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ABSTRAK

Nama : Putri Sandy Pangestu
Program Studi : S1 Biologi
Judul : Optimasi dan Validasi Uji Higromisin pada Tanaman Pisang

(Musa acuminata Colla[AA]) Kultivar Lampung Hasl|
Transformasi Menggunakan Gen hpt (Hygromycin
Phosphotransferase)

Penelitian untuk mengetahui konsentrasi higromisin optimum untuk seleksi
tanaman hasi| transformasi telah dilakukan. Optimasi menggunakan higromisin
30 ppm dengan waktu seleksi 3 minggu dan 50 ppm dengan waktu seleksi 2
minggu menunjukkan bahwa semua tunas dapat bertahan hidup pada medium
seleksi. Analisis PCR, uji histokimia GUS dan uji higromisin pada daun tanaman
sebagai uji validasi menunjukkan bahwa tidak semua tanaman yang bertahan
hidup pada medium seleksi menunjukkan keberadaan gen hpt dalam tanaman dan
mengekspresikannya. Hasi| kolerasi ketiga uji validasi menunjukkan konsentrasi
higromisin 50 ppm memberikan persentase kepercayaan seleksi tanaman |ebih
baik (61,61%) dibandingkan konsentrasi 30 ppm (33,33%). Penggunaan
konsentrasi 50 ppm dengan waktu seleksi |ebih dari dua minggu dapat digunakan
untuk meminimalkan lolosnya tanaman nontransgenik.

Kata kunci : gen hpt, Musa acuminata Colla[AA], PCR, transformasi, uji
higromisin, uji histokimia GUS.

Xiii + 76 him : 22 gambar; 5 tabel
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ABSTRACT

Name - Putri Sandy Pangestu
Study Program : S1 Biology
Title : Optimation and Validation Hygromicin Test on Banana (Musa

acuminata Colla[AA]) Cultivar Lampung Resulted from
Transformation Using hpt (Hygromycin Phosphotransferase)
Gene

Study to determine the optimum concentration of hygromycin for plant
selection resulted from transformation has been done. Optimization using
hygromicin at 30 ppm for 3 weeks and 50 ppm for 2 weeks showed that all plants
can survive on hygromycin selection medium. PCR analysis, GUS histochemical
assay and hygromycin assay in plant leaves as a validation test proved that not all
survival plants showed the presence of hpt genein the plant genome and
expressed. Hygromycin concentration at 50 ppm gave better reliability of plant
selection (61,61 %) than concentration at 30 ppm. The use of hygromycin
concentration at 50 ppm with duration more than 2 weeks should be done to
minimize non-transgenic plants escape.

Keywords : hpt gene, hygromycin assay, GUS histochemical assay, Musa
acuminata Colla[AA], PCR, transformation.

Xiii + 76 pages  : 22 pictures; 5 tables
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BAB 1
PENDAHULUAN

Tanaman pisang merupakan salah satu tanaman penting di negara tropis dan
subtropis, termasuk Indonesia. Tanaman pisang terutama buahnya, disukai dan
banyak dimanfaatkan oleh masyarakat Indonesia. Hal tersebut disebabkan oleh
kelebihan yang dimiliki buah pisang, yaitu mudah diperoleh dengan harga murah,
dan umumnya dapat |angsung dikonsumsi tanpa perlu diolah. Selain itu juga,
buah pisang memiliki kandungan gizi yang cukup tinggi (Kumar dkk. 2007: 534;
Suyanti & Supriyadi 2008: 15).

K etersediaan tanaman pisang untuk memenuhi kebutuhan masyarakat
Indonesiatelah cukup terpenuhi. Hal tersebut ditunjukkan dengan adanya fakta
bahwa Indonesia merupakan salah satu negara yang memproduksi tanaman pisang
sebanyak 6,20 % dari total produksi dunia dan 50 % dari produksi di daerah Asia
(Suyanti & Supriyadi 2008: 8). Namun, ketersediaan tanaman pisang yang telah
tercukupi belum diimbangi dengan kualitas tanaman yang cukup baik. Kualitas
tanaman tersebut terkait dengan ketahanan terhadap kekeringan, hama penyakit,
dan lain-lain. Permasal ahan kualitas tanaman pisang tersebut dapat diatasi dengan
cara perbaikan sifat tanaman (Kumar dkk. 2007: 534).

Upaya perbaikan sifat pada berbagai jenis kultivar pisang dapat diupayakan
secara konvensional dan rekasaya genetik. Perbaikan sifat tanaman secara
konvensional secara nyatatelah memberikan hasil yang baik, namun masih
terdapat kendala yang harus diatasi, yaitu siklus hidup tanaman pisang lama, buah
tidak menghasilkan benih dan benih buah bersifat steril. Ketiga kendala tersebut
dapat ditanggulangi dengan melakukan perbaikan sifat tanaman melalui rekayasa
genetik. Salah satunya dengan melakukan transformasi gen pada tanaman pisang
(Kumar dkk. 2007: 535).

Transformasi gen pada tanaman pisang dapat dicapai melalui transformasi
secaralangsung (elektroporasi, prosedur microprojectile bombardment) maupun
tidak langsung (penggunaan bakteri Agrobacterium tumefaciens). Transformasi
melalui Agrobacterium secaraluas telah digunakan untuk peningkatan kualitas
tanaman pisang, karena transformasi tersebut memiliki efisiensi tinggi dengan
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biaya rendah dan dapat mentransfer fragmen DNA yang sangat besar melalui
proses pemulihan yang minimal (Y onghong dkk. 2006: 80--81).

Transformasi tanaman pisang yang diperantarai Agrobacterium tumefaciens
memiliki beberapa syarat penting, salah satunya adalah uji seleksi tanaman yang
telah ditransformasikan dengan menggunakan antibiotik sebagai agen seleksi
(Newbury 2003: 107). Kegunaan seleksi tersebut pada proses transformasi adalah
untuk mengetahui tingkat keberhasilan transformasi (Sreeramanan dkk. 2006:
189). Antibiotik yang diketahui sebagai agen seleksi yang paling potensial yang
dapat digunakan pada transformasi tanaman pisang adalah higromisin.
Higromisin dengan konsentrasi rendah diketahui mampu menghambat
pertumbuhan dan membunuh tanaman pisang nontransgenik. Penghambatan
pertumbuhan tersebut dapat terlihat jelas dari fenotip eksplan pada kultur tanaman
pisang (Sreeramanan dkk. 2006: 193).

Optimasi konsentrasi agen seleksi perlu dilakukan pada seleks tanaman
hasil transformasi. Optimasi tersebut bertujuan untuk menentukan konsentrasi
agen seleksi optimal yang dibutuhkan untuk membunuh seluruh tanaman yang
tidak berhasi| ditransformasi (Sreeramanan dkk. 2006: 189--190). Penggunaan
agen seleksi yang optimal dapat membuat proses transformasi menjadi lebih
ekonomis (Newbury 2003: 107)

Penelitian mengenal transformasi dan proses optimasi pada tanaman pisang
telah banyak dilakukan. Salah satu contohnya adalah transformasi pisang rasthali
(AAB) menggunakan gen hpt (hygromycin phosphotransferase). Penelitian
tersebut menunjukkan bahwa higromisin merupakan agen seleksi yang paling
potensial untuk transformasi tanaman pisang dan konsentrasi yang paling efektif
untuk membunuh tanaman yang tidak berhasil ditransformasikan adalah 50 ppm
(Maziah dkk. 2007: 505; Sreeramanan dkk. 2009: 28).

Penelitian mengenai transformasi dan optimasi uji higromisin untuk
transformasi tanaman pisang (Musa acuminata Colla[AA]) kultivar lampung
dengan perantara Agrobacterium tumefaciens menggunakan gen hpt telah
dilakukan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari enam konsentrasi
higromisin yang digunakan (0, 20, 30, 40, 50 dan 60 ppm) berdasarkan hasil
seleksi pada mediakultur dan uji statistik menunjukkan konsentrasi 30 ppm
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selama 3 minggu dan 50 ppm selama 2 minggu merupakan konsentrasi yang
paling baik untuk digunakan pada uji higromisin. Hasil tersebut belum divalidas
sehingga belum diketahuinya konsentrasi yang paling tepat untuk digunakan pada
uji seleksi tanaman pisang hasil transformasi. Penelitian [ebih lanjut perlu
dilakukan untuk menentukan konsentrasi yang paling tepat untuk digunakan pada
uji higromisin. Penentuan konsentrasi tersebut dapat dilakukan dengan cara

mel akukan optimasi seleksi |anjutan menggunakan antibiotik higromisin dengan
dua konsentrasi yang paling potensial dan uji validasi padatanaman hasil seleksi
menggunakan analisis PCR yang didukung dengan uji histokimia GUS dan uji
higromisin pada daun tanaman (Maziah dkk. 2007: 505; Mulyaningsih dkk. 2010:
64).

Penelitian bertujuan untuk mengetahui konsentrasi higromisin yang paling
tepat untuk digunakan pada uji higromisin tanaman hasil transformasi dan
mengetahui keberadaan gen hpt dalam genom tanaman serta ekspresinya.
Hipotesis penelitian yang diajukan adalah konsentrasi 50 ppm yang digunakan
pada optimasi seleksi higromisin merupakan konsentrasi yang paling tepat untuk
digunakan pada uji seleks tanaman pisang kultivar lampung hasi| transformasi.
Penelitian merupakan tahap awal untuk pembuatan edible vaccine dengan
mel akukan transformasi gen HBsAg pada tanaman pisang kultivar lampung
menggunakan Agrobacterium tumefaciens.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Pisang Kultivar Lampung (Musa acuminata Colla [AA])

Tanaman pisang merupakan tanaman herba yang béaasAkia Tenggara
dan telah menyebar luas ke seluruh dunia. Tangmsang pun diketahui menjadi
tanaman penting di negara tropis dan subtropisiaan pisang terdiri atas
berbagai jenis kultivar. Sebagian besar kultivaapg yang dibudidayakan pada
umumnya tidak memiliki biji garthenocar py) sehingga perkembangbiakannya
dilakukan secara vegetatif (Suyanti & Supriyadi206; Surono & Himawan
2010: 3).

2.1.1 Taksonomi Tanaman Pisang Kultivar Lampung

Nama margdusa berasal dari nama aralb&nan” yang berarti “jari” dan
diaplikasikan sebagai penghormatan terhadap ilmdis&a Antonius Musa yang
diberikan oleh kaisar pertama Romawi Octavius AtiggisMarga ‘Musa”
tersebut pertama kali dipublikasi secara ilmialindle Linnaeus pada tahun 1753
dalam buku ‘Spesies Plantarum, The origin of Modern Botanical Nomenclature”.
Tanaman yang berasal dari genus tersebut yangldiasikan oleh Linnaeus
tersebut adalaNusa paradisiaca Linn dan selanjutnya Linnaeus
mempublikasikan jenis pisang lain pada tahun 1&38nd buku”Systema
Naturae”, yaitu Musa sapientum (Valmayordkk. 2000: 2).

Tanaman pisang kultivar lampung berdasarkan tadmorya dapat

diklasifikasikan, sebagai berikut :

Kerajaan . Plantae

Divisi . Spermatophyta
Sub Divisi : Magnoliophyta
Kelas . Liliopsida
Bangsa . Zingiberales
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Suku : Musaceae
Marga . Musa
Jenis :  Musa acuminata Colla (AA)

(USDA 2011: 3; Plantlist 2010: 1)

2.1.2 Kultivar Tanaman Pisang

Tanaman pisang berdasarkan taksonominya termasti&iden kelompok
Eumusa. Kelompok tersebut merupakan kelompok terbesandanargaMusa
dan memiliki persebaran geografis yang luas. Kattpisang dari kelompok
tersebut paling banyak berasal dari dua spesiésdlifiar), yaituMusa
acuminata (genom AA) darMusa balbisiana (genom BB) (Gambar 2.1.2(1)).
Kultivar yang berasal dari kelompok genom AA meknikarakteristik yang
berbeda dari genom BB. Karakteristik tersebut tldjp@at pada bagian upih
batang semu, susunan ovul, bentuk bunga, dan br&&ambar 2.1.2(2)).
Kultivar tanaman pisang yang dapat dimakan dikilessikan berdasarkan
kontribusi relatif dari kedua spesies tersebutltiar tanaman pisang tersebut
terdiri dari kelompok genom AA, BB, AB, AAA, AAB, BB, BBB, AABB, dan
ABBB (Valmayordkk. 2000: 4--6; Arvanitoyannigkk. 2008: 1872).

Tanaman pisang kultivar lampung merupakan salhtaaaman pisang
dalam kelompok genom AA yang berasal dari spegesdnaman pisaniglusa
acuminata. Filipina merupakan negara asal tanaman pisasgliet. Tanaman
pisang kultivar lampung memiliki keunggulan, yguwduksi buah yang banyak
dalam satu tandan, buah dapat dinikmati secagsleny setelah masak dengan
rasa yang sangat manis, serta penampilan menarnlgitetahui memiliki nilai
etnobotani untuk penyembuhan penyakit kuning. Kgufan tersebut membuat
kultivar lampung banyak dikonsumsi oleh masyarak@bnesia (Valmayodkk.
2000: 4; Suyanti & Supriyadi 2008: 34).
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2.1.3 Karakteristik Morfologi Tanaman Pisang Kultivar Laong

Karakteristik umum tanaman pisang dapat dilihai aear hingga buah
tanaman tersebut. Pohon tanaman pisang berakaamgrdan tidak mempunyai
akar tunggang yang berpangkal pada umbi batangr t&ksebut tumbuh menuju
ke bawah tanah sampai kedalaman 75--150 cm, seaamdfar yang berada di
samping umbi batang tumbuh ke samping atau menkiaigga mencapai 4--5
cm. Akar terbanyak berada di bagian bawah tanaya8i & Supriyadi 2008:
23).

Musa acuminata e Musa balbisiana
(liar, diploid AAw) _ (liar, diploid BBw)
-~ 1 | F -
™, = ra
\ ra
\ + /

Musa acuminata \ Musa x paradisiaca / Mnusa balbisiana
(dapat dimakan, diploid AAcy) ' (dapat dimakan, diploid hibrid AB) / (dapat dimakan, diploid BBcv)
Contoh. Pisang Mas atan Suctier | Cﬂﬂtﬂh Chuoi Com Lao | Contoh. Abuhen

| [
|
|
X X
Y l l Y

Musa acuminata Musa x paradisiaca  Musa x paradisiaca ~ Musa balbisiana
(dapat dimakan, triploid  (dapat dimalean, triploid (dapat dimalean, triploid (dapat dimakan, triploid BEE)
AA4) hibrid AAR) hibrid ABE) Contch. Saba, Pizang Kepok
Contoh. Pisang Ambon  Contoh. Pisang Rasthali Contoh. Kluai Hak Muk Pisang Nipah, Kluai Hin

atau Gros Michel atau Silk Kheio or Bluggoe
Musa X paradisiaca Musa X paradisiaca
(dapat dimakan, tetraploid (dapat dimakan, tetrapleid
hibrid AABR) hibrid ABEE)
Contoh. Kluai Neson Contoh. Kluai Theparrot

Gambar 2.1.2(1). Jalur perkembangan tanansamg yang dapat dimakan.
[Sumber: Modifikasi dari Valmayatkk. 2000: 4.]
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(b)
Male bract
g AA AB BB
a :, 4 ; _ _
i g '
(c) (d)

Keterangan : a. Batang semu b. Susunan ovul mg@d. Braktea

Gambar 2.1.2(2). Karakter pembeda tangmsang genom A dan B
[Sumber: Valmaytik. 2000: 7.]

Batang tanaman pisang terletak di dalam tanahy paitupa umbi batang.
Titik tumbuh terdapat pada bagian atas umbi bat&agian yang tumbuh tegak
di atas tanah merupakan batang semu. Batang sebantuk dari pelepah daun
yang berukuran panjang yang saling menutupi dekgandan kompak sehingga
tanaman pisang dapat berdiri tegak (Gambar 2.I.Biggi batang semu berkisar
3,5 m--7,5 m bergantung dari jenis kultivar pisé8gyanti & Supriyadi 2008:
24).

Helaian daun tanaman pisang berbentuk bulat yamgam@ng (Gambar
3.1.3). Letak daun tersebar pada bagian daun iyasgh kuncup. Daun
diperkuat oleh tangkai daun yang panjangnya ad@+&0 cm. Daun tersebut
juga tidak memiliki tulang daun sehingga daun pisanudah sekali terkoyak oleh
hembusan angin (Suyanti & Supriyadi 2008: 24).

Bunga tanaman pisang sering disebut jantung pikarena bentuknya
menyerupai jantung dan dalam satu tandan, teralirichnyak bunga
(inflorescencia) (Gambar 2.1.3). Bunga tanaman pisang merupakiagabbanci

dan bunga berumah satugnoceus). Hal tersebut menunjukkan bunga pisang
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memiliki alat kelamin jantan berupa benang ssteanfen) dan alat kelamin betina
berupa putik (pistillum) yang terdapat pada satugaudi pohon yang sama. Daun
penumpu bunga(acthea) biasanya berjejal rapat dan tersusun secard.spira
Daun tersebut berwarna merah tua, berlilin, danahudntok, serta berukuran
panjang 10--25 cm (Gambar 2.1.3). Bunga pisangihkeirma tenda bunga
(perigonium) yang berwarna putih susu dan melekapsi tinggi dengan

panjang 6--7 cm. Benang sari pisang berjumlah boeh dan putiknya

berjumlah satu buah. Bakal buah pada putik beugmersegi dan terletak di
bawah perhiasan bunga (epigin) (Arvanitoyarkis 2008: 1871; Suyanti &
Supriyadi 2008: 24).

Buah tanaman pisang terbentuk setelah bakal buabatani pematangan
dan berupa satu kesatuan bakal buah yang disalut Sisir pertama akan
terbentuk dan terus memanjang, kemudian akan terdbsrsir kedua dan
seterusnya. Buah tersebut umumnya berbentuk Igrgan berisi padat, berkulit
buah kuning hingga kuning kecoklatan, daging buahrgrwarna putih dan pada
umumnya, tidak memiliki bijigarthenocarpy). Ukuran, warna kulit, jumlah per-
sisir dan karakteristik lainnya pada umumnya, betwag pada tiap-tiap kultivar
tanaman pisang (Arvanitoyanmkk. 2008: 1871; Suyanti & Supriyadi 2008: 23).

Tanaman pisang kultivar lampung merupakan salahtaaaman pisang
memiliki ukuran yang kecil dibandingkan dengan ikalt lainnya. Tandannya
terdiri atas 6--8 sisir dengan berat persisir sel@40 g. Jumlah tiap sisirnya
berkisar antara 18--20 buah dengan berat tiap 80a@hdan panjang buahnya 9
cm dengan lingkar buah 10,5 cm. Morfologi bualataan pisang tersebut mirip
dengan kultivar mas. Perbedaannya terletak padh lguahnya yang lebih lancip
dibandingkan kultivar mas. Warna kulit buah akanAarna kuning penuh
apabila telah masak (Gambar 2.1.3). Daging buakdvea putih kemerahan,
rasanya sangat manis dan aromanya kuat (Suyanip&iyadi 2008: 39).
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@ . i « () (d)

Keterangan : a. Batang semu; b. Bunga; c. DauBudh

Gambar 2.1.3. Karakteristik tanaman pisang kultizerpung
[Sumber: Cruzkk. 2007: 48--50.]

2.2 Produks Tanaman Pisang Transgenik melalui proses Transformasi

2.2.1 Tanaman Transgenik

Tanaman transgenik dapat didefinisikan sebagantan dengan kandungan
gen asing yang diintroduksi menggunakan metodie ditsiu biologis tertentu
(Finer & Dhilon 2008: 246) Deoxyribonucleid acid (DNA) introduksi atau
transgen biasanya telah diketahui dengan baik olaanipulasi secara tepat di
laboratorium sebelum diintroduksi ke sel targeen@ang ditransfer ke dalam
genom suatu tanaman untuk membentuk tanaman trakdusa berasal dari
spesies lain seperti bakteri, virus, atau tanaraizn [Tanaman transgenik telah
dikembangkan sejak tahun 1983 dan 120 jenis tanaatem berhasil di
transformasikan (Newbury 2003: 83).

2.2.2 Teknik Transformasi Tanaman melafgrobacterium tumefaciens

Transformasi tanaman merupakan suatu teknik gexbaifat tanaman
dengan cara mengintroduksikan gen asing ke dalaamtan tersebut (Siregar
2002: 2--3). Proses transformasi tanaman dapapdienelalui transformasi
secara langsung (elektroporasi, prosediaroprojectile bombardment) maupun

tidak langsung (penggunaan baktsgrobacterium). Transformasi langsung
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dilakukan tanpa bantuan vektor, sedangkan transfairtidak langsung dilakukan
dengan bantuan vektor biologis. Transformasi mangian vektor biologis
dapat dilakukan dengan menggunakan bakteri, satahyaAgrobacterium
tumefaciens (Newbury 2003: 86; Finer & Dhilon 2008: 246).

Agrobacterium tumefaciens merupakan bakteri patogen yang terdapat di
dalam tanah. Bakteri tersebut secara natural niem@mampuan untuk
menginfeksi luka pada tanaman dikotil hingga menip&hn terbentuknya tumor
crown gall. Agrobacterium tumefaciens melalui berbagai penelitian diketahui
memiliki kemampuan untuk mentransferkan fragmen DHéAlalam sel tanaman
yang diinfeksi. Fragmen DNA yang ditransferkaretist DNA transfer (T-
DNA). DNA tersebut akan ditransfer ke dalam plasekstrakromosomal yang
disebut plasmid Titgmor inducing). T-DNA selanjutnya akan ditransferkan dari
Agrobacterium tumefaciens ke dalam inti sel tanaman dan berintegrasi kendala
genom tanaman (Riwgkk. 1999: 1; Newbury 2003: 86--87).

Mekanisme yang mengintegrasikan daerah T-DNA dasrmpid Ti ke
dalam genom tanaman diperantarai oleh gen yanggatgada daerah virulensi
(vir) dari plasmid Ti. Genir diaktivasi oleh molekul sinyal spesifik yang
dihasilkan oleh sel-sel tumbuhan yang terluka.s®s@engaktivasian tersebut
dikontrol oleh gen-genir, yaituvirA danvirG. Respon terhadap molekul sinyal
pengaktivasi ditunjukkan dengan putusnya untai gan@NA yang disebabkan
endonuklease yang diproduksi oleh ga. Pembentukan pilus untuk transfer
ke dalam genom tanaman dikontrol oleh gen padaoapeB (Gambar 2.2.2)
(Primosedkk. 2001: 227).Agrobacterium tumefaciens merupakan patogen
tanaman, oleh sebab itu plasmid Ti pada baktesetart telah dihilangkan
virulensinya ¢lisarmed), sehingga sel tanaman yang ditransformasi oleh
Agrobacterium tumefaciens mampu beregenerasi sebagai tanaman sehat hasil
rekayasa genetik (Rivdkk. 1999: 1; Finer & Dhilon 2008: 275).

Transformasi melaluhgrobacterium menawarkan beberapa keuntungan di
atas metode transfer gen secara langsung. Kewamuagsebut adalah proses
transformasi yang lebih simpel, biaya yang lebitrahydan memungkinan untuk
mentransfer hanya satu atau sedikit kopi dari fegiDNA yang mengandung

gen yang penting dengan efisiensi tinggi. Tramsémi melaluiAgrobacterium
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disamping memiliki keuntungan juga memiliki kekugan, yaitu dibutuhkannya
optimasi pada dua sistem biologi, yaitu sistemdf@nplasmid yang telah
terintegrasi dengan T-DNA ke dalakgrobacterium tumefaciens dan sistem
transfer Agrobacterium tumefaciens ke dalam tanaman (Newbury 2003: 87;
Yonghongdkk. 2006: 80--81)

Chiter mamEears

/S Penplasmic space

L]
2 : e 'l_'E:J.ﬂ.I-ﬂEw'ﬁﬂ gt ;f o A S
A - _.-
. &
PLANT CELL AGROBACTERILM
la bagian spesifik bakoeri | b tanaman mengirim sinyal yang dikenali oleh
% mencmpel pada dinding sel Wirh, VirG-F dil“ﬁ“h"_
a.:_‘? fanaman il b VirG-F meng-
"\l;; - \ alcriflcan trams-
‘4\ 6. T- Dh’.ﬁ. I:lcrmﬂzgrasl ke % ; : ml; kripsi gen wir
% dalarm kromosocm tanaman 3 [ v g
b . i T = ;?\;,%
=) £ \ Ty
e
RS e, Al
i = | plaeie
LT ._ I b

x_\/“)

3. Produlesi Sl.lu'lrat Transport

'
i |
¥ dan kompleks ¥VirG
jr‘ 4. Substrac dikenali oleh oy
4 kompleks ¥Wird dan ditransferkan

L ke dalam sel tanaman

Gambar 2.2.2. Mekanisme transforndasumefaciens
[Sumber: Modifikasi dari Kuallen & Binns 2006: 118.]

2.2.2.1Syarat- syarat Transformasi melafgrobacterium tumefaciens

Produksi tanaman transgenik melalui transformasiggunakan
Agrobacterium tumefaciens memerlukan empat syarat utama. Syarat-syarat
tersebut, antara lain vektor yang cocok, adanyamasn seleksi, teknik yang
efisien untuk transformasi dan regenerasi tananBalia. salah satu syarat tidak
terpenuhi akan menyebabkan kegagalan pada pro@uenan transgenik. Hal
tersebut disebabkan oleh syarat-syarat tersebugmhgran ada tidaknya tanaman

yang berhasil ditransformasikan (Newbury 2003: 84).
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2.2.3 Transformasi melaluhgrobacterum tumefaciens pada Tanaman Pisang

Protokol transformasi melalégrobacterium tumefaciens pada tanaman
pisang dibagi menjadi tiga kelompok. Kelompok ébis dibagi berdasarkan tipe
eksplan yang digunakan sebagai material awal, gaspensi sel embriogenik
(ECS), jaringan meristem (meristem apikal dan gaircorm), lapisan sel tipis
(MCS). Suspensi sel embriogenik merupakan matekispplan yang paling sering
digunakan pada transformasi pisang (Yonghdkig 2006: 81).

Protokol transformasi menggunakan jaringan mensi&ketahui memiliki
kelebihan dan kelemahan dibandingkan protokol toamgsi lainnya. Kelebihan
penggunaan jaringan meristem (meristem apikal a@amgancorm) tersebut
antara lain, tanaman homogen yang dapat dihasil@dam waktu singkat melalui
proses kultur jaringan. Hal tersebut menyebabkatogol transformasi
menggunakan jaringan meristem dapat dijadikan poseansformasi yang cepat
pada tanaman pisang (Yonghaidx. 2006: 81). Kelemahan penggunaan
jaringan meristem sebagai eksplan adalah besasmgarkgkinan muncul tanaman
kimera. Hal tersebut disebabkan kemungkinan haaftasel pada bagian
jaringan meristem yang menerima T-DNA asing padags transformasi (May
dkk. 1995: 487).

2.3 Seleks Tanaman Transgenik

Kesuksesan transformasi tanaman bergantung patkkite sistem
seleksi sel yang telah ditransformasikan. Sisteleksi tersebut berguna untuk
mengetahui tingkat keberhasilan transformasi. Kabhgeberhasilan dapat dilihat
dari adanya tanaman yang berhasil ditransformagpxasitif mengandung gen
asing) melalui metode transformasi yang digunakéewpury 2003: 107).

2.3.1Jenis-Jenis Seleksi Tanaman Transgenik

Sistem seleksi transformasi dapat dicapai methlaimetode, yaitu seleksi

negatif dan seleksi positif. Seleksi negatif dilektn dengan menggunakan agen
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seleksi yang dapat membunuh atau menghambat gezrauh pertumbuhan sel
yang tidak diberhasil ditransformasikan. Agen lsgléersebut bekerja dengan
kombinasi adanya gen penanda seleksi yang diekispngsada tanaman yang
berhasil ditransfomasikan sehingga dapat menglaasiknaman yang resistan
terhadap agen seleksi. Agen seleksi pada mettelessregatif dapat berupa
antibiotik, herbisida, dan asam amino pada tingedik. Seleksi positif dapat
dilakukan dengan menggunakan agen seleksi yand aegraghambat
pertumbuhan sel yang tidak berhasil ditransformaasikamun tidak membuatnya
mati. Contohnya penggunaan sitokinin aktif danggemaan sumber karbon
spesifik, seperti manosa sebagai agen seleksirédneaardkk. 2006: 193).

Optimasi atau penentuan konsentrasi minimal agkks yang dibutuhkan
untuk membunuh sel yang tidak berhasil ditransfcikea secara maksimal.
Proses optimasi penting untuk pelaksanaan sistlakssgang efektif. Optimasi
tersebut penting dilakukan karena konsentrasi aglaksi yang terlalu rendah
dapat memungkinkan adanya tanaman kimera yangdele&si, sedangkan
konsentrasi agen yang terlalu tinggi dapat menyaraberhambatnya tanaman
transgenik yang disebabkan resistensi yang diteasitheh tanaman tersebut lebih
rendah dibandingkan konsentrasi yang digunakamunti@gan lain yang
didapatkan dari proses optimasi adalah agen selakgi cocok dapat
diidentifikasi dan penggunaan konsentrasi minimamgyditentukan dapat
membuat sistem transformasi lebih ekonomis. Haktaut terkait dengan
penggunaan agen seleksi yang biayanya mencapairhsetgngah dari biaya
transformasi (Sreeramanekk. 2006: 193).

2.3.2 Seleksi resistensi terhadap antibiotik.

Antibiotik merupakan agen seleksi yang paling bardigunakan untuk
metode uji seleksi. Penggunaan antibiotik tersedutit dengan adanya gen
penanda seleksi yang ditransformasikan pada tanfé@ambar 2.3.2). Gen
tersebut digunakan untuk mengetahui kemampuan &mamtuk
ditransformasikan dan mendapatkan kembali transforsetelah proses

transformasi. Gen penanda seleksi yang digunakiuk wji seleksi tanaman
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pada umumnya, antara lain gagomycin phosphotransferase (nptll) (kanamicin,
neomicin, genetisinktreptomycin phosphotransferase (spt) (streptomisin atau

spektinomisin) hygromycin phosphotransferase (hpt) (higromisin) darbialaphos
resistance (bar) (bialaphos) (Guerinaeu 1995: 10--14; Pua & Daa&p7: 107).

Pengujian tanaman hasil transformasi

Tanaman dengan gen bam Tanaman tanpa gen baru
akan tumbuh walaupun akan mat. Hal tersebut
terdapat antibiotik disebabkan adanva antibiotik

Gambar 2.3.2. Seleksi tamamenggunakan antibiotik
[Sumber: Modifikasi damBley 2009: 4.]

2.3.2.1 Resistensi terhadap antibiotik higromisin

2.3.2.1.1Genhygromicin phosphotransferase (hpt)

Genhpt merupakan gen yang menimbulkan sifat resistamtm antibiotik
higromisin. Gen tersebut diisolasi dari bakidoli atauStreptomyces
hygroscopicus. Promoter CaMV 35S merupakan promotor yang méasggen
hpt (Gambar 2.3.2.1.1). Transformasi gen terselbat teerhasil dilakukan pada
berbagai jenis tanaman, contohnya tembakau, kageggg, dan pisang.
(Guerinaeu 1995: 11--12).
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)/

355 APHIV CaMV poly A
pJIT72

Gambar 2.3.2.1.1. Peta Gamgromicin phosphotransferase (hpt)
[Sumber: Guerinaeu 1995: 11.]

2.3.2.1.2Antibiotik higromisin

Higromisin (GoHs7N3013) merupakan salah satu agen seleksi potensial yang
dapat digunakan pada transformasi tanaman (GanibarR232. Antibiotik
tersebut digunakan untuk seleksi tanaman transg@ni@g mengandung géipt.
Higromisin diketahui memiliki kemampuan untuk meagtbat proses translokasi
sintesis protein (Limkk.1995: 47).

Keberadaan gelmpt pada tanaman transgenik dapat membuat tanaman
tersebut menjadi resisten terhadap antibiotik imasm. Hal tersebut disebabkan
oleh kemampuan gen tersebut untuk menghasilkamemgiromisin
fosfotransferase yang akan mendetoksifikasi gugueasiklitol dan mengkatalis
fosforilasi gugus hidroksil pada antibiotik higrasim. Higromisin selanjutnya
akan menjadi tidak aktif dan bersifat racun bagataan (Mulyaningsillkk.

2010: 64).

Penggunaan higromisin diketahui sebagai agensgakng potensial
yang dapat digunakan pada transformasi pisang teirs@but dikarenakan
higromisin mampu menghambat pertumbuhan tanamangisontransgenik
pada konsentrasi rendah dan penghambatan pertumtersabut dapat diketahui
dengan jelas dari fenotip eksplan pada kultur taarepisang. Seleksi
menggunakan higromisin juga diketahui tidak menkentuwaktu yang lama,
yaitu sekitar 4--6 minggu (Sreeramartki. 2006: 193).
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Gambar 2.3.2.Agtibiotik Higromisin
[Sumber: Roche 2006: 1.]

2.4 Regeneras melalui kultur jaringan

Kultur jaringan adalah istilah umum yang ditujukzada proses
penumbuhan berbagai bagian tanaman yang melipaimdpadaun, akar, bunga,
kalus, sel, protoplas, dan embrio pada medium yaeggandung zat hara yang
sesuai secatia vitro (Bhojwani & Razdan 1996: 1). Bagian tersebut yang
diistilahkan sebagai eksplan. Eksplan tersebsbl#isi dari kondisin vivo dan
dikultur pada medium buatan yang steril sehinggetilberegenerasi dan
berdiferensiasi menjadi tanaman lengkap. Kulttingan memiliki peranan yang
sangat penting untuk mendapatkan hasil-hasil yigiag mungkin dicapai oleh
regenerasi secara konvensional dan regenerasitasformasi (Zulkarnain
2009: 8--9).

2.4.1 Mikropropogasi

Mikropropagasi merupakan suatu aplikasi tekniklkybringan yang
bertujuan untuk memperbanyak tanaman. Mikroprogiggeda umumnya
dilakukan dengan menggunakan eksplan berupa mads,toodus tunggal dan
tunas pucuk tumbuhan. Eksplan tersebut akan dikdéngan mengarahkan
pertumbuhan dan perkembangan selanjutnya ke argjggedaan dan regenerasi

tumbuhan menjadi tanaman lengkap. Teknik mikropgagi menawarkan
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keuntungan untuk proses regenerasi tumbuhan, yetdapatkan tumbuhan
yang homogen dalam jumlah banyak dan waktu yargkatn(Zulkarnain 2009:
45).

2.4.1.1 Kultur tunas puculsi{oot tip culture)

Kultur meristem merupakan tipe dasar teknik mikepagasi tumbuhan
yang paling banyak digunakan. Kultur tersebut ngemmgkan eksplan berupa
tunas pucuk berukuran 100--500 um yang mengandulnghkmeristem apikal
dan 1--3 daun primordia (Gambar 2.4.1.1). Ukutespkan yang digunakan
disesuaikan dengan spesies yang dijadikan objekujizen kultur. Ukuran
eksplan yang besar (5--10 mm) pada umumnya digumnakik propagasi yang
cepat, sedangkan ukuran eksplan yang kecil diguimaktuk menghilangkan
virus atau bakteri (Zulkarnain 2009: 79).

Kultur tunas pucuk dapat digunakan pada perbamytk@man pisang.
Kultur tersebut menawarkan keuntungan untuk mesgp@masalahan
perbanyakan pisang secara konvensional yang mehdutusaktu yang lama.
Kultur tunas pucuk tanaman pisang pada umumnyé&ukien menggunakan tunas
pucuk berukuran 3 x 5 mm yang terdiri atas kubahsten apikal yang ditutupi
beberapa daun primordia dan lapisan tipis jarirggm (Gambar 2.4.1.1). Tunas
pucuk tersebut berasal dari bonggol tanaman pisanguran 40--100 cm
(Talengeradkk. 1994: 18; Strosse & Panis 2004: 1).

&5“ Aplcal

Marlsta :"'a-")I
el &J 5 mm

EE T SHOOT TIP
— Slicas

Gambar 2.4.1.1. Tunasyk tanaman Pisang
[Sumber: Maydkk. 1995: 278.]
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Kultur tunas pucuk pada tanaman pisang dapatukikak melalui tiga
tahapan, yaitu inisiasi tunas, multiplikasi turden regenerasi tanaman. Ketiga
tahapan tersebut keberhasilkannya dipengaruhib@bbrapa faktor, yaitu ukuran
eksplan, media, zat pengatur tumbuh dan lingkungsplan yang berukuran 3--
10 mm digunakan untuk propagasi yang cepat padanam pisang (Strosse &
Panis: 2004).

Media yang umum digunakan pada kultur tunas pt@o&man pisang
adalah media Murashige-Skoog (MS) yang ditambaldesigan vitamin, sumber
mineral, karbon, zat pengatur tumbuh dan agar.p@&agatur tumbuh yang paling
umum digunakan pada kultur tunas tanaman pisarigladaksin dan sitokinin.
Auksin digunakan untuk merangsang pemanjangareseusuk, pembelahan sel
dan pembentukan akar adventif, sedangkan sitokiiginakan untuk memicu
multiplikasi tunas. Tingkat multiplikasi bergantuipada konsentrasi sitokinin
dan genotipe tanaman yang digunakbndole-3-acetic acid (IAA) merupakan
jenis auksin yang paling banyak digunakan padaikijdringan dan disintesis
secara alamiBenzladenin (BA atau BAP) merupakan jenis sitokinin yang palin
banyak digunakan pada kultur jaringan dan disiatescara buatan (Strosse &
Panis 2004: 2; Zulkarnain 2009: 99).

25. Uji validas

2.5.1 Isolasi DNA tanaman

Isolasi DNA tanaman adalah teknik yang dilakukatukmemisahkan
DNA dengan komponen lain yang terdapat pada sehtan. Terdapat tiga syarat
dasar dalam suatu proses isolasi, yaitu: (1) pelagi®n asam nukleat dari sel
sampel, (2) pemisahan asam nukleat dari komponéaiseya, dan (3)
pemulihan dan pemurnian DNA (Nicholl 2002: 34--3B)NA yang berkualitas
tinggi dan benar-benar murni didapatkan dari teksokasi yang tepat dan efisien.
Teknik pengisolasian DNA yang tepat bergantung [spesies tanaman yang
digunakan (Khanuja 1999: 1; Yuwono 2005: 32).
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Isolasi DNA dari daun muda tanaman merupakanssgkng paling
banyak dilakukan. Hal tersebut terkait dengan kagedn polisakarida dan
polifenol yang jumlahnya lebih sedikit pada daurdamtanaman. Polisakarida
dan polifenol merupakan senyawa yang dapat menghigoniises pengisolasian
DNA. Metode isolasi DNA yang dapat digunakan untudgngatasi permasalahan
adanya polifenol dan polisakarida adalah metode BEya&ng dikembangkan oleh
Doyle & Doyle tahun 1987. Metode tersebut mengganaetyltrimethyl
ammonium bromide (CTAB) yang dapat mengikat polisakarida sehinggaad
dihilangkan darf-merchaptoetanol yang dapat mencegah oksidasi protein dan
menghilangkan senyawa tanin dan polifenol yang tia@aghambat isolasi
tanaman (Shangkar 2010: 84; Clarke 2002: 1).

2.5.2 Polymerase chain reaction

Polymerase chain reaction (PCR) adalah suatu proses pembentukan cetakan
DNA secara berulang kali dengan menggunakan prosedantu. Prinsip dasar
dari teknik PCR merupakan adanya enzim Dpbfymerase yang digunakan
untuk membuat cetakan dari segmen DNA yang diiraginkTeknik PCR dapat
digunakan untuk mendeteksi hasil dari proses toansfsi, penyakit yang dapat
menginfeksi, variasi dan mutasi dari gen, dan metge kekerabatan spesies
(Wolfe 1993: 127).

Teknik PCR menggunakan tujuh komponen. Kompor@ngonen
tersebut antara lain DN#emplate, PCRbuffer, dNTP,primer, kation divalen,

Tag DNA polymerase, dan akuabides. Setiap komponen memiliki fungsigy
penting dalam proses PCR (Leondki#t. 1994: 116--126).

Siklus PCR terdiri atas tiga tahap, yaitu denaiyeanealing (pelekatan),
dan polimerisasi (pemanjangan primer sehingga metukeantai DNA yang
diinginkan). Satu siklus PCR menghasilkan dua id]edua siklus
menghasilkan empat molekul, tiga siklus menghasitk@apan molekul, dan
seterusnya. Molekul-molekul yang dihasilkan saatu diantaranya merupakan
DNA target. Hasil dari 30 siklus PCR adalafi &au lebih dari satu milyar
salinan rantai DNA (Russell 1994: 306).
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Tahap denaturasi dilakukan pada suhu + 94° C umerkisahkan kedua
untai DNA dan menghentikan semua reaksi enzimatiktai DNA yang telah
terpisah tersebut akan menjadi cetakan bagi prifhi@hapannealing merupakan
tahap pelekatan primer. Primer adalah oligonuidedtintetik yang melekat pada
sekuens pada sisi segmen yang akan diamplifixsmer berfungsi sebagai
pengapit daerah spesifik pada DNA yang akan dipgddaserta menginisiasi
replikasi DNA. Tahap polimerisasi merupakan permagan primer
menggunakan DNA untai tunggal sebagai cetakanselBrpemanjangan
dilakukan dengan menambahkan DN&imerase ke campuran reaksi. Suhu
dinaikkan menjadi + 72° C agar terjadi sintesisaiibairu oleh enzim DNA
polimeraseraq yang dimulai pada tiap primer (Gambar 2.5.2) (K&ug
Cummings 1994: 291 & 403).

Hasil dari proses PCR berupa segmen DNA spesgiiigdn panjang
tertentu dalam jumlah banyak. Hasil tersebut defperiksa dengan melakukan
elektroforesis dengan menggunakan gel agarosae$®siektroforesis akan
menunjukkan adanya migrasi fragmen DNA berdasaokaman molekulnya.
Hasil dari proses PCR yang telah dielektroforeajsad diamati di bawah sinar
ultraviolet (Old & Primose 2003: 13).

100 Denature DNA

90 D

8o} RS
iy Extend Primers
O 70
o /fw\
E 50
“é.’ 40 N
@ 30 N\f\
=

20——”.\/\/‘\

101

0 t t t t $ } t i }
Time © 1 2 3 4

Gambar 2.558hu proses PCR
[Sumber: Carr 2010: 1.]
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2.5.3 Elektroforesis

Elektroforesis adalah suatu metode yang digunakérk memisahkan
molekul-molekul organik berdasarkan berat molekalniglektroforesis dilakukan
untuk menvisualisasikan hasil dari proses PCR ljaaks & Andersen 1999:
278). Komponen-komponen dalam proses elektrofegei antara lain apparatus
elektroforesis, alat dokumenta8eDoc), running buffer, loading buffer, etidium
bromida, DNAmarker, sample DNA hasil PCR, dan matriks gel. Aparatus
elektroforesis merupakan seperangkat alat yanghdigan untuk membuat
perangkat elektroforesis. Aparatus elektroforesigiri atascomb, tray, dan
chamber (Davisdkk. 1994: 154--157).

2.5.4 Uji Histokimia GUS

Uji Histokimia GUS merupakan salah satu metodegydapat dilakukan
untuk mengetahui ekspresi ggus (5-glucuronidase) yang telah
ditransformasikan pada tanaman. @asadalah gen reporter yang menunjukkan
adanya keberadaan gen asing pada tanaman setalalkdn transformasi. Hal
tersebut menyebabkan ggus dapat digunakan sebagai alat untuk menganalisis
ekspresi gen pada tanaman hasil transformasi. r&sispengus (5-
glucuronidase) tersebut diatur oleh sekuens promotor yang diggkan dengan
gengus dalam satu plasmid. Plasmid tersebut selanjufiapat ditransferkan ke
dalamAgrobacterium tumefaciens atau secara langsung dapat dimasukan dalam
genom tanaman melalparticle bombardment. Gengus secara alami dapat
isolasi dari bakterk. coli (Martin dkk. 1992: 23; Wilsordkk. 1992: 7).

Uji Histokimia GUS dilakukan dengan menggunakapssat berupa
larutan5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-4-D-glucuronide (X-gluc). Larutan tersebut
dapat secara cepat mendeteksi adanya gen asingqaskntrasi pewarnaan
histokimia yang rendah dan menghasilkan produkrajdrg tidak mudah hilang
dan larut berupa spot biru. Spot biru tersebutupegkandichloro dibromo indigo
(CIBr-indigo) yang berada tepat pada sel tanamag yaengalami aktivitas
enzim (Gambar 2.5.4) (Stomp 1992: 103--104).
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Gambar 2.5.4. Pembentukan CIBr-indigo
[Sumber: Stomp 19904.]

2.5.2 Uji Higromisin pada daun tanaman

Uji ketahanan terhadap higromisin pada daun tanaraasgenik
merupakan salah satu cara yang dapat digunakak ongingetahui keberadaan
genhpt dan ekspresinya. Tanaman transgenik yang menigeskispn gernpt
tidak akan menunjukkan gejala nekrotik pada wgabut. Hal tersebut
disebabkan oleh adanya aktivitas enhygromycin phosphotransferase yang
menghambat kerja antibiotik higromisin. MenurusBiadkk. (2004) Antibiotik
tersebut bekerja dengan cara menghambat sintedesrppada tahap translokasi
(Mulyaningsih 2010: 64).
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Lokas dan Waktu Pendlitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi Moldlar Kelompok Padi,
Pusat Penelitian Bioteknologi, Lembaga IImu Perfyga Indonesia (LIPI),
Cibinong, Bogor mulai dari bulan Oktober 2010 hiaddei 2011.

3.2 Sampe

Sampel yang digunakan adalah tunas tanaman psarsg acuminata
Colla (AA)) kultivar lampung transgenik yang mendang gerhpt. Tunas
tersebut berusia minimal 3 minggu setelah subkualéur berukuran minimal 3

mm.

3.3 Bahan

3.3.1 Primer

Primer-primer yang digunakan adalah sepasang phptepesifik, yaitu
Primerhpt Forward 5- GATGCCTCCGCTCGAAGTAGCG -3’ dan primépt
Reverse 5'- GCATCTCCCGCCGTGCAC -3' [1st Base].

3.3.2 Larutan,buffer, dan bahan kimia

Bahan-bahan yang digunakan adalah ammonium (MHEUNO5)
[Duchefa Biochemies], kalium nitrat (KN§)Duchefa Biochemies], magnesium
sulfat heptahidrat (MgS£rH,O) [Duchefa Biochemies], monopotasium fosfat
(KH2PQy) ([Duchefa Biochemies], kalsium klorida dihidr&gChb.2H,0) [Merck],
potasium iodide (KI) [Duchefa Biochemies], asamik@f;BO3) [Duchefa
Biochemies], magnesium sulfat (Mn$@H,0) [Duchefa Biochemiesgnc sulfat

23
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Heptahidrat (ZnSQ,.7H,0O) [Duchefa Biochemieskodium molibdenum oksida
dihidrat (NaMoQ.2H,0) [Sigma chemical Co.], cupri sulfat (Cu$8H,0)
[Duchefa Biochemies], kalsium klorida Heksahid@aCh.6H,O) [Duchefa
Biochemies], asam nikotinat [Caisson], asam pirgilokSigma],thiamine HCI
[Duchefa], glisin [Caisson], NaFe EDTA [Duchefa Bl@mies]myoinositol
[Caisson],Bentyl Amino Purine (BAP) [Duchefa Biochemies]ndole-3-acetic
acid (IAA) [Duchefa Biochemies]Cefotaxime [OBG Dexa],
Polyvinylpyrrolidone [Merck], Sukrosa [Merck], gelzan agar [Sigma],foigpisin
B [ROCHE], tris-Cl pH 8 [Merck], EDTA [Merck], NadMerck],
CTAB[Merck], sorbitol [Merck],sarkocyl [Merck], merchaptoetanol [Merck],
chloroformisoamil [Merck], isopropanol [Merck], etanol 70 % [Merckiis-
EDTA [Merck], nitrogen cairnuclease-free water [Fermentas]Pream tag
Polymerase [Fermentas]fremented agarose [Fermentas], TBE 0,5x [Merck],
marker DNA Lambdadindlll [Fermentas], dye [Fermentas], EtBr [Merck],
MgCl; [Merck], dH,O [Fermentas], X-gluc [OBG Dexal, Potassium feraicile
(K3[Fe(CN)6) [Duchefa Biochemies], NA-EDTA [DuchelBaochemies], Triton-
X [Duchefa Biochemies], NagPOy. H,O [Duchefa Biochemies], NEHPO,. 2H,0
[Duchefa Biochemies, air steril, Desinfektdajclin & Typol], akuades steril,
spiritus, sarung tangan [SENSI gloves]; masker4Rask],plastic seal, dan

kotak plastik.

3.4 Peralatan

Mikropipet berbagai ukuran 10 pl, 20 pl, 200 pih d®00 pl [GILSON];
tips mikropipet ukuran 10 ul [Extra Gene], 200 Ridbasic Inc], dan 1000 pl
[Kartell]; sentrifugator [Hettrich Zentifugen]; spiTOMY Capsulefuge pmc
850]; microwave [Panasonidutoclave [Everlight TA-630]; perangkat
elektroforesis [Midicell mc 350 ELECTROFORESIS GEYSTEM]; mesin
PCR [Biometra]timbangan elektrik [Precisafirer; hot plate magnetic stirer
[Cimarec; Thermodyne]; lemari pendingin [SANYO, TAIBA]; freezer -20° C
[GEA]; ice maker [Heroeus Instrument]aminar air flow [ ESCO; Mascotte];
GelDoc [Biorad];monitor; Printersterile syringe filter [Gema Medica]; tabung

Universitas Indonesia

Optimasi dan ..., Putri Sandy Pangestu, FMIPA Ul, 2011



25

nitrogen cair 13 kgQryo one inc], rak tabung [Nalgene]; pisau; pinset; tabung
spirtus; termos; gunting; batang penggerus; inkarb&ven 60 °C [Heroeus
Instrument]; cawan petri [pyrexjube ukuran1,5 ml dan 250 ul [Extra Gene];
pipet volumetrik ukuran 5 ml [Assistent], 10 ml, 88,50 ml [Pyrex]; botol gelas;
pH-meter [Martini Instrument]; Labu Erlenmeyer u&nr250 ml [Pyrex]; botol
bertutup ukuran 250 ml, 500 ml, 1000 ml [Schott&n]r gelas ukur ukuran 10
ml, 25 ml, 50 ml,100 ml, 250 ml, dan 1000 ml [Vil]; cawan petri [Pyrex],
tabung sorval, botol hibridisasi, keranjang plafitlkami]; spidol marker

[Artline70] dan berbagai alat tulis.

35 CaraKerja

Skema cara kerja dapat dilihat di lampiran 1.

3.5.1 Kultur Tanaman Pisang Hasil Transformasi M enggunakan Metode

Kultur Tunas Pucuk

Kultur tunas pucuk dilakukan berdasarkan modifikatsosse & Panis
(2004: 1--3). Tahapan kultur terdiri atas inisitagias dan perbanyakan tunas.
Pemulihan tunas dan aklimatisasi dilakukan setetakes uji higromisin

dilakukan.

3.5.1.1Inisiasi tunas

3.5.1.1.1Penanamarcorm

Tanaman pisang transgenik (mengandunghgénhasil kultur disiapkan.
Tanaman pisang dipotong hingga didapatkan bagrasstpucuknya. Bagian
tunas pucuk kemudian dipotong menjadi 6--7 irisBagian tersebut selanjutnya
ditanam pada media 20B (MS + 20 mg/l BAP) (Lamp#amnintuk proses
pengkulturan. Media yang telah berisi irisan tupasuk direkatkan

menggunakaplastic seal dan diberi keterangan (kode dan tanggal pembuatan)
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Cawan petri disimpan di ruang kultur selama 4--6ggu, pertumbuhan dan
perkembangan tunas diamati. Eksplan yang meng&lamaminasi dapat dicuci

menggunakan desinfektan [Bayclin] 50 %, 30 %, 1G#b air steril.

3.5.1.1.2Pemindahan eksplan dari cawan petri ke botol gelas

Eksplan berupa tunas yang terdapat di media lasngptan. Media baru
berupa media 5B (MS + 5 mg/l BAP) (Lampiran 4) yaaglapat di botol gelas
disiapkan. Tunas dipindahkan dari media lama kéiangaru menggunakan
pinset. Tunas yang terdapat di media dalam boédisimal berjumlah empat
tunas. Media yang telah berisi tunas direkatkanggenakarplastic seal dan
diberi keterangan (kode dan tanggal pembuatan)didvisimpan di ruang kultur
hingga didapatkan tunas yang cukup ukurannya whfpérbanyak (minimal 1

cm), pertumbuhan dan perkembangan tunas diamati.

3.5.1.2Perbanyakan tunas

3.5.1.2.1Penanaman tunas

Eksplan berupa tunas yang terdapat di media |&Bpdisiapkan. Media
baru berupa media 2B + IAA (MS + 2 mg/l BAP + 0,1#g/l IAA) (Lampiran 4)
yang terdapat di botol gelas disiapkan. Tunasdgidnkan dari media lama ke
media baru menggunakan pinset. Tunas yang terdapsdia dalam botol
maksimal berjumlah 2 tunas. Media yang telah bamsas direkatkan
menggunakaplastic seal dan diberi keterangan (kode dan tanggal pembuatan)
Media disimpan di ruang kultur hingga didapatkamagidalam jumlah banyak
(minimal 3 tunas), pertumbuhan dan perkembangaastdramati.

3.5.1.2.2Subkultur tunas

Tunas yang didapat dari hasil perbanyakan disiapRainas dipisahkan
dari kumpulan tunas menggunakan pisau. Tunas &lisgtanjutnya ditanam
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pada media 2B + IAA dengan menggunakan pinset.a3yang terdapat di media
dalam botol maksimal berjumlah 2 tunas. Media ytah berisi tunas
direkatkan menggunakahastic seal dan diberi keterangan (kode + tanggal
pembuatan). Media disimpan di ruang kultur hindigiapatkan tunas dalam
jumlah banyak kembali (minimal 3 tunas), pertumbutlan perkembangan tunas
diamati. Eksplan yang mengalami kontaminasi ddjgaici menggunakan
desinfektan [Bayclin] 50 %, 30 %, 10% dan airister

3.5.2 Uji Higromisin

Uji dilakukan berdasarkan modifikasi dari metodeesamanankk. (2006:
189--197). Tahapan dilakukan dengan menggunakspiakberupa tunas (tinggi
minimal 3 mm) tanaman pisang transgenik yang tetddpmedia (2B + IAA).
Media baru berupa media 2B + IAA + higromisin demgansentrasi 30 ppm dan
50 ppm yang terdapat di botol gelas disiapkan. asuarsebut dipindahkan dari
media lama ke media seleksi menggunakan pinsataslyang terdapat di media
dalam botol berjumlah satu tunas. Media yang tbkisi tunas direkatkan
menggunakaplastic seal dan diberi keterangan (kode + tanggal pembuatan).
Media disimpan di ruang kultur selama 3 minggu krioinsentrasi higromisin 30
ppm dan 2 minggu untuk konsentrasi higromisin 50 ppertumbuhan dan
perkembangan diamati. Tanaman yang telah disedekanjutnya ditanam dalam

medium MS tanpa hormon untuk pemulihan dan selaygutiapat di aklimatisasi.

3.5.2.1 Rancangan penelitian

Penelitian bersifat eksperimental yang terdiri &g@&rlakuan dan 6
ulangan untuk perlakuan konsentrasi higromisin @ pp8 ulangan untuk
perlakuan konsentrasi higromisin 30 ppm dan 50 pperlakuan yang digunakan
berupa 3 variasi konsentrasi medium yang ditambakkadalam medium 2B +
IAA. Semua perlakuan yang dimaksud yaitu:

1. MS+ 2B + IAA adalah medium MS dengan penambaharm/Z2, AP dan
0,175 mg/l 1AA.
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2.  MS + 2B + IAA+ 30 ppm adalah medium medium MS denganambahan
2 mg/l BAP, 0,175 mg/l IAA dan 30 mg/l antibiotikgnomisin selama 3
minggu.

3. MS + 2B + IAA+ 50 ppm adalah medium medium MS denganambahan
2 mg/l BAP, 0,175 mg/l IAA dan 50 mg/l antibiotikgnomisin selama 2
minggu.

Hasil seleksi dihitung berdasarkan persentasegjuitainaman yang berhasil
lolos (reliable of selection) (Aoki dkk. 2002: 238--243). Tanaman pisang kultivar
lampung yang dianggap lolos seleksi adalah tangmag memiliki daun tetap
berwarna hijau, mengalami pertumbuhan dan dapdiubrdengan baik pada

proses pemulihan.

3.5.2.2 Pemulihan tunas dan aklimatisasi

Eksplan berupa tunas yang telah diseleksi padaumediengan
penambahan higromisin disiapkan. Media baru bemgdia MSO ( MS tanpa
penambahan zat pengatur tumbuh) yang terdapatalidelas disiapkan. Tunas
dipindahkan dari media lama ke media baru mengaampainset. Tunas yang
terdapat di media dalam botol maksimal berjumlahras. Media yang telah
berisi tunas direkatkan menggunalgastic seal dan diberi keterangan (kode dan
tanggal pembuatan). Media selanjutnya disimpanatg kultur hingga tunas
cukup besar dan memiliki akar. Tunas tersebungélaya diletakkan dirumah
kaca selama 1 minggu untuk persiapan aklimatisasi.

Proses aklimatisasi selanjutnya dilakukan seteéatyimpanan selama 1
minggu. Proses pertama aklimatisasi adalah memeusih planlet dari sisa-sisa
medium dan direndam selama 5--10 detik di dalaotdarfungisida. Planlet
selanjutnya ditanam dalam tanah yang terdapat petdalastik kecil dan ditutup
dengan plastik. Planlet disimpan dalam rumah kigcegyan pembukaan plastik
dilakukan setelah 2 minggu dan pengantian medenatilakukan setelah 4

minggu.
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3.5.3 Uji Validas

3.5.3.1lsolasi DNA tanaman pisang

Isolasi DNA tanaman pisang dilakukan berdasarkadifkasi Zhengdkk.
(2000: 101--115). Tahapan kultur terdiri atas jagan eksplan, pembuatan
buffer, dan isolasi DNA.

3.5.3.1.Persiapan eksplan

Tanaman pisanigansgenik, alat dan bahan disiapkan. Bagian dawdam
tanaman pisang dipotong menggunakan gunting steaun yang telah dipotong
dimasukkan ke dalatube 1,5 ml. Tube selanjutnya dimasukkan ke dalam termos
yang berisi nitrogen cair. Proses isolasi dapag$ung dilakukan atau eksplan

dapat pula disimpan di dalafimeezer -20° C untuk pengerjaan di lain waktu.

3.5.3.1.2Isolasi DNA

Tube 1, 5 ml yang berisi daun muda tanaman pisangpkara Nitrogen
cair dimasukkan ke dalatabe. Daun muda selanjutnya digerus menggunakan
batang penggerudBuffer isolasi (Lampiran 3) ditambahkan pada ekstrak daun
sebanyak 750 pl. Ekstrak tersebut selanjutny&ulgasi dalam oven 60 °C
selama 1 jam. Kloroform + Isoamil alkohol (24:1fadhbahkan sebanyak 750 pl
setelah proses inkubasi damuert. Ekstrak tersebut selanjutnya disentrifugasi
selama 5 menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Satpardiambil dan
dipindahkan keéube yang baru. Isopropanol ditambahkan ke dalam sapemnn
sebanyak 400 pl danidvert. Tube yang telah diberi isopropanol diletakanadia
es sebelum proses sentrifugasi. Proses sensifagianjutnya dilakukan selama
5 menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Pelet diatahilditambahkan alkohol 70
% sebanyak 500 ul danivert. Proses sentrifugasi selanjutnya dilakukan selama
3 menit dengan kecepatan 12.000 rom. Pelet dig@niginkan. Penambahan TE
+ RNAse dilakukan sesuai dengan pelet yang didapatONA dapat disimpan
di dalam kulkas dengan suhu 4 °C.
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3.5.3.2Polymeration chain reaction (PCR) dan Elektroforesis DNA

Polymeration chain reaction (PCR) dan Elektroforesis DNA dilakukan
berdasarkan modifikasi Sambrook & Rusell (200108222 & 5.10--5.13).
TahaparPolymeration chain reaction (PCR) dan Elektroforesis DNA terdiri atas
polymeration chain reaction (PCR), persiapan aparatus elektroforesis, pembuata

gel agarosa 1,2 %gading sampel ke dalawell danrunning elektroforesis.

3.5.3.2.1 Polymeration chain reaction (PCR)

DNA template dan bahan-bahan untuk larutaix reaction (6x Dreamtaq
polymerase (Fermentase), 20 uM primerptF, 20 M primeihptR , dannuclease
free water) disiapkan dan diletak di atas eRube PCR 200 pl disiapkan dan
diberi keterangan (no. Sampel). Larutan PCR dikicesu ke dalantube tersebut
masing—masing sebanyak 10 pl sesuai jumlah sarhgkél(3.5.3.2.1 (1)). DNA
template masing-masing sampel dimasukkan sebanyak Tyde selanjutnya
dispin dan dimasukkan ke dalam mesin PCR Biometra. MeSIR ditutup dan
proses program dilakukan (Tabel 3.5.3.2.1(2)). iIHEGSR dapat dilihat

menggunakan elektroforesis gel.

Tabel 3.5.3.2.1(1). Komposisi komponen se&CR

No Komponen reaksi PCR Ukuran (pl)

1. Nuclease free Water 4,6

2. DreamTaq Polymerase 5

3. Primerhpt Forward 0,2

4, Primer hpt Reverse 0,2

5. DNA cetakan 1

Total 10 pluntuk 1 sampe|
DNA
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Tabel 3.5.3.2.1(2). Program mesin PCR

Program mesin PCR [Biometra]

No Waktu
Padi>FAT 2> 35 Siklus

1. Denaturasi 94° C 3

2. Denaturasi 94° C 1

3. Annealing 60° C 45”

4. Polimerasi 72 °C T

5. Polimerasi 72 °C 7

Keterangdh 3, dan 4 untuk 1 Siklus

3.5.3.2.2 Elektoforesis gel

3.5.3.2.2.1 Persiapaparatus elektroforesis.

Aparatus elektroforesis yang terdiri day/container, power supply, dan
comb disiapkan. Jumlatvell yang akan dibuat disesuaikan dengan jumlah sampel
yang akan dioading. Bagiantray/container yang terbuka ditutup dengan selotip.
Comb selanjutnya diletakan padiay/container.

3.5.3.2.2.2 oading Sampel dafrunning Elektroforesis

Produk PCR disiapkan. Gel yang telah mengerasattikan pada aparatus
elektroforesis dan TBE 0,5X dituangkan hingga mepugel. Sampel satu
persatu dipin dan selanjutnya thading ke dalamwell. Marka DNA berupa
Lambda yang dipotong dengaiindlll terlebih dahulu diberikaihoading dye
sebanyak 6 pl sebelumloading ke dalamwell. Aparatus elektroforesis ditutup
dan tutupnya dihubungkan dengan kutub positif dagatif padaower supply
dan tombol dON-kan. Running elektroforesis dilakukan dengan tegangan

sebesar 100 mA selama 45 menit.
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3.5.3.2.2.3 Dokumentasi Gel.

Gel yang telah dunning direndam di dalam etidium bromida (EtBr)
selama 15 menit sebelum didokumentasikan. Peresmdndalam air selama 10
menit dilakukan setelah perendaman dalam EtBr. s€ahjutnya dimasukkan ke
dalam mesitGelDoc. Hasil elektroforesis terlihat pada layar yangaenbung

dengan mesiel Doc difoto atau dorint sebagai dokumentasi.

3.5.3.3 Uji histokimia GUS

Uji histokimia GUS dilakukan berdasarkan modifik§sgmp (1992: 103--
113). Sampel berupa tunas tanaman pisang danaSdagbuffer ( 104 mg X-
Gluc 2mM, 16,5 mg potasium ferricyanide 0,5mM, 37@ NaEDTA 10 mM,
0,1 ml triton X-100 0,1 %, 100 mL N8O, buffer pH 7,7) (Lampiran 4)
disiapkan. Bagian daun tanaman pisang direndaamdirutan GUSissay
buffer selama 48 jam pada suhu 37° C. Sampel selanjdinyai menggunakan
alkohol seri (50 %, 70 % dan 90 %) dan diamaglsétpencucian. Hasil uiji

histokimia GUS positif ditunjukkan dengan adanyatdgerwarna biru.

3.5.3.4Uji Higromisin pada daun tanaman

Uji higromisin dilakukan menurut metode Gretid. (2003: 12). Daun
pada tanaman pisang kultivar lampung yang diujdkaerikan tanda (x) untuk
ditetesi = 10 pl larutan higromisin 50 mg/l dan 10@/I (gelatin, triton X-100,
akuades, dan higromisin) (Lampiran 4). Hasil dajil@tat setelah 3 hari setelah
diberikan perlakuan. Hasil uji higromisin menurkak tanaman nontransgenik
akan mengalami nekrosis pada bagian daun yanglkhbguerlakukan larutan
higromisin (hasil negatif), sedangkan tanamansganik tidak akan mengalami

nekrosis (hasil positif).
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kultur Tanaman Pisang Hasil Transformasi Menggunakan Metode

Kultur Tunas Pucuk

Kultur tunas pucuk dilakukan untuk mendapatkamnasn pisang yang
akan digunakan untuk uji higromisin. Tanaman misgang dibutuhkan untuk uji
harus bersifat seragam dan berjumlah banyak. MeéZutkarnain (2009: 45),
kultur tunas pucuk merupakan salah satu teknik apitapagasi yang bertujuan
untuk mendapatkan tumbuhan yang seragam dalamhuralayak dan waktu
yang singkat. Eksplan yang digunakan pada kukunga tunas pucuk yang
mengandung meristem apikal dan jaringarm yang diiris menjadi lapisan tipis
(3 mm). Eksplan yang berukuran besar digunakagatetujuan mendapatkan
banyak tunas dengan cepat. Penggunaan eksplaardekigran besar memiliki
kekurangan, yaitu mudah mengalami penghitaman datakinasi (Strosse &
Panis 2004: 1).

Penanaman eksplan berupa irisan tunas pucuk daakpada medium 20B
(MS + 20 mg/l BAP) pada cawan petri (Gambar 4.1(&atu minggu setelah
penanaman didapatkan 1--2 titik tumbuh pada iredeplan (min 2 irisan)
(Gambar 4.1(b)). Titik tumbuh selanjutnya ditangada medium 5B (MS + 5
mg/l BAP ) pada botol gelas setelah 4 minggu (Gambge)). Titik tumbuh
tersebut akan tumbuh menjadi tunas pada mingguguisglanjutnya (Gambar
4.1(f)). Penggunaan hormon BAP dengan konserf2re2d mg/l pada kultur
tunas tanaman pisang digunakan untuk mengindukiimbuhan titik tumbuh
pada eksplan yang selanjutnya berkembang menjaastuPenggunaan 5 mg/I
BAP bertujuan untuk mendapatkan tunas dengan ulkiag lebih besar
(Zulkarnain 2003: 99; Strosse & Panis 2004: 2).

Tunas selanjutnya dipindahkan ke medium 2B + IMS(+ 2 mg/l BAP +
0,175 mg/l IAA) untuk perbanyakan tunas pada minkgr6 (Gambar 4.1(g)).
Tunas dalam jumlah banyak didapat pada minggu k&0 @engan rata-rata 3
tunas untuk tiap irisan tunas pucuk (Gambar 4.%&({)). Penggunaaan
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kombinasi 2 mg/L BAP dan 0,175 mg/l IAA dapat miemgjasi perbanyakan
tunas tanaman pisang (Strosse & Panis 2004: 2)asltersebut selanjutnya
dipisahkan menjadi tunas tunggal dan disubkulttukimendapatkan tunas yang
lebih banyak.

Hasil inisiasi dan perbanyakan tunas menunjuklanl8 tanaman
transgenikyang tunas pucuknya diiris menjadi 6--7 irisan gatikan 62 tunas
untuk tanaman transgenik dalam waktu 10 minggmlal tunas yang dihasilkan
dari perbanyakan bergantung konsentrasi sitokiamgenotip. Penggunaan
konsentrasi sitokinin, terutama BAP sebesar 2 mgfupakan konsentrasi yang
ideal untuk multiplikasi dan kultivar pisang yananya memiliki genom A,
seperti pisang kultivar lampung (AA) hanya mempi@il2--4 tunas baru setiap
satu siklus subkultur. Tanaman transgenik dikatpbla memiliki kemampuan

beregenerasi lebih lambat dibandingkan tanamartnaoisformasi (Strosse &
Panis 2004: 2).

Keterangan : (a) 0 minggu; (b) 1 minggu; () 2 nging
(d) 3 minggu; (e) 4 minggf);§ minggu;
(g) 6 minggu; (h) 9 mingguX0 minggu.

Gambar 4.1. Kultur tunas pucuk tanaman pisang geamk
[Sumber: Dokumentasi Puslit Bioteknologi LIPI, 2011
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4.2 Uji Higromisin

Uji higromisin dilakukan dengan menggunakan antikibigromisin yang
bekerja dengan kombinasi adanya pphpada genom tanaman. Higromisin
diketahui sebagai agen seleksi paling potensiaj giapat digunakan pada
transformasi tanaman pisang karena higromisin mamgrughambat
pertumbuhan tanaman pisang nontransgenik padarkoaserendah dan
penghambatan pertumbuhan tersebut dapat diketehgad jelas dari fenotip
tanaman pisang (Sreeramamtki. 2006: 193). Uji tersebut dilakukan pula untuk
mengefisienkan analisis PCR pada proses transfotaresnan. Hal tersebut
disebabkan karena hanya tanaman yang bertahaabsptekses seleksi saja yang
selanjutnya akan dianalisis menggunakan PCR unarigetahui keberhasilan
transformasi. Penggunaan uji tersebut diharapkpatdnenghemat biaya dan
waktu (Newbury 2003: 107).

Konsentrasi higromisin yang digunakan pada ogsimiji tersebut adalah 0
ppm sebagai kontrol, 30 ppm selama 3 minggu dgmpsf selama 2 minggu.
Pemilihan konsentrasi tersebut didasari oleh peaelyang dilakukan
sebelumnnya dengan menggunakan 6 konsentrasi hginoiyaitu O ppm, 20
ppm, 30 ppm, 40 ppm, 50 ppm dan 60 ppm selama §guinHasil penelitian
menunjukkan bahwa kedua konsentrasi tersebut mkangansentrasi yang
paling potensial untuk digunakan pada uji selesaman pisang hasil
transformasi.

Eksplan yang digunakan pada proses optimasi atiiaman pisang
kultivar lampung transgenik yang berukuran mini@ahm dan berusia 3 minggu.
Penggunaan eksplan yang berusia terlalu tua dakio@an besar dapat
mengakibatkan tanaman sudah cukup kuat untuk tunppada medium seleksi
walaupun tidak mengandung gept. Sebaliknya, penggunaan eksplan yang
terlalu kecil dan berusia terlalu muda dapat meitgakan tanaman tidak cukup
kuat untuk tumbuh pada medium seleksi walaupun arehgng gempt. Hal
tersebut disebabkan konsentrasi yang digunakah telggi daripada yang
diekspresikan tanaman (Ldkk.1995: 49). Tanaman pisang yang tetap hidup
setelah melalui uji higromisin merupakan tanamargyaenunjukkan hasil
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positif. Hasil positif tersebut menunjukkan kemkingn adanya gehpt pada
genom tanaman pisang (Sreeramaatidn 2006: 193).

Optimasi uji higromisin telah dilakukan pada 484ds tanaman pisang, 6
tunas untuk konsentrasi higromisin 0 ppm sebagatrt dan masing-masing 18
tanaman untuk konsentrasi 30 ppm selama 3 minggu5@ ppm selama 2
minggu. Uji tersebut menunjukan seluruh tunasrterapisang memberikan
hasil yang positif (tanaman bertahan hidup), natewfapat perbedaan
pertumbuhan pada tunas tanaman pisang tersebub@san2(1) s/d 4.2(6)).

Keterangan : (a), (d), (g) tunas pada konsentigsdimisin O ppm
(b), (e), (h) tunas pada lertsasi higromisin 30 ppm
(c), (), (i) tunas pada kensasi higromisin 50 ppm

Gambar 4.2(1). Tunas tanaman pisanggemk pada medium seleksi
selama 1 mingg
[SumbBokumentasi Puslit Bioteknologi LIPI, 2011.]
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Keterangan : (a), (d), (g) tunas pada konsentigsbimisin O ppm

(b), (e), (h) tunas pada lertsasi higromisin 30 ppm
(c), (), (i) tunas pada kensasi higromisin 50 ppm

Gambar 4.2(2). Tunas tanaman pisangg@emk pada medium seleksi

selama 2 mingg
[Sumber: Dokumentasi Puslit Bioteknologi LIPI, 2011
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Keterangan :
(a), (c), (e) tunas pada
konsentrasi
higromisin 0 ppm
(b), (d), (f) tunas pad
konsentrasi

j*¥)

higromisin 30 ppm

Gambar 4.2(3). Tunas tanaman pisamg@enik pada medium seleksi

selama 3 ngngsampel 1, 2, dan 3)
[SumbBokumentasi Puslit Bioteknologi LIPI, 2011.]

Tanaman pisang transgenik yang ditanam pada med@gad konsentrasi O
ppm selama 2 maupun 3 minggu menunjukkan pertunmb(rhanculnya tunas
baru, pertambahan tinggi tunas dan jumlah daung paik tiap minggunya
(Gambar 4.2(1) s/d 4.2(3)). Hal tersebut disebaltkiak adanya higromisin
yang ditambahkan pada medium yang digunakan sehitaggman menunjukkan
pertumbuhan yang baik tiap minggunya (Sreeramdkiar?006: 193).
Higromisin diketahui memiliki kemampuan untuk meagtbat sintesis protein,
yaitu dapat menganggu translokasi. Hal terselpaitdaersifat mematikan pada
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tanaman nontransgenik yang tidak memiliki kemampuank resisten terhadap
higromisin (Lindkk.1995: 47).

Hasil uji higromisin pada tunas tanaman pisangsganik dengan
konsentrasi 30 ppm selama 3 minggu menunjukkanipédhan tunas tanaman
yang lebih lambat dibandingkan tunas tanaman kb(@ambar 4.2(1) s/d
4.2(3)). Hal tersebut terlihat pada minggu kednya terdapat satu tunas yang
menunjukkan adanya akar (Gambar 4.2(1)(b)) darstlaianya pada umumnya
belum menunjukkan pertumbuhan sedangkan tunasdt@uiiah memperlihatkan
pertumbuhan, yaitu adanya titik tumbuh dan bertdmpa ukuran daun (Gambar
4.2(1)). Pertumbuhan berupa tunas baru mulahtgrpada minggu ke-2 (Gambar
4.2(3)(e) & (h)).

Hasil optimasi uji higromisin pada tunas tanamaapg transgenik dengan
konsentrasi 50 ppm selama 2 minggu menunjukkagdrad hampir sama dengan
uji higromisin pada konsentrasi 30 ppm selama Zyguin yaitu pada minggu ke-
1, hanya terdapat dua tunas yang menunjukkan agkaygGambar 4.2(1)(c) &
(f)) dan tunas lainnya pada umumnya belum menujuidertumbuhan.
Perbedaan pertumbuhan pada tunas dikedua kons¢etsabut adalah pada
konsentrasi 30 ppm pertumbuhan ditunjukkan dendanya tunas dan akar,
sedangkan pada konsentrasi 50 ppm pertumbuhan Haoggukkan dengan
adanya akar (Gambar 4.2(1) s/d 4.2(2)).

Pertumbuhan yang lebih lambat pada tunas yantekseada kedua
konsentrasi menunjukkan bahwa higromisin mengakérepertumbuhan
tanaman transgenik sedikit terhambat namun tidakgalabatkan kematian
seperti pada tanaman nontransgenik. Penggunaanmeedleksi dapat
mengakibatkan pertumbuhan rendah, menimbutkawning dan menimbulkan
kematian pada tanaman nontransgenik (Finer & Mcdiull991: 175). Tanaman
transgenik tidak mengalami kematian disebabkan adlsimya gen resisten yang
dimiliki oleh tanaman transgenik mengkode kinasegydapat menginaktivasi
antibiotik higromisin melalui proses fosforilasiifLdkk. 1995: 47; Roche 2006:
1).

Perbedaan pertumbuhan tunas pada kedua konsetapasidisebabkan

oleh konsentrasi 50 ppm lebih menghambat pertumbturas dibandingkan
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konsentrasi 30 ppm. Konsentrasi higromisin yabglénggi bersifat lebih
toksik sehingga dapat menyebabkan pertumbuhan tethibmbat dan
menyebabkan kematian lebih cepat pada tanamanansgenik (Sreeramanan
dkk. 2006: 193).

Tanaman pisang yang bertahan hidup pada mediwksssklanjutnya
ditanam pada medium MSO (MS tanpa zat pengaturuabhjnbPenggunaan
medium tersebut dapat memulihkan kondisi tanamteteseproses seleksi
sehingga tanaman menjadi segar dan pertumbuhaonyeahkembali .
Pemulihan kondisi tanaman dilakukan hingga ukuaaaman cukup besar dan
memiliki akar yang cukup banyak untuk proses akiisagi (Sreeramanatikk.
2006: 190).

Hasil pemulihan tanaman menunjukkan terdapat dstyang berasal dari
medium seleksi dengan konsentrasi higromisin 30.gfam 1 tunas yang berasal
dari medium seleksi dengan konsentrasi higromiBipEm menunjukkan tanda-
tanda kematian (bagian bawah tunas dan akar menghiaun mulai menguning
hingga kecoklatan) dan selanjutnya mengalami kematng disebabkan oleh

adanya kontaminasi (Gambar 4.2(7)).

Keterangan :

(a), (b), (c), & (d)

Tunas yang berasal dari
media seleksi dengan
konsentrasi 30 ppm.

(e) Tunas yang berasal
dari media seleksi dengan

konsentrasi 50 ppm.

Gambar 4.2(7). Kontaminasi pada tuaasaran pisang transgenik
[SuenbDokumentasi Puslit Bioteknologi LIPI, 2011.]
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Kontaminasi pada tunas tersebut dapat disebabk&makroorganisme
yang dapat berasal dari medium, lingkungan kenppp#daksanaan tanaman yang
kurang hati-hati dan kurang teliti. Mikroorganisteesebut menyerang eksplan
melalui luka-luka akibat pemotongan pada saat @easi penanaman di medium
pemulihan atau mengeluarkan senyawa beracun kenca&dium kultur yang
dapat menyebabkan kematian jaringan (Zulkarnair329p--93).

Proses aklimatisasi selanjutnya dilakukan setetabgs pemulihan. Proses
aklimatisasi dilakukan untuk menyesuaikan kond@ieaiman yang berasal dari
kultur in vitro dengan lingkungam vivo yang septik (Zulkarnain (2003: 145).
Hasil aklimatisasi menunjukkan terdapat 3 tanan3@mpfm) dari 14 planlet dan
2 tanaman (50 ppm) dari 17 planlet yang mengalamdtian pada proses
aklimatisasi, sedangkan planlet lainnya dapat tunmd®ngan baik (Gambar
4.2(7)). Menurut Zulkarnain (2003: 147), Kematmada planlet dapat
disebabkan oleh oleh banyak faktor, antara laiakgibersihnya pencucian
planlet dari sisa medium, adanya hama dan patogem& kurangnya pemberian
pestisida, penggunaan tanah yang tidak steril selsapstrat tanaman dan kondisi
lingkungan, seperti suhu yang tinggi dan kelembajaangy rendah dapat
membahayakan planlet.

“ . Keterangan :
.N (a) Planlet umur 2 mingg

pada medium
pemulihan

Planlet umur 4 mingg
pada medium
pemulihan

Planlet pada awal
penanaman
(aklimatisasi)

Planlet umur 2 minggu
setelah penanaman
Planlet yang
mengalami kematian
Planlet umur 12
minggu setelah
penanaman

1=

=

Gambar 4.2(8). Hasil aklimatisasi Tanaman pisaagsgenik hasil uji higromisin
[Sumber: Dokumentsslit Bioteknologi LIPI, 2011.]
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Hasil optimasi uji higromisin pada media tananmubeldapat menunjukkan
konsentrasi yang paling baik untuk digunakan grdimisin pada tanaman hasil
transformasi. Hal tersebut disebabkan oleh kedmadntrasi menunjukkan
jumlah tanaman yang sama banyaknya dan hasilnyanbdivalidasi. Hasil uji
tersebut selanjutnya akan divalidasi dengan merajgimanalisis PCR, uji
histokimia GUS, dan uji higromisin pada daun tanama

4.3 Uji Validas

4.3.1 Isolasi DNA Tanaman pisang kultivar lampung

Isolasi DNA dilakukan untuk mendapatkan DNA gendeni tanaman
pisang kultivar lampung. DNA tersebut selanjutaikan digunakan pada proses
PCR dan elektroforesis untuk mengetahui ada ticelkgey hpt yang telah
ditransformasikan. Pengisolasian DNA tanaman pisilakukan dengan
menggunakan metode CTAB. Tujuan penggunaan métoskbut adalah untuk
mengatasi permasalahan adanya metabolit sekundgrabfenol dan polisakarida
yang banyak terdapat pada tanaman pisang yang m@&pabuat DNA menjadi
kental sehingga mengganggu proses PCR. Eksplandygnnakan pada proses
isolasi tersebut adalah daun muda tanaman piddabtersebut disebabkan daun
muda mengandung fenol dan polisakarida yang ledadikg dibandingkan daun
yang tua (Shangkar 2010: 84--85).

Hasil DNA yang didapatkan merupakan DNA murni lparpelet yang
bening setelah dilarutkan oleh Tris-EDTA (TE) danA®e. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa DNA bersih dari pengotor sejpectiein, garam,
polisakarida dan senyawa metabolit sekunder. DE#gymurni didapatkan
karena penggunad®etyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) dan
merkaptoetanol. Penggunaan CTAB dapat mengikegkarida yang dapat
menganggu pemurnian DNA d&rmerchaptoetanol mencegah terjadinya
oksidasi protein dan polifenol sehingga didapatRalA yang baik (Khanuja
1999: 5; Clarke 2002: 1; Lekgari 2010: 2).
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Hasil isolasi DNA tersebut selanjutnya digunakatukneknik PCR.
Teknik PCR memiliki keuntungan, yaitu hanya memhian jumlah DNA
cetakan dalam jumlah sedikit untuk proses ampkiik#uwono 2006: 1). Jumlah
DNA yang digunakan untuk teknik PCR sebanyak 1 @ininerikan hasil yang
baik. Hasil tersebut dapat dilihat dari hasil éleforesis pada gel agarosa 1,2 %
dengan voltase 100 volt selama 45 menit yang mekkan adanya pita-pita
DNA (Gambar 4.3.5).

4.3.5Polymerase chain reaction (PCR) dan Elektroforesis

Proses PCR dan elektroforesis selanjutnya dilakskéelah DNA larut
dalam TE. Polymerase Chain Reaction (PCR) dilakukan untuk mengetahui ada
tidaknya gerhpt dalam genom tanaman pisang. Tanaman pisang gemgkti
memiliki genhpt selanjutnya akan digunakan untuk pengujian teqnada
higromisin. Visualisasi hasil PCR dapat dilihahgan mengelektroforesis DNA
sampel yang telah melalui proses PGRziahdkk. 2007: 50%.

23130 b=

564bp

Keterangan :

M : Marker (LambdadindliIl)

K+ : Kontrol (+) K-: Kontrol (-)

Jalur 1--8 : Sampel positif haslegsi dengan konsentrasi higromisin 50 ppm
Jalur 9 : Sampel negatif hasil seilelengan konsentrasi higromisin 50 ppm
Jalur 9--14 & 16 : Sampel positif hasil selettsngan konsentrasi higromisin 30 ppm
Jalur 15 dan 17 : Sampel negatif hasil seleksgde konsentrasi higromisin 30 ppm
Voltase : 100 (v/w); Agarosa 0,8 %,; 45 Menit

Gambar 4.3.1. Hasil Elektroforesis DNA tanarpgang kultivar lampung
[Sumber: Dokurtesi Puslit Bioteknologi LIPI, 2011.]
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Hasil visualisasi prduk PCR dengan elektroforgsisagarosa 1,2 %
(voltase 100 volt, 45 menit) menunjukkan 6 pitaifiodari 11 tanaman (30 ppm)
dan 11 pita positif dari 15 tanaman (50 ppm) (Gamdba 1). Hasil positif
ditunjukkan dengan adanya pita berukuran 492 kivg yaerupakan getmpt
terdapat dalam genom tanaman pisang kultivar lagn8reeramanadkk. 2009:
27).

Hasil PCR juga menunjukkan konsentrasi 50 ppm paan konsentrasi
yang lebih baik digunakan untuk uji higromisin pagaaman pisang hasil
transformasi. Hal tersebut dikarenakan tanamag pada konsentrasi 50 ppm
menunjukkan hasil yang positif yang lebih banydkadidingkan tanaman yang
diseleksi konsentrasi 30 ppm. Namun, penggunaasekdrasi 50 ppm masih
meloloskan tanaman yang diduga sebagai tanamaméihaei seleksi uji
higromisin. Hal tersebut ditunjukkan dengan adamgsil negatif pada hasil PCR
dari tanaman bertahan hidup pada konsentrasi 50($pgemanadkk. 2009: 27).

Tanaman kimera mungkin terbentuk karena hanyasshfpada bagian
jaringan meristem yang menerima T-DNA asing padags transformasi.
Bagian yang menerima T-DNA asing (produk transgeailan menghasilkan
aktifitas enzim yang akan memproteksi daerah seékitarrnya dari aktifitas
antibiotik higromisin. Hal tersebut dapat menyetzablolosnya tanaman kimera
dari seleksi. Penggunaan waktu seleksi yang kunatignal juga dapat
menyebabkan lolosnya tanaman kimera selama prekssis(Maydkk. 1995 :
487). Pengoptimasian penggunaan waktu perlu ddakuntuk mengoptimalkan
kerja antibiotik higromisin(Sreemanadkk. 2009: 27). Hasil analisis PCR
selanjutnya akan dikolerasikan dengan hasil ujokisnia GUS dan hasil uji

higromisin pada daun tanaman pisang.

4.3.2 Uji histokimia GUS

Uji Histokimia GUS merupakan salah satu metodeyy@apat dilakukan
untuk mengetahui ekspresi gen pada tanaman hassftrmasi. Gen yang
diekspresikan adalah geos (5-glucuronidase) yang terdapat pada plasmid yang

ditransformasikan dalam jaringan tanaman. Eksg@sitersebut menunjukkan
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adanya spot berwarna birdi¢hloro dibromo indigo (CIBr-indigo)) yang terdapat
pada bagian tanaman yang diujikan. Spot biru bertsterbentuk akibat adanya
aktivitas enzimp-glucuronidase yang disebabkan oleh perendaman bagian
tanaman dengan larutaagluc (Stomp 1992: 103--104). Hasil dari uji histokimia
GUS dapat digunakan untuk melihat keberhasilantdknik transformasi yang
dilakukan (Bond & Gresshoff 1993: 36).

Uji histokimia GUS dilakukan dengan menggunakaspén berupa daun
yang berasal dari tanaman hasil seleksi. HasHisjokimia GUS menunjukkan 8
dari 11 tanaman (30 ppm), 13 dari 15 tanaman (80) pgan 3 dari 6 tanaman (0
ppm) menunjukkan hasil yang positif, yaitu adanyet ®iru. Kontrol negatif
berupa daun yang berasal dari tanaman nontransfiomeaunjukkan hasil uji
negatif. Hasil uji histokimia GUS juga menunjukKaathwa tingkat ekspresi yang
dihasilkan rendah (Gambar 4.3.2).

Keterangan :
(a). Kontrol - (tanaman non-transgenik) (b). Kohtrdtanaman transgenik)

(c), (d) Sampel hasil seleksi positif (30 ppm),
(e), (f) Sampel hasil seleksi positif (50 ppm)

(9) Sampel hasil seleksi (-)

Gambar 4.3.2. Hasil uji histokimia GUS paalaaman hasil uji higromisin
[Sumber: Dakentasi Puslit Bioteknologi LIPI, 2011.]
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Tingkat ekspresi yang rendah dapat disebabkanb@barapa faktor, antara
lain difusi produk reaksi, senyawa penghambat yhgsilkan tanaman,
promotor gergus, banyaknya perbanyakan (subkultur) dan usia tandfiar &
Gerola 2009: 7). Difusi oksigen yang kurang dateaksi dimerisasi oksidatif
pada proses pembentukan spot biru dapat menyebak&presi gegus yang
rendah atau bahkan tidak tampak. Hal tersebutt digebabkan oleh tempat
perendaman yang terlalu kecil sehingga menyebakikamgnya asupan oksigen
(Bond & Gresshoff 1993: 36).

Senyawa yang dihasilkan tanaman dapat menghamipateekGUS. Fior
& Gerola (2009: 7) melaporkan terdapat aktifitasgleambatan GUS pada organ
yang berasal dari tiga model tanaman, yaitu padbidopsis, dan tembakau.
Organ berupa bunga, daun dan batang merupakan yaggrcukup tinggi
menghasilkan aktifitas penghambatan GUS. Aktifgesghambatan GUS juga
dilaporkan oleh Cote & Rutledge (2003: 623), yaitianya senyawa fenolik yang
dihasilkan tanaman dapat mengganggu reaksi okisidatalui ikatan kovalen
dari kuinon yang tinggi dikombinasikan dengan ikat@nkovalen dari fenol.
Penghambatan aktivitas GUS tersebut mungkin tegada tanaman pisang
dengan kadar fenol yang tinggi terutama pada batpaan (Shangkar 2010: 84).

Promotor gemus, yaitu CaMV 35S Cauliflower mosaic virus 35S) juga
dapat menyebabkan rendah atau tidak tampaknyaeskg@ngus. Promoter
tersebut mengatur lebih dari satu gen, yaitulg#rdan gergus pada satu plasmid
yang sama. Hal tersebut dapat menyebabkan sdlagesayang diatur oleh
promoter tersebut menjadi nonaksiiéncing gene) (Mazkedkk. 1989: 643). Hal
tersebut didukung oleh penelitian yang dilaporkapdi dkk. (1990) dan Van der
Krol dkk. (1990) dalam Finedkk. (1992: 181). Penelitian tersebut menunjukkan
bahwa intergrasnultiple copies suatu gen yang diatur oleh satu promoter (salinan
promoter 35S) mengakibatkatencing gene.

Banyaknya subkultur atau proses perbanyakan dam tamaman juga
mempengaruhi tingkat ekspresi dari ges. Hal tersebut dilaporkan oleh
Cornejodkk. (1993) yang menyatakan bahwa ekspresiggsmapat turun bahkan
hilang pada tanaman transgenik akibat banyaknyleuiulp dan semakin tuanya

umur tanaman. Hal tersebut mungkin terjadi pad@msi gemgus pada tanaman
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pisang kultivar lampung transgenik yang digunakareka tanaman pisang
tersebut sudah mengalami tiga kali tahap subkdiuarberumur 24 minggu dari
proses subkultur ke-3 (Sreemartk. 2009: 25).

Hasil uji histokimia GUS menunjukkan bahwa konsasithigromisin 50
ppm memiliki potensi paling besar sebagai konssnyt@ng paling baik
digunakan untuk uji higromisin pada tanaman pidaaxgjl transformasi. Hal
tersebut dikarenakan tanaman yang diseleksi padsektrasi 50 ppm lebih
banyak menunjukkan hasil yang positif mengeksgagsgengus (spot biru)
dibandingkan tanaman yang diseleksi konsentrapp8®. Hasil tersebut
selanjutnya akan dikolerasikan dengan analisis B&Rhasil uji higromisin pada

daun tanaman pisang.

4.3.3 Uji higromisin pada daun tanaman

Uji ketahanan pada daun yang berasal dari tanaraasgenik terhadap
higromisin merupakan salah cara yang dapat dilakukauk mengetahui ekspresi
genhpt pada tanaman. Menurut Bastik. (2004) Antibiotik higromisin akan
bekerja dengan kombinasi ada atau tidaknyahgedalam genom tanaman.
Antibiotik tersebut akan menghambat sintesis pnoteelalui gangguan
translokasi yang menyebabkan kesalahan translpkasi ribosom 80S (Lihat
Mulyaningsihdkk.2010: 64).

Hasil uji higromisin pada daun tanaman hasil seélelenunjukkan 8 dari 11
tanaman (30 ppm), 14 dari 15 tanaman (50 ppm) ukinkentrasi higromisin 50
mg/L dan 6 dari 11 tanaman (30 ppm), 11 dari bar@an (50 ppm) konsentrasi
higromisin 100 mg/L memperoleh hasil yang posyitu tidak adanya nekrosis.
Hasil tersebut juga menunjukkan ada 5 dari 11 tamaf80 ppm) dan 8 dari 15
tanaman yang menunjukkan hasil positif pada duadwmtnasi yang digunakan.
Kontrol negatif berupa daun yang berasal dari tamanontransforman
menunjukkan hasil uji negatif. Kontrol positif lipa daun yang berasal dari

tanaman transgenik (PCR positif) menunjukkan hgspositif (gambar 4.3.3).
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Keterangan :
(a) Kontrol — (tanaman non-transgenik), (b). Kontrdtanaman transgenik)
(c) Sampel hasil seleksi negatif, (d) Sampel taddksi positif,
(e) Sampel hasil seleksi positif pada higromisirppén
dan negatif pada higromisin 100 ppm
(1) diteteskan dengan higromisin 100 ppm
(2) diteteskan dengan higromisin 50 ppm
(3) tidak diteteskan dengan higromisin

Gambar 4.3.3. Hasil uji higromigpiada daun tanaman

Sumber: Dokumentasi Puslit Bioteknologi LIPI, 20z1.
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Hasil positif menunjukkan tanaman mengandunghggnialam genomnya
dan mengekspresikannya. Menurut Brasileiro & Aca(2001), gerpt tersebut
akan menghasilkan enzim higromisin fosfotransfeyas® mampu
mendetoksifikasi antibiotik higromisin dan menghiatéosforilasi kelompok
hidroksil dalam antibiotik sehingga menjadi tidatiedan tidak meracuni
tanaman (Lihat Mulyaningsitkk.2010: 64). Hasil yang tidak sama pada
penggunaan kedua konsentrasi higromisin, yaitd fasg positif pada
konsentrasi 50 mg/l dan negatif pada konsetrasimi@0dapat disebabkan oleh
konsentrasi 100 mg/l yang digunakan lebih tinggadidingkan dengan ekspresi
higromisin yang dihasilkan oleh tanaman transgeKi&nsentrasi yang lebih
tinggi lebih bersifat toksik bagi tanaman (ldkk. 1995: 49).

Hasil uji higromisin pada daun tanaman menunjukiamva konsentrasi
higromisin 50 ppm memiliki potensi paling besaragdn konsentrasi yang paling
baik digunakan untuk uji higromisin pada tanamaapg hasil transformasi. Hal
tersebut dikarenakan tanaman yang diseleksi padsektrasi 50 ppm lebih
banyak menunjukkan hasil yang positif mengeksgaesgenrhpt dibandingkan
tanaman yang diseleksi konsentrasi 30 ppm. Hasiébut selanjutnya akan
dikolerasikan dengan hasil analisis PCR dan ujokimia GUS.

4.3.6 Kolerasi hasil uji validasi

Hasil analisis PCR merupakan hasil yang lebihdvaibandingkan hasil uji
lainnya. Hal tersebut dikarenakan proses PCR meksiekeberadaan gen asing
pada tingkat DNA genom, sedangkan uji lainnya mi&nfaktor kesalahan yang
lebih tinggi dan mendeteksi pada tingkat sel dgaoitanaman (Yuwono 2006:
2). Hasil PCR selanjutnya dikolerasikan dengawaljdasi lainya, yaitu uji
histokimia GUS dan uji higromisin pada daun tanaimmasil seleksi. Hasil
kolerasi menunjukkan terdapat 3 tanaman (no. 302, @an 310) dari 11
tanaman (30 ppm) dan 7 tanaman (n0.504, 506, 2W/581,522, dan 530) dari
15 tanaman hasil seleksi yang diujikan memperbéeil positif di ketiga uji
(Tabel 4.3.6(1) dan Tabel 4.3.6(2)). Hasil terdgbanunjukkan tanaman tersebut
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merupakan tanaman transgenik yang mengandunppjesan
mengekspresikannya (Mulyaningsih 2010: 64).
Hasil kolerasi dengan pembanding utama hasil RQR menunjukkan
adanya hasil yang tidak positif pada ketiga ujittya
1. hasil PCR (adanya gédmt) dan hasil uji higromisin pada daun tanaman
positif (tidak nekrotik), hasil uji histokimia GUisegatif (tidak ada spot
biru).
2. hasil PCR (adanya gdpt) dan uji histokimia GUS positif (adanya spot
biru), hasil uji higromisin pada daun tanaman néga¢krotik).
3. hasil PCR negatif (tidak ada ghpt), hasil uji histokimia GUS (adanya
spot biru) dan hasil uji higromisin pada daun taaampositif (tidak
nekrotik).

Tabel. 4.3.6(1).

Hasil uji higromisin pada medium seleksi dengandetrasi higromisin 30 ppm

dan uji validasi (uji histokimia GUS, uji higrommspada daun tanaman dan

analisis PCR)
NO No.Sampel Uji Uji GUS Uji Uji PCR
Higromisin Higromisin Higromisin
pada pada daun | pada daun
medium tanaman tanaman
seleksi (50 ppm) (100 ppm)
1 301 + + - - N
2 302 + + + + +
3 303 Mati
4 304 + + + +
5 305 + + + + +
6 306 + + + +
7 307 + - +
8 308 + - + + +
9 309 Mati
10 310 + + + + +
11 311 + + + - +
12 312 + + - - +
13 320 + Mati
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14 321 + + + - -
15 322 Mati

16 323 Mati

17 324 + Mati

18 325 + Mati

Tabel. 4.3.6(2).

Hasil uji higromisin pada medium seleksi dengandedrasi higromisin 50 ppm

dan uji validasi (uji histokimia GUS, uji higrommspada daun tanaman dan

analisis PCR)
NO No.Sampel Uji Uji GUS Uji Uji PCR
s Higromisin | Higromisin
pada
medium pada daun | pada daun
seleksi tanaman tanaman
(50 ppm) (100 ppm)
il 501 T - " - :
2 502 + Mati
3 503 5 - " - :
4 504 p b " - +
5 505 Mati
6 506 ; y . _ _
7 507 T = ! - .
8 520 r ) . - .
9 521 T r . - .
10 522 ¥ = " - .
11 523 n " " " .
12 524 ¥ " " X -
13 525 ; " " - ,
14 526 ¥ - - . _
15 527 + Mati
16 528 T " - . +
17 529 T m " . y
18 530 T m " - y
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Tabel. 4.3.6(3).

Hasil perhitungan persentase kepercayaan selekisibflty of selection)

Jumlah Hasil
. Hasil
tanaman Uji o o
) o Uji Higromisin pada Persenta
yang | Histokimia Hasil
Daun Tanaman se
) bertahan  GUS PCR
Konsentrasi| Jumlah g © keperca-
No ) hidup (B) (D)
seleksi eksplan yaan
pada 50 ppm | 100 ppm .
) seleksi
media (C1) (C2)
+ - (%)
seleksi
+ | " - + | - | (DIA)
(A)
1 0 ppm 6 6 3 3 - - - - 4 2 66,7
30 ppm
2 selama 3 18 18 8 10 8 106 | 12 | 6| 12| 33,33
minggu
50 ppm
3 selama 2 18 18 13 5 14 4 11 7 T | 47 61,61
minggu

Hasil PCR dan uji higromisin pada daun tanamaitipasgamun hasil uji
histokimia GUS negatif (sampel 308) menunjukkamnvimterdapat adanya
kemungkinan, yaitu tanaman tersebut tidak mengeks#{an gemus akibat
adanya beberapa faktor (difusi produk reaksi, seay@enghambat yang
dihasilkan tanaman, promotor ggus (mekanismesilencing gene), banyaknya
perbanyakan (subkultur) dan usia tanaman) (Fiorefo 2009: 7) dan sekuen
T-DNA tidak secara utuh masuk ke dalam gentmm¢ated gene). Keberadaan
genhpt dapat merupakan indikasi keberadaan gen lain, boggogergus dalam
satu T-DNA yang sama. Hal tersebut belum tentattkarena kemungkinannya
terjaditruncated gene sehingga gen target terpotong atau tidak maswadal
genom tanaman (Mulyaningsih 2010: 64).

Hasil PCR dan uji histokimia GUS positif, namursihaji higromisin pada
daun tanaman negatif (sampel 311, 312, 529, 528unekkan tanaman

transgenik tersebut tidak mampu mengekspresikah&aan higromisin
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sehingga menunjukkan gejala nekrotik. Hal terseimuga disebabkan oleh
adanya mekanismstiencing gene pada geript. Mekanismesilencing gene dapat
terjadi pada transformasi genetik yang disebabkeaim lmeberapa hal, salah
satunyasilencing gene pada tahap transkripsi (metilasi pada daerah piamno
(Mulyaningsih 2010: 64--65).

Hasil PCR negatif, namun hasil uji higromisin aathun tanaman dan uji
histokimia GUS positif (sampel 304, 306, 503, 52@nunjukkan tanaman yang
diujikan diduga merupakan tanaman kimera. Tanakitaara merupakan
tanaman yang memiliki bagian tertentu saja yangdserditransformasikan
(mengandung gelnpt). Hal tersebut menunjukkan bahwa ada kemungkinan
hanya bagian tertentu dari tanaman tersebut yapaf daengekspresikan gapt
dan gergus (Suratmardkk. 2010: 126).

Hasil kolerasi dan perhitungan kepercayaan se(edlsabilility of selection)
uji validasi menunjukkan bahwa konsentrasi higram&® ppm lebih baik
digunakan pada uji higromisin pada tanaman hasilsfiormasi dibandingkan
dengan konsentrasi higromisin 30 ppm. Hal tersdlulasari oleh nilai
kepercayaan penggunaan konsentrasi 50 ppm lelgigi tibbandingkan
konsentrasi 30 ppm (Tabel 4.3.6(3)). Namun, penggn konsentrasi 50 ppm
selama 2 minggu masih menunjukkan adanya tanameandiduga sebagai
tanaman kimera yang lolos seleksi, sehingga koresriersebut tidak dapat
dikatakan sebagai konsentrasi yang paling baikrdigan untuk uji higromisin
pada tanaman hasil transformasi. Konsentrasi pahgg baik adalah
konsentrasi yang tidak meloloskan tanaman kimeda pg seleksi tanaman hasil
transformas(Sreeramanadkk. 2006: 193)

Penggunaan konsentrasi 50 ppm perlu dikaji ledoifut dengan melakukan
seleksi dengan waktu yang lebih lama dari dua mindgenggunaan waktu yang
lebih lama diharapkan dapat meminimalisir lolostgrgiaman nontransgenik pada
seleksi. Penggunaan waktu yang dapat digunakak mreklebihi waktu jenuh
tanaman terhadap media tanam sehingga tidak t&gadiahan penentuan
kematian tanaman akibat konsentrasi higromisin yaggnakan (Lirndkk. 1995:
49). Dua siklus seleksi irisan meristem pada mgdieg mengandung higromisin

dapat juga dilakukan untuk menghilangkan tanamareia. Menurut Maykk.
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(1995: 486), dua siklus propropagasi tanamaative transgenik dari irisan
jaringan meristem pada media seleksi dapat memgkén tanaman kimera.

Hibridisasi Southern juga perlu dilakukan untukngetahui jumlah salinan
gen dalam genom tanaman. Hal tersebut terkaitatepgristiwasilencing gene
yang dapat mengakibatkan tidak terekspresinya gjeatu Jumlah salinan gen
tunggal dapat mengantisipasi terjadinya peristevagbut (Mulyaningsildkk.
2010: 65).
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Konsentrasi higromisin 50 ppm selama 2 minggu lebih baik digunakan pada
uji higromisin pada tanaman hasi| transformasi dibandingkan dengan konsentrasi
higromisin 30 ppm. Konsentrasi tersebut bukan merupakan konsentrasi yang
paling tepat yang dapat membunuh semua tanaman yang tidak berhasil

ditransformasikan.

5.2 Saran

1. Waktu seleksi yang lebih lamadari 2 minggu dapat dilakukan untuk
mengoptimalkan penggunaan konsentrasi higromisin 50 ppm pada uji
seleksi tanaman hasi| transformasi

2. Duasiklus seleks irisan meristem pada media yang mengandung higromisin
dapat dilakukan untuk menghilangkan tanaman kimera.

3. Hibridisasi Southern perlu dilakukan untuk mengetahui jumlah copy
number T-DNA dalam genom tanaman terkait dengan stabilitas gen dalam

genom tanaman.
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Lampiran 1. Skemakerja penelitian

Inisiasi Tunas

N Seleksi higromisin

A 4
Uji Higromisin

pada daun

MPL23 45678910000 M

Elektroforesis

62
Universitas Indonesia

Optimasi dan ..., Putri Sandy Pangestu, FMIPA Ul, 2011



Lampiran 2. Stok untuk Pembuatan Media

63

No Bahan Stok Konsentras | Pengambilan
akhir
(ar/D/(mg/l)
1. | Haramakro 1000 mi (gr) 50 ml/I
a | NH4NO; 33000 mg 1.65
b. | KNOs 38000 mg 1,9
c. | MgS0,4.7H20 7400 mg 0.37
d. | KH2PO4 3400 mg 0.17
e. | CaCl,.2H20 8800 mg 0.44
2. | Haramikro 250 ml (mg/l) 2ml/l
a |Kl 103.75 mg 0.83
b. | H3BO; 775 mg 6,2
C. | MnSO,.4H,0 2787.5 mg 2724
d. | ZnS0O,4.7H0 1075 mg 8.6
e. | NaMo0O,.2H,0 31.25 mg 0.25
f. | CuS0O,4.5H,0 3.125 mg 0.025
g. | CaCl,.6H,0 3.125mg 0.025
3. | Vitamin & As. 250 ml (mg/l) 5mi/l
a | amino
b. | Nicotinic acid 25 mg 0.5
c. | Pyridoxine acid 25mg 0.5
d. | Thiamine HCI 5mg 0.1
Glycine 150 mg 3
4. | NaFeEDTA 250 ml (mg/l) 5ml/l
NaFe EDTA 1835 mg 36,7
5. | Myoinositol 250 ml (mg/l) 5ml/l
Myoinositol 5000 mg 100
6. | Bentyl Amino 100 mi (mg/ml) 2ml/l
Purine (BAP) 5ml/l
20 mi/I
BAP 100 mg 1
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Lampiran 2. Lanjutan

7. | Indal Acetic Acid 100 ml (mg/ml) 0,175 ml/I
(1AA)
IAA 100 mg 1

8. | Cefotaxime 250 mi (gr/10 ml) 2,5ml/l
Cefotaxime 25000 mg 1

9. | Palwinylpyrrolidone - - 50 mg/I
PVP

10. | Sukrosa - - 30 g/

11. | Gelzan Agar - - 259/l

pH sebelum pemberian agar : 5,8
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Lampiran 3. Komposidiuffer isolasi DNA

65

Buffer isolasi digunakan untuk 40 sampel. Masing-masargpel

membutuhkan 750 pl, sehingga volubuffer isolasi yang dibutuhkan adalah
30.000 ul (30 ml).Buffer isolasi terdiri atas buffer lisibuffer ekstraksi, sarkosil

5% (2,5:2,5: 1) dasi-merchaptoetan ol 0,2 %.

1. Buffer lisis

Volume totalbuffer lisis yang dibutuhkan untuk membuat 30bulffer

isolasi adalah 2,5/6 x 30 ml = 12,5 ml

Komposisibuffer lisis yaitu:

Bahan Stock Final Pengambilan (ml)
Tris-Cl pH 8 1M 02 M 2,5
EDTA pH 8 0,5M 0,05 M 1,25
NaCl 5M 2M 5
CTAB 10 % 2% 2,5
dH,0 1,25
Volume Total 12,5

2. Buffer ekstraksi

Volume totalbuffer ekstraksi yang dibutuhkan untuk membuat 3®uffler

isolasi adalah 2,5/6 x 30 ml = 12,5 ml

Komposisibuffer ekstraksi yaitu:

Bahan Stock Final Pengambilan (mL)
Sorbitol 0,7 M 0,35 M 6,25
Tris-Cl pH 8 1M 0,1 M 1,25
EDTA pH 8 0,5M 0,005 M 0,125
dH,O 4.875
Volume Total 12,5
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Lampiran 3. Lanjutan

Sorbitol 6,25 ml : 0,7 x 182,17 x 0,00625 = 0,803 g

3. Sarkosil 5% :1/6 x 30 ml=5ml
4. f-Merchaptoetanol : 0,2 % x 30 ml = 6 ml
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Lampiran 4. Komposisi bahan kimia dan cara pemlodataitan buffer, dan medium yang digunakan

Larutanbuffer/
—— Cara Pembuatan Sumber

Hara makro Bahan- bahan berupa zat kimia untuk patab stok hara makro sebanyak 1.000 ml yang itelatir Zulkarnain
NH;NO3; KNO3, MgSQ,.7H,0, KH,PO,dan CaCl.2H,0 ditimbang sesuai dengan takaran yang (2009: 116--117)
diperlukan dan dimasukkan ke dalam gelas ukurtekseAir steril sebanyak 1/3 dari volume larutan
stok dimasukan ke dalam gelas ukur berukuran 25@mer dimasukkan ke dalam gelas ukur. Gelas
ukur kemudian diletakkan di athet plate magnetic stirer untuk diaduk hingga bahan kimia di dalamnya
larut. Air steril di dalam gelas ukur kemudiaragitbahkan hingga volume larutan menjadi 1.000 ml
setelah semua bahan kimia larut. Larutan stok trekro tersebut kemudian dimasukkan ke dalam
botol duran berukuran 1.000 ml dan disimpan daghallemari es dengan suhu 4 °C.

Hara mikro Bahan- bahan berupa zat kimia untuk petain stok hara mikro sebanyak 250 ml yang tedldirii KI, Zulkarnain
H3BOs, MNSQ,.4H,0, ZnSQ.7H,0, NaMoQ.2H,0, CuSQ.5H,0, CaC}.6H,0 ditimbang sesuai (2009: 118)

dengan takaran yang diperlukan dan dimasukkan leendgelas ukur tersebut. Air steril sebanyak 1/3
dari volume larutan stok dimasukan ke dalam getas berukuran 250 miStirer dimasukkan ke dalam
gelas ukur. Gelas ukur kemudian diletakkan di btdglate magnetic stirer untuk diaduk hingga bahamn
kimia di dalamnya larut. Air steril di dalam gelalsur kemudian ditambahkan hingga volume larutan

menjadi 250 ml setelah semua bahan kimia larututha stok hara mikro tersebut kemudian

N

dimasukkan ke dalam botol duran berukuran 25@anidisimpan di dalam lemari es dengan suhu
°C.
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Vitamin & As.

Amino

Bahan- bahan berupa zat kimia untuk pembuatanvitekin dan asam amino sebanyak 250 ml yang
terdiri darinicotinic acid, pyridoxine acid, thiamine HCI, glycine ditimbang sesuai dengan takaran yan
diperlukan dan dimasukkan ke dalam gelas ukurhetseAir steril sebanyak 1/3 dari volume larutan

stok dimasukan ke dalam gelas ukur berukuran 25Ctimker dimasukkan ke dalam gelas ukur. Gelg

«

ukur kemudian diletakkan di athet plate magnetic stirer untuk diaduk hingga bahan kimia di dalamnya

larut. Air steril di dalam gelas ukur kemudiaraditbahkan hingga volume larutan menjadi 250 ml
setelah semua bahan kimia larut. Larutan st@miit dan asam amino tersebut kemudian dimasukk

ke dalam botol duran berukuran 250 ml dan disimgadalam lemari es dengan suhu 4 °C.

an

Zulkarnain
(2009: 119)

NaFe EDTA

NaFe EDTA ditimbang hingga mencapai 36g7 Air steril sebanyak 1/3 dari volume larutawkst
dimasukan ke dalam gelas ukur berukuran 250 mEeNEDTA yang telah ditimbang dimasukkan ke
dalam gelas ukurStirer dimasukkan ke dalam gelas ukur tersebut. Gédasdiletakkan di atakot
plate magnetic stirer kemudian diaduk hingga larut. Air steril kemud@itambahkan hingga volume
larutan menjadi 250 ml. Larutan stok NaFe EDX&fsebut kemudian dimasukkan ke dalam botol

duran berukuran 250 ml dan disimpan di dalam leesadengan suhu 4 °C.

Zulkarnain
(2009: 118)

Myoinositol

Myoinositol ditimbang hingga mencapai 100 mg. Air steril sgfak 1/3 dari volume larutan stok
dimasukan ke dalam gelas ukur berukuran 250Nybinositol yang telah ditimbang dimasukkan ke
dalam gelas ukurStirer dimasukkan ke dalam gelas ukur tersebut. Gelasdilaiakkan di atakot

plate magnetic stirer kemudian diaduk hingga larut. Air steril kemudditambahkan hingga volume

larutan menjadi 250 ml. Larutan stblyoinositol tersebut kemudian dimasukkan ke dalam botol duran

berukuran 250 ml dan disimpan di dalam lemari egde suhu 4 °C.

Zulkarnain
(2009: 119)

Benzil Amino
Purine (BAP)

Benzl Amino Purine (BAP) ditimbang hingga mencapai 1 mg. KOH 1 M selak 5 ml dimasukan ke
dalam gelas ukur berukuran 250 rBlenzil Amino Purine (BAP) yang telah ditimbang dimasukkan ke

Zulkarnain
(2009: 119--120)
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dalam gelas ukurStirer dimasukkan ke dalam gelas ukur tersebut. Gelasdiletakkan di atalkot
plate magnetic stirer kemudian diaduk hingga larut. Air steril seban9&kml kemudian ditambahkan.
Larutan stok BARersebut kemudian dimasukkan ke dalam botol dueankioran 250 ml dan disimpan
di dalam lemari es dengan suhu 4 °C.

Indol Acetic
Acid (1AA)

Indol Acetic Acid (IAA) ditimbang hingga mencapai 5 mg. KOH 1 M sebanyak 8imasukan ke
dalam gelas ukur berukuran 5 nhhdol Acetic Acid (IAA) yang telah ditimbang dimasukkan ke dalam
gelas ukur.Sirer dimasukkan ke dalam gelas ukur tersebut. Gelasdiletakkan di atakot plate
magnetic stirer kemudian diaduk hingga larut. Larutan stok Iditnasukkan ke dalamabe 1,5 ml
masing-masing sebanyak 1 ml dengan cara penyarmgaggunakasterile syringefilter. Tube-tube

tersebut kemudian disimpan di dalam lemari es desgau 4 °C.

Zulkarnain
(2009: 119--120)

Cefotaxime

Cefotaxime ditimbang hingga mencapai 1 g. Air steril seb&ny@ dari volume larutan stok dimasuka
ke dalam gelas ukur berukuran 250 i@kfotaxime yang telah ditimbang dimasukkan ke dalam gelas
ukur. Sir bars dimasukkan ke dalam gelas ukur tersebut. Gelasdiletakkan di atakot plate
magnetic stirer kemudian diaduk hingga larut. Air steril kemud@itambahkan hingga volume larutar
menjadi 250 ml. Larutan stdBefotaxime tersebut kemudian dimasukkan ke dalam botol duran

berukuran 250 ml dan disimpan di dalam lemari egjde suhu 4 °C.

h

Zulkarnain
(2009: 119)

Media untuk

induksi tunas

20B (MS + 20
mg/l BAP)

Bahan-bahan untuk pembuatan media disiapkan. Bagrampa stok cair seperti hara makro, hara mik
Myoinositol, vitamin & asam amino, NaFe EDTA dan BAP (20 mdimasukkan ke dalam botol gelas
sesuai dengan takaran yang telah ditentukan. Bladiaan tersebut dimasukkan dengan menggunaka
pipet volumetrik. Bahan berupa stok padat sepafB dan sukrosa dimasukkan setelah semua stok
dimasukkan. Akuades steril ditambahkan ke dalataol lgelas. Stirer dimasukan ke dalam botol gelas

untuk proses pengadukkan. Botol gelas tersebutitiam diletakan diatastirer hot magnetic plate dan

ro,
D

AN

cair

Zulkarnain
(2009: 121)
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dilakukan proses pengadukkan. Pengukuran pH ditaksetelah semua bahan-bahan telah larut.
Larutan dipindahkan ke gelas ukur. Penambahardakusteril selanjutnya dilakukan hingga larutan
mencapai ukuran yang diinginkan (250 ml, 500 nalu&it.000 ml). Agar dimasukan ke dalam botol

duran yang akan diisi oleh larutan medium. Lars@anjutnya dipindahkan ke dalam botol duran sesua

dengan ukuran larutan tersebut. Larutan tersedatidian diautoklaf. Larutan yang telah diautoklaf
selanjutnya dituang ke dalam cawan petri. Penuadi@kukan di dalantaminar air flow. Cawan petri
yang telah berisi media direkatkan menggunghastic seal dan diberi keterangan (hama media +

tanggal pembuatan). Cawan petri tersebut selaygudisimpan di tempat penyimpanan.

Media untuk
kultur tunas
5B (MS +5
mg/l| BAP)

Bahan-bahan untuk pembuatan media disiapkan. Badraipa stok cair seperti hara makro, hara mikro,

Myoinositol, vitamin & asam amino, NaFe EDTA dan BAP (5 mglijnasukkan ke dalam botol gelag

sesuai dengan takaran yang telah ditentukan. Bladdaan tersebut dimasukkan dengan menggunakan
pipet volumetrik. Bahan berupa stok padat sepaB dan sukrosa dimasukkan setelah semua stok|cair

dimasukkan. Akuades steril ditambahkan ke dalatol lgelas. Stir bars dimasukan ke dalam botol
gelas untuk proses pengadukkan. Botol gelas ter&eimudian diletakan diatarer hot magnetic
plate dan dilakukan proses pengadukkan. Pengukurarilpklkan setelah semua bahan-bahan telah
larut. Larutan dipindahkan ke gelas ukur. Pendmabakuades steril selanjutnya dilakukan hingga
larutan mencapai ukuran yang diinginkan (250 mQ &0, atau 1.000 ml). Agar dimasukan ke dalam
larutan tersebut. Larutan selanjutnya dipanasksgan menggunakamicrowave selama 10 menit.
Larutan yang telah dipanaskan dituang ke dalam betas kira-kira sebanyak 30 ml tiap gelasnya.

Botol gelas yang telah berisi media kemudian didafo Botol gelas yang telah diautoklaf selanyatn

dapat disimpan di tempat penyimpanan. Eksplan pagmggalami kontaminasi ditanam pada media 20B

dengan penambahagfotaxime. Pemberiarefotaxime dilakukan di dalanhaminar air flow.

Zulkarnain
(2009: 121)
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Media untuk | Bahan-bahan untuk pembuatan media disiapkan. Badrampa stok cair seperti hara makro, hara mikro, Zulkarnain
perbanyakan | Myoinositol, vitamin & asam amino, NaFe EDTA dan BAP (2 mglijnasukkan ke dalam botol gelas (2009: 121)
tunas 2B + | sesuai dengan takaran yang telah ditentukan. Bladaan tersebut dimasukkan dengan menggunakan
IAA (MS + 2 | pipet volumetrik. Bahan berupa stok padat sepafB dan sukrosa dimasukkan setelah semua stok|cair
mg/l BAP + | dimasukkan. Akuades steril ditambahkan ke dalatollgelas. Sir bars dimasukan ke dalam botol
0,175 mg/l gelas untuk proses pengadukkan. Botol gelas tergelmudian diletakan diatasrer hot magnetic
IAA) plate dan dilakukan proses pengadukkan. Pengukurarilpklkan setelah semua bahan-bahan telah
larut. Larutan dipindahkan ke gelas ukur. Pendmabakuades steril selanjutnya dilakukan hingga
larutan mencapai ukuran yang diinginkan (250 m@ &0, atau 1.000 ml). Gelzan dimasukan ke dalam
botol duran yang akan diisi oleh larutan terseluatrutan selanjutnya dipindahkan ke dalam botohdu
sesuai dengan ukuran larutan tersebut. Larutaaliat kemudian diautoklaf. Larutan yang telah
diautoklaf selanjutnya dituang dalam botol gelaa-kira sebanyak 30 ml tiap gelasnya. Larutan
tersebut sebelum dituang, terlebih dahulu diberp@mambahan IAA 0,175 ml/l. Pemberian IAA dan
penuangan dilakukan di daldaminar air flow. Botol yang telah berisi media diberi keteranffzama
media + tanggal pembuatan). Media tersebut sefgguwlisimpan di tempat penyimpanan. Eksplan
yang mengalami kontaminasi ditanam pada media 20i§ah penambaha&afotaxime. Pemberian
cefotaxime dilakukan di dalanhaminar air flow.
Media untuk | Bahan-bahan untuk pembuatan media disiapkan. Badrapa stok cair seperti hara makro, hara mikro, Zulkarnain
seleksi Myoinositol, vitamin & asam amino, NaFe EDTA dan BAP (2 mgiijnasukkan ke dalam botol gelas (2009: 121)
tanaman sesuai dengan takaran yang telah ditentukan. Biadilaan tersebut dimasukkan dengan menggunakan
pisang 2B + | pipet volumetrik. Bahan berupa stok padat sepa/B dan sukrosa dimasukkan setelah semua stok cair
IAA + dimasukkan. Akuades steril ditambahkan ke dalatol lpelas. Sir dimasukan ke dalam botol gelas
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Higromisin | untuk proses pengadukkan. Botol gelas tersebutitizmn diletakan diatesirer hot magnetic plate dan
(MS + 2 mg/l | dilakukan proses pengadukkan. Pengukuran pHuktaksetelah semua bahan-bahan telah larut.
BAP + 0,175 | Larutan dipindahkan ke gelas ukur. Penambahardakusteril selanjutnya dilakukan hingga larutan
mg/l I1AA + mencapai ukuran yang diinginkan (250 ml, 500 nap&t000 ml). Agar dimasukan ke dalam botol duran
Higromisin) | yang akan diisi oleh larutan tersebut. Larutaargatnya dipindahkan ke dalam botol duran sesuai
dengan ukuran larutan tersebut. Larutan terseduatidian diautoklaf. Larutan yang telah diautoklaf
selanjutnya dituang ke botol gelas. Larutan tarssbbelum dituang, terlebih dahulu diberikan
penambahan IAA 0,175 ml/I dan higromisin (0%, 2@@%6, 40%, 50%, & 60%). Pemberian IAA dan
higromisin, serta penuangan dilakukan di dalaminar air flow. Botol yang telah berisi media diberi
keterangan (nama media + tanggal pembuatan). Mediebut selanjutnya disimpan di tempat
penyimpanan.
Tris-Cl (1 M) | 121,1 gTrisbase dilarutkan dengan akuades 800 ml. HCI seban@akl5elanjutnya ditambahkan Sambrookdkk.
pH 7,5 pada larutan Tris base dan akuades. HCI ditamipaltdgi hingga mencapai pH 7,5. Akuades (1989: 9.38)
ditambahkan hingga volume larutan mencapai 1.000uatutan selanjutnya disterilkan dengan autoklaf.
EDTA (1 M) | 37,22 g EDTA dilarutkan dengan akuades 150 hN&OH selanjutnya ditambahkan pada larutan Sambrookdkk.
pH 8 EDTA hinggal larutan tampak bening. NaOH ditambahleayi hingga mencapai pH 8. Akuades (1989: 9.38)
ditambahkan hingga volume larutan mencapai 200Lanutan selanjutnya disterilkan dengan autoklaf.
EDTA (1 M) | 37,22 g EDTA dilarutkan dengan akuades 150 raDN selanjutnya ditambahkan pada larutan EDTA Sambrookdkk.
pH 7,5 hinggal larutan tampak bening. NaOH ditambahkgnhangga mencapai pH 7,5. Akuades ditambahkan (1989: 9.38)

hingga volume larutan mencapai 200 ml. Larutaargetnya disterilkan dengan autoklaf.
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NaCl 5M 292,2 g NaCl dilarutkan dengan akuadegydanvolume mencapai 1.000 ml dan selanjutnya distesi Ausubeldkk.
dengan autoklaf. (1998: 2.3.1)
CTAB 10 % | 10 g CTAB dilarutkan dengan 46,1 g NaOH 5 M dalargutnya disterilisasi dengan autoklaf. Sambrdidk
100 ml (1989: 9.38)
HClI 1 M 84 ml HCl pekat (11,9 M) dilarutkan dengaikuades hingga volume mencapai 1.000 ml. Ausubeldkk.
(1998: 2.3.1)
TE 0,5 ml Tris-Cl pH 8 (10 mM) dilarutkan dengan @LEDTA pH 8 (10 mM). Akuades ditambahkan Seidman & Moore
(Tris-EDTA) | lagi hingga volume mencapai 50 ml. (2000: 505)
pH 8
EtBr 14 pul etidium bromida (10 mg/ml) ditambahkandalam 200 ml akuades Sambrooldkk.
(1989: 9.38)
Lambda 15,5 pl akuades ditambahkan dengan Duyffer [Multicore] dan 0,5 pHindlll . 2 ul lambda DNA Ausubeldkk.
Hindlll dimasukkan ke dalam campuran tersebut lalu dilarutengarcapsul efuge. (1998: 2.3.1)
TBE 5x 54 gtrisbase dan 27, Soric acid dilarutkan dengan akuades 500 ml. 20 ml EDTA p{d,8 mM) Sambrook & Russel
selanjutnya ditambahkan pada larutan tersebutiadés ditambahkan hingga volume larutan mencapai 2001: A1.17
1.000 ml. Larutan selanjutnya disterilkan dengatoldaf.
TBE 0,5x 100 ml TBE 5x dilarutkan dengan akuades @0 Sambrook & Russel
2001: A1.17
NaOH 10 M | 400 g NaOH dilarutkan dengan akuadesgainglume mencapai 1.000 ml. Sambrookdkk.
1989: 9.38
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GUS Assay
buffer

Bahan-bahan pembuatan GBSay buffer ( 104 mg X-Gluc 2mM, 16,5 mg Potasium ferricyanide

0,5mM, 372 mg N&EDTA 10 mM, 0,1 ml Triton X-100 0,1 %, 100 ml MO, buffer pH 7,7) disiapkan.
Bahan-bahan tersebut dimasukkan ke dalam bejaaa gi&rilnya masing-masing secara berturut-tury
Proses pengadukdmiffer dapat dilakukan dengan cara mengoyangkan bejaaa getara perlahan atal

menggunakastirer plate.

—

Stomp 1992: 107

Sarkosin 5 % | Sebanyak 5NrLauryl-sarcosine ditimbang dan dliarutkan dengan akuades sebaryak.8 Akuades Ausubeldkk.
ditambah hingga volume mencapai 100 ml. 1998:2.3.1

Larutan Sebanyak 0,05 pl larutan higromisin (konsentrasing@ml, 500 pl gelatin, dan 1 pl triton-X dilarutka Greco,dkk.
Higromisin dalam akuades hingga volume total (2003: 12)
50 ppm

Larutan Sebanyak 0,1 pl larutan higromisin (konsentrasing@ml, 500 pl gelatin, dan 1 pl triton-X dilarutkan Greco,dkk.
Higromisin dalam akuades hingga volume total (2003: 12)
100 ppm
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