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RINGKASAN 
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SoSUT1 Generasi Kedua; Nurul Mufitdhah; 181810401018; 2015; 32 halaman; 

Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas 

Jember. 

 

Tebu produk rekayasa genetika (PRG) overekspresi gen SoSUT1 merupakan 

tanaman tebu hasil transformasi gen SoSUT1 pada penelitian sebelumnya. Gen 

SoSUT1 merupakan gen penyandi protein SUT (Sucrose Transporter) pada 

tanaman tebu, sebagai protein translokator sukrosa dari organ fotosintat menuju 

organ penyimpanan.  Overekspresi gen SoSUT1 diharapkan dapat meningkatkan 

kandungan protein SUT1 sehingga akumulasi sukrosa pada organ batang juga 

dapat mengalami peningkatan. Penelitian ini ditujukan untuk karakterisasi 

pertumbuhan, ekspresi gen SUT1, serta kandungan sukrosa pada tanaman tebu 

PRG overekspresi gen SoSUT1 generasi kedua yang ditumbuhkan dalam pot 

percobaan.  

Karakterisasi tebu PRG diawali dengan konfirmasi keberadaan gen SoSUT1 

dengan analisis PCR menggunakan pasangan primer F/R HptII. Hasil konfirmasi 

gen SoSUT1 pada 42 tanaman PRG generasi kedua.yang berasal dari 13 event 

dengan analisis PCR menunjukkan 39 tanaman positif mengandung gen SoSUT1 

yang telah ditransformasikan ke dalam genom tanaman. Tanaman tebu PRG 

overekspresi gen SoSUT1 generasi kedua memiliki kestabilan genetik sebesar 

92,8%.  Analisis westernblot dengan menggunakan antibody SUT1 menunjukkan 

bahwa tanaman tebu PRG memiliki pita protein SUT1 lebih tebal dibandingkan 

dengan wildtype. Analisis kandungan sukrosa daun menunjukkan bahwa secara 

umum kandungan sukrosa daun pada tanaman tebu PRG lebih rendah daripada 

tanaman kontrol. Hasil analisis sukrosa batang pada 14 event tanaman tebu PRG 
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umur 9 bulan menunjukkan bahwa secara umum kandungan sukrosa batang 

tanaman PRG lebih tinggi dariada kontrol. Analisis pertumbuhan berupa rata-rata 

jumlah anakan menunjukkan tebu PRG secara umum memiliki  jumlah anakan 

lebih sedikit daripada tebu non-PRG (kontrol). 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Tebu merupakan tanaman utama penghasil gula sukrosa dan sukrosa 

merupakan produk utama fotosintesis tanaman yang dihasilkan melalui proses 

asimilasi karbon (Campbell et al., 2000). Sintesis sukrosa terjadi di jaringan 

sitosol (source tissue) yang dikatalisis oleh enzim Sucrose Phosphate Synthase 

(SPS) (Huber and Huber, 1996).  Pada tanaman, enzim SPS merupakan enzim 

kunci yang menentukan biosintesis sukrosa dalam jaringan mesofil daun. 

Selanjutnya sukrosa yang dihasilkan digunakan sebagai sumber karbon dan 

sumber energi, serta ditranslokasi ke organ penyimpanan (sink tissue) (Lakitan, 

2010), oleh Sucrose Transporter (SUT). SUT merupakan protein yang berfungsi 

sebagai translokator sukrosa dari source tissue ke sink tissue dan disandikan oleh 

gen SoSUT1 (Riesmeier et al., 1992). 

Total produksi tebu ditentukan oleh rendemen tebu, semakin tinggi 

rendemen maka produksi akan meningkat (Marliani, 2011). Lamhot (2003) 

menyatakan bahwa rendemen gula tebu merupakan kadar gula yang terkandung di 

dalam tebu dan didefinisikan sebagai jumlah kilogram kristal gula yang terbentuk 

dari setiap kuintal tebu yang digiling. Upaya peningkatan rendemen tebu yang 

saat ini banyak dilakukan adalah dengan melakukan transformasi genetik, yaitu 

memasukkan gen target yang telah diisolasi dari suatu organisme ke dalam sel 

tanaman. Salah satunya adalah dengan melakukan transformasi gen SoSUT1 yang 

diharapkan dapat memperbaiki atau meningkatkan translokasi sukrosa ke batang 

tebu. 

Tebu produk rekayasa genetika (PRG) overekspresi gen SoSUT1 merupakan 

tanaman tebu yang telah mengalami proses transformasi gen SoSUT1. Pada 

dasarnya, di dalam tanaman tebu telah terdapat gen SUT1, tetapi dengan adanya 
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tranformasi gen SoSUT1 diharapkan tanaman tebu mengalami overekspresi atau 

peningkatan ekspresi gen SUT. Hackel et al., (2006) menyatakan bahwa 

overekspresi gen SUT dapat meningkatkan translokasi sukrosa ke organ sink. 

Adanya overekspresi diharapkan dapat menghasilkan tanaman tebu yang memiliki 

nilai rendemen tinggi. 

Pada penelitian yang dilakukan Dwinianti (2013), telah diperoleh tanaman 

tebu PRG varietas BL overekspresi gen SoSUT1 event T 1.1, T 1.4, T 1.7, T 2.1, T 

2.2, T 2.4, T 3.2, T 3.5, hasil transformasi Sugiharto dan Safitri (2011) T 2, 1 

event hasil transformasi Wiyono (2012) yaitu T 20,  dan 4 event hasil transformasi 

dari Hardjo (2014) yaitu TB 16, TB 17, TB 18, dan TB 20. Tanaman tebu tersebut 

sebelumnya telah dikonfirmasi keberadaan gen SoSUT1 dengan analisis PCR. 

Selanjutnya tanaman yang telah ada tersebut ditanam kembali menggunakan stek 

batang/bagal tebu, dan untuk mengetahui stabilitas genetik tanaman tebu PRG 

perlu dilakukan karakterisasi pada generasi kedua. Dong & Hughen (1993) 

menyatakan bahwa penyebaran/insersi gen target tidak merata pada jaringan 

tanaman transgenik diakibatkan adanya chimera. Chimera dapat menyebabkan 

gen tidak terekspresi dan tidak dapat diturunkan pada generasi selanjutnya. Belum 

stabilnya gen pada tanaman hasil  transformasi menjadi alasan perlunya dilakukan 

penelitian tentang karakterisasi tanaman PRG generasi kedua untuk mengetahui 

stabilitas ekspresi gen SoSUT1 yang terinsersi ke dalam genom tanaman, serta 

hubungannya dengan akumulasi sukrosa pada tanaman tebu.  

 

1.2 Perumusan Masalah 

Tanaman tebu PRG overekspresi gen SoSUT1 generasi pertama telah 

dikonfirmasi keberadaan gen SoSUT1 melalui analisis PCR dan  positif 

mengandung gen hptII, sehingga dapat dikatakan juga mengandung gen target 

SoSUT1. Tanaman tebu PRG overekspresi gen SoSUT1 generasi kedua belum 

dikarakterisasi dan masih memerlukan beberapa pengujian untuk mengetahui 
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ekspresi gen SoSUT1 yang telah diinsersikan. Pada penelitian ini dilakukan uji 

ekspresi gen pada tingkat translasi, serta uji kandungan sukrosa daun dan batang. 

 

1.3 Batasan Masalah 

Karakterisasi yang dilakukan meliputi uji keberadaan overekspresi gen 

SoSUT1 dengan analisis PCR (Polymerase Chain Reaction), penentuan 

kandungan protein SUT1 dengan western blot dan analisis kandungan sukrosa 

untuk mengetahui kandungan sukrosa daun dan batang dengan uji Seliwanoff 

(1887 dalam Widodo 2014). 

 

1.4 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui karakter tanaman tebu 

PRG overekspresi gen SoSUT1 generasi kedua, terutama pada ekspresi protein 

SUT1, serta keberadaan gen SoSUT1 untuk mengetahui stabilitas genetiknya. 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan mampu memberikan gambaran tentang 

stabilitas genetik tanaman tebu overekspresi gen SoSUT1 dalam hubungannya 

dengan ekspresi gen SoSUT1 pada tebu. Serta dapat memberi informasi tentang 

karakter tanaman tebu PRG generasi kedua. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Sintesis dan Translokasi Sukrosa pada Tanaman Tebu 

Sukrosa merupakan produk akhir dari proses asimilasi karbon (C) pada 

fotosintesis yang terjadi di daun. Berdasarkan tipe fotosintesisnya tebu termasuk 

dalam tumbuhan C4. Jalur asimilasi karbon tanaman C4 melibatkan sel mesofil 

dan bundle sheath cell. Secara singkat, proses asimilasi karbon terjadi di dalam sel 

mesofil yang diawali dengan masuknya CO2 ke dalam sel kemudian menjadi 

HCO3.  HCO3 akan bereaksi dengan  Phosphoenol Pyruvate  (PEP-3C) 

membentuk asam oksaloasetat (4C). Oksaloasetat dengan bantuan NADP malate 

dihidrogenase menghasilkan asam malat yang kemudian ditransfer ke dalam 

bundle sheath cell (Buchanan et al, 2000).  

Di dalam bundle sheath cell, malat akan mengalami dekarboksilasi untuk 

menghasilkan CO2. Pada siklus calvin, CO2 akan segera difiksasi oleh rubisco 

untuk membentuk senyawa 3-PGA. Senyawa 3-PGA lalu dikonversikan menjadi 

triosa phosphate (triosa-P) yang menjadi titik persimpangan penggunaan senyawa 

fotosintat untuk sintesis sukrosa atau pati. Sebagian triosa phosphat digunakan 

untuk membentuk pati di kloroplas dan ada yang dikeluarkan dari kloroplas untuk 

membentuk sukrosa di dalam sitosol yang difasilitasi oleh protein triose 

phosphate translocator (TPT) (Buchanan et al, 2000). 

Empat triosa phosphat dalam sitosol dikonversi menjadi 2 molekul 

glyceraldehyde 3-phosphate dan 2 molekul dihydroxyacetone-phosphate yang 

dikatalisis oleh enzim triosephosphate isomerase. Kemudian dari molekul 

tersebut akan dibentuk fructose 1,6-bisphosphate yang dikatalisis oleh aldolase. 

Selanjutnya terjadi pelepasan phosphate sehingga membentuk dua molekul 

fructose-6-phosphate yang dikatalisis oleh fructose-1,6-bisphosphatase. Fructose-

6-phosphate yang terbentuk sebagian dikonversikan menjadi glucose-1-phosphate 
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yang dikatalisis oleh hexose phosphate isomerase dan glucose phosphate mutase.  

Kemudian glucose-1-phosphate akan bereaksi dengan Uridin triposphate untuk 

membentuk uridine diphosphate glucose (Anderson dan Beardall, 1991). Sucrose 

Phosphate Synthase (SPS) adalah enzim yang berperan dalam mengkatalisis 

pembentukan sucrose-6-phosphate (suc6P) dari fructose-6-phosphate (F6P) dan 

uridine-5-diphospho glucose (UDPG), sehingga menjadi enzim kunci dalam 

biosintesis sukrosa di mesofil daun. Gugus phosphate pada suc6P akan diputus 

oleh sucrose phosphate phosphatase (SPP) sehingga dihasilkan sukrosa dan 

phosphate anorganic (Pi) (Anderson dan Beardall, 1991). 

 

 

 

 

Gambar 2.1. Mekanisme asimilasi karbon pada tanaman C4 yang terjadi pada dua sel 
yaitu mesofil sebagai photosynthetic carbon assimilation (PCA) tissue 

dan bundle sheath cell sebagai photosynthetic carbon reduction (PCR) 

tissue (Sage, 2003). 
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Sukrosa merupakan senyawa yang sangat dibutuhkan oleh setiap jaringan 

tanaman sebagai sumber energi dan disimpan sebagai cadangan makanan. Sukrosa 

yang telah disintesis di daun kemudian akan diangkut menuju jaringan 

penyimpanan. Pengangkutan sukrosa berawal dari sintesis sukrosa di dalam 

sitosol pada sel fotosintetik dan akan berpindah secara simplast dengan difusi 

sederhana maupun apoplast dengan perantara sucrose transporter (SUT)  

(Ningsih, 2003). Lalonde et al., (2003) menyatakan bahwa secara symplast, 

sukrosa yang telah berada di dalam companion cell, akan memasuki sieve element 

floem melalui plasmodesmata dan akan bergerak  menuju jaringan penyimpan 

(sink) melalui aliran massa. Sukrosa secara apoplast dimuat ke dalam companion 

cell (CC) dan sieve elements (SE) oleh protein SUT menuju organ batang (sink), 

seperti terlihat pada Gambar 2.2.   

 

 
 

 
Gambar 2.2 Sukrosa ditransport secara simplas melalui plasmodesmata dan secara 

apoplas melalui ruang interseluler oleh protein sucrose transporter  . SE: 

sieve element; CC: companion cell; MC: mesophyll cell; PD: 
plasmodesmata; ULD: unloading domain; SC: sink cell; Vac: vakuola 

(Sauer, 2007). 
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Sucrose Transporter terletak pada membran plastid, membran vacuola, dan 

membran plasma. Translokasi sukrosa oleh protein SUT menggunakan 

mekanisme sukrosa -H
+
 simporter (sucrose proton symport), serta merupakan 

bentuk pengangkutan aktif  yaitu pemindahan zat terlarut melawan gradien 

konsentrasi, melintasi membran plasma dari satu sisi yang konsentrasi zat 

terlarutnya rendah menuju ke sisi yang konsentrasi zat terlarutnya tinggi 

(Champbell et al., 2000). 

 

2.2 Akumulasi Sukrosa pada Organ Penyimpanan (sink)  

Akumulasikan sukrosa pada batang tebu dimulai pada internodus yang 

sedang mengalami proses pemanjangan (elongation) sampai pada internodus yang 

proses pemanjangannya berhenti (Lingle, 1997).  Di batang sukrosa akan 

mengalami proses metabolisme lebih lanjut meliputi proses hidrolisis dan 

resintesis. Miswar et al., (2007), menyebutkan bahwa pada internodus batang 

yang masih muda kandungan sukrosanya relatif kecil karena jumlah energi dan 

kerangka karbon diperlukan dalam jumlah besar, sehingga jumlah sukrosa yang 

dihidrolisis juga lebih besar. Besarnya jumlah sukrosa yang dapat diakumulasikan 

pada batang ditentukan oleh selisih antara proses sintesis dan degradasi sukrosa 

menjadi fruktosa serta glukosa yang akan digunakan untuk pertumbuhan. 

Kandungan sukrosa pada batang tebu sangat terkait dengan besarnya 

perbedaan  antara aktivitas SPS dan acid invertase (Zhu et al., 1997).  Pada 

internodus batang tebu yang baru memulai proses pemanjangan mempunyai 

kandungan sukrosa yang rendah dan aktivitas invertase sangat tinggi. Seiring 

dengan semakin dewasanya internodus, kandungan sukrosa semakin meningkat 

dan akitifitas invertase semakin menurun.  Banyak penelitian yang melaporkan 

tentang pengaruh SPS dan invertase terhadap kandungan sukrosa buah, antara lain 

Dali et al. (1992) yang menduga bahwa sukrosa yang dibentuk pada daun tomat 
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akan dihidrolisis menjadi glukosa dan fruktosa oleh invertase setelah sampai di 

buah. Sukrosa kemudian dibentuk kembali (resintesis) dari glukosa dan fruktosa 

yang dikatalisis oleh SPS buah.  

Akumulasi sukrosa di jaringan penyimpanan juga sangat dipengaruhi oleh 

translokasi sukrosa oleh sucrose transporter (SUT). Berdasarkan analisis 

filogenetik pada homologi sekuensi, afinitas substrat, dan fungsi masing-masing 

SUT, gen SUT terbagi dalam tiga famili, yaitu SUT1, SUT2, dan SUT4 (Kuhn, 

2003). Protein SUT1 memiliki afinitas yang tinggi terhadap substrat tetapi daya 

muat pengangkutannya rendah, sebaliknya SUT2 memiliki afinitas yang rendah 

dengan daya muat pengangkutan yang tinggi. SUT4 memliki afinitas rendah dan 

daya muat pengangkutannya rendah pula (Shiratake, 2007). Berdasarkan 

karakteristik tersebut, protein SUT1 lebih baik diantara tiga famili protein SUT 

lainnya sehingga keberadaannya dalam tanaman penting dalam hal akumulasi 

sukrosa pada organ penyimpanan (sourch tissue).  

 

2.3 Tanaman PRG Overekspresi Gen SoSUT1 generasi Kedua 

Tanaman PRG merupakan produk yang dirakit struktur genetiknya dengan 

memasukkan gen tertentu sehingga menghasilkan tanaman yang memiliki 

produksi lebih tinggi (Mulyadi, 2011). Gen SoSUT1 merupakan gen penyandi 

protein sucrose transporter1 (SUT1) pada tanaman tebu yang memiliki peran 

penting terhadap transportasi sukrosa dari organ fotosintesis ke organ 

nonfotosintesis. Penelitian pertama mengenai sucrose transporter dilakukan oleh 

Riesmeier et al. (1992) dengan mengiolasi cDNA SUT dari bayam. Isolasi cDNA 

SoSUT1 dari tanaman tebu juga telah dilakukan (Sugiharto, 2010) kemudian 

ditransformasikan ke dalam sel tanaman tebu menggunakan plasmid pAct-SoSUT1 

oleh Dwinianti (2013), Sugiharto dan Safitri (2011), Wiyono (2012), dan Hardjo 

(2014). Transformasi tersebut bertujuan untuk mendapatkan tanaman tebu 

transforman melalui transformasi genetik menggunakan vektor A. tumefaciens 

yang membawa gen SoSUT1.  
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Pada tanaman tebu sudah terdapat gen SUT1 endogen, tetapi dengan 

dilakukannya transformasi gen SoSUT1 diharapkan tanaman tebu akan mengalami 

overekspresi (ekspresi berlebih). Riesmeier et al. (1994) melaporkan bahwa 

dengan melakukan overekspresi gen pengkode sucrose transporter (gen SUT1 

pada tanaman kentang) dapat meningkatkan laju transportasi sukrosa, sehingga 

meningkatkan kemampuannya untuk mengakumulasikan sukrosa di organ 

penyimpanan (sink). Hackel et al., (2006) juga melaporkan bahwa overekspresi 

gen SUT pada tanaman tomat telah berhasil dilakukan dan dapat meningkatkan 

translokasi sukrosa. 

Christou et al. (1991) menyatakan bahwa tanaman dikatakan stabil apabila 

gen target telah terinsersi ke dalam genom tanaman dan dapat diwariskan ke 

generasi berikutnya. Menurut  Oard  et al., (1996), pada tanaman yang dapat 

melakukan penyerbukan sendiri, umumnya memiliki gen yang stabil pada 

generasi T4 dan pada tanaman yang penyerbukannya membutuhkan perantara 

(cross pollination) gen akan stabil pada generasi T8. Uji stabilitas genetik pada 

tanaman PRG perlu dilakukan untuk mengetahui kestabilan insersi gen pada 

turunannya. Uji stabilitas gen tersebut dapat dilakukan dengan analisis PCR 

(Polymerase Chain Reaction) dengan cara amplifikasi fragmen gen target 

menggunakan primer spesifik sehingga tanaman yang telah terinsersi dapat 

terdeteksi. Analisis lebih lanjut seperti Western blot juga perlu dilakukan untuk 

melihat keberadaan gen target yang telah terinsersi dapat terekspresikan. Serta 

untuk melihat adanya overekspresi gen SoSUT1 dapat meningkatkan translokasi 

sukrosa, maka juga perlu dilakukan analisis kandungan sukrosa daun dan batang. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu  Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Divisi Biomolekuler dan Bioteknologi, 

Laboratorium Center for Development Advance Science and Technology 

(CDAST), Universitas Jember pada Bulan Juli 2014 sampai Desember 2014. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain tanaman tebu 

(Saccharum officinarum L. varietas Bulu Lawang) PRG overekspresi gen SoSUT1 

sebanyak 14 event dan 1 tanaman tebu kontrol non PRG varietas BL dengan 

masing-masing 3 ulangan. Alat dan bahan kimia yang digunakan antara lain bahan 

standar untuk isolasi DNA genom, analisis PCR, ekstraksi protein dan ekstraksi 

sukrosa, SDS-PAGE, serta western blot. 
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3.3 AlurPenelitian 
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3.4 Prosedur Penelitian  

3.4.1 Pengambilan sampel 

Pengambilan sampel daun dan batang dilakukan pada 14 event tanaman 

PRG yang ditumbuhkan pada pot percobaan dengan masing-masing 3 ulangan. 

Pengambilan sampel daun untuk analisis DNA genom, protein, serta sukrosa 

dilakukan pada daun pertama yang membuka sempurna (dihitung dari pucuk). 

Pengambilan sampel nira tebu untuk analisis sukrosa dilakukan pada batang tebu 

ruas ke 6 yang dihitung dari ruas bawah (di atas permukaan tanah).  

 

3.4.2 Isolasi DNA Genom Tanaman  

Isolasi DNA genom tanaman dilakukan dengan cara menggerus 0,3 gram 

daun tebu sampai halus menggunakan mortar-stamper dengan menambahkan N2 

cair (Zheng et al, 1995). Serbuk yang didapatkan dipindahkan ke tabung 

mikrosentrifuge dan ditambahkan 600 µl buffer ekstraksi (100 mM Tris, 50 mM 

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

β-Mercaptoethanol. Campuran dihomogenkan menggunakan vorteks dan 

diinkubasi pada suhu 65 
0
C selama 10 menit. Campuran ditambahkan dengan  300 

µl Potasium acetat 5M dan dihomogenkan dengan teknik swirling (membolak 

balik tabung mikrosentrifuge). Campuran diinkubasi dalam es selama 10 menit 

dan disentrifugasi 12.000 rpm pada suhu 4 
0
C, selama 10 menit. Supernatan 

dipindah ke tabung mikrosentrifuge dan ditambahkan 375 µl isopropanol, 

dihomogenkan dengan teknik swirling dan diinkubasi  pada suhu -20 
0
C selama 1 

jam. Selanjutnya disentrifugasi ulang, supernatan dibuang dan pada pellet yang 

dihasilkan, ditambah dengan 300 µl buffer TE dan 10 µl RNA-se. Campuran 

diinkubasi pada suhu 37 
0
C selama 1 jam. 

Campuran ditambah dengan 300 µl Phenol Chloroform Isoamil Alchohol 

kemudian divorteks dan  disentrifugasi 12.000 rpm pada suhu 4
0
C selama 10 

menit. Supernatan (lapisan paling atas) yang dihasilkan dipindah ke tabung 

mikrosentrifuge dan ditambahkan chloroform (equal volume), divorteks lalu 
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disentrifuge kembali. Supernatan dipindah ke eppendorf baru, ditambahkan 

isopropanol sebanyak 0.8 kali supernatant dan NaAc 3 M sebanyak 0.2 kali 

supernatant. Diinkubasi pada suhu -20 
0
C selama 1 jam, disentrifuge  12.000 rpm, 

4 
0
C, selama 10 menit. Pellet dicuci dengan ethanol 70 %   600 µl dan disentrifuge 

12.000 rpm, 4 
0
C, selama 10 menit. Supernatan dibuang, pellet dikeringkan 

dengan vacum dry selama 10 menit, kemudian dilarutkan dengan 20 µl buffer Tris 

EDTA. DNA hasil pemurnian diukur konsentrasinya dengan nanodrop dari 

Nanovue pada panjang gelombang 260 nm dan digunakan untuk analisis PCR. 

 

3.4.3 Analisis PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Analisis PCR dilakukan dengan menggunakan PCR Kit dari  

KAPABIOSYSTEMS yang komposisinya terdiri dari KAPA Taq Extra HotStart 

DNA Polymerase, KAPA Taq Extra Buffer, dNTPs, MgCl2, two inert tracking 

dyes. Dalam satu kali reaksi memiliki total volume 20 µldengan larutan yang 

terdiri dari 2X PCR Master Mix 10 µl, masing-masing primer (forward dan 

reverse) 10 pmol sebanyak 1 µl, template DNA genom 1,25 µl (konsentrasi 0.25 

µg/µl) dan ddH2O 6,75 µl. PCR dilakukan menggunakan primer forward pimer 

hpt-F (5’ CCGCAAGGAATCGGTCAATA-3) dan reverse hpt-R  

(5’CCCAAGCTGCATCATGGAAA-3) dari hptII (hygromycin phospho 

transferase). PCR dilakukan sebanyak 40 siklus meliputi tahapan predenaturasi 94 

0
C selama 3 menit, denaturasi 94 

0
C selama 30 detik, annealing 58 

0
C selama 20 

detik, elongation 72 
0
C selama 1 menit dan final elongation 72 

0
C selama 5 menit.  

 

3.4.4 Elektroforesis Gel Agarose 

DNA yang telah teramplifikasi oleh PCR dipisahkan dengan elektroforesis 

gel agarosa 1%. Elektroforesis gel agarose memiliki prinsip pemisahan senyawa 

berdasarkan berat molekulnya dibawah medan listrik. Pembuatan gel agarose 

dilakukan dengan cara mencampurkan sebanyak 50 ml TBE ditambah 0,5 gram 

agarose dan 3 µl ethidium bromide, kemudian dipanaskan dan dituang dalam 
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cetakan hingga menjadi gel. Sampel DNA sebanyak 10 µl dimasukkan pada 

sumuran gel lalu dialiri arus listrik dengan tegangan 100 Volt selama 20-25 menit. 

Marker DNA yang digunakan adalah marker 1 Kb Ladder (intron biotechnology) 

sebanyak 3 µl untuk melihat ukuran pita DNA yang telah teramplifikasi. Hasil 

elektroforesis dilihat dengan alat gel imagine system dari Major Sciences. 

 

3.4.5 Ekstraksi Protein SUT1 

Ekstraksi dilakukan dengan menggerus 1 gram daun tebu sampai halus 

kemuian ditambahkan buffer ekstraksi SUT1 (250 mM Tris-HCl, 25mM EDTA, 

30% sukrosa, 5 mM DTT, 1 mM PMSF, dan 5 %, polyvinyl pyrrolidone (PVP)) 

dengan perbandingan 1:3 dan disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm, suhu 

4ºC selama 10 menit. Pellet dicuci dengan buffer ekuilibrasi (50 mM Tris-HCl, 25 

mM, 10 % MgCl) kmudian divortex dan disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 

rpm, suhu 4ºC selama 10 menit. 

Pellet yang didapatkan ditambah dengan 150 µl buffer solubilisasi (50 mM 

Tris-Cl, 1 mM EDTA, 2% SDS, dan 5 mM DTT) dan divortex. Campuran 

diinkubasi selama 15 menit pada suhu 37
 o

C dan disentrifugasi dengan kecepatan 

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

ditampung dalam microtube untuk dilakukan analisis SDS-PAGE dan western 

blot protein SUT1. Namun sebelum dilakukan analisis lebih lanjut dilakukan 

perhitungan total protein terlarut dengan Lowry (1951). 

Total protein terlarut ditentukan dengan metode Lowry (1951) dengan 

mengambil crude protein 50 µl ditambah H2O hingga volume 500 µl, kemudian 

ditambah dengan 500 µl TCA 20 % dan diinkubasi selama satu malam. Larutan 

disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit. Pelet  dicuci dengan 

500 µl aceton dan disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit 

sebanyak 2 kali. Pelet ditambah dengan 0,25 µl NaOH 0,25N kemudian 

direaksikan dengan 500 µl reagen Lowry (2%  Na2CO3, 0.5% CuSO4.H2O, 1% 

Sodium Tetrate) dan diinkubasi selama 10 menit. Campuran direaksikan dengan 
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500 µl Follin 1 N serta dihomogenkan menggunakan vortex. Campuran diinkubasi 

selama 10 menit pada suhu ruang kemudian diukur absorbansinya pada 660 nm. 

Nilai absorbansi yang didapat kemudian dihitung dengan rumus yang terdapat 

pada kurva standart BSA.  

 

3.4.6 Analisis SDS-PAGE dan Western Blot 

Sampel yang didapatkan dari ekstraksi protein SUT1 dengan konsentrasi 

protein 30 µg ditambah buffer loading (Tris-Cl 0,5 M pH 6,8; SDS 10 %;  

glycerol 10 %; bromophenol blue). Perbandingan volume antara sampel dan 

buffer adalah1 : 1, setelah itu didenaturasi pada suhu 100
0
C selama 3 menit. 

Sampel yang telah dicampur buffer loading kemudian dielektroforesis 

menggunakan SDS-PAGE dengan konsentrasi akrilamide 12,5 %. 

Terdapat dua gel pada SDS-PAGE, yaitu separating dan stacking. 

Pembuatan gel dilakukan dengan cara mencampurkan 4,15 ml acrilamide 30 %, 

2,5 ml 4x lower gell buffer (LGB), 5 µl temed, 50 µl APS dan 3,3 ml H2O. 

Sedangkan pada gel stacking, mencampurkan 0,45 ml acrilamide 30 %, 0,75 ml 

4x upper gell buffer (UGB), 4,5 µl temed, 10-20 µl APS, 1,8 ml H2O. Sampel 

dimasukkan ke dalam sumuran gel lalu dipisahkan menggunakan arus listrik 40-

70 Volt selama 3 jam melalui buffer elektroda (Sambrook et al., 2001).  

Analisis western blot dilakukan setelah protein SUT1 dipisahkan dengan 

SDS-PAGE. Gel hasil SDS-PAGE ditransfer ke membran nitroselulosa 

menggunakan aliran listrik sebesar 250 mA, suhu 4
o
C selama 1 jam dalam buffer 

transfer. Membran kemudian dicuci dengan (TBS) sebanyak 3 kali masing-masing 

5 menit, lalu direndam dalam TBS yang mengandung skimmilk 4% selama 30 

menit. Setelah itu, ditambahkan 20 µl antibodi I (antibodi poliklonal spesifik 

SUT1) yang telah mengandung NaN3 0,02 % dalam 40 ml TBS + skimmilk 0,5 % 

dan diinkubasi pada shaker selama 24 jam. Membran dicuci dengan TBS 

sebanyak 3 kali masing-masing 5 menit, lalu ditambah antibody II (Goat Anti-

Rabbit IgG Phosphathase Conjugated) dalam TBS + skim milk dan diinkubasi 
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selama 1 jam. Sebelum pewarnaan, membran dicuci lagi dengan TBSdan buffer 

alkalin phospat pH 9,5 (100 mM tris-base, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2). 

Pewarnaan dilakukan dengan pemberian 100 µl BCIP dan 50 µl NBT yang 

dilarutkan dalam 10 ml bufer alkalin pospat (Sambrook et al., 2001). 

 

3.4.7 Ekstraksi dan Analisis Kandungan Sukrosa Daun dan Batang 

Ekstraksi sukrosa daun dilakukan dengan cara menggerus 2 gram sampel 

daun menggunakan N2 cair kemudian ditambahkan 5 ml buffer MCW. Campuran 

diinkubasi pada suhu 60
o
C selama 10 menit. Campuran dihomogenkan dan 

disentrifugasi dengan kecepatan 5.000 rpm selama 10 menit untuk memisahkan 

bahan yang terlarut dan tidak terlarut. Supernatan yang diperoleh ditampung 

dalam botol falcon. Perlakuan ini diulang 5 kali sampai pellet yang tersisa 

berwarna putih. Supernatan yang diperoleh dievaporasi menggunakan rotary 

evaporator sampai methanol kloroform menguap sehingga yang tersisa hanya 

larutan berpelarut air. Cairan hasil evaporasi digunakan untuk uji kandungan 

sukrosa. 

Ekstraksi sukrosa batang dilakukan dengan cara mengambil nira dari ruas 

ke-6 batang tebu PRG overkspresi gen SoSUT1 dan tanaman kontrol dengan alat 

penusuk. Nira yang diperoleh ditampung dalam tabung mikrosentrifus dan 

disimpan pada -20
o
C sebelum digunakan untuk analisis sukrosa batang.  

 Analisis kandungan sukrosa dilakukan menggunakan metode Seliwanoff 

(1887 dalam Widodo 2014) dengan menambahkan 70 µl NaOH 1 N pada 10 µl 

sampel kemudian divortek agar homogen. Campuran dipanaskan pada suhu 100
o
C 

selama 10 menit, setelah dingin direaksikan dengan  250 µl  resorcinol 0,1 % 

(dalam ethanol 95%) dan  750 µl HCl  30%. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 

80ºC selama 8 menit. Setelah dingin, warna yang terbentuk diukur menggunakan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 520 nm. 

Pembuatan standart dilakukan dengan mengukur absorbansi sukrosa yang 

telah diperlakukan seperti sampel pada konsentrasi 10 µg/µl, 25 µg/µl, 45 µg/µl, 
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65 µg/µl, 80 µg/µl dan 90 µg/µl  kemudian dibuat rumus regresi linear. Nilai 

kandungan sukrosa diperoleh dengan mengkonversikan nilai absorbansi sampel 

kedalam rumus regresi linier dari standart sukrosa yang telah dibuat sebelumnya. 
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Tanaman tebu produk rekayasa genetika (PRG) overekspresi gen SoSUT1 

merupakan tanaman tebu yang dirakit dengan transfomasi gen SoSUT1 dari 

tanaman tebu sehingga terjadi peningkatan kandungan dan aktivitas protein SUT1. 

Sucrose transporter (SUT) adalah protein yang berperan dalam translokasi 

sukrosa dari jaringan fotosintetik ke jaringan penyimpanan. Diinsersinya gen 

SoSUT1 pada tanaman tebu bertujuan untuk meningkatkan akumulasi sukrosa 

pada ogan batang. Penelitian dilakukan untuk mengetahui karakter tanaman tebu 

PRG overekspresi gen SoSUT1 generasi kedua, terutama pada ekspresi protein 

SUT1, serta keberadaan gen SoSUT1 untuk mengetahui stabilitas genetiknya 

Tanaman PRG overekspresi gen SoSUT1 diperoleh dari hasil transformasi 

Dwinianti (2013) yang terdiri dari 8 event, 1 event hasil transformasi Sugiharto 

dan Safitri (2011) , 1 event hasil transformasi Wiyono (2012), dan 4 event hasil 

transformasi dari Hardjo (2014).  Tanaman tebu PRG hasil transformasi yang 

telah dewasa kemudian dipanen dan ditumbuhkan kembali secara vegetatif untuk 

diregenerasikan. Tanaman yang diperoleh selanjutnya digunakan sebagai bahan 

penelitian dengan 3 ulangan ditambah dengan tanaman wild type (kontrol) sebagai 

pembanding. Tanaman tebu yang telah berumur 6 bulan kemudian dilakukan 

analisis PCR untuk mendeteksi keberadaan gen target. Tanaman tebu yang telah 

dianalisis PCR kemudian dilakukan analisis lanjutan untuk mengetahui ekspresi 

pada tingkat translasi (protein), serta dilakukan uji kandungan sukrosa daun dan 

batang  

 

4.1 Hasil PCR tanaman tebu PRG overekspresi  gen SoSUT1 generasi kedua 

Analisis PCR pada tanaman PRG generasi kedua bertujuan untuk 

mengetahui apakah gen SoSUT1 yang telah diinsersikan pada penelitian 
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sebelumnya masih terdapat pada genom tanaman tebu yang diuji. Salah satu 

kendala dalam perakitan tanaman transgenik adalah tidak terintegrasinya gen 

target dengan stabil di dalam kromosom tanaman inang, sehingga menyebabkan 

gen tersebut tidak diwariskan ke tanaman generasi berikutnya (Christou et al. 

1992). Analisis PCR dilakukan dengan menggunakan pasangan primer hpt-F/R 

pada 14 event tanaman tebu PRG overekspresi gen SoSUT1 generasi kedua 

dengan masing-masing 3 ulangan.  

 

Tabel 4.1  Tabulasi hasil analisa PCR pada 14 event tanaman tebu PRG dengan 

masing-masing 3 ulangan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil analisis PCR (Tabel 4.1) pada semua sampel genom tanaman 

ulangan 1 dan 2 menunjukkan positif transgenik SoSUT1, sedangkan pada 

ulangan 3 terdapat 11 tanaman positif transgenik SoSUT1 dan 3 tanaman negatif 

yaitu event T20, T1.4, dan T1.1. Berdasarkan data analisa PCR tersebut, tanaman 

Event tebu 

PRG 

Ulangan 

1 2 3 

T2.4 + + + 

T3.2 + + + 

TB16 + + + 

T1.4 + + - 

T3.5 + + + 

T1.7 + + + 

T2.2 + + + 

T1.1 + + - 

T.2.1 + + + 

TB20 + + + 

TB17 + + + 

TB18 + + + 

T2 + + + 

T20 + + - 

Keterangan: Tanda (+) menandakan bahwa event tanaman PRG yang diuji positif 

mengandung gen hptII, sedangkan tanda (–) untuk tanaman PRG yang tidak 
mengandung gen hptII 
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tebu PRG overekspresi gen SoSUT1 generasi kedua memiliki kestabilan genetik 

lebih dari 92,8%. Tanaman tebu positif transgenik SoSUT1 ditunjukkan dengan 

terbentuknya pita DNA dengan ukuran ±470 bp sesuai dengan ukuran DNA yang 

teramplifikasi dengan cetakan plasmid pAct-SoSUT1 sebagai kontrol positif.  

 

 

(a) 

 

 

 

(b) 

 

 
(c) 

 
Gambar 4.1 Elektroforesis gel agarose 1% hasil PCR dengan pasangan primer hptI- 

F/R dan template DNA genom dari tanaman (a) Ulangan 1; (b) Ulangan 

2; (c) Ulangan 3. M: Marker; K+: kontrol positif (Plasmid pAct-SoSUT1); 

K-: kontrol negative (wildtype); dan 14 tanaman PRG overekspresi gen 
SoSUT1. 

 

 

Terbentuknya pita DNA hptII dengan ukuran ±470 bp pada Gambar 4.1 

menunjukkan bahwa gen target SoSUT1 yang berada dalam satu kaset T-DNA 

bersama gen hptII sebagai selectable marker telah terinsersi ke dalam genom 

tanaman. Sedangkan pada tanaman yang negatif tidak terbentuk pita DNA pada 

ukuran 470 bp dikarenakan tidak terintegrasinya gen SoSUT1 ke dalam genom 
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tanaman. Kejadian tersebut diduga karena tanaman uji mengalami chimera, yaitu 

penyebaran gen target yang ditransformasikan tidak merata pada seluruh jaringan 

(Yasmeen et al, 2009). Chimera menyebabkan gen target tidak diwariskan pada 

generasi berikutnya, sehingga pada tebu PRG generasi kedua ini masih terdapat 

tanaman yang tidak mengandung gen yang ditransformasikan. Dari Gambar 4.1 

(a), (b), dan (c) juga menunjukkan bahwa tanaman tebu kontrol (wild type) 

menunjukkan hasil negatif, hal tersebut dikarenakan pada tanaman kontrol tidak 

dilakukan transformasi, sehingga tidak memiliki gen hptII.  

 

4.2 Hasil Analisis Western Blot Protein SUT1 

Tanaman  tebu PRG overekspresi gen SoSUT1 yang terdiri dari 14 event 

dan 3 ulangan selanjutnya  dilakukan analisis  Western  Blot  untuk  mendeteksi  

protein  SUT  dengan  menggunakan antibodi spesifik. Ekstraksi protein SUT1 

dilakukan dengan mengambil sampel daun secara komposit (menggabungkan 

sampel dari 3 ulangan) dari ke-14 event tanaman tebu PRG dengan 3 ulangan. 

Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan buffer ekstraksi SUT dan buffer 

solubelisasi yang mengandung SDS. Analisis western blot protein SUT1 

dilakukan menggunakan antibodi poliklonal spesifik untuk protein SUT1. Hasil 

analisis western blot dapat dilihat pada Gambar 4.2. 
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(a) 

 

 
(b) 

 
Gambar 4.2 Hasil analisis western blot protein SUT1 pada tanaman tebu PRG 

overekspresi gen SoSUT1 (a), (b) dan kontrol dengan konsentrasi protein 

30 µg,  menggunakan antibodi poliklonal spesifik SUT1 dan antibodi 2 
Goat Anti-Rabbit Igg Phosphathase Conjugate 

 

 

Pada  Gambar  4.2 terlihat adanya pita protein pada semua sampel yang 

menunjukkan bahwa protein SUT1 terdeteksi pada  tanaman  tebu  transgenik  

maupun  tebu  kontrol. 14 sampel tanaman  tebu  PRG  yang  diuji, beberapa event 

tanaman tebu menghasilkan  pita  protein  SUT1 lebih  tebal  dibandingkan  

tanaman  tebu  kontrol.  Secara kualitatif, event tanaman tebu PRG yang 

menunjukkan pita protein lebih tebal dari wildtype Gambar 4.2 (a) yaitu pada 

TB17, T2.2, TB20, T1.1, sedangkan pada Gambar 4.2 (b) yaitu T3.5, T1.4, T1.7, 

T3.2, dan T2.4. Tebalnya pita protein pada beberapa event tebu  tersebut 

menunjukkan  adanya overekspresi dari  gen SoSUT1 yang ditransformasikan 

pada tanaman tebu dapat diekspresikan pada tingkat translasi membentuk protein, 

sehingga terjadi peningkatan kandungan protein SUT1. Namun pada event T20 

dan T2.1 terlihat bahwa pita protein lebih tipis daripada tanaman kontrol. Hal ini 

kemungkinan karena terjadi gen silencing yang mengakibatkan terhalangnya 

proses translasi sehingga sintesis protein (ekspresi gen) terganggu. Menurut Malik 

(2005) proses penghambatan ekspresi gen dapat terjadi pada beberapa tahap 

diantaranya pada tahap translasi yaitu dengan mengganggu proses translasi pada 

molekul mRNA.  
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Peningkatan  protein  SUT1  pada tanaman PRG merupakan  hasil  

akumulasi  ekspresi  gen  penyandi  SUT1 endogen dan SUT1 eksogen. 

Banyaknya protein yang disintesis disebabkan oleh bertambahnya  jumlah copi 

gen penyandi SUT1  yang  menyebabkan  terjadinya  peningkatan  laju  

transkripsi (Sugiharto, 2003).   Peningkatan  kandungan  protein SUT1 pada 

tanaman  tebu  PRG diharapkan dapat meningkatkan  translokasi dan akumulasi 

sukrosa pada organ penyimpanan. 

 

4.3 Kandungan Sukrosa Daun dan Batang 

Sukrosa merupakan produk akhir dari proses asimilasi karbon yang dapat 

ditransport dari organ fotosintesis menuju organ penyimpanan (batang). Analisis 

kandungan sukrosa daun ditujukan untuk mengetahui jumlah sukrosa yang 

disintesis, dan analisis kandungan sukrosa batang untuk mengetahui akumulasi 

sukrosa pada organ penyimpanan. 

 

4.3.1 Kandungan Sukrosa Daun 

Analisis kandungan sukrosa daun dilakukan pada semua tanaman PRG dan 

tanaman kontrol. Tinggi  rendahnya kandungan sukrosa pada daun dipengaruhi 

oleh enzim SPS, invertase dan Sucrose transporter. Enzim SPS adalah enzim 

kunci dalam biosintesis sukrosa yang mengkatalisis reaksi penggabungan antara 

uridine diphosphate glucose (UDPG) dan fructose-6-phosphate (F6P) sehingga 

membentuk  sukrosa-6-phosphte. Sukrosa yang dihasilkan  sebagian dihidrolisis 

menjadi glukosa dan  fruktosa sebagai sumber energi untuk pertumbuhan dan 

perkembangan oleh enzim  invertase  (Jin et al., 2009). Sebagian besar sukrosa 

yang ada di daun  juga  ditransportasikan  ke  organ  penyimpanan  oleh  protein 

translokator  Sucrose  transporter.  
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Gambar 4.3 Hasil analisis rata-rata kandungan sukrosa daun umur 9 bulan pada 

tanaman PRG overekspresi gen SoSUT1 dan tanaman kontrol (wildtype). 

 

 

Hasil uji kandungan sukrosa menunjukkan sebagian besar kandungan 

sukrosa daun pada tanaman tebu PRG lebih rendah dari pada tanaman kontrol. 

Menurut penelitian Murtyaningsih (2013), kandungan sukrosa daun pada tanaman 

tebu trasgenik overekspresi gen SoSUT1 event A-D lebih rendah dibandingkan 

tanaman kontrol. Rendahnya  sukrosa  pada  organ daun  tanaman PRG 

overekspresi gen SoSUT1 diduga  diakibatkan  oleh  lebih banyaknya protein  

translokator  sukrosa yang mentransport sukrosa dari daun ke organ batang.  Hal  

tersebut  didukung oleh  data  hasil  analisis  western  blot  protein SUT1,  bahwa  

kandungan  protein pada tanaman PRG  lebih tinggi  dibandingkan  dengan  

kontrol. Overekspresi protein  SUT1  pada  tanaman  tebu  PRG  tersebut  diduga 

menyebabkan  sukrosa pada daun menurun, karena sebagian telah tertransport ke 

organ penyimpanan.  Selain itu rendahnya kandungan sukrosa daun kemungkinan 

juga diakibatkan adanya hidrolisis sukrosa oleh invertase. 
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4.3.2 Kandungan Sukrosa Batang 

Analisis kandungan sukrosa batang dilakukan dengan mengambil nira 

pada batang tanaman tebu PRG dan kontrol ruas ke-6 dihitung dari ruas paling 

bawah dengan perkiraan bahwa ruas ke enam dapat mewakili semua ruas yang 

ada. Hasil analisis kandungan sukrosa batang ditunjukkan pada Gambar 4.4. 

 
 

 
Gambar 4.4 Hasil analisis rata-rata kandungan sukrosa batang umur 9 bulan pada 

tanaman PRG overekspresi gen SoSUT1 dan tanaman kontrol (wildtype) 
ruas ke enam. 

 

Berdasarkan Gambar 4.4 terlihat bahwa secara umum kandungan sukrosa 

batang tanaman tebu PRG lebih tinggi dari kontrol (wildtype). Akumulasi sukrosa 

tanaman tebu PRG yang lebih tinggi tersebut karena adanya peningkatan jumlah 

protein SUT1 yang berperan dalam proses translokasi sukrosa dari daun ke 

batang. Secara kualitatif rata-rata kandungan sukrosa batang ini bersifat variatif. 

Kejadian ini terjadi karena tanaman tersebut merupakan tanaman hasil trasformasi 

menggunakan Agrobacterium. Gen target yang insersikan bersifat random/acak 

pada lokus genom tanaman sehingga karakteristik tiap-tiap tanaman yang 
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dihasilkan juga berbeda salah satunya dalam hal kandungan sukrosa batang. Rata-

rata kandungan sukrosa yang rendah pada tanaman kontrol terjadi karena pada 

tanamn tersebut hanya terdapat protein SUT1 endogen sehingga jumlah sukrosa 

yang dapat diakumulasikan pada batang hanya sedikit jika dibandingkan dengan 

tebu PRG.  

 

4.4 Rata-rata Jumlah Anakan pada saat Tebu Umur 6 Bulan 

Sukrosa hasil fotosintesis tidak semua diakumulaikan pada organ 

penyimpanan, beberapa dari sukrosa tersebut di digunakan sebagai energi untuk 

pertumbuhan dan perkembangan.  Dali et al., (1992) menyatakan bahwa sukrosa 

yang disintesis di daun belum tentu diakumulasikan atau ditransport ke buah, 

tetapi setelah sukrosa disintesis dapat dipecahkan menjadi senyawa yang lebih 

sederhana untuk pertumbuhan tanaman. Overekspresi gen SoSUT1 diduga juga 

berpengaruh pada pertumbuhan tanaman tebu, sehigga dilakukan analisis 

pertumbuhan dengan  hasil perhitungan jumlah anakan tanaman tebu PRG 

(Gambar 4.5). 

 

 
 
 

Gambar 4.5 Hasil perhitungan  rata-rata jumlah anakan  tanaman PRG overekspresi 

gen SoSUT1 dan tanaman kontrol (wildtype) umur 6 bulan. 
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Pada Gambar 4.5, rata-rata jumlah anakan tanaman tebu PRG lebih sedikit 

jika dibandingkan dengan tanaman kontrol. Tetapi juga terdapat 3 event tanaman 

PRG yang lebih tinggi daripada kontrol, yaitu event T1.1, T3.2, dan T3.5. 

Banyaknya jumlah anakan juga tidak terlepas dari jumlah sukrosa yang tersedia. 

Semakin banyak jumlah sukrosa yang disintesis kemungkinan akan memperbaiki 

pertumbuhan maupun pertumbuhan tanaman. Sukrosa digunakan oleh tanaman 

sebagai sumber karbon untuk proses metabolisme. Overekspresi gen  SoSUT1 

yang dilakukan mampu meningkatkan translokasi sukrosa hasil fotosintesis, 

sehingga semakin sedikit sukrosa yang dapat didegradasi oleh invertase. Semakin 

sedikit sukrosa yang terdegradasi oleh invertase maka semakin sedikit jumlah 

anakan yang dihasilkan pada tiap tanaman tebu PRG. Pada kejadian yang lain, 

kemungkinan biosintesis sukrosa tinggi sehingga jumlah sukrosa yang 

diakumulasikan pada organ batang lebih tinggi serta jumlah sukrosa yang 

didegradasi untuk pertumbuhan juga lebih banyak. Pengamatan jumlah anakan 

dilakukan pada umur 6 bulan dikarenakan pada umur tersebut pertunasan tanaman 

tebu telah terhenti dan diteruskan pada fase pemanjangan batang. Menurut 

Wahyudi (2014), pada usia 1-3 bulan tanaman tebu mengalami fase pertunasan 

dan pertumbuhan, kemudian mengalami pemanjangan batang pada usia 3-9 bulan. 
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan  

Hasil analisis PCR menunjukkan bahwa hampir semua tanaman tebu PRG 

(lebih dari 92.8%) stabil terinsersi gen target SoSUT1. Overekspresi gen SoSUT1 

juga menghasilkan protein SUT1 dan aktif secara fungsional sehingga  secara 

umum kandungan sukrosa batang lebih tinggi dibandingkan tanaman kontrol 

(wildtype). Akan tetapi kandungan sukrosa daun pada tanaman tebu PRG 

overekspresi gen SoSUT1 lebih rendah dibandingkan tanaman tebu kontrol 

(wildtype). Tanaman tebu PRG overekspresi gen SoSUT1 secara umum  

menghasilkan jumlah anakan lebih sedikit dibandingkan tanaman tebu kontrol. 

 

5.2 Saran  

Perlu adanya karakterisasi pada generasi berikutnya untuk menghasilkan 

tanaman PRG  overekspresi gen SoSUT1 yang stabil, serta perlu dilakukan uji 

ekspresi gen pada tingkat transkripsi dan uji aktivitas enzim invertase yang 

mempunyai fungsi dalam pendegradasi sukrosa menjadi fruktosa dan glukosa. 
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Lampiran A. Kurva Standart 

A.1 Kurva Standart BSA Menggunakan metode Lowry  

 

  

 

 

A.2 Kurva Standart sukrosa 
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Lampiran B. Daftar Nama Event Tanaman Tebu PRG Overekspresi Gen 

SoSUT1 Generasi Kedua serta Penempatannya di green house  

 

  

Ulangan 1  Ulangan 2  Ulangan 3  

T 2.4  TB 17  TB 16  

T 3.2  T 3.5  T 2.4  

TB 16  TB 18  T 1.4  

T 1.4  T 2.4  TB 17  

WT  TB 20  T 2.1  

T 3.5  TB 16  T 2.2  

T 1.7  T 3.2  TB 20  

T 2.2  T 1.7  TB 18  

T 1.1  T 1.4  T 1.7  

T 2.1  WT  T 3.2  

TB 20  T 2.2  T 1.1  

TB 17  T 2  T 20  

TB 18  T 1.1  T 3.5  

T 2  T 20  WT  

T 20  T 2.1  T 2  

 

 

 

 

Digital Repository Universitas Jember

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


35 
 

Lampiran C. Konfirmasi PCR menggunakan pasangan priner hptII pada 

tanaman tebu hasil transformasi gen SoSUT1 
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Lampiran D. Kandungan Sukrosa  

D.1 Kandungan Sukrosa Daun Tanaman Tebu Hasil Transformasi Single Gen 

SoSUT1 Event A-D 

 

 

 

 

D.2 Kandungan Sukrosa Batang Tanaman Tebu Hasil Transformasi Single Gen 

SoSUT1 Event A-D 
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