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ABSTRAK

Lahan marginal di Indonesia umumnya terdiri dari lahan masam dengan tingkat kemasaman yang tinggi (pH rendah) dan
konsentrasi aluminium (Al) yang mencapai tingkat toksisitas. Kendala yang dihadapi adalah tidak adanya kultivar (genotipe)
tebu yang adaptif pada lahan masam. Pendekatan yang paling efektif untuk merakit kultivar tebu toleran lahan masam adalah
dengan menerapkan teknologi DNA rekombinan. Gen yang diintroduksikan ke dalam plasmid selain mengandung gen untuk
ketahanan terhadap Al juga mengandung gen penanda seleksi terhadap antibiotic salah satunya adalah
hygromicin phosphotransferase. Uji sensitivitas kalus dan tunas transforman tebu pada kondisi tercekam hygromisin penting
dilakukan untuk menghasilkan nilai efisiensi transformasi yang tinggi. Penentuan konsentrasi antibiotik ini dilakukan untuk
menghindari terjadinya escape resisten terhadap hygromisin. Tujuan kegiatan ini adalah mendapatkan konsentrasi optimum
antibiotik hygromisin pada eksplan kalus dan tunas tebu. Bahan tanaman yang digunakan adalah tebu kultivar PS864 dan BL.
Konsentrasi hygromisin yang diuji adalah 0, 10, 20, 30, 40, dan 50 mg/l yang diuji pada eksplan kalus dan tunas tebu. Hasil uji
efektivitas antibotik hygromisin pada kalus terlihat bahwa tebu kultivar BL lebih sensitif dari pada varietas PS 864 yakni pada
penambahan 30 mg/l. Konsentrasi 30 mg/l digunakan sebagai konsentrasi minimal yang dapat menghambat pertumbuhan dan
merupakan konsentrasi lethal pada tanaman tebu.
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1. PENDAHULUAN

Salah satu komoditas perkebunan penting dan sudah terhadap cekaman Al sangat ditentukan oleh ketersediaan
lama dibudidayakan di Indonesia adalah tanaman tebu sumber gen yang mengendalikan toleransi tersebut. Gen-
(Saccaharum officinarum L.). Tebu merupakan salah satu gen yang mengendalikan dan meregulasi toleransi cekaman
tanaman utama penghasil gula. Selain untuk produksi gula, Al tidak tersedia pada genom tebul, sehingga upaya
tebu juga dimanfaatkan sebagai bahan baku untuk berbagai pemuliaan tanaman untuk meningkatkan toleransi cekaman
macam industri, seperti: farmasi, pengolahan kertas, sumber Al menggunakan pendekatan konvensial tidak dapat
bahan bakar terbarukan, dan pakan ternak. Oleh karena itu dilakukan. Rekayasa genetik merupakan teknik yang saat
kebutuhan tebu secara nasional terus meningkat. Namun Di ini sudah banyak digunakan dalam pemuliaan tanaman
Indonesia, peningkatan kebutuhan akan produksi tebu yang ditujukan untuk mengintegrasikan gen-gen ke dalam
belum diimbangi dengan produksi tebu nasional. Hal ini genom tanaman target tanpa adanya batasan hubungan
terjadi karena terbatasnya areal Pertanaman tebu atau terjadi spesies. Oleh karena itu pendekatan teknologi DNA
alih fungsi lahan. Berdasarkan'! maka perluasan tanaman rekombinan untuk merakit tanaman transgenik melalui
tebu diarahkan ke lahan-lahan marjinal. Di dunia dari total teknik tranformasi gen merupakan salah satu pendekatan
100% lahan yang dapat ditanami untuk produksi tanaman, lain yang dapat dilakukan(® - (&1 9. [10]. {11,
sekitar 30-40% merupakan lahan masam ber-pH di bawah
lima koma lima®™ B Indonesia memiliki lahan marginal Gen yang akan diintroduksikan ke dalam plasmid
yang cukup luas di luar pulai Jawa dimana umumnya terdiri selain mengandung gen untuk ketahanan terhadap Al juga
dari lahan masam. Kendala utama yang dihadapi dalam mengandung  gen penanda seleksi terhadap  antibiotik
pengembangan tanaman tebu di lahan masam adalah seperti neomycin phosphotransferase 1l (NPT II) atau
aluminium (Al) yang mencapai tingkat toksisitas. Sel yang higromisin phosphotransferase (HPT). Oleh karena itu
tercekam Al dapat memicu produksi Reaktif Oxygen langkah awal untuk keberhasilan teknik transformasi adalah
Species (ROS), menghambat respirasi, menguras ATP, dan prosedur kegiatan optimasi media seleksi yaitu penentuan
akhirnya dapat mengakibatkan kematian tanaman®®. konsentrasi antibiotik yang tepat dalam menyeleksi

tanaman tebu transgenik dilakukan uji efektivitas

Strategi yang dapat dilakukan untuk mengatasi konsentrasi antibiotik hygromisin pada kalus dan tunas
permasalahan lahan masam adalah penggunaan varietas pada media MS sehingga diperoleh nilai efisiensi
yang toleran. Keberhasilan perakitan varietas tebu toleran transformasi  yang tinggi. Penentuan uji efektivitas
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antibiotik ini penting dilakukan agar tidak ada kalus atau
tunas yang mati karena dosis antibiotik yang terlalu tinggi.
Langkah ini juga penting dilakukan agar kalus dan tunas
yang lolos seleksi atau bertahan hidup karena konsentrasi
antibiotik yang rendah untuk menghindari terjadinya escape
resisten terhadap hygromisin. Tujuan dari kegiatan ini
adalah untuk mendapatkan konsentrasi yang optimum
dalam uji efektifitas antibiotik hygromisin pada eksplan
kalus dan tunas dari beberapa varietas tebu sehingga
diperoleh nilai efisiensi transformasi yang tinggi.

2. METODE

Bahan tanaman yang digunakan dalam penelitian ini
adalah kalus embriogenik dan tunas dari tanaman tebu cv
PS 864 dan BL. Konsentrasi hygromisin yang diuji adalah
0, 10, 20, 30, 40, dan 50 mg/l. Perlakuan disusun dalam
Rancangan Acak Lengkap dimana masing-masing
perlakuan terdiri dari 25 kalus atau tunas. Hygromisin
ditambahkan pada media dasar Murashige and Skoog %
setelah itu di masukkan ke autoklaf dan dibiarkan dingin
sampai suhu sekitar 50°C. Pada perlakuan kalus media MS
diperkaya dengan dua koma empat strip D 3 mg/l yang
diperkaya dengan Casein Hidrolisat pada taraf 500 mg/l dan
PVP 100 mg/l serta penambahan asam amino glysin dan
atau glutamine. Media untuk seleksi tunas adalah media
dasar MS yang diperkaya dengan BAP nol koma tiga mg/I
dengan penambahan IBA nol koma lima mg/l dan PVP 100
mg/l ¥, Kalus dan tunas diinkubasikan dalam ruang kultur
bersuhu 25+2°C. Peubah yang diamati adalah lama kalus
atau tunas bertahan hidup dalam media seleksi hygromisin,
struktur serta warna kalus dan tunas yang dihasilkan.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil kegiatan optimasi media seleksi antibotik pada
eksplan kalus terlihat bahwa tebu varietas BL lebih sensitif
terhadap hygromisin dari pada varietas PS 864 walaupun
jumlah tunas yang dihasilkan varietas BL lebih banyak.
Minggu pertama dan kedua semua kalus mampu bertahan
hidup pada semua konsentrasi hygromisin, sensitifitas
mulai terjadi pada minggu ke-3 dimana pada varietas BL
mencapai hampir 50% pada konsentrasi 50 mg/l dan
mencapai 100% pada minggu ke-4. Dari hasil optimasi
media seleksi ini hygromisin pada konsentrasi 30 mg/I
digunakan sebagai konsentrasi minimal yang dapat
menghambat pertumbuhan dan merupakan konsentrasi
lethal pada tanaman tebu (dilihat dari varietas PS 864),
sehingga konsentrasi ini digunakan untuk menyeleksi kalus
transforman  yang  resisten  terhadap  hygromisin.
Konsentrasi hygromisin 30 mg/l juga dilakukan untuk
menyeleksi Trichoderma harzianum 4,

Tabel 1. Hasil uji sensitivitas eksplan kalus tebu PS 864
dan BL terhadap antibiotik hygromisin (n=25)

Konsentrasi Persentase (%) eksplan mati Persentase
hygromisin Varietas pada minggu ke- (%) kalus Jumlah
(mg/l) Tebu 3 4 memtr)]ear;tuk tunas
PS
0 ggg 0 O 0 0 100 60
BL 0 0 0 0 100 27.4
PS
10 gea 0 0 12 36 28 8
BL 0 0 28 36 48 4.4
PS
20 gy O O 20 48 12 5.2
BL 0 0 40 68 24 2
PS
30 gea O 0 28 52 4 16
BL 0 0 48 84 12 1.6
PS
40 864 0 0 36 64 0 0
BL 0 0 40 88 18 1.2
PS
50 864 0 0 48 76 0 0
BL 0 0 48 92 0 0

Varietas tebu PS 864 memiliki tingkat sensitivitas
yang tinggi dibandingkan varietas BL. Hal ini terlihat dari
perlakuan kosentrasi 10 mg/l pada minggu ke-2 tunas mati
mencapai 90% sedangkan pada varietas BL hanya 40%.
Dari hasil kegiatan ini maka konsentrasi hygromisin yang
digunakan untuk menyeleksi tunas transforman adalah 10
mg/l pada tahap awal. Pada tunas yang resisten, maka
konsentrasi tersebut akan ditingkatkan menjadi 30 mg/l.
Konsentrasi 10 mg/l juga dilakukan pada tanaman sorgum
5 Sedangkan pada tanaman tebu varietas HSF-240
konsentrasi  hygromisin 50 mg/l digunakan untuk
menyeleksi tunas tebu. Pemilihan konsentrasi ini dilakukan
untuk menghindari terjadinya escape resisten terhadap
hygromisin.

Tabel 2. Hasil uji sensitivitas tunas tebu PS 864 dan BL
terhadap antibiotik hygromisin (n=25)

Iﬁsgrsgrr:irsai? V_?re'gbas Persentase r(n /;;ggegkjils? mati pada Pers?sf]ztz (%) J:Jumnlaash
(mg/l) 1 2 3 4 bermultiplikasi
0 PS 868 0 0 0 0 100 225
BL 0 0 0 0 100 312
10 PS 864 4 92 100 100 20 12
BL 0 40 72 80 20 26
20 PS 864 8 96 100 100 0 0
BL 12 100 100 100 0 0
30 PS 864 32 100 100 100 0 0
BL 28 100 100 100 0 0
40 PS 864 48 100 100 100 0 0
BL 40 100 100 100 0 0
50 PS864 100 100 100 100 0 0
BL 52 100 100 100 0 0

4. KESIMPULAN

Uji sensitifitas media seleksi antibotik hygromisin
pada eksplan kalus varietas BL lebih sensitif terhadap
hygromisin. Optimasi media seleksi hygromisin pada
konsentrasi 30 mg/l digunakan sebagai konsentrasi minimal
yang dapat menghambat pertumbuhan dan merupakan
konsentrasi lethal pada tanaman tebu.
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