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ABSTRACT  

Transformation of ACC Oxidase Antisense Gene in Pa-
paya using the Particle Bombardment Technique. Diani 
Damayanti, Sudarsono, Ika Mariska, and M. Herman. 
Papaya (Carica papaya L.) is a climacteric fruit that exhibit a 
very fast ripening rate. Ethylene controls the ripening event 
in the papaya fruit. 1-aminocyclopropane-1-carbocxylic acid 
(ACC) oxidase gene encodes a specific enzyme for ethylene 
biosynthesis. The gene had become a target for manipula-
tion to make a gene construct of an antisense ACC oxidase 
to regenerate transgenic papaya that has a characteristic of 
delayed ripening. The objective of the experiment is to 
engineer transgenic papaya that has a delayed ripening 
characteristic by transforming papaya with the antisense 
ACC oxidase gene through particle bombardment tech-
nique. The immature embryos of papaya variety Burung 
were used for the explants. Antisense ACC oxidase and 
reporter (gus) genes were co-transformed to papaya calli. 
Four hundreds eighteen calli were bombarded by the 
antisense ACC oxidase gene. The transformation experiment 
resulted 25 putatives transgenic plants out of fifty plants 
acclimatized in a greenhouse. Gus gene expression assay 
observed at 9 days after bombardment showed that the 
papaya explants bombarded twice at 9 cm shoot distance 
had 53.3% transformation rate of gus positive and 5.25 blue 
spots number in average. The results of PCR analysis 
showed that four out of 25 transgenic putative papaya plants 
(TR6, TR9, TR20, dan TR24), indicated a positive PCR of the 
antisense ACC oxidase gene with the amplified fragment 
DNA size of 800 base pair. 

Key words: Papaya, delayed fruit ripening, ACC oxidase 
antisense gene, transformation. 

PENDAHULUAN 

Salah satu masalah utama yang mempengaruhi 
produksi dan kualitas buah pepaya adalah cepatnya 
buah pepaya menjadi masak sehingga menyulitkan 
transportasi pada waktu pengiriman buah ke pasar 
domestik maupun internasional sebagai ekspor buah 
segar. Perakitan varietas unggul untuk mempertahan-
kan kualitas buah dapat dilakukan dengan pendekatan 
bioteknologi atau rekayasa genetik melalui teknik kul-
tur jaringan dan transformasi gen. 
 
                                                      
Hak Cipta © 2009, BB-Biogen 

Teknik rekayasa genetik dapat digunakan sebagai 
mitra pelengkap teknik pemuliaan yang sudah mantap 
dan digunakan dengan sukses selama bertahun-tahun 
(Herman 1996). Produk rekayasa genetik yang berupa 
tanaman transgenik sudah banyak ditanam dan dipa-
sarkan di berbagai negara (James 2003). Tanaman 
transgenik yang memiliki sifat baru seperti ketahanan 
terhadap hama, penyakit maupun meningkatkan kua-
litas sudah banyak ditanam dan dipasarkan di beber-
apa negara. Menurut hasil survei James (2004) sejak 
tahun 1996-2004 telah terjadi peningkatan lebih dari 47 
kali lipat areal penanaman tanaman transgenik, yaitu 
1,7 juta hektar pada tahun 1996 menjadi 81 juta hektar 
pada tahun 2004. 

Beberapa metode transformasi telah digunakan 
untuk merakit tanaman transgenik, antara lain metode 
penembakan partikel dan Agrobacterium tumefaciens. 
Perbaikan sifat pada tanaman pepaya menggunakan 
teknik penembakan partikel telah banyak diteliti, 
antara lain toleran logam Al (Fuente et al. 1997) dan 
tahan penyakit virus (Fitch et al. 1992, McCandless 
1997). Penelitian di Hawaii telah berhasil mendapat-
kan tanaman pepaya transgenik tahan penyakit Pa-
paya Ringspot Virus (PRSV) melalui teknik coat protein 
mediated resistance yang ditransformasikan melalui 
penembakan partikel pada hipokotil galur 55-1 (Fitch 
et al. 1992) dan diberi nama Rainbow (Lius et al. 
1997). Pepaya transgenik Rainbow memperlihatkan 
produksi dan ketahanan yang tinggi terhadap penyakit 
PRSV dan telah dilepas ke petani pada tahun 1998 
(Gonsalves et al. 2004). Di Australia, pengujian pepaya 
transgenik di lapang untuk program pemuliaan tanam-
an telah menghasilkan galur yang tahan terhadap 
isolat lokal PRSV (Lines et al. 2002). Taiwan telah ber-
hasil merakit tanaman pepaya transgenik dan mem-
perlihatkan potensi hasil dan ketahanan yang tinggi 
terhadap penyakit PRSV (Bau et al. 2003).  

Kloning cDNA untuk dibuat menjadi antisens ACC 
oksidase sebagai gen penunda pemasakan buah telah 
banyak dilakukan pada buah seperti pisang, mangga, 
pepaya, alpukat, melon, stroberi, dan belimbing 
(Balague et al. 1993, McGarvey et al. 1992). Mason dan 
Botella (1997) mengidentifikasi dan mengkarakterisasi 
cDNA 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) 
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syntase yang terekspresi selama pemasakan buah 
pepaya. 

Penelitian mengenai tanaman transgenik pepaya 
dengan menggunakan gen antisens ACC oksidase un-
tuk menunda pemasakan buah juga telah dilakukan di 
Malaysia menggunakan pepaya kultivar Eksotika 
(Abubakar et al. 2001). Introduksi gen antisens ACC 
oksidase dilakukan dengan penembakan partikel. Dari 
hasil analisis PCR telah dihasilkan tanaman transgenik 
pepaya yang positif mengandung gen antisens ACC 
oksidase yang diperlihatkan dengan adanya fragmen 
amplifikasi DNA berukuran 800 pb menggunakan pri-
mer forward 643A dan reverse 643B (Abubakar et al. 
2001). Penelitian yang sama juga dilakukan di 
Thailand, dan menghasilkan pepaya transgenik positif 
mengandung gen antisens ACC oksidase, dan hasil 
pengujian gas kromatografi menunjukkan bahwa kan-
dungan etilen pada buah pepaya transgenik lebih ren-
dah daripada buah pepaya non transgenik (Burns et al. 
2003). 

Tujuan utama penelitian ini adalah untuk meng-
introduksikan gen antisens ACC oksidase pada tanam-
an pepaya. Di samping itu, penelitian ini bertujuan 
ingin mengetahui pengaruh jumlah tembakan, jenis 
media, konsentrasi antibiotik dalam menghasilkan 
planlet yang mengandung gen antisens ACC oksidase. 

BAHAN DAN METODE 

Transformasi tanaman pepaya dilakukan secara 
ko-transformasi dengan menggunakan DNA plasmid 

pGA643-SM4 (mengandung gen antisens ACC oksidase 
yang dikendalikan oleh promotor 35S, terminator nos 
dan marka seleksi kanamisin) dan plasmid pRQ6 
(mengandung gen seleksi hptII dan gen pelapor gus) 
pada kalus pepaya umur 1 bulan. Peta konstruk 
pGA643-SM4 dan pRQ6 dapat dilihat pada Gambar 1. 

Embrio zigotik muda diisolasi dengan membelah 
biji pepaya muda dalam laminar air flow dan ditanam 
pada media induksi kalus, yaitu media dasar MS + 
2,4D 10 mg/l + sukrosa 6% + adenin sulfat 143 mg/l + 
myo inositol 50 mg/l + glutamin 400 mg/l. Pada setiap 
botol media ditanam 10 embrio zigotik muda. Kultur 
disimpan di tempat gelap. Kalus embriogenik yang ter-
bentuk disubkultur setiap 2 minggu sebanyak 2 kali. 

Kalus embriogenik berumur satu bulan diletak-
kan di tengah cawan petri yang mengandung media 
osmotikum (MS + vitamin B5 + manitol 45 g/l + 
sorbitol 45 g/l) selama 2 jam sebelum dan sesudah 
penembakan dan ditempatkan di ruang gelap. Penem-
bakan mengikuti protokol dari gene gun (Biolistik 
PDS1000/He) dari Biorad. DNA plasmid pGA643-SM4 
dan pRQ6 dengan perbandingan 4 : 1 (ko-transforma-
si) dilekatkan pada partikel emas diameter 1 μm de-
ngan bantuan spermidin dan CaCl2. Penembakan di-
lakukan dengan kondisi vakum sebesar 27 Hg, tekan-
an gas helium sebesar 1.100 psi, jarak tembak 9 cm, 
dan jumlah tembakan 1 dan 2 kali tiap perlakuan. Dua 
jam setelah penembakan, kalus dipindahkan ke media 
pemulihan sel (recovery), yaitu medium yang sama 
yang digunakan untuk induksi kalus tanpa antibiotik 
dan disimpan di ruang gelap selama 1 minggu.  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 1. Peta plasmid pGA643-SM4 (A) dan plasmid pRQ6 (B). 
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Pengujian Ekspresi Gen Pelapor Gus 

Pengujian ekspresi gen gus dilakukan berdasar-
kan metode Jefferson et al. (1987) dan pengamatan di-
lakukan pada kalus umur 3, 6, dan 9 hari setelah pe-
nembakan. Sejumlah 30 kalus dimasukkan ke dalam 
tabung eppendorf sesuai dengan masing-masing perla-
kuan dan ditambahkan larutan X-gluc (5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl-β-D-glucoronide). Kalus diinkubasi pa-
da temperatur 37oC selama 24 jam. Setelah masa inku-
basi, pengamatan dilakukan dengan menghitung jum-
lah kalus yang mengandung gen gus yang ditandai de-
ngan bintik warna biru yang terbentuk pada kalus 
menggunakan mikroskop. 

Regenerasi dan Seleksi Kalus Hasil Penembakan 

Pada tahap penelitian ini dilakukan beberapa 
perlakuan untuk mengetahui media yang terbaik un-
tuk regenerasi kalus yang telah ditembak Di samping 
itu, digunakan beberapa variasi konsentrasi antibiotik 
untuk mengetahui konsentrasi yang terbaik. Media 
regenerasi yang digunakan diberi perlakuan dengan 
variasi beberapa vitamin, yaitu P1 (MS + GA3 0,5 mg/l 
+ kinetin 0,1 mg/l + B5 + tanpa vitamin MS), P2 (MS 
+ GA3 0,5 mg/l + kinetin 0,1 mg/l + vitamin MS), dan 
P3 (MS + GA3 0,5 mg/l + kinetin 0,1 mg/l + vitamin 
Morel dan Wetmore). Konsentrasi antibiotik yang digu-
nakan terdiri atas 50, 100, dan 150 mg/l. Setiap botol di-
tanami 5 kalus yang telah ditransformasi dan setiap 
perlakuan diulang sebanyak 20 kali. Konsentrasi anti-
biotik 0 mg/l digunakan sebagai kontrol pada kalus 
yang tidak ditembak. Pengamatan dilakukan terhadap 
jumlah eksplan yang mampu membentuk kalus 
embriogenik dan kalus yang berwarna hijau, pada 4-5 
bulan setelah tanam. 

Kalus yang terseleksi ditumbuhkan pada kondisi 
terang dengan intensitas cahaya 800 lux per 16 jam 
dan temperatur 24oC. Kalus disubkultur setiap 1 bulan 
sampai kalus berkembang menjadi planlet. Planlet 
yang terbentuk kemudian dipindahkan ke media per-
akaran, yaitu media 1/2 MS + paclobutrazol 0,5 mg/l. 
Aklimatisasi planlet yang tumbuh normal dilakukan 
pada media campuran antara arang sekam dan kom-
pos. Peubah yang diamati adalah kemampuan mem-
bentuk kalus, kemampuan beregenerasi, kemampuan 
membentuk planlet, dan jumlah tanaman yang ber-
hasil diaklimatisasi. 

Analisis Polymerase Chain Reaction 

Isolasi DNA dari daun pepaya muda, mengguna-
kan metode CTAB yang dilakukan sesuai dengan pro-
sedur dari Dellaporta et al. (1983). DNA digunakan un-
tuk menganalisis molekuler tanaman transgenik de-

ngan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR). Dalam 
analisis PCR digunakan dua primer spesifik, yaitu 
Forward (643A) (5' ACT GAC GTA AGG GAT GA3') 
Reverse (643B) (5' TAC ATT GCC GTA GAT GA 3'). 

Reaksi PCR dilakukan dalam total volume 20 μl 
yang terdiri dari 2 μl 10x bufer PCR + MgCl2 (Prome-
ga), 1 μl primer 643A (15 μM), 1 μl primer 643B (15 
μM), 1 μl dNTPmix (10 mM), 0,2 μl Taq DNA polyme-
rase (5 U/μl) (Boehringer Mannheim), 1 μl contoh DNA 
dan 13,8 μl ddH2O. Amplifikasi DNA dilakukan meng-
gunakan mesin PCR PTC-100 (MJ research, Inc.), de-
ngan siklus suhu yang digunakan terdiri dari inkubasi 
awal pada 94oC selama 2 menit, pemisahan (dena-
turasi) pada suhu 94oC selama 1 menit, penempelan 
(annealing) pada suhu 52oC selama 1 menit dan pe-
manjangan primer (extention) pada suhu 72oC selama 
1 menit, yang diulang sebanyak 25 kali, dilanjutkan de-
ngan suhu 72oC selama 15 menit. Produk PCR disepa-
rasi pada gel agarose 1% dalam bufer 1x TAE. Elektro-
foresis dilakukan pada voltase 90 volt selama 45 menit. 
Pewarnaan gel agarosa dilakukan dalam larutan 
ethidium bromide selama 10 menit. Destaining meng-
gunakan akuades selama 10 menit. Hasil separasi di-
foto dengan bantuan sinar UV untuk dokumentasi. 
Pada analisis PCR digunakan sebagai kontrol negatif, 
yaitu DNA sampel daun pepaya yang tidak ditransfor-
masi dengan gen antisens ACC oksidase dan kontrol 
positif, yaitu plasmid vektor pGA643-SM4. Variabel 
yang diamati pada penelitian ini adalah jumlah tanam-
an yang mengandung gen antisens ACC oksidase ber-
dasarkan keberadaan pita yang berukuran 800 pb. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pengujian Ekspresi Gen Pelapor Gus 

Gen gus merupakan penanda yang sangat ber-
manfaat dalam proses transformasi genetik tanaman 
karena relatif mudah. Pengujian gen pelapor gus di-
tandai dengan munculnya bintik berwarna biru. Warna 
biru yang muncul pada sel atau jaringan menunjukkan 
hasil transformasi positif. Warna biru disebabkan oleh 
reaksi substrat X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-
glucuronide) dengan enzim -β glucuronidase menjadi 
senyawa antara yang setelah melalui reaksi dimerisasi 
oksidatif membentuk senyawa dikloro-dibromoindigo 
(CIBr-indigo) yang berwarna biru (Stomp 1992). Salah 
satu kelemahan prosedur uji gus adalah bersifat des-
truktif sehingga sel yang memberikan hasil positif gus 
akan mati dan tidak dapat diregenerasikan lebih 
lanjut. 

Ekspresi gen pelapor gus pada kalus pepaya di-
amati pada 3, 6, dan 9 hari setelah penembakan 
(HSP), dengan mengamati terbentuknya bintik biru pa-
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da kalus setelah kalus direndam dalam larutan X-gluc 
(Gambar 2). Hasil uji ekspresi gen gus menunjukkan 
bahwa penembakan dua kali, pada jarak tembak 9 cm 
memberikan persentase paling tinggi terhadap jumlah 
kalus positif gen gus (53,3%) dan jumlah rerata bintik 
biru per kalus positif gus (5,25) pada hari ke-9 setelah 
penembakan (Tabel 1). Pengaruh jumlah tembakan 
terhadap jumlah kalus positif gen gus dan rerata bintik 
biru per kalus positif terlihat bahwa semakin banyak 
jumlah tembakan, semakin banyak kalus positif gen 
gus dan semakin banyak rerata bintik biru per kalus. 
Jumlah bintik biru pada kalus menunjukkan luas dae-
rah yang tertransformasi. Meningkatnya jumlah rerata 
spot biru per kalus positif gen gus sesuai dengan me-
ningkatnya hari pengamatan setelah penembakan. Hal 
ini disebabkan karena gen gus yang ditransformasikan 
telah terintegrasi di dalam sel dan dapat terpelihara 
baik selama proses mitosis. Jusuf (2001) menjelaskan 
proses mitosis, yaitu proses pembelahan sel atau per-
tumbuhan suatu jaringan, pada saat rangkaian proses 
G1-S-G2-M akan diulang berkali-kali. Sel baru yang di-
hasilkan dari suatu mitosis akan mempunyai struktur 
genetik yang sama dengan sel awal. Dengan demikian 
gen gus yang sudah terintegrasi dalam sel ketika ter-
jadi proses pembelahan sel mitosis akan menghasil-
kan sel baru yang mempunyai struktur genetik yang 
identik dengan sel awal, yaitu mengandung gen gus. 

Transformasi genetik melalui penembakan parti-
kel dipengaruhi oleh faktor biologi (sel atau jaringan 

target) dan faktor fisik (alat penembak) (Casas et al. 
1995). Faktor fisik di antaranya adalah jarak tembak, 
jumlah tembakan, kombinasi berat dan ukuran parti-
kel emas serta jumlah DNA per tembakan, tekanan gas 
helium dan temperatur ruang biolistik. Pada penelitian 
ini dilakukan penembakan dengan jarak tembak 9 cm. 
Hal ini disebabkan karena semakin jauh jarak tembak 
semakin luas/lebar penyebaran partikel emas yang di-
lapisi oleh DNA (mikroprojektile). Finer et al. (1992) 
melaporkan optimasi transformasi dengan penembak-
an partikel menggunakan gen gus menghasilkan eks-
presi gen gus tertinggi, yaitu 1.890 bintik biru dihasil-
kan pada jarak tembak 17 cm. Evaluasi dari beberapa 
jarak tembak menunjukkan bahwa jarak tembak yang 
terlalu dekat dengan eksplan target akan menyebab-
kan banyak kematian eksplan target. Introduksi gen 
antisens ACC oksidase ke dalam genom tanaman pe-
paya melalui penembakan partikel menghasilkan ta-
naman transgenik yang masih rendah. Hal ini mungkin 
disebabkan oleh adanya kerusakan sel-sel yang di-
alami oleh jaringan eksplan ketika dilakukan penem-
bakan oleh partikel emas yang digunakan untuk mem-
bawa plasmid. Partikel emas dibantu dengan tekanan 
dan kecepatan akan menembus dinding sel target dan 
masuk ke dalam sitoplasma sehingga menyebabkan 
kerusakan dan kematian eksplan. Akibatnya daya re-
generasi sel menurun dan hanya dapat menghasilkan 
sedikit tanaman transgenik. 
 

 

Tanda panah menunjukkan warna biru hasil ekspresi gen gus. 

Gambar 2. Ekspresi gen pelapor gus pada kalus pepaya. 

Tabel 1. Persentase gen gus positif pada kalus pepaya hasil transformasi menggunakan penembakan partikel dengan jarak tembak 9 cm pada 
3, 6, dan 9 HSP. 

3 HSP 6 HSP 9 HSP 
Parameter Jumlah kalus 

yang diuji 1 kali tembak 2 kali tembak 1 kali tembak 2 kali tembak 1 kali tembak 2 kali tembak 

Kalus positif gen gus 30 2 (6,6%) 5 (16,6%) 4 (13,3%) 7 (23,3%) 10 (33,3%) 16 (53,3%) 
Rerata bintik biru 30 1 2 2,5 3,3 4 5,25 

HSP = hari setelah penembakan. 
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Regenerasi dan Seleksi Kalus Hasil Penembakan 

Seleksi tanaman hasil transformasi merupakan 
tahapan penting dalam transformasi tanaman. Agen 
seleksi yang digunakan tergantung dari jenis selectable 
marker gene yang terdapat pada konstruksi gen yang 
dipakai. Kadar agen seleksi harus cukup untuk men-
deteksi jaringan agar dapat memperkecil eksplan yang 
escape (terhindar) dari seleksi. Antibiotik kanamisin 
dapat digunakan untuk menyeleksi tanaman transge-
nik. Salah satu bentuk ketahanan eksplan terhadap 
kanamisin ditandai dengan tumbuhnya eksplan pada 
media seleksi kanamisin (Bhau dan Wakhlu 1994). 
Konstruksi plasmid pGA643-SM4 mengandung marka 
seleksi nptII, yaitu gen ketahanan terhadap kanamisin. 
Tabel 2 menunjukkan bahwa konsentrasi kanamisin 
50, 100, dan 150 mg/l mampu menghambat pertum-
buhan kalus, yang terlihat dari penurunan jumlah ka-
lus yang berwarna hijau. Pada konsentrasi kanamisin 
150 mg/l, pembentukan kalus embriogenik hanya 1% 
dan kalus berwarna hijau tidak terbentuk sama. Selek-
si kalus yang terbentuk terlihat berwarna coklat hingga 
hitam yang menunjukkan kalus tersebut terhambat 
pertumbuhannya dan menuju proses kematian. 

Konsentrasi 150 mg/l terbukti dapat sepenuhnya 
menghambat regenerasi kalus atau dapat mematikan 
jaringan eksplan. Dengan demikian konsentrasi 150 
mg/l akan digunakan untuk menyeleksi kalus hasil 
transformasi gen antisens ACC oksidase melalui pe-
nembakan partikel. Pada proses seleksi kalus hasil 
transformasi ini maka sel/jaringan yang mengandung 
gen ketahanan terhadap antibiotik kanamisin akan 
terus tumbuh beregenerasi menjadi tanaman lengkap, 
sedangkan sel/jaringan yang tidak tersisipi gen keta-
hanan tersebut akan, terhambat pertumbuhannya, 
tidak dapat berkembang lebih lanjut dan mati. 

Media regenerasi P3 (MS + GA3 0,5 mg/l + kinetin 
0,1 mg/l + vitamin Morel dan Wetmore) merupakan 
media regenerasi yang terbaik, jika dibandingkan de-
ngan media regenerasi P1 dan P2 (Tabel 2), terlihat 
pada kontrol (kalus tidak ditransformasi) tanpa anti-
biotik kanamisin. Pada media P3, kalus berumur 5 bu-
lan setelah tanam dapat beregenerasi membentuk ka-

lus embriogenik 60% dan membentuk kalus berwarna 
hijau sekitar 40%. Selanjutnya, media regenerasi P3 
akan digunakan untuk menyeleksi tanaman transgenik 
agar kalus dapat tumbuh lebih lanjut menjadi tanaman 
transgenik. 

Keberhasilan introduksi gen ke tanaman ditandai 
dengan rangkaian gen yang dintroduksikan dapat di-
sisipkan ke dalam genom tanaman, diekspresikan dan 
tetap terpelihara dalam seluruh proses pembelahan 
sel berikutnya setelah melalui proses seleksi antibiotik. 
Pada tahap akhir, sel atau jaringan yang ditransformasi 
harus dapat diregenerasikan menjadi suatu tanaman. 
Tabel 3 menyajikan data hasil regenerasi dan seleksi 
seluruh eksplan hasil transformasi melalui penembak-
an partikel. Jumlah kalus yang bertahan hidup atau 
tumbuh pada media seleksi berkurang dari jumlah 
eksplan awal. Dari 418 kalus embriogenik yang ditem-
bak, menghasilkan efisiensi transformasi 32% lolos 
seleksi dan selanjutnya menghasilkan 473 planlet yang 
berwarna hijau. Dari 473 kalus tersebut, 50 planlet 
yang diaklimatisasi menghasilkan 25 tanaman pepaya 
putatif transgenik. 

Proses regenerasi tanaman sangat berperan pen-
ting dalam kegiatan transformasi genetik. Oleh karena 
itu, optimasi sistem regenerasi tanaman secara kultur 
in vitro sangat diperlukan. Sistem regenerasi tanaman 
dapat digunakan untuk mendukung transformasi ge-
netika menggunakan gen antisens ACC oksidase untuk 
menunda pemasakan buah pepaya melalui penem-
bakan partikel, sehingga dapat meningkatkan kemung-
kinan didapatkannya tanaman transgenik pepaya. 

Daya regenerasi perlakuan kontrol (non transfor-
masi) yang dikulturkan pada media regenerasi tanpa 
agen seleksi kanamisin mampu membentuk kalus 
embriogenik 2 kali lipat dibandingkan dengan eksplan 
yang ditransformasi yang dikulturkan pada media re-
generasi mengandung agen seleksi kanamisin (Tabel 
3). Proses transformasi dengan penembakan partikel 
bersifat random sehingga ada kemungkinan jaringan 
tersebut tidak ikut tertransformasi dan tidak mempu-
nyai ketahanan dalam media seleksi antibiotik. Selain 
itu rendahnya efisiensi regenerasi dari eksplan hasil 
transformasi menggunakan penembakan partikel ke-

Tabel 2. Pengaruh konsentrasi kanamisin terhadap persentase kalus beregenerasi dan berwarna hijau. 

0* 50 100 150 
Kanamisin (mg/l) 

4 BST 5 BST 4 BST 5 BST 4 BST 5 BST 4 BST 5 BST 

Media seleksi KR (%) KH (%) KR (%) KH (%) KR (%) KH (%) KR (%) KH (%) KR (%) KH (%) KR (%) KH (%) KR (%) KH (%) KR (%) KH (%) 
P1 20 14 25 20 2 1 2 1 1 0 1 0 1 0 1 0 
P2 36 17 30 27 2 3 2 2 2 1 2 1 1 0 1 0 
P3 4 20 60 40 4 5 4 2 2 1 2 1 1 0 1 0 

* Kontrol (kalus tidak ditransformasi), BST = bulan setelah tanam, P1 = MS + GA3 0,5 mg/l + kinetin 0,1 mg/l + B5 + tanpa`vitamin MS, P2 = MS + GA3 0,5 mg/l + kinetin 
0,1 mg/l + vitamin MS, P3 = MS + GA3 0,5 mg/l + kinetin 0,1 mg/l + vitamin Morel dan Wetmore, KR = kalus beregenerasi, KH = kalus berwarna hijau. Eksplan awal 100 
kalus. 
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mungkinan disebabkan oleh adanya kerusakan din-
ding sel eksplan akibat tembakan partikel emas 
(mikroprojektil). Untuk mempercepat proses penyem-
buhan luka akibat tembakan pada eksplan hasil trans-
formasi biasanya eksplan dipindahkan ke media pe-
mulihan (recovery) yang berisi media dasar atau me-
dia regenerasi tanpa agen seleksi. 

Penyebab lain rendahnya daya regenerasi eks-
plan hasil transformasi adalah senyawa atau agen se-
leksi (antibiotik) pada media regenerasi. Sel yang tidak 
mengandung gen ketahanan terhadap antibiotik akan 
terseleksi dan mati, sebaliknya sel-sel eksplan yang 
tertransformasi gen ketahanan terhadap antibiotik 
akan lolos seleksi dan tumbuh terus membentuk 
struktur embrio somatik. 

Transformasi gen antisens ACC oksidase melalui 
penembakan partikel telah dilaporkan pada pepaya 
Dampit dan menghasilkan efisiensi transformasi 16% 
(14/25) planlet yang mampu bertahan pada media se-
leksi kanamisin (Makful et al. 2004).  

Analisis Polymerase Chain Reaction 

Konfirmasi integrasi gen antisens ACC oksidase 
pada tanaman pepaya hasil transformasi dilakukan de-
ngan analisis PCR. Analisis PCR merupakan metode 
deteksi molekuler yang dapat mengamplifikasi frag-
men DNA secara in vitro, cepat dan memiliki sensitifi-
tas yang tinggi, dapat digunakan untuk mengetahui ke-
beradaan transgen di dalam jaringan tanaman putatif 
transgenik. Analisis PCR menggunakan sepasang pri-
mer spesifik 643A dan 643B, untuk mengamplifikasi 
daerah spesifik dari gen antisens ACC oksidase dan 

fragmen yang dihasilkan dari amplifikasi gen tersebut 
akan mempunyai ukuran 800 pb. Hasil penelitian me-
nunjukkan bahwa dari 25 tanaman pepaya putatif 
transgenik, diperoleh 4 putatif transgenik (kolom 8, 9, 
20, dan 25) yang positif mengandung gen antisens ACC 
oksidase yang ditandai terbentuknya pita DNA ber-
ukuran 800 pb (Gambar 3). 

KESIMPULAN 

1. Jarak tembak 9 cm dan 2 kali penembakan meng-
hasilkan efisiensi transformasi 53,3% kalus positif 
gen gus dengan 5,25 rerata bercak biru pada 9 hari 
setelah penembakan.  

2. Konsentrasi kanamisin 150 mg/l dapat mengham-
bat sepenuhnya regenerasi kalus pepaya atau me-
matikan jaringan eksplan.  

3. Analisis PCR dari 25 tanaman pepaya lolos seleksi 
dan aklimatisasi dihasilkan 4 tanaman yang positif 
mengandung gen antisens ACC oksidase dengan 
ukuran 800 bp. 
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