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Penyusun

KATA PENGANTAR

Teknologi rekayasa genetik telah berkembang pesat dan telah memberi-
kan manfaat antara lain dalam menghasilkan produk rekayasa genetik
(PRG). PRG seperti tanaman transgenik sudah banyak dibudidayakan dan di-
pasarkan di berbagai negara. Pengkajian keamanan hayati sebelum tanaman
transgenik dikomersialisasikan dilakukan untuk melihat kemungkinan adanya
dampak negatif yang dapat mengganggu dan membahayakan lingkungan
dan keanekaragaman hayati. Sesuai dengan pengaturan keamanan hayati
dalam Keputusan Bersama Empat Menteri tentang Keamanan Hayati dan Ke
amanan Pangan Produk Pertanian Hasil Rekayasa Genetik, sebelum diko
mersialisasikan di Indonesia setiap tanaman transgenik harus dikaji keaman
an hayatinya, khususnya melalui pengujian di Fasilitas Uji Terbatas (FUT).

Salah satu parameter yang diamati dalam pengujian tanaman transge
nik di FUT adalah bioasai terhadap tanaman tersebut. Bioasai tanaman
transgenik adalah suatu pengujian untuk mengetahui dampak tanaman
transgenik terhadap organisme non target atau untuk mengetahui ekspresi
dari suatu gen interes (misalnya gen ketahanan serangga hama) yang di-
transformasikan ke dalam tanaman transgenik. Dalam bioasai tanaman
transgenik yang tahan serangga hama, diperlukan jumlah serangga dengan
umur yang seragam dan cukup untuk pengujian. Sehubungan dengan ke-
perluan tersebut, serangga hama yang digunakan untuk bioasai perlu diper-
banyak baik melalui pakan biasa maupun pakan buatan.

Buku ini disusun dari hasil review pustaka dan data yang terkumpul dari
studi bioasai tanaman transgenik, serta pmbiakan dan pemeliharaan serang
ga sejak tahun 1998 sampai 2003. Studi tersebut dilakukan di Balai Besar
Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan Sumberdaya Genetik Perta
nian yang dulu dikenal dengan Balai Penelitian Bioteknologi Tanaman
Pangan atau Balitbio. Dalam buku ini akan diuraikan tentang perakitan
tanaman transgenik tahan serangga hama, penyiapan serangga uji, dan
bioasai tanaman transgenik. Buku ini dapat dimanfaatkan oleh para peneliti
yang melakukan perakitan tanaman transgenik.
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PENDAHULUAN

Perbaikan sifat tanaman dapat dilakukan melalui modifikasi genetik
baik dengan persilangan tanaman secara konvensional maupun dengan bio-

teknologi melalui rekayasa genetik. Kehadiran teknologi rekayasa genetik
memberikan wahana baru bagi pemulia tanaman untuk memperoleh kelom-
pok gen baru yang lebih luas (Herman 1996). Teknik rekayasa genetik dapat
digunakan sebagai mitra dan pelengkap teknik pemulia tanaman yang sudah
mapan dan telah digunakan selama bertahun-tahun (Herman 2002b).
Produk rekayasa genetik yang berupa tanaman transgenik sudah banyak di-
tdnam dan dipasarkan di berbagai negara (James 2003). Tanaman trans
genik tersebut memiliki sifat baru seperti ketahanan terhadap hama, penya-
kit, herbisida, atau peningkatan kualitas hasil (James 2003).

Pada tahun 2004, ada empat belas negara yang menanam tanaman

transgenik (James 2004). Negara-negara tersebut adalah Amerika Serikat,
Argentina, Kanada, Brazil, Cina, Paraguai, India, Afrika Selatan, Uruguai,

Australia, Rumania, Meksiko, Spanyol, dan Filipina. Selama sembilan tahun
dalam periode 1996-2004, secara global penanaman tanaman transgenik
meningkat 47 kali dari luasan 1,7 juta hektar pada tahun 1996 menjadi 81,0
juta hektar pada tahun 2004 (James 2004). Peningkatan areal penanaman
tanaman transgenik yang mencolok tersebut merupakan indikasi kuat bahwa
para petani telah diuntungkan dengan menanam produk teknologi rekayasa
genetik. Di samping hal positif dari tanaman transgenik, terdapat kekhawa-
tiran dari sebagian masyarakat bahwa tanaman tersebut akan mengganggu,

merugikan, dan membahayakan bagi keanekaragaman hayati dan lingkung-
an, serta kesehatan manusia (Herman 1999).

Di beberapa negara Asia seperti Filipina, India, Jepang, Malaysia, dan
Thailand, beberapa tanaman transgenik seperti kapas Bt dan jagung Bt
(tanaman transgenik tahan hama tertentu), serta kedelai RR (kedelai toleran
herbisida) telah dinyatakan aman hayati dan aman pangan sesuai dengan
peraturan yang berlaku di masing-masing negara tersebut (Herman 2002a;
2001). Sebelum dikomersialisasikan, setiap tanaman transgenik harus dikaji
keamanan hayatinya, baik melalui pengujian di Fasilitas Uji Terbatas mau-



pun di Lapangan Uji Terbatas. Sehubungan dengan itu, pada tahun 1997 te-
lah dikeluarkan Keputusan Menteri Pertanian No. 856/Kpts/HK.330/9/1997
tentang Ketentuan Keamanan Hayati Produk Bioteknologi Pertanian Hasil
Rekayasa Genetik (Herman 1999). Karena di dalam Keputusan Menteri Per
tanian tahun 1997 tersebut belum tercakup aspek keamanan pangan, maka

pada tahun 1999 telah dikeluarkan Keputusan Bersama Menteri Pertanian,
Menteri Kehutanan dan Perkebunan, Menteri Kesehatan dan Menteri Negara
Pangan dan Hortikultura tentang Keamanan Hayati dan Keamanan Pangan
Produk Pertanian Hasil Rekayasa Genetik (Herman 1999).

Sesuai dengan pengaturan keamanan hayati yang ada dalam Ke
putusan Bersama Empat Menteri tersebut, maka setiap tanaman transgenik

yang akan dimanfaatkan harus diuji keamanan hayatinya di Fasilitas Uji Ter
batas atau FUT (Herman 1999). Salah satu peubah yang diamati dalam pe-
ngujian tanaman transgenik di FUT adalah bioasai terhadap tanaman terse
but. Bioasai tanaman transgenik adalah suatu studi untuk mengetahui dam-
pak tanaman transgenik terhadap organisme non target atau untuk menge
tahui ekspresi dari suatu gen interes (misalnya gen ketahanan serangga
hama) yang ditransformasikan ke dalam tanaman transgenik. balam bioasai

tanaman transgenik yang tahan serangga hama, diperlukan serangga dalam
jumlah yang cukup dengan umur yang seragam. Sehubungan dengan keper-
luan tersebut, serangga yang digunakan untuk bioasai perlu diperbanyak.

PERAKITAN TANAMAN TRANSGENIK
TAHAN SERANGGA HAMA

Kehadiran teknologi rekayasa genetik memberikan wahana baru bagj
pemulia tanaman untuk memperoleh kelompok gen baru yang lebih luas.
Gen yang ditransfer ke dalam genom suatu tanaman untuk membentuk
tanaman transgenik bisa berasal dari spesies lain seperti bakteri, virus, atau

tanaman (Bennet 1993). Gen yang diperoleh dengan jalan sintesis secara
kimia misalnya gen Bt, juga berhasil ditransformasikan ke tanaman. Pada
dasarnya gen yang ditransfer tersebut haruslah gen yang bermanfaat yang
belum ada atau belum dipunyai oleh tanaman. Hal ini menggambarkan ke-
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rumati kaca (Herman 1999). Untuk mengkonfirmasi apakah sifat bam yang
diinginkan tersebut dapat diturunkan maka perlu dilakukan persilangan
genetik. Dalam buku ini hanya akan diuraikan perakitan tanaman transgenik
tahan serangga hama.

Teknik Transfer Gen

Teknologi transfer gen dibedakan menjadi dua, yaitu langsung dan
tidak langsung (Bennet 1993). Contoh transfer gen secara langsung adalah
penembakan eksplan gen dengan gene gun atau di vortex dengan silicon
carbide (karbid silikon), dan perlakuan pada protoplas tanaman dengan
elektroporasi atau dengan poly-ethylenegiycol (PEG). Sedarigkan transfer
gen secara tidak langsung adalah melalui vektor Agrobacterium.

Transfer Gen secara Langsung

•Penembakan partikel {particle bombardment)

Teknik paling modern dalam transformasi tanaman adalah penggunaan
metode penembakan partikel {particle bombardment) atau gene gun.
Metode transfer gen ini dioperasikan secara fisik dengan fnenembakkan

partikel DNA-coated langsung ke sel atau jaringan tanaman (Klein et al.
1988). Dengan cara demikian, partikel dan DNA yang ditransformasikan
menembus dinding sel dan membran, kemudian DNA melarut dan terse-

bar di dalam sel secara independen. Telah didemonstrasikan bahwa tek
nik ini efektif untuk mentransfer gen pada bermacam-macam eksplan.
Penggunaan particle bombardmentmembuka peluang dan kemungkinan
lebih mudah dalam memproduksi tanaman transgenik dari berbagai spe-
sies yang sebelumnya sukar ditransformasi dengan Agrobacterium, khir-
susnya tanaman monokotil seperti padi, jagung, dan turfgrass.

•Silicon carbide

Metode transfer gen lain yang kurang umum digunakan dalam transfor
masi tanaman tetapi telah dilaporkan berhasil mentransformasi jagung
dan turfgrass adalah penggunaan karbit silikon. Suspensi sel tanaman
yang akan ditransformasi dicampur dengan serat karbit silikon dan DNA



plasmid dari gen yang diinginkan dimasukkan ke dalam tabling
eppendorf kemudian dilakukan pencampuran dan pemutaran dengan
w?rt*-(Kaeppler eta/. 1990). Serat karbit silikon berfungsi sebagai jarum
injeksi mikro {microinjection) untuk memudahkan transfer DNA ke dalam
sel tanaman.

•   Elektroporasi

Metode transfer DNA yang umum digunakan pada tanaman monokotil
adalah elektroporasi dari protoplas, perlakuan polyethylene glycol (PEG)
pada protoplas dan kombinasi antara dua perlakuan tersebut (Joersbo

' dan Brunstedt 1991). PEG memudahkan presipitasi DNA dan membuat
kontak lebih baik dengan protoplas, juga melindungi DNA plasmid dari
degradasi oleh enzim nuclease (Mass dan Werr 1989). Sedangkan elek
troporasi dengan perlakuan listrik voltase tinggi menyebabkan permiabili-
tas tinggi untuk sementara pada membran sel dengan membentuk pori-
pori sehingga DNA mudah masuk ke dalam protoplas. Integritas mem
bran kembali membaik seperti semula dalam beberapa detik sampai
semenit setelah perlakuan listrik. Jagung dan padi telah berhasil ditrans-
formasi melalui elektroporasi dengan efisiensi antara 0,1-1%. Kelemahan
penggunaan protoplas sebagai explantuntuk transformasi adalah sulitnya
protoplas beregenerasi dan ekstra komplikasi, serta variasi somaklonal
akibat panjangnya periode kultur.

Transfer Gen secara Tidak Langsung

Dari banyak teknik transfer gen yang berkembang, teknik mengguna-
kan vektor Agrobacterium tumefaciens paling sering digunakan untuk men-
transformasi tanaman dikotil. A. tumefaciens mampu mentransfer gen ke
dalam genom tanaman melalui eksplan baik yang berupa potongan daun
{leaf discs) maupun bagian lain dari jaringan tanaman yang mempunyai
potensi beregenerasi tinggi (Hinchee etal. 1988; Mullins etal. 1990).

Gen yang ditransfer terletak pada plasmid Ti {tumor inducing). Seg-
men spesifik DNA plasmid Ti disebut DNA T (transfer DNA) yang berpindah
dari bakteri ke inti sel tanaman dan berintegrasi ke dalam genom tanaman.



Karena A. tumefaciens merupakan patogen tanaman maka Agrobacterium

yang cligunakan sebagai vektor untuk transformasi tanaman adalah bakteri
dari jenis plasmid Ti yang dilucuti virulensinya {disarmed), sehingga sel ta
naman yang ditransformasi oleh Agrobacterium dan yang mampu beregene-
rasi akan membentuk suatu tanaman sehat hasil rekayasa genetik. Tanaman

tersebut akan menurunkan DNA T yang disarmed dan gen asing (dari sifat
yang diinginkan) ke keturunannya. Teknik transformasi menggunakan vektor
Agrobacterium pada tanaman dikotil telah berhasil dilakukan tetapi sebalik-
nya tidak umum digunakan pada tanaman monokotil. Meskipun demikian,
beberapa peneliti melaporkan bahwa beberapa strain Agrobacterium berhasil
mentransformasi tanaman monokotil seperti jagung dan padi.

Gen Ketahanan terhadap Serangga Hama

Gen ketahanan untuk memproduksi tanaman tahan serangga difokus-

kan pada protein yang mengandung kode gen tunggal, seperti Bt endotoxins
(Cheng et at. 1992), proteinase inhibitor (Hilder et ai. 1993; Johnson et ai.
1989; Ryan 1990), cowpea trypsin inhibitor dan pea seed lectin (Gatehouse
etai. 1991), snow drop lectin (Rao etal. 1998), amylose inhibitor (Ishimoto

et at 1996; Schroeder etai. 1995; Shade etal. 1994). Protein dengan kode
gen tunggal lebih mudah diintroduksi ke dalam tanaman. Dalam buku ini
akan diuraikan dua jenis gen, yaitu gen Bt dan gen dari kelompok inhibitor.

GenBt

Gen Bt merupakan hasil isolasi bakteri tanah Bacillus thuringiensis.
Bakteri ini telah digunakan oleh petani di negara maju sebagai insektisida
hayati yang aman sejak puluhan tahun yang lalu (Shadduck 1983,
McClintock et at 1995). Istilah populer cry (Held et at 1982) merupakan
singkatan dari crystal sebagai representasi gen dari strain Bt yang mempro
duksi protein kristal yang bekerja sebagai insektisida {insecticidal crystal
protein) yang dapat mematikan serangga hama (Macintosh etai 1990).
Sampai saat ini telah diisolasi gen Bt yang dimasukkan ke dalam delapan ke
lompok atau kelas cry (Rajamohan dan Dean 1995; Krattiger 1997, Crick-
more et at. 1998). Kelas cry tersebut dikelompokkan berdasarkan virulensi-



nya yang spesifik terhadap kelompok serangga sasaran. Sebagai contoh
cryl, crylX, dan cryX mematikan serangga ordo Lepidoptera, cry\i bisa me-

matikan serangga ordo Lepidoptera dan Coleoptera. Kristal protein tersebut
hanya akan bekerja secara aktif apabila bertemu sinyal penerima {receptor)
di dalam usus serangga dari ordo yang sesuai dengan kelas virulensinya,
misalnya cryl hanya bisa aktif dan beracun pada serangga ordo Lepidoptera
(Van Rie eta/. 1990).

Semua gen yang menyandi 130-140 kDa protoxin dan aktif terhadap
larva Lepidoptera digolongkan ke dalam kelas cryl yang selanjutnya dibagi
dglam beberapa subkelas A sampai G. Berdasarkan identitas asam aminonya
(>80%), subkelas gen crylk dibagi menjadi IA(a), IA(b), dan IA(c). Tipe
gen subkelas cryll yang mem prod uksi 66 kDa protoxin aktif terhadap Lepi
doptera (cryllB) saja atau aktif pada larva Lepidoptera dan Diptera {cryllA).
Gen crylll menghasilkan 73 kDa protein aktif terhadap larva Coleoptera.
Gen crylM telah diisolasi dari subspesies israeiensis dan menghasilkan 135,
128, 74, dan 72 kDa protein aktif terhadap larva Diptera. Gen baru telah di
isolasi dari B. thuringiensis subsp. thompsoni dan diberi nama oyV. Gen ter

sebut menghasilkan 80 kDa protein aktif terhadap Lepidoptera dan Coleop
tera. Gen yang^aktif terhadap nematoda dimasukkan ke dalam klas cryMl.

Dari penelitian yang ada, umumnya tanaman tahan serangga yang

berhasil ditransformasi berasal dari gen c/yBt yang bersifat meracuni hama
serangga dari ordo Coleoptera atau Lepidoptera {Barton eta/ 1987; Cheng
et al. 1992; Delannay et a/ 1989; Perlak et a/ 1990; Warren et a/ 1992;
Wilson et a/ 1992). Racun Bt akan melekat pada epithelial glycoprotein
dalam usus serangga, khususnya pada usus tengah. Keadaan tersebut akan

menyebabkan bocornya usus sehingga cairan yang ada akan merembes ke
luar ke daerah antara usus dan hemocoel dan mengakibatkan matinya se
rangga (Hilder eta/ 1993). Ada beberapa gen c/yyang ditransformasikan ke
kapas transgenik, yaitu oyIA(a), oyIA(b), c/ylAfc), cryl?, dan c/yIIA(b)
(Benedict dan Altman 2001; James 2002).



Gen dari Kelompok Inhibitor

Kelompok yang lain dari gen tahan serangga adalah proteinase
inhibitor. Protein penghambat akan mengganggu sistem pencernaan pakan
serangga, dengan menghasilkan senyawa antinutrisi yang menghambat

kerja enzim proteinase. Supaya fungsi gen penghambat (inhibitor) tersebut
efektif, gen harus diekspresikan di jaringan tanaman pada bagian yang di-
serang. Gen proteinase inhibitor II (dari kentang) yang diintroduksikan ke
tembakau telah meningkatkan ketahanan tanaman tembakau transgenik.
Hal tersebut ditunjukkan melalui bioasai terhadap serangga Manduca sexta

(Johnson eta/. 1989).

Azuki bean yang dimasuki gen a-amy/ase inhibitoryang diperoleh dari
common bean, telah menunjukkan ketahanan terhadap hama kumbang

Bruchus (Ishimoto et at. 1996). Pada penelitian lain oleh Schroeder et a/.
(1995) dan Shade eta/. (1994) gen a-amyiase inhibitor dari common bean
berhasil ditransformasikan ke kacang pea (Pisum sativum L) dan menunjuk
kan ketahanan terhadap kumbang Bruchus (Bruchus pisorum).

PENYIAPAN SERANGGA UJI

Dalam buku ini akan diuraikan morfologi dan biologi serangga serta
cara pembiakan dan pemeliharaan serangga di laboratorium. Serangga uji
yang diuraikan adalah ulat sutera, hama penggerek batang jagung, dan ha
ma penggerek buah kapas. Ulat sutera merupakan serangga non target atau

serangga berguna, sedangkan hama penggerek batang jagung dan hama
penggerek buah kapas digunakan dalam pengujian untuk mengetahui eks-
presi gen interes, yaitu gen ketahanan serangga hama yang ditransformasi
kan ke dalam tanaman transgenik.

Morfologi dan Biologi Serangga

Morfologi dan biologi serangga yang akan diuraikan adalah ulat
sutera, hama penggerek batang jagung, dan penggerek buah kapas. Setiap



serangga akan diuraikan morfologi dan biologi setiap fase telur, larva, pupa,
dan imago, serta siklus hidupnya.

Ulat Sutera [Bombyx mor/(L.)]

Ordo : Lepidoptera

Famili : Bombycidae

•Telur

Lama stadium telur 10-14 hari (Anonymous 2003b). Telur berbentuk bu-
lat pipih, berukuran panjang 1,33 mm, lebar sekitar 1 mm, tebal 0,5 mm,

' dan bobot sekitar 0,5 mg. Ukuran dan bobotnya dapat bervariasi tergan-
tung pada ras dan lingkungan tempat induk ulat dipelihara. Warna telur
pada saat diletakkan kuning muda, dalam 2-3 hari telur mulai berubah
sesuai dengan rasnya, yang pada umumnya berwarna abu-abu muda,

abu-abu atau kehijauan. Di alam, telur diletakkan pada daun murbei
(Atmosoedarjo eta/. 2000).

•Larva

Larva B. mo/7 biasanya disebut sebagai ulat sutera, bersifat monofagus,
hanya merfiakan daun murbei. Larva akan berganti kulit sebanyak empat

kali sebelum memintal kokon sutera, yang berasal dari satu serat, untuk
berpupa (Anonymous 2003a). Lama stadium larva 27 hari (Anonymous
2003b). Larva yang baru kekiar dari telur yang menetas panjangnya 3
mm, mempunyai banyak ruas di permukaan tubuhnya dan pada umum
nya berwarna hitam. Larva umur sehari panjang tubuhnya menjadi 7 mm

dengan permukaan kulit mengkilat. Setelah berumur 2 hari, ruas menjadi
kurang jelas. Setelah itu larva berhenti makan sekitar 24 jam. Pada saat
itu larva mengganti kulit lama dengan kulit baru. Peristiwa ini dikenal
dengan istilah ganti kulit atau ekdisis. Karena selama stadium larva ganti
kulit berlangsung sebanyak 4 kali, maka terdapat 5 periode makan atau
instar. Pada instar V larva mencapai panjang maksimum 70 mm dan sa-

ngat rakus. Ketika larva telah berkembang penuh dan berhenti makan,
kulit larva berubah menjadi transparan (Atmosoedarjo eta/. 2000).



Pupa

Lama stadium pupa 14 hari (Anonymous 2003b). Kokon sutera merupa-
kan pelindung pupa, berwarna putih, putih kekuningan atau kuning ter-
gantung pada faktor genetik ulat sutera. Perubahan dari larva menjadi
pupa terlihat pertama kali dengan berhentinya makan. Tepat setelah se-
lesai ekdisis/pengelupasan kulit, kulit pupa lunak dan berwarna kuning
muda tetapi 2-3 jam kemudian kulit mengeras dan berwarna coklat
(Atmosoedarjo eta/. 2000).

Imago

Lama stadium imago 5-7 hari (Anonymous 2003b). Imago mempunyai
tubuh yang berat, membulat, tertutup bulu dan tidak dapat makan kare-
na alat mulutnya tidak berkembang. Tubuh terdiri atas tiga bagian, yaitu
kepala, thoraks, dan abdomen. Pada bagian kepala terdapat antena yang
terdiri atas 35-40 segmen kecil yang ditumbuhi bulu-bulu dan sepasang
mata majemuk. Thoraks terdiri atas tiga segmen, yaitu prothoraks,

mesothoraks, dan metathoraks. Pada setiap segmen ada sepasang kaki
thoraks. Pada mesothoraks dan metathoraks masing-masin^ mempunyai

sepasang sayap. Abdomen terdiri atas delapan segmen pada imago jan-

tan dan tujuh segmen pada imago betina. Ukuran tubuh imago betina le-
bih besar daripada imago jantan (Atmosoedarjo et al. 2000). Sayap dan
tubuh biasanya berwarna putih tapi dapat bervariasi hingga coklat te-
rang. Imago mempunyai sayap depan dengan ujung berkait yang menja
di ciri khusus famili Bombycidae, dan tidak dapat terbang. Panjang ren-
tangan sayapnya 1,5-2,5 inchi (4-6 cm) (Anonymous 2003a). Seekor
imago betina setelah kawin dapat menghasilkan 300-500 telur dalam be-
berapa kali peletakkan telur dan akan mati 2-3 hari setelah peletakan
telur. Siklus hidup ulat sutera berlangsung selama 56-62 hari
(Anonymous 2003b) (Gambar 1).



Hama Penggerek Batang Jagung [Ostrinia furnacalis(Guenee)]

Ordo : Lepidoptera

Famili : Bombycidae

Telur

Lama stadium telur rata-rata 3,5 hari (Valdez dan Adalla 1983). Telur
berbentuk pipih agak oval. Telur berwarna putih kekuningan (Kalshoven
1981) yang kemudian berubah menjadi hitam ketika akan menetas
(Sudarmo 1991). Telur mulai diletakkan pada umur tanaman satu bulan.

Puncak peletakan telur terjadi sebelum keluar rambut tongkol {silking).
Telur diletakkan secara berkelompok seperti sisik ikan (OISAT 2005)

Gambar 1. Siklus hidup ulat sutera {Bombyx moil L.) dimodifikasi dari Anonymous (2003b)
dan koleksi pribadi



pada permukaaan bawah daun dekat tulang daun, terutama pada daun
muda, yaitu tiga daun teratas (Kalshoven 1981; Nafus dan Schreiner
1987). Pada satu daun tanaman dapat ditemukan 2-3 atau lebih kelom-
pok telur. Satu kelompok telur terdiri atas 5-50 telur (OISAT 2005).
Jumlah telur yang dihasilkan imago pada makanan campuran tongkol dan

kacang hijau mencapai 407,4 butir (Bedjo 1990).

Larva

Lama stadium larva yang diberi makanan buatan di laboratorium 19-22
hari (Bedjo 1990). Larva yang bam keluar dari telur yang menetas ber-
warna keungu-unguan dengan kepala berwarna hitam atau coklat dan

badannya berwarna gelap berbintik agak sirkuler (Sudarmo 1991). Instar
pertama langsung berpencar ke bagian tanaman yang lain. Pada stadium

pembentukan malai, larva instar I hingga instar III akan makan daun
muda yang masih menggulung dan pada permukaan daun yang terlin-

dung dari daun yang telah membuka. Pada stadium lanjut dari tanaman
jagung, larva instar I dan II berada pada bunga jantan. Sebagian besar
larva instar III masih berada pada bunga jantan, meskiptm sudah ada
yang berada pada bagian tanaman lain. Instar IV dan VI mulai membor
pada bagian buku, masuk ke dalam batang dan membor ke bagian atas.
Dalam satu lubang dapat ditemukan lebih dari satu larva. Pada tongkol
juga sering ditemukan larva instar I-III dan makan pada pucuk tongkol
dan rambut jagung. Instar berikutnya makan pada tongkol dan biji (Baco
dan Tandiabang 1988). Larva yang sudah tumbuh sempurna berwarna
krem dan putih kotor dengan sejumlah bintik kecil coklat (Sudarmo
1991). Setelah mendekati masa berpupa, lubang keluar disiapkan pada
batang, tertutup oleh satu lapis epidermis {Kalshoven 1981).

Pupa
Lama stadium pupa 6-8 hari (Bedjo 1990). Pupa terbentuk di dalam
batang atau rambut jagung tempat larva makan (OISAT 2005). Pupa
menyerupai gelendong dan meruncing pada bagian posterior, berwarna
coklat sampai coklat gelap (Sudarmo 1991) dan panjangnya 2-2,5 cm

{OISAT 2005).



Imago

Lama stadium imago sekitar 7 hari (Kalshoven 1981), warnanya berva-
riasi mulai kuning pucat sampai coklat cerah. Imago betina berwarna
coklat-kuning pucat dengan tanda seperti pita tak beraturan melintang
pada sayapnya. Imago jantan mempunyai tanda yang sama tetapi ber
warna lebih gelap. Panjang imago jantan 13,5 mm dengan rentangan sa-
yap 25 mm. Imago betina lebih gemuk dengan panjang sekitar 14,5 mm
dengan rentangan sayap 29 mm (Sudarmo 1991). Serangga dewasa
akan muncul pada malam hari pukul 20.00-22.00 dan langsung kawin

• serta meletakkan telur pada malam yang sama hingga satu minggu se-
sudahnya. Seekor imago betina dapat meletakkan telur 300-500 butir,
Imago dapat terbang sejauh 300-400 m (Kalshoven 1981; Baco dan
Tandiabang 1988). Siklus hidup hama penggerek batang jagung ber-
langsung selama 35-40 hari (Gambar 2).

Hama Penggerek Buah Kapas
[Helicoverpa armigera (Hubner) Hardwicke]

Ordo : Lepidoptera

Famili ; Noctuidae

Telur

Lama stadium telur 4 hari (Soebandrijo 2003). Telur berbentuk seperti
kubah dengan permukaan yang kasar (Deuter eta/. 2004), berdiameter
sekitar 0,5 mm dan berwarna putih sampai coklat. Telur diletakkan se-
cara terserak satu per satu pada daun muda, pucuk tanaman, dan kelo-

pak badan buah (Soebandrijo 2003). Produksi telur yang diberi makanan
buatan di laboratorium berkisar 96-113,6 butir per induk betina (Bedjo

1990).

Larva

Lama stadium larva 13-19 hari, mengalami 5 kali pergantian kulit, dan
mampu merusak 10-12 buah muda (Soebandrijo 2003). Larva mempu
nyai warna yang sangat bervariasi, yaitu hijau kekuningan, hijau, coklat,



agak hitam, dan kuning (Soejitno et al. 1990). Larva yang baru keluar
dari telur yang menetas panjangnya 1,44 mm dan berwarna putih ke-

kuning-kuningan dengan kepala berwarna hitam (Baco dan Tandiabang

1988; Sudarmo 1991). Larva muda akan makan jaringan daun, setelah

memasuki instar III akan menyerang buah kapas apabiia tanaman sudah
berbuah. Tanda serangan pada buah kapas berupa lubang bekas gerekan

dan serbuk kotoran berwarna coklat dekat lubang gerekan. Pada kedelai,

larva akan makan jaringan daun dan menuju polong kedelai untuk me-

Gam bar 2. Siklus hidup hama penggerek batang jagutig [Ostrinia furnacalis (Guenee)]
dimodifikasi dari Breithaupt (1993), Hoffmann (2005), dan Herbison-Evans dan
Crossley (2005)



makan biji. Pada waktu makan biasanya kepala dan sebagian badannya
masuk ke dalam polong. Tanda serangannya berbeda dengan Etiellaspp.
yaitu bentuk lubang bekas makannya tidak beraturan, lebih besar, dan
tidakdijumpai larva dan kotoran di dalam polong yang bijinya terserang.
Serangga ini termasuk polifagus dan dapat merusak kacang hijau, ka-
cang buncis, tomat, jagung, tembakau, sorgum, jeruk, bunga matahari,

jarak, linum, pupuk hijau, flax, dan tanaman hortikultura lainnya. Tanam-

an sorgum lebih disukai sebagai tempat meletakkan telur, tetapi hanya
25 persen yang mencapai stadium imago (Soejitno eta/. 1990). Pada ja
gung, larva merusak rambut atau menggerek kelobot kemudian mema-

kan tongkol dan jagung muda (Suprapto dan Marzuki 2002). Larva instar
III biasanya kanibal dan jarang ditemukan lebih dari 2 ekor larva pada
tongkol yang sama. Larva yang sudah tumbuh sempurna panjangnya
34,5 mm (Sudarmo 1991). Setelah mencapai instar akhir, larva mening-
galkan tongkol dan berpupa di dalam tanah (Kalshoven 1981).

Pupa

Lama stadium pupa 10-12 hari (Soebandrijo 2003). Pupa terbentuk di
dalam sel/bilik kecil di dalam tanah pada kedalaman 5-10 cm {Deuter et
a/. 2004), ^panjangnya 14-20 mm (Soejitno eta/ 1990), berwarna

kemerah-merahan atau coklat cerah, gemuk, dan mengkilat (Sudarmo
1991).

Imago

Penggerek buah kapas muncul sejak tanaman berumur 35 HST sampai
buah-buah menjelang tua. Lama stadium imago 6-10 hari (Soebandrijo
2003), panjang tubuhnya 20-30 mm dengan rentangan sayap 35-40 mm,
warnanya bervariasi mulai abu-abu-hijau sampai oranye-coklat. Sayap

depan mempunyai garis gelap dan pita coklat yang melebar dari depan
hingga ke belakang. Sayap belakang suram dengan tepi berwarna coklat
gelap yang lebar, vena sayap berwarna coklat, dan sebuah tanda gelap
berbentuk seperti koma pada bagian tengahnya (Soejitno et a/ 1990).
Imago terbang pada malam hari dan sangat tertarik pada cahaya. Pada
saat istirahat, sayap diletakkan melipat di atas tubuhnya (Deuter et al.



Gambar 3. Siklus hidup hama  penggerek buah kapas [He/icoverpa armigera  (Hubner)
Hardwicke] dimodifikasi dari Nappfast (2003) dan koleksi pribadi

Pupa

Im

2004). Imago betina meletakkan telur pada malam hari dan dapat meng-
basilkan 1.062 telur (Soejitno eta/. 1990). Siklus hidup hama penggerek
buah kapas berlangsung selama 33-39 hari (Soebandrijo 2003) (Gambar

3).

Cara Pembiakan dan Pemeliharaan Serangga di Laboratorium

Ulat Sutera (B. mori)

•   Bahan dan Alat

Bahan dan aiat yang diperlukan untuk pembiakan dan pemeliharaan ulat
sutera adalah telur ulat sutera (B. mori), daun murbei untuk pakan larva

(Gambar 4), madu encer (1 : 1) secukupnya untuk pakan imago, pisau
dan alas untuk memotong, pinset dan gunting, kotak plastik (berukuran



panjang 39 cm, lebar 31 cm, dan tinggi 10,5 cm), toples plastik imtuk
peletakan telur (berdiameter 14 cm dan tinggi 18 cm), serta toples
plastik berukuran sedang (berdiameter 17 cm dan tinggi 11 cm) dan kecil
(berdiameter 12 cm dan tinggi 8 cm). Bagian tengah tutup toples dimodi-
fikasi dengan kain kasa sehingga tidak kedap udara. Selain itu, diperlu-
kan bahan lain seperti kertas, kertas saring, kardus untuk sekat, kain ka
sa, kapas, dan kawat.

Cara

Cara yang dilakukan untuk pembiakan dan pemeliharaan ulat sutera ada-
lah toples plastik kecil diberi alas kertas saring, daun murbei muda dita-
burkan ke dalam toples. Larva yang baru keluar dari telur yang menetas
diinfestasikan ke dalam toples, kemudian toples ditutup rapat dan larva
dipelihara hingga mencapai instar III. Pemberian pakan dilakukan 3 kali
dalam sehari. Sebelum diberikan sebagai pakan, daun murbei dirajang
halus agar iarva kecil dapat memakan helaian daun. Ukuran baku dari
potongan daun antara 0,5-1 cm untuk instar I, 1,5-2 cm untuk instar II,

dan 3-4 cm untuk instar III. Perlu disiapkan keranjang plastik yang selu-

ruh permukaannya dilapisi kertas, daun murbei yang telah dirajang dita-
burkan ke'tlalamnya. Larva yang telah mencapai instar III dipindahkan
ke dalam keranjang plastik tersebut dan dipelihara hingga mencapai
instar V. Kepadatan larva di dalam keranjang plastik tergantung pada
ukuran larva, yaitu berkisar 50-200 ekor. Larva instar akhtr dipindahkan

ke dalam keranjang plastik yang telah diberi sekat untuk tempat ber-
pupa/berkokon (Gambar 4). Disiapkan toples plastik untuk peletakan te
lur: dindingnya dilapisi kain kasa, kemudian kapas yang telah diberi madu
encer digantungkan di dalamnya. Imago yang baru keluar dari kokon di-
masukkan ke dalam toples tersebut. Imago betina akan meletakkan telur
di permukaan kain kasa. Kain kasa berisi telur disimpan di dalam toples
plastik kecil hingga telur menetas menjadi larva yang slap digunakan
untuk studi atau pengujian.
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Gam bar 4. Perbanyakan ulat sutera pads daun murbei

Ha ma Penggerek Batang .Jagung (O, furnacalis)

•   Bahan dan Alat

Bahan dan alat yang diperlukan untuk pembiakan dan pemeliharaan ha-
ma penggerek batang jagung adalah larva penggerek batang jagung (O.
furnacalis) koleksi dari lapang, pakan buatan untuk pakan larva, madu
encer (1 : 1) secukupnya untuk pakan imago, kuas nomor 1, pinset, dan

gunting, setta toples plastik untuk peletakan telur (berdiameter 14 cm
dan tinggi 18 cm), toples plastik berukuran sedang (berdiameter 17 cm
dan tinggi 11 cm), dan kecil (berdiameter 12 cm dan tinggi 8 cm). Bagian
tengah tutup toples dimodifikasi dengan kain kasa sehingga tidak kedap
udara. Selain itu, diperlukan f/^>ywadah plastik (berukuran panjang 29
cm, lebar 21 cm, dan tinggi 6 cm), cawan petri kecil (berdiameter 9 cm),
kain kasa, kertas, kapas, dan kawat.



•Cara

Cara yang dilakukan untuk pembiakan dan pemeliharaan hama pengge-
rek batang jagung adalah pakan buatan dibuat dan dicetak ke dalam
tray. Disiapkan toples berukuran sedang yang diberi alas kertas. Pakan
buatan dimasukkan secukupnya ke dalam toples tersebut. Larva yang ba-

ru keluar dari telur yang menetas diinfestasikan ke dalam toples, kemu-
dian toples ditutup rapat. Pakan larva diganti setiap minggu hingga larva
mencapai instar V. Selain itu, disiapkan toples berukuran sedang untuk

tempat berpupa: diberi alas kertas, kertas yang dilipat-lipat memanjang
_ dimasukkan ke dalamnya. Larva instar akhir dipindahkan ke dalam toples
tersebut, kemudian toples ditutup rapat Kepadatan larva di dalam toples
tergantung pada ukuran larva, yaitu berkisar 100-200 ekor. Setelah larva
berkembang menjadi pupa, pupa dipindahkan ke dalam cawan petri kecil.
Disiapkan toples plastik untuk peletakan telur: dindingnya dilapisi kertas,
kemudian kapas yang telah diberi madu encer digantungkan di dalam
nya. Imago yang baru keluar dari pupa dimasukkan ke dalam toples ter
sebut. Imago betina akan meletakkan telur di permukaan kertas. Kertas

berisi telur disimpan di dalam toples plastik kecil hingga telur menetas
menjadi lar^^a yang siap digunakan untuk studi atau pengujian. Contoh
pakan buatan, larva, pupa, dan imago dapat dilihat pada Gambar 5.

Hama Penggerek Buah Kapas {H. armigera)

•Bahan dan Mat

Bahan dan alat yang diperlukan untuk pembiakan dan pemeliharaan ha
ma penggerek buah kapas adalah larva penggerek buah kapas (//.
armigera) koleksi dari lapang, pakan buatan untuk larva, madu encer (1 :
1} secukupnya untuk pakan imago, kuas nomor 1, pinset, dan gunting,
serta toples plastik untuk peletakan telur (berdiameter 14 cm dan tinggi
18 cm), dan kecil (berdiameter 12 cm dan tinggi 8 cm). Bagian tengah
tutup toples dimodifikasi dengan kain kasa sehingga tidak kedap udara.
Selain itu, diperlukan c^o/mangkuk plastik kecil (diameter 2,5-4 cm dan
tinggi 4 cm) dan tutupnya, cawan petri kecil (berdiameter 9 cm), kain
kasa, kertas coklat, kapas, dan kawat.



A = larva instar IV, B = larva instar IV akhir, C = pakan buatan, D = pupa, E = imago

Gambar5. Perbanyakan O. furnaca/is 6a\sm pakan buatan

•  Cara

Cara yang dNakukan untuk pembiakan dan pemeliharaan hama peng-
gerek buah kapas adalah pakan buatan dibuat dan dituang ke dalam cup
sebanyak lebih kurang setengah voldmenya. Setelah pakan buatan di-
ngin, karena bersifat kanibal, hanya satu ekor larva yang diinfestasikan
ke dalam setiap cup, kemudian cup ditutup rapat. Satu cup pakan buatan
cukup untuk pakan larva mulai instar I hingga berpupa.-Pupa dibersihkan
dari sisa-sisa pakan buatan dan dikumpulkan ke dalam cawan petri kecil.
Disiapkan toples plastik untuk peletakan telur: dindingnya dilapisi kertas
coklat dan kain kasa, kemudian kapas yang telah diberi madu encer di-
gantungkan di dalamnya. Imago yang baru keluar dari pupa dimasukkan
ke dalam toples tersebut. Imago betina akan meletakkan telur di permu-
kaan kain kasa. Kain kasa yang berisi telur disimpan di dalam toples plas
tik kecil hingga telur menetas menjadi larva yang siap digunakan untuk
studi atau pengujian.

Pakan Buatan untuk O. furnacalis dan H. armigera

•   Bahan dan Alat

Bahan dan alat yang diperlukan dalam pembuatan pakan buatan untuk
0. furnacalis dan H. armigera adalah panci dan kompor, blender, tim-

bangan digital, gelas ukur 1000 ml, trayfwadah plastik (berukuran pan-
jang 29 cm, lebar 21 cm dan tinggi 6 cm) atau o^Vmangkuk plastik kecil



(diameter 2,5-4 cm dan tinggi 4 cm) dan tutupnya, sendok plastik, peng-
aduk kayu dan aluminium foil. Selain itu, diperlukan bahan-bahan seperti
agar-agar kertas (48 g), kacang merah (250 g), dedak/tepung gandum
(200 g), casein (100 g), yeast fermipan (125 g), ascorbic acid (12 g),
sorbic acid(6 g), methylparaben (10 g), tetracydin (0,25 g), vitamin mix

(20 g), dan akuades (3000 ml).

•   Cara

Cara yang dilakukan dalam pembuatan pakan buatan untuk 0. furnacalis
dan H. armigera adalah agar-agar kertas direndam dalam akuades hing-

- ga mengembang, kemudian air rendaman dibuang. Agar-agar dimasak

dengan 1000 ml akuades hingga mendidih. Kacang merah diblender
hingga halus. Kacang merah yang telah dihaluskan dicampur dengan
dedak, casein, yeast fermipan, ascorbic acid, sorbic acid, methyl paraben,

dan 1000 ml akuades hingga rata. Bahan-bahan tersebut dicampurkan
dengan agar-agar di dalam panci dan dimasak selama lebih kurang 2 me-
nit. Setelah campuran bahan hangat, campuran tetracydin dan vitamin
mix dimasukkan ke dalamnya. Campuran bahan dicetak ke dalam tray
atau cup dan setelah dingin disimpan di dalam lemari pendingin.

BIOASAI TANAMAN TRANSGENIK

Bioasai tanaman transgenik adalah suatu pengujian untuk mengetahui
dampak tanaman transgenik terhadap organisme non target atau untuk me

ngetahui ekspresi dari suatu gen interes (misalnya gen ketahanan serangga
hama) yang ditransformasikan ke dalam tanaman transgenik. Dalam buku
ini akan diuraikan studi dampak jagung Bt dan kapas Bt terhadap ulat sutera
dan ekspresi gen ketahanan dua tanaman transgenik tersebut terhadap

serangga hama tertentu.

Jagung Bt

Jagung Bt adalah jagung transgenik yang mengandung gen crylA{b).
Gen c/yIA(b) ditransferkan ke tanaman jagung melalui penembakan gen



{particle bombardment). Selain gen oylA(b), bahan atau materi genetik
eksogenus {exogenous) yang ditransformasikan ke dalam jagung Bt adalah
35S (dari virus kembang kol atau CaMV) sebagai promoter dengan duplikasi
enhancer (E35S) dan sebuah intron hsp {beat shock protein) 70 untuk
meningkatkan ekspresi gen c/yIA(b). Dengan menggunakan promoter 35S,
gen oyIA(b) akan diekspresikan ke seluruh bagian atau jaringan tanaman
jagung seperti batang, daun, bunga, serbuk sari atau pollen, dan tongkol

jagung. Apabila ada ulat dari ordo Lepidoptera yang mempunyai receptor
memakan bagian-bagian jagung tersebut, ulat akan mati, karena bagian ter-

sebut mengandung gen kristal protein Bt. Sasaran (target) utama serangga
hama yang dituju dalam penggunaan jagung Bt adalah penggerek batang
jagung {O. furnacaiis dan H. armigera). Pada bab bioasai jagung Bt ini akan
dijelaskan studi dampak jagung Bt terhadap ulat sutera dan studi ekspresi
ketahanan jagung Bt terhadap H. amigeratian 0. furnacaiis.

Studi Dampak Jagung Bt terhadap Ulat Sutera {B. mori)

Studi ini ditujukan untuk mengetahui apakah jagung Bt akan berdam-
pak negatif terhadap ulat sutera. Studi dampak tanaman teansgenik ini di-
ilhami oleh adanya suatu "kasus" penelitian yang dilakukan oleh Losey etai.
(1999) di Cornell University, Amerika Serikat. Studi tersebut mereka lakukan
karena jagung Bt yang ada di pasaran menggunakan promoter 35S.

Losey dan kawan-kawan melakukan feeding study dengan mengguna

kan pakan buatan yang terdiri atas campuran daun milkweed dan serbuk
sari jagung Bt pada ulat kupu-kupu Monarch. Hasil penelitian Losey menun-
jukkan bahwa 44% ulat kupu-kupu Monarch yang diberi pakan buatan yang
dicampur dengan serbuk sari jagung Bt mati (Losey etal. 1999). Losey me-
ngatakan bahwa tidak ada bukti langsung yang bisa ditunjukkan atau dijadi-
kan bukti langsung bahwa racun Bt dari serbuk sari jagung Bt adalah penye-
bab kematian ulat Monarch. Losey juga mengatakan bahwa " peneiitian kami

diiakukan di dalam laboratorium dan menimbulkan isu penting, tetapi akan
kurang tepat kalau diambil suatu keputusan mengenai populasi kupu-kupu
Monarch di lapang hanya berdasarkan pada hasil penelitian awal studi
kami'. Pernyataan tersebut memang dikaitkan dengan kehidupan yang se-
benarnya dari kupu-kupu Monarch^ alam.



Ada kelemahan dari penelitian awal Losey dan kawan-kawan tersebut,
karena pengujian dilakukan di laboratorium terhadap larva atau ulat kupu-
kupu Monarch yar\q diberi pakan buatan yang dipaksakan dan dalam jumlah
serbuk sari yang begitu besar sehingga ulat kupu-kupu Monarch tidak mem-
punyai alternatif lain selain memakannya (Loedin 2000). Shelton dan Roush
(1999) menyatakan bahwa hasil penelitian Losey di laboratorium tersebut
tidak dapat digunakan sebagai kesimpulan terhadap keadaan kupu-kupu
Monarch di alam. Seperti diketahui bahwa pakan utama ulat Monarch adalah
milkweed {Asclepias syriaca, sebangsa gulma) yang tumbuh di daerah
padang rumput, tepi hutan, tepi sungai, tepi jalan, dan secara umum tidak

dijumpai di daerah peladangan jagung.

Penelitian Hansen (1999) lebih realistis dan relevan (Suwanto 2000)
karena dilaksanakan di lapang dengan mengambil langsung contoh daun
milkweed. Di lokasi kupu-kupu Monarch ditemukan, tidak banyak serbuk sari
jagung yang dijumpai dan menempel di daun milkweed (Hansen 1999), ser-
ta jumlahnya jauh lebih sedikit dibandingkan dengan jumlah yang digunakan
dalam penelitian Losey et al. (1999). Di samping itu, telah diteliti di Iowa
State University bahwa kepadatan penyebaran serbuk sari jagung adalah di
dalam areal tari^man jagung, kepadatan serbuk sari berkurang 70% pada
tepi ladang dan 90% pada jarak 3 m dari tepi ladang jagung {Hansen dan
Obrycki 1999). Menurut hasil penelitian Kendall (1999), diperlukan 500 butir
serbuk sari jagung Bt/cm2 untuk fnembuat sakit larva kupu-kupu Monarch,
tetapi ternyata di lapang hanya ditemukan rata-rata 78 butir serbuk sari
jagung pada tanaman milkweed yang tumbuh berdekatan dengan ladang

jagung.

•   Bahan dan Alat

Bahan dan alat yang diperlukan untuk studi dampak jagung Bt adalah
ulat sutera instar II, serbuk sari jagung Bt dan non Bt, daun murbei,

akuades, alkohol 70%, kertas saring, kertas tissue, kapas, parafilm, label,

botol kecil (berdiameter 1,3 cm dan tinggi 4 cm), cawan petri kecil (ber-
diameter 9 cm) dan toples plastik kecil (berdiameter 12 cm dan tinggi 8
cm). Bagian tengah tutup toples dimodifikasi dengan kain kasa sehingga



tidak kedap udara. Selain itu, diperlukan kuas nomor l, pinset, pipet

plastik, dan gunting.

Cara

Cara yang dilakukan untuk studi dampak jagung Bt adalah pemurnian
serbuk sari jagung menggunakan metode Hellmich et at. (2001). Serbuk
sari murni dibuat suspensi menggunakan akuades steril dengan kerapat-

an 6,5 x 102 serbuk sari/ml (Pleasant et at. 2001), kemudian diusapkan
pada permukaan atas daun murbei, Daun murbei yang digunakan adalah
daun termuda yang telah membuka penuh. Studi ini membandingkan ke-
mungkinan dampak tiga perlakuan terhadap mortalitas ulat sutera, yaitu
daun murbei + serbuk sari jagung Bt, daun murbei + serbuk sari jagung
non Bt, dan daun murbei sebagai kontrol. Tangkai daun dibalut dengan
kapas, dimasukkan ke dalam botol kecil berisi akuades kemudian mulut
botol ditutup dengan parafilm (Gambar 6). Botol kecil tersebut diletakkan
dalam cawan petri kecil. Sebelum digunakan, cawan petri disterilisasi
dengan alkohol 70%. Lima ekor ulat sutera instar II diinfestasikan ke
dalamnya dengan menggunakan kuas, kemudian cawan petri tersebut di
tutup rapat. Cawan petri diinkubasikan pada suhu 25C dan kelembaban
90%. Perlu disiapkan toples plastik kecil yang diberi alas kertas saring



Gambar 7. Uji dampak jagung Bt dan non Bt terhadap ulat sutera

yang telah dibasahi dengan akuades. Daun murbei tanpa serbuk sari di-
masukkan ke dalam toples tersebut. Setelah 48 jam perlakuan, larva
hidup dipindahkan ke daun murbei di dalam toples dan ditutup rapat.
Pengamatan dilakukan pada hari ke-5 setelah pemindahan larva {Gambar

7). Peubah yang diamati adalah banyaknya dan bobot larva hidup. Peng-
ujian diulang sebanyak 10 kali. Data yang didapat dianalisis mengguna-
kan uji Duncan Multiple Range 7esf{DMRT) pada taraf signifikasi 5%.

Studi Ekspresi Gen Ketahanan Jagung Bt terhadap O. furnacalis

•Bahan dan Mat

Bahan dan alat yang diperlukan untuk studi ekspresi gen ketahanan ja-
gung Bt terhadap O. furnacalis adalah benih jagung Bt dan non Bt (kon-
trol), larva 0. furnacalis berumur 3 hari setelah menetas, akuades, alko-

hol 70%, media tanam, cawan petri plastik (berdiameter 5 cm), kertas
saring Whatman, kertas tissue, dan label. Selain itu, diperlukan pinset,

gunting, kuas nomor 1, pipet plastik, dan pot plastik nomor 30.

•Cara

Studi ekspresi gen ketahanan jagung Bt terhadap O. furnacalis ada dua,

yaitu infestasi larva di laboratorium dan di rumah kaca.

?  Infestasi larva O. furnacalis pada daun jagung dalam cawan petri di

laboratorium
Cara yang dilakukan untuk studi ini mengikuti metode Davis et at.
{1989; 1998). Tahapan kegiatan seperti halnya pada kegiatan studi



Gambar 8. Bioasai daun jagung Bt dan non Bt dengan O. furnacalis 5 hari setelah infestasi

26~- ^--mm^m....

ekspresi gen ketahanan jagung Bt terhadap H. Armtgera, yaitu per-

siapan media tanam dan penanaman, pengambilan sampel dan per-

siapan bahan infestasi, dan infestasi. Cara infestasi adalah daun

jagung Bt termuda yang telah terbuka sempurna diambil dari tanam-
an berumur 2, 4, 6, dan 8 minggu setelah tanam (MST), dipotong se-

panjang 5 cm kemudian dimasukkan ke dalam cawan petri plastik
yang telah diberi alas kertas saring Whatman yang telah dibasahi
dengan akuades. Sebelum digunakan, cawan petri disterilisasi dengan

alkohol 70%. Tiga ekor larva O. furnacalis umur 3 hari setelah mene-

tas diinfestasikan ke dalam cawan petri tersebut dengan mengguna-
kan kuas kemudian cawan petri ditutup rapat. Cawan petri diinkuba-

sikan di dalam ruangan dengan suhu 27C dan kelembaban 60-70%.
Pengamatan dilakukan 5 hari setelah infestasi (Gambar 8). Peubah
yang diamati adalah mortalitas larva, bobot larva hidup, dan kerusak-

an daun. Kerusakan daun dihitung dengan menggunakan cara penilai-

an (scoring) Bolin dan Pershing, yaitu 1 = tidak ada kerusakan; 2 =
^2 lubang kecil (diameter lubang <1 mm); 3 = >2 lubang kecil
(diameter lubang ^1 mm); 4 = <2 lubang besar (1 mm<diameter<2
mm); 5 ^ 2 lubang besar (1 mm<diameter<2 mm); 6 = luka (dia
meter >_2 mm), .<2% bagian daun yang dimakan; 7 = luka, 3-25%

bagian daun yang dimakan; 8 = luka, 26-50% bagian daun yang di
makan; 9 = luka, 51-75% bagian daun yang dimakan; dan 10 = luka,

75% bagian daun yang dimakan. Pengujian diulang sebanyak 10 kali.



Panah merah lubang bekas gerekan O. furnacaiis

Gambar 9. Bioasai tongkol jagung Bt dan non Bt dengan O. furnacaiis 3 minggu setelah

Infestasi larva O. furnacaiis pada tanaman jagung di rumah kaca

Cara yang dilakakan untuk studi ini mengikuti metode dari Abel eta/.

(2000). Tahapan kegiatannya adalah tanaman jagung pada fase vege-
tatif (4 MST) dan fase generatif (8 MST) diinfestasi dengan 15 ekor
larva umur 3 hari setelah menetas per tanaman masing-masing untuk

fase vegetatif dan fase generatif. Infestasi dilakukan dengan meletak-
kan larva pada ketiak daun jagung dengan menggunakan kuas. Peng-
amatan dilakukan 3 minggu setelah infestasi baik fase vegetatif mau-
pun generatif (Gambar 9). Peubah yang diamati adalah kerusakan
daun, ukuran panjang gerekan pada tangkai tongkol (Abel et al.
2000), dan batang, serta jumlah gerekan per tongkol dan per batang.
Kerusakan daun dihitung dengan menggunakan cara penilaian
^scoring) 1-9 LDR {leaf damage rating) dari Guthrie yang dimodifikasi,
yaitu 1 = tidak ada kerusakan; 1,5 ^ ada lubang kecil, pada <2 daun;
1,75 = ada lubang kecil, pada >2 daun; 2 = <2 lubang besar pada <2
daun, tidak ada luka memanjang; 2,5 ^ >2 lubang besar pada <2
daun, tidak ada luka memanjang; 3 = lubang besar pada >i3 daun,
tidak ada luka memanjang; 4 = beberapa luka memanjang (<;2,5 cm),
pada ^Z-daun; 5 - >2 daun dengan iuka panjang (<2,5 cm); 6 - :<2
daun dengan luka memanjang berukuran >2,5 cm; 6,5 = >2 daun



(<l/2 daun tanaman) dengan luka memanjang berukuran >2,5 cm;
7 - luka memanjang (>2,5 cm) pada 1/2-2/3 dari daun tanaman; 8 =
luka memanjang (>2,5 cm) pada 2/3 dari daun tanaman; dan 9 =
>2/3 daun pada tanaman dengan luka memanjang (>2,5 cm). Peng-
ujian diulang sebanyak 5 kali.

Studi Ekspresi Gen Ketahanan Jagung Bt terhadap H. armigera

•  Bahan dan Alat

Bahan dan alat yang diperlukan untuk studi ekspresi gen ketahanan ja
gung Bt terhadap H. armigera adalah benih jagung Bt dan non Bt (kon-
trol), larva H. armigera yang baru keluar dari telur yang menetas,

akuades, alkohol 70%, media tanam, kertas saring Whatman, kertas

tissue, label, cawan petri plastik (berdiameter 5 cm), serta toples plastik
untuk peletakan telur (berdiameter 14 cm dan tinggi 18 cm) dan toples
plastik kecil (berdiameter 12 cm dan tinggi 8 cm). Bagian tengah tutup
toples dimodifikasi dengan kain kasa sehingga tidak kedap udara. Selain
itu, diperlukan pinset, gunting, kuas nomor 1, pipet plastik, dan pot
plastik nomor 30.

.  Cara

Cara yang dilakukan untuk studi ekspresi gen ketahanan jagung Bt ter
hadap H. armigera terdiri atas tiga kegiatan utama, yaitu persiapan
media tanam dan penanaman, pengambilan sampel dan persiapan bahan

infestasi, dan infestasi. Tiga kegiatan tersebut ditujukan untuk studi eks
presi di laboratorium.

? Persiapan media tanam dan penanaman: tanah {top soil), pupgk
organik, dan sekam dicampur dengan perbandingan 1:1: 0,25, ke-

mudian dimasukkan ke dalam pot dan diberi label sesuai dengan jenis
benihnya. Sebelum penanaman dilakukan, media tanam disiram secu-

kupnya. Penanaman dilakukan sesuai dengan jenis benihnya seperti
yang tertulis pada label. Tanaman dibiarkan tumbuh tanpa diberi pu-
puk buatan.



n  Bt da  n n Bt dengan H a migera 5 hari setelah infestasi

?Pengambilan sampel dan persiapan bahan infestasi: daun yang baru
terbuka diambil dimulai pada daun ke-8 sampai daun ke-10. Setiap
daun dimasukkan ke dalam cawan petrl plastik yang diberi alas kertas
saring Whatman yang telah dibasahi dengan akuades agar sampel

tetap segar. Sebelum digunakan, cawan petri disterilisasi dengan
alkohol 70%. Persiapan larva yang dilakukan adalah dua toples plastik
disiapkan sebagai tempat imago bertelur (untuk menghindari ke-
mungkinan infeksi virus terhadap koloni). Telur dipindahkan dari top
les tersebut ke dalam toples plastik kecil. Pada saat telur menetas,
larva yang baru muncul diletakkan di atas pakan buatan selama lebih
kurang 12 jam (untuk menghindari kematian larva selama bioasai

berlangsung).

?Teknik infestasi: satu ekor larva dipindahkan dari tempat pakan buat
an ke atas sampel daun yang berada di dalam cawan petri. Cawan di-

tutup rapat dan diinkubasikan pada suhu ruang 25C. Pengamatan di
lakukan pada hari ke-5 (Gambar 10). Larva yang di infestasi kan
diamati dengan menggunakan cara penilaian {scoring) 0 = larva mati;
1 = larva hidup instar I; 2 = larva hidup awal instar II; 2,5 = larva
hidup al^hir instar II; 3 = larva hidup instar III. Pengujian diulang

sebartyak 10 kali.

Kapas Bt

Kapas Bt adalah kapas hasil rekayasa genetik dengan mentransforma-
sikan gen ayIA(c) ke dalam genom tanaman kapas melalui metode trans-



formasi secara tidak langsung dengan vector A. tumefaciens. Bahan genetik

eksogenus yang ditransferkan ke dalam kapas Bt selain gen oyIA(c) adalah
E35S {dari virus kembang kol atau CaMV} sebagai promoter dengan dengan
duplikasi enhancer, nptll sebagai marka seleksi tahan kanamycin, dan gen
aad, yaitu gen dari transposon TN7 yang menyebabkan ketahanan terhadap
streptomycin pada bakteri, Seperti halnya pada jagung Bt, promoter 35S pa-
da kapas Bt pun akan mengekspresikan gen oyIA(c) ke seluruh bagian atau
jaringan tanaman kapas seperti daun, bunga, serbuk sari, dan buah atau

bol. Sasaran (target) utama serangga hama yang dituju dalam penggunaan
kapas Bt adalah cotton bolworm (H. armigera) atau penggerek buah kapas.
Pada bab bioasai kapas Bt ini akan dijelaskan studi dampak kapas Bt terha
dap ulat sutera dan studi ekspresi ketahanan kapas Bt terhadap H. armigera.

Studi Dampak Kapas Bt terhadap Ulat Sutera

Studi ini seperti hainya studi pada jagung Bt, ditujukan untuk menge-
tahui apakah kapas Bt akan berdampak negatif terhadap ulat sutera. Serbuk
sari kapas Bt digunakan sebagai materi yang mengandung Bt dengan asum-
si bahwa apabila secara alamiah serbuk sari tersebut menftmpel ke daun
murbei yang dijadikan pakan ulat sutera, maka ulat suteranya akan terkena
dampak. Sebagai pembanding digunakan kapas non Bt atau non transgenik.

•Bahan dan Alat

Bahan dan alat yang diperlukan untuk studi dampak kapas Bt adalah ulat
sutera instar II, serbuk sari kapas Bt dan non Bt, daun murbei, akuades,

alkohol 70%, kertas saring, kertas tissue, kapas, label, parafilm, cawan
petri kecil (berdiameter 9 cm), dan boto! kecil (berdiameter 1,3 cm dan
tinggi 4 cm). Selain itu, diperlukan kuas nomor 1, pinset, dan gunting.

•Cara

Cara yang dilakukan untuk studi dampak kapas Bt adalah pemurnian
serbuk sari kapas dilakukan dengan menggunakan metode Hellmich etai.
(2001). Serbuk sari murni diletakkan pada permukaan atas daun murbei
sebanyak tiga polen per daun (pendekatan kerapatan 1 polen/14 cm2).

Daun murbei yang digunakan adalah daun termuda yang telah membuka



penuh. Studi ini membandingkan kemungkinan dampak tiga perlakuan
terhadap mortalitas ulat sutera, yaitu daun murbei + serbuk sari kapas

Bt, daun murbei + serbuk sari kapas non Bt, dan daun murbei sebagai

kontroi. Tangkai daun dibalut dengan kapas, dimasukkan ke dalam botol
kecil berisi akuades kemudian mulut botol ditutup dengan parafilm
(Gambar 6). Botol kecil tersebut diletakkan dalam cawan petri yang telah
diberi alas kertas saring. Sebelum digunakan, cawan petri disterilisasi de
ngan alkohol 70%. Lima ekor larva ulat instar II diinfestasikan ke dalam
cawan petri dengan menggunakan kuas, kemudian cawan petri ditutup
rapat. Cawan petri diinkubasikan pada suhu 25C dan kelembaban 90%.

" Setelah 48 jam perlakuan, larva hidup dipindahkan ke daun murbei tanpa
serbuk sari selama 5 hari. Pengamatan dilakukan pada had ke-5 setelah
pemindahan larva. Peubah yang diamati adalah banyaknya dan bobot
larva hidup. Pengujian diulang sebanyak 10 kali. Data yang didapat di-
analisis menggunakan uji Duncan Multiple Range res^(DMRT) pada taraf

signifikasi 5%.

Studi Ekspresi Gen Ketahanan Kapas Bt terhadap H. armigera

•Bahan dan Alat

Bahan dan alat yang diperlukan untuk studi ekspresi gen ketahanan ka
pas Bt terhadap H, armigera adalah benih kapas Bt dan non Bt (kontroi),
larva H. armigera yang baru keluar dari telur yang menetas, akuades, al

kohol 70%, media tanam, cawan petri kecil (berdiameter 9 cm), kertas
saring Whatman, kertas tissue, label, serta toples plastik untuk peletakan

telur (berdiameter 14 cm dan tinggi 18 cm) dan toples plastik kecil (ber
diameter 12 cm dan tinggi 8 cm). Bagian tengah tutup toples dimodifikasi
dengan kain kasa sehingga tidak kedap udara. Selain itu, diperlukan

pinset, gunting, kuas nomor 1, pipet plastik, pot plastik nomor 30.

•Cara

Cara yang dilakukan untuk studi ekspresi gen ketahanan kapas Bt terdiri
atas tiga kegiatan utama, yaitu persiapan media tanam dan penanaman,

pengambilan sampel dan persiapan bahan infestasi, dan infestasi.



Gambar 11. Bioasai daun kapas Bt dan non Bt dengan H. armigera 5 hari setelah infestasi
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- Persiapan media tanam dan penanaman: tanah {top so//), pupuk or-

ganik dan sekam dicampur dengan perbandingan 1:1: 0,25, kemu-
dian dimasukkan ke dalam pot dan diberi label sesuai dengan jenis
benihnya. Sebelum penanaman dilakukan, media tanam disiram secu-

kupnya. Penanaman dilakukan sesuai dengan jenis benihnya seperti
yang tertulis pada label. Tanaman dibiarkan tumbuh tanpa diberi pu
puk buatan.

• Pengambilan sampel dan persiapan bahan infestasi: daun yang baru
terbuka sempurna diambil. Setiap daun dimasukkan ke dalam cawan
petri yang diberi alas kertas saring Whatman yang telah dibasahi
dengan akuades agar sampel tetap segar. Sebelum digunakan, cawan

petri disterilisasi dengan alkohol 70%. Persiapan larva yang dilakukan
adalah dua toples plastik disiapkan sebagai tempat imago bertelur
(untuk menghindari kemungkinan infeksi virus terhadap koloni). Telur
dipindahkan dari toples tersebut ke dalam toples plastik kecil. Pada
saat telur menetas, larva diletakkan di atas pakan buatan selama lebih
kurang 12 jam (untuk menghindari kematian larva selama bioasai
berlangsung).

Teknik infestasi: ada dua macam, yaitu di laboratorium dan di rumah
kaca.

• Infestasi larva H. armigera pada daun kapas di laboratorium: satu

ekor larva dipindahkan dari tempat pakan buatan ke atas sampel
daun yang berada di dalam cawan petri. Cawan petri ditutup rapat
dan diinkubasikan pada suhu ruang 25C. Pengamatan dilakukan



Panah kuning menunjuk buah kapas dalam kantong plastik yang diinfestasi H. armigera

Gambar 12. Infestasi H. armigera pada buah kapas Bt dan non Bt

pada hari ke-5 (Gambar 11). Larva yang diinfestasikan diamati de-
ngan menggunakan cara penilaian {scoring), yaitu 0 - larva mati;

1 = larva hidup Instar I; 2 - larva hidup awal instar II; 2,5 - larva

hidup akhir instar II; 3 = larva hidup instar III. Pengujian diulang

sebanyak 10 kali.
• Infestasi larva H. armigera tanaman kapas di rumah kaca: tananv

an kapas yang telah berumur 2 bulan setelah tanam dan sudah
berbuah disampling 10 buah kapas per tanaman. Setiap buah diin-

festasi dengan 3 ekor Larva yang baru keluar dari telur yang me-

netas dan dikurung dengan kantong plastik yang dilubangi dengan
jarum untuk sirkulasi udara (Gambar 12). Pengamatan dilakukan 2
minggu setelah infestasi (Gambar 13). Peubah yang diamati meli-
puti panjang tubuh larva hidup atau jumlah pupa yang diternukan
dan kerusakan pada buah. Pengujian diulang sebanyak 5 kali. Data

yang didapat dianalisis menggunakan uji Duncan Multiple Range

Test(DMRT) pada taraf signifikasi 5%.
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