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RINGKASAN 

 

Transformasi Gen SoSPS1 menggunakan Vektor Agrobacterium tumefaciens 

dan Eksplan Tunas Apikal Padi Indica cv. Inpari 14 SS : Derta Bagus Rivan 

Satria, 101810401008; 2010, 31 halaman; Jurusan Biologi dan Ilmu Pengetahuan 

Alam Universitas Jember 

 

SoSPS1 adalah gen yang menyandikan protein Sucrose phosphate synthase 

(SPS) yang dikloning dari tanaman tebu. SPS merupakan enzim kunci dalam 

biosintesis sukrosa pada tanaman. SPS mengkatalisis reaksi pembentukan sucrose-6-

phosphate (Suc-6-P) dari fructose-6-phosphate (F6P) dan uridine-5-diphospho 

glucose (UDPG). Suc-6-P dihidrolisis oleh sucrose phosphate phosphatase (SPP) 

menghasilkan sukrosa. Sukrosa dalam tanaman memiliki fungsi yang sangat penting, 

tidak hanya menyediakan energi tetapi juga merangsang pertumbuhan dan 

perkembangan tanaman. Potensi gen SoSPS1 dapat dikembangkan pada padi Indica 

melalui metode transformasi genetik menggunakan A. tumefaciens. Namun, 

kemampuan regenerasi kalus yang rendah berpengaruh terhadap efisiensi 

transformasi. Pengembangan metode transformasi menggunakan eksplan tunas 

seperti pada tanaman tebu dapat menjadi alternatif untuk diterapkan pada tanaman 

padi Indica.   

Metode yang dilakukan dalam penelitian ini meliputi persiapan eksplan 

transformasi, kultur A. tumefaciens, isolasi DNA plasmid dan konfirmasi gen interest 

Infeksi A. tumefaciens, ko-kultivasi, eliminasi A. tumefaciens, Seleksi tanaman 

putative transforman, isolasi DNA genom tanaman putative transforman, aklimatisasi 

dan analisis PCR. 

Berdasarkan hasil tranformasi gen SoSPS1 menggunakan vektor A. 

tumefaciens dan eksplan tunas apikal pada padi Indica cv. Inpari 14 SS diperoleh padi 

yang positif gen SoSPS1 sebanyak 2 tanaman pada transformasi pertama dan 10 

tanaman untuk transformasi kedua. Efektitivitas transformasi gen SoSPS1 
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menggunakan konstruk plasmid pCL4-SoSPS1 yang dikendalikan promoter RUBQ2 

pada tanaman padi transforman gen SoSPS1 pertama sebesar 1,78% dan untuk 

transformasi kedua 9,61%. Hasil aklimatisasi menunjukkan dari 12 tanaman 

transforman hanya 7 tanaman yang dapat dikondisikan di kondisi lingkungan, 

sedangkan 5 tanaman transforman lain tidak dapat beradaptasi dengan lingkungan. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang  

 Transformasi genetik pada tanaman adalah suatu teknik memasukkan gen 

asing yang diisolasi dari suatu organisme ke dalam genom tanaman (Webb and 

Morris, 1992). Penggunaan Agrobacterium tumefaciens sebagai vektor untuk transfer 

gen pada tanaman sudah umum digunakan karena efisiensi penyisipan gen yang 

stabil, jumlah copy gen yang diintegrasikan ke genom tanaman berjumlah sedikit 

(Nishimura et al., 2006), serta lebih murah dan mudah apabila dibandingkan dengan 

metode transformasi secara langsung seperti penembakan DNA menggunakan 

partikel bombardment, mikroinjeksi, dan elektroporasi (Mohammed dan Abalaka, 

2011). 

SoSPS1 adalah gen yang menyandikan protein Sucrose phosphate synthase 

(SPS) yang dikloning dari tanaman tebu (Sugiharto et al., 1997). SPS merupakan 

enzim kunci dalam biosintesis sukrosa pada tanaman. SPS mengkatalisis reaksi 

pembentukan sucrose-6-phosphate (Suc-6-P) dari fructose-6-phosphate (F6P) dan 

uridine-5-diphospho glucose (UDPG). Suc-6-P dihidrolisis oleh sucrose phosphate 

phosphatase (SPP) menghasilkan sukrosa (Buchanan et al., 2000). Sukrosa dalam 

tanaman memiliki fungsi yang sangat penting, tidak hanya menyediakan energi tetapi 

juga merangsang pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Fung et al., 2003). 

Sugiharto et al, (1997) melaporkan peningkatan aktivitas SPS melalui transformasi 

gen SoSPS 1 berkorelasi positif dengan peningkatan kandungan sukrosa pada 

tanaman tebu. Potensi gen SoSPS1 masih dapat dikembangkan, seperti halnya 

overekspresi SPS bayam ke kapas menunjukkan peningkatan sintesis sukrosa pada 

daun kapas sehingga meningkatkan kualitas serat dalam lingkungan yang terkontrol 

(Haigher et al., 2007). Hal ini menjadikan dasar ide bahwa tidak menutup 

kemungkinan potensi gen SoSPS1 dikembangkan pada padi Indica yang banyak 

ditanam di Indonesia. Ketika upaya peningkatan akumulasi sukrosa pada padi Indica 
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ini berhasil maka sukrosa akan digunakan untuk meningkatkan metabolisme seluler, 

biosintesis dinding sel, jalur respirasi ataupun disimpan dalam organ penyimpan 

tanaman (Park et al., 2008). Melalui overekspresi gen SoSPS1 diharapkan terjadi 

peningkatan biosintesis sukrosa sehingga meningkatkan kandungan sukrosa ke 

jaringan lain utamanya pada biji padi. 

Penelitian saat ini menunjukkan bahwa transformasi menggunakan A. 

tumefaciens pada padi Indica masih terdapat kendala apabila menggunakan eksplan 

kalus. Berbeda dengan padi Japonica, kemampuan regenerasi kalus yang rendah pada 

padi Indica mengarah ke rendahnya efisiensi transformasi. Berbagai upaya dilakukan 

untuk mengembangkan metode transformasi genetik pada tanaman padi Indica yang 

mudah, cepat, dapat diulang, dan dapat digunakan secara rutin (Sahoo et al., 2011). 

Adapun yang dapat dilakukan adalah dengan menggunakan eksplan yang berbeda 

seperti eksplan tunas. Manickavasagam et al., (2004) telah berhasil melakukan 

transformasi menggunakan A. tumefaciens pada tunas tanaman tebu. Keberhasilan 

tersebut memunculkan ide untuk melakukan transformasi pada tunas padi Indica. 

Penggunaan eksplan tunas untuk transformasi genetik melalui A. tumefaciens 

memiliki beberapa keuntungan seperti rendahnya tingkat variasi somaklonal, tanpa 

menunggu pembentukan kalus (Sugiharto dan Safitri, 2011), jumlah eksplan yang 

tersedia banyak, dan memungkinkan melakukan infeksi secara intensif (Hazmi et al., 

2009). 

1.2 Rumusan Masalah 

Potensi gen SoSPS1 dapat dikembangkan pada padi Indica melalui metode 

transformasi genetic menggunakan A. tumefaciens. SoSPS1 adalah gen yang 

menyandikan protein Sucrose phosphate synthase (SPS) yang dikloning dari tanaman 

tebu. SPS merupakan enzim kunci dalam biosintes sukrosa pada tanaman. Sukrosa 

dalam tanaman memiliki fungsi yang sangat penting, tidak hanya menyediakan energi 

tetapi juga merangsang pertumbuhan dan perkembangan tanaman.  Namun, 
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kemampuan regenerasi kalus yang rendah pada padi Indica berpengaruh terhadap 

efisiensi transformasi. Pengembangan metode transformasi menggunakan eksplan 

tunas seperti pada tanaman tebu dapat menjadi alternatif untuk diterapkan pada 

tanaman padi Indica.   

 

1.3 Tujuan Penelitian 

 Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan metode transformasi padi Indica 

menggunakan eksplan tunas apikal dan vektor A. tumefaciens serta mendapatkan 

tanaman padi Indica cv. Inpari 14 SS overekspresi gen SoSPS1.  
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Kemampuan A. tumefaciens sebagai Vektor Transfer Gen 

 Kemampuan A. tumefaciens sebagai vektor transfer gen pada tanaman 

diketahui karena kemampuannya untuk mentransfer DNA-nya yang kemudian 

dikenal sebagai transfer DNA (T-DNA) ke dalam genom tanaman yang menyebabkan 

terbentuknya tumor (crown gall) terhadap tanaman dikotil (De la riva et al., 1998). 

Kemampuan tersebut sangat bermanfaat untuk menyisipkan gen interest ke dalam 

tanaman dengan menggantikan gen yang berperan dalam sintesis hormon (auksin dan 

sitokinin) dan sintesis opine menjadi gen interest yang diinginkan untuk perbaikan 

sifat tanaman. Peta T-DNA pada A. tumefaciens ditunjukkan pada Gambar 2.1.  

 

Gambar 2.1 Tumor inducing plasmid pada Agrobacterium tumefaciens penyebab 

tumor pada tanaman dikotil. Terdapat T-DNA yang dapat disisipi gen 

interest (Kakkar dan Verma, 2011).  

 

Mekanisme transfer gen SoSPS1 ke genom tanaman sama dengan proses A. 

tumefaciens mentransformasikan gen pengkode produksi hormon dan opine secara 

alami. Terdapat tiga komponen yang dimiliki A. tumefaciens untuk melakukan 

transfer DNA. Komponen yang pertama adalah chromosomal virulence yang terdapat 

pada kromosom A. tumefaciens dan berfungsi untuk melekatkan bakteri dengan sel 

tanaman. Komponen yang kedua adalah gen virulence yang terletak di sebelah kiri T-
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DNA Border. Gen virulence berperan untuk menginduksi terjadinya transfer dan 

integrasi DNA ke dalam tanaman. Senyawa kimia yang dikeluarkan oleh tanaman 

dikotil saat terluka diketahui sebagai induser yang menyebabkan aktifnya gen 

virulence. Berbeda dengan tanaman monokotil, secara alami A. tumefaciens tidak 

menginfeksi tanaman monokotil. Hal ini dikarenakan tanaman monokotil tidak 

menghasilkan senyawa induser yang mengaktifkan gen virulence. Namun, pemberian 

acetosyringone mampu menyebabkan A. tumefaciens aktif menginfeksi tanaman 

monokotil (Raineri et al., 1990). Pemberian acetosyringone diharapkan dapat 

menjadikan tanaman padi sebagai host range A. tumefaciens. Komponen yang ketiga 

adalah daerah T-DNA yang dibatasi oleh Left T-DNA Border dan Right T-DNA 

Border. T-DNA A. tumefaciens secara alami menyandikan enzim untuk biosintesis 

hormon (auksin dan sitokinin) sehingga terbentuk tumor dan gen yang berperan 

dalam sintesis opine untuk pertumbuhan A. tumefaciens (Hiei et al, 1997). T-DNA ini 

dapat dimodifikasi untuk menyisipkan gen SoSPS1 dan diharapkan terintegrasi pada 

DNA genom padi Indica cv. Inpari 14 SS dan terjadi overekspresi gen SoSPS1.  

Mekanisme transfer gen oleh A. tumefaciens secara umum ditunjukkan pada Gambar 

2.2.  

  

 

 

  

 

 

 

 

 

Gambar 2.2 Mekanisme transfer gen oleh bakteri A. tumefaciens ke dalam sel inang 

(Zupan et al., 2000). 
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2.2 Asimilasi Karbon, Biosintesa Sukrosa dan Akumulasi Pati 

 Tanaman padi merupakan tanaman C3 yang asimilasi karbonya terjadi di sel 

mesofil. Jalur asimilasi karbon tanaman C3 dimulai dari CO2 yang menautkan diri 

pada gula berkarbon – lima yang dinamai ribulosa bisphosphate (RuBP) dan dikatalis 

oleh RuBP karboksilase atau dikenal dengan nama rubisco. Hasil fiksasi karbon 

tersebut menghasilkan 2 molekul 3-phosphoglycerate. Selanjutnya setiap molekul 3-

phosphoglycerate menerima gugus fosfat baru yang ditransfer oleh suatu enzim dari 

ATP membentuk 1,3-bisphosphoglycerate sebagai produknya. Tahap selanjutnya 

sepasang elektron yang disumbangkan dari NADPH mereduksi 1,3-

bisphosphoglycerate menjadi glyceraldehyde-3-phosphate (G3P) yang menyimpan 

lebih banyak energi potensial. Dalam suatu rangkaian reaksi yang rumit, 5 rangka 

karbon G3P disusun ulang menjadi tiga molekul RuBP dan 1 rangka G3P yang 

dikeluarkan ke sitosol digunakan sebagai materi awal untuk mensintesis senyawa 

organik (Campbell et al., 2002). Secara umum proses fiksasi karbon, reduksi dan 

regenerasi CO2 pada tanaman C3 dapat dilihat pada Gambar 2.3. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Siklus Calvin pada Tanaman C3 (Campbell et al., 2002). 

 

Pada siang hari, G3P yang dihasilkan dalam siklus Calvin, sebagian 

digunakan untuk membentuk pati di kloroplas dan ada yang dikeluarkan dari 

kloroplas untuk membentuk sukrosa di sitosol. Di dalam sitosol, senyawa G3P 
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tersebut dikonversi menjadi fructose-1,6-biphosphate yang dikatalis oleh aldolase. 

Fructose-1,6- biphosphate akan akan dirubah menjadi fructose-6-phosphate oleh 

fructose 1,6- biphosphatase yang kemudian hasilnya akan diisomerasikan oleh hexose 

phosphate isomerase. Fructose-6-phosphate yang terbentuk sebagian dikonversi 

menjadi UDP-glucose yang merupakan substrat untuk sintesis sukrosa. SPS akan 

mengkatalis pembentukan sucrose-6-phosphatase dari fructose-6-phosphate dan 

uridine-5-diphospho glucose. Enzim sucrose-phosphat phosphatase akan melakukan 

pemutusan ikatan phosphate dari sucrose-6-phosphate sehingga menghasilkan 

sukrosa dan phosphate anorganik ( Taiz and Zeiger, 2010) Proses pembentukan 

sukrosa dapat dilihat pada Gambar 2.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.4 Proses Pembentukan Sukrosa pada Tanaman C3 ( Taiz and Zeiger , 

2010) 

 

Pada malam hari, pati di kloroplas diubah dalam bentuk maltose dan glucose 

yang akan diubah menjadi hexose phosphate oleh hexose phosphatase yang diubah 

dalam bentuk sukrosa di sitosol (Taiz and Zeiger, 2010). Koch (2004) menyatakan 

bahwa akan terjadi proses pengangkutan sukrosa dari source tissue menuju sink tissue 

melalui floem. Saat di translokasikan ke sink tissues, sukrosa digunakan untuk 

menyediakan energi, merangsang pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Fung et 
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al., 2003), memperbaiki metabolisme seluler, biosintesis dinding sel, untuk respirasi 

serta dapat diubah dalam bentuk pati untuk disimpan (Park et al., 2008). Proses 

akumulasi pati ke sink tissue tanaman padi ditunjukkan pada Gambar 2.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.5 Mekanisme Transport Sukrosa dan Akumulasi Pati ke Sink Tissue 

Tanaman Padi (Taiz and Zeiger, 2010) 

Tanaman yang telah ditransformasi dengan gen penyandi enzim SPS memiliki 

laju fotosintesis yang tinggi dibanding tanaman kontrol (Huber and Huber, 1996). 

Laju fotosintesis yang meningkat berpengaruh terhadap pertumbuhan dan 

perkembangan tanaman serta meningkatkan akumulasi cadangan makanan di sink 

tissue. Melalui overekspresi gen SoSPS1 diharapkan terjadi peningkatan biosintesis 

sukrosa sehingga meningkatkan aliran karbon ke jaringan utamanya pada biji padi.  
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

 Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Divisi Biologi Molekuler dan 

Bioteknologi, Center for Development of Advanced Science and Technology 

(CDAST) dan Laboratorium Biologi Dasar FMIPA Universitas Jember mulai bulan 

Juli  2014 sampai April 2015. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah laminar air flow (LAF), 

penyaring steril, botol kultur, pinset, gunting, cawan petri steril, pisau scalpel, pipet, 

neraca analitis, magnetic stirrer, rotary shaker, tisu, kertas saring, aluminium foil, 

beaker glass, microwave, autoclave, pH meter, plastik autoclavable, kertas label, gel 

documentation system (GELDOC), nanodrop,  spektrofotometer dan peralatan 

standart PCR. 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain biji tanaman padi 

Indica cv. Inpari 14 SS, biakan bakteri A. tumefaciens strain GV 3101 yang 

mengandung gen SoSPS1 yang dikonstruk dalam plasmid pCL4, media Murashige 

and Skoog (MS), media ko-kultivasi, media eliminasi, media seleksi, NAA, Kinetin, 

media yeast extract peptone (YEP), alkohol 70 %, natrium hipoklorit (NaClO) 

5,25%, aquadest steril, standart isolasi dan analisis PCR.   

 

3.3 Prosedur Penelitian 

3.3.1 Sterilisasi Eksplan 

 Sterilisasi biji dapat dilakukan dengan memisahkan bagian lemma dan palea 

(sekam) biji padi Indica cv. Inpari 14 SS sehingga didapatkan kariopsis (beras) yang 

masih memiliki embrio. Biji tersebut di sterilisasi menggunakan alkohol 70 % selama 

1 menit, kemudian dibilas menggunakan aquadest steril sebanyak 3 kali. Selanjutnya 
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biji tersebut dicuci menggunakan NaClO 5,25% selama 1 menit dan dibilas 

menggunakan aquadest sebanyak 3 kali. Biji tersebut kemudian dikering anginkan 

dengan kertas saring dan ditanam pada media MS selama 5 hari ditempat gelap. 

Tunas apikal yang terbentuk digunakan sebagai eksplan transformasi. Tunas lateral 

diperbanyak menggunakan media MS0 (Lampiran A) dengan penambahan NAA 0,5 

mgL
-1 

dan Kinetin 6 mgL
-1

 serta peningkatan sukrosa dari 30g menjadi 50g. 

3.3.2 Kultur A. tumefaciens GV 3101 dan Konfirmasi Konstruk Plasmid pCL4 – 

SoSPS1 

 A. tumefaciens yang digunakan dalam penelitian ini adalah A. tumefaciens 

strain GV 3101 mengandung binary vector plasmid pCL4 yang telah disisipkan gen 

penyandi enzim SoSPS1 dibawah kontrol promoter Rice Ubiquitin 2 (RUBQ2) dan 

dilengkapi dengan gen penanda Neomycin Phosphotransferase II (nptII). Peta 

konstruk pCL4 ditunjukkan Gambar 3.1 

 

Gambar 3.1 Peta konstruk plasmid pCL4-SoSPS1 yang tersusun dalam T-DNA. LB: 

left border, RB: right border, nos: nopaline synthetase gene, nptII: 

neomycin phosphotransferase gene, Ubi-1: maize ubiquitin promoter, 

SoSPS1: Saccharum officinarum sucrose phosphate synthase gene, 

RUBQ2: rice ubiquitin promoter (Baskoro, 2012). 

 

A. tumefaciens GV 3101 yang mengandung gen SoSPS1 diambil sebanyak 50 

µl dari gliserol stock untuk diinokulasikan ke dalam media YEP cair 2 ml (Lampiran 
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B) yang mengandung antibiotik rifampicin 100 mgL
-1

, kanamycin 50 mgL
-1

, dan 

gentamycin 12,5 mgL
-1

. Biakan bakteri tersebut diinkubasi dalam shaker 150 rpm 

selama 24 jam pada suhu 28
0
C. Biakan yang telah ditumbuhkan tersebut selanjutnya 

diinokulasi dengan metode streak quadrant pada media YEP padat yang mengandung 

antibiotik yang sama dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 28
0
C. Koloni tunggal 

yang diperoleh dikonfirmasi keberadaan konstruk plasmid pCL4 – SoSPS1 yang 

diinsersikan pada A. tumefaciens sebelum digunakan untuk transformasi. 

Konfirmasi keberadaan konstruk plasmid pCL4 – SoSPS1 dalam A. tumefaciens 

diawali dengan mengkulturkan kembali koloni tunggal dalam media YEP cair 2 ml 

dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 28
0
C. Selanjutnya dilakukan isolasi DNA 

plasmid menggunakan metode Sambrook et al., (1989). Pellet DNA hasil isolasi 

dikeringkan, kemudian dilarutkan dalam 20 µl buffer TE dan diukur konsentrasinya 

dengan nanodrop. Selanjutnya dilakukan analisis PCR menggunakan primer nptII - F 

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

GTCGCTTGGTCGGTCATTTCG-3’) dengan ukuran 550 bp. Tahapan PCR meliputi 

pre-denaturasi, denaturasi, annealing, elongasi dan final extention berturut-turut pada 

suhu 95
o
C selama 3 menit, 95°C selama 30 detik, 58°C selama 30 detik, 72°C selama 

1 menit dan 72°C selama 1 menit. DNA hasil PCR kemudian dianalisis dengan 

elektroforesis pada 1% gel agarosa yang mengandung 3 μl ethidium bromida. Marker 

DNA yang digunakan adalah marker 1 Kb Ladder sebanyak 3 μl untuk melihat 

ukuran pita DNA yang telah teramplifikasi. Hasil elektroforesis dilihat di gel 

documentation system.   

 

3.3.3 Transformasi A. tumefaciens  

3.3.3.1 Infeksi dan Ko – kultivasi 

 Inokulum A. tumefaciens dalam media YEP cair 2 ml yang  mengandung 

antibiotik rifampicin 100 mgL
-1

, kanamycin 50 mgL
-1

, dan gentamycin 12,5 mgL
-1 

dituangkan ke dalam YEP 50 ml yang berisi antibiotik sama dan diinkubasi dalam 

shaker 150 rpm pada suhu 28
o
C hingga mencapai kepadatan populasi pada ABS600 
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=0,6 OD. Infeksi dilakukan dengan memasukkan eksplan tunas apikal yang telah 

ditusuk – tusuk sebanyak 5 tusukan dengan jarum steril pada pangkal tunas ke dalam 

50 ml media YEP cair berisi kultur A. tumefaciens dengan penambahan 100 mgL
-1 

acetosyringone, lalu diinkubasi dalam shaker dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 

28
o
C selama 30 menit. Setelah 30 menit, eksplan ditiriskan diatas kertas saring steril 

dan ditanam pada media ko-kultivasi yang bertujuan untuk mengoptimalkan proses 

infeksi dengan menumbuhkan A. tumefaciens bersama dengan eksplan selama 2 hari 

pada suhu 28
o
C di tempat gelap. 

 

3.3.3.2 Eliminasi Agrobacterium tumefaciens 

 Eliminasi dilakukan setelah 2 hari ditumbuhkan dalam media ko – kultivasi. 

Tujuan eliminasi adalah untuk memhambat pertumbuhan A. tumefaciens. Eksplan 

dari media ko-kultivasi dicuci dengan larutan cefotaxime 500 mgL
-1 

sebanyak 3 kali 

dan dibilas menggunakan aquadest steril setiap pencucian eksplan. Eksplan kemudian 

ditiriskan, kemudian ditanam pada media eliminasi yang telah ditambahkan hormon 

NAA 0.5 mgL
-1

 dan kinetin 6 mgL
-1 

serta peningkatan sukrosa dari 30g menjadi 50g. 

Eksplan diinkubasi selama 7 hari dalam kondisi terang.  

 

3.3.3.3 Seleksi Eksplan Putative Transforman 

Seleksi dilakukan setelah inkubasi 7 hari dalam media eliminasi. Eksplan 

dipindahkan ke dalam media seleksi (MSO + 50 mgL
-1

 kanamycin + cefotaxime 500 

mgL
-1 

) yang telah ditambahkan hormon NAA 0.5 mgL
-1

 dan kinetin 6 mgL
-1

 serta 

peningkatan sukrosa dari 30g menjadi 50g. Tahap seleksi bertujuan untuk 

memisahkan antara eksplan transforman dan eksplan non-transforman. Tahap seleksi 

dilakukan sebanyak 5 kali, masing – masing seleksi membutuhkan waktu inkubasi 14 

hari dalam ruang inkubasi kultur jaringan pada suhu 24
O
C. Selanjutnya eksplan yang 

lolos tahap seleksi ditetapkan sebagai putative transforman dan siap untuk di 

aklimatisasi.  
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3.3.3.4 Analisis DNA Genom Tanaman Putative Transforman 

 . Keberhasilan dari proses insersi suatu gen ke dalam sel tanaman diawali 

dengan keberhasilan gen tersebut diintegrasikan ke dalam genom tanaman. DNA 

target yang terintegrasi ke dalam genom tanaman putative transforman dapat diuji 

DNA genomnya dengan cara mengisolasi DNA genom tanaman putative transforman 

tersebut dan menganalisis dengan analisis PCR.  

Isolasi DNA genom dapat dilakukan dengan menggerus 0,5 gram daun padi 

menggunakan nitrogen cair. Serbuk daun padi dimasukkan ke dalam micro tube 

sentrifuge 2 ml yang berisi 1 ml buffer ekstraksi DNA (100 mM Tris, 50 mM EDTA, 

500 mM NaCl yang diatur hingga mencapai pH 8,0), 1,25 μl β- mercaptoethanol dan 

50 μl SDS 20%. Campuran larutan dan serbuk tersebut divortex dan diinkubasi pada 

suhu 65
o
C selama 10 menit. Langkah selanjutnya dilakukan penambahan 500 μl 

potasium asetat (5 M) dan di swirling serta di inkubasi dalam es selama 10 menit. 

Selanjutnya disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4
o
C. Supernatan 

yang dihasilkan ditambah 625 μl isopropanol lalu di swirling dan diinkubasi pada 

suhu -20
o
C selama 30 menit - 1 jam. Selanjutnya disentrifugasi 12.000 rpm 10 menit 

pada suhu 4
o
C. Pellet ditambah 500 μl buffer TE dan 15 μl RNA-se (stock 10 mg/ml) 

lalu diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 1 jam.  

Setelah inkubasi selesai, dilakukan penambahan PCI 500 μl dan divortex serta 

disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4
o
C. Lapisan atas dipindah ke 

micro tube sentrifuge baru dan ditambah chloroform equal volume. Campuran 

tersebut divortex dan disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4
o
C. 

Lapisan atas dipindah ke micro tube sentrifuge baru, ditambah 0,8 kali isopropanol 

dan 0,2 kali NaAc kemudian di swirling dan di inkubasi dalam -20
o
C selama 1 jam. 

Selanjutnya disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4
o
C. Pellet 

ditambah 1 ml ethanol 70% dan disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 

4
o
C. Pellet yang dihasilkan dikeringkan dengan vacum dry selama 5 menit dan 

ditambah 35 μl buffer TE. DNA tersebut sebelum di analisis PCR diukur terlebih 

dahulu kemurniannya menggunakan nanodrop. 
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 Analisis PCR dilakukan dengan menggunakan primer nptII F/R dengan 

sekuen sebagai berikut: primer nptII-F (5’-GTCATCTCACCTTGCTCCTGCC-3’), 

primer nptII-R (5’-GTCGCTTGGTCGGTCATTTCG-3’) dengan ukuran 550 bp. 

Tahapan PCR meliputi pre-denaturasi, denaturasi, annealing, elongasi dan final 

extention berturut-turut adalah pada suhu 95
o
C selama 3 menit, 95°C selama 30 detik, 

58°C selama 30 detik, 72°C selama 50 1 menit dan 72°C selama 1 menit.. DNA hasil 

PCR kemudian dianalisis dengan elektroforesis pada 1% gel agarosa. Marker DNA 

yang digunakan adalah marker 1 Kb Ladder sebanyak 3 μl untuk melihat ukuran pita 

DNA yang telah teramplifikasi. Hasil elektroforesis dilihat di gel documentation 

system. 
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1. Konfirmasi Konstruk Plasmid pCL4 – SoSPS1 

 Konfirmasi konstruk plasmid pCL4- SoSPS1 pada single koloni A. 

tumefaciens strain GV 3101 diperlukan untuk mendeteksi bahwa pada vektor tersebut 

telah terinsersi gen target SoSPS1. Berdasarkan analisis PCR menggunakan primer 

nptII yang memiliki panjang DNA 550 bp, hasil visualisasi pada gel agarose 1% 

menunjukkan pita DNA dengan panjang 550 bp (Gambar 4.1). Berdasarkan hasil 

konfirmasi ini maka single koloni A. tumefaciens strain GV 3101 dapat digunakan 

sebagai vektor transformasi karena terbukti telah mengandung gen target SoSPS1. 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1. Single koloni A.tumefaciens dilakukan uji PCR (A), Kultur 

A.tumefaciens yang akan diisolasi DNA plasmid (B), Hasil 

elektroforesis gel agarose 1% DNA hasil PCR menggunakan primer 

F/R nptII dan template DNA plasmid A. tumefaciens strain GV 3101 

(C); (M) DNA marker (1 Kb Ladder). 

 

4.2. Transformasi Gen SoSPS1 Pada Tanaman Padi 

 

 Single koloni A. tumefaciens yang telah dikonfirmasi keberadaan gen target 

SoSPS1 dengan analisis PCR digunakan untuk transformasi. Hal pertama yang harus 

550 bp 

A B C 
Single koloni 
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diperhatikan dalam penggunaan kultur bakteri A. tumefaciens adalah kepadatan 

populasi bakteri tersebut. Kepadatan populasi bakteri yang terlalu rendah dapat 

mengurangi efektivitas transformasi, sedangkan kepadatan populasi bakteri yang 

terlalu tinggi dapat mengganggu pertumbuhan tanaman (Nishimura et al., 2006). 

Kepadatan populasi bakteri diketahui melalui pengukuran optical density 

menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 600 nm. Pada 

transformasi gen SoSPS1 pada tanaman padi optical density A. tumefaciens yang 

digunakan adalah 0,6. Nishimura et al (2006) menambahkan bahwa kisaran optical 

density 0,5 – 1,0 pada ABS600 sangat baik digunakan untuk transformasi karena pada 

kisaran tersebut bakteri berada pada fase logaritmik sehingga mengoptimalkan proses 

infeksi pada tanaman. Selain itu penggunaan optical density 0,5 – 1,0 pada ABS600  

mencegah overgrowth A.tumefaciens. 

 Proses infeksi A. tumefaciens pada tanaman diawali dengan menyediakan 

jalur transmisi bakteri ke tanaman. Pelukaan eksplan dan pemberian acetocyringone 

merupakan cara artificial untuk mengaktifkan kemampuan transfer gen A. 

tumefaciens. Pada tanaman, keberhasilan transformasi genetik ditunjukkan oleh 

keberhasilan pertumbuhan tanaman baru yang normal, fertil dan dapat 

mengekspresikan gen baru hasil insersi (Webb and Morris, 1992). Berdasarkan hasil 

penelitian yang dilakukan, metode pelukaan tanaman berpengaruh terhadap 

keberhasilan transformasi. Hasil optimasi pelukaan eksplan pada proses infeksi A. 

tumefaciens menggunakan tunas apikal tanpa pemotongan bagian epikotil dan 

dilakukan penusukan jarum sebanyak 5 tusukan menunjukkan gejala pertumbuhan 

tanaman yang lebih baik (Lampiran C). Hal ini berkaitan dengan morfologi tanaman 

padi. Masuknya A. tumefaciens pada rongga tanaman padi menyebabkan 

pertumbuhan A. tumefaciens tidak terkendali. Infeksi A. tumefaciens dapat 

menyebabkan stress pada tanaman. Selain pelukaan, untuk mengaktifkan kemampuan 

transfer gen A. tumefaciens dilakukan dengan menambahkkan senyawa 

acetocyringone. Senyawa acetocyringone diketahui sebagai induser yang mampu 

mengaktifkan gen virulence A. tumefaciens yang berperan untuk menginduksi 
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terjadinya transfer dan integrasi DNA ke dalam tanaman (Raineri et al., 1990). 

Tanaman padi merupakan tanaman monokotil dan tidak memiliki senyawa 

acetocyringone sehingga penambahan 100 mgL
-1

 acetocyringone diharapkan mampu 

mengaktifkan gen virulence A. tumefaciens. Eksplan yang telah diinfeksi ditanam 

pada media ko-kultivasi (Gambar 4.2). 

 Pada tahap ko-kultivasi, eksplan dan A.tumefaciens ditumbuhkan bersama – 

sama pada suhu 28
o
C dalam keadaan gelap selama 2 hari (Sahoo et al., 2011). 

Menurut De la Riva (1998) bahwa mekanisme infeksi A. tumefaciens pada sel 

tanaman terjadi dalam keadaan gelap pada suhu optimal A. tumefaciens untuk tumbuh 

yaitu 28
o
C. Periode ko-kultivasi dapat meningkatkan efisiensi transformasi namun 

periode ko-kultivasi yang terlalu panjang menyebabkan terjadinya overgrowth A. 

tumefaciens. Pertumbuhan A.tumefaciens yang tidak terkendali akan menyebabkan 

efisiensi transformasi menurun dan mengganggu pertumbuhan tanaman yang 

berujung pada kematian tanaman. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2. Eksplan tanaman padi pada media ko-kultivasi (A), Eksplan tanaman 

padi pada media eliminasi (B). 

 

Setelah keluar dari tahapan ko-kultivasi, A.tumefaciens di eliminasi 

menggunakan antibiotik cefotaxime. Cefotaxime merupakan antibiotik yang umum 

digunakan untuk mengeliminasi bakteri dengan menghambat biosintesis dinding sel 

B A 
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bakteri dalam pembentukan peptidoglikan melalui penonaktifan enzim transpeptidase 

(Silva dan Fukai, 2001). Dalam penelitian ini penggunaan cefotaxime 500 mgL
-1

 

mampu menghambat pertumbuhan A. tumefaciens yang tidak terkendali dan tidak 

mengganggu pertumbuhan tanaman. Pada tahap eliminasi ini mulai digunakan media 

perbanyakan tunas lateral.  

Penggunaan sitokinin dan auksin dalam satu media dapat memacu 

multiplikasi tunas karena ada pengaruh sinergisme Antara zat pengatur tumbuh 

tersebut (Thorpe, 1987). Pembentukan tunas dapat dipacu dengan memanipulasi dosis 

auksin dan sitokinin eksogen (Flick et al., 1993), untuk masing – masing kultivar 

tidak sama. Berdasarkan hasil penelitian pendahuluan optimasi media perbanyakan 

tunas lateral yang telah dilakukan, komposisi media MS0 dengan penambahan NAA 

0,5 mgL
-1 

dan Kinetin 6 mgL
-1

 serta peningkatan sukrosa dari 30g menjadi 50g 

menunjukan pembentukan tunas yang lebih baik dibandingkan 9 komposisi media 

lainnya (Lampiran D). Tunas lateral yang terbentuk banyak dengan media tersebut 

hal ini dikarenakan kinetin merupakan sitokinin sintetik memacu pembelahan sel 

dalam jaringan meristematik dan mendorong pertumbuhan tunas samping, sedangkan 

auksin berperan terhadap pemanjangan sel. Dalam media kultur jaringan pada 

umumnya digunakan sukrosa 30g, sukrosa ini digunakan sebagai sumber karbon 

sama halnya hasil fotosintesis tanaman yang nantinya digunakan untuk pertumbuhan 

tanaman. Peningkatan gula dari 30g menjadi 50g berpengaruh positif terhadap 

perbanyakan jumlah tunas lateral, dan tidak mengganggu pertumbuhan tanaman 

meskipun kepekatan media menjadi bertambah.   

Seleksi tanaman non-transforman dengan putative transforman menggunakan 

antibiotik kanamycin sebagai selectable marker seperti pada konstruk plasmid yang 

digunakan (Gambar 3.1). Antibiotik kanamycin beracun terhadap tumbuhan, hewan 

dan fungi. Pada konstruk plasmid pCL4-SoSPS1, T-DNA mengandung gen nptII 

yang apabila berhasil diekspresikan oleh promoter Ubi-1 dalam genom tanaman padi 

maka enzim yang dikode oleh gen nptII akan menginaktivasi kanamycin sehingga 

padi putative transforman memiliki ketahanan terhadap antibiotik golongan 
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aminoglycoside tersebut. Enzim yang dikode gen nptII mengkatalisis fosforilasi ATP-

dependent gugus 3’-hydroxyl amino-hexose aminoglycoside (Nap et al., 1992). Pada 

penelitian ini tanaman kontrol dan yang telah ditransformasi dipaparkan pada media 

yang mengandung 50mgL
-1

 kanamycin, dalam kurun waktu 30 - 40 hari (menuju 

seleksi ke 3) menunjukkan gejala klorosis seperti pada (Gambar 4.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3. Klorosis pada tanaman kontrol (A), Klorosis pada tanaman non-

transforman (B), Tanaman putative transforman tidak mengalami 

klorosis (C), Tanaman kontrol mengalami klorosis tampak dalam botol 

(D), Tanaman putative transforman dan non-transforman dalam media 

seleksi. 

 

 Tanaman yang mengalami klorosis disebabkan karena tanaman tersebut tidak 

memiliki gen nptII sehingga tidak dapat menginaktivasi kanamycin dalam media 

tersebut. Pada prinsipnya kanamycin menghambat sintesis protein plastid dan 

mitokondria. Kanamycin berperan sebagai inhibitor, berikatan dengan sub unit 30 

ribosomal dan menyebabkan penghambatan inisiasi translasi dan secara otomatis 

B A C 

D E 

Klorosis Klorosis 

Klorosis Klorosis 

Digital Repository Universitas Jember

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


 
 

20 
 

menghambat sintesis protein (Nap et al., 1992). Sedangkan tanaman putative 

transforman terinsersi gen nptII, apabila gen tersebut terekspresi maka proses sintesis 

protein akan tetap berlangsung sehingga tanaman tidak mengalami klorosis. 

 Selain gejala klorosis, pada tanaman yang telah ditransformasi menunjukkan 

terhambatnya pembentukan akar. Hal ini dapat terjadi karena beberapa hal, 

kemungkinan pertama komposisi media yang mengandung kinetin 6 mgL
-1

 walaupun 

kinetin berperan dalam perbanyakan tunas lateral, namun kinetin berlawanan dalam 

pembentukan akar, konsentrasi kinetin eksogen yang tinggi berpengaruh terhadap 

konsentrasi etilen endogen yang menghambat pembentukan akar (Santoso, 2013).  

Pada tanaman yang telah ditransformasi juga tidak menunjukkan pertambahan 

tunas lateral seperti halnya tanaman non-transforman dengan menggunakan media 

MS0 dengan penambahan NAA 0,5 mgL
-1 

dan Kinetin 6 mgL
-1

 serta 50g sukrosa. Hal 

ini dikarenakan masuknya gen target pada genom tanaman yang tidak dapat diketahui 

gen target tersebut terintegrasi dalam lokus kromosom yang spesifik, terekspresi 

positif atau negatif, sehingga berpengaruh terhadap fenotip tanaman (Webb and 

Morris, 1992). Rata – rata tunas lateral yang terbentuk tanaman putative transforman 

dan non-transforman disajikan dalam Gambar 4.4.   

 

 

Gambar 4.4. Rata – Rata tunas lateral yang terbentuk dari tanaman putative 

transforman dan non-transforman menggunakan MS0 dengan 

penambahan NAA 0,5 mgL
-1 

dan Kinetin 6 mgL
-1

 serta 50g sukrosa. 

Untuk tanaman transforman ditambahkan 50mgL
-1

 kanamycin untuk 

seleksi. 

0

1

2

3

4

Kontrol Transforman 1 Transforman 2
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Pada penelitian ini, transformasi dilakukan sebanyak 2 kali masing – masing 

merupakan penelitian terpisah. Efektivitas transformasi hingga tahapan seleksi ke-5 

dapat dilihat pada Tabel 4.1. 

Tabel 4.1. Efektivitas transformasi menggunakan eksplan tunas apikal pada padi 

indica cv. Inpari 14 SS dan vector A. tumefaciens yang mengandung 

konstruk plasmid pCL4 - SoSPS1    

 

Ket: T: Transformasi, K: Ko-kultivasi, E: Eliminasi, S: Seleksi, A: Aklimatisasi  

Jumlah eksplan awal (K) pada transformasi 1 sebanyak 112 dan transformasi 2 

sebanyak 104. 

 

 Berdasarkan tabel di atas, persentase planlet padi putative transforman yang 

mampu bertahan selama 5 periode seleksi yaitu 6,25% (7 planlet) dari 112 planlet 

pada transformasi pertama dan 9,61% (10 planlet) dari 104 planlet pada transformasi 

kedua. 

 Planlet hasil seleksi 5 (putative transforman) selanjutnya di aklimatisasi 

sebelum di analisis PCR. Selama aklimatisasi 5 planlet transforman hasil transformasi 

pertama mati.  

4.3. Hasil Analisis PCR Tanaman Padi Putative Gen SoSPS1 

 . Keberhasilan dari proses insersi suatu gen ke dalam sel tanaman diawali 

dengan keberhasilan gen tersebut diintegrasikan ke dalam kromosom tanaman. Untuk 

T  Persentase dan jumlah planlet tiap tahapan   

K E S1 S2 S3 S4 S5 A 

1 100% 100% 98,21% 42,85% 17,85% 7,14% 6,25% 1, 78% 

 112 112 110 48 20 8 7 2 

2 100% 100% 100% 89,42% 69,23% 41,34

% 

9,61% 9,61% 

 104 104 104 93 72 43 10 10 
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Keterangan : Marker dari atas ke bawah (1000 bp, 750 bp, 500 bp, 250 bp) 

 

mengetahui keberhasilan proses integrasi tersebut pada tanaman target dapat dilacak 

dengan menggunakan analisis PCR. Berdasarkan analisis PCR tanaman putative 

transforman menggunakan primer nptII, 1,78% (2 Planlet) transformasi pertama dan 

9,61% (10 planlet) transformasi kedua positif mengandung gen SoSPS1. 5 planlet 

putative transforman dari transformasi pertama belum dilakukan analisis PCR, mati 

saat di subkultur di media ½ MS (perakaran). Hasil Analisis PCR Padi Putative 

transforman disajikan dalam gambar 4.5.  

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.5. Hasil elektroforesis gel agarose 1% DNA hasil PCR menggunakan 

primer F/R nptII dan template DNA genom padi; M: DNA marker (1 Kb 

Ladder); (K+) = kontrol positif; (K-) = tanaman kontrol non-

transforman.  

 

 Keberadaan fragment DNA nptII sebesar 550bp hasil PCR menunjukkan 

integrasi konstruk plasmid pCL4 - SoSPS1 pada genom tanaman padi sehingga dapat 

dikatakan sebagai tanaman padi transforman. 

4.4. Aklimatisasi Tanaman Padi In-vitro  

 Aklimatisasi dilakukan untuk mengadaptasikan tanaman in-vitro dengan 

kondisi lingkungan luar. Beberapa hal yang diperhatikan saat aklimatisasi meliputi 

unsur hara, kelembapan lingkungan, suhu lingkungan, dan serangan hama. Pada awal 

aklimatisasi digunakan media ½ MS cair tanpa penambahan gula dan vitamin (myo-

inositol, tymin, dan pyridoxine). Hal ini untuk mengadaptasikan tanaman padi in-

vitro dari media kaya nutrisi ke lingkungan yang sedikit nutrisi. Pengurangan unsur 

hara juga ditujukan untuk menumbuhkan akar.  

     K-              M            K+          1.1.1         1.1.2         2.1.1        2.1.2       2.1.3        2.1.4         2.1.5        2.2.1        2.2.4        2.4.1        2.4.2         2.4.6 

550 bp 
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Menurut (Tyas dkk., 2013) Pengunaan media ½ MS menyebabkan tanaman 

in-vitro tumbuh lambat, pembentukan daun dan panjang tunas menurun, sedang 

pembentukan dan pemanjangan akar meningkat sebagai sarana penyerapan hara. Pada 

media ½ MS cair ini tidak ditambahkan gula karena gula merupakan sumber 

kontaminasi. Untuk mengadaptasikan kelembapan lingkungan, tanaman in-vitro 

sebelum di kondisikan di lingkungan luar disungkup dengan plastik terlebih dahulu 

dan dilubangi dengan perforator (sebanyak 3 lubang) setiap hari dilihat dan dilubangi 

(1 lubang) selama 7 hari. Untuk mengadaptasikan suhu, tanaman padi in-vitro 

ditempatkan dalam growth chamber pada suhu 26 
o
C – 32

o
C pada 1 siklus (1 hari). 

Kondisi tanaman padi yang telah berhasil diaklimatisasi dapat dilihat pada Gambar 

4.5.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Gambar 4.5. Tanaman padi in-vitro diaklimatisasi pada media ½ MS Cair tanpa 

penambahan gula dan vitamin (A), diadaptasikan pada media tanah 

(B), ditempatkan di greenhouse (C), memasuki fase generative (D). 

 

A B 

C D 
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 Hasil aklimatisasi dari 12 tanaman padi transforman dari transformasi pertama 

dan kedua, 7 tanaman yang dapat bertahan, 5 tanaman transforman mati. Kematian 

tanaman transforman dikarenakan  tidak dapat beradaptasi dengan lingkungan. 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan hasil tranformasi gen SoSPS1 menggunakan vektor A. 

tumefaciens dan eksplan tunas apikal pada padi Indica cv. Inpari 14 SS diperoleh padi 

yang positif gen SoSPS1 sebanyak 2 tanaman pada transformasi pertama dan 10 

tanaman untuk transformasi kedua. Efektitivitas transformasi gen SoSPS 1 

menggunakan konstruk plasmid pCL4-SoSPS 1 yang dikendalikan promoter RUBQ2 

pada tanaman padi transforman gen SoSPS 1 pertama sebesar 1,78% dan untuk 

transformasi kedua 9,61%. Hasil aklimatisasi menunjukkan dari 12 tanaman 

transforman gen SoSPS1 hanya 7 tanaman yang dapat dikondisikan di kondisi 

lingkungan, sedangkan 5 tanaman transforman lain tidak dapat beradaptasi dengan 

lingkungan. 

5.2 Saran 

 Perlu dilakukan analisis fisiologi pada tanaman padi transforman dan analisis 

protein SoSPS1 untuk melihat gen SoSPS 1 terekspresi pada genom tanaman. 
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LAMPIRAN A 

 

A. Komposisi Media Murashige and Skoog (MS)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Larutan Stok Bahan Jumlah (g/L) Pengambilan (ml/L) 

A NH4 NO3 82,5 20 

B KNO3 95 20 

C CaCl2.2H2O 88 5 

 H3BO3 1,24  

 KH2PO4 34  

D CoCl2 0,0052 5 

 Na2Mo4.2H2O 0,05  

 KI 0,166  

 MgSO4.7H2O 74  

E ZnSO4.7H2O 1,72 5 

 CuSO4.5H2O 0,0052  

 MnSO4.7H2O 3,01  

F Na2 EDTA 7,44 5 

 FeSO4.7H2O 5,56  

Vitamin Myo-inositol 0,001 5 

 Pyridoxin 0,004  

 Tymin 0,0004  

 Sukrosa 30  

 Phytagel 2,5  
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LAMPIRAN B 

 

A. Komposisi Media Yeast Extract Pepton (YEP) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Bahan Jumlah (g/L) 

Ekstrak Yeast 10 

Pepton 10 

NaCl 5 

Agar Bakteriologi 14 
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  LAMPIRAN C 

A. Uji Pendahuluan Pertumbuhan Planlet dengan Metode Pelukaan Menggunakan 

Eksplan Tunas Apikal dan Tunas Lateral Pada Proses Infeksi Agrobacterium 

tumefaciens 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Keterangan : Pertumbuhan terbaik pada gambar (D), Menggunakan metode pelukaan 

dengan 5 tusukan pada pangkal batang tunas apikal tanpa pemotongan 

bagian epikotil tanaman. 

 

A B 

C D 

perbatasan 

pangkal 

batang dan 

akar ditusuk 

(5 tusukan). 

E 

Tunas Lateral Tunas Lateral (kontrol) 

Tunas apikal 

Tunas Apikal 
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LAMPIRAN D 

 

A. Hasil optimasi pengaruh komposisi media terhadap pembentukan tunas lateral 

 

 

B. Tabel Anova perbandingan F. hitung dan F. Tabel 

 

 

 

C. Uji Duncan Taraf Nyata 5% 

D.  
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