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Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman
namun disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus
penjelasan di setiap poin.

C. HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang telah
dicapai sesuai tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian meliputi data, hasil analisis, dan capaian luaran
(wajib dan atau tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan tahapan
pelaksanaan penelitian sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa gambar,
tabel, grafik, dan sejenisnya, serta analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan dan terkini.

1. Transformasi plasmid rekombinan pRI_101-AN_crylll ke dalam Agrobacterium tumefaciens
Transformasi adalah proses masuknya molekul DNA asing dalam protoplas atau sel inang yang
mengakibatkan perubahan materi genetika ®. Salah satu teknik transformasi buatan yang
memungkinkan DNA dapat dipindahkan ke dalam sel inang adalah teknik elektroporasi.
Elektroporasi telah berhasil digunakan untuk memindahkan berbagai plasmid DNA ke dalam
berbagai bakteri inang baik yang bersifat Gram positip maupun negatif @. Plasmid rekombinan
pRI_101-AN yang membawa sisipan gen crylll ditransformasi ke dalam A. tumefaciens dengan
metode elektroporasi. A. tumefaciens yang berhasil tertransformasi dengan plasmid rekombinan
akan menghasilkan single colony di dalam media agar yang mengandung antibiotik (kanamisin 50
ug/ml dan neomycin 10 ug/ml). Hasil transformasi menunjukkan sebanyak 36 klon transforman
dapat tumbuh pada media LB dan memiliki nilai efisiensi sebesar [1 &6, Proses transformasi ini
berhasil dilakukan karena pada kontrol positif sel A. rumefaciens dapat tumbuh dan pada kontrol
negatif antibiotik kanamisin dan neomisin bekeria untuk menahambat broses pertumbuhan bakteri.

Gambar 1. Hasil Transformasi Plasmid Rekombinan. A Kontrol Positif, B Kontrol Negatif, C Klon Transforman

2. Analisis Hasil transformasi
2.1. Hasil PCR Kaoloni

PCR koloni merupakan metode deteksi cepat untuk mendeteksi koloni bakteri yang telah
tumbuh pada media seleksi guna memverifikasi materi genetik yang dibawa dengan cara
mengamplifikasi gen sisipan ©. Dari beberapa koloni yang tumbuh pada media LB agar dengan
antibiotik (kanamisin 50 ug/ml dan neomycin 10 ug/ml), klon transforman dipilih secara acak.
Gambar 2 menunjukkan bahwa gen crylll dapat diamplifikasi dengan menggunakan primer
crylll yang spesifik dan menghasilkan pita DNA berukuran 1900 bp. Koloni 1 + 8 membawa
plasmid pRI_101-AN dengan sisipan gen crylll karena membentuk pita DNA dari proses
amplifikasi primer dengan amplikon berukuran 1900 bp. Hal ini juga diperkuat dengan hasil
amplifikasi dari kontrol positif yang digunakan yaitu plasmid pRI_101-AN rekombinan
menunjukkan ukuran pita DNA yang sama yaitu 1900 bp. Sedangkan kontrol negatif tidak
menunjukkan menghasilkan pita DNA karena klon tidak membawa plasmid rekombinan. Dari
hasil tersebut, menandakan bahwa proses transformasi yang dilakukan berhasil tanpa adanya
kontaminasi.
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Gambar 2. Hasil Elektroforesis PCR Koloni. K+: Kontrol Positif, 1-8: Klon Transforman, K-:
Kontrol Negatif, M: Marker DNA ladder (Thermo Fisher Scientific)

2.2.Hasil Isolasi Plasmid

Klon transforman yang tumbuh dipilih secara acak untuk diambil single colony dan
ditumbuhkan ke dalam media LB cair dengan volume 25 mL dan ditambah antibiotik. Kultur
cair diambil 20 mL untuk proses isolasi dan sisanya dibuat stok gliserol dan sebagai femplate
PCR koloni. Prinsip kerja dari isolasi plasmid yaitu untuk memisahkan materi genetik dan DNA
plasmid dari kromosom. Proses isolasi plasmid sesuai dengan protokol 3 UHWR 0 LOL3 ADPLG
Kit (Geneaid) dengan adanya modifikasi pada proses elution dimana pada proses elusi, elution
buffer dihangatkan yang bertujuan untuk meningkatkan hasil produk isolasi ®. Produk isolasi
selanjutnya dilakukan elektroforesis untuk melihat pita DNA dari produk hasil isolasi.

DWW LG\ DQI WHEKADWRDLAHIDQP HJJIXDNDQIHAR P LASCDW LGN WGeneaid)
lalu dielektroforesis dengan voltase 100 V selama 30 menit dengan agarose 1% dilanjutkan
dengan visualisasi gel dengan menggunakan Gel documentation (Uvitec FireReader V10).
Hasil visualisasi (Gambar 3) menunjukkan bahwa sel A.tumefaciens berhasil memuat plasmid
pRI_101-AN memiliki ukuran sekitar 12,000 bp. Pada koloni 1, 3, 4, dan 5 terdapat pita DNA
yang menunjukkan bahwa klon tersebut memiliki sisipan plasmid pRI_101-An crylll dan pada
klon 2 tidak terlihat pita DNA yang menunjukkan bahwa plasmid tidak tertransformasi ke
dalam sel A. tumefaciens.

Plasmid pRI_101-AN-ayIlI

Berukuran 12,000 bp 10,000 bp

Gambar 3. Hasil Elektroforesis Isolasi Plasmid. M: Marker 1Kb DNA Ladder (Geneaid), 1-5: Sampel
Isolasi Plasmid

3. Transformasi gen crylll ke dalam genom ubi jalar melalui Agrobacterium tumefaciens

Transformasi menggunakan 4. tumefaciens merupakan metode yang paling sering digunakan
untuk mentransformasi tumbuhan ©- Tahapan introduksi plasmid rekombinan ke dalam genom tanaman
diawali dengan mengkultur single colony Agrobacterium tumefaciens yang telah mengandung gen
crylll ke dalam media 2 mL YEP+antibiotik (kanamisin 50 ppm, Neomycin 10ppm) dan diinkubasi
semalaman dengan suhu 30 °C dan kecepatan agitasi 150 rpm. Kultur diremajakan kembali keesokan
harinya sampai mencapai OD 0,4. Transformasi diawali dengan pelukaan eksplan ubi jalar dengan
syringe steril yang kemudian dimasukkan ke dalam kultur A. tumefaciens dalam media YEP lalu
diinkubasi selama 15 menit. Lalu kultur ditiriskan dari eksplan dengan menggunakan saringan dan botol
steril dan dikeringkan di dalam cawan petri yang beralaskan tisu dan kertas saring. Setelah eksplan
kering kemudian ditanam pada media ko-kultivasi dan diinkubasi pada ruangan gelap selama 3 hari.
Lalu eksplan ditanam pada media eliminasi selama 7 hari pada ruang terang hingga tumbuh tunas. Tunas
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dilakukan subkultur pada media seleksi baru steril yang mengandung kanamisin 50 ppm dan cefotaxime
500 ppm dan diinkubasi selama 21 hari untuk satu siklus. Proses seleksi dilakukan sebanyak 5 siklus
(105 hari).

Gambar 4. Hasil transformasi gen crylll ke dalam tanaman ubi jalar

D. STATUS LUARAN: Tuliskan jenis, identitas dan status ketercapaian setiap luaran wajib dan luaran
tambahan (jika ada) yang dijanjikan. Jenis luaran dapat berupa publikasi, perolehan kekayaan intelektual,
hasil pengujian atau luaran lainnya yang telah dijanjikan pada proposal. Uraian status luaran harus didukung
dengan bukti kemajuan ketercapaian luaran sesuai dengan luaran yang dijanjikan. Lengkapi isian jenis
luaran yang dijanjikan serta mengunggah bukti dokumen ketercapaian luaran wajib dan luaran tambahan
melalui Simlitabmas.

1. Luaran Wajib
Luaran wajib yang telah dicapai yaitu draft paten dengan judul ubi jalar transgenik putatif

2. Luaran Tambahan
Adapun luaran tambahan yang telah dihasilkan pada penelitian tahun kedua ini diantaranya yaitu: -
Publikasi prosiding di IOP Conference Series: Earth and Environmental Science dengan judul
Detection of cryll gene from Bacillus thuringiensis using Polymerase Chain Reaction (PCR)
[ VXEDKSELWKHD HL
- Draft manuscript yang akan dipublikasi di Jurnal Biodiversitas (SCOPUS, Q4) dengan judul
37 UDQVRPDALRR 1y 111 gene Into Sweet Potato using Agrobacterium tumefaciens

E. PERAN MITRA: Tuliskan realisasi kerjasama dan kontribusi Mitra baik in-kind maupun in-cash (untuk
Penelitian Terapan, Penelitian Pengembangan, PTUPT, PPUPT serta KRUPT). Bukti pendukung realisasi
kerjasama dan realisasi kontribusi mitra dilaporkan sesuai dengan kondisi yang sebenarnya. Bukti dokumen
realisasi kerjasama dengan Mitra diunggah melalui Simlitabmas.

Pada tahun ketiga ini, Mitra yang berperan dalam penelitian ini adalah CV. Esha Flora Plant and Tissue Culture.
Mitra berperan menyediakan tempat dan tenaga ahli untuk optimasi kultur in vitro ubijalar. Peneliti menyediakan
bahan-bahan dan alat-alat consumable yang dibutuhkan. Setiap bulan dilakukan evaluasi terhadap progress
optimasi yang dilakukan. Mitra juga banyak memberikan saran terkait penelitian yang sedang dilakukan.

F. KENDALA PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan kesulitan atau hambatan yang dihadapi selama
melakukan penelitian dan mencapai luaran yang dijanjikan, termasuk penjelasan jika pelaksanaan penelitian
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dan luaran penelitian tidak sesuai dengan yang direncanakan atau dijanjikan.

Ada beberapa kendala yang ditemui dalam pelaksanaan penelitian di tahun kedua ini:

1. Waktu pemesanan bahan-bahan yang dibutuhkan lama
Hal ini karena adanya pandemi covid19 menyebabkan pemesanan bahan-bahan yang dibutuhkan menjadi
lebih lama dibandingkan biasanya, sehingga pelaksanaan penelitian menjadi lebih lama dibandingkan yang
sudah ditargetkan. Tetapi walaupun demikian, hambatan ini masih bisa diatasi sehingga tidak menyebabkan
kegagalan pada penelitian
. Ada alat yang belum tersedia di laboratorium kampus
Ada alat yang dibutuhkan dalam penelitian ini masih belum tersedia di laboratorium kampus, yaitu
shaking incubator yang dibutuhkan untuk proses transformasi. Sehingga dalam proses pelaksanaannya,

peneliti menggunakan jasa di laboratorium yang ada di Pusat Penelitian Bioteknologi, LIPI Cibinong.
3. Kampus melakukan lock down dan adanya PPKM menyebabkan kegiatan penelitian terhambat.

G. RENCANA TAHAPAN SELANJUTNYA: Tuliskan dan uraikan rencana penelitian di tahun berikutnya

berdasarkan indikator luaran yang telah dicapai, rencana realisasi luaran wajib yang dijanjikan dan
tambahan (jika ada) di tahun berikutnya serta roadmap penelitian keseluruhan. Pada bagian ini
diperbolehkan untuk melengkapi penjelasan dari setiap tahapan dalam metoda yang akan direncanakan
termasuk jadwal berkaitan dengan strategi untuk mencapai luaran seperti yang telah dijanjikan dalam
proposal. Jika diperlukan, penjelasan dapat juga dilengkapi dengan gambar, tabel, diagram, serta pustaka
yang relevan. Jika laporan kemajuan merupakan laporan pelaksanaan tahun terakhir, pada bagian ini dapat|
dituliskan rencana penyelesaian target yang belum tercapai.

PETA JALAN (ROADMAP)

Tahun | Tahun Il Tahun 1l
Thn 2019 / Thn 2020 Thn 2021
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Perbanyakan isolat 8. Pemotongan gen cryllidan introduksi gen crylll melalui
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thuringiensis restriksi tumefaciens
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ran: diperoleh plasm
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Gambar 3. Roadmap penelitian

Pada tahun ini telah diperoleh produk berupa tanaman ubijalar transgenik putatif tahan hama boleng. Disebut

putatif karena masih perlu pengujian lainnya sebelum dilakukan pelepasan ke lahan tanam. Ada beberapa analisis
yang perlu dilakukan lebih lanjut, diantaranya yaitu :

a. Parameter Pengamatan

Pengamatan dilakukan pada presentase eksplan berkalus, presentase eksplan bertunas dan jumlah tunas per
eksplan.

. Analisis PCR (Polymerase Chain Reaction)

Isolasi DNA genomik berasal dari daun ubijalar. Untuk mengetahui keberadaan gen crylll pada plasmid
pRI_101-AN yang diisolasi dari 4. tumefaciens transforman dilakukan PCR dengan menggunakan primer
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spesifik.

¢. Uji Bioassay
Pengujian ini dilakukan untuk menguji keamanan pangan dan keamanan pakan dari tanaman ubijalar
transgenik yang dihasilkan.

H.DAFTAR PUSTAKA: Penyusunan Daftar Pustaka berdasarkan sistem nomor sesuai dengan urutan
pengutipan. Hanya pustaka yang disitasi pada laporan kemajuan yang dicantumkan dalam Daftar Pustaka.
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