan pada subn 20°C.
Konfirmasi keberadaas gen S05TT1

Amlizis DNA dilakzkan dengan memggusakan Pramcga Master Mix. Primer
Md@mﬁnﬂﬁmpﬁ&xh&nd&nm)@ll&@ﬂmx
forward (5 COGCAAGGAATCGGTCAATA-3) dan
reverse {S'CCCAAGCTGCATCATCGAAA-T) dan el {fvgromyem
phasphoransferase).

Elokzoferesis menggunakan macker 1 Kb Ladder  (INGRON
BIOTECHNCLOGY). Hawl olekmoforesis dilihat Qi ge! operating system dao

didokumsntaskam.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Teknik Mikropropagasi bertgjuan worsk meadapatkan planiet secara copat dan
banyak Haul mikropropaga:i pada tobn PRG gensrasi T1 dapat diihat pada nabal 1.
Takel 1. Hautl mikropropagasi tebu PRG SoST/TY dan wildeype

" Evem Jumlah numas Jumlah Temas Baru yaog
dibasilkan
“Tuoa: Pocek | Tuams Sm Tuzas Pucuk | Tanas Samping
wildeype 23 0
Bl.1 0 53
344 ) 0

Cll
Ca.1

1 10
b 204

ok Bk ot ot Bt
L S I

Tabal 1. memumukkan bahwa dan 4 eveat yang dikulturkan, banya 3 sveat tobu
PRG vt Bi.1; C1.1; C2.1 yang berhasil tumbub Evenr C2.1 mezopuayai jamish tnas
baru paling banyak yaira 204 tanas, kexmdias ditkuti oloh event B1.1 sebauyak 53 mmas
dan gvent C1.1 sebanyak 21 tunas. Pada varietas BL diperoleh 23 munas.

Adaxya perbedaan jumlah tumy: yamg dibasilkan pada masizz-masiag event
meaunjukkan babwa ekiplan yang digemakan momildd timgkar juveailins dan
maristamank sel yazg barbeda satu denzan yang himnya (Axwm of ai., 200€). Tunas yang
diperoleh pada saat mikropropagasi akan di skrining pada media Ml daa M2

Sknzing &lakukan dsngan memambahkaz antbiotk higromiiim karema dalam
koasruk zex terdapar gen Ape//. Gen Ayl merapakaz gen yang mempuxzyai ketabanan
tecbadap higromisin Planlet yang mangasdung gea A/l akan tumbub pada media yang
meagandung higromisa yaitu media M1 dan M2 Planlet teba PRG vang mampu tumbub
pada media M1 dan M2 didugy mewania gon SoST/T) dant semanya. Sedangias planist
yang tidak mcagandung gea Apdf7 apabida & tamam pada media M1 dam M2 akan maz,
separt: pada tobu var BL.

Hasil krining ! maguamukkan bakwa planiet masth meamepu tumbah dengan balk,
terithat wzar dan perzkaranaya lobat. Pada basil skrining 2, planlet tazpak kurang sezar,
bmphﬂnnmkmdmahgnpncadnp:nhmmznd:ht?x&thm;B
plazlet tammpak lobih sogar dam akaraya juga lebih ishat dibandingkan pads skrning 2

Planlst tbz varBL pads skrining | bolum msogalami kematian, hanya
media ancbhictik Pada skrinimg 2. planlet mula: menunjukkan gejala kematan Batang
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meaccklat, doun mengalami kloroxs, bahkan ada juga yang mad. Pada skrnmg 3

mangzalam: kematian sexgua.
Hazil skriming tobu PRG SoS{77/ dan wildfipe menggmmakan ansbiotik
fgromycin dapat dilthat pada Tabel 2 ©

Tabel 2. Hail skrizng antibiotk ygrommcan 3 event toba PRG So8T.T/generasi T1 dan

w1l

Ran-Fam L Sknsing % Tan Skrning %sdaz  Skrming s lan

et g . Al 1 Hidup 2 Hidsp 3 Hidup
Wildnpe 3 3 00 3 50 0 0
BLI 20 13 63 7 54 3 09
cL1 2 1 60 1 o s 164
ca1 30 3 ™ 13 57 3 231

Tabel 2 meounfukkan bahwa sebagian planlet PRG yang dimmbubkan secara in
wirg tidak sezona mezmgandung gen /pwll sebingga plamlet mengalami kematian saat
berada pada mediz yanz msaogandung atibiotk (M1 dan M2} Akhir skrimmg hanya
diperoleh 3 tanas ovent 51.1, 4 tunas evsat C 1.1 das 3 temas event C2.1.

Adsxys peamgkatan konssntasi antbiotk pads media dimaksudkan unmk
manghindan tejadinya ciumeru dan excope. Bardazazkan penelzan sebelzmnya yang
dilaknkan ok Wiyomo (2012) daa Dwmiamt (2013), ansbionk dengan keaseataai
rendah (10 mgl™) pada media MS kurnang ofektf dalam mesayelek:i planlet z0n
cansforman dan mubyi dikarakan efktf pada komsenman 20 mgl”. Olsk karena it
mmmuwm&mmmmmm"m
mgtnmpd;"imﬂ. padlshmg2dm3 Konseazasi anshictk padh

lagi k <

planlot dengan memghambar proses wmtesis protein yaim pada proses
zanslokas: tANA dan mRNA, barkatan dengan faktor elongas: sehingzy menyebabkan
jrimgan planlet mongalaes gojala Arownmmy dan mati (Grite and Davies, 1983)
Berdasarkan penclitian yang telah dilakulan oleh Hazmi (2009), penaentaie kematian
rzmas tsha v wino pada modia MSO dengan peaambaban aatibictk mygrommcin 30, 40
dan 50 mgl " mencapai 100% pada hax ke-28 setelah tamam sehinggs pada penslitian ini
digmnakan konsentrasi kygromncin sampai 25 mgl’. Planiet PRG mampu bertahan bidup
dalam media antbictk demzam keoxmsentras: yang mexingka: pada setiap siklminya
disebabkan plazlet tersebut mampu mendegradaci anthictk Avgrompom sehingm tdak
toksk baginya.
Mtﬂothﬂ\hﬁgStﬂp&ugﬂk&hﬁﬁthgndmgnm&ﬁ
saat Jolos dari skriming 2 menunjukkan ol planiet yang lolos ckrining 2 mercpakas sel
camsforman yang sadab homogen selingga kotka ditumbubkan & media skriming
uhqmy: tampak lobik sezar Karoma pertumbubazaya tdak terzanggu aztbictk
Koxndisi =i berbeda dsmgan planlet yamg berasal dan ovesr wrldipe yamg mat semua
m&m&MB.MlﬁpmMp&mgBWnbﬁwath
wildrype tdak terinsers: gen Apel/ sehingga pads saat ditmmbubkan pada media yang
menzanduns antibiotk Mnyrvamycin, planist mengalamei kepsatian.
Tu;admynnnmpmmnhphnhtyngdmnbubkupadamdn
sirmmizng 2 dam 3 didaga plantlet pada media seleksi | terhindar (escape), artinya ady
bagian planlet yang tidik langzong meaysomi permuksan media dan totap mumbwh,
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sehingga seolab-clak planlet tersebut taban mmbub & media seleksi 1, akan totape pada
saat dicambabkan di media seleks: 2 planict tdak mampn bertahan kidwp. Faktor lain
yang menyebabkan vanasi psanrunan jumlah planlot pada media skrining 2 dan 3 diduga
gon yang dwariskan ke genorasi berikutnya belum stabil karma tamigen adak
termtegras dengan stabil di dalam kromosom planlet mang (Chniston o al, 1992).

Planlet yang lolos sknming Mnygrommycin pah t2hap sobelumnya merupakan
sampel analisis DNA meogmmakan fermocycle. Hasil apalisis DNA meagzgunakan
termocycie tanspak pada gambar di bawah ind :

500 bp
470 bp
250bp

Gambar I. Hasi eloktroforesis 1% gel agarcse DNA 6 ranaman Teba PRG SoS0T)

dexgan pasangan primer Apt//-1F/1R dan temgplade sumpol DNA zezom planiet teba. M:
Marker, E+: DNA plasmid pAct, K- planiat keatrol {wildtype).

Gambar |. menunjukkan babwa plasie: tebn PRG SoST/T/ yang tsedin dan: event
B11:;B31;:CL1;Cil2: C21 dan C2.3 yang dianalisis manuniukkan bahwa planlot
mbmpomfm&pm&alunwme‘lAmnhnnﬂObpwbnl
agarose yang mervpaikan gen Aol

KESIMPULAN

1. Tolah dikonfirmasi § tazmamsaz tebn PRG SoSUT/ yang lolos skriming antibiotik
Fygromycin, yaita evers B1.1 ; C1.1 ; C2.1 exading-coasing 2 tanaman.
2 Epam tamaman Tebu PRG SoSU77 T, yang dkonfirmasi keberadsan genzya
merupakan planiet yamg owwans gea SoSUT! dari indukoya, terbukt dengan
muncaloya pita DNA hipelf pada nkuran 470 bp.
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