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k~ena itu penerapan te~ rekayasa genetika dapat BAHAN DAN METODE
- dlgunakan untuk mengatasl permasalahan tersebut.
, Teknik r ka tika d

: -'c..'c:
d' lakukane rasa gene p.a a tanaman kentang dapat Konstruk..\"i Gen Hordothionin dan Penyiapan Bakteri

I ;;;~;; I dengan berbagat cara antara lain dengan . .
~~~ bantuanAgrobacterium tumefaciens (Stiekema, 1988). Gen hordothiomn yang terdapat pada plasmid
;~~ Beberapa gen-gen penyandi peptida anti mikroba p~INPLUSth (pDFI030) (koleksi Dr. Willem J.
t~z~ yang digunakan dalarn rekayasa genetika untuk Sttek~ma da~ CPRO-DLO ~elanda) terdiri daTi tiga
:t:~~; ~en~pa~an ketahanan terhadap penyakit bakteri telah domain,. !attu, sekuen .SI~nal peptida, sekuen

I ,;.;; dlapl1kasikan pada tanarnan solanaceae, khususnya hor~othlomn daD sekuen acIdIc peptida yang berasal
:.. tanarnan tembakau yang umunya dipakai sebagai model ~ pCPO5 (Florack et al., 1994) dan diklonkan pada
: dalarn sistem. transformasi. Beberapa basil penelitian sItus .Ec~R!/~~mHl p~da pBINPLUS (Garnbar I).

yan~ t~~ah dll~ memberikan basil yang cukup Plasffild 1m di.mtroduksikan kedalarn Eschericia coli
menjanjikan dl masa mendatang untuk mendapatkan DH5~ . (kolek.sl Dr. Suharsono, Lab. Genetika Pusat
tanam.an yan~ mempunyai resistensi terhadap bakteri, Penel1ttan Bloteknologi lPB) sebagai inang untuk
sepertl cecropm, attacin, tachyplesin I dan thionin. memperbanyak dan selanjutnya dintroduksikan ke

Hordothionin, yaitu thionin yang terdapat pada dal~ Agro~~cterium tumefaciens LBA 4404 (koleksi
endosperma tanarnan barley adalah snatu protein anti Balat Penel1ttan Perkebunan Karet Taman Kencana
bakteri yang dapat meningkatkan resistensi tanaman Bogor) dengan metoda konjugasi tiga tetna (triparental
terhadap serangan bakteri berdasarkan penelitian mating) dengan bantuan bakteri penolong E. coli HE 10 I
Florack. e~ al. (1994), yang menggunakan gen (p~ ~013~ (koleksi Dr. Antonius Suwanto, Lab
hordothiomn yang ditransformasikan pada tanaman MikroblOlogI Pusat Penelitian Bioteknologi lPB).
te~bakau dan menunjukkan adanya toksisitas invitro B.akteri basil triparental mating ini selanjutnya

I d~ tanarnan tembakau terhadap beberapa penyakit dlgunakan untuk mentransformasi tanaman kentang.

, akibat serangan bakteri pada tanaman solanaceae.
! Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan tanarnan
! kenta~g transgenik yang resisteD terhadap penyakit ..
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I Garnbar I. Peta pla.s~d pBINPL~~th (pDFIO~O). G~n hor~othionin dengan tiga domain yaitu: signal peptida, gen
: hordothlonm dan aCIdic polypepttda dnnsersikan pada plasmid pBINPLUS menghasilkan plasmid
i pBINPLUSth (pDFI030).

Persiapan. Eksplan, Transformasi, Kokultivasi dan penambahan antibiotika kanarnisin 100 mg/l daDRegenerasl ti . .
ce otaxime 500 mgil. Subkultur dllakukan dengan

Eksplan mas batang (internodus) dari tanarnan pemi~dahan ke medium yang sarna 2minggu sekali atau
kentang in vitro kultivar atlantik (koleksi Prof. Dr. G. A. ses~ kebutuhan dan eksplan yang bertunas
Wattimena, Lab Bioteknologi Tanaman Jurusan dlpmdahkan ke medium pengakaran dengan penam-

! B.u~idaya Pertanian lPB) yang berornur 4 minggu bahan kanamysin 100 mg/l daD cefotaxime 250 mg/l.

dlslapkan dalarn cawan petri, dan ditransformasi . ." dengan kultur bakteri LBA 4404 (pDF 1030) selarna 15 AnahslS Tanaman Transgenik

menit. ~elanjutnya eksplan di~okultivasi sel~ma 2 hari Tanaman yang mampu bertahan tumbuh dalam
daD dltanarn dalarn medIa regenerasl dengan medium seleksi kanamisin selanjutnya diuji keberadaan

,
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I! gennya dengan analisa PCR dengan menggunakan Eksplan tanaman kentang kultivar atlantik yang
I primer dari promotor CaMv 35S, yaitu 5'- telah ditransformasi dengan LBA 4404 (pDF1030)

CTGCA TGCTTCACGGTGCAAGC-3 (forward setelah enam minggu dalam media regenerasi yang
primer) daD 3 '-CAAGCGAGGAGGTGCGACTTC-5 mengandung kanamisin, mulai beregenerasi membentuk

t (reverse primer). Kondisi PCR dilakukan pada tunas yang didahului dengan pembentukan kalus pada
. denaturasi awal 94°C 2 men it, denaturasi 94 °C 1 menit, eksplan (Gambar 2). Tanaman atlantik yang

I annealing 56 °C 1 menit, extension 72°C 2 menit (35 ditransformasi dengan Agrobacterium LBA 4404
t siklus). kosong (tanpa plasmid pDF1030) yang digunakan
, Analisa toksisitas in vitro pada tanaman transgenik sebagai kontrol mulai daTi minggu pertama setelah

juga dilakukan untuk menguji ketahanannya terhadap dipindahkan ke medium regenerasi mulai menguning
Ralstonia solanacearum. Tanaman transgenik yang daD mati. Hal ini menunjukkan ketidak mampuan
berumur 4 minggu diinokulasi secara in vitro dengan tanaman atlantik normal untuk tumbuh di dalam
inokulum yang berasal dari kentang pada konsentrasi medium yang mengandung kanamisin.
1.2 X 109 Colony Forming Unit (CFU) per ml bakteri. Sebagian besar ku1tur dari eksplan yang
lnokulasi dilakukan dengan menggunting daun ditransformasi yang tidak mampu membentuk tunas
kedua/ketiga dari pucuk dengan menggunakan glinting selanjutnya mulai menguning dan mati. Kematian kultur
yang dicelup dengan inokulum bakteri setiap kali yang ditransformasi ini dapat diakibatkan oleh
infeksi. Tanaman yang telah diinokulasi diinkubasi pada kegagalan transformasi eksplan sehingga tidak mampu
suhu 20-25°C daD dilakukan pengamatan terhadap bertahan dalam medium yang mengandung kanamicin.
periode inkubasi daD kejadian penyakit. Barret et al. (1997), menyatakan bahwa kerugian

transformasi genetik tanaman dengan menggunakan
Agrobacterium dikarenakan banyaknya terjadi kematian

HASIL DAN PEMBAHASAN kultur yang dapat diakibatkan oleh kontaminasi bakteri
Agrobacterium yang tidak terbunuh oleh antibiotik

Gen hordothionin dalam plasmid pDF 1030 telah cefotaxime karena sulitnya untuk mengeliminasi
berhasil diintroduksikan ke dalam E. coli DH5a yang pertumbuhan Agrobacterium sehingga mengganggu
digunakan sebagai inang untuk memperbanyak plasmid. pertumbuhan kultur daD mengakibatkan kematian
Metoda triparental mating yang dilakukan juga telah karena tingginya konsentrasi antibiotik pembunuh
berhasil memindahkan plasmid pDF 1030 ke dalam Agrobacterium yang ditambahkan kedalam media
Agrobacterium strain LBA 4404. Koloni LBA 4404 regenerasi.
(pDF 1030) ini selanjutnya digunakan untuk mentrans-
formasi tanaman kentang.
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Gambar 2. Perkembangan eksplan pada media regenerasi : a. Eksplan bertunas b. eksplan menguning daD mati

. Kultur yang bertunas setelah dipindahkan ke dalam yang mampu tumbuh dengan baik menjadi plantlet di
medlu~ pengakaran yang mengandung kanamisin dan dalam medium seleksi kanamisin. Selanjutnya kultur ini
cefotaxlme mampu membentuk akar setelah 1-2 minggu diperbanyak dengan stek satu nodus di dalam medium
di dalam medium pengakaran. Dari 500 eksplan yang kultur yang ditambah kanamisin untuk dilakukan
ditransformasi diperoleh 22 kultur dugaan transgenik pengujian lanjutan.
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! 11 Dari basil analisis PCR dengan menggunakan tanaman ken tang. Sedangkan tanaman-tanaman lainnya, primer dari promotor 35S CaMV yang dilakukan pada yang tahan terhadap media kanamisin (lolos dari media

22 tanaman dugaan transgenik didapatkan 4 tanaman seleksi kanamisin) tetapi tidak memberikan basil positif
yang positif dapat teramplifikasi (Gambar 3) yang daTi uji PCR mungkin merupakan tanaman yang tumbuh
ditunjukkan dengan munculnya pita pada ukuran dari bagian sel eksplan yang tidak bersentuhan dengan
:t400bp. Hal ini menunjukkan bahwa gen yang medium kanarnisin.
diintroduksikan berhasil masuk ke dalam genom
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Garnbar 3. Hasil analisis PCR pada 22 tanarnan kandidat transgenik (tahan medium seleksi kanamisin), Terlihat adanya
band pada ukuran :t 400 bp. Marker DNA A. 500 bp.

Hasil pengujian toksisitas in vitro terhadap rentan. Tingkat resistensi yang bervariasi ini
Ralstonia solanacearum menunjukkan tingkat resistensi dipengaruhi oleh ekspresi dan gen hordothionin yang
yang bervariasi daTi kultur transgenik (Tabel 1). Dimana diintroduksikan, yaitu oleh jumlah protein hordothionin
dari keempat kultur transgenik tersebut hanya 2 kultur yang dihasilkan (Florack et al., 1994) tetapi hal ini sui it
yang toleran terhadap Ralstonia solanacearum dibuktikan karena dalam penelitian ini tidak dilakukan
sedangkan 1 diantaranya moderat tolerant clan 1 lagi isolasi protein hordothionin dari tanaman transgenik.,

~
} Tabell. Pengujian toksisitas invitro terhadap Ralstonia solanacearum

Nomor tanaman P . d . rob . K . d' k . T. k . .tr .k eno e m asl eJa Ian penya It mg at reslstenslrransgemK ~ . ~ -
12A (Transgenik +) 15 15 Toleran
12B (Transgenik +) 6 100 Rentan
13A (Transgenik +) 9 35 Moderat toleran
28 (Transgenik +) 14 15 Toleran

Atlantik 7 100 Rentan

Berdasarkan basil penelitian ini dapat disimpulkan UCAPAN TERIMA KASIH
bahwa :
1. Transformasi genetik tanaman kentang dengan Proyek RUT VIII atas nama Agus Purwito dengan

menggunakan Agrobacterium tumefaciens yang judul "Metoda Transgenik clan Fusi Protoplas untuk
dilakukan mampu meregenerasikan :t5% dari Merakit Klon Kentang Tahan Penyakit Busuk Lunak
eksplan menjadi kultur yang dapat tumbuh dalam clan Layu Bakteri" yang mendanai penelitian ini.
!1ledium seleksi.

2. Didapatkan 4 kultur transgenik daTi basil introduksi
gen hordothionin kedalam genom tanaman ken tang DAFfAR PUSTAKA
berdasarkan basil analisis PCR.

3. Hasil pengujian toksisitas invitro terhadap Ralstonia Barret, C., E. Cobb, R. McNicol, G. Lyon. 1997. A risk
solanacearum, menghasilkan 2 tanaman transgenik assessm~nt study of plant genetic transformation
yang toleran, 1 kultur moderat toleran clan 1 kultur using agrobacterium and implications for analysis
rentan terhadap penyakit ihi. of transgenic plants. Plant Cell Tissue and Organ

Culture 47: 135-144.
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