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ABSTRACT

Reporter gene assays are commonly used to study the expression pattern of a gene and the promoter activity. The aims of this
study were to assemble the chimeric gene constructs consisting of CaMV 35S promoter or OSAERI gene promoter connected
to the p-glucuronidase (GUS) reporter gene encoding the p-glucuronidase enzyme and to obtain an efficient method for
Agrobacterium tumefaciens-mediated transient transformation of tobacco sprouts. The CaMV 35S promoter fragment
reamplified from pCAMBIA1301 binary vector and the OsAERI gene promoter fragment amplified from rice cv. Awan Kuning
were ligated into pCAMBIA1300int::gus::tNOS to produce binary vectors pCAMBIA1300int::p35S::gus::tNOS and
pCAMBIA1300int::prOsAER] ::gus::tNOS. The vectors were used for transient transformation of a 5-day old tobacco seedling.
Transient transformation was carried out using two bacterial cultures with densities of ODyy, = 0.5 and ODg,, = 1.0 combined
with a vacuum treatment for 15 and 30 minutes each. Tobacco seedlings transformed with pCAMBIA1300int::p35S::gus::tNOS
showed higher transformation efficiency as compared to the ones transformed with pCAMBIA1300int::prOsAER] ::gus::tNOS. A
higher efficiency was obtained from transformation using bacterial culture with density of ODg,, = 0.5 in combination with a
vacuum treatment for 30 minutes. Expression of GUS gene in the tobacco sprouts transformed with CaMV 35S promoter
construct was observed throughout the sprouts tissues (root, hypocotyl, cotyledon, and leaf), whereas expression of GUS gene
was observed in root, hypocotyl, and cotyledon, but not in leaf on tobacco sprouts transformed with OsAER! promoter
construct. These results indicate that the transient transformation is a quick and simple method for testing the expression of a
chimeric gene construct.

Keywords: GUS gene, tobacco, transient transformation, gene expression.

ABSTRAK

Uji gen pelapor umumnya digunakan untuk mempelajari pola ekspresi gen dan aktivitas promotor. Tujuan penelitian ini
adalah merakit konstruk gen kimera yang terdiri atas promotor konstitutif CaMV 35S atau promotor gen OsAER! yang di-
sambungkan dengan gen pelapor GUS yang menyandi enzim f-glucuronidase dan mendapatkan metode transformasi transien
yang efisien pada kecambah tembakau utuh dengan bantuan Agrobacterium tumefaciens. Fragmen promotor CaMV 35S yang
diisolasi dari vektor biner pCAMBIA1301 dan promotor gen OsAER]I yang diamplifikasi dari DNA padi cv. Awan Kuning masing-
masing diligasikan ke pCAMBIA1300int::gus::tNOS untuk menghasilkan vektor biner pCAMBIA1300int::p35S::gus::tNOS dan
pCAMBIA 1300int::prOsAERI ::gus::tNOS. Kedua konstruk vektor ini digunakan untuk transformasi transien kecambah tem-
bakau berumur 5 hari. Transformasi transien tembakau dilakukan dengan menggunakan dua kerapatan bakteri (ODg,, = 0,5
dan ODg,, = 1,0) yang dikombinasikan dengan perlakuan vakum selama 15 menit dan 30 menit. Kecambah tembakau yang
ditransformasi dengan pCAMBIA 1300int::p35S::gus::tNOS menunjukkan efisiensi transformasi yang lebih tinggi dibanding
dengan yang ditransformasi dengan pCAMBIA1300int::prOsAER] ::gus::tNOS. Efisiensi transformasi yang lebih tinggi diperoleh
pada transformasi menggunakan bakteri dengan kerapatan ODg,, = 0,5 dikombinasikan dengan perlakuan vakum selama 30
menit. Ekspresi gen GUS pada kecambah tembakau yang ditransformasi dengan konstruk promotor CaMV 35S diamati di se-
luruh organ kecambah tembakau (akar, hipokotil, kotiledon, dan daun), sedangkan ekspresi gen GUS pada kecambah tem-
bakau yang ditransformasi dengan konstruk promotor gen OsAER] terjadi di bagian akar, hipokotil, dan kotiledon, tetapi tidak
di daun. Hasil ini menunjukkan bahwa transformasi transien merupakan metode yang cepat dan sederhana untuk pengujian
konstruk gen kimera.

Kata kunci: Gen GUS, tembakau, transien transformasi, ekspresi gen.
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PENDAHULUAN

Studi analisis fungsi gen berkembang pesat sejak
selesainya proyek sekuensing genom tanaman model
Arabidopsis (The Arabidopsis Genome Initiative 2000)
dan padi (International Rice Genome Sequencing
Project 2005). Kemajuan teknik bioinformatika saat
ini dapat memprediksi fungsi suatu gen secara in
silico, namun diperlukan metode untuk mendapatkan
bukti eksperimental bahwa suatu gen dapat meng-
ekspresikan suatu protein pada genom tanaman.
Dalam studi analisis fungsi suatu gen, transformasi ge-
netik merupakan sarana untuk menyisipkan transgen
ke dalam genom tanaman sehingga dapat digunakan
untuk membuktikan ekspresi gen tersebut pada
tanaman (Li et al. 2009; Lu et al. 2017). Namun
demikian, hal tersebut dibatasi oleh masih sangat
sedikitnya metode transformasi genetik yang dapat
diterapkan pada spesies tanaman, terutama tanaman
rekalsitran.

Metode transformasi genetik yang murah dan
banyak dipraktekkan adalah dengan bantuan
Agrobacterium tumefaciens pada tanaman model
Arabidopsis (Marion et al. 2008; Li et al. 2009;
Dehestani et al. 2010; Tsuda et al. 2012) dan tem-
bakau (Shamloul et al. 2014; Dickey et al. 2017).
Efisiensi transformasi tanaman dengan bantuan
A. tumefaciens dapat ditingkatkan dengan meng-
induksi ekspresi gen vir dengan penambahan asetosi-
ringon pada media infeksi dan kokultivasi, optimali-
sasi pH media infeksi, dan suhu kokultivasi (Kutty et
al. 2010; Muhammad et al. 2010). Selain itu, peng-
gunaan surfaktan dan perlakuan vakum (Dehestani et
al. 2010; Elfahmi et al. 2014; Guo et al. 2015), ke-
rapatan bakteri (Dehestani et al. 2010; Li et al. 2017),
serta lamanya kokultivasi (Li et al. 2017) juga dapat
memengaruhi efisiensi terjadinya transformasi.

Untuk mendapatkan tanaman transgenik yang
mengekspresikan suatu gen secara stabil, biasanya
diperlukan waktu yang lama sehingga teknik trans-
formasi transien saat ini telah banyak dikembangkan
untuk membantu karakterisasi fungsi gen secara
cepat dan sederhana (Arcos-Ortega et al. 2010).
Transformasi transien dapat dilakukan dengan meng-
gunakan tanaman utuh, kecambah, atau potongan
organ sebagai materi untuk ditransformasi. Selain
dikembangkan untuk analisis fungsi gen secara in
vivo, metode transformasi transien juga dapat diguna-
kan untuk mengevaluasi aktivitas promotor baru,
analisis lokalisasi subseluler suatu protein, studi inter-
aksi antarprotein (protein-protein interaction), dan
studi aktivitas promotor pada tanaman (Takata dan
Eriksson 2012; Tsuda et al. 2012; Mangano et al. 2014;
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Krenek et al. 2015). Wu et al. (2014) mengembang-
kan sistemm transformasi Agrobacterium-mediated
Enhanced Seedling Transformation (AGROBEST)
yang digunakan untuk menganalisis fungsi gen
dengan menggunakan kecambah utuh tanaman
Arabidopsis. Dengan teknik transformasi transien,
lokasi aktivitas suatu promotor baru yang mengen-
dalikan ekspresi suatu gen pada tanaman dapat di-
ketahui dengan tepat dan cepat (Xiong et al. 2016).
Menurut Arcos-Ortega et al. (2010), hanya dibutuhkan
waktu 5-8 hari sejak transformasi hingga didapatkan-
nya informasi pola ekspresi gen reporter pada tanam-
an transgenik.

Promotor CaMV 35S (Odell et al. 1985) adalah
promotor yang diisolasi dari genom Cauliflower
mosaic virus (CaMV) dan merupakan jenis promotor
kuat yang dapat mengendalikan ekspresi gen secara
konstitutif hampir di semua tipe sel dan jaringan
tanaman serta di semua tahapan perkembangan
tanaman, terutama tanaman dikotil. Promotor gen
OsAERI adalah promotor pengendali gen OsAERI
yang menyandikan enzim alkenal reduktase. Gen
OsAERI menunjukkan ekspresi tinggi di organ akar,
namun rendah di organ lain pada tanaman padi
subsp. japonica (National Institute of Agrobiological
Sciences 2016). Tujuan penelitian ini adalah 1) me-
rakit konstruk gen kimera yang terdiri atas promotor
konstitutif CaMV 35S dan promotor gen OsAER] yang
disambungkan dengan gen pelapor GUS yang me-
nyandi enzim w-glucuronidase dan 2) mendapatkan
metode transformasi transien yang efisien pada ke-
cambah tembakau utuh yang ditransformasi dengan
bantuan A. fumefaciens.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di laboratorium Biologi
Molekuler, Balai Besar Penelitian dan Pengembangan
Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian,
Bogor.

Konstruksi Promotor CaMV 35S dan OsAER1
Isolasi fragmen promotor CaMV 35S dan OsAER1

Fragmen promotor CaMV 35S diperoleh dari ha-
sil reamplifikasi vektor biner pCAMBIA 1301, sedang-
kan fragmen promotor gen OsAERI diperoleh dari
hasil amplifikasi DNA padi cv. Awan Kuning. Awan
Kuning adalah kultivar lokal dari Kalimantan Selatan
yang toleran terhadap logam berat besi (Fe). Kedua
fragmen diamplifikasi menggunakan pasangan
primer spesifik yang ditambah situs enzim restriksi
untuk keperluan kloning (Tabel 1). Situs enzim
restriksi HindlIll dan Aurll ditambahkan pada ujung 5’
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Tabel 1. Primer yang digunakan dalam perakitan konstruk promotor CaMV 35S dan OsAER7 yang di-

sambungkan dengan gen GUS.

Nama primer Sekuen*

F-p35S 5’GCAAGCTTACTAGTCCTAGGGGCGCGCCCATGGAGTCAAAGATTCAAAZ’
R-p35S 5’'GCGGATCCCCTGCAGGGTCGACGGCGCGCCAGTCCCCCGTGTTCTCTCCAY
F-prOsAER1 5" GCCCTAGGTCATCAAGTGTCTACGCCATGAY

R-prOsAER1 5’GCGGATCCTGCTGGTTTAGATTCTTGTAAAACCAGGCTAAGCAACCCATZ

*Basa nukleotida dengan garis bawah menunjukkan situs pemotongan enzim restriksi.

primer promotor CaMV 35S forward, sedangkan situs
enzim restriksi BamHI ditambahkan pada ujung 5’
primer promotor CaMV 35S reverse. Situs enzim
restriksi Auvrll ditambahkan pada ujung 5’ primer
promotor gen OsAER] forward dan BarmHI ditambah-
kan pada ujung 5 primer promotor gen OsAERI
reverse. Pasangan primer dirancang dengan meng-
gunakan perangkat lunak Primer Blast yang tersedia
secara bebas (National Center for Biotechnology
Information 2016).

Reaksi PCR dilakukan dalam volume total 20 pl,
terdiri atas 2 ul bufer PCR 10x (konsentrasi akhir 1x),
1,2 ul MgCl 2 mM (konsentrasi akhir 0,12 mM), 0,6 pl
dNTPs 10 mM (konsentrasi akhir 0,3 mM), 1 ul
pasangan primer spesifik kandidat gen spesifik akar 5
uM (konsentrasi akhir 0,25 puM), 0,16 pl Taq DNA
polimerase 5 U/ul (konsentrasi akhir 0,04 U/ul), 12,04
ul ddH,0, dan 2 pl sampel DNA. Program PCR yang
digunakan adalah denaturasi awal pada 95°C selama
3 menit, 35 siklus tahapan yang terdiri atas denaturasi
pada 95°C selama 30 detik, penempelan primer pada
55°C selama 30 detik, dan pemanjangan DNA pada
72°C selama 2,5 menit. PCR diakhiri dengan satu
siklus tahap pemanjangan akhir pada 72°C selama 5
menit. Hasil PCR kemudian diseparasi menggunakan
gel agarosa 1% dan divisualisasi dengan ChermiDoc™
EQ System (Bio-Rad). Produk amplifikasi dengan
ukuran sekitar 500 bp (fragmen CaMV 35S) dan 2.000
bp (fragmen promotor gen OsAER]I) diisolasi dari gel
agarosa dan dipurifikasi dengan menggunakan
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) untuk men-
dapatkan fragmen-fragmen promotor.

Konstruksi promotor CaMV 35S dan OsAERI ke
vektor biner

Fragmen promotor CaMV 35S dan OsAERI
masing-masing diligasikan ke dalam vektor kloning
pPGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) dan di-
transformasikan ke dalam Escherichia coli. Vektor
PGEM-T Easy rekombinan yang mengandung frag-
men promotor tersebut diisolasi dari koloni tunggal
yang tumbuh di media seleksi (LB + ampisilin 100
mg/l). Verifikasi vektor pGEM-T Easy rekombinan
yang mengandung fragmen promotor CaMV 35S atau

OsAERI dilakukan dengan memotong vektor tersebut
dengan enzim restriksi EcoRIl. Vektor pGEM-T Easy
rekombinan dikirim ke perusahaan 1st BASE untuk
sekuensing.

Vektor pGEM-T Easy-CaMV 35S rekombinan yang
telah diverifikasi dipotong dengan enzim restriksi
Hindlll dan BamHIl untuk mendapatkan fragmen
promotor CaMV 35S. Fragmen tersebut selanjutnya
diligasikan dengan bantuan enzim T4-DNA ligase ke
vektor biner pCAMBIA1300int::gus::tNOS (Trijatmiko
et al. 2016) yang sebelumnya telah dipotong dengan
enzim restriksi yang sama (Hindlll dan BamHI)
sehingga diperoleh vektor biner rekombinan
pCAMBIA1300int:: p35S::gus::tNOS.

Fragmen promotor gen OsAERI dipotong dari
vektor pGEM-T Easy-OsAERI rekombinan dengan
enzim restriksi Avrll dan BamHI. Fragmen ini ke-
mudian diligasikan ke dalam vektor biner pCAMBIA
1300int::p35S::gus::tNOS yang sebelumnya telah di-
potong dengan enzim restriksi yang sama (Aorll dan
BamH]I). Fragmen promotor gen OsAERI mengganti-
kan posisi promotor CaMV 35S sehingga diperoleh
vektor biner pCAMBIA 1300int::prOsAER] ::gus::tNOS.
Kedua vektor biner rekombinan tersebut kemudian
ditransformasi ke E. coli. Vektor biner rekombinan
diisolasi dari koloni tunggal yang berhasil tumbuh di
media seleksi LB padat yang mengandung kanamisin
100 mg/l dan dipotong dengan enzim restriksi HindlII
dan BamHI untuk verifikasi.

Transformasi vektor biner rekombinan ke
A. tumefaciens

Vektor biner rekombinan yang telah mengan-
dung promotor CaMV 35S atau OsAERI berdasarkan
hasil  verifikasi kemudian dimasukkan ke
A. tumefaciens strain LBA4404 menggunakan metode
freeze-thaw. Vektor rekombinan diisolasi dari
A. tumefaciens kemudian ditransformasi balik ke
E. coli untuk keperluan verifikasi. Vektor rekombinan
yang diisolasi dari E. coli hasil transformasi balik
dipotong dengan enzim restriksi Hindlll dan BarmHI.
A. tumefaciens yang positif mengandung vektor biner
rekombinan (yang telah mengandung promotor
CaMV 35S atau OsAERI) kemudian digunakan untuk
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transformasi transien pada kecambah tembakau
cv. SR1. Kecambah tembakau berasal dari benih yang
sebelumnya disterilisasi dengan cara perendaman
dalam etanol 70% selama 1 menit, dilanjutkan
dengan perendaman dalam larutan pemutih ko-
mersial 20% ditambah dengan 1 tetes Tween-20
selama 20 menit dan pembilasan dengan ddH,0 steril
sebanyak enam kali, kemudian ditanam di media MS,
dan ditumbuhkan di ruang kultur pada 25°C dengan
pencahayaan penuh selama 5 hari.

Transformasi Transien dan Pengujian Histokimia
Suspensi A. tumefaciens

Bakteri A. tumefaciens strain LBA4404 yang me-
ngandung konstruk pCAMBIA1300int::p35S::gus atau
pCAMBIA1300int::prOsAERI::gus dari koloni tunggal
ditumbuhkan di media LB cair yang mengandung
kanamisin 100 mg/l dan diinkubasi pada 28°C dalam
kondisi gelap selama 2 hari sambil digoyang dengan
kecepatan 150 rpm. A. tumefaciens LBA4404 kosong
yang tidak mengandung vektor biner rekombinan
juga ditumbuhkan di media LB cair tanpa antibiotik
dan digunakan sebagai kontrol. Sebanyak 2 ml
suspensi bakteri kemudian dipindahkan ke dalam
tabung mikro dan disentrifus dengan kecepatan 5.000
rpm selama 1 menit. Pelet yang terbentuk dilarutkan
dengan media MS, cair, kemudian ditambahkan
dengan asetosiringon 100 mM dan Tween-20 0,2%.
Kerapatan bakteri kemudian diukur dengan
spektrofotometer.

Transformasi transien

Tiga puluh sampai tiga puluh enam kecambah
tembakau utuh yang berumur 5 hari direndam dalam
suspensi A. tumefaciens dengan kerapatan optik
ODgp = 0,5 dan ODgy, = 1,0, kemudian divakum
selama 15 menit dan 30 menit. Kecambah yang telah
divakum kemudian ditanam di media kokultivasi (MS
+ asetosiringon 0,1 mM) selama 3 hari. Setelah
kokultivasi, kecambah dicuci dengan ddH,O steril
yang mengandung sefotaksim 250 mg/l, ditiriskan
pada kertas saring, dan diuji secara histokimia.

Pengujian histokimia

Pengujian histokimia dilakukan dengan meng-
acu pada metode Jefferson et al. (1987). Kecambah
yang telah ditransformasi direndam dalam assay
buffer yang mengandung bufer potassium phosphate
100 mM (pH 7,0), EDTA 10 mM (pH 8,0), Tween-20
0,1%, potassium ferricyanide 5 mM, dan 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-D-glucuronic acid (X-Gluc; Sigma) 2
mM, dan diinkubasi pada 37°C dalam kondisi gelap
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semalaman. Klorofil dilarutkan dengan merendam
kecambah tersebut dalam etanol absolut selama
semalam. Setelah klorofil larut sepenuhnya, etanol
absolut diganti dengan etanol 70%. Kecambah
kemudian diamati dan diambil gambarnya dengan
perangkat digital mikroskop OptiLab Advance
(Miconos) di bawah mikroskop stereo (Bausch and
Lomb).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Konstruksi Promotor CaMV 35S dan OsAER1

Reamplifikasi vektor pCAMBIA1301 dengan
menggunakan pasangan primer spesifik promotor
CaMV 35S menghasilkan amplikon dengan ukuran
sekitar 500 bp (Gambar 1A), sedangkan amplifikasi
DNA padi cv. Awan Kuning dengan menggunakan pa-
sangan primer spesifik promotor gen OsAERI meng-
hasilkan amplikon dengan ukuran sekitar 2.000 bp
(Gambar 1B). Hasil PCR ini menunjukkan bahwa
amplikon yang dihasilkan diduga merupakan fragmen
promotor CaMV 35S dan OsAERI.

Analisis perbandingan sekuen menunjukkan
bahwa fragmen promotor CaMV 35S, dari hasil
reamplifikasi vektor biner pCAMBIA1301, mempunyai
kesamaan 100% dengan sekuen rujukan (Gambar
2A). Hasil ini menunjukkan bahwa fragmen yang
dihasilkan adalah promotor CaMV 35S dan sekuen
hasil reamplifikasi adalah utuh tanpa adanya mutasi
pada basa nukleotidanya. Sementara itu, sekuen frag-

M OsAER1

P <—2.000 bp

500 bp —> i

Gambar 1. Hasil reamplifikasi untuk promotor CaMV 35S dan
amplifikasi untuk promotor gen OsAER1. (A)
Reamplifikasi vektor biner pCAMBIA1301::p35S::gus
dengan primer spesifik untuk promotor CaMV 35S
menghasilkan amplikon berukuran sekitar 500 bp. (B)
Amplifikasi DNA padi cv. Awan Kuning menggunakan
primer spesifik untuk promotor gen OsAER1 mengha-
silkan amplikon berukuran sekitar 2.000 bp. M = 1 Kb
Plus, 35S = fragmen promotor CaMV 35S, OsAER1 =
fragmen promotor gen OsAER1.
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men promotor gen OsAERI mempunyai kesamaan
98% dengan sekuen rujukan (padi cv. Nipponbare)
yang tersedia di basis data (Rice Genome Annotation
Project 2015) (Gambar 2B). Penyebab perbedaan ini
diduga karena fragmen gen OsAERI diisolasi dari
tanaman padi cv. Awan Kuning yang merupakan jenis
padi subsp. indica, sedangkan sekuen rujukan yang
digunakan adalah sekuen padi cv. Nipponbare yang
merupakan jenis padi subsp. japonica.

Pemotongan vektor biner pCAMBIA1300int::
p35S::gus::tNOS dengan enzim restriksi Hindlll-BamHI
menghasilkan fragmen dengan ukuran sekitar 12.000
bp yang merupakan ukuran vektor biner pCAMBIA
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1300int::gus::tNOS dan sekitar 500 bp yang merupa-
kan ukuran fragmen promotor CaMV 35S (Gambar 3A
dan 4A). Pemotongan vektor biner pCAMBIA
1300int::prOsAER]I ::gus::tNOS dengan enzim restriksi
Hindlll-BamHI menghasilkan tiga fragmen dengan
ukuran sekitar 12.000 bp yang merupakan fragmen
pCAMBIA1300int::gus::tNOS dan fragmen dengan
ukuran sekitar 330 bp dan 1.660 bp yang merupakan
fragmen promotor gen OsAERI yang terpotong men-
jadi dua bagian (Gambar 3B dan 4B). Promotor gen
OsAERI mempunyai situs enzim restriksi Hindlll pada
posisi 330 bp ke arah hulu dari kodon start (ATG) se-
hingga jika dipotong dengan enzim HindIll dan

Position: 1526

&00 s00 1000 1200 1400 1500 1800

Coverage Threshold

Conflicts

®

—___|

s
Depth of Goverage ?
18 T

Contig 1

lat,_BASE_2061224_pG_P355_l0_M1[41>1351)
seq.rujukan 353 (1>596)

lst_BASE_2061220_pG_P355_L0_M1 (39> 1267) € === - == === === - - m - Bl

1500 1750 2000 zz250

Coverage Threshold

Conflicts

Nil hIIIII d Ii Wil 1

T

Depth of Coverage

g
i%i__——l

Contig 1 :
lst_BASE_2061226_nG_PN_awrIT_A(34-1171)

pNADPseq{1>2075)
lst_BASE_2637613_pG_FN_AK 1 F3(21>1322)

lst BASE 2051222 pG PN AvrII A{46>1172)

Gambar 2. Hasil analisis perbandingan sekuen vektor biner untuk promotor CaMV 35S dan promotor gen OsAER7 menggunakan program
Sequence Manager. (A) pPCAMBIA1300int::p35S::gus::tNOS yang menunjukkan sekuen promotor CaMV 35S yang berasal dari
reamplifikasi vektor biner pPCAMBIA1301, mempunyai kesamaan 100% dengan sekuen rujukan (National Center for Biotechnology
Information 2016). (B) pCAMBIA 1300int::prOSAER1::gus::tNOS yang menunjukkan sekuen promotor gen OsAER1 yang berasal
dari hasil amplifikasi DNA padi cv. Awan Kuning, mempunyai kesamaan 98% dengan sekuen rujukan padi cv. Nipponbare (Rice

Genome Annotation Project 2015).

M  pC::35S

12.000 bp —>|

500 bp =

M pC::OsAER1

==

<—2.000 bp

<—1.600 bp

<330 bp

Gambar 3. Pemotongan vektor kimera untuk promotor CaMV 35S dan promotor gen OsAER1 dengan enzim
restriksi. (A) Pemotongan vektor kimera pCAMBIA1300int::prCaMV35S::gus::tNOS dengan enzim
restriksi Avrll dan BamHI menghasilkan fragmen dengan ukuran sekitar 500 bp (fragmen promotor
CaMV 35S) dan 12.000 bp (ukuran plasmid pCAMBIA1300int::gus::tNOS). (B) Pemotongan vektor
kimera pCAMBIA1300int::prOsAER1::gus::tNOS dengan enzim restriksi Hindlll dan BamHI meng-
hasilkan fragmen dengan ukuran sekitar 12.000 bp (pCAMBIA1300int::gus::tNOS), 1.660 bp dan 330

bp (dua fragmen promotor gen

OSAERY).

M = 1 Kb Plus, pC:35S = pCAMBIA

1300int::prCaMV35S::gus::tNOS, pC::0OsAER1 = pCAMBIA1300int::prOsAER1::gus::tINOS.
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11.795 kb

VoL. 14 No. 2, DESEMBER 2018:55-64

LB
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Gambar 4. Skema bagian T-DNA vektor biner pCAMBIA1300int dengan situs pemotongan enzim restriksi dan kaset kimera. (A)
Bagian yang membawa konstruk promotor CaMV 35S yang berukuran sekitar 500 bp. (B) Bagian yang membawa
konstruk promotor gen OsAER1 yang berukuran sekitar 2.000 bp. (C) Vektor biner pCAMBIA 1300int::pr35S::gus::tNOS
(SeqBuilder: DNASTAR). (D) Vektor biner pPCAMBIA 1300int::prOsAER1::gus::tNOS (SeqBuilder: DNASTAR).

BamHI akan menghasilkan dua fragmen, yaitu frag-
men dengan ukuran sekitar 330 bp dan 1.660 bp.
Hasil verifikasi ini menunjukkan bahwa vektor biner
rekombinan telah mengandung fragmen promotor
CaMV 35S atau OsAERI. llustrasi kaset kimera vektor
biner pCAMBIA1300int::p35S::gus::tNOS dan pCAMBIA
1300int::prOsAER] ::gus::tNOS yang berhasil dirakit di-
sajikan pada Gambar 4C dan 4D secara berurutan.

Transformasi Transien dan Pengujian Histokimia

Kecambah transgenik yang mengandung kons-
truk gen kimera dan mengekspresikan gen GUS akan
memberikan sinyal warna biru setelah direndam
dalam larutan X-Gluc. Gen GUS hanya diekspresikan
di sel tanaman dan tidak di A. tumefaciens karena
gen GUS pada konstruk yang digunakan untuk trans-
formasi mengandung intron pada daerah N-terminal-
nya (Jouanin et al. 1993). Pada pengujian histokimia,
enzim S-glucuronidase yang disandikan oleh gen GUS
akan mengurai substrat X-Gluc (5-bromo-4—chloro-3-
indolyl-B-D glucuronic acid) dan akan terbentuk se-
nyawa antara indoksil yang larut dalam air, yang se-

lanjutnya melalui reaksi dimerisasi oksidatif meng-
hasilkan dichloro-dibromoindigo (CIBr-indigo) yang
berwarna biru (Hou 2015). Secara alami, di dalam
tanaman tidak ada aktivitas GUS. Dengan demikian,
warna biru di dalam sel atau jaringan yang dihasilkan
pada saat pengujian dengan larutan X-Gluc meng-
gambarkan aktivitas promotor yang mengendalikan
transkripsi gen GUS di lokasi sel atau jaringan yang
menghasilkan warna biru (Cruz et al. 2015).

Hasil transformasi transien pada kecambah tem-
bakau dengan menggunakan Kkonstruk promotor
CaMV 35S::gus dan OsAERI::gus secara umum me-
nunjukkan adanya ekspresi gen GUS pada transfor-
man kecambah tembakau berumur 5 hari (Gambar
5B-5G). Hasil ini menunjukkan bahwa transformasi
transien yang dilakukan telah berhasil mengintro-
duksikan konstruk promotor CaMV 35S::gus dan
OsAERI::gus ke dalam kecambah tembakau.

Ekspresi gen GUS pada transforman yang me-
ngandung konstruk promotor CaMV 35S::gus teramati
di semua bagian transforman kecambah tembakau,
yaitu di organ akar, hipokotil, kotiledon, dan daun.
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Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas promotor CaMV
35S mengarahkan ekspresi gen di semua organ ke-
cambah tembakau berumur 5 hari. Ekspresi gen GUS
pada transforman yang mengandung konstruk pro-
motor gen OsAERI:gus teramati di organ akar,
hipokotil, dan kotiledon (Tabel 2). Hal ini menunjuk-
kan bahwa promotor gen OsAERI mengarahkan eks-
presi suatu gen lebih kuat di organ akar dan kotiledon
kecambah tembakau. Analisis microarray sebelum-
nya menunjukkan bahwa gen OsAERI merupakan
gen yang diekspresikan secara kuat di organ akar
tanaman padi subsp. japonica (National Institute of
Agrobiological Sciences 2016). Sementara itu, kecam-
bah tembakau yang ditransformasi menggunakan
A. tumefasiens strain LBA4404 yang tidak membawa
konstruk vektor biner rekombinan menghasilkan
transforman yang tidak mengekspresikan gen GUS di
semua bagian tanaman pada semua perlakuan
(Gambar 5A).

Kecambah tembakau yang ditransformasi
dengan menggunakan A. fumefaciens yang mengan-
dung konstruk promotor CaMV 35S::gus menghasil-
kan efisiensi transformasi sebesar 100% pada semua
perlakuan. Artinya, semua kecambah yang ditransfor-
masi dengan menggunakan konstruk promotor gen
CaMV 35S mengekspresikan gen GUS. Kecambah
tembakau yang ditransformasi dengan konstruk pro-
motor gen OsAERI:.gus menghasilkan nilai efisiensi
transformasi yang lebih rendah, yaitu antara 63,3—
87,5%. (Tabel 2). Kecambah tembakau yang ditrans-
formasi dengan konstruk promotor gen OsAERI

tersebut tidak semuanya mengekspresikan gen GUS.
Kecambah tembakau yang tidak mengekspresikan
gen GUS sebanyak 12,5-36,7%. Hal ini menunjukkan
bahwa aktivitas promotor CaMV 35S lebih kuat di-
banding dengan promotor gen OsAERI. Telah dike-
tahui bahwa promotor CaMV 35S merupakan jenis
promotor kuat yang diekspresikan secara terus me-
nerus di semua bagian tanaman (Odell et al. 1985).
Pada bagian promotor CaMV 35S, secara alami ter-
dapat elemen-elemen kompleks yang dilibatkan oleh
virus untuk menginfeksi inangnya dan terjadinya
transkripsi yang dikendalikan oleh promotor CaMV
35S tidak bergantung pada protein frans-acting factor
yang ada pada virus saja (Odell et al. 1985) sehingga
promotor tersebut di dalam sel tanaman tetap dapat
mengarahkan ekspresi gen yang berada di bagian
hilirnya. Promotor gen OsAERI mengarahkan eks-
presi gen GUS yang lebih rendah di kecambah tanam-
an tembakau. Promotor gen OsAERI diisolasi dari
tanaman padi yang termasuk golongan monokotil
yang mungkin memberikan aktivitas ekspresi yang
lebih rendah di tanaman tembakau yang merupakan
tanaman dikotil.

Transforman kecambah tembakau yang ditrans-
formasi dengan konstruk promotor CaMV 35S seba-
gian besar mengekpresikan gen GUS di organ akar
dan kotiledon, sedangkan ekspresinya di daun hanya
diperoleh pada kecambah yang ditransformasi
dengan perlakuan vakum selama 30 menit (Tabel 2).
Besar kemungkinan kotiledon dan akar tembakau
lebih mudah dipenetrasi oleh A. tumefaciens diban-

W

v

Gambar 5. Hasil pengujian histokimia kecambah tembakau transgenik berumur 5 hari, gambar diambil dengan perangkat digital
mikroskop OptiLab Advance (Miconos) di bawah mikroskop stereo (Bausch and Lomb) 0,8x. (A) Kecambah tembakau
yang tidak mengekspresikan gen GUS. (B) Kecambah dengan ekspresi gen GUS di kotiledon dan akar. (C) Kecambah
dengan ekspresi gen GUS di kotiledon, daun, dan akar. (D) Kecambah dengan ekspresi gen GUS di kotiledon, hipokaotil,
dan akar. (E) Kecambah dengan ekspresi gen GUS di kotiledon, daun, hipokotil, dan akar. (F) Ekspresi gen GUS di

kotiledon dan daun. (G) Ekspresi gen GUS di kotiledon.
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Tabel 2. Hasil

transformasi

transien pada kecambah

JURNAL AGROBIOGEN

tembakau dengan bantuan A.

pCAMBIA1300int::p35S::gus::tNOS dan pCAMBIA1300int::prOsAER1::gus::tNOS.
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tumefaciens yang mengandung konstruk

Perlakuan Jumlah kecambah tembakau dengan ekspresi gen GUS di organ Jumlah kecambah tembakau
Waktu
perlaku Kotiledon +  Kotiledon +  Kotiledon + hipokoti i i
. pokotil Dengan ekspresi Tanpa ekspresi
Konstruk  OD va"lirl:m Kotiledon + akar akar + daun hipokotil + akar + akar + daun gen GUS gen GUS Total
(menit)
358 0,5 15 28 (80,0) - 7 (20,0) - 35 (100,0) - 35
30 14 (46,7) 8 (26,7) 5(16,7) 3(10,0) 30 (100,0) - 30
1,0 15 30 (83,3) - 6 (16,7) - 36 (100,0) - 36
30 21 (61,8) 5(14,7) 6 (17,6) 2(5,9) 34 (100,0) - 34
OsAER1 0,5 15 21 (67,7) - - - 21 (67,7) 10 (32,3) 31
30 23 (71,9) - 5(15,6) - 28 (87,5) 4 (12,5) 32
1,0 15 19 (63,3) - - - 19 (63,3) 11 (36,7) 30
30 17 (51,5) - 7(21,2) - 24 (72,7) 9 (27,3) 33
LBA4404 0,5 15 - - - - - 31 (100,0) 31
30 - - - - - 34 (100,0) 34
1,0 15 - - - - - 30 (100,0) 30
30 - - - - - 33 (100,0) 33

35S = A. tumefaciens LBA4404 yang mengandung konstruk promotor CaMV 35S::gus, OSAER1 = A. tumefaciens LBA4404 yang mengandung
konstruk promotor OsAERT::gus, LBA4404 = A. tumefaciens LBA4404 yang tidak mengandung vektor rekombinan. Angka dalam kurung

menyatakan persentase.

ding dengan organ hipokotil dan daun. Perbedaan
dalam efisiensi transformasi antarorgan yang berbeda
pada tanaman yang sama telah ditunjukkan oleh
Marionet al. (2008) yang menggunakan eksplan ke-
cambah Arabidopsis untuk transformasi transien.
Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa efisien-
si transformasi pada organ kotiledon muda lebih
tinggi dibanding dengan akar dan daun.

Pengaruh perlakuan kerapatan bakteri dalam
meningkatkan efisiensi transformasi dapat dilihat
pada transformasi yang menggunakan konstruk
promotor gen OsAER]. Transformasi transien dengan
menggunakan ODg, = 0,5 yang dikombinasikan
dengan vakum selama 15 menit dapat meningkatkan
efisiensi transformasi sebesar 4,4% dibanding dengan
ODgy = 1,0, sedangkan perlakuan dengan kerapatan
bakteri ODg,, = 0,5 dengan vakum selama 30 menit
dapat meningkatkan efisiensi transformasi sebesar
14,8% dibanding dengan ODg,, = 1,0 (Tabel 2). Hal ini
menunjukkan bahwa kerapatan A. tumefaciens
dengan ODg,, = 0,5 sudah cukup untuk menginfeksi
tanaman. Kerapatan bakteri yang tinggi cenderung
menyebabkan pertumbuhan bakteri yang berlebihan
dan tidak efektif dalam menginfeksi sel tanaman (Li
etal. 2017).

Transforman kecambah tembakau yang meng-
ekspresikan gen GUS di organ daun hanya diperoleh
pada kecambah yang ditransformasi menggunakan
konstruk promotor CaMV 35S::gus dengan perlakuan
vakum selama 30 menit pada semua perlakuan ke-
rapatan bakteri (Tabel 2). Sementara itu, perlakuan
vakum selama 15 menit pada semua perlakuan ke-
rapatan bakteri tidak menunjukkan adanya transfor-

man yang mengekspresikan gen GUS di organ daun.
Hasil ini menunjukkan bahwa durasi perlakuan
vakum dapat membantu A. tumefaciens masuk ke
dalam jaringan daun. Penelitian yang dilakukan oleh
Dewanto dan Suhandono (2016) menunjukkan bah-
wa perlakuan vakum dapat meningkatkan ekspresi
gen GUS di daun cocor bebek.

Kecambah tembakau yang ditransformasi
dengan promotor gen OsAERI dengan perlakuan
vakum selama 30 menit menunjukkan efisiensi trans-
formasi yang lebih tinggi dibanding dengan perlakuan
menggunakan vakum selama 15 menit pada kedua
kerapatan bakteri (Tabel 2). Selain perlakuan vakum,
faktor penunjang peningkatan efisiensi transformasi
transien adalah penambahan surfaktan Tween-20 ke
dalam media kokultivasi. Penambahan surfaktan ke
dalam media infeksi akan membantu penetrasi
A. tumefaciens ke dalam jaringan tanaman sehingga
dapat meningkatkan transfer T-DNA ke dalam sel
tanaman (Dehestani et al. 2010; Guo et al. 2015).
Tween-20 yang bersifat hidrofobik akan membantu
menurunkan tegangan permukaan jaringan tanaman
sehingga suspensi A. tumefaciens dapat melekat
merata di seluruh permukaan jaringan dan akan
meningkatkan penetrasi bakteri ke dalam jaringan
tanaman. Konsentrasi dan jenis surfaktan dapat me-
mengaruhi efisiensi transformasi transien. Penelitian
yang dilakukan oleh Dehestani et al. (2010) menun-
jukkan bahwa aplikasi surfaktan Silwet L-77 pada
konsentrasi 0,05% yang dikombinasikan dengan per-
lakuan vakum adalah teknik yang paling baik untuk
transformasi tanaman Arabidopsis secara in planta
dengan bantuan A. tumefaciens dibanding dengan
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penggunaan Tween-20 dan Triton-X100. Pada kon-
sentrasi lebih rendah (0,015%), Silwet L-77 adalah
surfaktan yang terbaik dalam menghasilkan transfor-
man yang mengekspresikan gen GFP pada percoba-
an transformasi transien dengan vakum infiltrasi pada
tanaman Populus (Takata dan Eriksson 2012).

KESIMPULAN

Fragmen promotor CaMV 35S telah berhasil di-
isolasi dari vektor biner pCAMBIA1301 yang meng-
hasilkan amplikon berukuran sekitar 500 bp, sedang-
kan promotor gen OsAER] telah berhasil diamplifikasi
dari DNA padi cv. Awan Kuning yang menghasilkan
amplikon dengan ukuran sekitar 2.000 bp. Kedua pro-
motor tersebut telah berhasil dirakit ke dalam vektor
biner yang mengandung gen GUS sehingga diperoleh
kaset kimera vektor biner pCAMBIA1300int::p35S::
gus:tNOS dan pCAMBIA1300int::prOsAERI::gus::
tNOS. Konstruk kaset kimera tersebut telah diguna-
kan untuk transformasi kecambah tembakau ber-
umur 5 hari secara transien dengan bantuan
A. tumefaciens strain LBA4404. Hasil transformasi
transien menunjukkan bahwa lokalisasi ekspresi GUS
pada Kkecambah tembakau yang ditransformasi
menggunakan promotor CaMV 35S dapat diamati di
semua organ, sedangkan pada kecambah tembakau
yang ditransformasi dengan promotor gen OsAERI
ekspresi gen GUS terjadi di organ akar, hipokotil, dan
kotiledon, tetapi tidak terekspresi di daun. Efisiensi
transformasi pada kecambah yang ditransformasi
dengan konstruk yang mengandung promotor CaMV
35S::gusdan OsAERI:gus masing-masing sebesar
100% dan 63,3-87,5%. Metode transformasi transien
yang efisien ditunjukkan oleh metode yang meng-
gunakan kerapatan bakteri dengan ODg, = 0,5 di-
kombinasikan dengan perlakuan vakum selama 30
menit.
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