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ABSTRACT

Transformation Strategy for Indonesian Indica Rice in Attempt to Discover Drought-Tolerant
Related Genes Using of Transposon Ac/Ds. Attempt to identify, isolate the gene, and study for
gene function for several agronomical traits have been done including some drought tolerant
traits. Japonica rice cultivars have been used due to its higher efficiencies compared with
indica cultivars. Two plasmids namely pNU400 and pUR224 were used to generate mutants of
these cultivars (Batutegi dan Kasalath cultivars). Those plasmids contain an element called
Activator (Ac) and Dissociator (Ds) respectively. The pNU400 contains GFP (green flourescens
protein) as a selectable marker, whereas the pUR224 contains hygromycine resistant gene and
gusA as a reporter gene. Each plasmid was transformed into rice genome of Batutegi and
Kasalath cultivars by Agrobacterium mediated transformation using three methods of
transformation (A, B and C). The transformation method A was not suitable for both cultivars,
where none of plantlets were produced from pNU400 and pUR224 plasmids. The transformation
method B produced some plantlets from the Kasalath cultivar only using pUR224 plasmid.
The transformation method C was the best method to produce transgenic plants from both
cultivars (Batutegi and Kasalath), using both plasmids (obNU400 and pUR224). The PCR analysis
showed that 19 and 9 plants of Batutegi and Kasalath contained both gusA and hpt genes
respectively. None of those plants contained of gusA gene. Southern blot analysis revealed 3
independent lines from Batutegi dan 7 independent lines from Kasalath. The integration of Ac
transposon was analyzed based on expression gfp gene when observed under UV dark reader.
This research has proved that indica rice cultivars, especially the Batutegi cultivar of Indonesian
origin, could be transformed. The cultivar could be used as plant model for the indica
transformation.
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PENDAHULUAN sebagai model untuk studi sistem
) transformasi genetik dan fungsi genetik

_Padi merupakan makanan pokok  tanaman monokotil. Perbaikan sifat
bagi lebih dari separuh penduduk dunia.  tanaman padi secara bioteknologi telah

Selain itu tanaman padi juga dijadikan  gjjakukan untuk mendapatkan tanaman
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yang sesuai harapan. Teknik rekayasa
genetik ialah dengan memasukkan gen-
gen tertentu yang diinginkan. Salah satu
sifat yang diinginkan ialah toleransi
tanaman terhadap cekaman abiotik,
diantaranya kekeringan, karena
kekeringan dapat menekan pertumbuhan
dan menurunkan produktivitas tanaman
sebesar 70% (Bray et al. 2000).
Transformasi genetik sangat penting
untuk mempelajari sifat genetik dan
mengetahui fungsi gen. Keberhasilan
transformasi genetik padi kultivar
japonica (niponbare) menggunakan
Agrobacterium tumefaciens (Agrobac-
terium mediated transformation =
AMT) sangat penting karena teknik ini
dapat diaplikasikan untuk kultivar lainnya
(Hiei et al. 1994). Sekarang ini transfo-
rmasi dengan Agrobacterium pada padi
digunakan bukan hanya untuk memasuk-
kan satu gen target untuk tujuan
perbaikan sifat tetapi juga untuk tujuan
mempelajari fungsi gen target dengan
cara meningkatkan atau menghilangkan
ekspresinya (Dong et al. 1996; Meijer
et al. 2000; Yamaguchi-Shinozaki &
Shinozaki 2001; Deng et al. 2002;
Scarpella et al. 2005; Hu et al. 2006;
Xiao etal. 2007). Selain itu, teknik AMT
juga digunakan untuk membentuk
populasi pustaka mutan menggunakan
insersi T-DNA atau menggunakan
elemen loncat (transposon) seperti Ac/
Ds dari tanaman jagung atau kom-
binasinya (Greco et al. 2004; Izawa et
al. 1991; Kolesnik et al. 2004).
Transposon Ac/Ds diintroduksi ke
dalam genom tanaman padi dengan
memanfaatkan T-DNA dari suatu vektor
ganda. Transposon Ds yang telah masuk
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dalam genom akan berpindah posisi jika
diinduksi oleh protein Ac transposase
pada generasi berikutnya, sehingga dapat
dimanfaatkan untuk melakukan mutasi.
Jika diperoleh tanaman TO yang cukup
banyak, diharapkan dari setiap tanaman
tersebut diperoleh generasi tanaman T1
dengan insersi transposon yang berbeda.
Insersi transposon diharapkan terjadi
pada gen penting dan menghasilkan
fenotipe tanaman tertentu sehingga
fungsi gen yang dirusaknya (knock out)
dapat diamati. Pada kenyataannya, tidak
setiap knock out dapat menghasilkan
fenotipe baru, hal ini disebabkan oleh
adanya gen lain yang mampu mengganti-
kan fungsi gen yang di-knock out. Oleh
karena itu, vektor yang digunakan dalam
penelitian ini mempunyai fungsi lain yaitu
sebagai gen-trap (Gambar 1). Dengan
fungsi ini meskipun insersi transposon
tidak memunculkan fenotipe baru, tetapi
aktivitas dari promotor gen tersebut dapat
diidentifikasi dengan memperhatikan
ekspresi gen pelapor yang diintroduksi
bersama dengan transposon. Dengan
melihat pola ekspresi gen pelapor maka
fungsi gen disekitar daerah insersi dapat
diperkirakan. Identifikasi gen dan
prediksi fungsi gen prosesnya semakin
dipercepat dengan telah dilaporkannya
urutan DNA genom dari padi japonica
cv. Niponbare (Buell 2002).

Jenis padi indica ditanam dan
dikonsumsi secara luas di dunia termasuk
di Indonesia, tetapi informasi keberhasilan
transformasi genetik pada padi jenis ini
masih terbatas. Hal ini dikarenakan jenis
padi indica umumnya kurang responsif.
Transformasi genetik padi indica dengan
AMT dilaporkan mempunyai efisiensi
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keberhasilan transformasi rendah
(Rashid et al. 1996; Nayak et al. 1997,
Khanna & Raina 2002). Efisiensi
transformasi dapat ditingkatkan terhadap
empat kultivar indica dengan melakukan
perubahan variasi media dasar (Lin &
Zhang, 2005). Hiei dan Komari (2006)
dengan menggunakan material eksplan
embrio belum masak (imature embryo)
melaporkan efisiensi transformasi hingga
30% untuk setiap embrio pada 10 kultivar
padi indica yang digunakan.

Berbagai upaya dilakukan untuk
meningkatkan nilai efisiensi transformasi
antara lain tipe eksplan yang digunakan.
Material eksplan yang digunakan dapat
berupa kalus yang dihasilkan oleh bagian
skutelum benih (Hiei et al. 1994; Rashid
et al. 1996; Kumar et al. 2005),
transformasi menggunakan benih secara
langsung (Toki et al. 2006), kalus dari
embrio belum masak (Dong et al. 1996),
embrio belum masak (Hiei & Komari
2006) dan tunas pucuk (Hiei et al. 1994).

Tujuan penelitian ini ialah memban-
dingkan tiga metode transformasi AMT
yaitu metode Hiei et al. 1994, Toki et al.
2006 dan Hiei dan Komari 2006 terhadap
padi indica gogo Indonesia cv. Batutegi
dan cv. Kasalath sebagai kultivar
pembanding (padi lokal Thai-land), untuk
memperoleh metode transformasi paling
sesuai untuk kedua kultivar. Tanaman
transgenik yang dihasi-lkan merupakan
awal untuk membuat pustaka mutan Ac/
Ds pada padi indica menggunakan AMT.
Hasil penelitian ini juga diharapkan
menjadi informasi penting untuk
membuktikan bahwa padi indica cv.
Batutegi dapat ditransformasi.

BAHAN DAN CARA KERJA

Benih padi cv. Batutegi dan
Kasalath diperoleh dari Instalasi Penelitian
Padi Muara Bogor. Plasmid rekombinan
yang digunakan yaitu pNU400 dan
pUR224 masing-masing mengandung
transposon Ac dan Ds, diperoleh dari Dr.
Narayana Uppadhyaya (CSIRO Plant
Industry-Australia).

Benih masak atau benih belum
masak (berumur 8-12 hari setelah
anthesis) padi cv. Batutegi dan Kasalath
dikupas dan disterilisasi. Sterilisasi benih
mengikuti metode yang dikemukakan
Toki et al. 2006. Eksplan berupa benih
masak selanjutnya ditiriskan diatas kertas
steril sebelum ditanam pada media
induksi kalus (Hiei et al. 1994) atau sebe-
lum ditransformasi langsung (Toki et al.
2006). Pada kedua metode ini
selanjutnya eksplan disimpan dalam ruang
gelap dengan suhu 26°C. Pada ekplan
benih belum masak, embrio diperoleh
dengan cara mengeluarkan embrio belum
masak dari benih menggunakan pinset
dalam ruang laminar. Embrio yang
diambil berukuran antara 1,3 — 1,8 mm
dan material ini selanjutnya digunakan
untuk kegiatan transformasi.

Plasmid rekombinan (pNU400 and
pUR224) ditransformasikan ke dalam sel
kompetan A. tumefaciens srain Agl-1
dengan menggunakan elektroporator. A.
tumefaciens ditumbuhkan dalam medium
agar yang mengandung 100 mg/l
carbeniksilin dan 50 mg/l kanamisin untuk
pNU400. Bakteri yang ditransformasi
dengan plasmid pUR224 ditumbuhkan
dalam media AB yang mengandung 100
mg/l carbeniksilin dan 50mg/l
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spectinomisin. Bakteri ditumbuhkan
selama 3 hari pada suhu 28°C. Bakteri
diambil dengan menggunakan spatula dan
dilarutkan menggunakan media AAM
(amino acid medium, yang mengandung
100 mM asetosiringone) hingga
mencapai kerapatan sel tertentu sesuai
dengan metode (Tabel 1).
Transformasi A.tumefaciens srain Agl1
Metode Transformasi A (Hiei et al.
1994)

Metode transformasi ke dalam kalus
embriogenik menggunakan A.tumefa-
ciens seperti yang dikemukakan Hiei et
al. (1994) dengan media yang
dimodifikasi Loedin dkk. (1997). Benih
masak yang telah disterilisasi ditanam
pada media induksi kalus IK3 sehingga
diperoleh kalus embriogenik IK3 (media
dasar LS yang mengandung 2,5 mg/12,4-
D dan dipadatkan dengan 0,2% phytagel).
Induksi kalus dilakukan selama 2 minggu
dalam ruang gelap. Pada saat infeksi,
kalus direndam dalam kultur cair
Agrobacterium selama 30 menit. Kalus
dan bakteri di ko-kultivasi dalam media
IK3-AS (IK3 yang mengandung 0,1 M

asetosiringone) dan diinkubasi pada suhu
25°C selama 3 hari dalam ruang gelap.
Untuk transforman menggunakan
plasmid pUR224, setelah ko-kultivasi
kalus dicuci dengan 400 mg/1 cefotaxime
dan diseleksi pada media IK3C,, H,,
(IK3 yang mengandung 250 mg/l
cefotaxime dan 50 mg/l higromisin.
Sedangkan untuk transforman pNU400
setelah kalus dicuci kemudian ditanam
pada media yang hanya mengandung 250
mg/l cefotaxime. Dua minggu kemudian
kalus dipindah ke media seleksi
IK3C, H,, (untuk pUR224) atau tanpa
higromisin (pNU400). Kalus yang tahan
terhadap antibiotik higromisin disubkultur
ke dalam media regenerasi R3B (LS +
0,5 mg/l IAA + 0,3 mg/l BAP dan 0,5%
phytagel). Transforman yang berasal dari
pUR224, planlet yang diperoleh ditanam
pada media MS tanpa hormon dan
mengandung 50 mg/1 higromisin.

Metode Transformasi B (Toki et al.
2006)

Benih masak yang telah disteril
selanjutnya diprakultur dalam media

A |RB| UbiP> ofp >| UbiP> Ac > LB|

B | RB | UbiP>| Ds5’ |—| ori-AmpR <gusA | D53’| bar >| 353>| hph>

Gambar 1. Skema daerah T-DNA dalam vektor transformasi pNU400 dan pUR224.
Keterengan: (A). T-DNA vektor pNU400 — iAc : RB (border kanan), UbilP-sgfpS65T (gen penanda
dikontrol oleh promotor ubi), UbilP-iAc transposon yang sudah didelesi pada posisi 5” (inaktif)

dikontrol oleh peromotor Ubi, LB (border kiri).
Ubi1P- Ds (disociator), gen ketahanan terhadap ampisilin untuk perbanyakan

(border kanan),

(B). T-DNA vektor pUR224 — Ds : RB

di E.coli, Ds yang memiliki intron GPA1 dengan splice acceptor (SA) di depan gen penanda gusA
yang berfungsi sebagai gene trap, gen ketahanan terhadap basta (bar) yang akan aktif setelah Ds
mengalami transposisi, gen penyeleksi ketahanan terhadap higromisin yang dikendalikan oleh
promotor 35S, LB (border kiri). Masing-masing T-DNA berada dalam pCAMBIA1300 sebagai
vektor back-bone. (Sumber: Dr. Narayana Uppadhyaya, CSIRO Plant Industry-Australia).
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induksi kalus (media dasar MS yang
mengandung 1 mg/l 2,4-D) dan 3%
phytagel sebagai bahan padat. Prakultur
dilakukan 4 - 6 hari pada ruang gelap
dengan suhu 26°C. Setelah prakultur,
benih dimasukkan dalam tabung dan
direndam dalam larutan Agrobacterium
sambil dibolak balik selama 1,5 menit,
kemudian ditiriskan di atas kertas saring
steril. Benih selanjutnya ditempatkan di
atas kertas filter steril (Whatman
diameter 9 cm) yang telah dilembabkan
dengan 0,5 ml larutan bakteri, lalu
ditempatkan di atas media kokultivasi
(MS+1mg/12,4-D+0,1 M asetosiringone).
Kokultivasi dilakukan pada kondisi gelap
selama 3 hari pada suhu 25°C.
Selanjutnya benih dicuci menggunakan
air steril sebanyak 5 kali dan 1 kali dengan
larutan yang mengandung 400 mg/]
antibiotik cefotaksim untuk mematikan
Agrobacterium. Benih dikeringkan di
atas kertas saring steril dan dikultur dalam
media seleksi (MS + 1 mg/l 2,4-D + 50
mg/l higromisin and 250 mg/l
cefotaksime) untuk benih yang
ditransformasi dengan pUR224 dan pada
media yang sama tanpa higromisin untuk
benih yang ditransformasi pNU400.
Selama dalam media seleksi, kultur
disimpan dalam kondisi terang dengan
suhu 32°C selama 2 minggu. Kalus yang
terbentuk dari bagian skutelum benih
selanjutnya dipindahkan dalam media
praregenerasi selama 2 minggu (MS+ 1
mg/l kinetin dan 1 mg/l NAA) dan
ditambahkan 50 mg/I higromisin untuk
transforman dari pUR224. Selanjutnya
kalus di subkultur ke dalam media yang
sama sebagai media regenerasi. Untuk
transforman yang berasal dari pUR224,

planlet yang diperoleh ditanam pada
media dasar MS tanpa hormon dan
mengandung 50 mg/1 higromisin.

Metode Transformasi C ( Hiei &
Komari 2006)

Embrio belum masak yang telah
diperoleh ditempatkan dalam media
kokultivasi NB-As (media dasar N6 + 2
mg/12,4-D, 1 mg/INAA, 1 mg/l BA, 0,1
M asetosiringone, dan 5,5 g/l agarose
tipe 1). Infeksi dengan Agrobacterium
dilakukan pada suhu 25°C dalam gelap
selama 7 hari dalam media kokultivasi.
Tunas yang terbentuk dipotong
menggunakan skalpel. Setiap langkah
subkuktur yang dilakukan menggunakan
suhu 30°C dalam kondisi terang. Embrio
belum masak yang telah diinfeksi
dipindahkan ke dalam media seleksi
NBM-1 selama 5 hari (media NB + 2
mg/l 2,4-D, 1 mg/INAA, 0,2 mg/l BA +
5 g/l gelrite + 250 mg/l cefotaxim dan
100 mg/l timentin) dengan bagian
skutelum menghadap ke atas. Kultur
dipindahkan ke dalam media seleksi
NBM-2 (NBM-1 + 50 mg/1 higromisin)
selama 3 minggu untuk transforman dari
plasmid pUR224 sedangkan transforman
pNU400 dipindahkan ke dalam media
NBM-1. Kalus transforman tahan
higromisin dari pUR224 dipindahkan ke
media pra regenerasi NBPR- hig (media
NB +2 mg/l 2,4-D, 2 mg/l NAA, 1 mg/
1BA + 7 g/l gelrite + 50 mg/1 higromisin)
dan kalus transforman pNU400 ke media
NBPR tanpa higromisin selama 10 hari.
Selama dalam media NBPR pengamatan
terhadap kalus transforman pNU400
yang berpendar dilakukan ketika diamati
di atas lampu UV (dark reader). Kalus
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yang telah cukup besar dan kehijauan
asal pUR224 dipindahkan ke dalam
media regenerasi RNM-hig (media NB
+ 1 mg/INAA, 3 mg/l BA + 4 g/l agarose
tipe-1 + 40 mg/l higromisin), serta kalus
berpendar asal pNU400 dipindahkan ke
dalam media regenerasi yang sama
tanpa menggunakan higromisin. Dua
minggu kemudian plantlet asal pUR224
dipindahkan ke media perakaran (MS
+ 2 mg/l NAA + 25 mg/l higromisin)
dan tanpa higromisisn untuk pNU400.
Plantlet dengan perakaran cukup kuat
dipindahkan ke dalam media tanah dalam
pot. Perbedaan ketiga teknik
transformasi disajikan dalam Tabel 1.
Pengamatan dilakukan terhadap :

Efisiensi transformsi (%)

pUR224 = Kalus tahan higromisin _x 100%

Kalus awal ditransformasi

pNU400 = Kalus berpendar x 100%

Kalus awal ditransformasi

Efisiensi regenerasi (%)

= Y kalus beregenerasi

> kalus tahan higromisin/ berpendar

Analisis Integrasi Gen
Metode PCR (Polimerase chain
reaction)

Analisis PCR dilakukan untuk
mengkonfirmasi adanya transposon (Ds)
pada tanaman generasi pertama (T )
hasil transformasi pUR224. Konfirmasi
berdasarkan keberadaan gen penanda
yang ada dalam daerah T-DNA (gusA
dan hpt) dalam genom. DNA genomik
diisolasi dengan metode CTAB (hexaecyl
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x 100%

trimethyl ammonium bromide) terhadap
tanaman kontrol (tidak ditransformasi)
dan terhadap kandidat tanaman
transgenik hasil transformasi.

Metode isolasi adalah sebagai
berikut: daun muda sepanjang 5 cm
dimasukan ke dalam tabung 1.5 ml, diberi
N, cair lalu digerus dan ditambahkan 750
ul dapar isolasi. Dapar isolasi terdiri dari
dapar lisis (Tris-HCI pH 7.5 0.2 M,
EDTA 0.05 M, NaCl 2 M, dan CTAB
2%)], dapar ekstraksi (sorbitol 0.35 M,
Tris-HCI pH 7.5 0.1 M, 5 mM EDTA)
dan 5% sarkosil. Selanjutnya reaksi
diinkubasi pada suhu 65°C selama 1 jam.
Kemudian ke dalam tube ditambahkan
750ul chloroform:isoamylalkohol
(24:1) dan disentrifugasi selama 5 menit
pada kecepatan 8.000 rpm pada suhu
4°C. Supernatan dipindahkan ke tabung
baru dan ditambah dengan 400 ul
isopropanol dingin, lalu disentrifugasi
selama 6 menit dengan kecepatan 8.000
rpm pada suhu 4°C. Supernatan dibuang
dan pelet dicuci dengan 70% etanol.
Pelet dalam tabung dikeringkan dan
dilarutkan dengan 50 pl dapar TE pH 8.0.

Primer yang digunakan ialah gusA
forward 5’-TCACCGAAGTTC-
ATGCCA GTCC-3’ dan reverse 5°-
ACGCTCACACCGATACCATCAG-3’
yang spesifik untuk gen penanda gusA,
dan hpt forward 5’-GATGCCTCCG-
CTCGAAGTAGCG-3’dan reverse 5’-
GCATCTCCCGCCGTGCAC-3’ untuk
gen hpt. Volume untuk 1x reaksi PCR
ialah 20 pl dengan komposisi sebagai
berikut: 1x dapar PCR, 0.05 mM dNTP,
0.05 U Taq polymerase, 0,2 uM masing-
masing primer (guUsA reverse dan
forward dan hpt reverse dan forward)
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Tabel 1. Perbedaan dalam tiga teknik transformasi yang digunakan

Perbedaan Metode A Metode B Metode C

Konsentrasi sel OD 49 0,5 -1 0,1 0,3

Umur benih masak masak belum masak

Material tanaman kalus benih embrio belum
embriogenik masak

Pra inkubasi Tidak Ya Tidak

Persiapan kalus Ya Tidak Tidak

Waktu infeksi 15 menit 1,5 menit Ditetes langsung

Bakteri disertakan saat Tidak Ya Ya

kokultivasi

Waktu kokultivasi 3 hari 3 hari 1 minggu

Waktu seleksi [ 2 minggu 2 minggu, 1 minggu

Waktu seleksi 11 2 minggu 2 minggu 3 minggu

Pra regenerasi Tidak Ya, suhu 25°C  Ya, suhu 30°C

dan 100 ng DNA hasil isolasi sebagai
cetakan. Amplifikasi DNA dilakukan
menggunakan alat PCR Thermal Cycler
(Biometra), pada kondisi PCR sebagai
berikut satu siklus denaturasi (95°C, 3
menit); 30 siklus amplifikasi [denaturasi
95°C 1 menit, annealing 55°C 1 menit,
sintesis 72°C 1 menit]; 72°C 10 menit
(pemanjangan final); 4°C (penyimpa-
nan). Hasil PCR dipisahkan dengan alat
elektroforesis menggunakan 1% gel
agarose selama 45 menit pada tegangan
100 volt. Gel diwarnai menggunakan
ethidium bromida (0,5 mg/liter) untuk
visualisasi pita DNA produk PCR.
Produk amplifikasi yang diharapkan
muncul masing-masing berukuran 500 pb
(pasang basa) untuk gen gusA dan 400
pb untuk hpt.

Analisis integrasi Ac dari plasmid
pNU400 adalah berdasarkan pendaran
gfp yang diperoleh. Transforman kalus
atau plantlet yang mengandung Ac akan
ditunjukkan oleh pendaran warna hijau
dari kalus atau tanaman tersebut ketika
diamati di bawah UV.

Analisis Southern blot bertujuan
untuk mengetahui pola integrasi gen
sisipan dan jumlah salinan gen transposon
Ds dengan menggunakan DNA pelacak
hpt pada generasi tanaman pertama
(TO). Metode deteksi dengan PCR
maupun Southern blot, memerlukan
DNA genom sebagai DNA cetakan yang
dianalisis. DNA tanaman diisolasi dengan
metoda CTAB. Selanjutnya DNA genom
dipotong menggunakan enzim restriksi
Apal semalam. Setelah dipisahkan
dalam agarose gel 0,8%, blotting
dilakukan dengan metoda alkali transfer
ke membran nilon bermuatan positif.
Analisis pola integrasi T-DNA dilakukan
dengan hibridisasi Southern mengacu
kepada protokol kit dari GE Healthcare
(Amersham, UK). Hibridisasi Southern
dilakukan terhadap tanaman-tanaman
hasil transformasi dengan pUR224
dengan menggunakan fragmen gen hpt
sebagai pelacak.
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HASIL

Perbandingan Metode Transformasi

Hasil transformasi dengan metode
A (Hiei et al. 1994) tidak menghasilkan
plantlet transgenik untuk kedua plasmid
yang digunakan (pUR224 dan pNU400).
Meskipun transformasi pUR224 telah
dilakukan terhadap 900 kalus Batutegi
dan 700 kalus Kasalat. Dengan plasmid
pNU400 transformasi dilakukan terhadap
780 kalus Batutegi dan 540 kalus
Kasalath. Dengan metode B (Toki et al.
2006), keberhasilan untuk mendapatkan
tanaman transgenik hanya diperoleh dari
kultivar kasalath dengan plasmid
pUR224. Efisiensi transformasinya
sebesar 2,36% dan efisiensi regenerasi
sebesar 27,27%. Dengan menggunakan
plasmid pNU400 tidak diperoleh kalus
ataupun tanaman transgenik yang
berpendar sebagai ciri terekspresinya
gen penanda gfp (Tabel 2.).

Hasil transformasi menggunakan
metode C (Hiei dan Komari, 2006) untuk
cv. Batutegi dan Kasalath menunjukkan
bahwa metode ini lebih baik dibanding-
kan metode A dan B. Hasil transformasi
cv. Batutegi dan Kasalath dengan plas-
mid pNU400 disajikan pada Tabel 3.

Dengan menggunakan plasmid pUR224
diperoleh satu event transformasi pada
cv kasalath dan dua event pada cv.
Batutegi (Tabel 4 dan Gambar 2).

Analisis Integrasi Gen dengan PCR

Analisis PCR dengan menggunakan
primer spesifik untuk gen hpt dan dan
gusA dilakukan terhadap masing-masing
25 tanaman cv. Batutegi dan 17 tanaman
cv. Kasalath. Tanaman-tanaman
tersebut merupakan hasil transformasi
dari plasmid pUR224. Hasil analisis
dibedakan antara tanaman yang
mengandung hpt dan gusA, mengandung
hpt tapi tidak mengandung QusA,
mengandung gusA tetapi tidak
mengandung hpt, dan tanaman yang tidak
mengandung gusA maupun hpt (Tabel 5
dan Gambar 3).

Analisis Integrasi Gen dengan
Southern blot

Material tanaman yang digunakan
ialah yang mengandung gen hpt dan gusA
berdasarkan analisis PCR. Jumlah
tanaman diuji masing-masing sebanyak
12 untuk cv. Batutegi dan 9 untuk
Kasalath. Hasil analisis disajikan dalam
Tabel 6 dan Gambar 4.

Tabel 2. Transformasi menggunakan metode B (Toki et al. 2006)

Jumlah Kalus Kalus Efisiensi Efisiensi
Kultivar Plasmid benih  tahan hpt regenerasi transformasi (%) Regenerasi (%)
Kasalath pUR224 465 11 3 2.36 27.27

Tabel 3. Transformasi menggunakan metode C (Hiei dan Komari, 2006) dengan plasmid pNU400

Jumlah Kalus Kalus GFP + Kalus Efi.transf Efi. Reg
Kultivar Plasmid immature GFP+ proliferasi regenerasi (%) (%)
Kasalath ~ pNU400 20 15 15 10 75.00 66.67
B. Tegi pNU400 60 22 6 19 36.67 86.36
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Tabel 4. Transformasi menggunakan metode C (Hiei dan Komari, 2006) dengan plasmid pUR224

Jumlah Kalus Kalus Efi.transf Efi. Reg
Kultivar Plasmid immature tahan hpt  regenerasi (%) (%)
Kasalath pUR224 86 22 11 25.58 50.00
B. Tegi pUR224 62 8 6 12.90 75.00
pUR224 101 2 2 1.98 100.00

Gambar 2. Ekspresi gen penanda gfp dari kalus dan tanaman transforman plasmid pNU400

pada cv. Kasalath dan Batutegi
Keterangan:

adanb kalus cv. Kasalath diamati pada dark reader (a) dan lampu neon (b)
c dan d kalus cv. Batutegi diamati pada dark reader (c) dan lampu neon (d)
e dan f plantlet Kasalath dan Batutegi, g Plantlet Kasalat GFP + (kiri) dan GFP- (kanan)

PEMBAHASAN

Padi tipe indica banyak dibudidaya-
kan di Asia termasuk Indonesia, namun
keberhasilan transformasi genetiknya
masih terbatas. Kegiatan transformasi
padi indica cv. Kasalath sangat sulit
dilakukan terlebih pada cv. Batutegi.
Diduga bahwa kultivar indica yang
digunakan dalam percobaan digolongkan
dalam indica grup I, yang sebagian besar
merupakan kultivar rekalsitran untuk
kegiatan kultur jaringan dan transformasi
genetik (Zhang et al. 1998; Wunn et al.
1996). Pada padi indica sering dijumpai

bahwa kondisi transformasi dan
regenerasi yang optimum untuk suatu
genotipe, menjadi tidak optimum untuk
genotipe lainnya.

Untuk mendapatkan sejumlah kalus
tahan higromisin dari hasil transformasi
menggunakan plasmid pUR224
diperlukan jumlah eksplan yang sangat
banyak. Selain itu, meskipun transformasi
dilakukan sangat intensif, namun
keberhasilannya masih sangat rendah
dibandingkan menggunakan padi japonica
(cv. Niponbare) yang pernah dilakukan
sebelumnya (Nugroho dkk. 2007).
Kondisi yang sama juga terjadi pada hasil
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Tabel 5. Hasil analisis integrasi gen hpt dan gusA pada cv. Batutegi dan Kasalath

Kultivar J. Tan. diuji Jumlah Tanaman
Hpt +/Gus+ Hpt +/Gus- Hpt -/Gus-
Batutegi 25 19 4 0
Kasalath 17 9 6 0
Total Total 28 10 0
Total tan. Total tan. 42

gus, 500 bp
hpt, 400 bp

r 1 2 34 5 6 7 8 910 1112 1314 15 161718 19 20 21 222324 2526 2728 293031 32 3334 35

Gambar 3. Hasil analisis PCR menggunakan primer hpt dan gusA pada padi cv. Batutegi dan
kasalath

Keterangan:
x hind 111; 1. plasmid pUR224; 2. pCambia 1301; 3. K+ pUR224 (cv Nipponbare);
4. K- Niponbare ; 5. K- Batutegi ; 6. K- Kasalath; 7.air ; 8 - 23 cv. Transforman Batutegi;
24 - 35 transforman Kasalath

Tabel 6. Hasil analisis Southern blot cv. Batutegi dan Kasalath menggunakan DNA

pelacak hpt
No Kode Lajur Jumlah salinan
cv. Batutegi cv. Kasalth
1 K1 no.8 6 2
2 K1no.9 7 2
3 K1 no. 10 8 2
4 K2 no. 16 11 1
5 K3 no. 3 Tidak ditampilkan 2
6 K2 no. 2-a 7 1
7 K2 no. 2-b 8 1
8 K2 no.5 9 1
9 K4 no.1 10 1
10 K5 no. 2 11 1
11 K7 no. 4 13 4
12 K8 no. 2 14 1

12 3 45 6 7 8910111213

&mg

... =
Kasalath B

Gambar 4. Contoh hasil analisis Southern pada cv. Batutegi (A) dan Kasalath (B) denganDNA
pelacak hpt.
Keterangan: Kolom 1 dan 2: kontrol plasmid pUR224
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transformasi menggunakan plasmid
pNU400 yang membawa transposon Ac
dengan gen penanda gfp.

Berdasarkan hasil penelitian metode
transformasi A yang paling tidak sesuai
untuk kedua kultivar. Hasil ini bertolak
belakang dengan percobaan sebelumnya
pada padi japonica (cv. Nipponbare)
dengan menggunakan kedua plasmid
yang sama (pUR224 dan pNU400).
Jumlah tanaman transgenik yang
diperoleh lebih dari 1500 dari pUR224
dengan nilai efisiensi transformasi 95,6%
(Nugroho dkk. 2007). Meskipun metode
B (Toki et al. 2006) dapat digunakan
untuk merakit tanaman transgenik
dengan waktu lebih cepat pada padi tipe
japonica tetapi pada tipe indica
aplikasinya sangat sulit. Berdasarkan
hasil penelitian, metode transformasi C
(Hiei &Komari 2006) adalah yang terbaik
untuk kedua kultivar tersebut.

Tingkat kesulitan yang paling
dominan ialah terjadinya pencoklatan
jaringan setelah dilakukan infeksi dengan
agrobacterium, diduga ada pengaruh
negatif penggunaan antibiotik sehingga
dapat meracuni kalus seperti pada
penelitian sebelumnya (Khanna &
Raina. 1999). Pada metoda A dan B juga
dialami kesulitan terbentuknya kalus
embriogenik. Sering pula dihadapi bahwa
meskipun kalus bersifat embriogenik
tetapi kemampuan kalus untuk
membentuk plantlet sangat rendah.

Meskipun keberhasilan yang
diperoleh dalam penelitian ini masih relatif
kecil, tapi membuktikan bahwa cv.
Batutegi padi gogo asal Indonesia dapat
ditransformasi. Adanya respon dalam
kegiatan transformasi pada cv. Batutegi

telah membuka peluang dapat digunakan
sebagai model untuk kegiatan
pembentukan populasi mutan dari jenis
indica, atau untuk tujuan perbaikan
genetik melalui rekayasa.

Analisis PCR dilakukan untuk
melihat keberhasilan integrasi gen sisipan
dalam genom tanaman. Analisis ini hanya
dilakukan terhadap tanaman hasil
transformasi menggunakan plasmid
pUR224. Analisis dilakukan dengan
menggunakan dua pasang primer spesifik
masing-masing untuk gen penyeleksi hpt
dan gen penanda gusA. Kedua gen ini
berada dalam dalam daerah T-DNA yang
sama dengan transposon DsS. Analisis
PCR menunjukkan keberadaan gen-gen
tersebut, sehingga dapat dipastikan
bahwa transposon Ds telah teringrasi
dalam genom tanaman generasi pertama
ini (TO).

Berdasarkan data hasil analisis PCR
diperoleh bahwa dari 25 tanaman cv
Batutegi, 19 tanaman diantaranya
menunjukkan keberadaan pita yang
berukuran 500 pb (gusA) dan 400 pb
(hpt). Sedangkan pada cv. Kasalath dari
17 tanaman yang diuji, 9 tanaman
menunjukkan adanya kedua pita hasil
amplifikasi. Diperoleh pula informasi
bahwa tidak ada satupun tanaman yang
hanya mengandung pita amplifikasi gusA
saja. Analisis integrasi dengan PCR dan
Southern blot hanya dilakukan untuk
tanaman hasil transformasi dengan
plasmid pUR224, sementara integrasi
gen gfp yang membawa transposon AcC
dilakukan berdasarkan ekspresi gen
tersebut yang diamati pada alat uv dark
reader.
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Analisis Southern blot selain
bertujuan untuk mengetahui integrasi gen
sisipan juga untuk melihat pola
integrasinya dalam genom. Hasil analisis
Southern blot pada cv. Batutegi
menujukkan bahwa K1 no. 8, K1 no. 9,
K1 no. 10 adalah merupakan galur yang
sama (Sister line) dengan 2 salinan gen
sisipan. Tanaman-tanaman tersebut
berasal dari embrio yang sama saat
transformasi. Diduga tanaman-tanaman
tersebut berasal dari satu sel yang
kemudian berploriferasi membentuk
tanaman sendiri-sendiri. Galur K2 no.
16 dan K3 no. 3 masing-masing memiliki
1 dan 2 gen sisipan. Dengan demikian
pada cv Batutegi diperoleh 3 galur
tanaman yang berbeda. Pada cv
Kasalath diperoleh 7 galur yang berbeda
yaitu K2 no. 2-a, K2 no. 2-b, K2 no. 5,
K4 no. 1, K5 no. 2, K7 no. 4, K8 no. 2.
Meskipun tanaman K2 no. 2-b dan K2
no. 5 berasal dari embrio yang sama saat
transformasi tetapi diduga mereka
berkembang dari sel berbeda. Ketiadaan
pita dari hasil hibridisasi Southern pada
beberapa galur yang diuji diduga karena
kualitas DNA yang kurang baik,
meskipun galur-galur tersebut menunjuk-
kan keberadaan pita gen hpt saat PCR .

KESIMPULAN

Metode transformasi C (Hiei dan
Komari 2006) adalah yang terbaik untuk
cv. Batutegi dan Kasalath.

Diperoleh 19 tanaman cv Batutegi
dan 9 tanaman cv. Kasalath yang
menunjukkan keberadaan gen gusA dan
hpt berdasarkan analisis PCR.
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Integrasi gen gfp yang membawa
transposon Ac dibuktikan berdasarkan
ekspresi gen tersebut yang berpendar.

Hasil Southern blot menujukkan
terdapat 3 galur tanaman berbeda pada
cv Batutegi dan 7 galur pada Kasalath.

Keberhasilan penelitian ini
membuktikan bahwa kultivar Batutegi
yang merupakan padi gogo asal Indonesia
dapat ditransformasi.
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