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ABSTRACT 

Bulu Lawang (BL) is a sugarcane variety preferred by farmers in Indonesia due to its high yield, but this cultivar is susceptible 
to shoot and stem borer insect pests. Genetic engineering using cry1Ab and cry1Ac fusion gene is an effort to generate BL 
varieties resistant to the insect pests. This study aimed to 1) transform T-DNA containing cry1Ab-cry1Ac fusion gene into 
sugarcane genome by using Agrobacterium tumefaciens method, 2) obtain selection media composition of callus 
transformants, and 3) obtain transformation efficiency comparison of A. tumefaciens strains EHA105 and GV3101. The 
research was conducted at the Laboratory of Cell and Tissue Biology, the Laboratory of Molecular Biology, and the greenhouse 
of the Indonesian Center for Agricultural Biotechnology and Genetic Resources Research and Development, Bogor from 
March to August 2019. Research activities consisted of four parts namely 1) callus induction and Agrobacterium culture 
preparation containing pCambia-5300_OaRbcS-prom-cTP-cry1Ab-cry1Ac plasmid, 2) callus incubation in cocultivation and 
resting media, 3) selection and differentiation of shoots on regeneration media, and 4) molecular analysis using PCR method. 
Results showed that the composition of media, both for selection and regeneration processes of putative plant transformants, 
was the key to the success of this experiment. A. tumefaciens strain EHA105 resulted in higher transformation efficiency 
(11.1%) compared to that of strain GV3101 (9.0%). Molecular analysis showed that cryIAb-cryIAc fusion gene was successfully 
inserted into the sugarcane genome suggesting that the transgenic plant containing cry1Ab-cry1Ac fusion gene was obtained. 
The putative transgenic plants need further assay through bioassay tests to verify its resistance phenotype to the insect pests. 
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ABSTRAK 

Bulu Lawang (BL) merupakan varietas tebu yang disukai petani di Indonesia karena daya hasilnya tinggi, namun varietas ini 
peka terhadap hama penggerek pucuk dan batang tebu. Rekayasa genetik dengan mengekspresikan gen fusi cry1Ab dan 
cryIAc merupakan salah satu upaya untuk menghasilkan varietas tebu BL tahan hama penggerek. Tujuan penelitian ini ialah 
(1) mentransformasi T-DNA yang mengandung gen fusi cry1Ab-cry1Ac ke dalam genom tebu dengan bantuan Agrobacterium 
tumefaciens, 2) mendapatkan komposisi media seleksi untuk menyeleksi kalus transforman, dan 3) mendapatkan per-
bandingan efisiensi transformasi antara A. tumefaciens strain EHA105 dan GV3101. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium 
Biologi Sel dan Jaringan, Laboratorium Biologi Molekuler, dan rumah kaca Balai Besar Penelitian dan Pengembangan 
Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian, Bogor dari bulan Maret sampai dengan Agustus 2019. Kegiatan dibagi 
menjadi empat bagian, yaitu 1) induksi kalus dan persiapan kultur Agrobacterium yang mengandung plasmid pCambia-
5300_OaRbcS-prom-cTP-cry1Ab-cry1Ac, 2) inkubasi kalus pada media kokultivasi dan resting, 3) seleksi dan pembesaran tunas 
pada media regenerasi, dan 4) analisis molekuler dengan teknik PCR menggunakan primer spesifik gen cry pada tanaman 
transgenik putatif yang dihasilkan. Hasil penelitian menunjukkan komposisi media, baik untuk seleksi maupun proses 
regenerasi tanaman transforman putatif, menjadi kunci keberhasilan percobaan. A. tumefaciens strain EHA105 menghasilkan 
efisiensi transformasi lebih tinggi (11,1%) dibanding dengan strain GV3101 (9,0%). Hasil analisis molekuler dengan PCR 
menunjukkan gen fusi cry1Ab-cry1Ac berhasil terinsersi ke dalam genom tebu dan telah diperoleh tanaman transgenik dengan 
gen fusi tersebut. Tanaman transgenik hasil penelitian ini perlu diuji bioasai untuk memverifikasi ketahanannya terhadap 
hama penggerek tebu. 

Kata kunci: Tebu, cry1Ab-cry1Ac, transformasi, Agrobacterium, hama penggerek batang. 
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PENDAHULUAN 

Tebu merupakan tanaman perkebunan peng-
hasil gula yang utama di beberapa negara di dunia, 
termasuk Indonesia. Produksi gula nasional ber-
fluktuasi dari 2,27 juta ton pada tahun 2011 hingga 
2,42 juta ton gula pada tahun 2020 (Kementerian 
Pertanian 2020). Kebutuhan gula nasional pada tahun 
2020 mencapai 5,70 juta ton, terdiri atas gula kristal 
putih untuk konsumsi masyarakat sebanyak 2,80 juta 
ton dan gula rafinasi untuk kebutuhan industri 
sebanyak 2,90 juta ton (Kementerian Pertanian 2020). 
Defisit kebutuhan tersebut dicukupi dari impor. 
Indonesia merupakan negara pengimpor gula ter-
tinggi di dunia dengan volume impor sebesar 8,90%, 
diikuti oleh Cina (7,89%) dan Bangladesh (5,29%) 
(Kementerian Pertanian 2020). 

Salah satu varietas tebu yang disukai petani 
yaitu Bulu Lawang (BL) merupakan varietas unggul 
dengan produktivitas sebesar 94,30 t/ha dan 
rendemen 7,51%. Namun, keunggulan tersebut tidak 
disertai dengan karakter ketahanan terhadap hama 
utama tebu. Hama tersebut di antaranya penggerek 
pucuk (Scirpophaga excerptalis Walker), penggerek 
batang berkilat (Chilo auricilius Dudgeon), dan peng-
gerek batang bergaris (Chilo sacchariphagus Bojer). 
Hama penggerek pucuk mengakibatkan kerusakan 
pada stadia awal pertumbuhan tanaman (1,5–2 
bulan) dan kematian titik tumbuh (dead heart). 
Hama penggerek batang menyerang bagian inter-
noda batang tebu, dapat mengakibatkan pemendek-
an tanaman lebih dari 60 cm, pertumbuhan tanaman 
kurang normal, dan dapat mengurangi bobot batang 
sekitar 50% (Goebel et al. 2014). Goebel et al. (2014) 
meneliti tingkat kerugian secara ekonomi akibat 
serangan hama penggerek di provinsi Jawa Timur 
selama 2 tahun. Penelitian meliputi tingkat kerusakan 
akibat serangan hama penggerek tanpa pengendali-
an, pengendalian dengan musuh alami, dan pengen-
dalian dengan insektisida. Hasilnya menunjukkan 
perbedaan persentase tingkat kerusakan batang aki-
bat hama penggerek batang pada tanaman. Tingkat 
kerusakan batang pada tanaman tanpa pengendalian 
mencapai 84,8%, dibanding dengan tanaman dengan 
perlakuan insektisida yang sebesar 50,2%. Jadi, per-
bedaan tingkat kerusakan tersebut mencapai 34,6% 
atau setara dengan 45,4 t/ha biomassa. Selain keru-
sakan tanaman, kualitas tebu juga menurun dengan 
kadar sukrosa lebih rendah sehingga hasil gula lebih 
rendah dengan kandungan serat lebih tinggi. 

Pada tingkat serangan tinggi, aplikasi insektisida 
merupakan cara pengendalian yang cukup efektif 
menurunkan kerusakan akibat serangan penggerek 

pucuk (76%) dan penggerek batang (68%). Namun, 
telah diketahui penggunaan pestisida pada budi daya 
tanaman pertanian termasuk tebu telah menimbul-
kan dampak terhadap kesehatan petani dan ling-
kungan. Penelitian menunjukkan bahwa petani 
mengalami keracunan pestisida melalui kontak lang-
sung akibat tidak menggunakan alat perlindungan 
diri yang lengkap dan menggunakan pestisida secara 
tidak tepat (Mahyuni 2015). Teknologi rekayasa 
genetik merupakan alternatif pendekatan yang dapat 
dilakukan untuk merakit varietas tebu tahan hama 
penggerek batang. Perakitan melalui persilangan 
konvensional tidak dapat dilakukan karena gen 
ketahanan terhadap hama tersebut sampai saat ini 
belum tersedia pada koleksi plasma nutfah tebu 
nasional dan global (Zhou et al. 2018). 

Gen cry yang berasal dari bakteri tanah Bacillus 
thuringiensis merupakan gen pengendali pemben-
tukan kristal endotoksin (crystalline inclusions, δ-
endotoxins). Kristal yang bersifat toksin ini menim-
bulkan kerusakan berupa lisis dan terbentuknya 
lubang pada saluran tengah pencernaan (midgut) 
serangga yang memakannya, mengakibatkan serang-
ga tersebut mati. Gen cry mengode pembentukan 
protein kristal endotoksin. Cara kerja toksin Cry 
sebagai Cry-3D melibatkan interaksi yang berurutan 
antara protein Cry dan beberapa protein pencernaan 
serangga, memfasilitasi terbentuknya struktur 
oligomerik, menginduksi insersi toksin ke dalam 
membran, kemudian membentuk pori yang memati-
kan sel-sel saluran pencernaan di bagian tengah 
(Bravo et al. 2013). Toksin Cry-3D ini bekerja sangat 
spesifik terhadap serangga targetnya, hanya memati-
kan untuk sejumlah kecil spesies sehingga sangat 
aman untuk manusia, hewan vertebrata, dan tanam-
an. Toksin tersebut juga terdegradasi secara alami. 
Struktur protein Cry-3D ini ketika diekspresikan pada 
tanaman transgenik akan berkontribusi terhadap 
pengendalian hama secara efisien dan pengurangan 
penggunaan pestisida kimia. Satu di antara gen cry 
tersebut adalah gen cry1Ab (Bravo et al. 2013). 
Pemanfaatan gen cry untuk menginduksi sifat 
ketahanan terhadap hama penggerek pada beberapa 
spesies tanaman pertanian telah banyak dilaporkan, 
di antaranya tanaman padi (Cheng et al. 1998), 
jagung (Koziel et al. 1993), tembakau (Perlak et al. 
1991), dan kedelai (Stewart et al. 1996). 

Pemanfaatan gen cry pada tanaman tebu telah 
dilaporkan dalam upaya pembentukan galur tebu 
elit. Weng et al. (2011) menyintesis gen m-cry1Ac 
yang terpotong dengan cara meningkatkan kandung-
an GC dari 37,4% menjadi 54,8%. Cara ini mampu 
menghasilkan 50 ng protein Cry1Ac dalam setiap mg 
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protein terlarut. Bioasai di rumah kaca menunjukkan 
sebanyak 62% dari lini transgenik memiliki sifat tahan 
terhadap penggerek batang tebu (Weng et al. 2011). 
Arvinth et al. (2010) telah menggunakan pyramiding 
kombinasi gen cry1Ab dan lektin snowdrop 
(Galanthus nivalis agglutinin/GNA) untuk mengem-
bangkan tebu tahan hama penggerek di India. 
Sementara, Cristofoletti et al. (2018) telah mengem-
bangkan tebu tahan hama penggerek di Brazil 
dengan menggunakan gen fusi cry1Ab dan cry2A. 

Upaya penelitian rekayasa genetik tanaman 
tebu dengan mengekspresikan gen fusi cry telah 
mulai dilakukan pula di Indonesia, yaitu di Badan 
Penelitian dan Pengembangan Pertanian 
(Balitbangtan), Kementerian Pertanian (Kementan), 
melalui transformasi gen fusi cry yang dilakukan 
dengan bantuan Agrobacterium tumefaciens dan 
memanfaatkan teknik kultur jaringan tanaman tebu. 
Konstruk gen fusi cry1Ab dan cry1Ac ke dalam 
plasmid vektor ekspresi pCAMBIA5300 telah meng-
hasilkan plasmid pCambia-5300_OaRbcS-prom-cTP-
cry1Ab-cry1Ac (Koerniati dan Trijatmiko 2018). Tujuan 
penelitian ini ialah (1) mentransformasi T-DNA yang 
mengandung gen fusi cry1Ab-cry1Ac ke dalam genom 
tebu dengan bantuan A. tumefaciens, (2) mendapat-
kan komposisi media seleksi untuk menyeleksi kalus 
transforman, dan (3) mendapatkan perbandingan 
efisiensi transformasi antara A. tumefaciens strain 
EHA105 dan GV3101. 
 
 

BAHAN DAN METODE 

Waktu dan Lokasi Penelitian 

Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan 
Maret sampai dengan Agustus 2019 di Laboratorium 
Biologi Sel dan Jaringan, Laboratorium Biologi 
Molekuler, dan rumah kaca Balai Besar Penelitian 
dan Pengembangan Bioteknologi dan Sumber Daya 
Genetik Pertanian (BB Biogen), Cimanggu, Bogor. 

Materi Genetik 

Materi genetik tebu yang digunakan adalah 
varietas BL yang diperoleh dari Pusat Penelitian dan 
Pengembangan Tanaman Perkebunan, Balitbangtan, 
Kementan, dan bakteri A. tumefaciens strain EHA105 
(Cambia, Canberra, Australia) dan strain GV3101 
(Durham University, Durham, UK) yang mengandung 
plasmid pCambia-5300_OaRbcS-prom-cTP-cry1Ab-
cry1Ac. 

Pembentukan Kalus Tebu 

Kalus tebu diperoleh dengan cara menginduksi 
eksplan daun muda yang masih menggulung yang 
diperoleh dari tunas ujung tanaman tebu berumur 3–
4 bulan (Gambar 1). Potongan eksplan ditanam pada 
media induksi kalus MS padat yang diperkaya dengan 
zat pengatur tumbuh (ZPT) 2,4-dichlorophenoxy 
acetic acid (2,4-D) 3 mg/l dikombinasikan dengan 
casein hydrolisate 3 g/l. Inisiasi kalus berlangsung 
dalam kondisi gelap di ruangan inkubasi pada 
24°C±2°C. Kalus yang digunakan sebagai target 

 
Gambar 1. Sumber eksplan untuk pembentukan kalus tebu. (A) Pucuk tanaman tebu umur 3–4 bulan. 

(B) Daun muda yang masih menggulung. 

A B 
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dipilih yang bersifat embriogenik dengan penampilan 
fisik berwarna putih kekuningan dan bersifat friable. 

Penyiapan Sel Kultur Agrobacterium 

Sel bakteri A. tumefaciens yang mengandung 
plasmid pCambia-5300_OaRbcS-prom-cTP-cry1Ab-
cry1Ac, ditumbuhkan di dalam media YEP yang diberi 
antibiotik rifampisin (25 mg/l) dan kanamisin (50 
mg/l) selama 48 jam pada suhu inkubator shaker 
28°C. Tahap awal sebanyak 20 µl sel Agrobacterium 
tersebut dibiakkan di dalam 5 ml media YEP. Setelah 
diberi perlakuan agitasi pada 28°C selama 48 jam, 
media YEP akan memperlihatkan kekeruhan sebagai 
pertanda adanya pertumbuhan sel di dalam media 
tersebut. Sebanyak 1 ml diambil dari kultur tersebut 
dan ditanam di dalam 250 ml media YEP yang juga 
telah diberi antibiotik rifampisin (25 mg/l) dan 
kanamisin (50 mg/l), serta diberi perlakuan yang 
sama seperti pada media 5 ml. Sebelum mencapai 
40 jam, kultur sel Agrobacterium yang tumbuh diukur 
kerapatan selnya (OD600) dengan spektrofotometer. 
Angka OD600 yang diperoleh kemudian disesuaikan 
dengan yang diperlukan, yaitu antara 0,7 dan 0,8. 

Konfirmasi Plasmid Vektor Ekspresi 
Gen Fusi cry1Ab-cry1Ac 

Kultur Agrobacterium yang digunakan pada ke-
giatan transformasi perlu dikonfirmasi untuk menge-
tahui keberadaan plasmid pCambia-5300_OaRbcS-
prom-cTP-cry1Ab-cry1Ac. DNA plasmid diisolasi dari 
kultur Agrobacterium menggunakan kit dengan 
mengikuti prosedur dari perusahaan penyedia kit 
(Tiangen). Sebanyak 2 ml kultur bakteri di dalam 
media YEP cair dimasukkan ke dalam tabung 
eppendorf 2 ml, lalu disentrifugasi dengan kecepatan 
12.000 rpm selama 60 detik. Tabung filter CP3 disiap-
kan dengan menambahkan sebanyak 500 µl bufer 
BL, lalu disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm 
selama 60 detik. Supernatan dibuang dari tabung 
eppendorf, selanjutnya ditambahkan 250 µl bufer P1, 
lalu di-vortex hingga pelet larut. Sebanyak 250 µl 
bufer P2 kemudian ditambahkan, tabung eppendorf 
dibolak-balik sebanyak tujuh kali. Sebanyak 350 µl 
bufer P3 ditambahkan, tabung eppendorf dibolak-
balik kembali sebanyak tujuh kali hingga terbentuk 
gumpalan berwarna putih. Sentrifugasi kemudian 
dilakukan pada kecepatan 12.000 rpm selama 10 
menit. Supernatan dipindahkan ke tabung filter CP3, 
kemudian disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm 
selama 60 detik. Selanjutnya, sebanyak 600 µl bufer 
PW ditambahkan ke dalam tabung filter dan disentri-
fugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 60 detik. 
Supernatan yang ada di dalam tabung penampung 

dibuang dan langkah ini diulang sekali lagi. Tabung 
filter CP3 kemudian diletakkan pada tabung 2 ml 
bersih dan sebanyak 100 µl bufer EB (elution buffer) 
ditambahkan di bagian tengahnya agar DNA larut 
sempurna. Inkubasi dilakukan selama 2 menit, lalu 
sentrifugasi dilakukan pada kecepatan 12.000 rpm 
selama 2 menit. DNA yang diperoleh disimpan pada  
-20°C. 

DNA yang dihasilkan dikonfirmasi dengan 
metode PCR menggunakan primer Cry1Ac-316 
forward (5’-CCCAACAACACTGTGACCTG-3’) dan 
Cry1Ac-316 reverse (5’-GGAGAAGCTCCACACTGTCC-
3’), serta enzim Taq polymerase. Reaksi PCR yang 
digunakan terdiri atas 1 µl DNA, 5 µl KAPA2G Fast 
Ready Mix 2, 0,6 µl DMSO, primer forward dan 
reverse masing-masing 0,2 µl, dan nuclease-free 
water (NFW) hingga volume total 10 µl. Program PCR 
yang digunakan, yaitu denaturasi awal pada 95°C 
selama 3 menit, 25 siklus yang terdiri atas denaturasi 
pada 95°C selama 30 detik, penempelan primer pada 
52°C selama 30 detik, dan pemanjangan DNA pada 
72°C selama 30 detik. PCR diakhiri dengan satu siklus 
tahap pemanjangan akhir pada 72°C selama 5 menit. 
Produk PCR dielektroforesis pada gel agarosa 1,2% 
dalam bufer TAE 1, pada 75 volt selama 1 jam. 
Selanjutnya, gel diberi pewarnaan etidium bromida. 
DNA divisualisasi dengan UV pada ChemiDoc™ EQ 
Imaging System (Bio-Rad). Ukuran DNA dibanding-
kan dengan DNA ladder 100 bp (New England 
Biolabs). 

Transformasi Gen Fusi cry1Ab-cry1Ac dan 
Seleksi Kalus Transforman Putatif 

Transformasi gen fusi cry1Ab-cry1Ac pada 
plasmid pCambia-5300_OaRbcS-prom-cTP-cry1Ab-
cry1Ac dilakukan dengan cara merendam kalus 
embriogenik di dalam media MS cair (tanpa ZPT dan 
gula) yang mengandung suspensi bakteri 
Agrobacterium dan asetosiringon 100 ppm, dalam 
kondisi gelap sambil dikocok di atas shaker selama 
15 menit. Setelah itu, kalus dibilas dengan akuades 
steril + sefotaksim (cefotaxime) 250 mg/l dan di-
keringkan di atas kertas tisu steril. Kalus kemudian 
dipindahkan ke media kokultivasi selama 2 hari 
dalam kondisi gelap pada 24°C±2°C. Media kokulti-
vasi yang digunakan adalah media dasar MS padat 
yang mengandung BAP 0,5 mg/l + asetosiringon 100 
ppm. Setelah itu, kalus dipindahkan ke media resting, 
yaitu MS padat + BAP 0,5 mg/l + sefotaksim 250–500 
mg/l, selama 7 hari. Selanjutnya, kalus dipindahkan 
ke media seleksi dan regenerasi. Perlakuan media 
seleksi dan regenerasi yang diujikan adalah media 
dasar MS padat yang ditambahkan BAP (0,5; 1; 3 
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mg/l), GA 0,1 mg/l, dan IBA 0,5 mg/l, serta perlakuan 
antibiotik higromisin (30, 40, 50 mg/l). Tunas-tunas 
transforman putatif yang terbentuk kemudian dipin-
dahkan ke media pembentukan planlet MS padat + 
IBA 0,5 mg/l. 

Rancangan percobaan yang digunakan pada 
seleksi dan regenerasi adalah Rancangan Acak 
Lengkap (RAL) Faktorial yang terdiri atas dua faktor, 
yaitu BAP dan higromisin, dengan tiga ulangan. 
Rancangan tersebut digunakan pada dua strain A. 
tumefaciens (EHA105 dan GV3101) sehingga secara 
total terdapat 54 unit percobaan. Data dianalisis 
dengan menggunakan uji F pada taraf 5%. Apabila uji 
F berbeda nyata maka dilakukan uji lanjut dengan 
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). 

Frekuensi Regenerasi dan Efisiensi Transformasi 

Frekuensi regenerasi dan efisiensi transformasi 
merupakan tolok ukur keberhasilan proses transfor-
masi. Frekuensi regenerasi banyak bergantung pada 
media seleksi yang digunakan, sedangkan efisiensi 
transformasi ditentukan antara lain oleh jenis strain 
yang digunakan dan metode transformasi yang di-
lakukan. Frekuensi regenerasi dihitung dengan 
rumus yang disitasi dari Sahoo et al. (2011). Per-
hitungannya dilakukan dengan membagi jumlah 
tunas planlet yang berhasil tumbuh pada media 
seleksi dengan jumlah eksplan awal dikali seratus 
persen sehingga dapat diketahui persentase fre-
kuensi regenerasi kalus berdasarkan media seleksi. 
Sementara, efisiensi transformasi dihitung berdasar-
kan persentase jumlah tunas yang positif menunjuk-
kan pita DNA gen target terhadap tunas yang bere-
generasi. 

Analisis Molekuler 

Konfirmasi keberadaan T-DNA (gen fusi cry1Ab-
cry1Ac) di dalam genom tebu transforman putatif 
dilakukan dengan analisis molekuler menggunakan 
PCR yang sama dengan yang digunakan untuk 
mengindentifikasi DNA plasmid pada kultur 
Agrobacterium. Hal yang berbeda yaitu untuk planlet 
transforman putatif tidak menggunakan DNA yang 
diisolasi dari jaringan planlet, namun menggunakan 
langsung bagian dari jaringan muda planlet dan tunas 
bibit (dengan ukuran 0,5 µl) sebagai template untuk 
PCR direct dan NFW sebagai kontrol negatif. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Induksi Kalus Tebu untuk Transformasi 

Potongan eksplan daun muda (Gambar 2A) 
yang ditanam pada media induksi kalus MS padat 
yang diperkaya dengan ZPT 2,4-D 3 mg/l dikom-
binasikan dengan casein hydrolisate 3 g/l mulai ter-
inisiasi menjadi kalus pada umur 2–3 minggu setelah 
tanam. Bagian eksplan daun yang lebih mudah ter-
inisiasi menjadi kalus berasal dari jaringan yang lebih 
meristematik, dekat dengan titik tumbuh, dengan 
sifat fisik berwarna lebih putih dan lentur (tidak 
kaku), rapuh, dan mudah dipotong. Setelah berumur 
1 bulan, eksplan yang telah terinduksi menjadi kalus 
disubkultur ke media dengan komposisi yang sama 
dengan proses proliferasi kalus dan diperoleh kalus 
yang embriogenik dan remah (Gambar 2B). Peng-
gunaan eksplan yang tepat dan media tumbuh yang 
mengandung 2,4-D dan casein hydrolisate sangat 
berperan dalam induksi dan proliferasi kalus tebu 
yang bersifat embriogenik. Mulleegadoo dan Dookun-
Saumtally (2005) berhasil menginisiasi kalus tebu 

 
Gambar 2. Eksplan tebu dan pembentukan kalus yang digunakan sebagai target transformasi. (A) Potongan 

eksplan berupa gulungan daun muda. (B) Struktur kalus tebu embriogenik yang friable. 

A B 
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embriogenik yang dapat meningkatkan keberhasilan 
inisiasi tunas awal dengan menggunakan eksplan 
jaringan daun muda atau roll disc tissue. Casein 
hydrolisate sebagai senyawa asam amino digunakan 
sebagai sumber nitrogen organik pada media 
tumbuh. Ketersediaannya mendukung peran 2,4-D 
dalam proses inisiasi kalus serta memproduksi kalus 
embriogenik (Cardi dan Monti 1990; Zhang et al. 
1996). Gandonou et al. (2005) melaporkan bahwa 
kalus embriogenik dapat diketahui secara visual, 
yaitu berstruktur kalus kering, berwarna putih susu 
atau krem, dan remah. Struktur ini berbeda jika di-
bandingkan dengan kalus nonembriogenik yang di-
cirikan dengan struktur kalus basah, berwarna 
bening kecokelatan, dan kompak. Basso et al. (2017) 
melaporkan bahwa kalus embriogenik memiliki ke-
mampuan sebagai recipient DNA yang baik dalam 
proses transformasi, sesuai dengan penelitiannya 
yang menunjukkan peningkatan efisiensi transfor-
masi dalam penyisipan DNA melalui vektor A. 
tumefaciens. 

Konfirmasi Plasmid Vektor Ekspresi 
Gen Fusi cry1Ab-cry1Ac 

Setelah diberi perlakuan agitasi pada 28°C se-
lama 48 jam, media YEP memperlihatkan kekeruhan 
sebagai pertanda adanya pertumbuhan sel di dalam 
media tersebut. Bakteri telah mereplikasi plasmid di 
dalam selnya dengan cara mengamplifikasi bagian 
dari T-DNA plasmid (dibatasi oleh border kanan dan 
kiri), yaitu bagian dari gen promotor dan gen fusi 
cry1Ab-cry1Ac yang ada di dalam plasmid vektor 

pCambia5300. Primer yang digunakan menghasilkan 
fragmen DNA berukuran sekitar 316 bp. 

Produk PCR menggunakan primer Cry1Ac-316 
forward dan Cry1Ac-316 reverse pada DNA plasmid 
yang mengandung gen fusi cry1Ab-cry1Ac menunjuk-
kan bahwa gen cry1Ac telah berhasil diamplifikasi 
dari DNA (template) yang diisolasi dari sampel kultur 
A. tumefaciens strain EHA105 dan GV3101. Keduanya 
menghasilkan fragmen DNA berukuran sekitar 316 bp 
berurutan pada sumur gel hasil elektroforesis nomor 
1 dan 2 (Gambar 3). Hal ini menunjukkan bahwa 
plasmid pCambia-5300_OaRbcS-prom-cTP-cry1Ab-
cry1Ac telah masuk ke dalam genom kedua strain A. 
tumefaciens (EHA105 dan GV3101) sehingga kultur 
bakteri kedua strain dapat digunakan pada kegiatan 
transformasi genetik tanaman tebu. 

Plasmid vektor pCambia-5300_OaRbcS-prom-
cTP-cry1Ab-cry1Ac (Gambar 4) memiliki gen 
neomycin phosphotransferase II (nptII) yang 
mengode sifat resistansi terhadap antibiotik 
kanamicin (Berg et al. 1984). Sifat ini berfungsi pada 
saat seleksi bakteri pada media YEP mengandung 
kanamisin 50 mg/l. Selain itu, plasmid ini juga 
memiliki gen hygromycin phosphotransferase (hptII) 
untuk sifat resistansi terhadap antibiotik higromisin 
(Rashid 2017). Gen ini berfungsi pada saat seleksi 
kalus hasil transformasi pada media mengandung 
higromisin dengan tiga taraf konsentrasi sebagai per-
lakuan, yaitu 30 mg/l, 40 mg/l, dan 50 mg/l. Resistansi 
terhadap antibiotik higromisin merupakan marka 
penyeleksi, berfungsi untuk menyeleksi tanaman 

 
Gambar 3. Elektroforegram DNA hasil PCR dari kultur Agrobacterium. Kultur A. tumefaciens strain EHA105 

(1) dan GV3101 (2) yang keduanya telah mengandung plasmid pCambia-5300_OaRbcS-prom-
cTP-cry1Ab-cry1Ac dan siap digunakan pada transformasi tebu. L = DNA ladder 100 bp. 
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transforman putatif. Penggunaan antibiotik ini dalam 
proses seleksi tersebut memiliki efek penghambatan 
yang lebih rendah bagi pertumbuhan tunas karena 
memiliki daya toksisitas lebih rendah dibanding 
dengan kanamisin (Rashid 2017). 

Transformasi Gen Fusi cry1Ab-cry1Ac ke 
dalam Genom Tebu 

Transformasi gen fusi cry1Ab-cry1Ac dilakukan 
dengan menggunakan kalus tebu dengan umur 
kurang dari 30 hari. Kalus tebu sampai dengan umur 
30 hari merupakan kalus yang terbaik sebagai target 
transformasi. Menurut Basso et al. (2017), kalus ber-
umur kurang dari 30 hari merupakan kalus embrio-
genik yang dapat meningkatkan efisiensi transfor-
masi. 

Efisiensi transfomasi juga ditentukan oleh densi-
tas sel Agrobacterium yang digunakan. Berdasarkan 
hasil penelitian pada tahap awal, penggunaan 
densitas (OD600) 0,8 pada kedua strain A. tumefaciens 
(EHA105 dan GV3101) memberikan hasil yang 
berbeda pada kalus yang ditransformasi. Transfor-
masi dengan strain GV3101 pada OD600 = 0,8 di-
anggap terlalu tinggi karena pertumbuhan bakteri 
yang belum terkendali pada media dan kalus setelah 
diinkubasi sehingga dapat mengganggu pertumbuh-
an kalus. Transformasi kemudian dilakukan dengan 

densitas bakteri yang lebih rendah, yaitu pada          
OD600 = 0,7. Harmonis et al. (2016) melakukan hal 
yang sama dengan menurunkan OD600 dari 0,8 men-
jadi 0,7. Nilai OD600 yang digunakan pada penelitian 
ini juga berdasarkan hasil penelitian Kalunke et al. 
(2009) dengan nilai OD600 berkisar antara 0,6 dan 0,8. 

Setelah kalus diinkubasi dengan larutan bakteri, 
kalus diinkubasi pada media kokultivasi yang 
mengandung asetosiringon 100 mg/l selama 72 jam 
dalam kondisi gelap pada 28°C (Gambar 5A). 
Pemberian senyawa asetosiringon pada saat kalus 
diinkubasi pada media kokultivasi berfungsi sebagai 
penginduksi ekspresi gen virA/virG dari Agrobac-
terium (Brencic dan Winans 2005) sehingga terjadi 
proses transfer T-DNA ke sel kalus tebu. 

Larutan sefotaksim pada konsentrasi 250 mg/l 
diberikan ke dalam media setelah transformasi 
menggunakan strain EHA105 untuk mencegah per-
tumbuhan bakteri secara eksponensial. Untuk strain 
GV3101, konsentrasi sefotaksim ditingkatkan menjadi 
500 mg/l pada media pencucian kalus setelah 
perendaman, juga pada media resting. 

Menurut Stanišić et al. (2018), sefotaksim ber-
fungsi dalam mencegah pertumbuhan Agrobac-
terium yang berlebihan. Konsentrasi 100 mg/l belum 
mampu mencegah pertumbuhan bakteri saat proses 
inkubasi dengan kalus apel selama 7 hari. Semen-

 
Gambar 4. Peta plasmid pCambia-5300_OaRbcS-prom-cTP-cry1Ab-cry1Ac, berukuran 13.160 bp, dibuat dengan 

menggunakan desain plasmid Addgene. 
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tara, konsentrasi optimum (200–600 mg/l) mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri secara stabil se-
lama 2 minggu. Penggunaan antibiotik seperti sefo-
taksim atau carbenicillin diketahui berguna untuk 
menekan pertumbuhan bakteri seperti Agrobacte-
rium karena termasuk golongan β-lactam yang me-
nyebabkan terganggunya proses biosintesis kompo-
nen peptidoglikan pada dinding sel bakteri. 

Aplikasi sefotaksim (250 mg/l) menghasilkan 
jumlah tunas yang lebih banyak dibanding dengan 
pemberian sefotaksim dengan konsentrasi lebih 
tinggi (500 mg/l) untuk transformasi dengan A. 
tumefaciens strain GV3101 (Gambar 5B dan 5C). Hal 
ini diduga karena terlalu tingginya peningkatan dosis 
sefotaksim hingga 500 mg/l pada media resting serta 
media pencucian. Karenanya, sangat penting untuk 
menentukan konsentrasi antibiotik yang tepat untuk 
menginduksi organogenesis serta mencegah terjadi-
nya escape akibat konsentrasi antibiotik yang kurang 
tepat. Tiwari et al. (2018) melaporkan bahwa pe-
ningkatan konsentrasi sefotaksim mampu mening-
katkan penghambatan Agrobacterium pada media. 

Namun, peningkatan konsentrasi sefotaksim hingga 
350 mg/l meningkatkan kemungkinan terjadinya 
nekrosis, yaitu terganggunya pertumbuhan bakal 
tunas mikro. 

Optimasi Media Seleksi 

Hasil analisis statistik penggunaan media seleksi 
untuk regenerasi kalus transforman putatif menun-
jukkan bahwa hanya faktor higromisin yang ber-
pengaruh nyata terhadap pertumbuhan tunas dan 
dosis higromisin terbaik sebagai penyeleksi tunas 
transforman putatif adalah 30 mg/l (Tabel 1). Kom-
binasi perlakuan BAP dan higromisin tidak berbeda 
nyata terhadap pertumbuhan tunas transforman 
putatif, diikuti hasil yang sama pada perlakuan kedua 
faktor tunggal higromisin dan BAP pada strain 
EHA105. 

Varietas BL menunjukkan inisiasi spot hijau 
terbaik pada media MS yang diperkaya dengan BAP 
pada dosis 1 mg/l (Sukmadjaja dan Mulyana 2011). 
Pemberian BAP sebagai golongan sitokinin dengan 

 
Gambar 5. Seleksi dan regenerasi kalus tebu pascatransformasi dengan A. tumefaciens. (A) Kalus yang telah 

ditransformasi pada media kokultivasi. (B) dan (C) Regenerasi kalus transforman pada media seleksi. 
(D) Regenerasi kalus nontransforman pada media nonseleksi. 

Tabel 1. Pengaruh konsentrasi higromisin pada media seleksi terhadap jumlah 
tunas tebu transforman putatif. 

 Konsentrasi higromisin Rataan jumlah tunas transforman putatif* 

 50 mg/l 0,0000 a 
 40 mg/l 0,3333 ab 
 30 mg/l 1,6667 b 

*Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda 
nyata pada uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) pada taraf 5%. 

A B 

C D 
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dosis terlalu tinggi diketahui menghambat proses 
pembelahan sel. Selain menyebabkan keracunan 
pada sel tanaman (Ali et al. 2008), pemberian BAP 
dan NAA pada saat yang bersamaan diketahui 
memberikan efek penghambatan pada pembelahan 
dan pemanjangan sel (Gaspar et al. 1996). Dengan 
demikian, pada penelitian ini pemberian NAA 0,1 
mg/l dilakukan pada media subkultur baru sebagai 
nutrisi tunggal atau tanpa kombinasi ZPT lain. 
Proliferasi tunas tertinggi pada strain GV3101 diper-
oleh pada perlakuan kombinasi BAP 1 mg/l dan 
higromisin 40 mg/l, sedangkan pada strain EHA105 di-
peroleh pada kombinasi BAP 0,5 mg/l dan higromisin 
30 mg/l. Proses inkubasi pada media NAA selanjutnya 
dilakukan hingga secara morfologi tanaman cukup 
kuat khususnya bagian akar untuk memasuki proses 
aklimatisasi. 

Tunas-tunas transforman putatif dari media 
seleksi kemudian dipindahkan ke media MS + NAA 
0,5 mg/l untuk pembesaran tunas sebagai tahap 
pembentukan planlet. Setelah umur 3–4 minggu, 
planlet diaklimatisasi di rumah kaca. Menurut Tolera 
(2016), pemberian NAA 1 mg/l tanpa kombinasi IBA 
menunjukkan pertumbuhan akar yang optimum 
pada tebu varietas N14. Hal ini sejalan dengan hasil 

penelitian Sukmadjaja dan Mulyana (2011) yang me-
nunjukkan pertumbuhan akar sebesar 82% dengan 
penggunaan NAA tunggal dengan dosis 0,5 mg/l. 

Frekuensi Regenerasi dan Efisiensi Transformasi 

Tabel 2 menunjukkan frekuensi regenerasi dan 
efisiensi transformasi pada kedua strain A. tumefa-
ciens yang diuji. Persentase efisiensi transformasi 
tertinggi pada strain GV3101 ditunjukkan pada per-
lakuan media seleksi 2.1 dan 2.2 dengan persentase 
keduanya yang mencapai 57,1%, sedangkan sisanya 
secara keseluruhan mencapai 42,8% pada perlakuan 
1.2, 3.1, dan 4.2. Sementara itu, untuk strain EHA105 
efisiensi transformasi tertinggi diperoleh pada per-
lakuan media seleksi 5.1 dan 7.1 yang masing-masing 
mencapai 71,4% dan 100,0%. Akan tetapi, pada per-
lakuan lainnya hanya diperoleh 14,2% dan 28,5%. 
Secara keseluruhan, tanpa melihat perbedaan per-
lakuan media seleksi, jumlah pita DNA positif untuk 
strain GV3101 dan EHA105 masing-masing diperoleh 
17 tunas (9,0%) dan 21 tunas (11,1%). 

Setiap sampel berdasarkan media perlakuan 
memiliki ulangan tunas yang dihasilkan dari jumlah 
proliferasi tunas yang tumbuh dari kalus. Misalnya, 
jumlah proliferasi tunas pada perlakuan 2.1 dengan 

Tabel 2. Frekuensi regenerasi dan efisiensi transformasi tebu varietas BL dengan metode transformasi A. tumefaciens. 

Media 
seleksi 

Jumlah eksplan yang diuji Jumlah tunas tumbuh Jumlah pita DNA positif 
mengandung gen fusi Frekuensi regenerasi (%) Efisiensi transformasi (%) 

GV3101 EHA105 GV3101 EHA105 GV3101 EHA105 GV3101 EHA105 GV3101 EHA105 

1.1 7 7 0 1 - 1 - 14,2 - 14,2 
1.2 7 7 3 0 3 - 42,8 - - - 
1.3 7 7 0 0 - - - - - - 
2.1 7 7 5 1 4 0 71,4 14,2 57,1 0,0 
2.2 7 7 4 2 4 2 57,1 28,5 57,1 28,5 
2.3 7 7 0 0 - - - - - - 
3.1 7 7 3 2 3 2 42,8 28,5 42,8 28,5 
3.2 7 7 0 0 - - - - - - 
3.3 7 7 0 0 - - - - - - 
4.1 7 7 0 0 - - - - - - 
4.2 7 7 3 1 3 1 42,8 14,2 42,8 14,2 
4.3 7 7 0 0 - 0 - - - - 
5.1 7 7 0 5 - 5 - 71,4 - 71,4 
5.2 7 7 0 0 - - - - - - 
5.3 7 7 0 0 - - - - - - 
6.1 7 7 0 0 - - - - - - 
6.2 7 7 0 1 - 1 - 14,2 - 14,2 
6.3 7 7 0 0 - - - - - - 
7.1 7 7 0 7 - 7 - 100,0 - 100,0 
7.2 7 7 0 0 - - - - - - 
7.3 7 7 0 0 - - - - - - 
8.1 7 7 0 2 - 1 - 28,5 - 14,2 
8.2 7 7 0 0 - - - - - - 
8.3 7 7 0 0 - - - - - - 
9.1 7 7 0 0 - - - - - - 
9.2 7 7 0 1 - 1 - 14,2 - 14,2 
9.3 7 7 0 0 - - - - - - 

Jumlah 189 189 18 23 17 21 9,5 12,1 9,0 11,1 
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pertumbuhan mencapai lima tunas, namun pertum-
buhan tunas tidak semua diikuti dengan hasil positif 
untuk pita gen target. Pada perlakuan media seleksi 
2.1 yang menggunakan higromisin 40 mg/l dengan 
kombinasi BAP 1 mg/l, frekuensi regenerasi tertinggi 
mencapai 71,4%, namun terdapat peristiwa escape 
sebanyak satu tunas (5,5%) karena diketahui tidak 
tersisipi gen target. 

Secara fisiologis, penyebab keadaan pertum-
buhan tunas yang tidak tersisipi gen target diduga 
karena adanya respons escape sel tanaman karena 
dipengaruhi oleh penggunaan antibiotik seperti 
kanamisin atau sefotaksim dengan dosis tertentu. 
Kejadian escape merupakan keadaan saat tanaman 
melakukan proses perlindungan sel nontransforman 
terhadap sel transforman sehingga tanaman bersifat 
chimera atau keadaan sel pada tanaman belum 
homogen (Bower dan Birch 1992; Dong dan 
McHughen 1993; Arencibia et al. 1998). Selain escape, 
terdapat peristiwa nekrosis. Nekrosis secara umum 
diketahui berdasarkan warna daun planlet yang ber-
warna kuning atau putih yang menyebabkan tunas 
tidak tumbuh dengan sempurna (Gambar 6A) jika 
dibandingkan dengan planlet yang memiliki warna 
daun hijau normal (Gambar 6B). Terjadinya nekrosis 
pada sel atau jaringan transforman menyebabkan 
hambatan bagi regenerasi sel untuk menjadi tanam-
an utuh sehingga dapat membatasi jumlah tanaman 
transgenik yang diregenerasikan (Dan et al. 2009). 

Analisis Molekuler Gen cry1Ab-cry1Ac pada 
Tebu Transforman Putatif 

Identifikasi keberadaan T-DNA di dalam genom 
tebu telah dilakukan dengan metode PCR direct 
menggunakan jaringan yang diambil dari planlet dan 

daun muda bibit tebu sebagai sumber DNA, tanpa 
melalui tahapan isolasi DNA. Elektroforesis hasil PCR 
untuk gen target cry1Ac menggunakan primer 
Cry1Ac-316 forward dan Cry1Ac-316 reverse pada 
empat sampel planlet menunjukkan pola pita satu 
fragmen DNA yang berukuran sekitar 300 bp 
(tepatnya 316 bp) (Gambar 7). Elektroforesis hasil 
PCR dengan primer yang sama pada tujuh sampel 
tunas menghasilkan pita DNA yang berukuran sama, 
yaitu sekitar 300 bp (Gambar 8). Fragmen DNA yang 
dihasilkan dari sampel planlet dan bibit sama dengan 
fragmen DNA yang dihasilkan dari DNA kultur 
Agrobacterium (sumur 1 dan 2 pada Gambar 3 dan 
sumur 9 pada Gambar 8). Hasil PCR ini diperkuat 
dengan kontrol negatif, yaitu NFW (sumur 5 pada 
Gambar 7) dan sampel tunas tebu varietas BL 
nontransgenik atau wild type (sumur 8 pada Gambar 
8). PCR menggunakan NFW sebagai kontrol negatif 
dilakukan untuk memastikan bahwa reaksi PCR tidak 
terkontaminasi. Sementara, sampel tunas tebu 
varietas BL wild type digunakan untuk membuktikan 
bahwa gen cry1Ac secara alami tidak terdapat di 
dalam genom tebu tersebut. 

Pola pita hasil analisis molekuler tersebut 
menunjukkan keberadaan gen target cry1Ac pada 
genom lini tebu transforman sehingga lini-lini tebu 
tersebut dapat dikategorikan sebagai transforman/ 
transgenik putatif. Hasil analisis molekuler meng-
gunakan metode PCR direct ini menunjukkan bahwa 
sebanyak 17 lini dan 21 lini tebu transgenik BL-Cry 
telah dihasilkan masing-masing dari transformasi A. 
tumefaciens strain GV3101 dan EHA105 (Tabel 2). 

Menurut Young et al. (2007), PCR direct dilaku-
kan dengan prinsip pemisahan komponen selular 
seperti dinding sel dari bagian target amplifikasi 

 
Gambar 6. Keragaan pertumbuhan biakan tebu varietas BL hasil transformasi dengan metode transformasi A. tumefaciens. (A) Sebagian tunas 

tanaman transforman mengalami nekrosis. (B) Tunas nontransforman berwarna hijau. 

A B 
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dengan menggunakan larutan bufer tanpa purifikasi 
DNA sehingga amplifikasi dapat dilakukan secara 
langsung dari jaringan daun tanaman. Pada teknik 
PCR ini, sampel daun pada stadia yang berbeda 
(muda dan tua), cara penusukan pada jaringan daun, 
dan cara pelarutan DNA ke dalam campuran PCR 
menentukan kuantitas pita DNA hasil PCR dan tingkat 

keberhasilan proses amplifikasi target (Ohta et al. 
2013). Dengan demikian, terdapat kemungkinan 
bahwa tidak munculnya pita DNA pada saat proses 
visualisasi dengan elektroforesis gel agarosa pada 
beberapa sampel disebabkan hal tersebut. Untuk itu, 
perlu dilakukan PCR kembali menggunakan DNA 
hasil isolasi sebagai template. 

 
Gambar 7. Pola amplifikasi DNA hasil PCR gen cry1Ac dari sampel planlet hasil transformasi dengan 

metode transformasi A. tumefaciens. L = DNA ladder 100 bp. DNA sampel pada sumur gel 
agarosa: 1 = 1.1 EHA105, 2 = 6.2 EHA105, 3 = 3.1 EHA105, 4 = 9.2 EHA105, 5 = 
nuclease-free water (NFW, kontrol negatif). Nomor media seleksi sama dengan Tabel 1. 

 
Gambar 8. Pola amplifikasi DNA hasil PCR gen cry1Ac dari sampel tunas tanaman tebu hasil transformasi dengan 

metode transformasi A. tumefaciens. L = DNA ladder 100 bp. DNA sampel pada sumur gel agarosa: 1 
= 7.1.1, 2 = 7.1.2, 3 = 7.1.3, 4 = 7.1.4, 5 = 7.1.5, 6 = 7.1.6, 7 = 7.1.7, 8 = varietas BL (wild type, kontrol 
negatif), 9 = kultur A. tumefaciens strain EHA105 yang digunakan pada transformasi (kontrol positif). 
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KESIMPULAN 

Transformasi gen cry1Ab-cry1Ac pada tanaman 
tebu varietas BL berhasil dilakukan dengan metode 
perendaman kalus tebu embriogenik menggunakan 
A. tumefaciens strain EHA105 dan GV3101. Pertum-
buhan dan regenerasi kalus transforman putatif pada 
media seleksi lebih banyak dipengaruhi oleh peng-
gunaan antibiotik dibanding dengan ZPT. Peng-
gunaan A. tumefaciens strain EHA105 menghasilkan 
efisiensi transformasi yang lebih tinggi (11,1%) 
dibanding dengan strain GV3101 (9,0%). Hasil analisis 
molekuler menunjukkan tanaman transforman 
putatif terkonfirmasi mengandung gen cry1Ab-cry1Ac 
dengan pita DNA berukuran 316 bp. Tanaman trans-
genik ini perlu diuji bioasai untuk mengetahui keta-
hananannya terhadap hama penggerek pucuk 
dan/atau batang tebu. 
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