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Ketentuan-ketentuan untuk Penulisan dalam Jurnal Berita Biologi

1. Makaldh berum karanga ilmiah asli beru@ hasi penelitian (origind paper) komunikas pendé

atau tinjauan ularg (review) dan belumn pernd diterbitkan atau tidek sedag dikirim ke meda lain.

Bahasalndonesa baku Penulisa dalan bahaa Inggris atai lainnya dipertimbangkan

3. Makalah yarg diajukan tidak boleh yarg teleh dipublikag di jurnd manapn ataupa tidak sedag
diajukan ke jurnd lain. Makaldh yarg sedag dalan prose penilaian dan penyuntingan tidak
diperkenanka untwk ditarik kembalj sebelm ada keputusa resm dai Dewan Redaksi

4. Masald yarg diliput berisikan temua pentirg yarg mengandug aspé& 'kebaruah dalan bidarg
biolog denga pembahasayarg mendalan terhadp asp& yaryg diteliti, dalan bidang-bidang
* Biolog dasa (pure biology), melipui turunan-turunanrgy (mikrobiologi fisiologi, ekologi

genetika morfologi sistematik taksonormdan sebagainya)
» llmu serumpu denga biologi: pertaniankehutananpeternakanperikana air tawa dan biolog
kelautan agrobiologj limnologi, agrobioklimatologi kesehatarkimia, lingkungan agroforestri

» Aspek/pendekatan biologjiaris tamp jelas

5. Deskrips masalahhars jelas adany tantanga ilmiah (scientific challenge).

6. Metock pendekata masalah standar sesuabidarg masing-masing

7. Hasit hasi temua hars jelas dan terarah

8. Tipe makald
MakalahLengkap Hasil Penelitian (original paper).
Makaleh lengka beru hasi penelitian sendir (origind paper) Makaldn ini tidek lebin dai 15
halama termasl4 gamba dan tabel Pencantuma\zmpiranlappendiseperlunyaRedaakisberhd
mengurangatal meniadaka lampiran
Komunikaspendek (short communication)
Komunika$ pendé& merupaka makald pendé& hasl rise yarg oleh penelitinya ingin cepa
dipublikas karera hasi temua yarg menarik spesifk dan bary aga lebin cepa diketahii umum
Berisiken pembahasayarg mendalan terhada topik yarg dibahas Artikel yary ditulis tidak lebin
dai 10 halamanDalam Komunikas Pend& Hasl dan Pembahaseboleh disatukan
Tinjauankembali (Review)

Tinjauan kembai yaknri rangkuma tinjauan ilmiah yarg sistematis-krig secaa ringkas namun
mendalan terhada topik rise tertentu Segah sesuai yarg relevan terhada topik tinjauan sehingg
memberika gambara "'state of the art' melipui kemajua dan temua awd hingga terkin dan
kesenjangadalan penelitian perdebata antarpenelitdan arén ke maratopk rise akan diarahkan
Perlihatka kecerdasanmdalan membula peluaig rise lanjut oleh diri sendir atau orarg lain
melalu review ini.

9.  Formd makald
a Makalah diketik menggunakahurd Times New Roman 12 point, spas ganch (kecual abstrk
dan abstrat 1 spasj padh kertas A4 berukura 70 gram
b. Noma halama diletakkan pach sis kanan bawdn
¢. Gamba dan foto maksimum berjumldn 4 bud dan harts bermuti tinggi. Gamba manu pach
kertas kalkir denga tinta cing berukura kartu pos Fob berwarm akan dipertimbangkanapabia
dibua denga compute harts disebutka nanma programnya
d. Makala diketik denga menggunakaprogran Word Processor
10 Uruten penulisa dan uraian bagian-bagia makaldn
a Judu

Judu hars ringkeas dan padat maksimun 15 katg dalan dwibahaa (Indonesa dan Inggris)

Apabila ada subjudui tidek lebin dai 50 kata
b. Nara lengka penuls dan alama koresponde

Nama dan alama penulis(-penulislengka denga alamat noma telpon fax dan email Padh

nama penulis(-penulis)dibeli noma superskip padasid kanan yarg berhubungadenga

alamatnyanamna penuls koresponderngcorresponderauthor), dibei tanch envelg (EI)
superskrip Lengkap pula denga alama elektronik
C. Abstr&k dan Kata kund

N



KetentuanPenulisan

1

Abstrk dan katakund ditulis dalan dwibahaa (Indonesa dan Inggris) maksimun 200 katg
spas tungga) tana referensi

. Pendahulua

Berid lata belakang masalahhipotess dan tujuan penelitian Ditulis tanp subheading

. Bahan dan car kerja

Apabila metodh yarg digunaka sud#é baku dan merupaka ulanga dai metoc yarg sudd ada
malka hanya ditulis sitiran pustakanya Apabila dilakukan modifikag terhada metodh yarg sudéd
ada mala dijelaska bagian mara yarg dimodifikasi

Apabilaterdapauraian lokas maks diberikan 2 macan peta pet besa negaa sebagainze dan
petadeti lokasi

Hasl

. Bagian ini menyajika hasi utama dair penelitian Hasil dipisahka dai Pembahasan
. Pembahasa

Pembahasedibud terpisdn dar hasi tan@m pengulanga penyajia hasi penelitian Dalam
Pembahasehindar pengulanga subjuddi dai Hasil, kecual dipandag peru sekali

. Kesimpula

Kesimpulan harts menjawé pertanyaa dan hipotess yarg diajukan di bagian pendahuluan

Ucapa Terima Kash

Ditulis singkd dan padat

Dafta pustalka

Caia penulisa sumbe pustaka tuliskan narmajurnal, buky prosidirg atalr sumbe lainnya secaa

lengkap jangan disingkat Nama inisid pengarag tidek peru dibei tandatitik pemisah

i. Jurnd
Premachandra GS, H Sanekq K Fujita and S Ogata 1992 Led Wate Relations Osmott
Adjustment Cel Membrare Stability, Epicuticula Wax Load ard Growh as Affected by
Increasiig Wate Deficitsin SorghumJournalof Experimental Botang3, 1559-1576

ii. Buku
Kramer PJ. 1983 Plant Water Relationshi6. Academi¢c New York.

iii. Prosidirg atau hasi Simposium/Seminar/Lokakarylan sebagaing
Hamzah MS dan SA Yusuf. 1995 Pengamata Beberap Aspek Biologi Sotory Buluh
(Sepioteuthidessoniana)di Sekita Peraira Panta Wokam Bagian Barat Kepulaua Am,
Maluku Tenggara Prosiding SeminaMNasionalBiologi XI, Ujung Pandag 20-21 Jui 1993
M Hasan A Mattimu, JG Nelwan dan M Litaay (Penyunting) 769-777 Perhimpuna Biologi
Indonesia

iv. Makald sebagabagian dai buku
Leegoa RC and DA Walker. 1993 Chloroplas ard Protoplast In: Photosynthesis and
Productionin a ChangingEnvironment.DO Hall, IMO Scurlock HR Bohlar Nordenkampf
RC Leegod ard SP Long (Eds) 268-282 Champma ard Hall. London

11 Lain-lain menyangkupenulisa

a Gambar
Leba gamba maksim&85 cm Judd gamba menggunakahuru Times New Roman ukuran
8 point

b. Grafik
Untuk setig perhitunga rata-rataselal diberikan standadeviasi Penulg yarg
menggunakia progran Excel harts memberika dat mentahnya

c. Fob
Untuk setig foto, harg diberikan skah bila perly dan berikan an& pand untlik menunjukka
suati objek

d. Tabe
Judu tabe hars ringkas dan padat Judd dan isi tabé diketik menggunakahurd Times New
Roman ukuran 8 point Seluridn penjelasa mengeniatabe dan isinya hars diberikan setelé
judul tabel

e. Gunaka simbot
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f. Sema nanabiolog pad makik hidup yarg dipakaj padh Judu] Abstr& dan pemuncula
pertana dalan Badan teks harts menggunakanana yarg valid diserté author/descriptor
(Bururg Maleo - MacrocephalormaleoS. Miiller, 1846 Cendaa- SantalumalbumL.), atau
yarg tidek memiliki narma autha Escherichiacoli. Selanjutng nama-narabiolog disingka
(M. maleo,S album,E. coli).

g. Proofreadig
Proofreadig akan dikirim lewa e-mail/fax atas bag yarg berdina di Boga dan Komplek

Cibinorg Sciene Cente (CSC-LIP) dan sekitarnyaakan dikirim langsungdan hars
dikembalikan kepac dewan redaks paling lamba dalan 3 haii kerja
h. Reprint cetk lepas
Penuls akan menerina satl copy jurnd dan 3 reprint/cetlt lepas makalahnya
Selurin makald yarg mask ke mep redaks Berita Biologi akan dinilai oleh dewan edita untuk
kemudian dikirim kepach reviewer/mite bestair yarg tertea padh dafta reviewe BB.
Redaks berh& menjajag pih lain sebagareviewe undangan
Kirimkan 2 (dug eksemplamakald ke Redaks (lihat alama padh cove depan-dalam)Sati
eksemplatanm narra dan alama penuls (-penulis)nyaSertaka juga softcopy file dalan CD untik
kebutuha Referee/Mita bestari Kirimkan juga filenya melalu alama elektronk (e-mai) resm
Berita Biologi: berita.biologi@mail.lipi.god dan di-Cc-kan kepadaksama_p2biologi@yahoo.com
herbogor@indo.netli
Sertaka alama Penuls (termask elektronik yarg jelas juga meliput noma telepan (termasid HP)

yarg denga muddn dan cepa dihubungi
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REKAYASA EKSPRE$ GEN PEMBUNGAAN Hd3a DIBAWAH KENDALI
PROMOTER ROL C PADA JARAK PAGAR (Jatropha curcas.)*
[Engineerimg of Expressiao of Hd3a Flowerirg Gere driven by rol C

Promote on Physc nut {Jatropha curcag..)]

Yohana C Sulistyaningsit?® \ Alex Hartana? Utut Widyastuti®
Hamim?dan Suharsong'®*
’Departema Biologi, Fakulta Matematila dan llmu PengetahuaAlam-Institut Pertania Bogor,
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Jin Kamper Kampts IPB Darma@ Boga 1668
* e-mait sony.suharsono@yahoomo

ABSTRACT

Flowerirng in jatropte (JatrophacurcasL.) was considerd as ore of maja factois tha contribue to its productivity Smal numbe of
femak flowers producel in ead inflorescene was believel as the main caug of low se@ production Introductian of Hd3a flowering gere
driven by rol C promote was supposé to improve totd numbe of flowers including femak flower. The objective of this researh was to
optimize cel proliferaticn ard regeneratio medium in Jatropla transformatia metha mediatel by Agrobacterium,to obtan transgerd
Jatropla containirg Hd3a flowering gere as wel as to understad the effed of this transgee on jatropte flowering character Callus
induction medium containirg 05 mg/l IBA adde with 3 g/l PVP producel the highes frequeng of shoa formation We obtain& 26.6®%6
to 33.32% putatie transgert plantles tha were able to grow in 40mgl hygromychn selectim medium PCR analyss revealel tha seve
out of 10 putative transgert plantles were positively transgenic Extremey early flowering characte tha was confirmed by histologica
analyss was alo shown by somre transgerg plantlets

Key words Engineeriig of expressio Genett transformationHd3a,rol C promoter Jatropha curcad..

ABSTRAK

Pembungaa pachjarsk paga (JatrophacurcasLl.) merupaka sald sat faktar yarg turut berpera dalan produktivites tanama ini.
Jumld bunga betira yarg rendd dalan setip karangarbung dipercay sebagapenyebb utama rendahng produktivites biji. Introduks
gen pembungaa Hd3a di bawa& kendal promote rol C diduga dapa meningkatka totd jumlah bung yarg dihasilkan sehingg
meningkatka pula totd jumlah bung betina Penelitian ini bertujuan untlk mendapatka meda proliferas sé sert regenerasdalan
transformak genetk jarak paga denga bantua Agrobacterium,memperolb jarak paga transgerk yarg mengandug gen pembungaa
Hd3a di bawa kendal promote rol C sera mengetahupengart gen Hd3adalan pembungaajarak pagar Regenerasdenga frekuens
tertingg diperolé dai meda induks kalus mengandug 05 mg/l IBA ditambd denga 3 g/l PVP. Kam memperola 26,6®6 hingea
33,33 planld transgerk putatf yarg mammpu tumbth pach medium seleks mengandug 40 mg/l higromisin Hasl PCR menunjukka
bahwatujuh dai 10 planld putatf transgerk merupaka planld tansgenik Sifa pembungaadini yarg dikonfirmas denga pengamata
histolog diamat pada beberap planld transgenik

Kata kunci: Rekayaa ekspres Transformaisgenetik gen Hd3a promote rol C,jarek pagar JatrophacurcasL.

PENDAHULUAN ma ini jarak paga belun bany& mendapht per

Jark paga (Jatropra curcasL.) merupaka
tanama yarg sanga cock untikk dikembangka
sebaga penghadi bahan baka nabati Selah kan
dungan minyak pada biji yarg cukup tinggi, tanama
ini mamp beradaptds pada lingkungan denga
iklim yarg relatf kering denga tingka kesubura
rendd sehingg@ memungkinka pengembanganay
pacda lahan-laha margina (Openshaw2000) Tana
man ini tersebaluas di berbagadaer& di Indonesia
namun karera perananng yarg kurarg pentirg sela

'Diterima: 6 Oktober2011- Disetujui: 10 Nopembe2011

hatian Dewas ini berbaga penelitim mula dil-
akukan namun upaya pemuliaa tanama ini mash
sanga terbatas Kultivar-kultivar jarak paga yarg
ada sekarag bau merupaka hasi seleks daii plas
ma nutfeh yarg tersedi sehing@ produktivites tana
man mash tergolorg rendah

Karakte pembungaa pach jarak paga
merupaka sald satl faktar pembata produktivites
tanama ini (Hartati 2006) Menuru Camella e al.
(2011) keberhasila pembentuka budh pach
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tanama ini cuky tinggi, seb®d sekita 9% dai
bunga betimm mamm berkembag menjad buah
Namw jumlah bunga betilm yarg sediki
mengakibatka totd produk$ buda rendah Pad
jarak pagar bunag tersusa dalan karanga berua
an& payurg menggarpu Bunga jantan dan bung
betina terdapa padh karanga bung yarg sama
umumnya bung betira berac pach bagian tengd
dikelilingi sejumld bung jantan Jumld bung
dalan tiap karanga dapa mencapa 100 sampa
200, bung jantan lebih bany& daripad bung
betira denga rasb 221 hingep 29:1 (Ray da
Ezradanem 2002 Chang-weet al., 2007 Camella
etal, 2011)

Pembungaa merupaka rangkaia prose
yang diawal denga perubaha puclk vegetati
menjad puck reproduktif Induks untk terjadinya
perubaha tersebti pach sebagia besa tanama
dipengaruh oleh faktar lingkungan melipui panjamy
hai (fotoperiod) sutu sert ketersediaa air.
Tumbuha yarg tidak memerluka panjaig haii atau
kondid sulu terteni sebagh penginduks
pembungaa disebd tanama yarg berbung secaa
otonom Tanama demikiam umumny sensiti
terhadp penyinaran(Bernie etal, 1993)

Pengetahua tentarg induks pembungaa
melalui lintasan panjay hai telh mengalam
kemajuam pesa sejk ditemukan gen-g@ yarg
berpera pentirg dalan pengatura prosestersebut
thaliana teleh

mendapatka gen Flowering locus T (FT) yarg

Penelitim  pada  Arabidopsis
memaac pembungaa padh tanama hai panjang
Selan itu dikend pula gen CONSTANSCO) yarg
mengatu ekspres FT melali regulas transkrips
(Suarez-Lope et al. 2001) Padc pad dikend gen
Hd3a yarg berpera memaa pembungaa pad
tanama hai pendek Percobaa rekayaa ekspres
berlebh (overexpression)gen Hd3a maupun FT
menyebabka pembungaa dini pach pad sera
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Arabidopsis. Kemiripan sekua sert fungs ke dua
gen tersebutmenegaska bahwa Hd3a merupaka
ortolog daii FT (Kojima et al., 2002) Daii popla
yang merupaka tanama tahunan gen FT2yargamg
memadad pembungaadenga memperpendematim
juwara teleh berhadi diisolasi Gen FT2 memiliki
kesamaa seku@ asan amiro 81% denga Hd3adan
78% denga FT. Rekayaa ekspresberlebh denga
menggunaka promoter konstituti 355 Caw
menghasilka tanama yarg berbung pac umu 7
bulan Secaa alan tanama popla berbung setel&
berumu 10 tahwn (Hsu & al., 2006) Introduks gen
pembungaa pada jarak paga diharapka dapa
menghasilka tanama yarg berbung lebih awa
denga frekuens pembungaa lebih tinggi, sehingg
totd bung yarg dihasilkan lebih banyak sebaga
akibatnya totd bung betira yarg dihasilkan juga
lebih banyak

Introduks gen ke dalan genon tanama
merupaka suati upaya perbaika sifa yarg terard
karera langsuiy mengenakarakte yarg diinginkan
Introduks gen melalui transformais denga bantua
Agrobacterium merupaka metoc yarg banyk
digunaka karera dianggp paling efektf serh
memiliki efisieng transformaisyarg tingg (Newell,
2000) Keberhasila transformaisgenetk jarak paga
denga bantua Agrobacterium pertana kali
dilaporkan oleh Li et al. (2007) yarg menggunaka
kotiledon sebaga eksplan Sifa kultur jara&k paga
yarg sangé sensiti terhada beberap agen seleks
sepeiit kanamisn dan higromish  merupaka
kendah dalan penggunaa teknk ini. Upaya untk
mengatais masala ini terus dilakukan antam lain
oleh He et al. (2009 dan Mazumda et al. (2010
yarng menggunaka kanamish sebagh agen seleks
serh oleh Trived e al. (2009 yarg menggunaka
agen seleks higromisin namwn dalan beberap
tanama

penelitian  tersebti belun dihasilka

transgenik Dewas ini tanama jar&k paga



transgerk berhadi diperoléh daii eksplan daun muca
(Zong et al, 2010 sert kotiledan (Pan et al, 2010
denga penundaa pemberia age seleks kanamisi
pachtaha induks kalus

Penelitian ini bertujua untkk memperola
kondis proliferas sd den regenerdsyarny sesua
untwk
Agrobacterium, memperola tanama transgerk

transformais jarek paga denga bantua

jara&k paga yarg mengandug gen pembungaa
Hd3a denga promoter rol C sera mengetahu
terhada

pengaruh gen pembungaa Hd3a

pembungaajarek pagar

BAHAN DAN METODE

Bahan penelitim berum biji jarak paga
kultivar IP-2P yarg berash dai Kebun Percobaa
Pakuwon Sukabumi Plasmd p2KlI mengandug
gen Hd3a denga promote rol C yarg terdapa
dalan bakter Escherichiacoli diperoldr dai Nara
Institute of Sciene amd Technolog (NAIST),
Jepang Bakter Agrobacteriumtumefaciensstran
LBA 4404 disediaka oleh Nationd Taiwan
University, Taiwan

Media dasa berum meda MS (Murashig¢ &
Skoog 1962 yarmg mengandug 100 mgA
mioinositol 10 mg/l tiamine-HC| dan 3% sukrose
dengm pH 58 sera dipadatka denga 3 g/
phytagel. Untk memperold kalus yarg mamp
membently tunas denga frekuens yarg tinggi,
dalam penelitian ini dilakukan pengujiam kombinas
meda induks kalus
Rancanga Aca&k Lengka denga lima perlakua
medayaitu indole butyricacid(IBA) 0,06 mgi (Pl
-1), 0,5 mgfL (P2-1) dan 05 mg/ (P3-1) masing
masirg denga penambaha polyvinyl pyrrolidone
(PVP) 1 g/1, seraIBA 05 mg/l denga PVP 3 g/l (P3
-3) dan PVP 5 g/l (P3-5) Percobaa menggunaka

30 ekspla denga tiga ulangan

Percobaa menggunaka

Frekuens pembentuka kalus diamat pach

Berita Btologi 10(6) - Desember 2011

minggu ke-3 dan pembentuka tunas diamat pada
minggu ke-6 hasl pengamata dinyataka dalan
persen Dat yarg diperoldn dikonvers denga
transformak aka (Vx) sebelm dilakukan analisis
Kuantites kalus diukur berdasarka luasa area
kotiledon tertutyp kalus Kriteria kuantitas kalus
melipui kategor kalus sedikt bila area kotiledmn
tertutyp kalus kurarg dati 35% sedag bila area
tertutyp 35-70% serh bany& bila area kotiledm
tertutp kalus lebih dai 70%

Analisis datn menggunaka progran SPSS
17.0 for Windows,keragama diuji denga analysis
of variance (ANOVA) dilanjutkan denga uji beda
nyat terkecl (BNT) pada a 5%.
Transformasi Agrobacterium tumefasciens dengan
gen Hd3a

Gen yarg akan diintroduksikan ke dalam
tanama jarak paga adaldn gen pembungaa Hd3a.
Gen Hd3a yarg dikendalikan oleh promoterrol C
dilengkap denga gen penand GFP sera gen
resistens terhad@ higromisih (hpt) yarg terdapa
pach pita T-DNA dan telah disisipkan paca vekta
ekspres p2KI. Posis gen Hd3a pada T-DNA
disajiken pach Gamba 1. Vektar p2KI yarg
digunaka juga mengandug gen resiste@ kanamisi
(npt) yarg digunaka sebagaagen seleksi Vektor
ini diklon pada bakter E. coli. Plasmd p2KI lalu
diisolas dai bakter E. coli denga menggunaka
Plasmd Mini Prep Kit (Gere Mark). Plasmd
selanjutny  diintroduksikan pach bakter A
tumefaciensstran LBA 4404 denga elektroporas
menggunaka  Micropulse  (Bio-Rad) dan
ditumbuhka pach medium LB (Lurria Bertan)
padd yarg mengandug 25 ppm rifampisin dan 50
ppm kanamisin
Transformasi genetk pada tanaman jarak paga

Transformais menggunaka kotiledan sebaga
eksplan dilakukan mengikut metoat Li et al. (2007
denga beberap modifikasi Transformass jarek
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Hind Kpn
LB L

Xba

Sre
RB

rol C Hd3a

GFP NosT hpt

.’

,—

Gambar 1. Gen Hd3apadh T-DNA, LB: left border, RB: right border, rol C: promoterdaii A. rhizogenes.
Hd3a: gen Hd3a dai padi GFP: gen penand Green FluorescentProtein, NosT. terminato Nos hpt: gen
resistensterhad@ higromisin Anak pand menunjukka arah prime dalan PCR

paga melipui
infeksi,

beberap tahap yaitu penyiapa

kotiledon ko-kultivasi induks kalus
induks tunas (regenerasj) dan pemanjangatunas
Untuk penyediaa eksplan biji jars&k paga sterl
ditanan pach meda 1/2 MS dan dipelihaa sampa
umu 12 hari Kotiledon dipisahka dai kecambh
dan dipotorg denga ukuran | x | cm, selanjutng
digunaka

tertransformais dikulturkan pach medium LB car

sebaga eksplan A

yang mengandug 50 mg/L kanamisih dan 25 mg/l
rifampisin diinkuba$ pach suhu ruarg selana 24
jam denga penggoyanga 100 rpm. Sd bakter
dipisahka dai mediun car denga disentrifus
pach kecepata 500
selanjutny peld dilarutkan pach mediun MS car

rom selana 15 menit

yang mengandug 20 mg/l asetosiringn hingg
diperoleh konsentras 05 pach OD 600 Pross
infekds  dilakukan denga merenden potonga
kotiledon padh suspens bakter Agrobacterium
selama 10 menit denga penggoyanga 50 rpm.
Potonga kotiledan selanjutng dikeringkan denga
kertas tisu sterl dan ditanan pach mediun MS pada
mengandug 20 mg/l asetosiringd tanp antibiotik
Kultur dipelihaa di ruarg gelg selana 3 hari
Tahag ini merupaka kokultivas yarg bertujua
member kesempata Agrobacterium tumbth dan
Setela

kotiledan dicud denga air sterl dan

menginfeks lebih bany& sdé kotiledon
kokultivas
direndan dalan larutan 500 mg/ cefotaxm untk
mematika bakter Agrobacterium. Untuk induks
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tumefaciem

kalus kotiledm tad ditanan pach mediun MS yarg
mengandug 0,6 mgl BAP denga varia$
konsentrais IBA (0,05-05 mg/) dan PVP (15 ¢g/)
serfh 500 mg/l cefotaxm dan 15 mg/A higromish
selanjutny diinkubas pach kondis gelgp selana 3
minggu Taha regenerds dilakukax denga
memindahka kotiledan berkalis pach medium MS
yarng mengandug 0,66 mg/ IBA, 3 mg/L BAP dan 1
o/l PVP sera 250 mgll cefotaxm dan 15 mg/l
higromisin Seteld 2 minggu kalus disub-kultu
pach meda regenerasyarg sana tang higromisin
Planlg hasl regeneras ditumbuhka pada medium
MS yarg mengandug higromisn 40 mg/],
pertumbuha diamat selana 2 minggu Tanama
yang tumbth baik merupaka transgerk putatif.

Isolas DNA genanm jarak paga

Isolas DNA genon menggunaka metock
CTAB denga sedikt modifikasi Sekita 100 mg
dawn jarek paga digerts denga bantua pasr
kuarsa DNA diekstraks denga 600 pl larutan
CTAB yamg mengandug 2% PVP ditambd 02
% merkaptoetaro sebaga ani oksidan lalu
diinkuba$ padh suhu 65C selana 30 menit
Pemurnia dai kandunga lem& dan proten
dilakukan denga ekstraks menggunaka kloroform:
isoaml alkohd 24:1, dilanjutkan ektrak$ denga
alkohd 25:24:1
PengendapaDNA dilakukan denga menambahka
etand absolt dan NaO-asetpH 5,2 masing-masig

2 kali dan 01 kali volume supernatan kemudian

fenol-kloroform-i® ami



diinkuba$ pada suhu -20°C selana 1 malam Larutan
disentrifus pach 10.0® rpm selana 15 ment
sehingg diperoldh DNA padata (pelet) yarg
kemudian dicud denga 500 [il etand 70 % dan
disentrifu$ pada kecepata 100® rpm selama 5
menit Pelé DNA selanjutng dikering anginka dan
dilarutkean dalan 30 pl ddH2Q Kandunga RNA
dihilangkan denga pemberia RNAse 02 Kali
diinkubasika pad suhu 37C

Aktivitas RNAse dihentikan
denga pemanagsapad sutu 70°C selana 10 menit

volume larutan
selama 10 menit

Analisis tanaman transgenk

Penyisipa transga Hd3a pada genan
tanama tertransformads dideteks denga PCR
Prime yarg digunaka untlkk amplifikas gen Hd3a
adaldn Hd-F 5'CCTTCAGGGTTTTTTG@ 3 dan
Hd-R.  5'CTAGGGGTAGACCCTCCTG 3
Kondid PCR yarg digunaka adald pra-PQR 95 °C
5 menit denaturas95 °C 1 menit penempela
primer 55 °C 1 menit dilanjutkan denga ekstens
padca 72 °C 1 meni dan pasca-P& 72 °C 5 menit
Siklus PCR dilakukan sebanyk 40 kali. Hasl dai
PCR dimigrasikam pach gd agarose 1% denga
teganga 100 Volt selana 28 menit Gd diwarna
denga ethidium bromide, selanjutng diperiksa di
bawd sina UV.
Analisis fenotip tanaman transgenk putatif pada
kultur in vitro

Tanama transgerk putatf padh kultur in
vitro diamati secaa morfolog maupun histologi
Pengamata struktu histolog dilakukan pada
meristen pucuk meristen pada struktu yarg
menyerupia karanga bung serta organ-orga yarg
mirip bunga Untuk pembuata sediaa mikroskopis
organ difiksas dalam larutan FAA (formalin alkohd
asan asetat) prose dehidras dan penjerniha
alkohol selanjutng
ditanan {embedding) dalan parafn mengikui
metock Johanse (1940) Organ yary teleh disaya

menggunaka tersig butil
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denga ketebala 8-10 um diwarna denga safrann
2% dan aniline blue1%

HASIL
Pembentukan kalus

Eksplan berum potonga kotiledon yarg
ditanan pada meda induks kalus mula-mub
mengalam penebala sera tumbth melebay
selanjutng pach hai ke-7 sampa ke-10 mula
terbentlk kalus padh tepian beka potonga sert
pach permukaa bawd yarg meleka padch medium
Kalus yarg dikulturken pach ruarg gelg ini
warnany bervarias daii putih, kuning pucd hingga
kuning kehijauan Umumnya kalus yarg terbentk
berum kalus kompak Pengamata terhada
pembentuka kalus menunjukka bahvwa
penambaha IBA hingga 05 mgl meningkatka
keberhasila pembentuka kalus Media denga
kandunga IBA 0,6 mgA (PI-1) menunjukka
frekuens kalus terendah sedangka meda denga
kandunga IBA 05 mg/l menunjukka frekuens
pembentuka kalus yarg tertingg (P3-1, P33 dan
P3-5) Berbed denga peningkata kada IBA,
penambaha kandunga PVP tidak berpengaru
terhada frekuens pembentuka kalus Padh meda
denga kandunga IBA 05 mg/L kada PVP 1, 3
maupun 5 g/l tidek memberika hasl yarg berbec

(Gamba 2)

Selan variag dalan hd keberhasila pem
bentuka kalus terliha pula keragama kuantitas
kalus yarg terbentlk di antaa kelima jenis meda
yarg diuji. Padh kandunga IBA rend# (PI-1), se
bagian besa eksplaa membentls kalus dalan jumlah
sedikit hanya beberap eksplan membentld kalus
dalan jumlah sedang Peningkata kada IBA
menunjukka peningkata kuantits kalus yarg ter
bentuk Namun berbead denga frekuens pemben
tuken kalus kuantits kalus yarg terbentlk pach
eksplan dipengaruh pula oleh penambaha PVP.
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Gambar 2. Frekuenspembentuka kalus pach meda denga varias kandunga IBA dan PVP pada umu kul-
tur 3minggu Medium induks kalus mengandug 0,6 mg/l IBA dan 1 g/ PVP(P1-1) 0,5 mg/l IBA dan 1 g/l
PVP (P2-1) 05 mg/l IBA dan 1 g/l PVP (P3-1) 05 mg/l IBA dan 3 g/L PVP(P3-3) 05 mg/L IBA dan 5 g/

PVP (P3-5

Pach Gamba 3 dapa dilihat bahwa penambaha
PVP 5 g (P3-3 maupum 3 g (P3-3 berhadi
meningkatka propors jumlah kalus terhada ek
splan  dibandingka perlakua denga kada IBA
yang sananamwun kandunga PVP lebih rendd (P3
1).
Pembentukan Tunas

Seteld inkubas selama 3 minggy kalus
dipindahka ke meda regeneras beru@ meda da
sa MS denga penambaha 0,06 mg/il IBA, 3 mgil
BAP sera 1 g/l PVP yarg mengandug 250 mg/
cefotaxm dan 15 mg/L higromisin Mula-mulk kalus
berub& warra menjad kebijauan setel& inkubas
selama 2 minggu pach meda regenerads muld ter
bentwk tonjolan-tonjola calan tunas Tunas lengka
mula terbentk paca umu 35 minggu Frekuens
pembentuka tuna sera jumlah tunas yarg ter
bentlk pach setip ekspla berkalls diamat padca
minggu ke 6. Frekuens regenerds tertingd di-
peroléh daii kalus yarg berash dai meda induks
kalus denga kandunga IBA 05 mg/l dan PVP 3 g/1
(P3-3) Jumld tunas yarg terbentk bervarias di
antam perlakuan namun perbedaajenis meda tidak
memberika hasl yarg berbe@d nyat (Tabé 1).
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Planle yarg diperoldr selanjutng di-
tumbuhka pada meda seleks beru@a meda dasa
MS tanm za pengatu tumbth yarg mengandug
40 mg/A higromisin Planl¢ yang mampu bertaha
paca meda seleks ini merupaka tanama trans
genk putatif Planlé¢ transgerk putatf yarg di-
peroldr dai sema perlakua berkisa antam
26,66 hingca 33,336 daii planle yarg dihasilkan
(Tabd 1)

Pengamata terhada@ planlg yarg diperolé
memperlihatka adany dua macan fenotig yaitu
planleg denga ciri pertumbuha vegetati dan planle
yarg menunjukka karakte pertumbuha reproduk
tif. Planlé denga ciri pertumbuha vegetafi ter
susun oleh batay yarg mendukug daun-daun se
dangka planle denga ciri pertumbuha reproduk
tif, mendukug struktu menyerupakaranga bung
(Gamba 4). Planl¢ denga ciri pertumbuha repro
duktif demikian tidak pernd dihasilkan dai kultur
tanama non transgenik
Analisis tanaman transgenk

DNA genan yarg diisolas dai tanama
transgerk putatf selanjutnya digunaka dalan PCR
untlk mengetahu keberadaa transge Hd3a pacd
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Cambar 3. Sebara kuantits kalus yang terbentk padh meda induks denga varias kandunga IBA dean
PVP. Medium induks kalus mengandug 0,06 mg/1 IBA dan 1 g1 PVP(PICI) 0,25 mgl IBA dan 1 g1 PWP (P2
01) 05 mglIBA dan 1 g1 PW (P301)05 mg1lIBA dan 3 g1 PVP(P303)05 mglIBA dan 5 g1 (P30%

((P30%

Tabel 1. Pembentuka kalus dan tunas sertn frekuens tunas transgerk putati paca meda perlakuan Media
induks kalus mengandug 0,06 mg/l IBA dan 1 g1 PVP(PICOI) 0,5 mgl IBA dan 1 g1 PW (P2001) 05 mg1l
IBA dan 1 mgl PW (P301)05 mgl IBA dan 3 mg/l PVP(P303)0,5 mgl IBA dan 5 mg/l mgl PP (P35

Jens Media
PIl1 P21 P30 P33 P33
Pembentuka Kalus (%) 46,67 62,22& 80b 83,33 84,71
Frekuens Regeneras(%) 54,65 67,06&@ 69,83® 76,56 67,56&@
Jumlah Tunas per eksplan 1ha 2,17 2,258 2,47 2,1a
Frekuens Transgerk putatf (%) 26,67 26,67/ 30,0( 33,3a 33,3a

* Angka yang diikuti denga huru berbe@ menimjukkan beda nyat pada uj BNT denga o 5%

tanama hasi transformasi Hasl PCR menunjukka
amplifikas gen Hdia yang berukura 564 bp pach
tanama transgerd putati yang dianalisis Gen
Hdia teramplifikas pada tanama denga ciri
pertumbuha vegetati maupuw pertumbuha
reproduktf (Gamba 5). Pemeriksaa terhadp 10
planlg transgerk putati yang diambl secaa ac&
menghasilka 7 planle mengandug gen Hdia.
Analisis Histologi

Untuk mengetahu tingka perkembanga
planlg transgenik dilakukan pengamata histolog
terhad@ meristen puclk pada planleg denga ciri
vegetati maupun reproduktif Dar hasl pengamata
mikroskopis pada  puclk planle  denga
pertumbuha vegetati terliha meristen apikd yang
dicirikan denga meristen berbentk kubéeh pendé

denga zora aktif paca daerd sentrd (Gamba 6a).
Puclk tanama denga ciri pertumbuha reprodukti
menunjukka adany meristen pembungaa denga
zoma aktif pada daerd perifer  Meristam
pembungaa yang diamat berad padch fae
diferensias (Gamba 6b).

Pengamata struktu jaringan pada individu
bunga memperlihatke adang bun@ jantan dan
buna betina pada tahg awd perkembanganPad
bung betilm terliha ovarium yang sedang
berkembang sedangka pada bun@ jantan dapa
dilihat stame pach tahg diferensias (Gamba 7)

PEMBAHASAN

Padh penelitin ini  kotiledon dipilih sebaga
sumbe eksplan karera pach tanama jara&k paga
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Gambar 4. Morfologi tanama transgerk putatf berusa 5 minggu denga pertumbuha vegetafi () dan ciri
pertumbuha reprodukitf (b). Bar berukura 1 cm Anak pand menunjukka struktu menyerupabunga

Gambar 5. Hasl amplifikas gen Hd3a melali PCR dai planlg jarsk paga transgenik Lajur 1 adald
tanama jarak paga non transgenik lajur 2 plasmd mengandug gen Hd3a, lajur 3 dan 4 merupaka planle
transgerk denga pertumbuha vegetatif lajur 5 dan 6 adalé planld transgerk denga ciri pertumbuha
reproduktif

Gambar 6. Struktu jaringan padh puclk planle transgenik meristen apikd pach puck vegetafi (a), pd
primordia daun an& pand menunjukka meristen apikal dan meristen pembungaa padh pucik reprodukti
(b). Zona aktif ditunjukkan denga daer# yarg dilingkari. Bar berukura 10 pm

Gambar 7. Struktu jaringan pada bung betira (a), an& panda menunjukka ovd yarg sedag berkembang
dan struktu jaringan pada buna jantan (b), s sepal p, petal o, ovarium n, kelenja nektar st stamen ank
pand menunjukka stama yarg sedag berkembangBa padh a dan b masing-masig berukura 200 pm dan
10 pm
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organ ini mampu menghasilka kalus yarg mudd
diinduks untikk pembentuka tunas (Ajay e al.,
2008) Selan itu, kotiledan lebih responditerhada
infekd Agrobacteriumdibandingka denga bagia
embro lain seperit petiol, hipokoti dan epikotil,
sera. mudd disediaka dalan waku singka
(Trivedi et al., 2009)

IBA merupaka sald sat jenis auksn yarg
bany& digunaka dalan kultur in-vitro jar&k pagar
pernd dicoa untk
menumbuhka kalus dai berbaga bagian tanama
jarak Sujata  dan  Mukta (1999
mengkulturka dawnn muda jarsk paga denga
penambaha (IAA), a
napthaleneacetic acid (NAA) dan IBA secaa

Beberap jenis auksn

pagar

indole-3-acetic acid

tunggd maupun dikombinasika denga sitokinin
Penambaha IAA secaratunggad pach meda tidak
memunculka respon namun penambahalBA 49 p.
M dikombinasika denga BA 0.44 pM sampa 4.4
MM menghasilka kalus denga pertumbuha yarg
baik. Menuru Li et al. (2007 penambaha 1 mg/l
2,4-dichlorophenoxy-acetiacid (2,4-D) atau 1 mg/l
NAA pach medajuga dapa menginduks kalus dai
kotiledan jarek pagar namun kalus yarg dihasilka
tidak dapa beregenerasmembentld tunas Kalus
yarng mampu beregeneras diperoldn dai meda
dengm penambaha 0,06 mgA IBA vyarg
dikombinasika denga 15 mg 1 BA. Berbea
denga hasl tersebut dalan penelitian ini
penambaha IBA denga kada 0,06 mg/l tidak
memberika hasl yarg baik Perbedaa kultivar
jara&k paga yarg digunaka diduga merupaka
penyeba perbedaa kandunga za pengatu tumbth
endogen sehing@ diperolén respm yarg berbeda

Eksplan berum potonga kotiledan yarg di-
infeks denga Agrobacteriumumumnya mengalam
pencoklatan sera menunjukka pertumbuha kalus
yarg lebih lamba dibandingka ekspla tanm perla
kuan infeksi Ha ini diduga berkaitam denga ter

Berita Biologi 10(6) - DesembeR011

jadinya infekd olen Agrobacterium. Sel-s¢ ko-

tiledon memprodukis senyava fend sebagarespm

pertahana terhada infeks bakter tersebut sehing

ga menyebabka pencoklata sera menghamba
pertumbuha kalus Senyava fend merupaka me-

tabolit yarg lazim dijumpa pada tumbuhan Senya
wa ini memiliki perana pentirg dalan mekanisne
pertahana tumbuhan Beberap jenis cekama abk

otik, pelukaa sert infekd mikroorganisme dapa
menginduks peningkata produks senyava ini

(Lattanzb et al., 2006) Tangy dan Martin (1972

melaporka terjadinya akumulas senyava fend pa

da dawn tembaka setel& infeks oleh virus TMV.

Pemberia PVP pada mediun dalan penelitian ini

dimaksudka untikk menghambiaakumulas senyava
fenol Pemberia senyava ani oksidan sepeifit asan

sitrat den asan askorb& atay absorba sepeiit aramg

aktif sera PVP merupaka upaya yarg lazim dil-

akukan untlkk mengurang pencoklata akiba

oksidas senyawa fend (Georg dan Sherington
1984) Dalam penelitian ini peningkata kada PVP
dalan meda meningkatka kuantita kalus yarg

dihasilkan Padh kultur kalus datii endospan Cycas
revolute pemberia PVP Ig/l pada meda dapa
mencegh terjadinya nekross sehingg meningkat
kan produks kalus (Kiong et al, 2008) Penambaha
PVP denga kada lebih tingg (5 g/) pacdh kultur

tanama Myrica esculentadapa meningkatka per

sentas ekspla yarg bertaha hidup sera mem

berikan hasl lebih bak daripag penggunaa asan

askorba 50 mg/l yarg dicampu denga asan sitra
75 mgh atau ararg aktif (Bhat dan Dhar, 2004)

Untuk memperoll tunas daii kultur kotiledan
yarg telah diinfekd denga Agrobacterium, Li et al.
(2007 memindahka kalus yarg diperolén ke medi
um regenerasyarg mengandug 0.Cb mg/l IBA dan
15 mgh BAP, namun dalan penelitian ini kompo
sid tersebtl tidesk memberika hasil Tuna dapa
diperolén

pada mediun regenerds denga
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penambaha BAP 3 mg/1 Shrivastaa dan Banerje
(2008 melaporka kultur tunas dalan mediun MS
dengm penambahma BAP 3 mg/l dapa
menghasilka tunas banyak

Tunas yarg diperolén padch tahg regenerds
merupaka hasl perkembangadai kalus sehinga
pada perlakua IBA 05 mg/l yarg menghasilka
kalus denga kuantits tingg diperoldn tunas
denga frekuens regeneras relatf tinggi. Namun
frekuens regeneras diperoldn  daii

perlakua inisiag kalus P3-3 denga penambaha

tertingd

PVP 3 g/L Berkaitm denga peranang sebaga
absorbe yarg menjerp senyawa fenol PVP
dilaporken  mamp meningkatka kemampua
pembentuka tuna pacd kultur in vitro beberap
tanaman (2009
penambaha 25 mM PVP padh meda regenerds

padch kultur

Menurd Vasanh et al.

dapa meningkatka jumlah tunas

kotiledon kacam tanah Senyaw fend juga
merupaka masala serits pada kultur  Viciafabal,
karera merupaka penyebh kematia ekspla sera
kegagala regenerasiNamwu masala tersebutdapa
diatas denga merenden ekspla selama 1 jam
dalam larutan PVP 1 g/ diikuti denga penanama
pada meda MS denga 1 mg/l asan askorbaatal
10 g aram akiif.
mengurang kematiam eksplam ser meningkatka
frekuens regenerdas padh tanama tersebt
(Abdelwald et al, 2008) Meskipun penambaha 3
o/l PVP mampu meningkatka frekuens regenerasi
namun pac penambahaPVP 5 g (P3-9 ternyaa

frekuens regeneras lebih rendah Hd ini diduca

Perlakua demikian dapa

berkaitan denga kandunga za pengatu tumbth
yarng kurarg optimd pada meda tersebut Sebaga
absorba PVP tidek hanya menjerp senyava fend
namuwn juga menjerp za pengatu tumbth dalan
media sehing@
ketersediaa za pengatu tumbith paca meda (Kiong
et al, 2008)

menyebabka  penuruna
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Planlg transgerk yarg diperoldn dalan
penelitian ini memiliki dua macan fenotip yaitu
planle denga pertumbuha vegetatif sera planle
yarng menunjukka ciri pertumbuha reproduktif
Analisis PCR terhada DNA genan teleh menunjuk
kan inser$ gen Hd3a pach genan kedwa tipe planle
tersebut Pengamata histolog pada puclk planle
tersebtt menunjukka adany perbedaa taha
perkembanga antam keduanya Planlé de-nga
pertumbuha vegetati memiliki pucikk yarg berum
meristen vegetati apikal denga meristen ber
bentk kubah pend& yarg diapt oleh primordia
daun Kumpulan sel-s¢ berbentd membulé denga
inti berukura besa menunjukka zora aktif pad
bagian sentrh meristen tersebut Menurd Esa
(1977 meristen berbentd kubah pend& denga
zora aktif pach bagian sentrh merupaka ciri dat
meristen vegetati apikal sedangka pad planle
transgerk yarg menunjukka struktu me-nyerupa
bunga pucukny berum meristen pembungaa
yang ditanda denga aktivitas pembelaha yarg
rendd pach zora sentra) sebalikny padh zorma pe-
rifer terdapa aktivitas pembelaha yarg tingg
(Steeve dan Susse 1989 Esai 1977) Taha ini
selanjutny diikuti denga tahapa diferensiasi
membentld primordia bagian-bagia bung yarg
Pengamata

melipui sepal petal] dan karpel

histolog terhada individu bung menunjukka
bunga jantan dan bunga betilm padch tah®
perkembangan Pad bung jantan maupun bung
betira teleh dijumpa sepé dan peta] namwun stame
sera berada pach faze

perkembangadini.

ovarium  sedag

Hasl pengamata struktu jaringan pach
puclk planlg sera bunga membuktika bahwatelah
terjad transis$ dai pucikk vegetati menjad pucik
reprodukif pach planle jarak paga transgerk yarg
mengandug gen Hd3a denga promote rol C. Hd

ini menunjukka bahwa gen Hd3a berpera dalan



memac pembungaajarak pagar
Kojima et al. (2002 rekayaa ekspresberlebh dai

Padh penelitian

gen Hd3a denga promoterkonstitutf 35S berhadi
mempercepapembungaa padh padi suati tanama
hai pend& (SDP dan Arabidopsisyarg merupaka
tanama hai panjarg (LDP). Mekanisne pemacua
pembungaa melibatkan perana gen Hdl yarg
panjary
(Kojima et al.,, 2002) Jark paga merupaka

ekspresing memerluka  kondis hai
tanama netrd yarg tidesk memerluka kondis
panjary hai tertenti untik induks pembungaan
Kemampua gen Hd3a memaa pembungaa pac
tanama ini diduga terjad melali mekanisme
aktivas gen-genpembungaa yarg berpera dalan
penentua identitss meristen oleh proten yarg
diekspresika oleh Hd3a.

belakanga ini mengungkp bahwa gen FT bersam

Beberap penelitim

denga gen SOCL1 terliba dalan integras signd
berbaga lintasan induks pembungagn melipui
lintasan melalui fotoperiod otonan maupun regulas
melali kandunga gibereln (Lee e al, 2006)
Ekspres

Apetalal dan LFY yarg bertanggug jawab dalan

FT mengaktitkm gen pembungaa

identitss meristem yakn transis
Proten FT
yarng dibentk padh jaringan vaskule dawn dikirim

penentua
meristen vegetati menjad reproduktif

ke jaringan meristen apikd kemudia bergabug
dengam proten FD berpera sebaga faktor
transkripg dalan prose ekspres gen-ga tersebut
(Abe ¢ al., 2005) Fenomen kemampua florigen
memac pembungaa pada sisten induks yarg
berbed pernd ditunjukkan oleh Lifschitz dan
Eshal (2006) Rekayaa ekspresberlebh dai gen
SFT, suati ortholgg dai gen FT yarg memac
pembungaa pada Arabidopss (LDP) dan tembaka
kultivar Marylard Mammoth (SDP ternyaa dapa
menyebabka pembungaa dini pach tanama toma
dan tembaka kultivar Samsa yarg merupaka

tanama netral Padh tanama tomat ekspres gen

Berita Biologi 10(6) - Desember 2011

SFT menggantika rangsag intensit@ cahag yarg
diperlukan untk induks pembungaan

KESIMPULA N

Modifikas tahg proliferas sd dan rege
neras denga kandunga indole butyric acid (IBA)
0.5mgl dan penambaha 3 g/l polyvinylpyrrolidone
(PVP) paca medr induks kalus sera penambaha3
Mg/l 6-benzylaminopurinéBAP) dan 1 g/l PVP paca
meda regenerdsteleh menghasilka tanama trans
genk jar&k paga yarg mengandug gen pembun
gaan Hd3a. Gen Hd3ayarg diketahi memaa pem
bungaa pada tanama hai pendé& (SDP dan tana
man hai panjay (LDP) terbuki dapa memac
pembungaa pach tanama jark paga yarg merupa
kan tanama netrd (DNP).
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