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ABSTRACT 

The success in development of transgenic plants is influenced by the regeneration system. The objective of the study was to 
assess the response of maize genotypes to regeneration system of organogenesis and embryogenesis, after transformed with 
CsNitr1-L gene through particle bombardment. Induction and callus regeneration of maize immature embryos of inbred lines 
Ult:cm.1#, ARC 178-123-112-XB3, and AZ2 were conducted through organogenesis, whereas those inbred lines AZ1, AZ2, 
P4G19(S)C2.59.3.3.1.3 and P4S3.29.4.4.1 were conducted through embryogenesis somatic. Transformation of CsNitr1-L gene was 
done with the distance of bombardment of 7 cm and 9 cm and calli were then selected using 10 mg/l hygromycin. All explants 
(100%) of inbred lines Ult:cm.1# formed organogenic callus, while callus formation of ARC 178-123-112-XB3 was 94.3% and AZ2 
was 60.5%. Ult:cm.1# was the most responsive line to the regeneration of organogenesis and produced 24 green shoots, 
compared with ARC 178-123-112-XB3 which produced one green shoot and AZ2 that did not produce green shoots. The highest 
percentage of embryogenic calli formed through somatic embryogenesis was obtained on inbred lines AZ1 (85.4%) and the 
lowest was on P4S3.29.4.4.1 (18.9%). Inbred lines AZ1 had the highest percentage of regeneration (50.7%) and produced 62 
plants, followed by P4G19(S)C2.59.3.3.1.3 that produced 17 plants (2.8%) and P4S3.29.4.4.1 which produced two plants. 
Preliminary identification on 31 putative transgenic plants through PCR analysis produced 22 plants (70.96%) that contained nptII 
gene. 

Keywords: Zea mays, organogenesis, somatic embryogenesis, transformant identification. 

ABSTRAK 

Keberhasilan perakitan tanaman transgenik dipengaruhi oleh proses regenerasi. Tujuan penelitian adalah mengetahui respons 
genotipe jagung terhadap sistem regenerasi organogenesis dan embriogenesis somatik setelah ditransformasi dengan gen 
CsNitr1-L melalui penembakan partikel. Induksi dan regenerasi kalus dari eksplan embrio muda jagung galur inbred Ult:cm.1#, 
ARC 178-123-112-XB3, dan AZ2 dilakukan secara organogenesis, sedangkan galur inbred AZ1, AZ2, P4G19(S)C2.59.3.3.1.3, dan 
P4S3.29.4.4.1 secara embriogenesis somatik. Transformasi gen CsNitr1-L dilakukan dengan jarak penembakan 7 cm dan 9 cm, 
kemudian kalus diseleksi dengan higromisin 10 mg/l. Semua (100%) eksplan galur Ult:cm.1# dapat membentuk kalus 
organogenik, sedangkan galur ARC 178-123-112-XB3 dan AZ2 masing-masing dapat membentuk kalus sebesar 94,3% dan 60,5%. 
Galur Ult:cm.1# paling responsif terhadap regenerasi secara organogenesis dan menghasilkan 24 tunas hijau dibanding dengan 
ARC 178-123-112-XB3 yang menghasilkan satu tunas hijau dan AZ2 yang tidak menghasilkan tunas hijau. Persentase terbentuk-
nya kalus embriogenik yang tertinggi diperoleh pada galur AZ1 (85,4%) dan paling rendah pada galur P4S3.29.4.4.1 (18,9%). 
Galur AZ1 mempunyai daya regenerasi yang tertinggi (50,7%) dan menghasilkan 62 tanaman, diikuti galur P4G19(S)C2.59.3.3.1.3 
yang menghasilkan 17 tanaman (2,8%) dan galur P4S3.29.4.4.1 yang menghasilkan dua tanaman. Identifikasi awal 31 tanaman 
transgenik putatif secara PCR menghasilkan 22 tanaman (70,96%) yang positif mengandung gen nptII. 

Kata kunci:  Jagung (Zea mays), organogenesis, embriogenesis somatik, identifikasi transforman. 
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PENDAHULUAN 

Salah satu kendala dalam pemupukan tanaman 
jagung adalah kurang efisiennya penyerapan unsur 
nitrogen (N). Kehilangan pupuk N di lapang sebesar 
50–70% yang dapat disebabkan oleh penguapan, 
nitrifikasi/denitrifikasi, dan pencucian. Melalui proses 
nitrifikasi/denitrifikasi, terjadi perubahan bentuk                
N-amonium menjadi N-nitrat dan N-nitrit yang tidak 
mudah diserap oleh tanaman jagung dan dapat ter-
buang melalui proses pencucian. Selain itu, akumulasi 
N-nitrat di dalam tanah dapat menyebabkan ter-
bentuknya gas rumah kaca, seperti N2O dan CH4 
(Sugiura et al., 2007). 

Cara yang dapat dilakukan untuk meningkatkan 
efisiensi pemupukan N adalah memanfaatkan gen 
transporter nitrit yang diisolasi dari Cucumis sativus, 
yaitu gen cucumber nitrite transporter (CsNitr1-L). Gen 
tersebut mampu memindahkan nitrit secara cepat 
dari sitoplasma ke dalam kloroplas. Hal ini menyebab-
kan terbentuknya amonium secara cepat oleh enzim 
nitrite reductase yang terdapat di dalam membran 
kloroplas (Shingles et al., 1996). Amonium yang di-
hasilkan digunakan dalam pembentukan asam amino 
untuk pertumbuhan tanaman. Tingkat asimilasi nitrat 
yang cepat melalui percepatan proses transpor nitrit 
dari sitoplasma ke dalam kloroplas menyebabkan 
tanaman jagung yang umumnya menyerap amonium 
dapat juga menyerap sumber nitrat dengan efisien 
(Crawford, 1995; Crawford dan Glass, 1998).  

Selain itu, adanya penambahan hara N yang 
sebelumnya tidak dapat diserap dapat meningkatkan 
hasil. Penelitian Sustiprijatno et al. (2006) menunjuk-
kan bahwa tanaman padi yang ditransformasi dengan 
gen CsNitr1-L mengindikasikan adanya penurunan 
konsentrasi nitrit pada daun tanaman padi transgenik 
dibanding dengan padi nontransgenik yang keduanya 
diberi hara sumber N-nitrat. 

Teknik rekayasa genetika melalui penembakan 
partikel pada tanaman jagung sudah dilaporkan oleh 
beberapa peneliti (Klein et al., 1989; Petrillo et al., 
2008; Shou et al., 2004; Wang et al., 2006) dan me-
rupakan teknik yang efisien untuk menghasilkan ta-
naman transgenik jagung. Abdel-Rhman (2015) me-
lakukan transformasi embrio muda jagung dengan 
gen anthranilate synthase (ASA2) yang berasal dari 
tembakau melalui penembakan partikel. Transformasi 
menghasilkan tanaman jagung yang positif mengan-
dung gen ASA2. Keberhasilan proses transformasi ta-
naman sangat dipengaruhi oleh kemampuan atau 
daya regenerasi tanaman yang ditransformasi. Rege-
nerasi tanaman jagung dapat dilakukan baik secara 
organogenesis (Danson et al., 2006; Rakshit et al., 
2010) maupun embriogenesis somatik (Ombori et al., 

2008). Jalur embriogenesis somatik memiliki bebe-
rapa tahapan proses perkembangan, yaitu pemben-
tukan kalus, pembentukan embrio somatik, tahap 
pendewasaan, dan perkecambahan, sedangkan jalur 
organogenesis diawali dengan pembentukan organ 
secara langsung maupun tidak langsung yang melalui 
tahapan kalus. Bedada et al. (2012) menggunakan 
galur-galur inbred jagung tropis, yaitu CML395, 
CML443, CML442, MAS [MSR/312]-117-2-2-1-B-5-B), 
dan CML216. Embrio zigotik muda sebagai eksplan 
dikulturkan pada media MS dengan berbagai 
konsentrasi 2,4-D. Induksi kalus dan frekuensi kalus 
embriogenik paling tinggi diperoleh pada konsentrasi 
2,4-D 1 mg/l. Keberhasilan induksi dan regenerasi ka-
lus dipengaruhi oleh konsentrasi 2,4-D dan genotipe. 

Pada jagung tropis dan subtropis, respons rege-
nerasi sangat dipengaruhi oleh genotipe (Bohorova et 

al., 1995; Huang dan Wei, 2004). Embrio muda me-
rupakan eksplan yang paling responsif untuk transfor-
masi jagung karena banyak mengandung sel-sel yang 
aktif membelah (Ahmadabadi et al., 2007) dibanding 
dengan embrio masak (Huang dan Wei, 2004) atau 
biji (Al-Abed et al., 2006). Penelitian transformasi 
tanaman jagung dengan gen CsNitr1-L pernah dilaku-
kan pada tahun 2010, namun tanaman belum berhasil 
didapatkan karena tunas hijau hasil regenerasi secara 
organogenesis tidak dapat membentuk akar (Sutoro et 

al., 2010). Tujuan penelitian ini adalah mengetahui 
respons genotipe jagung terhadap sistem regenerasi 
organogenesis dan embriogenesis somatik setelah di-
transformasi dengan gen CsNitr1-L melalui penem-
bakan partikel.  

BAHAN DAN METODE 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Biologi 
Molekuler dan Instalasi Penelitian Cikeumeh, Balai 
Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan 
Sumber Daya Genetik Pertanian (BB Biogen), Bogor 
pada tahun 2010–2011. Penelitian awal (2010) dilaku-
kan melalui organogenesis untuk galur Ult:cm.1#, 
ARC 178-123-112-XB3, dan AZ2 yang diperoleh dari 
Balai Penelitian Tanaman Serealia (Balitsereal), 
Maros, Sulawesi Selatan. Untuk penelitian embrioge-
nesis somatik digunakan galur inbred hasil penelitian 
di lapang tahun 2011 yang dapat beradaptasi pada 
pemupukan N rendah dan berumur genjah, yaitu 
P4G19(S)C2.59.3.3.1.3 dan P4S3.29.4.4.1 (Sutoro et al., 
2011), galur AZ1 serta AZ2. 

Komposisi media yang digunakan dicantumkan 
pada Tabel 1. Kegiatan penelitian terdiri atas penyiap-
an eksplan untuk transformasi, transformasi gen 
CsNitr1-L dengan penembakan partikel, induksi kalus, 
regenerasi, dan perakaran serta verifikasi awal 
integrasi gen melalui analisis molekuler. 
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Penyiapan Eksplan untuk Transformasi 

Galur-galur inbred jagung ditanam di lapang 
dengan jarak tanam 20 cm x 75 cm. Benih jagung di-
tanam satu biji per lubang. Pemeliharaan tanaman 
dilakukan sesuai dengan panduan budi daya jagung. 
Tongkol jagung dipanen pada umur 11–12 hari setelah 
selfing dan dikupas. Sterilisasi dilakukan dengan cara 
merendam tongkol dalam larutan pemutih komersial 
50% (hipoklorit 5,25%) ditambah dengan 1 tetes 
Tween 20 selama 20 menit yang kemudian dibilas 
dengan air steril sebanyak 3 kali. Permukaan biji 
jagung dipotong kira-kira 1 mm dengan pisau skalpel 
dan embrio muda berukuran 1,5–2 mm diambil 
dengan menggunakan ujung spatula. 

Transformasi Gen CsNitr1-L dengan  
Penembakan Partikel 

Transformasi mengikuti metode Wright et al. 
(2001) dengan beberapa modifikasi. Transformasi 
menggunakan plasmid pIG121Hm-Cs yang mengan-
dung T-DNA dengan gen nptII yang menyandi ke-
tahanan terhadap antibiotik kanamisin, gen CsNitr1-L, 
dan gen hpt untuk ketahanan terhadap antibiotik 
higromisin. 

Eksplan embrio muda jagung diletakkan dan di-
atur dalam formasi lingkaran di tengah-tengah cawan 
petri yang berisi media osmotikum, yaitu MS yang 
ditambah dengan sukrosa 20 g/l dan maltosa 120 g/l 
untuk regenerasi secara organogenesis dan media MS 
yang mengandung sorbitol 36,4 g/l dan manitol 36,4 g/l 
(Ombori et al., 2008) untuk regenerasi secara embrio-
genesis somatik. Eksplan dibiarkan selama 4 jam 
dalam media osmotikum. Penembakan dilakukan 
berdasarkan jarak penembakan antara rupture disks 
dan macrocarrier, yaitu 7 cm dan 9 cm pada per-
cobaan awal untuk galur Ult:cm.1# dan 9 cm untuk 
galur-galur lainnya. Eksplan yang sudah ditransformasi 

diinkubasi di dalam ruang gelap bersuhu r25ºC 
selama 24 jam. 

 
 

Induksi dan Regenerasi Kalus Organogenik 

Eksplan yang sudah ditransformasi dan diinku-
basi dalam media osmotikum dipindah ke media 
induksi kalus N6, baik dengan penambahan maupun 
tanpa higromisin. Eksplan dikulturkan pada media N6 
yang ditambah dengan L-prolin 2,3 g/l, kasein 
hidrolisat 0,2 g/l, dikamba 2 mg/l, sukrosa 30 g/l, dan 
fitagel 3 g/l (Tabel 1) kemudian diinkubasi di ruang 
gelap pada suhu r25°C selama 2 minggu untuk mem-
bentuk kalus primer. Kalus yang terbentuk dipindah 
ke media regenerasi MS yang ditambah dengan tiamin 
HCl 0,04 g/l, L-asparagin 0,15 g/l, IAA 0,5 mg/l, BAP 1 
mg/l, sukrosa 20 g/l, dan fitagel 3 g/l. Kultur diinkubasi 
di ruang terang dengan fotoperiodisitas 16 jam dan 
suhu 25°C. Tunas hijau yang terbentuk dipindah ke 
media perakaran MS yang ditambah dengan NAA 1 
mg/l, sukrosa 20 g/l, dan fitagel 3 g/l. Peubah yang di-
amati adalah jumlah eksplan yang dapat membentuk 
kalus pada media induksi, persentase kalus berdasar-
kan jumlah eksplan, dan jumlah kalus yang mem-
bentuk spot hijau atau tunas hijau. 

Induksi dan Regenerasi Kalus Embriogenik 

Setelah ditransformasi, eksplan dikulturkan pada 
media induksi kalus N6 yang ditambah dengan kasein 
hidrolisat 0,1 g/l, prolin 2,875 g/l, perak nitrat 0,01 g/l, 
sukrosa 30 g/l, fitagel 3 g/l, dan 2,4-D 2 mg/l (Tabel 1). 
Kultur diinkubasi di ruang gelap pada suhu r25°C 
selama dua minggu. Kalus disubkultur setiap dua 
minggu ke media pemeliharaan kalus, yaitu media 
induksi kalus tetapi tanpa penambahan perak nitrat. 
Kalus embriogenik yang terbentuk dipindah ke media 
pendewasaan embrio, yaitu N6 yang ditambah 
dengan sukrosa 60 g/l, NAA 1 mg/l, dan fitagel 3 g/l, 
selanjutnya dipindah ke media perkecambahan MS 
yang ditambah dengan sukrosa 30 g/l dan fitagel 3 g/l. 
Kultur diinkubasi di ruang terang dengan fotoperiodi-
sitas 16 jam dan suhu 25°C. Tunas hijau yang terben-
tuk dipindah ke media perakaran ½ MS yang ditam-
bah dengan IBA 0,8 mg/l dan sukrosa 30 g/l. Peubah 
yang diamati adalah jumlah eksplan yang dapat mem-
bentuk kalus, jumlah kalus embriogenik, jumlah kalus 

Tabel 1. Media induksi dan regenerasi kalus jagung. 

Media  Organogenesis (Danson et al., 2006; Rakshit et al., 2010) Embriogenesis (Ombori et al., 2008) 

Osmotikum MS + sukrosa 20 g/l + maltosa 120 g/l MS + sorbitol 36,4 g/l + manitol 36,4 g/l 
Induksi kalus N6 + L-prolin 2,3 g/l + kasein hidrolisat 0,2 g/l + dikamba    

2 mg/l + sukrosa 30 g/l + fitagel 3 g/l  
N6 + kasein hidrolisat 0,1 g/l + prolin 2,875 g/l + perak 
nitrat 0,01 g/l + sukrosa 30 g/l + fitagel 3 g/l + 2,4-D 2 mg/l 

Pemeliharaan kalus - Media induksi kalus tanpa perak nitrat 
Pendewasaan kalus 
embriogenik 

- N6 + sukrosa 60 g/l + NAA 1 mg/l + fitagel 3 g/l 

Regenerasi kalus MS + tiamin HCl 0,04 mg/l + L-asparagin 0,15 g/l + IAA 
0,5 mg/l + BAP 1 mg/l + sukrosa 20 g/l + fitagel 3 g/l 

MS + sukrosa 30 g/l + fitagel 3 g/l 

Perakaran MS + NAA 1 mg/l + sukrosa 20 g/l + fitagel 3 g/l ½ MS + IBA 0,8 mg/l + sukrosa 30 g/l 
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dengan embrio somatik hijau, jumlah planlet, dan 
jumlah tanaman transgenik putatif. 

Aklimatisasi 

Tanaman transgenik putatif diaklimatisasi dalam 
tabung reaksi yang berisi akuades kemudian dipindah 
ke dalam bak semai yang berisi media campuran 
tanah dan pupuk kandang. Tanaman dengan akar 
yang kuat dipindah ke dalam pot dengan diameter 30 
cm yang berisi campuran tanah dan pupuk kandang 
dan dipelihara di rumah kaca. 

Identifikasi Awal Integrasi Gen melalui Analisis PCR 

DNA tanaman transforman diisolasi dari daun 
tanaman yang telah diaklimatisasi di rumah kaca. 
Isolasi DNA dilakukan berdasarkan metode ICI Seeds 

yang dimodifikasi (Edwards et al., 1991). Potongan 
daun berukuran 1 cm2 digerus di dalam tabung 1,5 ml 
dengan bufer ekstraksi (Tris-HCl 20 mM pH 7,5, NaCl 
250 mM, EDTA 25 mM, dan SDS 0,5%) hingga 
homogen, kemudian ditambah dengan larutan 
chloroform : isoamyl alcohol (chisam) 24 : 1. Campur-
an kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 
rpm selama 10 menit. Sebanyak 300 µl supernatan 
bagian atas dipindah ke dalam tabung 1,5 ml yang 
baru dan ditambah 250 µl isopropanol, kemudian 
tabung dibolak-balik beberapa kali dan dibiarkan di 
suhu ruang selama 10 menit. Sentrifugasi dilakukan 
pada kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit ke-
mudian supernatan bagian atas dibuang. Endapan 
DNA dicuci dengan alkohol 70%, kemudian dikering-
anginkan. DNA dilarutkan dengan H2O dan siap 
digunakan untuk tahapan selanjutnya. 

Analisis PCR dilakukan untuk gen nptII meng-
gunakan primer spesifik, yaitu primer 1 nptIIF 5’-
GAGGCTATTCGGCTATGACTG-3’ dan primer 2 nptIIR 
5’-ATCGGGAGCGGCGATACGTA-3’ yang akan meng-

hasilkan fragmen DNA berukuran 700 bp (Anuradha et 

al., 2006). Total volume 25 µl reaksi PCR yang me-
ngandung bufer PCR 1u, MgCl2 1,5 mM, dNTPs (dNTP 
masing-masing 0,2 mM), primer 1 dan 2 masing-
masing 5 pmol, Taq DNA polimerase (Roche) 0,8 unit, 
dan DNA cetakan 100 ng. Reaksi amplifikasi PCR 
dilakukan dengan metode Wang et al. (1993) yang di-
modifikasi dan dilakukan pada mesin PCR MJ 
Research PCT-100. Kondisi amplifikasi gen nptII di-
awali dengan denaturasi awal pada suhu 94°C selama 
5 menit, dilanjutkan dengan 30 siklus reaksi yang ter-
diri atas tahap denaturasi pada suhu 94°C selama 1 
menit, annealing pada suhu 53°C selama 1 menit, dan 
pemanjangan pada suhu 72°C selama 1 menit yang 
diakhiri dengan tahap pemanjangan pada suhu 72°C 
selama 5 menit. Sebanyak 15 µl hasil amplifikasi di-
gunakan untuk elektroforesis pada gel agarosa 1,2% 
dan divisualisasi dengan ChemiDoc¥. Plasmid 
pIG121Hm digunakan sebagai kontrol positif dan H2O 
sebagai kontrol negatif. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Induksi dan Regenerasi Kalus Organogenik 

Semua (100%) eksplan embrio muda galur 
Ult:cm.1# dapat membentuk kalus, sedangkan galur 
ARC 178-123-112-XB3 dan galur AZ2 masing-masing 
dapat membentuk kalus sebesar 94,3% dan 60,5% 
(Tabel 2). Kalus yang terbentuk berasal dari sel-sel 
meristimatik di dalam skutelum. Pada jarak penem-
bakan 7 cm, dari 223 kalus organogenik yang tumbuh 
pada media tanpa higromisin, 36 kalus (16,1%) 
embriogenik dapat dipindah ke media regenerasi, dan 
dari 186 kalus yang tumbuh pada media seleksi 
higromisin 10 mg/l terdapat 15 (8,06%) kalus embrio-
genik yang dapat dipindah ke media regenerasi (Tabel 
3). Namun, kalus tidak dapat tumbuh dan berubah 

Tabel 2. Induksi kalus organogenik embrio muda jagung yang ditransformasi dengan gen CsNtr1-L, 30 hari setelah tanam. 

 
Galur Jarak penembakan 

Jumlah 
eksplan 

Jumlah/persentase kalus  
(media tanpa higromisin) 

Jumlah/persentase kalus  
(media dengan higromisin 10 mg/l) 

 Ult:cm.1# 7 cm    409 223/54,52 186/45,48 
 9 cm 1.738 858/49,37 880/50,63 
 ARC 178-123-112-XB3 9 cm    890 343/38,54 496/55,73 
 AZ2 9 cm 1.095 315/28,77 348/31,78 

Media induksi kalus: N6 + L-prolin 2,3 g/l + kasein hidrolisat 0,2 g/l + dikamba 2 mg/l + sukrosa 30 g/l + fitagel 3 g/l pH 5,7. 

Tabel 3. Regenerasi kalus organogenik jagung yang ditransformasi dengan gen CsNtr1-L, 72 hari setelah tanam. 

Galur Jarak penembakan Tanpa higromisin Higromisin 10 mg/l 
Jumlah/persentase kalus 

dengan spot hijau 
Jumlah/persentase kalus 

dengan tunas hijau 

Ult:cm.1# 7 cm   36   15 - - 
9 cm 284 243 80/15,18 24/30 

ARC 178-123-112-XB3 9 cm 343 371 3/0,42 1/33,33 
AZ2 9 cm 315 348 4/0,60 - 

Media regenerasi: MS + tiamin HCl 0,04 g/l + L-asparagin 0,15 g/l + IAA 0,5 mg/l + BAP 1 mg/l + sukrosa 20 g/l + fitagel 3 g/l pH 5,7. 
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warnanya menjadi cokelat. Kalus yang bersifat 
nonembriogenik dengan tekstur lunak, berair, dan 
berwarna kuning juga dijumpai pada penelitian 
sebelumnya (Ombori et al., 2008; Petrillo et al., 2008). 
Pada jarak penembakan 7 cm, kalus yang ditransfor-
masi tidak dapat menghasilkan tunas hijau dan 
tanaman. Oleh karena itu, pada transformasi selanjut-
nya digunakan jarak penembakan 9 cm. 

Pada jarak penembakan 9 cm, 80 kalus dari galur 
Ult:cm.1# dapat membentuk spot hijau dan 24 kalus 
beregenerasi menjadi tunas hijau. Galur ARC 178-123-
112-XB3 hanya menghasilkan 3 kalus dengan spot 
hijau dan 1 kalus beregenerasi menjadi tunas hijau, 
sedangkan pada galur AZ2 dari 4 kalus yang mem-
bentuk spot hijau tidak dapat beregenerasi menjadi 
tunas hijau. Di antara ketiga galur yang diuji, 
Ult:cm.1# paling responsif terhadap regenerasi secara 
organogenesis (Tabel 3).  

Jumlah kalus yang dapat diregenerasikan, baik 
yang berasal dari kalus tanpa seleksi maupun dengan 
seleksi higromisin, semakin berkurang. Kalus yang 
tidak dapat bertahan pada media induksi dengan 
seleksi higromisin berubah warnanya menjadi cokelat 
dan tidak dapat tumbuh. 

Akar muncul setelah r1,5 bulan pada media 
perakaran. Pada saat muncul akar, tunas yang semula 
berwarna hijau sudah berubah menjadi putih sampai 
cokelat pucat. Setelah tiga bulan pada media per-
akaran, akar dapat tumbuh dengan baik, namun daun 
menjadi cokelat. Pertumbuhan akar sangat lama se-
hingga pada saat dilakukan aklimatisasi, daun sudah 
berwarna cokelat dan planlet tidak dapat bertahan 
hidup. Penelitian transformasi jagung dengan jarak 

penembakan 9 cm telah dilakukan pada tahun 2010 
dan menghasilkan tunas, namun tunas tidak dapat 
berakar pada media perakaran dengan IBA 1 mg/l 
(Sutoro et al., 2010), sehingga penelitian pada tahun 
2011 menggunakan media perakaran dengan NAA 1 
mg/l.  

Induksi dan regenerasi kalus jagung secara 
organogenesis pada penelitian ini tidak efektif dalam 
menghasilkan tanaman transgenik putatif. Oleh ka-
rena itu, perlu dicari metode alternatif, yaitu embrio-
genesis somatik. Penampilan proses transformasi 
yang dimulai dari penyiapan eksplan embrio muda 
jagung sampai perakaran disajikan pada Gambar 1. 

Induksi dan Regenerasi Kalus Embriogenik 

Eksplan yang sudah ditransformasi dan dipindah 
ke media osmotikum menunjukkan respons yang baik 
dan eksplan sedikit membengkak. Setelah ditransfor-
masi, praperlakuan dengan osmotikum diperlukan 
untuk mengurangi atau memperkecil faktor kerusak-
an sel, membuat sel menjadi lebih elastis karena 
adanya plasmolisis dari sel-sel target yang bersifat 
reversibel (Vain et al., 1993).  

Galur P4G19(S)C2.59.3.3.1.3 dan P4S3.29.4.4.1 
menghasilkan persentase kalus yang tinggi, sedang-
kan persentase paling rendah diperoleh dari galur AZ2 
(Tabel 4). Tidak semua kalus yang dihasilkan bersifat 
embriogenik. Persentase pembentukan kalus embrio-
genik galur P4S3.29.4.4.1 adalah terendah (18,9%), 
sedangkan AZ1 menghasilkan persentase kalus 
embriogenik yang tertinggi (85,4%). Untuk meningkat-
kan frekuensi embriogenesis somatik jagung, perlu 
ditambahkan perak nitrat yang berfungsi sebagai 
inhibitor biosintesis etilen dan pada konsentrasi 10 

 

Gambar 1. Induksi kalus dan regenerasi jagung galur Ult:cm.1# yang ditransformasi dengan gen CsNtr1-L melalui penembakan 
partikel. A = eksplan embrio muda jagung, B = eksplan embrio muda jagung pada media osmotikum, C = induksi 
kalus setelah 30 hari pada media dengan seleksi higromisin 10 mg/l, D = kalus yang beregenerasi membentuk spot 
dan tunas hijau, Ea = planlet 1,5 bulan dan Eb = 3 bulan setelah dipindah ke media perakaran. 

A B C 

D Ea Eb 
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mg/l secara nyata meningkatkan terbentuknya kalus 
embriogenik (Huang dan Wei, 2004). Rakshit et al. 
(2010) juga menggunakan perak nitrat untuk induksi 
kalus galur-galur inbred jagung di India. 

Percobaan menggunakan media secara embrio-
genesis menghasilkan kalus yang bersifat embriogenik 
dan nonembriogenik. Kalus embriogenik berwarna 
krem dan remah (friable), sedangkan kalus nonem-
briogenik bertambah besar ukurannya dengan tekstur 
kompak dan warnanya menjadi cokelat. Menurut 
Ombori et al. (2008) dan Petrillo et al. (2008), ada dua 
tipe kalus embriogenik pada tanaman jagung, yaitu 
kalus embriogenik tipe I yang bertekstur kompak, 
berwarna putih sampai krem, dan tipe II yang ber-
tekstur remah dengan warna sedikit kuning (Ombori 
et al., 2008; Petrillo et al., 2008). Variasi genotipe untuk 
membentuk kalus tipe I dan II kemungkinan disebab-
kan adanya efek gen-gen aditif yang secara positif 
meningkatkan respons kultur (Tomes dan Smith, 
1985). Menurut Danson et al. (2006) dan Wang et al. 
(2006), kalus embriogenik tipe II dapat berdiferensiasi 
2–3 minggu setelah subkultur dan pada permukaan 
kalus muncul spot atau embriosomatik yang berwarna 
hijau. Kalus tersebut menghasilkan tanaman lebih 
banyak dibanding dengan tipe I. 

Pendewasaan kalus embriogenik pada media N6 
dengan konsentrasi sukrosa tinggi (6%) dan penam-
bahan NAA 1 mg/l menghasilkan embrio somatik 
bentuk hati (heart-shaped) yang kemudian dikultur-
kan pada media regenerasi. Hanya kalus embriogenik 
tipe II yang dapat menghasilkan embriosomatik ber-
warna hijau. Hal ini disebabkan adanya pengaturan 
gen-gen yang terkait dengan stres dan gen penyandi 
transporter diikuti oleh gen penyandi fotosintesis dan 
penyusun kloroplas lainnya (Che et al., 2006). 

Galur AZ1 menghasilkan daya regenerasi yang 
tertinggi (50,7%) dan galur P4S3.29.4.4.1 paling rendah 
(2,8%) (Tabel 5). Selama sembilan hari pada media 
perakaran, terbentuk planlet yang tegar. Sebanyak 62 

planlet galur AZ1 berhasil diaklimatisasi di rumah 
kaca dan menghasilkan tanaman transgenik putatif, 
sedangkan galur AZ2 memiliki respons yang rendah 
terhadap perlakuan induksi embriogenesis somatik, 
seperti pada organogenesis (Tabel 5).  

Media perakaran untuk embriogenesis kemudian 
juga dicoba untuk galur Ult:cm.1# yang sangat lama 
dalam respons pembentukan akar secara organoge-
nesis dan dalam waktu 9–10 hari akar tumbuh dengan 
kuat. Untuk galur-galur inbred jagung tropis, Ombori et 

al. (2008) mendapatkan bahwa penggunaan IBA 0,8 
mg/l memberikan hasil yang optimum untuk perakar-
an. Sementara itu, Rakshit et al. (2010) melaporkan 
bahwa penambahan NAA 2 mg/l pada media MS 
adalah paling baik untuk perakaran inbred jagung 
India. 

Penampilan proses transformasi pada galur AZ1 
yang dimulai dari penyiapan eksplan embrio muda 
jagung sampai perakaran secara embriogenesis di-
sajikan pada Gambar 2. Pada penelitian ini, jalur 
embriogenesis somatik mampu menghasilkan tanam-
an yang lebih banyak daripada jalur organogenesis.  

Wang et al. (2006) menyatakan bahwa keber-
hasilan transformasi jagung dipengaruhi oleh jenis 
genotipe yang digunakan (genotype dependent). 
Tujuh galur inbred memberikan respons yang ber-
beda. Galur inbred X333 dan X301 tidak dapat mem-
bentuk kalus embriogenik, sedangkan galur inbred 
yang lain tidak dapat beregenerasi membentuk 
tanaman. Demikian juga dengan Danson et al. (2006) 
yang mendapatkan bahwa faktor genotipe sangat 
menentukan dalam keberhasilan regenerasi jagung. 
Dari 22 galur yang diuji, dua galur memberikan 
respons yang tinggi dalam membentuk kalus embrio-
genik tipe II, 16 galur tidak dapat membentuk kalus 
embriogenik dan akhirnya mati, sedangkan empat 
galur dapat beregenerasi membentuk tanaman. Selain 
pembentukan kalus embriogenik dan regenerasi 
tanaman, genotipe memberikan respons yang ber-

Tabel 4. Induksi kalus embriogenik dari embrio muda jagung yang ditransformasi dengan gen CsNtr1-L. 

 Galur Jumlah eksplan Jumlah/persentase kalus Jumlah/persentase kalus embriogenik 

 AZ1 600 507/84,4 433/85,4 
 AZ2 675 450/66,7 339/75,3 
 P4G19(5)C2.59.3.3.1.3 420 418/99,5 309/73,9 
 P4S3.29.4.4.1 375 374/99,7   71/18,9 

Tabel 5. Regenerasi kalus embriogenik jagung yang ditransformasi dengan gen CsNtr1-L.  

 
Galur 

Jumlah kalus yang 
membentuk embrio somatik 

Jumlah/persentase kalus 
dengan embrio somatik hijau 

Jumlah 
planlet 

Jumlah tanaman transgenik 
putatif 

 AZ1   73 37/50,7 62 62 
 AZ2 338 45/13,3 - - 
 P4G19(S)C2.59.3.3.1.3 307 45/14,7 38 17 
 P4S3.29.4.4.1   71 2/2,8   3   2 

 



2015 Induksi dan Regenerasi Kalus Jagung: A.D. AMBARWATI ET AL.  
 

31

beda terhadap induksi pembentukan akar (Ombori et 

al., 2008). Ali et al. (2014) melakukan studi regenerasi 
pada empat galur unggul jagung menggunakan 
eksplan embrio muda dan embrio masak. Semua 
galur dapat membentuk kalus embriogenik dan 
beregenerasi menjadi tanaman. Frekuensi regenerasi 
eksplan embrio masak bervariasi 40–70%, sedangkan 
eksplan embrio muda memiliki tingkat keberhasilan 
yang lebih tinggi (55–80%).  

Menurut Ikeda et al. (2006), terdapat gen-gen 
yang terkait dengan embriogenesis dalam mem-
bentuk embriosomatik pada beberapa tanaman yang 
mungkin menjadi penyebab perbedaan respons 
genotipe. Perbedaan respons genotipe mungkin ber-
kaitan dengan tingkat variasi hormon-hormon endo-
gen (Bhaskaran dan Smith, 1990). Menurut Guo et al. 
(2004), perbedaan respons genotipe untuk beregene-
rasi kemungkinan disebabkan oleh elemen-elemen 
transposable DNA yang bertanggung jawab dalam 
mengatur gen di sekitar genom jagung yang ber-
kontribusi terhadap perbedaan ekspresi gen. 

Identifikasi awal tanaman transgenik putatif 
dilakukan terhadap 31 tanaman melalui analisis mole-
kuler (PCR) untuk melihat integrasi gen nptII. Hasil 
analisis PCR menunjukkan 22 tanaman (70,96%) 

positif mengandung gen nptII dengan menghasilkan 
pita berukuran 700 bp (Gambar 3). Untuk selanjutnya, 
perlu dilakukan verifikasi secara molekuler meng-
gunakan gen target CsNitr1-L.  

KESIMPULAN 

Galur Ult:cm.1# paling responsif terhadap 
regenerasi secara organogenesis dan menghasilkan 
24 tunas hijau, dibanding dengan ARC 178-123-112-
XB3 yang menghasilkan satu tunas hijau dan AZ2 yang 
tidak menghasilkan tunas hijau. Galur AZ1 secara 
embriogenesis mempunyai daya regenerasi yang ter-
tinggi (50,7%) dan menghasilkan 62 tanaman, diikuti 
galur P4G19(S)C2.59.3.3.1.3 yang menghasilkan 17 
tanaman (2,8%) dan galur P4S3.29.4.4.1 yang meng-
hasilkan dua tanaman. Identifikasi awal 31 tanaman 
transgenik putatif secara PCR menghasilkan 22 tanam-
an (70,96%) yang positif mengandung gen nptII. 
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Gambar 2. Induksi dan regenerasi kalus jagung galur AZ1 yang ditransformasi dengan gen CsNtr1-L melalui penembakan partikel. A = eksplan 
embrio muda pada media osmotikum OS, B = kalus pada media induksi, C = kalus embriogenik pada media pemeliharaan kalus,       
D = embrio somatik pada media pendewasaan embrio, E = perkecambahan embrio somatik, F = planlet pada media perakaran,       
G, H = aklimatisasi tanaman transgenik putatif CsNtr1-L di rumah kaca. 

 

Gambar 3. Hasil analisis PCR untuk gen nptII (700 bp). X–AJ = tanaman transforman, Pl = plasmid, M = DNA ladder 100 bp. 
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