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REKAYASA EKSPRESI GEN PEMBUNGAAN Hd3a DIBAWAH KENDALI
PROMOTER ROL C PADA JARAK PAGAR (Jatropha curcas L.)1

[Engineering of Expression of Hd3a Flowering Gene driven by rol C
Promoter on Physic nut {Jatropha curcas L.)]

Yohana C Sulistyaningsih2 3 \ Alex Hartana2, Utut Widyastuti23

Hamim2dan Suharsono2'3**
2Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam-Institut Pertanian Bogor,

Jlin Agathis Darmaga, Bogor 16680;
3Pusat Penelitian Sumberdaya Hayati dan Bioteknologi, Gedung PAU,

Jln Kamper, Kampus IPB Darmaga Bogor 16680
* e-mail: sony.suharsono@yahoo.com

ABSTRACT
Flowering in jatropha (Jatropha curcas L.) was considered as one of major factors that contribute to its productivity. Small number of
female flowers produced in each inflorescence was believed as the main cause of low seed production. Introduction of Hd3a flowering gene
driven by rol C promoter was supposed to improve total number of flowers including female flower. The objective of this research was to
optimize cell proliferation and regeneration medium in Jatropha transformation method mediated by Agrobacterium, to obtain transgenic
Jatropha containing Hd3a flowering gene as well as to understand the effect of this transgene on jatropha flowering character. Callus
induction medium containing 0.5 mg/1 IBA added with 3 g/1 PVP produced the highest frequency of shoot formation. We obtained 26.67%
to 33.33% putative transgenic plantlets that were able to grow in 40mg/l hygromycin selection medium. PCR analysis revealed that seven
out of 10 putative transgenic plantlets were positively transgenic. Extremely early flowering character that was confirmed by histological
analysis was also shown by some transgenic plantlets.

Key words: Engineering of expression Genetic transformation, Hd3a, rol C promoter, Jatropha curcas L.

ABSTRAK
Pembungaan pada jarak pagar (Jatropha curcas L.) merupakan salah satu faktor yang turut berperan dalam produktivitas tanaman ini.
Jumlah bunga betina yang rendah dalam setiap karangan bunga dipercaya sebagai penyebab utama rendahnya produktivitas biji . Introduksi
gen pembungaan Hd3a di bawah kendali promoter rol C diduga dapat meningkatkan total jumlah bunga yang dihasilkan sehingga
meningkatkan pula total jumlah bunga betina. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan media proliferasi sel serta regenerasi dalam
transformasi genetik jarak pagar dengan bantuan Agrobacterium, memperoleh jarak pagar transgenik yang mengandung gen pembungaan
Hd3a di bawah kendali promoter rol C serta mengetahui pengaruh gen Hd3a dalam pembungaan jarak pagar. Regenerasi dengan frekuensi
tertinggi diperoleh dari media induksi kalus mengandung 0,5 mg/1 IBA ditambah dengan 3 g/1 PVP. Kami memperoleh 26,67% hingga
33,33% planlet transgenik putatif yang mampu tumbuh pada medium seleksi mengandung 40 mg/1 higromisin. Hasil PCR menunjukkan
bahwa tujuh dari 10 planlet putatif transgenik merupakan planlet tansgenik. Sifat pembungaan dini yang dikonfirmasi dengan pengamatan
histologi diamati pada beberapa planlet transgenik.

Kata kunci: Rekayasa ekspresi Transformasi genetik, gen Hd3a, promoter rol C, jarak pagar, Jatropha curcas L.

PENDAHULUA N

Jarak pagar (Jatropha curcas L.) merupakan

tanaman yang sangat cocok untuk dikembangkan

sebagai penghasil bahan bakar nabati. Selain kan-

dungan minyak pada biji yang cukup tinggi, tanaman

ini mampu beradaptasi pada lingkungan dengan

ikli m yang relatif kering dengan tingkat kesuburan

rendah sehingga memungkinkan pengembangannya

pada lahan-lahan marginal (Openshaw, 2000). Tana-

man ini tersebar luas di berbagai daerah di Indonesia,

namun karena peranannya yang kurang penting sela-

ma ini jarak pagar belum banyak mendapat per-

hatian. Dewasa ini berbagai penelitian mulai dil-

akukan, namun upaya pemuliaan tanaman ini masih

sangat terbatas. Kultivar-kultivar jarak pagar yang

ada sekarang baru merupakan hasil seleksi dari plas-

ma nutfah yang tersedia sehingga produktivitas tana-

man masih tergolong rendah.

Karakter pembungaan pada jarak pagar

merupakan salah satu faktor pembatas produktivitas

tanaman ini (Hartati, 2006). Menurut Camellia et al.

(2011) keberhasilan pembentukan buah pada

'Diterima: 6 Oktober 2011 - Disetujui: 10 Nopember 2011
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tanaman ini cukup tinggi, sebab sekitar 92% dari

bunga betina mampu berkembang menjadi buah.

Namun jumlah bunga betina yang sedikit

mengakibatkan total produksi buah rendah. Pada

jarak pagar, bunga tersusun dalam karangan berupa

anak payung menggarpu. Bunga jantan dan bunga

betina terdapat pada karangan bunga yang sama,

umumnya bunga betina berada pada bagian tengah

dikelilingi sejumlah bunga jantan. Jumlah bunga

dalam tiap karangan dapat mencapai 100 sampai

200, bunga jantan lebih banyak daripada bunga

betina dengan rasio 22:1 hingga 29:1 (Raju da

Ezradanam 2002; Chang-wei et al., 2007; Camellia

etal, 2011).

Pembungaan merupakan rangkaian proses

yang diawali dengan perubahan pucuk vegetatif

menjadi pucuk reproduktif. Induksi untuk terjadinya

perubahan tersebut pada sebagian besar tanaman

dipengaruhi oleh faktor lingkungan, meliputi panjang

hari (fotoperiod), suhu serta ketersediaan air.

Tumbuhan yang tidak memerlukan panjang hari atau

kondisi suhu tertentu sebagai penginduksi

pembungaan disebut tanaman yang berbunga secara

otonom. Tanaman demikian umumnya sensitif

terhadap penyinaran(Bernier etal, 1993).

Pengetahuan tentang induksi pembungaan

melalui lintasan panjang hari telah mengalami

kemajuan pesat sejak ditemukan gen-gen yang

berperan penting dalam pengaturan proses tersebut.

Penelitian pada Arabidopsis thaliana telah

mendapatkan gen Flowering locus T (FT) yang

memacu pembungaan pada tanaman hari panjang.

Selain itu dikenal pula gen CONSTANS (CO) yang

mengatur ekspresi FT melalui regulasi transkripsi

(Suarez-Lopez et al. 2001). Pada padi dikenal gen

Hd3a yang berperan memacu pembungaan pada

tanaman hari pendek. Percobaan rekayasa ekspresi

berlebih (overexpression) gen Hd3a maupun FT

menyebabkan pembungaan dini pada padi serta

Arabidopsis. Kemiripan sekuen serta fungsi ke dua

gen tersebut menegaskan bahwa Hd3a merupakan

ortolog dari FT (Kojima et al., 2002). Dari poplar

yang merupakan tanaman tahunan, gen FT2 yang

memacu pembungaan dengan memperpendek masa

juwana telah berhasil diisolasi. Gen FT2 memiliki

kesamaan sekuen asam amino 81% dengan Hd3a dan

78% dengan FT. Rekayasa ekspresi berlebih dengan

menggunakan promoter konstitutif 35S CaMV

menghasilkan tanaman yang berbunga pada umur 7

bulan. Secara alami tanaman poplar berbunga setelah

berumur 10 tahun (Hsu et al., 2006). Introduksi gen

pembungaan pada jarak pagar diharapkan dapat

menghasilkan tanaman yang berbunga lebih awal

dengan frekuensi pembungaan lebih tinggi, sehingga

total bunga yang dihasilkan lebih banyak, sebagai

akibatnya total bunga betina yang dihasilkan juga

lebih banyak.

Introduksi gen ke dalam genom tanaman

merupakan suatu upaya perbaikan sifat yang terarah

karena langsung mengenai karakter yang diinginkan.

Introduksi gen melalui transformasi dengan bantuan

Agrobacterium merupakan metode yang banyak

digunakan karena dianggap paling efektif serta

memiliki efisiensi transformasi yang tinggi (Newell,

2000). Keberhasilan transformasi genetik jarak pagar

dengan bantuan Agrobacterium pertama kali

dilaporkan oleh Li et al. (2007), yang menggunakan

kotiledon sebagai eksplan. Sifat kultur jarak pagar

yang sangat sensitif terhadap beberapa agen seleksi

seperti kanamisin dan higromisin merupakan

kendala dalam penggunaan teknik ini. Upaya untuk

mengatasi masalah ini terus dilakukan antara lain

oleh He et al. (2009) dan Mazumdar et al. (2010)

yang menggunakan kanamisin sebagai agen seleksi

serta oleh Trivedi et al. (2009) yang menggunakan

agen seleksi higromisin, namun dalam beberapa

penelitian tersebut belum dihasilkan tanaman

transgenik. Dewasa ini tanaman jarak pagar
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transgenik berhasil diperoleh dari eksplan daun muda

(Zong et al, 2010) serta kotiledon (Pan et al, 2010)

dengan penundaan pemberian agen seleksi kanamisin

pada tahap induksi kalus.

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh

kondisi proliferasi sel dan regenerasi yang sesuai

untuk transformasi jarak pagar dengan bantuan

Agrobacterium, memperoleh tanaman transgenik

jarak pagar yang mengandung gen pembungaan

Hd3a dengan promoter rol C serta mengetahui

pengaruh gen pembungaan Hd3a terhadap

pembungaan jarak pagar.

BAHA N DAN METODE

Bahan penelitian berupa biji jarak pagar

kultivar IP-2P yang berasal dari Kebun Percobaan

Pakuwon, Sukabumi. Plasmid p2Kl mengandung

gen Hd3a dengan promoter rol C yang terdapat

dalam bakteri Escherichia coli diperoleh dari Nara

Institute of Science and Technology (NAIST),

Jepang. Bakteri Agrobacterium tumefaciens strain

LBA 4404 disediakan oleh National Taiwan

University, Taiwan.

Media dasar berupa media MS (Murashige &

Skoog, 1962) yang mengandung 100 mg/1

mioinositol, 10 mg/1 tiamine-HCl, dan 3% sukrose,

dengan pH 5,8 serta dipadatkan dengan 3 g/1

phytagel. Untuk memperoleh kalus yang mampu

membentuk tunas dengan frekuensi yang tinggi,

dalam penelitian ini dilakukan pengujian kombinasi

media induksi kalus. Percobaan menggunakan

Rancangan Acak Lengkap dengan lima perlakuan

media yaitu indole butyric acid (IBA) 0,05 mg/1 (PI

-1), 0,25 mg/1 (P2-1) dan 0,5 mg/1 (P3-1) masing-

masing dengan penambahan polyvinyl pyrrolidone

(PVP) 1 g/1, serta IBA 0.5 mg/1 dengan PVP 3 g/1 (P3

-3) dan PVP 5 g/1 (P3-5). Percobaan menggunakan

30 eksplan dengan tiga ulangan.

Frekuensi pembentukan kalus diamati pada

minggu ke-3 dan pembentukan tunas diamati pada

minggu ke-6, hasil pengamatan dinyatakan dalam

persen. Data yang diperoleh dikonversi dengan

transformasi akar (Vx) sebelum dilakukan analisis.

Kuantitas kalus diukur berdasarkan luasan area

kotiledon tertutup kalus. Kriteria kuantitas kalus,

meliputi kategori kalus sedikit bila area kotiledon

tertutup kalus kurang dari 35%, sedang bila area

tertutup 35-70% serta banyak bila area kotiledon

tertutup kalus lebih dari 70%.

Analisis data menggunakan program SPSS

17.0 for Windows, keragaman diuji dengan analysis

of variance (ANOVA) dilanjutkan dengan uji beda

nyata terkecil (BNT) pada a 5%.

Transformasi Agrobacterium tumefasciens dengan

gen Hd3a

Gen yang akan diintroduksikan ke dalam

tanaman jarak pagar adalah gen pembungaan Hd3a.

Gen Hd3a yang dikendalikan oleh promoter rol C

dilengkapi dengan gen penanda GFP serta gen

resistensi terhadap higromisin (hpt) yang terdapat

pada pita T-DNA dan telah disisipkan pada vektor

ekspresi p2Kl. Posisi gen Hd3a pada T-DNA

disajikan pada Gambar 1. Vektor p2Kl yang

digunakan juga mengandung gen resisten kanamisin

(npt) yang digunakan sebagai agen seleksi. Vektor

ini diklon pada bakteri E. coli. Plasmid p2Kl lalu

diisolasi dari bakteri E. coli dengan menggunakan

Plasmid Mini Prep Kit (Gene Mark). Plasmid

selanjutnya diintroduksikan pada bakteri A.

tumefaciens strain LBA 4404 dengan elektroporasi

menggunakan Micropulser (Bio-Rad), dan

ditumbuhkan pada medium LB (Lurria Bertani)

padat yang mengandung 25 ppm rifampisin dan 50

ppm kanamisin.

Transformasi genetik pada tanaman jarak pagar

Transformasi menggunakan kotiledon sebagai

eksplan dilakukan mengikuti metode Li et al. (2007)

dengan beberapa modifikasi. Transformasi jarak
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Hind Kpn Xba Spe
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rol C Hd3a GFP NosT hpt

RB

Gambar 1. Gen Hd3a pada T-DNA, LB: left border, RB: right border, rol C: promoter dari A. rhizogenes.
Hd3a: gen Hd3a dari padi, GFP: gen penanda Green Fluorescent Protein, NosT: terminator Nos hpt: gen
resistensi terhadap higromisin. Anak panah menunjukkan arah primer dalam PCR.

pagar meliputi beberapa tahap, yaitu penyiapan

kotiledon, infeksi, ko-kultivasi, induksi kalus,

induksi tunas (regenerasi), dan pemanjangan tunas.

Untuk penyediaan eksplan, biji jarak pagar steril

ditanam pada media 1/2 MS dan dipelihara sampai

umur 12 hari. Kotiledon dipisahkan dari kecambah

dan dipotong dengan ukuran l x l cm, selanjutnya

digunakan sebagai eksplan. A. tumefaciem

tertransformasi dikulturkan pada medium LB cair

yang mengandung 50 mg/1 kanamisin dan 25 mg/1

rifampisin, diinkubasi pada suhu ruang selama 24

jam dengan penggoyangan 100 rpm. Sel bakteri

dipisahkan dari medium cair dengan disentrifusi

pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit,

selanjutnya pelet dilarutkan pada medium MS cair

yang mengandung 20 mg/1 asetosiringon hingga

diperoleh konsentrasi 0,5 pada OD 600. Proses

infeksi dilakukan dengan merendam potongan

kotiledon pada suspensi bakteri Agrobacterium

selama 10 menit dengan penggoyangan 50 rpm.

Potongan kotiledon selanjutnya dikeringkan dengan

kertas tisu steril dan ditanam pada medium MS padat

mengandung 20 mg/1 asetosiringon tanpa antibiotik.

Kultur dipelihara di ruang gelap selama 3 hari.

Tahap ini merupakan kokultivasi yang bertujuan

memberi kesempatan Agrobacterium tumbuh dan

menginfeksi lebih banyak sel kotiledon. Setelah

kokultivasi kotiledon dicuci dengan air steril dan

direndam dalam larutan 500 mg/1 cefotaxim untuk

mematikan bakteri Agrobacterium. Untuk induksi

kalus, kotiledon tadi ditanam pada medium MS yang

mengandung 0,05 mg/1 BAP dengan variasi

konsentrasi IBA (0,05-0,5 mg/1) dan PVP (1-5 g/1)

serta 500 mg/1 cefotaxim dan 1,5 mg/1 higromisin

selanjutnya diinkubasi pada kondisi gelap selama 3

minggu. Tahap regenerasi dilakukan dengan

memindahkan kotiledon berkalus pada medium MS

yang mengandung 0,05 mg/1 IBA, 3 mg/1 BAP dan 1

g/1 PVP serta 250 mg/1 cefotaxim dan 1,5 mg/1

higromisin. Setelah 2 minggu kalus disub-kultur

pada media regenerasi yang sama tanpa higromisin.

Planlet hasil regenerasi ditumbuhkan pada medium

MS yang mengandung higromisin 40 mg/1,

pertumbuhan diamati selama 2 minggu. Tanaman

yang tumbuh baik merupakan transgenik putatif.

Isolasi DNA genom jarak pagar

Isolasi DNA genom menggunakan metode

CTAB dengan sedikit modifikasi. Sekitar 100 mg

daun jarak pagar digerus dengan bantuan pasir

kuarsa, DNA diekstraksi dengan 600 µl larutan

CTAB yang mengandung 2% PVP ditambah 0,2

% merkaptoetanol sebagai anti oksidan, lalu

diinkubasi pada suhu 65°C selama 30 menit.

Pemurnian dari kandungan lemak dan protein

dilakukan dengan ekstraksi menggunakan kloroform-

isoamil alkohol 24:1, dilanjutkan ektraksi dengan

fenol-kloroform-iso amil alkohol 25:24:1.

Pengendapan DNA dilakukan dengan menambahkan

etanol absolut dan NaO-asetat pH 5,2 masing-masing

2 kali dan 0,1 kali volume supernatan, kemudian
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diinkubasi pada suhu -20°C selama 1 malam. Larutan

disentrifusi pada 10.000 rpm selama 15 menit

sehingga diperoleh DNA padatan (pelet), yang

kemudian dicuci dengan 500 |il etanol 70 % dan

disentrifusi pada kecepatan 10000 rpm selama 5

menit. Pelet DNA selanjutnya dikering anginkan dan

dilarutkan dalam 30 µl ddH2O. Kandungan RNA

dihilangkan dengan pemberian RNAse 0,2 kali

volume larutan, diinkubasikan pada suhu 37°C

selama 10 menit. Aktivitas RNAse dihentikan

dengan pemanasan pada suhu 70°C selama 10 menit.

Analisis tanaman transgenik

Penyisipan transgen Hd3a pada genom

tanaman tertransformasi dideteksi dengan PCR.

Primer yang digunakan untuk amplifikasi gen Hd3a

adalah Hd-F: 5'CCTTCAGGGTTTTTTGCA 3' dan

Hd-R: 5'CTAGGGGTAGACCCTCCTG 3 '.

Kondisi PCR yang digunakan adalah pra-PCR 95 °C

5 menit, denaturasi 95 °C 1 menit, penempelan

primer 55 °C 1 menit, dilanjutkan dengan ekstensi

pada 72 °C 1 menit dan pasca-PCR 72 °C 5 menit.

Siklus PCR dilakukan sebanyak 40 kali. Hasil dari

PCR dimigrasikan pada gel agarose 1% dengan

tegangan 100 Volt selama 28 menit. Gel diwarnai

dengan ethidium bromide, selanjutnya diperiksa di

bawah sinar UV.

Analisis fenotip tanaman transgenik putatif pada

kultu r  in vitro

Tanaman transgenik putatif pada kultur in

vitro diamati secara morfologi maupun histologi.

Pengamatan struktur histologi dilakukan pada

meristem pucuk, meristem pada struktur yang

menyerupai karangan bunga serta organ-organ yang

mirip bunga. Untuk pembuatan sediaan mikroskopis,

organ difiksasi dalam larutan FAA (formalin alkohol

asam asetat), proses dehidrasi dan penjernihan

menggunakan tersier butil alkohol, selanjutnya

ditanam {embedding) dalam parafin mengikuti

metode Johansen (1940). Organ yang telah disayat

dengan ketebalan 8-10 µm diwarnai dengan safranin

2% dan aniline blue 1%.

HASIL

Pembentukan kalus

Eksplan berupa potongan kotiledon yang

ditanam pada media induksi kalus mula-mula

mengalami penebalan serta tumbuh melebar,

selanjutnya pada hari ke-7 sampai ke-10 mulai

terbentuk kalus pada tepian bekas potongan serta

pada permukaan bawah yang melekat pada medium.

Kalus yang dikulturkan pada ruang gelap ini

warnanya bervariasi dari putih, kuning pucat hingga

kuning kehijauan. Umumnya kalus yang terbentuk

berupa kalus kompak. Pengamatan terhadap

pembentukan kalus menunjukkan bahwa

penambahan IBA hingga 0,5 mg/1 meningkatkan

keberhasilan pembentukan kalus. Media dengan

kandungan IBA 0,05 mg/1 (Pl-1) menunjukkan

frekuensi kalus terendah, sedangkan media dengan

kandungan IBA 0.5 mg/1 menunjukkan frekuensi

pembentukan kalus yang tertinggi (P3-1, P3-3 dan

P3-5). Berbeda dengan peningkatan kadar IBA,

penambahan kandungan PVP tidak berpengaruh

terhadap frekuensi pembentukan kalus. Pada media

dengan kandungan IBA 0,5 mg/1 kadar PVP 1, 3

maupun 5 g/1 tidak memberikan hasil yang berbeda

(Gambar 2)

Selain variasi dalam hal keberhasilan pem-

bentukan kalus, terlihat pula keragaman kuantitas

kalus yang terbentuk di antara kelima jenis media

yang diuji. Pada kandungan IBA rendah (Pl-1), se-

bagian besar eksplan membentuk kalus dalam jumlah

sedikit, hanya beberapa eksplan membentuk kalus

dalam jumlah sedang. Peningkatan kadar IBA

menunjukkan peningkatan kuantitas kalus yang ter-

bentuk. Namun berbeda dengan frekuensi pemben-

tukan kalus, kuantitas kalus yang terbentuk pada

eksplan dipengaruhi pula oleh penambahan PVP.
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Pl-1 P2-1 P3-1 P3-3 P3-5

Jenis Media

Gambar 2. Frekuensi pembentukan kalus pada media dengan variasi kandungan IBA dan PVP pada umur kul-
tur 3 minggu. Medium induksi kalus mengandung 0,05 mg/1 IBA dan 1 g/1 PVP(P1-1), 0,25 mg/1 IBA dan 1 g/1
PVP (P2-1), 0,5 mg/1 IBA dan 1 g/1 PVP (P3-1), 0,5 mg/1 IBA dan 3 g/1 PVP(P3-3), 0.5 mg/1 IBA dan 5 g/1
PVP (P3-5)

Pada Gambar 3 dapat dilihat bahwa penambahan

PVP 5 g/1 (P3-5) maupun 3 g/1 (P3-3) berhasil

meningkatkan proporsi jumlah kalus terhadap ek-

splan dibandingkan perlakuan dengan kadar IBA

yang sama namun kandungan PVP lebih rendah (P3-

1).

Pembentukan Tunas

Setelah inkubasi selama 3 minggu, kalus

dipindahkan ke media regenerasi berupa media da-

sar MS dengan penambahan 0,05 mg/1 IBA, 3 mg/1

BAP serta 1 g/1 PVP yang mengandung 250 mg/

cefotaxim dan 1,5 mg/1 higromisin. Mula-mula kalus

berubah warna menjadi kebijauan, setelah inkubasi

selama 2 minggu pada media regenerasi mulai ter-

bentuk tonjolan-tonjolan calon tunas. Tunas lengkap

mulai terbentuk pada umur 3-5 minggu. Frekuensi

pembentukan tunas serta jumlah tunas yang ter-

bentuk pada setiap eksplan berkalus diamati pada

minggu ke 6. Frekuensi regenerasi tertinggi di-

peroleh dari kalus yang berasal dari media induksi

kalus dengan kandungan IBA 0,5 mg/1 dan PVP 3 g/1

(P3-3). Jumlah tunas yang terbentuk bervariasi di

antara perlakuan, namun perbedaan jenis media tidak

memberikan hasil yang berbeda nyata (Tabel 1).

Planlet yang diperoleh selanjutnya di-

tumbuhkan pada media seleksi berupa media dasar

MS tanpa zat pengatur tumbuh yang mengandung

40 mg/1 higromisin. Planlet yang mampu bertahan

pada media seleksi ini merupakan tanaman trans-

genik putatif. Planlet transgenik putatif yang di-

peroleh dari semua perlakuan berkisar antara

26,67% hingga 33,33% dari planlet yang dihasilkan

(Tabel 1)

Pengamatan terhadap planlet yang diperoleh

memperlihatkan adanya dua macam fenotip, yaitu

planlet dengan ciri pertumbuhan vegetatif dan planlet

yang menunjukkan karakter pertumbuhan reproduk-

tif. Planlet dengan ciri pertumbuhan vegetatif ter-

susun oleh batang yang mendukung daun-daun, se-

dangkan planlet dengan ciri pertumbuhan reproduk-

tif, mendukung struktur menyerupai karangan bunga

(Gambar 4). Planlet dengan ciri pertumbuhan repro-

duktif demikian tidak pernah dihasilkan dari kultur

tanaman non transgenik.

Analisis tanaman transgenik

DNA genom yang diisolasi dari tanaman

transgenik putatif selanjutnya digunakan dalam PCR

untuk mengetahui keberadaan transgen Hd3a pada
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P1- 1  P2-1  P3-1  P3-3

Jenis Media

P3- 5

Cambar 3.  Sebaran  kuantitas  kalus  yang  terbentuk  pada  media  induksi  dengan  variasi  kandungan  IBA  dan
PVP. Medium  induksi kalus mengandung 0,05 mg/1 IBA dan  1  g/1 PVP(Pl- l), 0,25 mg/1 IBA dan 1 g/1 PVP (P2
- 1), 0,5 mg/1 IBA dan  1 g/1 PVP (P3- 1), 0,5 mg/1 IBA dan 3 g/1 PVP(P3- 3), 0,5 mg/1 IBA dan 5 g/1 (P3- 5)
((P3- 5)

Tabel 1.  Pembentukan  kalus  dan  tunas  serta  frekuensi  tunas  transgenik  putatif pada  media  perlakuan.  Media
induksi  kalus mengandung 0,05  mg/1  IBA dan  1  g/1 PVP(Pl- l),  0,25  mg/1  IBA dan  1  g/1 PVP  (P2- 1), 0,5 mg/1
IBA dan  1 mg/1 PVP (P3- 1), 0,5 mg/1 IBA dan 3 mg/1 PVP(P3- 3), 0,5 mg/1 IBA dan 5 mg/1  mg/1 PVP (P3- 5)

Pembentukan Kalus  (%)

Frekuensi Regenerasi  (%)

Jumlah Tunas per eksplan

Frekuensi  Transgenik putatif (%)

Pl-1
46,67a

54,61a

1,75 a

26,67a

P2-1
62,22ab

67,06ab

2,17a

26,67a

Jenis Media
P3-l
80b

69,83ab

2,25a

30,00a

P3-3
83,33b

76,56b

2,47a

33,33a

P3-5
84,72b

67,56ab

2,11a

33,33a

*  Angka  yang  diikuti  dengan  huruf  berbeda  menimjukkan  beda  nyata  pada  uji  BNT  dengan  α  5%

tanaman hasil  transformasi.  Hasil PCR menunjukkan

amplifikasi  gen  Hdia  yang  berukuran  564  bp  pada

tanaman  transgenik  putatif  yang  dianalisis.  Gen

Hdia  teramplifikasi  pada  tanaman  dengan  ciri

pertumbuhan  vegetatif  maupun  pertumbuhan

reproduktif  (Gambar  5).  Pemeriksaan  terhadap  10

planlet  transgenik  putatif  yang  diambil  secara  acak

menghasilkan  7 planlet  mengandung gen Hdia.

Analisis Histologi

Untuk  mengetahui  tingkat  perkembangan

planlet  transgenik,  dilakukan  pengamatan  histologi

terhadap  meristem  pucuk  pada  planlet  dengan  ciri

vegetatif maupun  reproduktif.  Dari  hasil  pengamatan

mikroskopis,  pada  pucuk  planlet  dengan

pertumbuhan  vegetatif terlihat  meristem  apikal  yang

dicirikan  dengan  meristem  berbentuk  kubah  pendek

dengan  zona  aktif pada  daerah  sentral  (Gambar  6a).

Pucuk tanaman dengan  ciri  pertumbuhan reproduktif

menunjukkan  adanya  meristem  pembungaan  dengan

zona  aktif  pada  daerah  perifer.  Meristem

pembungaan  yang  diamati  berada  pada  fase

diferensiasi  (Gambar  6b).

Pengamatan  struktur  jaringan  pada  individu

bunga  memperlihatkan  adanya  bunga  jantan  dan

bunga  betina  pada  tahap  awal  perkembangan.  Pada

bunga  betina  terlihat  ovarium  yang  sedang

berkembang,  sedangkan  pada  bunga  jantan  dapat

dilihat stamen pada tahap diferensiasi  (Gambar 7)

PEMBAHASAN

Pada  penelitian  ini  kotiledon  dipilih  sebagai

sumber  eksplan,  karena  pada  tanaman  jarak  pagar
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Gambar 4. Morfologi tanaman transgenik putatif berusia 5 minggu dengan pertumbuhan vegetatif (a) dan ciri
pertumbuhan reproduktif (b). Bar berukuran 1 cm. Anak panah menunjukkan struktur menyerupai bunga.

500 bp

Gambar 5. Hasil amplifikasi gen  Hd3a melalui PCR dari planlet jarak pagar transgenik. Lajur 1 adalah
tanaman jarak pagar non transgenik, lajur 2 plasmid mengandung gen  Hd3a, lajur 3 dan 4 merupakan planlet
transgenik dengan pertumbuhan vegetatif, lajur 5 dan 6 adalah planlet transgenik dengan ciri pertumbuhan
reproduktif.

a

>

Gambar 6. Struktur jaringan pada pucuk planlet transgenik; meristem apikal pada pucuk vegetatif (a), pd.
primordia daun; anak panah menunjukkan meristem apikal; dan meristem pembungaan pada pucuk reproduktif
(b). Zona aktif ditunjukkan dengan daerah yang dilingkari. Bar berukuran 100 µm

Gambar 7. Struktur jaringan pada bunga betina (a), anak panah menunjukkan ovul yang sedang berkembang;
dan struktur jaringan pada bunga jantan (b), s, sepal; p, petal; o, ovarium n, kelenjar nektar; st, stamen; anak
panah menunjukkan stamen yang sedang berkembang. Bar pada a dan b masing-masing berukuran 200 µm dan
100 µm
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organ ini mampu menghasilkan kalus yang mudah

diinduksi untuk pembentukan tunas (Ajay et al.,

2008). Selain itu, kotiledon lebih responsif terhadap

infeksi Agrobacterium dibandingkan dengan bagian

embrio lain seperti petiol, hipokotil dan epikotil,

serta mudah disediakan dalam waktu singkat

(Trivedi et al., 2009).

IBA merupakan salah satu jenis auksin yang

banyak digunakan dalam kultur in-vitro jarak pagar.

Beberapa jenis auksin pernah dicoba untuk

menumbuhkan kalus dari berbagai bagian tanaman

jarak pagar. Sujatha dan Mukta (1996)

mengkulturkan daun muda jarak pagar dengan

penambahan indole-3-acetic acid (IAA) , a-

napthaleneacetic acid (NAA) dan IBA secara

tunggal maupun dikombinasikan dengan sitokinin.

Penambahan IAA secara tunggal pada media tidak

memunculkan respon, namun penambahan IBA 49 µ.

M dikombinasikan dengan BA 0.44 µM sampai 4.44

µM menghasilkan kalus dengan pertumbuhan yang

baik. Menurut Li et al. (2007) penambahan 1 mg/1

2,4-dichlorophenoxy-acetic acid (2,4-D) atau 1 mg/1

NAA pada media juga dapat menginduksi kalus dari

kotiledon jarak pagar, namun kalus yang dihasilkan

tidak dapat beregenerasi membentuk tunas. Kalus

yang mampu beregenerasi diperoleh dari media

dengan penambahan 0,05 mg/1 IBA yang

dikombinasikan dengan 1,5 mg/ 1 BA. Berbeda

dengan hasil tersebut, dalam penelitian ini

penambahan IBA dengan kadar 0,05 mg/1 tidak

memberikan hasil yang baik. Perbedaan kultivar

jarak pagar yang digunakan diduga merupakan

penyebab perbedaan kandungan zat pengatur tumbuh

endogen, sehingga diperoleh respon yang berbeda.

Eksplan berupa potongan kotiledon yang di-

infeksi dengan Agrobacterium umumnya mengalami

pencoklatan, serta menunjukkan pertumbuhan kalus

yang lebih lambat dibandingkan eksplan tanpa perla-

kuan infeksi. Hal ini diduga berkaitan dengan ter-

jadinya infeksi oleh Agrobacterium. Sel-sel ko-

tiledon memproduksi senyawa fenol sebagai respon

pertahanan terhadap infeksi bakteri tersebut, sehing-

ga menyebabkan pencoklatan serta menghambat

pertumbuhan kalus. Senyawa fenol merupakan me-

tabolit yang lazim dijumpai pada tumbuhan. Senya-

wa ini memiliki peranan penting dalam mekanisme

pertahanan tumbuhan. Beberapa jenis cekaman abi-

otik, pelukaan serta infeksi mikroorganisme dapat

menginduksi peningkatan produksi senyawa ini

(Lattanzio et al., 2006). Tanguy dan Martin (1972)

melaporkan terjadinya akumulasi senyawa fenol pa-

da daun tembakau setelah infeksi oleh virus TMV.

Pemberian PVP pada medium dalam penelitian ini

dimaksudkan untuk menghambat akumulasi senyawa

fenol. Pemberian senyawa anti oksidan seperti asam

sitrat dan asam askorbat atau absorben seperti arang

aktif serta PVP merupakan upaya yang lazim dil-

akukan untuk mengurangi pencoklatan akibat

oksidasi senyawa fenol (George dan Sherington,

1984). Dalam penelitian ini peningkatan kadar PVP

dalam media meningkatkan kuantitas kalus yang

dihasilkan. Pada kultur kalus dari endosperm Cycas

revolute pemberian PVP lg/1 pada media dapat

mencegah terjadinya nekrosis sehingga meningkat-

kan produksi kalus (Kiong et al, 2008). Penambahan

PVP dengan kadar lebih tinggi (5 g/1) pada kultur

tanaman Myrica esculenta dapat meningkatkan per-

sentase eksplan yang bertahan hidup, serta mem-

berikan hasil lebih baik daripada penggunaan asam

askorbat 50 mg/1 yang dicampur dengan asam sitrat

75 mg/1 atau arang aktif (Bhatt dan Dhar, 2004).

Untuk memperoleh tunas dari kultur kotiledon

yang telah diinfeksi dengan Agrobacterium, Li et al.

(2007) memindahkan kalus yang diperoleh ke medi-

um regenerasi yang mengandung 0.05 mg/1 IBA dan

1.5 mg/1 BAP, namun dalam penelitian ini kompo-

sisi tersebut tidak memberikan hasil. Tunas dapat

diperoleh pada medium regenerasi dengan
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penambahan BAP 3 mg/1. Shrivastava dan Banerjee

(2008) melaporkan kultur tunas dalam medium MS

dengan penambahan BAP 3 mg/1 dapat

menghasilkan tunas banyak.

Tunas yang diperoleh pada tahap regenerasi

merupakan hasil perkembangan dari kalus, sehingga

pada perlakuan IBA 0,5 mg/1 yang menghasilkan

kalus dengan kuantitas tinggi diperoleh tunas

dengan frekuensi regenerasi relatif tinggi. Namun

frekuensi regenerasi tertinggi diperoleh dari

perlakuan inisiasi kalus P3-3, dengan penambahan

PVP 3 g/1. Berkaitan dengan perananya sebagai

absorben yang menjerap senyawa fenol, PVP

dilaporkan mampu meningkatkan kemampuan

pembentukan tunas pada kultur  in  vitro beberapa

tanaman. Menurut Vasanth  et  al. (2006)

penambahan 25 mM PVP pada media regenerasi

dapat meningkatkan jumlah tunas pada kultur

kotiledon kacang tanah. Senyawa fenol juga

merupakan masalah serius pada kultur  Viciafaba L,

karena merupakan penyebab kematian eksplan serta

kegagalan regenerasi. Namun masalah tersebut dapat

diatasi dengan merendam eksplan selama 1 jam

dalam larutan PVP 1 g/1 diikuti dengan penanaman

pada media MS dengan 1 mg/1 asam askorbat atau

10 g/1 arang aktif. Perlakuan demikian dapat

mengurangi kematian eksplan serta meningkatkan

frekuensi regenerasi pada tanaman tersebut

(Abdelwahd  et  al, 2008). Meskipun penambahan 3

g/1 PVP mampu meningkatkan frekuensi regenerasi,

namun pada penambahan PVP 5 g/1 (P3-5) ternyata

frekuensi regenerasi lebih rendah. Hal ini diduga

berkaitan dengan kandungan zat pengatur tumbuh

yang kurang optimal pada media tersebut. Sebagai

absorben PVP tidak hanya menjerap senyawa fenol

namun juga menjerap zat pengatur tumbuh dalam

media, sehingga menyebabkan penurunan

ketersediaan zat pengatur tumbuh pada media (Kiong

et al, 2008).

Planlet transgenik yang diperoleh dalam

penelitian ini memiliki dua macam fenotip, yaitu

planlet dengan pertumbuhan vegetatif, serta planlet

yang menunjukkan ciri pertumbuhan reproduktif.

Analisis PCR terhadap DNA genom telah menunjuk-

kan insersi gen Hd3a pada genom kedua tipe planlet

tersebut. Pengamatan histologi pada pucuk planlet

tersebut menunjukkan adanya perbedaan tahap

perkembangan antara keduanya. Planlet de-ngan

pertumbuhan vegetatif memiliki pucuk yang berupa

meristem vegetatif apikal, dengan meristem ber-

bentuk kubah pendek yang diapit oleh primordia

daun. Kumpulan sel-sel berbentuk membulat dengan

inti berukuran besar menunjukkan zona aktif pada

bagian sentral meristem tersebut. Menurut Esau

(1977) meristem berbentuk kubah pendek dengan

zona aktif pada bagian sentral merupakan ciri dari

meristem vegetatif apikal, sedangkan pada planlet

transgenik yang menunjukkan struktur me-nyerupai

bunga, pucuknya berupa meristem pembungaan

yang ditandai dengan aktivitas pembelahan yang

rendah pada zona sentral, sebaliknya pada zona pe-

rifer terdapat aktivitas pembelahan yang tinggi

(Steeves dan Sussex 1989; Esau 1977). Tahap ini

selanjutnya diikuti dengan tahapan diferensiasi,

membentuk primordia bagian-bagian bunga yang

meliputi sepal, petal, dan karpel. Pengamatan

histologi terhadap individu bunga menunjukkan

bunga jantan dan bunga betina pada tahap

perkembangan. Pada bunga jantan maupun bunga

betina telah dijumpai sepal dan petal, namun stamen

serta ovarium sedang berada pada fase

perkembangan dini.

Hasil pengamatan struktur jaringan pada

pucuk planlet serta bunga membuktikan bahwa telah

terjadi transisi dari pucuk vegetatif menjadi pucuk

reproduktif pada planlet jarak pagar transgenik yang

mengandung gen Hd3a dengan promoter rol C. Hal

ini menunjukkan bahwa gen  Hd3a berperan dalam

746



Berita Biologi 10(6) - Desember 2011

memacu pembungaan jarak pagar. Pada penelitian

Kojima et al. (2002) rekayasa ekspresi berlebih dari

gen Hd3a dengan promoter konstitutif 35S berhasil

mempercepat pembungaan pada padi, suatu tanaman

hari pendek (SDP) dan Arabidopsis yang merupakan

tanaman hari panjang (LDP). Mekanisme pemacuan

pembungaan melibatkan peranan gen Hdl yang

ekspresinya memerlukan kondisi hari panjang

(Kojima et al., 2002). Jarak pagar merupakan

tanaman netral yang tidak memerlukan kondisi

panjang hari tertentu untuk induksi pembungaan.

Kemampuan gen Hd3a memacu pembungaan pada

tanaman ini diduga terjadi melalui mekanisme

aktivasi gen-gen pembungaan yang berperan dalam

penentuan identitas meristem oleh protein yang

diekspresikan oleh Hd3a. Beberapa penelitian

belakangan ini mengungkap bahwa gen FT bersama

dengan gen SOC1 terlibat dalam integrasi signal

berbagai lintasan induksi pembungaan, meliputi

lintasan melalui fotoperiod, otonom maupun regulasi

melalui kandungan giberelin (Lee et al, 2006).

Ekspresi FT mengaktifkan gen pembungaan

Apetalal dan LFY yang bertanggung jawab dalam

penentuan identitas meristem, yakni transisi

meristem vegetatif menjadi reproduktif. Protein FT

yang dibentuk pada jaringan vaskuler daun dikirim

ke jaringan meristem apikal kemudian bergabung

dengan protein FD berperan sebagai faktor

transkripsi dalam proses ekspresi gen-gen tersebut

(Abe et al., 2005). Fenomena kemampuan florigen

memacu pembungaan pada sistem induksi yang

berbeda pernah ditunjukkan oleh Lifschitz dan

Eshed (2006). Rekayasa ekspresi berlebih dari gen

SFT, suatu ortholog dari gen FT yang memacu

pembungaan pada Arabidopsis (LDP) dan tembakau

kultivar Maryland Mammoth (SDP) ternyata dapat

menyebabkan pembungaan dini pada tanaman tomat

dan tembakau kultivar Samsun yang merupakan

tanaman netral. Pada tanaman tomat ekspresi gen

SFT menggantikan rangsang intensitas cahaya yang

diperlukan untuk induksi pembungaan.

KESIMPULA N

Modifikasi tahap proliferasi sel dan rege-

nerasi dengan kandungan indole butyric acid (IBA)

0.5mg/l dan penambahan 3 g/1 polyvinyl pyrrolidone

(PVP) pada media induksi kalus, serta penambahan 3

mg/1 6-benzylaminopurine (BAP) dan 1 g/1 PVP pada

media regenerasi telah menghasilkan tanaman trans-

genik jarak pagar yang mengandung gen pembun-

gaan Hd3a. Gen Hd3a yang diketahui memacu pem-

bungaan pada tanaman hari pendek (SDP) dan tana-

man hari panjang (LDP) terbukti dapat memacu

pembungaan pada tanaman jarak pagar yang merupa-

kan tanaman netral (DNP).
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