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PENDAHULUAN 

ada beberapa dekade terakhir, pendekatan pemuliaan 
konvensional, mutasi, dan molekuler telah berkontri-
busi besar untuk meningkatkan produktivitas padi. 

Namun demikian, hasil padi secara gradual menurun pada 
dekade terakhir ini. Hal ini karena adanya perubahan iklim 
global yang ekstrim, munculnya serangga hama dan patogen, 
dan masalah lingkungan lainnya. Oleh karena itu, sangatlah 
mendesak di dalam program pemuliaan padi untuk mempunyai 
teknologi modern yang dapat mengembangkan varietas padi 
baru dengan potensi hasil yang lebih tinggi, lebih toleran ter-
hadap cekaman abiotik, dan lebih tahan terhadap serangga dan 
penyakit utama.  

Perkembangan bioteknologi telah berperan menjadi mitra bagi 
pemuliaan klasik untuk dapat merakit tanaman dengan keung-
gulan yang lebih baik. Pemuliaan berbasis marka molekuler atau 
lebih sering disebut dengan marker assisted selection merupakan 
salah satu contoh keberhasilan bioteknologi untuk mendukung 

P 



 366 | Pemanfaatan SDG dan Bioteknologi untuk Mendukung Pertanian Berkelanjutan 

perbaikan tanaman pertanian. Di bidang rekayasa genetika, 
produk tanaman dengan sifat-sifat baru juga sudah banyak di-
rakit, sebagai contohnya adalah jagung Bt11 dari Monsato yang 
tahan hama penggerek batang menggunakan gen ketahanan dari 
bakteri Bacillus thuringiensis (http://www.isaaa.org/ 
gmapprovaldatabase/cropslist/default.asp). 

Pemuliaan konvensional mendasarkan pada variasi genetik 
alami yang ada dan diperlukan program silang balik yang ekstensif 
untuk menambahkan karakter yang diinginkan ke tanaman elit. 
Akan tetapi, ketersediaan alel-alel yang menguntungkan atau 
adanya variasi genetik di alam terbatas untuk dapat dimanfaat-
kan menggunakan pendekatan ini (Manshardt 2004). Sementara 
itu, pemuliaan melalui mutagenesis acak (mutasi fisik, kimia atau 
biologi) dapat menghasilkan mutasi banyak sifat dan perubahan 
yang tidak diinginkan. Pemuliaan mutasi ini juga harus diikuti 
dengan skrining populasi yang sangat besar dan banyak mema-
kan waktu untuk mengidentifikasi mutan dengan karakter-
karakter yang diinginkan (McCallum et al. 2000). Pemuliaan 
mutasi biasanya mempunyai frekuensi yang sangat rendah (0,1 % 
dari mutasi total). Sementara itu, pemuliaan menggunakan 
bantuan marka seringkali sangat mahal dan keterpautan marka 
dengan sifat yang diinginkan terkadang sangat sulit, dan menyita 
waktu. Rekayasa genetik tanaman akan menghasilkan produk 
yang memerlukan proses regulasi yang kompleks dan persyarat-
an yang memakan waktu dan analisis keamanan yang mahal 
(Lusser et al. 2012). 

Penemuan teknologi pengeditan genom telah membuka pe-
luang untuk perbaikan atau modifikasi tanaman yang lebih 
efisien dan presisi. Pengeditan genom lebih terarah mengguna-
kan nuclease artifisial yang memiliki potensi untuk mempercepat 
penelitian dasar dan pemuliaan tanaman melalui modifikasi 
genom secara tepat dan terprediksi (Bortesi & Fisher 2015). Peng-
editan genom pada situs spesifik juga memungkinkan melakukan 

http://www.isaaa.org/


 Teknologi Genom Editing CRISPR/Cas9 untuk Perbaikan Tanaman Padi | 367

penelitian di bidang reverse genetic, rekayasa genom dan integrasi 
transgen terarah (targeted transgene integration) dengan cara yang 
lebih efisien dan presisi. Teknologi ini melibatkan introduksi 
potongan DNA utas ganda terarah (DNA double-strand breaks, 
DSBs) menggunakan nuclease yang sudah direkayasa untuk 
menstimulasi mekanisme reparasi DNA secara seluler (Bortesi & 
Fisher 2015; Abdallah et al. 2015). 

Teknologi CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeat) adalah teknologi terobosan terbaru untuk 
pengeditan genom. CRISPR pertama kali diidentifikasi pada 
genom Escherichia coli pada tahun 1987 (Ishino et al. 1987). Teknik 
pengeditan genom yang banyak digunakan sebelumnya adalah 
zinc finger nuclease (ZFNs; Kim et al. 1996) dan transcription 
activator-like effector nucleases (TALENs, Christian et al. 2010). 
Keduanya merupakan protein fusi artifisial yang terdiri atas 
sebuah domain pengikatan DNA yang dimodifikasi difusikan 
dengan domain enzim restriksi nuclease nonspesifik FokI, dan fusi 
tersebut telah berhasil digunakan pada banyak organisme ter-
masuk tanaman (Jankele & Svoboda 2014; Palpant and Dudzinski 
2013). Di antara teknik pengeditan genom, teknik CRISPR/Cas9 
merupakan sistem modifikasi genom terarah yang paling banyak 
dikembangkan dikarenakan sistem ini lebih efisien, tidak mahal, 
mudah, dan tidak komplek (Abdallah et al. 2015; Mishra & Zhao 
2018). 

Tujuan penulisan makalah ini adalah untuk mempelajari 
peluang dan kemungkinan aplikasi teknologi pengeditan gen/ 
genom untuk perbaikan tanaman dalam rangka menghasilkan 
varietas tanaman padi baru yang lebih unggul.  

PENGENALAN TEKNOLOGI GENOM EDITING  

Asal muasal CRISPRs diketahui sebagai elemen-elemen gene-
tik yang memberikan imunitas kepada bakteri untuk melindungi 
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diri dari serangan virus. Mekanisme proteksi bakteri tersebut 
meliputi 3 tahap utama yaitu adaptasi, transkripsi dan inter-
ferensi (Abdallah et al. 2015). Tahap adaptasi adalah ketika DNA 
asing masuk ke sel bakteri, sebuah fragmen pendek disisipkan 
pada lokus CRISPR. Tahap transkripsi, lokus CRISPR yang meli-
puti spacer, ditranskripsikan selama proses melawan DNA invasif 
dan diproses menjadi RNA-RNA CRISPR kecil (CRISPR RNA 
atau crRNA) dengan panjang sekitar 40 basa, serta digabungkan 
dengan trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA) untuk meng-
aktivasi dan menuntun nuclease Cas9 (Barrangou et al. 2007). Gen 
Cas (CRISPR associated) terletak dekat dengan kaset CRISPR 
yang mengekspresikan protein dan mempunyai aktivitas helicase 
dan nuclease (Haft et al. 2005) (Gambar 3.10).  

Tahap yang terakhir, yaitu interferensi meliputi terbentuknya 
kompleks antara tracrRNA-crRNA-Cas9 pada ujung 3’ dari 
struktur dupleks tracrRNA-crRNA dan berikatan dengan protein 
Cas. Kompleks ini akan memotong sekuen DNA utas ganda 

 

Sumber: Abdallah et al. (2015) 

Gambar 3.10. Pemotongan DNA yang dituntun RNA dengan Cas9. Elemen CRISPR 
terdiri dari sebuah kompleks RNA non-coding (sgRNA) dan protein 
Cas9 (CRISPR associated) yang mempunyai aktivitas nuclease. Protein 
Cas9 akan memotong DNA yang mempunyai sebuah motif konservat 
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homolog yang dikenal sebagai protospacer pada DNA asing. 
Sebuah prasyarat untuk proses pemotongan adalah adanya 
sebuah motif konservatif yang berdekatan dengan protospacer 
(protospacer-adjacent motif, PAM) di ujung downstream DNA target, 
yang biasanya mempunyai sekuen 5’-NGG-3’ atau 5’-NAG-3’ 
(sekuen ini sangat jarang). Elemen CRISPR terdiri dari sebuah 
kompleks RNA noncoding dan protein Cas (CRISPR associated) 
yang mempunyai aktivitas nuclease. Pengenalan oleh sistem 
CRISPR/Cas dilakukan melalui interaksi komplementer antara 
RNA noncoding dan DNA target. 

Sistem CRISPR yang sekarang paling banyak digunakan 
untuk pengeditan genom/gen adalah CRISPR/Cas9 (CRISPR-
associated) tipe II dari Streptococcus pyogenes (Jinek et al. 2012). 
Sistem ini mendasarkan pada nuclease artifisial yang dikom-
binasikan dengan RNA penuntun (RNA-guided) dan teknologi ini 
sangat menjanjikan karena kesederhanaan, efisiensi dan dapat 
digunakan dalam banyak fungsi (versatility).  

Pengeditan genom dengan sistem CRISPR/Cas9 dapat dilaku-
kan dengan cara yang berbeda tergantung pada jalur reparasi 
(repair pathway) dan ketersediaan dari cetakan untuk reparasi 
(Bortesi & Fisher 2015). Sistem CRISPR/Cas9 dapat membentuk 
potongan utas ganda (double-stranded breaks, DSBs) pada daerah 
target DNA yang selanjutnya akan direparasi oleh mekanisme 
reparasi alami dari sel itu sendiri. Terdapat dua jalur reparasi 
DSB yang telah diketahui yaitu non-homologous end joining (NHEJ) 
dan homologous recombination (HR). Jalur NHEJ pada dasarnya 
sangat mudah mengalami kesalahan sehingga menyebabkan 
insersi atau delesi (indel) acak yang dapat menghasilkan mutasi 
frameshift apabila terjadi pada daerah pengkode dari sebuah gen 
dan menghasilkan sebuah gen yang knockout (Bortesi & Fisher 
2015; Mishra & Zhao 2018). Selain itu ketika DSB menghasilkan 
ujung overhang, NHEJ dapat membantu mengintroduksi target 
DNA utas ganda dengan ujung yang kompatibel. Apabila target 
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mempunyai daerah homologi dengan sekuen di sekitar DSB, 
DNA yang rusak dapat direparasi dengan HR dan mekanisme ini 
dapat dimanfaatkan untuk memperoleh modifikasi atau penyi-
sipan gen yang presisi. Meskipun potongan yang dihasilkan pada 
kedua utas DNA menginduksi rekombinasi pada lokus genomik 
spesifik, sejauh ini NHEJ merupakan mekanisme reparasi DSB 
yang paling umum terdapat pada banyak organisme, termasuk 
tanaman tingkat tinggi, dan frekuensi integrasi target oleh HR 
masih jauh lebih rendah dibandingkan dengan integrasi acak 
(Puchta 2005). 

Secara umum, sistem pengeditan genom CRISPR/Cas9 mem-
punyai kelebihan dibandingkan dengan teknik pengeditan 
genom sebelumnya, yaitu Zinc Finger Nucleases (ZFNs), 
Transcriptional activator-like effector nucleases (TALENs), di 
antaranya adalah: 
1. Sistem CRISPR/Cas9 terdiri dari sebuah protein monomerik 

tunggal (Cas9) dan sebuah RNA kimerik non fungsional 
(sgRNA). Spesifisitas target terletak pada sekuen 20 
nukleotida gRNA dan pemotongan dilakukan oleh protein 
Cas9. Desain ZFNs lebih sulit karena sifatnya yang kompleks 
berupa interaksi antara zinc finger dan DNA dan keterbatasan 
lainnya disebabkan oleh spesifisitas yang sangat tergantung 
pada konteks situs spesifik atau gen yang akan diedit. 
TALENs lebih mudah untuk didesain karena ada aturan 
pengenalan satu per satu antara pengulangan protein dan 
sekuen nukleotida, dan konstruksinya telah dibuat lebih 
sederhana dengan teknik perakitan DNA yang efisien. Namun 
demikian, TALENs mendasarkan pada sekuen pengulangan 
yang tinggi sehingga dapat memicu rekombinasi homolog 
secara in vivo. Sementara itu, pemotongan pada sistem gRNA-
CRISPR mendasarkan pada perpasangan basa Watson-Crick 
yang sederhana dengan sekuen target DNA, sehingga reka-
yasa protein untuk masing-masing target tidak diperlukan, 
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dan hanya 20 nukleotida pada gRNA yang perlu dimodifikasi 
untuk mengenali target yang berbeda. ZFNs dan TALENs ber-
fungsi sebagai dimers dan hanya komponen-komponen pro-
tein yang diperlukan. Spesifisitas sekuen target terletak pada 
domain pengikatan DNA dari masing-masing polipeptida dan 
pemotongan dilakukan oleh domain nuclease FokI. 

2. Pada sistem CRISPR/Cas9, enzim Cas9 mempunyai dua 
domain pemotongan RuvC dan NHN (Gambar 3.11), yang 
memotong 3 nukleotida DNA target di ujung PAM yang 
menghasilkan ujung tumpul, namun kadang-kadang juga 
menghasilkan ujung overhang dengan panjang 1–2 nukleotida. 
Ujung overhang tersebut bermanfaat untuk insersi molekul 
DNA secara presisi dengan ujung yang kompatibel dengan 
bantuan enzim ligase melalui NHEJ. Sistem ZFNs dan 
TALENs keduanya membawa domain katalitik endonuklease 
restriksi FokI yang menghasilkan DSB dengan ujung kohesif 
dengan panjang bervariasi tergantung pada linker dan spacer.  

3. Sistem CRISPR/Cas9 dari S. pyogenes hanya memerlukan 
adanya motif PAM NGG (atau NAG) pada downstream sekuen 
target. Akan tetapi, perpasangan sekuen spacer yang tidak 
tepat dapat menghasilkan pemotongan pada posisi off-target, 
yang berarti bahwa sekuen gRNA harus dipilih secara hati-
hati untuk menghindarkan artifak-artifak yang demikian 
sehingga mengurangi jumlah target yang dapat digunakan 
secara praktis. ZFNs secara teori dapat diarahkan ke semua 
sekuen pada genom tetapi pada prakteknya pemilihan target 
dibatasi oleh ketersediaan modul berdasarkan platform 
rakitan yang tergantung pada tujuannya. Sebuah pasangan 
ZFN fungsional dapat dipreparasi untuk setiap rata-rata 100 
bp sekuen DNA menggunakan pustaka yang tersedia secara 
umum. Sementara target TALENs dibatasi oleh harus adanya 
residu timidin pada posisi pertama. Tidak semua TALENs 
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bekerja secara efisien sehingga terkadang gagal untuk meng-
hasilkan mutasi yang diharapkan dan ini berarti bahwa setiap 
pasangan TALEN harus tervalidasi secara eksperimental. 

APLIKASI SISTEM GENOM EDITING CRISPR/CAS9 
PADA TANAMAN PADI 

Studi awal yang mendemontrasikan aplikasi pengeditan 
genom pada tanaman telah dilaporkan pada spesies tanaman 
model Arabidopsis thaliana dan Nicotiana benthamiana (Feng et al. 
2013; Li et al. 2013; Nekrasov et al. 2013). Setelah itu, laporan 
tentang aplikasi pengeditan genom pada tanaman budi daya 
mulai bermunculan, seperti pada padi (Jiang et al. 2013; Shan et al. 
2013; Xu et al. 2014; Santoso et al. 2015; Wang et al. 2016), gandum 
(Shan et al. 2013; Wang et al. 2014), jagung (Char et al. 2016), 
kentang (Butler et al. 2015), tomat (Pan et al. 2016) dan jeruk 
manis (Jia & Wang. 2014). Pada beberapa tahun terakhir, CRIPSR/ 

 

(Modifikasi dari Mishra and Zhao, 2018). 

Gambar 3.11. Sistem CRISPR/Cas9 menghasilkan DSBs dan jalur reparasi DSB 
nonhomologous end joining (NHEJ) dan homologous recombination 
(HR) 
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Cas9 telah digunakan untuk mengembangkan varietas padi 
dengan sifat unggul, yang meliputi ketahanan penyakit dan 
toleran terhadap cekaman abiotik, perbaikan nutrisi dan 
peningkatan produktivitas (Tabel 3.5).  

Tabel 3.5. Daftar gen target pengeditan genom CRISPR/Cas9 untuk perbaikan genetik 
tanaman padi. 

Aspek aplikasi Gen target Fungsi molekuler Referensi 

Perbaikan hasil 
dan kualitas 

GW2, GW5 dan 
TGW6 

Peningkatan berat biji Xu et al. 2016 

 Hd2, Hd4 dan Hd5 Berbunga awal Li et al. 2017 
 CSA Galur mandul jantan 

dikontrol fotoperiod 
Li M et al. 2016 

 Gn1a, DEP1, GS3, 
IPA1, Sd-1 

Perbaikan jumlah biji, 
arsitektur malai, 
ukuran biji, dan 
arsitektur tanaman 

Li M et al. 2016; 
Santoso et al. 2016 

 CCD7 Peningkatan jumlah 
anakan 

Miao et al. 2018 

 PYLs Peningkatan 
pertumbuhan dan 
produktivitas 

Miao et al. 2018 

 Badh2 Peningkatan aroma Shao et al. 2017 
Toleransi cekaman 
biotik 

OsERF2910 Peningkatan 
ketahanan terhadap 
blas 

Wang et al. 2016 

 OsSWEET13 Peningkatan 
ketahanan terhadap 
HDB 

Zhou et al. 2015 

Toleransi cekaman 
abiotik 

BEL Tahan herbisida Xu et al. 2014 

 OsALS Tahan herbisida Sun et al. 2016 
 OsSAPK2 Toleran kekeringan Lou et al. 2017 
Perbaikan nilai gizi OsNramp5 Kandungan Cd 

rendah 
Tang et al. 2017 

 SBEIIb dan SBEI Kandungan amilase 
tinggi 

Sun et al. 2017 
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PERBAIKAN KARAKTER KOMPONEN HASIL 

Karakter komponen hasil dan kualitas benih padi merupakan 
sifat-sifat kuantitatif yang dikendalikan oleh banyak lokus 
genomik. Komponen utama penentu produktivitas padi di 
antaranya ditentukan oleh 3 karakter utama yaitu jumlah malai 
pertanaman, jumlah bulir per malai, dan bobot biji (Xing & 
Zhang, 2010). Perbaikan ketiga karakter tersebut dilakukan 
dengan meng-knock out gen-gen pengendali karakter tersebut 
yaitu gen GS3, DEP1, GS5, GW2, Gn1a, dan TGW6 yang dike-
tahui bahwa gen-gen tersebut merupakan regulator negatif dari 
ukuran biji, jumlah dan bobot biji (Zhang et al. 2017). Empat gen 
Gn1a, DEP1, GS3, dan IPA1 masing-masing telah diedit meng-
gunakan sistem CRISPR/Cas9 menghasilkan fenotipe yang di-
harapkan seperti malai yang tegak dan rapat dan ukuran biji 
yang lebih besar (Li et al. 2016). Pada studi yang lain, mutasi tiga 
gen untuk bobot biji secara simultan, GW2, GW5, dan TGW6 
menggunakan CRISPR/Cas9 menghasilkan peningkatan sebesar 
29,3% terhadap karakter bobot 1000 biji pada mutan triple null 
(Xu et al. 2016). Hasil ini menggambarkan bahwa piramiding 
mutan null gen-gen untuk hasil pada satu kultivar melalui peng-
editan multigen akan sangat penting pada pengaturan komponen 
hasil padi.  

Demikian juga, umur berbunga padi juga merupakan sifat 
agronomi penting yang berkontribusi terhadap hasil. Pengeditan 
genome dengan sistem CRISPR/Cas9 digunakan untuk pengem-
bangan sebuah pendekatan pemuliaan yang sangat efisien 
dengan mutagenesis terarah pada tiga gen utama (Hd2, Hd4, dan 
Hd5) yang diketahui berpengaruh negatif terhadap umur ber-
bunga (Li et al. 2017). Hasil menunjukkan bahwa umur berbunga 
dari 9 galur padi dari turunan mutan mempunyai umur lebih 
genjah. 
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Pertumbuhan dan hasil juga dikendalikan oleh beberapa 
fitohormon dan jejaring pensinyalan yang saling tumpah tindih. 
Asam absisat (ABA), sebuah fitohormon penting, dikendalikan 
oleh komponen soluble pyrabactin resistance 1 (PYR1)/PYR1–like 
(PYL)/regulatory dari protein family reseptor ABA (RCAR). 
Teknologi CRISPR/Cas9 juga digunaka secara efisien untuk 
mengedit gen PYL grup I (PYL1–PYL6) dan grup II (PYL7–PYL11 
dan PYL13) pada padi yang menyebabkan peningkatan pertum-
buhan dan produktivitas pada padi (Miao et al. 2018). 

Gen sd-1 (semi dwarf-1) yang mengkode GA20 ox-2 
(Spielmeyer et al. 2002) merupakan enzim kunci dalam biosintesis 
hormon pertumbuhan tanaman gibberellin. Mutasi delesi pada 
gen GA20 ox-2 menciptakan kodon stop prematur, yang menye-
babkan penurunan jumlah GA20, dan menyebabkan postur 
tanaman padi menjadi pendek. Postur tanaman yang pendek ini 
memiliki efek pleiotropik pada jumlah anakan yang banyak, 
arsitektur daun yang tegak sehingga mampu menangkap energi 
cahaya lebih banyak, indeks panen yang lebih tinggi, dan tanam-
an lebih responsif terhadap pemupukan nitrogen, sehingga 
produktivitas tanaman meningkat secara nyata (Xia et al. 1991; 
Courtois et al. 1995). Teknologi CRISPR/Cas9 telah berhasil meng-
edit gen GA20ox-2 pada padi model kultivar Kitaake (Santoso et 
al. 2016). Galur padi mutan mempunyai tambahan dua basa A 
dan menghasilkan fenotipe tinggi tanaman yang jauh lebih 
pendek dari padi kontrol (Gambar 3.12). 

PEMBENTUKAN PADI HIBRIDA 

Teknologi CRISPR/Cas9 juga telah digunakan untuk mengin-
duksi mutasi spesifik pada gen sensitif panas TMS5 untuk 
mengembangkan galur padi indica TGMS baru hanya dalam 
waktu satu tahun (Zhou et al. 2016). Selain itu, pengeditan 
CRISPR/Cas9 digunakan untuk menarget gen carbon starved 
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anther (CSA), sebuah lokus yang bertanggung jawab terhadap 
karakter mandul jantan pada kondisi kondisi hari pendek dan 
mandul jantan pada kondisi hari panjang pada padi japonica 
untuk mengembangkan galur-galur PGMS terbalik (Li et al. 2016). 
Oleh karena itu, teknologi CRISPR/Cas9 dapat mempercepat 
pemuliaan galur TGMS dimana tahap pertama menuju aplikasi 
skala besar pada pemuliaan padi hibrida 2 jalan. 

PERBAIKAN KETAHANAN TERHADAP CEKAMAN BIOTIK 

Kehilangan hasil pada padi dan rendahnya kualitas hasil da-
pat disebabkan oleh agen biotik yang meliputi bakteri, cendawan, 
virus dan serangga hama (Heinrich & Muniappan 2017). 
Beberapa gen yang berhubungan dengan penyakit telah dimutasi 
menggunakan pengeditan genom untuk meningkatkan toleransi 
tanaman terhadap serangan penyakit pada padi. Penyakit hawar 
daun bakteri (HDB) yang disebabkan oleh Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae (Xoo), merupakan ancaman utama pada pertanaman padi. 
Pendekatan pemuliaan konvensional dan molekuler telah meng-
hasilkan varietas padi untuk mengendalikan penyakit tersebut 
(Pradhan et al. 2015). Namun demikian, munculnya patotipe 
virulen baru telah menyebabkan munculnya pendekatan baru 
untuk mengatasi penyakit hawar daun tersebut. Teknologi 
CRISPR/Cas9 telah digunakan untuk mengkonstruksi sebuah 
mutasi null pada gen OsSWEET13 untuk mencegah netralisasi-
nya oleh gen efektor TAL pthXo2 yang menyebabkan peningkat-
an ketahanan terhadap HDB pada padi indica IR24 (Zhou et al. 
2015).  

Penyakit blas padi yang disebabkan oleh cendawan 
ascomycetes Magnaporthe oryzae merupakan penyakit paling 
merusak pada padi dan merupakan ancaman untuk ketahanan 
pangan dunia (Zhang et al. 2014). Blas dapat menyebabkan ke-
hilangan hasil 60-100% pada area produksi padi skala luas dan 
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pada kondisi lingkungan yang sesuai (Kihoro et al. 2013). Usaha 
yang sangat nyata telah dibuat untuk mengembangkan kultivar 
yang tahan blas dengan menggunakan pendekatan molekuler 
dan genomik. Pemuliaan ketahanan tanaman inang secara 
konvensional telah mempunyai peranan yang sangat penting 
pada pengembangan ketahanan blas baru (Ashkani et al. 2015). 
Namun demikian, teknologi tersebut sangat menyita waktu dan 
banyak tahapan yang harus dilakukan. Lebih lanjut, munculnya 
variabilitas patogen blas baru sering menyebabkan patahnya 
kultivar yang tahan. Perkembangan terbaru dari teknologi peng-
editan genom dapat menjadi alternatif yang sesuai untuk me-
ningkatkan ketahanan padi terhadap M. oryzae. CRISPR/Ca9 
yang diarahkan untuk meng-knock out gen faktor transkripsi 
OsERF922 telah menunjukkan adanya peningkatan ketahanan 
terhadap blas padi (Wang et al., 2016). Galur tanaman homosigot 
T2 memperlihatkan jumlah lesion blast sangat nyata menurun 
dibandingkan dengan tanaman tipe liarnya. Hal ini menggambar-
kan bahwa CRISPR/Cas9 merupakan pendekatan yang bermanfa-
at untuk meningkatkan ketahanan blas pada padi. 

Penyakit tungro padi (RTD) merupakan penyakit penting lain 
pada padi yang sangat mempengaruhi produksi padi hampir di 
semua negara Asia. Hal ini disebabkan oleh interaksi dua virus 
berbeda, yaitu, rice tungro spherical virus (RTSV) dan rice tungro 
baciliform virus (RTBV) (Mishra & Zhao 2018). Pemuliaan eksten-
sif untuk pengembangan ketahanan dan evaluasi galur isogenik 
yang tahan menunjukkan bahwa gen faktor inisiasi translasi 4 
gamma (elF4G) bertanggung jawab untuk ketahanan RTSV dan 
residu YVV dari elF4G diketahui berasosiasi dengan reaksi 
terhadap RTSV (Lee et al. 2010). Pengeditan gen elF4G dengan 
CRISPR/Cas9 dilaporkan pada padi yang rentan terhadap RTSV, 
IR64, sebagai usaha untuk mengembangkan sumber ketahanan 
baru terhadap RTD (Macovei et al. 2018). Alel elF4G baru di-
transmisikan ke generasi T1 dan T2 dengan tidak ada mutasi 
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terdeteksi diluar situs target. Tanaman tahan RTSV dengan alel 
elF4G baru dapat digunakan sebagai materi yang bermanfaat 
untuk mengembangkan varietas yang lebih tahan terhadap 
RTSV. 

PERBAIKAN TOLERANSI TERHADAP CEKAMAN 
ABIOTIK 

Gen bentazon sensitif lethal (BEL) pada padi membawa 
ketahanan terhadap herbisida bentazon dan sulfonylurea dan 
mutan loss-of-function dari gen bel menjadi sensitif terhadap 
herbisida (Pan et al. 2006). Mutan bel sering digunakan pada 
seleksi kontaminasi biji pada sistem produksi padi hibrida. 
Meskipun BEL sangat nyata dalam menentukan keamanan 
produksi padi hibrida, aplikasinya selalu dibatasi karena sumber 
daya genetik alami yang terbatas. Oleh karena itu, mutasi gen 
BEL dengan CRISPR/Cas9 telah diuji pada padi menggunakan 
transfer gen melalui A. tumefaciens (Xu et al. 2014). Transforman 
CRISPR/Cas9 yang stabil menunjukkan efisiensi mutagenik 2-
16% sementara analisis fenotipik memperlihatkan bahwa tanam-
an transgenik termutasi bialelik sensitif terhadap bentazon. 

Pada saat ini, mutasi dengan pengeditan genom telah berhasil 
mengintroduksi gen ALS untuk menghasilkan varietas padi 
toleran herbisida (Sun et al. 2016). Rekombinasi homologi (HR) 
dengan CRISPR/Cas9 telah dilakukan untuk mengintroduksikan 
mutasi multi-titik yang berbeda pada gen ALS padi (Sun et al. 
2016). Skrining fenotipik menunjukkan bahwa tanaman tipe liar 
mati setelah 36 hari disemprot dengan bispyribac sodium (BS) 
sementara galur edit menunjukkan toleransi terhadap BS dan 
tumbuh normal. Jadi, sistem genome editing dapat secara efisien 
digunakan untuk menghasilkan tanaman padi toleran herbisida 
homosigot dalam satu generasi.  
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Bibit padi umumnya sensitif terhadap suhu dingin khususnya 
pada tahap perkecambahan. Perbaikan toleransi padi terhadap 
suhu dingin dapat secara meningkatkan produktivitas padi. 
TIFY1b, sebuah faktor transkripsi, merupakan salah satu gen 
yang terlibat dalam toleransi terhadap dingin pada padi. 
Teknologi CRISPR/ Cas9 telah dilakukan untuk mengedit gen 
TIFY1b dan gen homologi TIFY1a (Huang et al. 2017). Mutasi titik 
spesifik teramati pada tanaman padi T0. Penelitian mengindi-
kasikan galur mutan TIFF1 dapat digunakan untk mempelajari 
peranan gen TIFY1 pada adaptasi padi terhadap suhu rendah. 

PERBAIKAN MUTU BERAS  

Kandungan amilase (AC) yang tinggi dan pati resistan (RS) 
meningkatkan kesehatan manusia dan mengurangi risiko penyakit 
serius termasuk hipertensi, diabetes dan kanker usus (Chen et al. 
2012). Oleh karena itu, perlu untuk mengembangkan varietas 
padi dengan AC dan RS tinggi untuk mengatasi tantangan yang 
muncul pada nilai gizi untuk kesehatan masyarakat. Teknologi 
CRISPR/Cas9 telah berhasil digunakan untuk merakit padi 
amilosa tinggi dengan mengarahkan pada dua enzim SBEI dan 
SBEIIb (Sun et al. 2017). Mutan sbeII menunjukkan peningkatan 
yang nyata pada kandungan AC dan RS masing-masing sebesar 
25 dan 9,8. Hal ini menggambarkan bahwa SBEII memainkan 
peranan yang nyata dalam menentukan struktur dan sifat nilai 
gizi dari pati dan pengeditan SBEIIb dengan CRISPR/Cas9 akan 
menjadi penting di dalam pengembangan varietas padi yang 
tinggi amilase dan RS. 

Pengeditan genom juga dapat digunakan untuk memodifikasi 
gen-gen padi yang menghasilkan varietas padi non-toksik dan 
lebih sehat. Kadmium (Cd) adalah logam berat yang sangat 
toksik yang menyebabkan efek kesehatan yang serius pada 
manusia yang mengonsumsi padi sebagai bahan pangan pokok. 
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Sistem pengeditan CRISPR/Cas9 saat ini telah digunakan untuk 
mengembangkan galur padi indica dengan akumulasi Cd rendah 
dengan meng-knock out gen transporter logam OsNramp5 (Tang 
et al. 2017). Pengujian lapang galur padi indica mutan menunjuk-
kan bahwa konsentrasi Cd pada biji yang konsisten kurang dari 
0,05 mg/kg, dibandingkan dengan konsentrasi yang tinggi antara 
0.33-2,90 mg/kg pada biji padi indica tipe liar tanpa mempenga-
ruhi hasil tanaman. Sistem pengeditan genom diharapkan dapat 
digunakan ke depan untuk meminimalkan risiko kontaminasi 
logam berat pada biji padi. 

Padi aromatik sangat disukai dan mempunyai nilai jual yang 
lebih tinggi karena kualitas wanginya. Supresi protein betain 
aldehyde dehydrogenase (BADH2) menginduksi sintesis senyawa  
2–asetil-1–piroline (2AP) yang merupakan senyawa utama wangi 
pada padi. Teknologi CRISPR/Cas9 telah digunakan untuk 
mengedit gen wangi Badh2 pada galur padi indica (Shao et al. 
2017). Galur mutan mempunyai tambahan basa T pada ekson 
pertama Badh2 dan menghasilkan peningkatan jumlah 2AP dan 
meningkatkan aroma pada padi. 

STATUS PERKEMBANGAN PENELITIAN GENOM 
EDITING DI INDONESIA 

Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan 
Sumberdaya Genetik Pertanian (BB Biogen) di bawah Badan 
Penelitian dan Pengembangan Pertanian telah merintis penelitian 
mutagenesis terarah dengan memanfaatkan teknologi pengeditan 
genom CRISPR/Cas9. Pada tahap awal, teknologi pengeditan ge-
nom CRISPR/Cas9 diarahkan untuk memutasi gen GA20oxydase-2 
(GA20ox-2). Mutasi pada gen sd-1 (semi dwarf-1) yang mengkode 
GA20 ox-2 dapat menyebabkan postur pendek (Spielmeyer et al., 
2002). Penelitian pengeditan genom diawali dengan merakit 
konstruk CRISPR/Cas9 yang membawa gRNA-GA20ox-2 dari 
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padi (Gambar 3.12) dan konstruk tersebut telah digunakan untuk 
melakukan mutasi terarah gen GA20 ox-2. Mutasi gen GA20 ox-2 
dapat menghasilkan stop codon prematur yang menyebabkan 
terjadinya perubahan pada lintasan metabolisme gen GA20 ox-2 
yang berakibat pada penurunan jumlah produk GA20 dan 
menyebabkan postur tanaman padi menjadi lebih pendek. 
Penelitian lebih lanjut menemukan bahwa postur tanaman yang 
pendek ini memiliki efek pleiotropik pada jumlah anakan yang 
banyak, arsitektur daun yang tegak sehingga mampu menangkap 
energi cahaya lebih banyak, indeks panen yang lebih tinggi, dan 
tanaman lebih responsif terhadap pemupukan nitrogen, sehingga 
diharapkan akan berpengaruh pada peningkatan produktivitas 
tanaman (Xia et al. 1991; Courtois et al. 1995). 

Santoso et al. (2016) membuktikan bahwa mutasi dengan 
sistem CRISPR/Cas9 pada padi varietas Kitaake menghasilkan 
tipe mutasi insersi basa gen GA20ox-2. Adanya insersi me-
nyebabkan terjadinya stop kodon di awal (premature stop codon) 
pada gen GA20ox-2 sehingga tidak terbentuk protein GA20ox-2 
yang menyebabkan perubahan fenotipik tanaman. Perubahan 
yang nyata terlihat pada karakter tinggi tanaman dimana 
tanaman mutan menjadi lebih pendek dibandingkan dengan 
tanaman padi kontrol (Gambar 3.13).  

Penelitian juga menemukan bahwa sistem CRISPR/Cas9 dapat 
menghasilkan tanaman yang mempunyai alel homosigot pada 
generasi T0. Ini mengindikasikan bahwa sistem CRISPR/Cas9 
sangat efisien untuk perbaikan sifat pada padi karena dapat 

 
Sumber: Santoso et al. 2016 

Gambar 3.12. Peta konstruk CRISPR/Cas9 yang membawa dua gRNA dari gen 
GA20ox-2. Selain membawa gen Cas9, konstruk juga membawa gen 
seleksi ketahanan terhadap higromisin 
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mengurangi waktu yang diperlukan seperti halnya pada 
pemuliaan konvensional atau pemuliaan molekuler lainnya. 
Selain itu, pemanfaatan teknologi CRISPR/Cas9 mempunyai 
peluang untuk mengembangkan tanaman mutan yang sudah 
tidak mengandung konstruks CRISPR atau nontransgenik 
(Santoso 2015). 

PROSPEK PENGEMBANGAN TEKNOLOGI GENOM 
EDITING 

Teknologi pengeditan genom melalui sistem CRISPR/Cas9 
mempunyai peranan yang sangat nyata pada penelitian 
perbaikan genetik (genetic improvement) tanaman padi saat ini. 
Teknik ini telah terbukti sebagai metode yang efektif untuk 
perbaikan tanaman karena kemampuannya untuk melakukan 
mutasi pada target yang diinginkan dalam genom dengan 
akurasi yang lebih besar, efisien dan sederhana. Satu kelebihan 
utama dari teknik ini terletak pada kenyataan bahwa transgen 
yang menyebabkan modifikasi genetik dapat dengan mudah 
dihilangkan dari genom melalui segregasi genetik menghasilkan 

 
Gambar 3.13. Penampilan galur padi mutan CRISPR/Cas9–Osga20ox-2 dibandingkan 

dengan kontrol Kitaake. Galur padi mutan memiliki postur tinggi 
tanaman dan panjang malai yang lebih pendek dibandingkan dengan 
kontrol Kitaake 
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individu yang tidak ada perbedaannya antara tanaman edit gen 
dan tanaman yang dikembangkan melalui pemuliaan konven-
sional. Oleh karena itu, tanaman hasil pengeditan genom dapat 
dikategorikan sebagai tanaman non-transgenik. 

Namun demikian, masih terdapat beberapa tantangan dalam 
aplikasi pengeditan genom. Pengurangan tantangan ini pada 
padi dan tanaman lain dapat meningkatkan aplikasi yang efisien 
dari teknologi ini pada pemuliaan tanaman. Tantangan pertama 
adalah pengurangan adanya syarat PAM untuk pengeditan 
genom CRISPR. Apabila hal ini dapat dilakukan maka pengedit-
an genom pada tanaman sereal terutama padi dapat meningkat-
kan peluang untuk menghasilkan varietas baru yang lebih 
banyak. Tantangan kedua adalah untuk meningkatkan efisiensi 
yang nyata dalam pengeditan penyisipan gen. Karena sifat yang 
diinginkan untuk pemuliaan tanaman tergantung pada mutasi 
gain of function, pengeditan yang tepat dengan penggantian 
sekuen dan knock-in fragmen melalui HR mempunyai implikasi 
penting untuk perbaikan tanaman. Namun demikian, pengeditan 
penggantian gen masih sulit untuk dilakukan saat ini dikarena-
kan efisiensi HR pada tanaman yang masih rendah. 

KESIMPULAN 

Berdasarkan kelebihan yang dimiliki, sistem pengeditan 
genom CRISPR/Cas9 sangat berpotensi untuk diaplikasikan di 
dalam penelitian perbaikan tanaman melalui modifikasi gen 
target yang sangat terarah untuk menghasilkan varietas unggul 
padi dengan sifat-sifat yang diinginkan. Sistem pengeditan genom 
CRISPR/Cas9 juga berpeluang untuk menghasilkan varietas 
unggul padi yang dikategorikan sebagai tanaman nontransgenik 
dan sistem ini menjadi teknik modifikasi gen yang dapat dengan 
mudah diadopsi oleh beberapa institusi penelitian di Indonesia 
karena sistem ini lebih sederhana dan efisien dalam aplikasinya. 
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