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KATA PENGANTAR

Puji Syukur kami haturkan kepada Tuhan Yang Maha Esa atas berkat yang telah
diberikan sehingga Prosiding Seminar Nasional Bioteknologi (SNB) Universitas
Surabaya (UBAYA) 2014 dapat diselesaikan. SNB UBAYA 2014 merupakan
seminar nasional pertama yang diselenggarakan oleh Fakultas Teknobiologi,
Universitas Surabaya, sekaligus mengawali rangkaian kegiatan peringatan lustrum
pertama Fakultas Teknobiologi, Universitas Surabaya yang jatuh pada tanggal 1
Februari 2015. Tema seminar nasional ini adalah ‘Biotechnological Approaches to
Blue Economy Implementation’ yang diadakan pada tanggal 27-28 Februari 2014,
bertempat di Gedung Perpustakaan lantai V, Universitas Surabaya, serta dihadiri
oleh enam pembicara utama yang pakar di bidang Industri dan Bisnis, Kesehatan
dan Forensik, serta Pangan dan Pertanian. Peserta yang berpartisipasi dalam
presentasi oral maupun poster berasal dari berbagai perguruan tinggi negeri
maupun swasta di Indonesia serta instansi pemerintah maupun industri.

Prosiding ini dibuat dengan tujuan memberikan pengetahuan bagi masyarakat luas
terkait dengan penelitian di bidang bioteknologi untuk mendukung implementasi
Blue economy di Indonesia . Prosiding SNB UBAY A 2014 ini berisi makalah dan
hasil penelitian dari para pembicara utama maupun peserta presentasi oral.
Adanya sesi diskusi pada sesi oral yang dibagi menjadi 4 kelas paralel, yaitu kelas
Bioteknologi Kesehatan dan Forensik, Bioteknologi Pangan, Bioteknologi
Tanaman, dan Bioteknologi Lingkungan, maupun sesi poster diharapkan dapat
menjadi motivasi bagi pemakalah untuk terus berkarya di bidang bioteknologi
untuk mendukung implementasi Blue economy di Indonesia.

Kami menyadari bahwa Prosiding ini tentu saja tidak luput dari kekurangan, untuk
itu segala saran dan kritik kami harapkan demi perbaikan Prosiding pada terbitan

tahun yang akan datang. Kami berharap Prosiding ini dapat bermanfaat bagi kita
semua.

Hormat saya,

Theresia Desy Askitosari
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Optimasi Efisiensi Transformasi Transien dan Regenerasi Transforman Stabil
Tembakau Sindoro (Nicotiana tabacum)

Jaka Angkasa Saputra, Tjie Kok, Xavier Daniel?
Program Studi Biologi, Fakultas Teknobiologi, Universitas Surabaya
Jalan Raya Kalirungkut, Surabaya 60293, Indonesia Telp/fax: 031-2981399/ 031-2981278
D2Email: tjie_kok@staff.ubaya.ac.id; dsbiotek.xavier@staff.ubaya.ac.id

ABSTRAK

Agrobacterium tumefaciens telah digunakan secara luas pada penelitian molekuler tanaman dan
pemuliaan tanaman sejak tahun 1983 untuk kepentingan rekayasa genetika. Umumnya A.tumefaciens diinfeksi
pada diskus daun sedangkan menginjeksi A.tumefaciens ke jaringan daun dapat dijadikan alternatif, metode ini
disebut Agroinfiltrasi. Agroinfiltrasi lebih cepat dan mudah dibandingkan teknis diskus daun karena dapat
mengukur ekspresi transgene sejak 2-4 hari setelah infiltrasi. Sedangkan metode diskus daun memerlukan
waktu 2-4 bulan untuk analisa ekspresi transgene. Pada penelitian ini, Agroinfiltrasi daun dilakukan pada
Sindoro salah satu jenis tembakau Temanggung. Variabel agroinfiltrasi adalah densitas inokulum A.tumefaciens
C58C1(pMp90, pEGAD) dan waktu ko-kultivasi setelah infiltrasi. Kuantifikasi Green Fluorescent Protein
(GFP) ekstrak daun Sindoro dibandingkan kontrol negatif dapat mencapai 123% pada ODgy=0.06 saat 24 jam
setelah infiltrasi. Sebagian agroinfiltrasi daun Sindoro juga diregenerasi pada media Murashige dan Skoog (MS)
mengandung BASTA 5 ppm sebagai agen seleksi. Tunas transforman muncul pada hari ke-47 setelah inokulasi
di media MS seleksi transforman.

Kata kunci: agroinfiltrasi, A.tumefaciens, GFP, tembakau sindoro

Pendahuluan

Agrobacterium tumefacienstelah digunakan secara luas pada penelitian molekuler tanaman
dan pemuliaan tanaman sejak tahun 1983 untuk kepentingan rekayasa genetika. Keberhasilan metode
ini telah diaplikasikan pada kedelai, kapas, beras, jagung, tebu dan gandum (Ko dan Korban, 2004;
Lopez et al., 2004). A.tumefaciens umumnya digunakan sebagai alat transformasi terhadap diskus
daun dilanjutkan regenerasi transforman dari diskus in vitro yang dikenal sebagai teknik transformasi
stabil. Alternatif lain untuk mentransformasi tanaman dapat dengan cara menginjeksi A.tumefaciens
ke organ tanaman secara in-planta atau Agroinfiltrasi. Teknik agroinfiltrasi merupakan transformasi
transien artinya hanya sebagian jaringan yang tertransformasi, bukan suatu organisme utuh.
Agroinfiltrasi memungkinkan pemantauan ekspresi protein, lokalisasi protein dan interaksi antar
protein (Sparkes et al., 2006), penentuan fungsi gen (Bendahmane et al., 2000; Van der Hoorn et al.,
2000; Johansen dan Carrington, 2001; Shao et al., 2003; Wroblewski et al., 2005), analisis promoter
(Hellens et al., 2005), dan studi inducible genes (Lee dan Yang, 2006).
Pada penelitian ini, Agroinfiltrasi dilakukan pada daun tembakau Temanggung jenis Sindoro
menggunakan A.tumefaciens C58C1(pMp90, pEGAD). Daun yang diinfiltrasi akan mengandung sel-
sel tansforman mengekspresikan GFP. Selanjutnya protein GFP diekstraksi sebagai indikator efisiensi
transformasi. Keberhasilan transformasi menggunakan A.tumefaciens dipengaruhi oleh beberapa
faktor seperti densitas inokulum bakteri (ODgqo), lama inkubasi, surfaktan, dan kerentanan tanaman
host (Cheng et al., 1997; Mondal et al., 2001; Lopez et al., 2004). Pada penelitian ini digunakan
variabel densitas inokulum A.tumefaciens C58C1(pMp90, pEGAD) dan lama inkubasi. Selain itu,
juga dilakukan regenerasi transforman stabil melalui teknik kultur jaringan pada media seleksi in vitro
mengandung BASTA.

Metodologi

Bahan

Tanaman yang digunakan sebagai objek penelitian adalahTembakau (Nicotiana tabacum)
Temanggung jenis Sindoro. Tanaman tembakau ditumbuhkan dari persemaian biji tembakau di
Greenhouse Fakultas Teknobiologi Universitas Surabaya.Strain A.tumefaciens, yang digunakan
adalah C58C1(pMp90,pEGAD) dari koleksi Laboratorium Fakultas Teknobiologi Universitas
Surabaya. A.tumefaciens strain C58C1 telah resisten terhadap rifampisin. pMp90 memberikan
resistensi gentamisin serta meningkatkan efektivitas transformasi. Plasmid pEGAD memberikan
resisten terhadap kanamisin, serta membawa coding sequence GFP dan gen Bar.
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