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Ringkasan Eksekutif

Buku Produk Rekayasa Genetik dan Kebijakan Pengembangannya terdiri atas Volume
1 tentang Teknologi Rekayasa Genetik dan Status Penelitiannya di Indonesia dan Volume 2
tentang Status Global Tanaman Produk Rekayasa Genetik dan Regulasinya. Volume 1 ter-
diri atas tiga bab, yaitu teknologi rekayasa genetik, rekayasa genetik untuk perbaikan
tanaman, dan status penelitian tanaman produk rekayasa genetik di Indonesia.

Aplikasi bioteknologi modern dengan teknik rekayasa genetik dalam pemanfaatan
sumber daya genetik (SDG) memiliki peluang besar untuk menunjang produksi pertanian
dan ketahanan pangan, yang selanjutnya akan memberikan manfaat pada peningkatan
kualitas hidup manusia. Penggunaan teknologi ini memberikan manfaat antara lain untuk
perbaikan sifat tanaman. Selain dengan teknik rekayasa genetik, perbaikan sifat tanaman
telah dilakukan oleh pemulia tanaman dengan modifikasi genetik melalui persilangan
tanaman secara konvensional. Teknologi rekayasa genetik mempunyai potensi yang sangat
besar sebagai teknologi pelengkap dan pendukung pemuliaan konvesional seandainya
sumber gen interes yang ingin disilangkan tidak ada atau belum dijumpai di dalam koleksi
plasma nutfah. Teknik rekayasa genetik dapat digunakan sebagai mitra dan pelengkap
teknik pemuliaan tanaman yang sudah mapan dan telah berhasil digunakan selama ber-
tahun-tahun. Kehadiran teknologi rekayasa genetik memberikan wahana baru bagi pe-
mulia tanaman untuk memperoleh kelompok gen baru yang lebih luas.

Gen yang ditransfer ke dalam genom suatu tanaman untuk membentuk tanaman
produk rekayasa genetik (PRG) dapat berasal dari spesies lain seperti bakteri, virus, hewan,
atau tanaman lain, sehingga membuka kemungkinan introduksi sifat baru ke varietas yang
sudah ada. Gen yang berasal dari bakteri dan dikenal secara luas karena banyak diman-
faatkan dalam perakitan tanaman PRG tahan serangga hama (TSH), adalah gen cry dari
Bacillus thuringiensis. Istilah populer cry adalah singkatan kata crystal yang mempresentasi-
kan gen dari strain Bt yang memproduksi protein kristal yang bekerja seperti insektisida
(insecticidal crystal protein) yang dapat mematikan serangga hama. Tanaman PRG TSH
yang mengandung gen dari B. thuringiensis, lebih dikenal dengan nama jagung Bt, kapas
Bt, kentang Bt, atau padi Bt, dan telah dikomersialkan di berbagai negara.

Gen yang diperoleh dengan jalan sintesis secara kimia juga berhasil ditransformasikan
ke tanaman. Pada dasarnya gen yang ditransfer harus gen yang bermanfaat yang belum
ada atau belum dipunyai oleh tanaman dimaksud. Gen interes harus dikonstruksi dalam
suatu vektor plasmid sebelum ditransfer ke dalam genom tanaman. Konstruksi gen yang
digunakan dalam perakitan tanaman PRG terdiri atas gen interes, promoter dan terminator,
gen marka seleksi, dan gen pelapor. Promoter yang digunakan dalam perakitan tanaman
PRG ada berbagai jenis tergantung pada tujuan dari penggunaan promoter dalam pengen-
dalian ekspresi gen interes. Jenis-jenis promoter tersebut antara lain: promoter constitutive,
inducible, dan spesifik jaringan (tissue specific). Gen marka seleksi terdiri atas gen toleran
herbisida, gen tahan antibiotik, dan gen-gen lain seperti gen xylose isornerase (xylA) dan
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gen phosphomannose isomerase (pmi). Sedangkan contoh gen pelapor adalah gen GUS
(B-glucunoridase) dari Escherichia coli, gen luc (luciferase) dari kunang-kunang, dan gen
GFP (green fluorescent protein) dari ubur-ubur.

Teknik transfer gen meliputi teknik yang langsung atau tidak langsung. Teknik yang
langsung antara lain penembakan partikel (particle bombardment), elektroporasi, silicon
carbide whiskers (SCW). Sedangkan teknik tidak langsung menggunakan media vektor
Agrobacterium tumefaciens. Teknik-teknik transfer gen baik yang langsung maupun tidak
langsung menggunakan A. fumefaciens telah menghasilkan tanaman PRG. Dengan meng-
gunakan teknik penembakan partikel, telah dirakit beberapa tanaman PRG dari berbagai
komoditas seperti jagung, kedelai, pepaya, tebu, tembakau, dan ubi jalar. Teknik transfor-
masi elektroporasi berhasil diaplikasikan pada berbagai komoditas seperti barley, jagung,
kedelai, tanaman genus Brassica sepetti cauliflower (Brassica oleracea L. var. botrytis), dan
tembakau. Metode transfer gen lain yang kurang umum digunakan dalam transformasi
tanaman tetapi telah dilaporkan berhasil mentransformasi jagung, Agrostis alba L. (redtop),
dan turfgraas adalah penggunaan SCW. Tanaman PRG seperti anggur, gandum, jagung,
padi, pepaya, pisang, tebu, dan ubi jalar berhasil diperoleh melalui transformasi tanaman
dengan mediasi Agrobacterium. Beberapa tanaman PRG yang dirakit melalui transformasi
dengan A. tumefaciens telah berhasil dikomersialkan. Tanaman PRG tersebut adalah ke-
delai toleran herbisida (TH), kapas TH, kanola TH, alfalfa TH, kapas TSH, kentang TSH, labu
tahan virus patogen (TVP), dan tomat dengan sifat penundaan kemasakan. Teknik transfer
gen dengan penembakan partikel juga telah menghasilkan tanaman PRG yang telah di-
komersialkan di Amerika Serikat, yaitu jagung TSH, jagung TH, dan pepaya TVP.

Rekayasa genetik memiliki potensi sebagai teknologi yang ramah lingkungan. Selain
ramah lingkungan, teknologi rekayasa genetik diharapkan akan dapat membantu meng-
atasi masalah pembangunan pertanian yang tidak dapat dipecahkan secara konvensional.
Sebagai contoh, dalam rangka meningkatkan produksi pertanian guna memenuhi kebutuh-
an penduduk yang selalu bertambah, salah satu kendala utamanya adalah faktor cekaman
biotik dan abiotik, seperti hama dan penyakit, serta kekeringan. Perbaikan sifat tanaman
melalui teknologi rekayasa genetik, selain untuk ketahanan terhadap cekaman biotik dan
toleran cekaman abiotik, juga untuk modifkasi kualitas tanaman seperti peningkatan kan-
dungan asam lemak dan vitamin, buah tanpa biji (partenokarpi), serta penundaan kema-
sakan buah. Kedelai, kapas, dan kacang tanah PRG dengan kandungan asam oleat tinggi
(80%) telah dihasilkan oleh beberapa peneliti. Selain itu tomat dan pepaya yang kemasak-
an buahnya dapat ditunda juga telah dapat dirakit. Bahkan tomat PRG dengan nama
dagang Flavr Savr berhasil dikomersialkan di Amerika Serikat

Padi PRG dengan kandungan pro vitamin A tinggi yang populer dengan sebutan padi
emas telah diperoleh yang merupakan hasil kerja sama penelitian antara Peter Beyer dan
Ingo Potrykus. Padi PRG tersebut merupakan hasil transformasi gen psy (mengkode
phytoene synthase, berasal dari daffodil ) dan gen crt I (mengkode phytoene desaturase,
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berasal dari Erwinia uredovor) ke dalam genom tanaman padi. Padi emas generasi ke-1
(golden rice 1 atau GR1) mengandung carotenoid sampai 8 ug/g (sampel dari percobaan
lapang). Kemudian dengan diisolasinya gen psy dari tanaman jagung dan padi, maka padi
emas GR2 berhasil dirakit. Padi emas GR2 mengandung carotenoid sampai 25 ug/g (sam-
pel dari percobaan rumah kaca). Padi emas GR1 dan GR2 telah disilangkan dengan IR64
dan IR36. Progeninya telah diuji di lapangan terbatas Infernational Rice Research Institute.

Peneliti dari Commowealth Scientific and Industrial Research Organization yang
bekerjasama dengan peneliti dari perusahaan Japanase Suntory berhasil merakit bunga
mawar biru dengan mentransformasi tiga gen, yaitu gen delphinidin (F3’5’H, berasal dari
black pansy, Viola tricolor), gen DFR (mengkode dihydroflavonol reductase, berasal dari Iris
hollandica), dan gen hairpin RNAi (yang memblokir gen DFR dari mawar). Pada tahun
2008, tomat PRG ungu yang mengandung antioksidan anthocyanin tinggi berhasil dirakit
oleh peneliti John Innes Institute dengan mentrasfer gen del dan Ros! (berasal dari bunga
snapdragon, Antirrhium majus Della, dan Roseal).

Rekayasa genetik tidak mengenal batasan spesies, artinya gen-gen penting dari
organisme apapun dapat digunakan untuk perbaikan sifat tanaman, dan membuka ke-
mungkinan introduksi sifat baru ke varietas yang sudah ada, sehingga menambah keaneka-
ragaman genetik. Sebagai contoh dengan berhasilnya perakitan tanaman PRG seperti padi
emas, mawar biru, dan tomat ungu akan menambah keanekaragaman SDG tanaman.
Isolasi gen yang mengandung sifat tertentu dapat dilakukan hanya dalam tabung reaksi.
Meskipun demikian jumlah gen interes yang diisolasi dengan sifat-sifat agronomi yang
menguntungkan masih sangat terbatas.

Indonesia dikenal sebagai negara yang memiliki kekayaan SDG tanaman yang ber-
limpah dan mempunyai nilai sangat tinggi. Kekayaan SDG yang begitu besar tersebut perlu
dikelola secara berkelanjutan agar dapat meningkatkan kesejahteraan masyarakat tanpa
merugikan kesehatan manusia maupun lingkungan. Salah satu teknologi yang dapat di-
gunakan dalam pemanfaatan SDG tanaman di Indonesia adalah rekayasa genetik. Di
Indonesia, penelitian rekayasa genetik untuk merakit tanaman PRG sudah dimulai pada
awal 1990-an. Penelitian tersebut dilakukan oleh berbagai lembaga penelitian, perguruan
tinggi, Badan Usaha Milik Negara (BUMN), dan perusahaan swasta. Penelitian rekayasa
genetik di Indonesia masih dalam taraf penelitian dan pengembangan (litbang).

Komoditas yang diteliti untuk perakitan tanaman PRG, bervariasi dari tanaman pangan
seperti padi, kedelai, jagung, dan ubi kayu; tanaman hortikultura seperti kentang, tomat,
cabe, pepaya, dan jeruk; sampai tanaman perkebunan dan kehutanan seperti tebu, kelapa
sawit, kakao, abaca, jarak pagar, dan jati. Ada dua teknik transfer gen yang digunakan,
yaitu penembakan partikel dan mediasi dengan vektor A. tumefaciens. Penelitian rekayasa
genetik tanaman di Indonesia, telah berhasil merakit berbagai tanaman PRG dengan ber-
bagai sifat seperti ketahanan terhadap cekaman biotik, toleran cekaman abiotik, dan
modifikasi kualitas seperti penundaan kemasakan, rendemen tinggi, dan amilosa rendah.
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Tanaman PRG yang berhasil dirakit antara lain padi tahan penggerek batang (Scirpophaga
incertulas), tahan penyakit blas (Pyricularia grisea), dan toleran kekeringan; kedelai tahan
penggerek polong (Etiella zinckenella); kentang tahan penyakit hawar daun (Phytophthora
infestans) dan layu Fusarium serta tanaman PRG yang lain seperti tebu toleran kekeringan
dan rendemen tinggi, pepaya dengan sifat penundaan kemasakan, tomat tanpa biji, dan
ubi kayu amilosa rendah.

Tanaman-tanaman PRG tersebut ada yang sudah diuji di rumah kaca dan rumah kasa,
fasilitas uji terbatas (FUT), bahkan ada yang telah diuji di lapangan terbatas (LUT), tetapi
ada pula tanaman yang masih berupa planlet di laboratorium. Pada saat ini ada 10 lembaga
yang masih melaksanakan penelitian tanaman PRG pada tahap laboratorium untuk ber-
bagai jenis tanaman PRG dengan berbagai sifat. Lembaga-lembaga yang sedang melaksa-
nakan perakitan tanaman PRG pada tahap rumah kaca dan atau rumah kasa dalam FUT
adalah Balai Besar Litbang Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian (BB-Biogen),
Puslit Bioteknologi LIPI, Institut Pertanian Bogor, Institut Teknologi Bandung, Universitas
Brawijaya, Universitas Udayana, Universitas Jember, dan PTPN XI. Sedangkan penelitian
perakitan tanaman PRG pada tahap LUT dilaksanakan oleh tiga lembaga, yaitu BB-Biogen
kerja sama dengan Balai Penelitian Tanaman Sayuran untuk kentang PRG tahan penyakit
hawar daun, Puslit Bioteknologi LIPI untuk padi Bt tahan penggerek batang, dan PTPN XI
bekerjasama dengan Universitas Jember untuk tebu toleran kekeringan dan rendemen

tinggi.
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Bab I. Teknologi Rekayasa Genetik

Penelitian bioteknologi melalui teknologi rekayasa genetik telah memperoleh hasil
nyata, yaitu tanaman produk rekayasa genetik (PRG) yang siap untuk dimanfaatkan bagi
kemajuan di berbagai bidang, khususnya pertanian. Selain itu, teknologi rekayasa genetik
telah berhasil diaplikasikan dengan baik dalam penelitian dan pengembangan (litbang).
Dalam bab ini diuraikan tahapan teknologi rekayasa genetik, konstruksi gen, teknik transfer
gen, usaha perbaikan tanaman, dan keterbatasan serta potensi teknologi rekayasa genetik.
Tahapan teknologi akan menjelaskan langkah teknik biologi molekuler dan seluler dalam
perakitan tanaman PRG. Konstruksi gen yang digunakan dalam perakitan tanaman produk
rekayasa genetik terdiri atas gen interes, promoter dan terminator, gen marka seleksi, serta
gen pelapor. Teknik transfer gen meliputi teknik yang langsung dan tidak langsung. Reka-
yasa genetik untuk perbaikan sifat tanaman telah menghasilkan tanaman PRG baik pada
tahapan komersial maupun litbang. Selain potensial, rekayasa genetik juga mempunyai ke-
terbatasan.

TAHAPAN TEKNOLOGI

Produksi tanaman PRG melibatkan beberapa tahapan dalam teknik biologi molekuler
dan seluler. Suatu sifat yang diinginkan harus dipilih dan gen yang mengatur sifat tersebut
harus diidentifikasi. Apabila gen yang diinginkan belum tersedia, maka harus diisolasi dari
organisme donor. Supaya gen tersebut dapat berfungsi maka harus dimodifikasi secara
molekuler, yaitu harus mengandung daerah pengaturan (regulatory region), sehingga dapat
diekspresikan ditanaman dengan tepat dan benar (Bennet 1993, Watson et al. 1992). Gen
yang sudah diisolasi harus dikonstruksi dalam suatu vektor plasmid untuk ditransfer ke ta-
naman secara langsung melalui particle bombardment atau tidak langsung dengan media
vektor Agrobacterium. Setelah proses transfer gen dan sebelum regenerasi tanaman, eks-
plan dipindahkan ke medium seleksi untuk mengindentifikasi transforman. Plasmid yang
digunakan untuk transformasi tanaman tidak hanya mengandung gen dari sifat yang di-
inginkan, tetapi juga gen marka untuk seleksi, seperti gen toleran terhadap herbisida atau
antibiotik. Gen marka tersebut akan memudahkan seleksi dari sel atau jaringan yang ter-
transformasi.

Untuk keberhasilan suatu transformasi, rangkaian gen yang diintroduksi ke tanaman
harus dapat disisipkan atau dimasukkan ke dalam genom tanaman, diekspresikan, dan
tetap terpelihara dalam seluruh proses divisi sel berikutnya. Pada tahap terakhir, sel atau
jaringan tanaman yang ditransformasi harus dapat diregenerasi menjadi suatu tanaman.
Regenerasi tanaman dapat dilakukan baik secara organogenesis (Zhong et al. 1992) atau
embriogenesis (Sticklen 1991, Zhong et al. 1991). Regenerasi tanaman yang berasal dari
berbagai eksplan menghasilkan embrio somatik atau tunas adventitous. Produksi struktur
seperti embrio dari sel somatik disebut embriogenesis somatik. Embrio somatik dapat ter-
jadi dengan dua jalan yang berbeda, yaitu secara tidak langsung (sesudah suatu tipe dari
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kultur kalus) atau langsung (tanpa mengalami fase pertumbuhan kalus). Organogenesis
dapat didefinisikan sebagai transformasi dari sel tunggal kalus, atau jaringan menjadi
struktur seperti organ. Di antara tahapan tersebut, umumnya regenerasi tanaman merupa-
kan tahap yang paling sulit dicapai. Tanaman PRG perlu dikarakterisasi secara molekuler
untuk mengkonfirmasi integritas gen yang diintroduksi dan menentukan jumlah kopinya di
dalam genom tanaman. Tanaman tersebut juga perlu dikarakterisasi secara biokimia untuk
menentukan apakah gen tersebut berfungsi dengan benar. Setelah tahapan biologi seluler
dan molekuler dilalui, tanaman PRG perlu dikarakterisasi sifat yang diinginkan di laborato-
rium dan rumah kaca. Selanjutnya untuk mengkonfirmasi apakah sifat baru yang diingin-
kan dapat diturunkan, maka perlu dilakukan persilangan genetik.

KONSTRUKSI GEN

Dalam sistemn transformasi, biasanya gen interes yang akan ditransfer ke tanaman
diklon terlebih dahulu dalam vektor plasmid yang dapat memperbanyak diri dalam Agro-
bacterium tumefaciens atau Escherichia coli. Gen tersebut digabungkan dengan promoter
yang dapat diekspresikan dalam tanaman dan dirangkaikan dengan terminator yang tepat
(McElroy et al. 1991, Watson et al. 1992). Dengan demikian, transkrip mRNA dapat diangkut
dari inti sel ke sitoplasma untuk proses translasi (Bennet 1993). Plasmid yang digunakan
untuk transformasi tanaman tidak hanya mengandung gen dari sifat atau karakter yang di-
inginkan, tetapi juga gen marka untuk seleksi, seperti gen npt Il untuk ketahanan terhadap
antibiotik (kanamycin) atau gen bar untuk toleran terhadap herbisida glufosinate. Contoh
rangkaian gen secara lengkap disajikan pada Gambar 1. Selain itu, terkadang ditambahkan
gen pelapor (reporter gene) antara lain g-glucuronidase (GUS) atau gen luciferase (luc) atau
gen green fluorescent protein (GFP). Contoh-contoh ekspresi gen pelapor disajikan pada
Gambar 2. Gen marka tersebut akan memudahkan seleksi sel atau jaringan yang ter-

transformasi.
|
i
S
|
1
|
|
pBl 121 Iﬂ[» CaMV 35S Pro |
|
1
\\ N
\\\l
RB N .
S . Pro npt |l (Kan R) B-glucuronidase (GUS)

Gen untuk seleksi Gen pelapor/penanda

Gambar 1. Konstruksi gen yang mengandung marka seleksi tahan kanamycin (Kan R) dan pelapor
p-glucuronidase (GUS), pro = promoter, rbc S Pro untuk plasmid Bl 131, CaMV 35S Pro untuk plasmid
pBI 121, ter = terminator, RB = right border (batas kanan), LB = left border (batas kiri) (Herman 1996).
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Gen Luc (kunang-kuian

[ { %
‘\\. "- ;
A -5 I/".
Gambar 2. Contoh gen pelapor, (A) gen luc berasal dari kunang-kunang (Hideo dan Hiroaki 2005), (B dan C) gen
GUS (Zhong 1992), (D) gen GFP (Kent 2003).

Gen Interes

Gen interes yang ditransformasikan ke genom tanaman untuk memperoleh sifat yang
diinginkan seperti ketahanan terhadap cekaman biotik, toleran cekaman abiotik, toleran
herbisida, dan merubah kualitas tanaman diuraikan dengan jelas pada bagian upaya per-
baikan tanaman, khususnya dalam Bab II. Gen interes untuk perbaikan tanaman dapat
diisolasi dari berbagai organisme seperti binatang, tanaman, bakteri, serangga, atau virus
(Tabel 1, Tabel 2, Tabel 3). Gen untuk ketahanan terhadap serangga yang telah diisolasi
dari tanaman adalah cowpea trypsin inhibitor (Hoffman et al. 1992), GNA, yaitu gen yang
mengkode snowdrop lectin Galanthus nivalis agglutinin (Rao et al. 1998). Sedangkan gen
ketahanan terhadap serangga yang dikenal secara populer adalah gen Bt yang diisolasi dari
bakteri Bacillus thuringiensis (Cheng et al. 1992, Krattiger 1997). Gen toleran terhadap
herbisida glyphosate telah diisolasi dari bakteri tanah Agrobacterium sp. (GEO-PIE 2003).

Promoter dan Terminator

Promoter merupakan daerah DNA di mana RNA polymerase akan menempel untuk
memulai proses transkripsi (Levin 1994). Promoter yang digunakan dalam perakitan
tanaman PRG ada berbagai jenis tergantung pada tujuan dari penggunaan promoter dalam
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Tabel 1. Gen interes yang digunakan dalam perbaikan tanaman untuk ketahanan terhadap cekaman biotik.

Contoh gen Sumber/asal gen Sifat/karakter yang diinginkan
cry1A(b), cry3B(b1), cry1F(a2), cry9C Bakteri Tahan serangga hama
cry1A(b)+cry3B(b1), cry34A(b1)+cry35A(b1), Bakteri Tahan serangga hama

cry1A(a), cry1A(b), cry1A(c), cry1F, cry2A(b) Bakteri Tahan serangga hama
cry1A(c)+cry2A(b), cry1A(c)+cry 1F, Vip3A+cry1A(b) Bakteri Tahan serangga hama

cry3 A(a) Bakteri Tahan serangga hama

cry1A(b) Bakteri Tahan serangga hama

crys Bakteri Tahan serangga hama
cry1B(a)+cry1l(a) Bakteri Tahan serangga hama
cry1B-cry1Aa, cry1B Bakteri Tahan serangga hama

pinll Tanaman Tahan serangga hama
a-amylase inhibitor Tanaman Tahan serangga hama

GNA Tanaman Tahan serangga hama

GNA Tanaman Tahan nematoda parasit tanaman
CpTl Tanaman Tahan nematoda parasit tanaman
Oc |1 D86 Tanaman Tahan nematoda parasit tanaman
Oc-11D86 + CpTI Tanaman Tahan nematoda parasit tanaman
Mi Tanaman Tahan nematoda parasit tanaman
RB Tanaman Tahan cendawan patogen
chitinase Bakteri Tahan cendawan patogen
chitinase Tanaman Tahan cendawan patogen
-1,3-glucanase Tanaman Tahan cendawan patogen

RIP Tanaman Tahan cendawan patogen
chitinase + 3-1,3-glucanase + RIP Tanaman Tahan cendawan patogen

entC, pmsB Bakteri Tahan cendawan patogen

cecP1 Binatang Tahan bakteri patogen

Shiva-1 Serangga Tahan bakteri patogen

MsrA1 Serangga Tahan bakteri patogen

Xa21 Tanaman Tahan bakteri patogen

CP Virus Tahan virus patogen

replicase Virus Tahan virus patogen

cry = crystal, pin = proteinase inhibitor, GNA = Galanthus nivalis agglutinin, CpTl = cowpea trypsin inhibitor,
Ocl = oryzacystatin-l, RIP = ribosome in-activating protein, cecP1 = cecropin P1, CP = coat protein virus patogen.

pengendalian ekspresi gen interes. Jenis-jenis promoter tersebut antara lain: promoter
constitutive, inducible, dan spesifik jaringan (tissue specific) (PL 2007).

1. Promoter constitutive
Promoter ini mengatur ekspresi gen interes di semua jaringan tanaman. Promoter
constitutive dapat berasal dari penyakit tanaman khususnya virus patogen atau dari
tanaman. Contoh promoter constitutive adalah CaMV 35S (berasal dari virus patogen
cauliflower mosaic) ubiquitin (Ubi) dari jagung, actin 1 (Act-1) dari padi, dan alcohol
dehydrogenase 1 (Adh-1) dari jagung (Christensen dan Quail 1996).

2. Promoter inducible
Gen interes akan diekspresikan apabila dipicu oleh adanya pengaruh luar. Ada dua jenis
promoter inducible, yaitu promoter temperature inducible dan promoter light inducible
(PL 2007).
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Tabel 2. Gen interes yang digunakan dalam perbaikan tanaman untuk toleransi terhadap

cekaman abiotik.

Contoh gen Sumber/asal gen Sifat/karakter yang dinginkan
TPS Tanaman Toleran kekeringan
GmTP55 Tanaman Toleran kekeringan
DREB1A Tanaman Toleran kekeringan
HVAN Tanaman Toleran kekeringan
betA Tanaman Toleran kekeringan
SacB Bakteri Toleran kekeringan
Hd-Zip (oshox) Tanaman Toleran kekeringan
CBF3/DREB1A, ABF3 Tanaman Toleran salinitas
OsMYB3R-2 Tanaman Toleran salinitas
GmTP55 Tanaman Toleran oksidatif
AtBCB, parB, AtPox Tanaman Toleran oksidatif
Mn-SOD Tanaman Toleran pembekuan
spermidine synthase Tanaman Toleran pembekuan
DREB1A Tanaman Toleran pembekuan
OsMYB3R-2 Tanaman Toleran pembekuan
LeGPAT Tanaman Toleran pembekuan
parB Tanaman Toleran logam berat
CSb Bakteri Toleran keracunan Al
AtBCB, parB, tPox, NtGDI1 Tanaman Toleran keracunan Al
EPSPS Bakteri Toleran herbisida
PAT Bakteri Toleran herbisida
BXN Bakteri Toleran herbisida
ALS Bakteri Toleran herbisida

TPS = trehalose-6-phosphate synthase, EPSPS

3-enolpyruvylshikimate-5-phosphate

synthate, PAT = phosphinotricin acetyl transferase, BXN = Bromoxynil nitrilase, ALS =

acetolactate synthase.

Tabel 3. Gen interes yang digunakan dalam perbaikan tanaman untuk modifikasi kualitas.

Contoh gen

Sumber/asal gen

Sifat/karakter yang diinginkan

Antisense PG

Antisense ACC oxidase
Antisense ACC synthase
Antisense ACC deaminase,
GmFad2-1

ghSAD-1 dan ghFAD2-1
TE

Psy +crt|

DFR dan F3', 5’H
Antisense GBSS

Inverted repeat ubi kayu GBSS
Antisense SBEI

Antisense GBSSI
SSIII/GBSS

DefH9-iaaM

TPRP-F1-rolB
Dihydropicolinate synthase

Bakteri

Tanaman
Tanaman

Bakteri

Tanaman
Tanaman
Tanaman
Tanaman + bakteri
Tanaman
Tanaman
Tanaman
Tanaman
Tanaman
Tanaman
Tanaman + bakteri
Tanaman + bakteri
Bakteri

Penundaan kemasakan
Penundaan kemasakan
Penundaan kemasakan
Penundaan kemasakan
Kandungan asam lemak tinggi
Kandungan asam lemak tinggi
Kandungan asam lemak tinggi
Peningkatan kandungan vitamin A
Perubahan warna pigmen bunga
Amilosa rendah

Amilosa rendah

Amilosa rendah

Amilosa rendah

Amilosa rendah

Buah tanpa biji/partenokarpi

Buah tanpa biji/partenokarpi
Peningkatan kandungan asam amino

PG = polygalacturonase, ACC = I-amino-cyclopropane I-carboxylate, psy = phytoene synthase, DFR =
dihydroflavonol reductase, F3',5'H = flavonoid 3’, 5-hydroxylase, GBSS = granule-bound starch synthase, SBE| =
starch TBPanching enzyme |, SS = starch synthase.
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a. Promoter temperature inducible ada dua jenis, yaitu promoter heat-shock dan cold-
shock yang telah dipatenkan masing-masing oleh Mycogen Plant Sciences, United
States Department of Health and Human Services, dan General Hospital Corporation
untuk promoter heat-shock; Takara Shuzo Co., Ltd, Japan Tobacco Inc., Universitas
Quebec di Montreal, dan Danisco untuk promoter cold-shock (PL 2007). Gen heat
shock diketemukan oleh Lesley et al. (1990). Promoter dari gen thermophilic heat
shock (tgrE) yang lain telah disekuens untuk dianalisis respon heat shock. (Ohta et
al. 1993). Gen cold shock cspA dari E. coli, juga diketemukan oleh Tanabe et al.
(1992) dan Li et al. (1997).

b Promoter light inducible dari gen SSU (small subunit) kedelai, yaitu gen ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase-oxygenase (rbcS). Promoter jenis ini telah dipatenkan
oleh Calgene Inc (PL 2007). Promoter light repressible gen pra2 dari kacang kapri
telah dipatenkan oleh Mycogen Plant Sciences (PL 2007). Gen crtl dan carQRS dari
bakteri Myxococcus xanthus masing-masing telah diketemukan oleh Argudo et al.
(1996) dan Whitworth et al. (2004).

. Promoter spesifik jaringan

Dengan menggunakan promoter spesifik jaringan gen interes dapat diatur untuk dieks-
presikan di bagian jaringan tanaman yang dikehendaki. Ada beberapa contoh promoter
spesifik jaringan antara lain promoter akar, biji, dan buah (PL 2007). Gen Pyk10 dari
Arabidopsis thaliana (untuk ekspresi gen pada bibit dan akar) (Nitz et al. 2001), gen dari
Beta vulgaris (untuk diekspresikan di akar khususnya di xylem parenchyma) (WIPO
2006), tembakau RD2 (untuk ekspresi gen pada akar) (USP 2007); gen beta-amylase
atau gen barley hordein, gen GluB-1 glutelin padi (untuk ekspresi gen pada biji) (USP
2007); dan TRX pisang dan actin melon, serta gen 2A11 dari tomat (untuk ekspresi gen
pada buah) (Van Haaren dan Houck 1993). Ketiga jenis promoter tersebut telah dipaten-
kan oleh Calgene Inc., Sapporo Breweries dan Universitas California untuk promoter biji,
Calgene Inc. untuk promoter buah, dan Pioneer Hi-Bred untuk promoter akar (PL 2007).
Contoh lain promoter spesifik jaringan adalah rbcS yang mengekspresikan gen interes di
jaringan yang berwarna hijau. Poulsen et al. (1986) mengkarakterisasi gen rbcS yang
berasal dari tanaman Nicotiana plumbaginifolia.

Menurut Levin (1994), dalam bukunya yang berjudul Genes V terminator didefinisikan

sebagai suatu sekeuens DNA yang berada di ujung franscript yang menyebabkan RNA
polymerase menghentikan proses transkripsi. Transkripsi adalah proses sintesis RNA pada
template DNA (Levin 1994). Contoh terminator adalah NOS 3’ yang berasal dari Agrobacte-
rium. NOS 3’ adalah daerah 3’ yang tidak ditranslasi dari gen nopaline synthase yang meng-
akhiri transkripsi dan mengarahkan poliadenilasi. Translasi adalah sintesis protein pada
template mRNA (Levin 1994). Sedangkan poliadenilasi adalah proses penambahan asam
poliadenilat pada daerah ujung 3’ RNA eukaryotik setelah proses transkripsi (Levin 1994).
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Gen Marka Seleksi

1. Gen toleran herbisida

Ada beberapa gen marka seleksi yang digunakan dalam proses perakitan tanaman PRG.
Salah satu contoh gen marka seleksi adalah gen GOX. Gen ini diisolasi bakteri
Achromobacter (GEO-PIE 2003). Gen GOX dapat mendetoksifikasi glyphosate, sehingga
digunakan sebagai marka seleksi dalam proses rekayasa genetik tanaman PRG toleran
herbisida glyphosate (GEO-PIE 2003). Contoh lain, adalah gen bar yang diisolasi dari
Streptomyces hygroscopicus. Gen ini mengandung kode untuk phosphinotricin acetyl
transferase (PAT). PAT dapat mendetoksifikasi herbisida glufosinate. Oleh karena itu,
gen bar selain dapat digunakan sebagai gen marka seleksi, juga digunakan untuk me-
rakit tanaman PRG TH glufosinate (Hinchee et al. 1993).

2. Gen tahan antibiotik

Contoh gen marka seleksi tahan antibiotik antara lain hygromycin phosphotransferase
(hpt), chloramphenicol acetyl transferase (CAT), dan gen tahan kanamycin (kan).

a. Gen hpt

Gen hpt diperoleh dari E. coli. Gen ini digunakan sebagai marka seleksi dalam trans-
formasi tanaman di dalam media yang mengandung hygromycin B (Peter et al.
1985).

b. Gen CAT

Gen CAT berasal dari bakteri. Gen ini digunakan sebagai marka seleksi untuk ke-
tahanan terhadap antibiotik chloramphenicol. Gen CAT digunakan sebagai marka
seleksi pada perakitan tembakau PRG (Hernandez et al. 1986). Penelitian lain meng-
gunakan gen CAT dilakukan oleh Callis et al. (1988) dengan mentransformasi proto-
plas jagung dengan elektroporasi.

c. Genkan

Gen tahan antibiotik kanamycin (kan) adalah salah satu marka seleksi yang sangat
luas digunakan dalam perakitan tanaman PRG. Gen ini diisolasi dari komponen
transposon Tn5 bakteri E. coli (Beck et al. 1982). Gen tersebut mengkode
aminoglycoside 3’-phosphotransferase atau dengan nama lain neomycin
phosphotransferase 11 (NPT II).

3. Gen-gen lain

Ada beberapa gen lain yang digunakan sebagai marka seleksi dalam proses perakitan
tanaman PRG. Gen-gen tersebut antara lain adalah gen xylose isomerase (xylA), gen
phosphomannose isomerase (pmi).
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a. GenxylA

Gen xylA diisolasi dari Thermoanaerobacterium thermosulfurogenes dan Streptormy-
ces rubiginosus. Gen tersebut dengan promoter cauliflower mosaic virus 35S ditrans-
formasikan ke genom tanaman kentang, tembakau, dan tomat melalui mediasi
vektor Agrobacterium (Haldrup et al. 2001). Tanaman PRG diseleksi dalam media
yang mengandung xylose. Seleksi xylose isomerase pada kentang dan tomat me-
nunjukkan lebih efisien dibandingkan seleksi dengan antibiotik kanamycin. Hasil se-
leksi menggunakan xylose isormerase pada eksplan sangat berbeda dengan kana-
mycin dan herbisida. Sistem seleksi dengan xylose merupakan sistem seleksi positif
di mana sel-sel tanaman PRG berkembang biak sedangkan yang non PRG terhambat
tetapi tetap hidup (Haldrup et al. 2001).

b. Gen manA (pmi)

Darzins et al. (1985) telah berhasil mengklon gen phosphomannose isomerase
(manA atau pmi) dari E. coli. Gen ini mengkode phosphomannose-isomerase yang
merubah mannose-6-phosphate menjadi fructose-6-phosphate. Negrotto et al. (2000)
menggunakan gen pmi sebagai gen marka seleksi dalam proses transformasi ta-
naman jagung dengan vektor Agrobacterium. Sedangkan Reed et al. (2001) men-
transformasi jagung, gandum dan barley juga dengan menggunakan gen manA (pmi)
sebagai gen marka seleksi.

Gen Pelapor

1. Gen GUS

Gen GUS (p-glucunoridase) diisolasi dari bakteri E. coli (Jefferson et al. 1987, Jefferson
1989). Bahan yang digunakan dalam pengecatan GUS secara histokemikal adalah
5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucuronide (X-Gluc). Hasil reaksi dari pengecatan tersebut
akan menunjukkan warna biru pada jaringan yang mengandung gen GUS (Jefferson et
al. 1987, Jefferson 1989).

2. Gen luc

Gen luc (luciferase) berhasil diisolasi dari kunang-kunang atau firefly (Photinus pyralis)
(Ow et al. 1986). Dale dan Ow (1991) menggunakan gen luc sebagai gen penanda dan
seleksi sebagai pengganti gen seleksi dengan ketahanan antibiotik. Gen tersebut di-
transformasikan ke genom tanaman tembakau. Hideo dan Hiroaki (2005) juga menggu-
nakan gen luc sebagai gen penanda yang ditransformasikan ke genom tanaman tem-
bakau dan begonia. Ekspresi gen luc pada daun dapat dipantau dengan menampakkan
kependaran setelah diperlakukan dengan substrat luciferin (Hideo dan Hiroaki 2005).
Tingkat kependaran ekspresi gen luc dipengaruhi oleh jenis tanaman, misalnya pada
tanaman begonia lebih tinggi dibandingkan pada tembakau.
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2. Gen GFP

Gen GFP (green fluorescent protein) telah diisolasi dari ubur-ubur atau jellyfish
(Aequorea victoria). Lawton et al. (2000) menggunakan gen GFP sebagai penanda dan
mentransformasikan ke genom tanaman ubi jalar dengan penembakan partikel dan
elektroporasi. Eskpresi stabil dari gen GFP dapat diamati pada tunas daun yang muncul
dari kalus embriogenik 4 minggu setelah penembakan. Percobaan dan hasil yang sama
juga dilakukan oleh Winfield et al. (2001) pada tanaman ubi jalar.

TEKNIK TRANSFER GEN

Plasmid yang mengandung konstruksi gen yang lengkap (gen interes, gen marka se-
leksi, dan gen pelapor) siap ditransformasikan ke genom tanaman. Seandainya gen interes
dan marka seleksi terletak dalam dua plasmid yang berbeda perlu dilakukan kotransfor-
masi (co-transformation), yaitu mentransfer dua plasmid ke tanaman secara simultan
(Lyznik et al. 1989, Peng et al. 1990). Setelah proses transfer gen, sebelum regenerasi
tanaman eksplan dipindahkan ke medium seleksi untuk mengindentifikasi transforman.
Teknologi transfer gen dibedakan menjadi dua, yaitu langsung dan tidak langsung (Herman
1996). Contoh transfer gen secara langsung adalah perlakuan pada protoplas tanaman de-
ngan elektroporasi atau dengan polyethyleneglycol (PEG), penembakan eksplan gen de-
ngan gene gun, atau penggunaan silicon carbide whiskers (SCW) dengan vortex. Sedang-
kan transfer gen secara tidak langsung adalah penggunaan vektor Agrobacterium.

Secara Langsung

1. Particle bombardment (penembakan partikel)

Teknik paling modern dalam transformasi tanaman adalah penggunaan metode gene
gun atau particle bombardment atau penembakan partikel. Metode transfer gen ini di-
operasikan secara fisik dengan menembakkan partikel DNA-coated langsung ke sel atau
jaringan tanaman (Klein et al. 1988). Dengan cara demikian partikel dan DNA yang di-
tambahkan menembus dinding sel dan membran, kemudian DNA melarut dan tersebar
dalam sel secara independen. Telah didemonstrasikan bahwa teknik ini efektif untuk
mentransfer gen pada bermacam-macam eksplan. Penggunaan penembakan partikel
membuka peluang dan kemungkinan lebih mudah dalam memproduksi tanaman PRG
dari berbagai spesies yang sebelumnya sukar ditransformasi dengan Agrobacterium,
khususnya tanaman monokotil seperti padi, jagung, dan turfgrass. Teknik transformasi
tanaman dengan penembakan partikel telah berhasil diaplikasikan ke berbagai tanam-
an antara lain tebu, jagung, padi, tembakau, pepaya, kedelai, dan ubi jalar (Bower dan
Birch 1992, Fromm 1994, Klein et al. 1989, Rasmussen et al. 1994, Damayanti 2005,
Pardal et al. 2005, Ambarwati et al. 2005) dan menghasilkan tanaman PRG.
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2. Elektroporasi

Metoda transfer DNA yang umum digunakan pada tanaman monokotil adalah elektro-
porasi dari protoplas, perlakuan polyethylene glycol (PEG) pada protoplas dan kombi-
nasi antara dua perlakuan tersebut di atas (Joersbo dan Brunstedt 1991). PEG memu-
dahkan presipitasi dari DNA dan membuat kontak lebih baik dengan protoplas, juga me-
lindungi DNA plasmid mengalami degradasi dari enzim nuclease (Mass dan Wir 1989).
Sedangkan elektroporasi dengan perlakuan listrik voltase tinggi menyebabkan permibili-
tas tinggi untuk sementara pada membran sel dengan membentuk pori-pori sehingga
DNA mudah penetrasi ke dalam protoplas. Integritas membran kembali membaik se-
perti semula dalam beberapa detik sampai satu menit setelah perlakuan listrik. Jagung
dan padi telah berhasil ditransformasi melalui elektroporasi dengan efisiensi antara 0,1-
1%. Kelemahan penggunaan protoplas sebagai eksplan untuk transformasi adalah sulit-
nya regenerasi dari protoplas, ekstra komplikasi, dan variasi somaklonal akibat panjang-
nya periode kultur in vitro. Selain jagung dan padi, beberapa jenis tanaman PRG sudah
berhasil diperoleh melalui transformasi dengan teknik elektroporasi. Tanaman PRG
tersebut antara lain tebu (Saccharum officinarum L.), tembakau, tanaman genus
Brassica sepetti cauliflower (Brassica oleracea L. var. botrytis), kedelai, barley, dan kopi
(Coffea arabica cv. Catimor) (Fromm et al. 1986, Arencibia et al. 1995, D'Halluin et al.
1999, Riggs dan Bates 1986, Eimert dan Siegemund 1992, Siegemund dan Eimert 1995,
Dhir et al. 1992, Lazzeri 1995, Fernandez 2003, Jin et al. 2004).

3. Silicon carbide whiskers (SCW)

Metode transfer gen lain yang kurang umum digunakan dalam transformasi tanaman
tetapi telah dilaporkan berhasil mentransformasi jagung, Agrostis alba L. (Redtop), dan
turfgraas adalah penggunaan SCW (Kaeppler et al. 1990, Asano et al. 1991, Kaeppler
dan Somers 1994, Frame et al. 1994, Wang et al. 1995). Suspensi sel tanaman yang akan
ditransformasi dicampur dengan serat silicon carbide dan DNA plasmid dari gen yang
diinginkan dimasukkan kedalam tabung Eppendorf kemudian dilakukan pencampuran
dan pemutaran dengan vortex (Kaeppler et al. 1990, Asano et al. 1991, Kaeppler et al.
1992, Kaeppler dan Somers 1994, Frame et al. 1994, Wang et al. 1995). Serat silicon
carbide berfungsi sebagai jarum injeksi mikro (microinjection) untuk memudahkan
transfer DNA ke dalam sel tanaman.

Secara Tidak Langsung

1. Vektor Agrobacterium
Dari banyak teknik transfer gen yang berkembang, teknik melalui mediasi vektor A.
tumefaciens paling sering digunakan untuk mentransformasi tanaman dikotil. A.
tumefaciens mampu mentransfer gen ke dalam genom tanaman melalui eksplan baik
yang berupa potongan daun (leaf discs) atau bagian lain dari jaringan tanaman yang
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mempunyai potensi beregenerasi tinggi (Hinchee ef al. 1988, Mullins et al. 1990). Gen
yang di-transfer terletak pada plasmid Ti (fumor inducing). Segmen spesifik dari DNA
plasmid Ti disebut DNA T (fransfer DNA) yang berpindah dari bakteri ke inti sel tanaman
dan berintegrasi ke dalam genom tanaman. Karena A. tumefaciens merupakan patogen
tanaman maka Agrobacterium sebagai vektor yang digunakan untuk transformasi
tanaman adalah bakteri dari jenis plasmid Ti yang dilucuti virulensinya (disarmed),
sehingga sel tanaman yang ditransformasi oleh Agrobacterium dan yang mampu bere-
generasi akan membentuk suatu tanaman sehat hasil rekayasa genetik. Tanaman ter-
sebut akan menurunkan DNA T yang disarmed dan gen asing (dari sifat yang diingin-
kan) ke keturunannya. Teknik transformasi melalui mediasi vektor Agrobacterium pada
tanaman dikotil telah berhasil dengan baik tetapi sebaliknya tidak umum digunakan
pada tanaman monokotil. Meskipun demikian beberapa peneliti melaporkan bahwa be-
berapa strain Agrobacterium berhasil mentransformasi tanaman monokotil seperti ja-
gung dan padi. Tanaman PRG seperti pisang (Musa acuminata), anggur (Vitis vinifera
L.), jagung, gandum, tebu, kentang, padi (indica, japonica, dan javanica), ubi jalar, dan
pepaya berhasil diperoleh melalui transformasi tanaman dengan mediasi Agrobacte-
rium (May et al. 1995, Perl et al. 1996, Ishida et al. 1996, Cheng et al. 1997, Enriquez-
Obregén et al. 1997, 1998, 1999, Herman et al. 2007, Jinjiang et al. 1996, Zhou et al. 2005,
Sisharmini et al. 2005, Hautea et al. 2003).

USAHA PERBAIKAN TANAMAN

Teknologi rekayasa genetik telah dimanfaatkan untuk perbaikan sifat/karakter tanam-
an yang meliputi antara lain untuk ketahanan terhadap cekaman biotik dan abiotik, toleran
herbisida, serta untuk memodifikasi kualitas tanaman. Ketahanan terhadap cekaman biotik
meliputi berbagai organisme pengganggu tumbuhan seperti serangga hama, nematoda
parasit tanaman, cendawan patogen, bakteri patogen, dan virus patogen (Herman 1996).
Toleran terhadap cekaman abiotik meliputi antara lain toleran kekeringan, oksidatif, pem-
bekuan, logam berat, dan toleran keracunan Al (Zhang et al. 2000, Uchimiya 2001). Sedang-
kan modifikasi kualitas tanaman meliputi sifat penundaan kemasakan, kandungan asam
lemak tinggi, kandungan vitamin tinggi, perubahan warna pigmen bunga, kandungan ami-
losa rendah, buah tanpa biji/partenokarpi, dan peningkatan kandungan asam amino, serta
peningkatan kandungan anthocyanin (Schuch et al. 1989, Kramer et al. 1989, Van de Krol et
al. 1990, Greenberg dan Glick 1993, Altenbach et al. 1989, Ye et al. 2000, Vetten 2004, Butelli
et al. 2008). Beberapa tanaman hasil rekayasa genetik seperti tanaman tahan nematoda
parasit tanaman dan bakteri patogen, toleran kekeringan, padi emas, mawar biru, tomat
ungu, pepaya dengan penundaan kemasakan, dan ubi kayu amilosa rendah masih dalam
taraf litbang (Herman 2008). Meskipun demikian, sudah ada beberapa tanaman PRG yang
dikomersialkan seperti tanaman PRG toleran herbisida, tahan serangga hama, tahan virus
patogen, dan kandungan asam lemak tinggi (James 2007). Rekayasa genetik untuk perbaik-
an tanaman dijelaskan dengan lengkap dalam Bab II.
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POTENSI DAN KETERBATASAN TEKNOLOGI REKAYASA GENETIK

Potensi Rekayasa Genetik

. Isolasi dari gen yang mengandung sifat tertentu dapat dilakukan hanya dalam tabung
reaksi.

. Melengkapi gen yang diisolasi dengan tanda regulasi khusus yang dikenali oleh zat-zat
molekuler tanaman yang berfungsi untuk proses transkripsi dan translasi.

3. Gen yang telah dimodifikasi dapat diintroduksikan ke dalam sel tanaman.

4. Sel tanaman PRG dapat diregenerasi menjadi tanaman dewasa dan fertil.

. Rekayasa genetik membuka kemungkinan introduksi sifat baru ke varietas yang sudah
ada, sehingga menambah keanekaragaman genetik.

. Rekayasa genetik tidak mengenal batasan spesies, artinya gen-gen penting dari
organisme apapun dapat digunakan untuk perbaikan sifat tanaman.

Keterbatasan Rekayasa Genetik

. Jumlah gen yang diisolasi dan yang sifat-sifat agronomisnya menguntungkan masih
sangat terbatas.

2. Pengetahuan kita tentang regulasi dari ekspresi gen masih terbatas.

3. Metode kultur sel dan jaringan untuk regenerasi tanaman masih belum mencukupi.

4. Introduksi sesuatu gen ke dalam tanaman hasilnya tidak selalu dapat diduga.

Saran-Saran

Menyadari bahwa teknologi rekayasa genetik membutuhkan biaya mahal, tingkat ke-

sulitan tinggi, dan sulit memperoleh konstruksi gen dari sifat yang diinginkan, maka di-
perlukan langkah-langkah sebagai berikut:

. Pembinaan tenaga usia muda dalam bidang kultur jaringan dengan penekanan pada
efisiensi regenerasi tanaman dan biologi molekuler, khususnya dalam teknik isolasi,
kloning, dan karakterisasi gen.

2. Kerja sama internasional dengan berbagai institusi pemerintah maupun swasta yang

mempunyai kompetensi dalam teknologi rekayasa genetik.
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Bab II. Rekayasa Genetik untuk Perbaikan Tanaman

Masalah utama yang dihadapi dalam usaha pertanian adalah terjadinya cekaman
biotik dan abiotik, seperti serangga hama, nematoda parasit, dan penyakit tanaman; serta
cekaman abiotik seperti kekeringan, pembekuan dan suhu rendah, salinitas, oksidatif, dan
cekaman logam berat. Perakitan tanaman tahan hama atau penyakit secara konvensional
dapat dilakukan melalui pemuliaan tanaman, tetapi sumber gen ketahanan terhadap ce-
kaman tersebut terbatas atau sering tidak dijumpai dalam sumber daya genetik (SDG) yang
tersedia. Bioteknologi melalui rekayasa genetik dapat membuka peluang untuk meng-
isolasi gen ketahanan dari organisme lain seperti bakteri, virus atau dari tanaman yang
secara konvensional tidak dapat dilakukan. Gen eksogenous (dari luar spesies) yang sudah
dikonstruksikan bisa dipindahkan ke dalam tanaman budi daya yang diinginkan.

Beberapa contoh gen yang dapat dimanfaatkan untuk perbaikan tanaman melalui
rekayasa genetik adalah gen ketahanan terhadap cekaman biotik, toleran cekaman abiotik,
gen toleran herbisida, dan gen untuk memodifikasi kualitas dari suatu produk tanaman
(Bennet 1993). Penelitian rekayasa genetik untuk memproduksi tanaman tahan serangga
hama, nematoda parasit, dan penyakit tanaman difokuskan pada protein-protein yang me-
ngandung kode gen tunggal (Greenberg dan Glick 1993, Herman 1996, Herman 1997).
Demikian pula penggunaan gen tunggal untuk memodifikasi kualitas dari suatu produk
tanaman (Bennet 1993). Dalam bab ini akan dijelaskan peran teknologi rekayasa genetik
untuk perbaikan tanaman baik untuk memperoleh ketahanan terhadap cekaman biotik,
toleran terhadap cekaman abiotik, toleran herbisida, maupun untuk memodifikasi kualitas
tanaman. Selain itu akan diuraikan tentang gen-gen interes (donor) yang digunakan dalam
perakitan tanaman PRG dan tanaman PRG yang berhasil dirakit baik dalam taraf penelitian
dan pengembangan (di rumah kaca, rumah kasa, dan atau lapangan terbatas), maupun
tanaman PRG yang berhasil dikomersialkan. Secara lengkap perbaikan sifat atau karakter
tanaman dengan teknik rekayasa genetik dan statusnya disajikan pada Tabel 1.

TAHAN TERHADAP CEKAMAN BIOTIK

Cekaman biotik yang dibahas dalam bagian ini adalah serangga hama, nematoda
parasit tanaman, dan penyakit tanaman. Penyakit tanaman terdiri dari cendawan, bakteri,
dan virus patogen. Kegiatan penelitian dengan tujuan merakit tanaman PRG tahan cekam-
an biotik telah dilakukan oleh beberapa kelompok peneliti (Rao et al. 1998, Quemada 1998,
Urwin et al. 1998, Tabei et al. 1998, Vidya et al. 2000, Urwin et al. 2000a, Melchers dan
Stuiver 2000, Datta ef al. 2001, Urwin et al. 2002b, Atkinson et al. 2003, Grover dan
Gowthaman 2003, Song et al. 2003, Chen et al. 2006, Huang et al. 2006).

Tahan Serangga Hama (TSH)

Beberapa gen yang digunakan dalam perakitan tanaman PRG TSH antara lain: Bt
endotoxins (Cheng et al. 1992, Krattiger 1997); proteinase inhibitor (pin) (Ryan 1990,
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Table 1. Perbaikan sifat/karakter tanaman dengan teknik rekayasa genetik dan statusnya.

Perbaikan sifat/karakter tanaman Contoh tanaman PRG Status

Tahan cekaman biotik

- TSH Jagung Bt Komersial
- TSH Kapas Bt Komersial
- TSH Kentang Bt Komersial atau litbang
- TSH Padi Bt Komersial atau litbang
- TNPT Kentang PRG Litbang

- TNPT Tomat PRG Litbang

- TNPT Tembakau PRG Litbang

- TCP Kentang PRG Litbang

- TCP Padi PRG Litbang

- TBP Kentang PRG Litbang

- TBP Padi PRG Litbang

- TVP Pepaya PRG Komersial atau litbang
- TVP Labu PRG Komersial

Toleran cekaman abiotik dan herbisida

- TK Padi PRG Litbang

- TK Gandum PRG Litbang

- TS Padi PRG Litbang

- TS Arabidopsis PRG Litbang

- TO Tembakau PRG Litbang

- TO Arabidopsis PRG Litbang

- TP Alfalfa PRG Litbang

- TP Tomat PRG Litbang

- TLB Arabidopsis PRG Litbang

- TKA Padi PRG Litbang

- TKA Jagung PRG Litbang

- TH Kedelai PRG Komersial
- TH Jagung PRG Komersial
- TH Kanola PRG Komersial
- TH Kapas PRG Komersial

Modifikasi kualitas

- PK Tomat PRG Komersial
- PK Pepaya PRG Litbang

- KALT Kedelai PRG Komersial
- KALT Kapas PRG Litbang

- KALT Kanola PRG Komersial
- PKVA Padi emas Litbang

- PWBP Carnation Komersial
- PWBP Mawar biru Litbang

- AR Kentang Komersial
- AR Ubi kayu Litbang

- TB/P Terong Litbang

- TB/P Tomat Litbang

- PKAA Tembakau Litbang

- PKA Tomat ungu Litbang

PRG = produk rekayasa genetik, TSH = tahan serangga hama, TNPT = tahan nematoda parasit tanaman, TCP =
tahan cendawan patogen, TBP = tahan bakteri patogen, TVP = tahan virus patogen, TK = toleran kekeringan, TS =
toleran salinitas, TO = toleran oksidatif, TP = toleran pembekuan, TLB = toleran logam berat, TKA = toleran
keracunan Al, TH = toleran herbisida, PK = penundaan kemasakan, KALT = kandungan asam lemak tinggi, PKVA =
peningkatan kandungan vitamin A, PWPB = perubahan warna pigmen bunga, AR = amilosa rendah, TB/P = tanpa
biji/partenokarpi, PKAA = peningkatan kandungan asam amino, PKA = peningkatan kandungan anthocyanin,
Libang = penelitian dan pengembangan.
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Johnson et al. 1989), cowpea trypsin inhibitor (Hoffman et al. 1992), GN4, yaitu gen yang
mengkode snowdrop lectin Galanthus nivalis agglutinin (Rao et al. 1998), dan amylose
inhibitor (Ishimoto et al. 1996, Schroeder ef al. 1995, Shade et al. 1994). Tanaman PRG TSH
yang telah dikomersialkan dan dalam taraf penelitian adalah tanaman TSH yang mengan-
dung gen Bt. Sehubungan dengan itu pada bagian ini akan diuraikan dengan jelas perihal
gen Bt.

1. Gen yang berasal dari Bacillus thuringiensis

a. Gen Bt atau cry

Gen Bt adalah hasil isolasi bakteri tanah B. thuringiensis. B. thuringiensis telah digu-
nakan oleh petani di negara maju sebagai pestisida hayati yang aman sejak puluhan
tahun yang lalu (Shadduck 1983, McClintock et al. 1995). Istilah populer cry (Held et
al. 1982) merupakan singkatan dari crystal sebagai representasi gen dari strain Bt
yang memproduksi protein kristal yang bekerja seperti insektisida (insecticidal crystal
protein) yang dapat mematikan serangga hama (Maclntosh et al. 1990). Menurut
Rajamohan dan Dean (1995), Krattiger (1997), Crickmore et al. (1998), sampai saat
ini telah diisolasi gen Bt yang dimasukkan ke dalam delapan kelompok atau kelas cry
(Tabel 2).

Kelas cry tersebut dikelompokkan berdasarkan virulensi yang spesifik terhadap ke-
lompok serangga sasaran (Rajamohan dan Dean 1995, Krattiger 1997, Crickmore et
al. 1998). Sebagai contoh cryl, cry9, dan cryl0 mematikan serangga golongan Lepi-
doptera. Kristal protein tersebut hanya akan bekerja secara aktif apabila bertemu
sinyal penerima (receptor) di dalam usus serangga dari golongan yang sesuai dengan
kelas virulensinya, misalnya cryl hanya bisa aktif dan beracun pada serangga golong-
an Lepidoptera (Van Rie et al. 1990). Oleh karena itu secara teori tanaman PRG yang

Tabel 2. Klasifikasi kristal protein (cry) Bacillus thuringiensis berdasarkan spesifikasi virulensinya terhadap

serangga dan nematoda.

Kelas cry Subklas Contoh Golongan serangga atau nematoda sasaran
1 A-G cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1Cb, cry1lF  Lepidoptera
2 A cry2A Lepidoptera dan Diptera
B cry2B Lepidoptera
C cry2C Lepidoptera
3 A cry3A Coleoptera
B cry3B Coleoptera
C cry3C Coleoptera
4 A-D cry4B, cry4C Diptera
5 - cry5 Lepidoptera dan Coleoptera
6 - cry6 Nematoda
9 - cry9 Lepidoptera
10 - cry10 Lepidoptera

Sumber: Rajamohan dan Dean (1995).
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mengandung gen cryl tidak akan beracun terhadap serangga berguna atau hewan
lainnya, kecuali terhadap serangga Lepidoptera.

Semua gen yang menyandi 130-140 kDa protoxin dan aktif terhadap larva Lepidop-
tera digolongkan ke dalam Kklas cryl yang selanjutnya dibagi dalam beberapa subklas
A sampai G. Menurut Rajamohan dan Dean (1995), Krattiger (1997), Crickmore et al.
(1998), berdasarkan pada identitas asam aminonya (>80%), subklas gen cry1A dibagi
menjadi 1A(a), IA(b), dan IA(c). Tipe gen subklas cry2 yang memproduksi 66 kDa
protoxin aktif terhadap Lepidoptera (cry2B) saja atau aktif pada larva Lepidoptera
dan Diptera (cry2A). Gen cry3 menghasilkan 73 kDa protein aktif terhadap larva
Coleoptera. Secara umum, protein cryl bersifat meracuni hama serangga dari kelom-
pok Lepidoptera (larva dan imago). Tetapi cry1B(a) juga dapat meracuni serangga
dari kelompok Coleoptera, meskipun tingkat toksisitasnya terhadap Colorado potato
beetle (Leptinotarsa decemlineata Say, CPB) masih lebih rendah dibandingkan
dengan cry3A(a) (Bradley et al. 1995). Tailor et al. (1992) melaporkan bahwa cryll(a)
mempunyai daya meracuni lebih kuat terhadap CPB. Gen hibrida SN/9 adalah peng-
gabungan crylB(a) dengan cryll(a). Gen hibrida tersebut dikonstruksi oleh Naimov
et al. (2001). Protein crylB(a) cryll(a) dilaporkan oleh Van Frankenhuyzen dan
Nystrom (2002) mempunyai tingkat toksisitas tinggi terhadap European corn borer
(Ostrinia nubilalis, ECB) dan potato tuber moth (Phthorimaea operculella, PTM).

Gen tipe cry4 telah diisolasi dari subspesies israelensis dan menghasilkan 135, 128,
74, dan 72 kDa protein aktif terhadap larva Diptera. Gen baru telah diisolasi dari B.
thuringiensis subsp. thompsoni dan diberi nama cry5 (Rajamohan dan Dean 1995,
Krattiger 1997, Crickmore et al. 1998). Gen tersebut menghasilkan toxin 80 kDa dan
aktif terhadap Lepidoptera dan Coleoptera. Gen yang aktif terhadap nematoda
dimasukkan ke dalam klas cry6.

Dari penelitian yang ada, umumnya tanaman tahan serangga yang berhasil ditrans-
formasi berasal dari gen cry Bt yang bersifat meracuni hama serangga dari kelompok
Coleoptera atau Lepidoptera (Barton ef al. 1987, Cheng et al. 1992, Delannay et al.
1989, Perlak et al. 1993, Warren et al. 1992, Wilson et al. 1992). Kristal 5-endotoksin
Bt adalah protein yang dapat berfungsi sebagai insektisida. Cara bekerja (rmode of
action) Kkristal 5-endotoksin Bt adalah sebagai berikut: protein (protoksin) tersebut
akan diaktifkan oleh protease dalam usus tengah (midgut) larva serangga. Toksin
yang sudah aktif berinteraksi dan menempel pada receptor di sel-sel epithelial usus
tengah serangga yang menyebabkan terganggunya integritas membran dan mem-
buat lubang sehingga terjadi kebocoran (Gill et al. 1992, Knowles et al. 1993).

Hasil penelitian Perlak ef al. (1991), menunjukkan bahwa gen cryBt tipe liar (wild
type) yang ditransformasi ke tanaman ternyata mengekspresikan ketahanan yang
rendah terhadap serangga. Hal tersebut dihipotesiskan bahwa penggunaan codon
dari gen cryBt (yang diisolasi dari bakteri) dikelabui oleh keharusan untuk meng-
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ekspresikan dalam sel bakteri, sehingga ekspresinya tidak optimum dalam sel
tanaman (Perlak ef al. 1991). Kendala ini dipecahkan dengan mensintesis urutan
(sequence) gen secara kimiawi untuk menghilangkan banyaknya urutan adenin
thymine (AT)-rich. Banyaknya urutan (AT) menyebabkan tidak stabilnya mRNA dari
tanaman PRG. Hasil percobaan tanaman PRG dengan gen Bt sintetis menunjukkan
peningkatan ekspresi keefektifan ketahanan terhadap serangga antara 10-100 kali
(Perlak et al. 1991).

Gen Bt cry5 berhasil ditranformasikan ke dalam kentang dan menghasilkan kentang
PRG tahan PTM (potato tuber moth, P. opercullela) di Michigan State University
(MSU), Amerika Serikat (Douches et al. 2002, Brenner 2004). Kentang PRG tahan
PTM tersebut telah diuji ketahanannya terhadap PTM di lapangan uji terbatas di Mesir
(Brenner 2004) dan di fasilitas uji terbatas di Indonesia (Fagi dan Herman 1998).

Naimov et al. (2003) mentransformasikan gen hibrida SNI19 (gabungan cry1B(a)
dengan cryll(a) ke dalam genom kentang varietas Desiree. Kentang PRG tersebut
ternyata menunjukkan ketahanan terhadap Colorado potato beetle (L. decemlineata)
dan PTM.

b. Gen Vip

Selain gen Bt dari B. thuringiensis yang berupa gen cry, ada gen Vip (vegetative
insecticidal protein) yang juga berfungsi sebagai insektisida. Gen Vip juga berasal dari
B. thuringiensis, meskipun secara struktur dan fungsi berbeda dengan gen cry
d-endotoxins (Estruch et al. 1996, Yu et al. 1997, Warren 1997). Protein Vip disekresi-
kan oleh B. thuringiensis pada waktu fase pertumbuhan vegetatif, sedangkan protein
cry membentuk spora pada fase sporulasi B. thuringiensis. Racun Vip3A adalah pro-
tein yang berukuran 88 kDa. Protein tersebut disekresikan oleh B. thuringiensis ke
medium kultur dan menunjukkan tingkat toksisitas yang tinggi terhadap berbagai
serangga Lepidoptera (Estruch et al. 1996).

Lee et al. (2003) melakukan penelitian tentang cara bekerja racun Vip3A. Bioasai
diperlakukan terhadap European corn borer (O. nubilalis), black cutworm (Agrotis
ipsilon), fall armyworm (Spodoptera frugiperda), dan Danaus plexippus (Monarch
butterfly). Hasil bioasai menunjukkan bahwa Vip3A paling beracun terhadap A.
ipsilon dan S. frugiperda, tetapi tidak berdampak beracun terhadap O. nubilalis dan
D. plexippus (Lee et al. 2003). Artinya O. nubilalis dan D. plexippus tahan terhadap
racun Vip3A.

Seperti halnya pada gen cry, protein Vip3A akan diaktifkan oleh protease dalam usus
tengah larva serangga. Vip3A menempel pada usus tengah yang berfungsi sebagai
molekul sinyal penerima. Molekul receptor Vip3A tersebut berukuran 80 kDa dan 100
kDa yang berbeda dengan molekul receptornya crylA(b). Cryl1A(b) menempel pada
receptor molekul berukuran 120 kDa aminopeptidase N (APN)-like dan 250 kDa
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cadherinlike (Lee et al. 2003). Vip3A dapat membuat lubang pada usus tengah A.
ipsilon dan S. frugiperda sehingga terjadi kebocoran, tetapi Vip3A tidak dapat mem-
bentuk lubang pada usus tengah O. nubilalis dan D. plexippus yang tahan terhadap
Vip3A (Lee et al. 2003).

. Tanaman PRG TSH dengan gen Bt yang sudah dikomersialkan

Tanaman PRG TSH mengandung gen Bt yang dikomersialkan secara global adalah
jagung Bt, kapas Bt, kentang Bt, dan padi Bt (James 2005, 2006).

1) Jagung Bt

Menurut James (2003) tiga gen cry yang telah ditransformasikan ke tanaman ja-
gung, yaitu crylA(b), cry3B(bl), dan crylF(a2). Gen crylA(b) diisolasi dari B.
thuringiensis var. kurstaki; gen cry3B(b1) diisolasi dari B. thuringiensis var. kuma-
motoensis; dan gen crylF(a2) diisolasi dari B. thuringiensis var. aizawi. Ketiga gen
tersebut disetujui untuk digunakan pada jagung Bt untuk tujuan komersial (James
2003).

Jagung Bt ditujukan untuk mengendalikan serangga hama utama jagung. Hama
utama tersebut adalah Ostrinia furnacalis (Asian corn borer = ACB), O. nubilalis
(European corn borer = ECB), Diabrotica spp. (corn rootworm = CRW), Heli-
coverva armigera (corn earworm = CEW), Spodoptera spp. (armyworm = AW),
Agrotis spp. (cutworm = CW), Busseola fusca (African stalk borer = ASB), dan
Chilo partellus (spotted stem borer = SSB) (James 2003). Hasil pengujian jagung
Bt di fasilitas uji terbatas (FUT) maupun lapangan terbatas menunjukkan ketahan-
an terhadap beberapa serangga hama utama (Gambar 1).

Pertama kali jagung Bt yang disetujui untuk dilepas dan dikomersialkan pada
tahun 1995 adalah jagung Bt event 176 dengan nama dagang (ND) knockout yang
mengandung gen crylA(b) (James 2003). Tiga event jagung Bt yang mengandung
gen crylA(b), yaitu MON810 dengan ND yield gard (R) corn borer, 176, dan Btl1
dengan ND yield gard (R) yang dikomersialkan secara global. Pada tahun 2002
dari ketiga event tersebut, event MON810 mendominasi pertanaman jagung Bt
sampai 80% (James 2003).

Jagung Bt lain yang disetujui untuk dikomersialkan adalah event MON863 dengan
ND yield gard (R) rootworm yang mengandung gen cry3B(b1) dan event TC1507
dengan ND Herculex (R) 1 (HX1) yang mengandung gen cry1F(a2). Selain itu ada
jagung Bt yang mengandung gen cry lain, yaitu cry9C yang berasal dari B. thuringi-
ensis subsp. tolworthi (EPA 1998). Jagung Bt ini dikenal dengan ND Starlink de-
ngan event CBH351. Jagung Bt tersebut ditujukan untuk mengendalikan ECB dan
hanya disetujui di Amerika Serikat (AS) untuk digunakan sebagai pakan (EPA
1998).
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Gambar 1. Pengujian jagung Bt terhadap European corn borer (O. nubilalis) di lapangan uji terbatas (A) dan FUT
(B dan C) di Amerika Serikat (Adiwilaga 1998); terhadap O. furnacalis (D) dan H. armigera (E dan F) di
FUT di Indonesia (Herman et al. 2004).

2) Kapas Bt

Ada beberapa gen cry yang ditransformasikan ke kapas Bt dan disetujui untuk di-
komersialkan, yaitu crylA(a), crylA(b), crylA(c), crylF, dan cry2A(b) (Benedict
dan Altman 2001, James 2002). Kapas Bt dengan event MON531 dan mengandung
gen crylA(c) dikenal dengan ND Bollgrad (James 2002). Kapas Bt ditujukan untuk
mengendalikan serangga hama utama pada kapas, yaitu H. armigera (cotton
bollworm = CBW), Pectinophora gossypiella (pink bollvorm = PBW), Earias spp.
(spiny bollworm = SPW), Heliothis virescens (tobacco budworm = TBW). Sebe-
lum dilepas untuk tujuan komersialisasi kapas Bt telah diuji ketahanannya ter-
hadap hama utama kapas khususnya CBW. Hasil bioasai di FUT dan di lapangan
terbatas menunjukkan bahwa kapas Bt mempunyai ketahanan yang nyata ter-
hadap CBW (Gambar 2).

3) Kentang Bt

Salah satu kendala utama pada produksi tanaman kentang adalah serangan
hama. Hama utama pada tanaman kentang di AS adalah potato tuber moth, (P.
opercullela) dan Colorado potato beetle (L. decemlineata). Kentang PRG yang
pernah ditanam secara komersial adalah kentang PRG yang mengandung gen
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Gambar 2. Pengujian kapas Bt terhadap Cotton boll worm (H. armigera) di lapangan uji terbatas (A) di Amerika

4)

Serikat; serangan ulat H. armigera pada buah (B); kapas (C) (Adiwilaga 1998); pada daun (D); dan
buah (E dan F) di FUT di Indonesia (Herman et al. 2004).

cry3A(a). Kentang Bt dengan gen cry3A(a) tersebut mempunyai ketahanan ter-
hadap Colorado potato bettle (Perlak et al. 1993). Gen cry3A(a) berasal dari B.
thuringiensis subsp. tenebrionis (EPA 1995). Kentang Bt tersebut dikomersialkan
di Amerika Serikat pada tahun 1998.

Padi Bt

Secara global, salah satu hama penting tanaman padi adalah penggerek batang
padi. Penggerek batang padi (PBP) ada berbagai jenis, antara lain penggerek
batang padi (PBP) putih (Scirpophaga innotata WIk), PBP kuning (S. incertulas
WIK), PBP bergaris (Chilo suppressalis) (Pathak dan Khan 1994). Padi Bt dirakit
untuk memperoleh ketahanan terhadap PBP. Padi Bt pertama kali dikomersial-
kan di Iran pada tahun 2005 (FAO 2007, Aguiba 2006, James 2006). Gen yang di-
transformasikan ke genom padi adalah crylA(b) untuk memperoleh ketahanan
terhadap hama PBP (FAO 2007).
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d. Tanaman PRG TSH dengan gen Bt generasi lanjut

Dalam rangka pengelolaan ketahanan serangga hama (insect resistance manage-
ment = IRM), penggabungan dua gen cry (stacked genes) yang mempunyai cara
bekerja (mode of action) telah dilakukan. Hal tersebut ditujukan untuk mencegah
terjadinya kepatahan ketahanan atau resistensi dari tanaman PRG dengan gen Bt ter-
hadap serangga target (James 2002, 2003). Dalam bagian ini dijelaskan dua contoh
tanaman PRG TSH, yaitu jagung Bt dan kapas Bt, karena dua tanaman PRG tersebut
telah dikomersialkan secara global di berbagai benua.

Tanaman PRG TSH generasi lanjut dengan stacked genes ada yang sudah
dikomersialkan, tapi ada pula yang masih dalam taraf pengujian di lapangan terbatas
untuk registrasi komersialisasi.

1) Jagung Bt

Jagung Bt generasi lanjut dikembangkan dengan menggabungkan dua gen Bt
atau dengan memodifikasi gen Bt. Menurut James (2006), pada tahun 2004-2006,
lima jagung Bt generasi lanjut telah siap dilepas. Salah satu di antaranya adalah
jagung Bt dengan ND yield gard (R) plus. Jagung Bt yang dikembangkan oleh
Monsanto ini mengandung gen crylA(b) dan cry3B(b1) dan diharapkan dapat me-
ngendalikan serangga hama penggerek batang jagung (corn borer) dan pengge-
rek akar jagung (corn root borer). Jagung Bt lain adalah jagung event DAS-59122-7
yang mengandung gen cry34A(b1) dan cry35A(b1), jagung Bt ini ditujukan untuk
mengendalikan penggerek akar jagung dan toleran herbisida glufosinate. Jagung
Bt ini dikembangkan oleh Dow AgroSciences dan bersama-sama dengan Pioneer
Hi-Bred International/Dupont melepasnya pada tahun 2005 dengan ND Herculex
RW (HXRW). Jagung tersebut digunakan sebagai alternatif pengendalian peng-
gerek akar jagung, selain jagung Bt MON863 yang sudah beredar. Herculex (R) 1
(HX1) disilangkan dengan Herculex RW (HXRW) untuk memperoleh jagung Bt
dengan stacked gene yang lain, yaitu Herculex XTRA (HXX) (James 2006).

Dua jagung Bt generasi lanjut yang lain dikembangkan oleh Syngenta (James
2003) dan dilepas pada tahun 2005-2006 (James 2006, 2007). Jagung Bt yang per-
tama mengandung gen crylA(b) full length ditujukan untuk mengendalikan ECB
yang dikenal dengan event Bt10. Jagung Bt kedua dengan event MIR604 mengan-
dung gen baru, yaitu cry3A(a) full length yang telah dimodifikasi. Jagung Bt
dengan event MIR604 ditujukan untuk mengendalikan penggerek akar jagung.

2) Kapas Bt

Bollgard generasi ke-II atau diberi nama Bollgard II telah dirakit dengan meng-
gabungkan gen crylA(c) dan cry2A(b) (James 2002). Bollgard II event 15985 di-
rakit dengan menembakkan gen cry2A(b) dengan sistem transformasi particle
bombardment ke kapas DP50B yang telah mengandung gen crylA(c) (Rahn et al.
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2001). Kapas Bt lain yang menggabungkan dua gen Bt adalah WideStrike. Gen
yang digabung dalam WideStrike adalah crylA(c) dan crylF. Bollgard II telah
mendapatkan izin untuk komersialisasi di Amerika Serikat pada musim tanam
2003 (GKCCB 2003), sedangkan WideStrike dikomersialkan sejak tahun 2005
(Robinson 2006). Selain untuk IRM, penggabungan dua gen ditujukan untuk me-
ningkatkan ketahanan Bollgard terhadap serangga hama utama. Bollgard I dan
WideStrike ditujukan agar dapat mengendalikan serangga hama cotton bollworm
(H. armigera) dan tobacco budworm (H. virescens) lebih ampuh dibandingkan
dengan Bollgard (Stewart 2007). Percobaan lapangan yang ekstensif menunjuk-
kan hasil bahwa Bollgard II dapat mengendalikan serangga hama utama kapas
lebih baik dibandingkan dengan Bollgard saja (Catchot 2001, Norman dan Sparks
2001, Lorenz et al. 2001, Penn et al. 2001, Ridge et al. 2000).

Kapas Bt generasi lanjut lainnya adalah kapas Bt milik perusahaan multinasional
dengan ND VipCot™ (Syngenta 2003b). Kapas Bt tersebut mengandung stacked
gene B. thuringiensis Vip3A dan crylA(b) (Kurtz ef al. 2007). Kapas Bt VipCot ter-
sebut milik Syngenta Biotechnology, Inc., yang sedang melakukan pengujian di
lapangan terbatas mulai tahun 2003 untuk memperoleh izin komersialisasi
(Syngenta 2003a, Kurtz et al. 2007). Hasil uji lapang terbatas menunjukkan ke-
tahanan terhadap Helicoverpa zea and H. virescens. Diharapkan kapas Bt gene-
rasi lanjut ini mempunyai ketahanan durabel atahu tahan lama terhadap hama
utama kapas (Kurtz et al. 2007).

. Gen pin (proteinase inhibitor) 11

Pin (dari kentang) yang diintroduksikan ke tembakau telah meningkatkan ketahanan
tanaman PRG terhadap serangga Manduca sexta (Johnson et al. 1989). Gen lain yang
ditransformasikan pada tembakau untuk memperoleh ketahanan terhadap H. zea
adalah cowpea trypsin inhibitor (Hoffman et al. 1992).

. Gen a-amylase inhibitor

Azuki bean PRG yang dimasuki gen a-amylase inhibitor yang diperoleh dari common
bean (Phaseolus vulgaris 1.), menunjukkan ketahanan terhadap hama kumbang
Bruchus (Ishimoto et al. 1996). Penelitian lain oleh Schroeder et al. (1995) dan Shade et
al. (1994) gen a-amylase inhibitor dari common bean berhasil ditransformasikan ke
kacang kapri (Pisum sativum L.) dan menunjukkan ketahanan terhadap kumbang
Bruchus (Bruchus pisorum).

. Gen GNA

Galanthus nivalis agglutinin (GNA) merupakan snowdrop lectin. Hasil penelitian Powell
et al. (1993) tentang bioasai dengan menggunakan pakan buatan dari lectin tanaman
menunjukkan bahwa lectin beracun terhadap wereng coklat dan wereng hijau. Diban-
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dingkan dengan lectin tanaman yang lain, snowdrop lectin dari GNA menunjukkan hasil
paling beracun terhadap hama serangga tersebut, dengan menurunkan tingkat hidup
wereng coklat sampai 50% pada konsentrasi 6 um. Padi PRG yang mengandung gen
GNA telah dihasilkan melalui sistem transformasi penembakan partikel dari embrio
muda dan elektroprasi dari protoplas (Rao et al. 1998). Dalam uji bioasai, padi PRG ter-
sebut dapat menurunkan tingkat hidup, keperidian, dan memperlambat pertumbuhan
wereng coklat (Rao et al. 1998).

Tahan Nematoda Parasit Tanaman

Di antara nematoda parasit tanaman, nematoda kista (Heterodera spp. dan Globodera
spp.) dan nematoda buncak akar (NBA) atau root knot nemnatode (Meliodogyne spp.)
adalah spesies nematoda yang paling penting dan banyak menimbulkan kerusakan pada
berbagai tanaman pertanian (Sasser dan Freckman 1987). Nematoda tersebut adalah
nematoda endoparasit obligat. Larva instar kedua nematoda menyerang dan melakukan
penetrasi ke dalam jaringan akar tanaman dan membuat suatu struktur tempat khusus
nematoda menghisap makanan (specialized feeding structures). Sekali struktur tempat
khusus nematoda menghisap makanan terbentuk, mereka berkembang biak dan bertahan
seumur hidup di dalam jaringan akar sampai berminggu-minggu. Akibatnya, pertumbuhan,
kesehatan, dan hasil tanaman akan terganggu dan menurun secara drastis.

Saat ini pengendalian nematoda parasit tanaman belum memadai dan masih me-
merlukan integrasi dari kombinasi beberapa strategi pengendalian nematoda secara ter-
padu. Pengendalian dengan bercocok tanam telah diaplikasikan secara luas oleh petani,
tetapi ada kendala pada rotasi tanaman, karena inang nematoda parasit tanaman seperti
nematoda buncak akar (Meloidogyne spp.) sangat luas (Trudgill 1997). Cara pengendalian
lain yang dilakukan oleh petani adalah penggunaan nematisida meskipun tidak ramah
lingkungan. Dengan banyaknya nematisida dan fumigan tanah yang efektif seperti methyl
bromide ditarik dari pasaran menyebabkan kurangnya ketersediaan nematisida yang
efektif (Oka dan Cohen 2001). Sebagai pengendalian alternatif yang ramah lingkungan
adalah penggunaan varietas tanaman tahan nematoda parasit tanaman (Holliday 1989).

Bioteknologi melalui rekayasa genetik menawarkan alternatif dan solusi berkelanjutan
terhadap masalah pengendalian nematoda parasit tanaman (Atkinson et al. 2003). Pengen-
dalian nematoda parasit dengan tanaman PRG terkait erat dengan hambatan pertumbuhan
dan perkembangan nematoda, serta pola dan cara makan nematoda di dalam jaringan
akar (Atkinson ef al. 2003). Elemen yang digunakan dalam pengendalian nematoda parasit
terkait dengan gen yang mengkode protein anti syaraf nematoda yang mengeluarkan
sekresi untuk infeksi; peptida atau RNAi (interfering); dan kombinasi dengan promoter ter-
tentu yang mengarahkan pola spesifik dari ekspresi anti syaraf nematoda (Atkinson et al.
2003). Dalam perakitan tamaman PRG tahan nematoda parasit tanaman, beberapa gen
telah digunakan.
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1. Gen CpTI (cowpea trypsin inhibitor)

Kentang PRG yang dirakit dengan mentransformasikan gen CpTIl dapat menghambat
pertumbuhan dan populasi nematoda parasit tanaman dari spesies Globodera pallida
(Atkinson 1993, Hepher dan Atkinson 1992) dan mengurangi keperidian betina
Meloidogyne incognita (Hepher dan Atkinson 1992, Urwin et al. 1998).

2. Gen Oc-I (oryzacystatin-I)
Gen Oc-l dari kelompok cysfein protease inhibitor telah berhasil diisolasi dari padi dan
diklon (Abe et al. 1987). Gen Oc-I D86 telah ditransformasikan ke tanaman tomat. Akar

rambut tomat PRG ternyata dapat menghambat pertumbuhan G. pallida (Urwin et al.
1995).

Penelitian lain juga menggunakan gen Oc-l D86 dengan promoter CaMV35S yang di-
transformasikan ke tanaman Arabidopsis thaliana. A. thaliana PRG dapat menekan per-
tumbuhan Heterodera schachtii dan M. incognita. Pengaruh penghambatan pertumbuh-
an dua spesies nematoda parasit tanaman tersebut dibedakan dalam dua hal: (a) betina
yang bertelur pada tanaman PRG jumlahnya lebih sedikit dibandingkan dengan betina
yang bertelur pada tanaman non PRG, dan (b) betina yang bertelur pada tanaman PRG
ukuran tubuhnya lebih kecil dan mempunyai kepridian lebih kecil dibandingkan dengan
betina pada tanaman non PRG. Hasil ini berkorelasi dengan berkurangnya aktivitas
cysteine protease dalam usus H. schachtii setelah makan tanaman PRG (Urwin et al.
1997). Selain menunjukkan ketahanan terhadap H. schachtii dan M. incognita, A.
thaliana PRG mempunyai ketahanan terhadap Rotylenchulus reniformis (Urwin et al.
2000b).

Penelitian lain yang menggunakan gen Oc-l D86 dengan promoter CaMV35S adalah
penelitian Atkinson et al. (2003) pada pisang dan kentang. Pisang PRG menunjukkan
ketahanan terhadap Radophulus similis, sedangkan pada kentang tahan terhadap M.
incognita dan Nacobbus aberrans.

Percobaan di lapangan uji terbatas (LUT) telah dilakukan untuk menguji ketahanan
kentang PRG yang mengandung gen Oc-I D86 dengan promoter CaMV35S terhadap G.
pallida. Hasilnya menunjukkan kentang PRG tahan terhadap G. pallida. Jumlah telur G.
pallida dalam tanah pada pascapanen lebih sedikit dibandingkan dengan jumlah
sebelum tanam (Atkinson et al. 2003).

3. Stack genes Oc-11D86 dengan CpTI

Penggunaan strategi stack genes juga diterapkan pada perakitan tanaman PRG tahan
nematoda parasit tanaman. Penggabungan gen Oc-11D86 dengan promoter CaMV35S
dan CpTI dengan IRES (internal ribosome entry site) ditransformasikan ke tembakau.
Tembakau PRG tersebut tahan terhadap Globodera tabacum (Urwin et al. 2000a,
2002b).
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4. Gen Mi

Gen Mi adalah gen ketahanan terhadap NBA (Meloidogyne spp.) yang berasal dari
tanaman tomat (Lycopersicon esculentun L.) yang tahan. Gen Mi diisolasi dari tanaman
tomat tahan galur RN-1 (Chen et al. 2006). Gen Mi dengan plasmid pBMi ditransformasi-
kan melalui mediasi vektor Agrobacterium ke tanaman tomat peka (rentan) varietas ZS-
5 dan J-8. Sebagai pembanding tomat tahan galur RN-1 ditransformasi dengan RNAi
vektor pHRMi. RNAI, pertama kali dikarakterisasi di dalam nematoda Caenorhabditis
elegans dan diketahui terlibat dalam proses gen silencing, serta dijadikan sebagai sa-
rana untuk menganalisis fungsi gen dalam berbagai organisme (Huang et al. 2006). Hasil
analisis RT (reverse transcription) PCR menunjukkan bahwa tingkat ekspresi gen Mi
bervariasi di antara beberapa galur tomat PRG hasil transformasi. Dua belas tomat PRG
dengan gen Mi sense diseleksi ketahanannya terhadap NBA. Hasilnya menunjukkan
delapan transforman mempunyai ketahanan sangat tinggi (Chen et al. 2006). Transfor-
man yang mempunyai lebih dari tiga kopi insert T-DNA tidak menunjukkan peningkatan
ketahanan. Sifat ketahanan tersebut diturunkan ke progeninya. Sedangkan empat dari
tujuh transforman dari tomat galur tahan RN-1 yang ditransformasi dengan RNAi vektor
pHRMi kehilangan ketahanan alamiahnya terhadap NBA (Gambar 3) (Chen et al. 2006).

Chen et al. (2007) berhasil mengisolasi calon gen tahan (CaMi) terhadap NBA dari ta-
naman cabe (Capsium annuum L.) tahan NBA galur PR 205. Gen CaMi kemudian di-
transfer ke tanaman tomat peka NBA. Enam belas tomat PRG yang mengandung satu
sampai lima kopi insert T-DNA dari gen CaMi berhasil dirakit. Analisis RT-PCR menun-
jukkan bahwa tingkat ekspresi gen CaMi bervariasi di dalam tanaman PRG. Bioasai
dengan NBA menunjukkan bahwa terjadi peningkatan ketahanan terhadap NBA diban-
dingkan dengan non PRG. Sifat ketahanan tersebut diwariskan ke progeni selanjutnya.
Hasil analisis ultra-structure pada tanaman non PRG, menunjukkan gejala terbentuknya
gall kelihatan sekali pada sistemn perakaran, sedangkan pada tanaman PRG banyak

Gambar 3. Bioasai nematoda buncak akar (Meloidogyne incognita). A = tomat yang ditransformasi
dengan RNAi Mi menjadi peka terhadap M. incognita dan B = tomat PRG yang di-
transformasi dengan sense Mi menjadi tahan M. incognita (Chen et al. 2006).
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gejala reaksi hipersensitif dan adanya sel-sel nekrotik di sekitar nematoda (Chen et al.
2007).

5. Gen GNA

Galanthus nivalis agglutinin (GNA) merupakan snowdrop lectin. Gen GNA ini telah di-
transformasikan ke tanaman kentang. Kentang PRG hasil transformasi tersebut menun-
jukkan ketahanan terhadap G. pallida (Burrow et al. 1998).

6. Gen 16D10

Dalam proses infeksi dan parasitisme tanaman, NBA (Meloidogyne spp.) mengeluarkan
sekresi parasitisme yang berupa protein. Protein tersebut dikode oleh gen parasitisme
yang diekspresikan di dalam sel-sel esophageal gland NBA. Gen parasitisme 16D10
mengkode conserved sekresi peptida NBA. Sekresi peptida tersebut merangsang per-
tumbuhan akar dan berfungsi sebagai ligand terhadap faktor transkripsi tanaman puta-
tif. Gen 16D10 ditransformasikan ke A. thaliana melalui mediasi vektor A. fumefaciens.
Bioasai A. thaliana PRG secara in vitro menunjukkan ketahanan terhadap empat spe-
sies NBA, yaitu M. incognita, M. javanica, M. arenaria, dan M. hapla (Huang et al. 2006).
Empat spesies Meloidogyne yang umum ditemukan menginfestasi tanah pertanian
adalah M. incognita, M. javanica, M. arenaria, dan M. hapla, dengan M. incognita seba-
gai spesies yang paling penting. Empat spesies tersebut menginfeksi lebih dari 1.700
inang dan secara global merupakan nematoda parasit tanaman yang paling merusak
(Hirschmann 1985, Sasser et al. 1983).

Tahan Cendawan Patogen Tanaman

Banyak tanaman, hewan, dan jasad renik yang menghasilkan protein yang beracun ter-
hadap cendawan. Gen dari protein tersebut telah berhasil diklon dan digunakan dalam
transformasi tanaman untuk meningkatkan ketahanan terhadap cendawan patogen. Lapor-
an pertama kali mengenai tanaman PRG tahan cendawan patogen (TCP) adalah hasil
penelitian Broglie et al. (1991). Laporan tersebut tentang tembakau PRG dan Brassica
napus PRG yang mengandung gen chitinase dari tanaman sejenis kacang-kacangan
(bean), yang menunjukkan peningkatan ketahanan terhadap Rhizoctonia solani. Beberapa
gen yang digunakan untuk memproduksi tanaman PRG, yaitu chitinase (Broglie et al. 1991,
Datta el al. 2001), glucanase (Lusso dan Kuc 1996) RIP (ribosome in-activating protein)
(Logemann et al. 1992), dan gen RB (Song et al. 2003).

1. Gen chitinase dan glucanase

Chitinase dan p-1,3-glucanase merupakan enzim yang dapat mengkatalisis hidrolisis
chitin dan f-1,3-glucan. Chitin dan $-1,3-glucan merupakan komponen major dinding sel
dari kebanyakan cendawan (Wessels dan Sietsma 1981). Menurut Grover dan
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Gowthaman (2003) chitinase dan p-1,3-glucanase termasuk sebagai salah satu grup
pathogenesis related protein (PR). Menurut Kauffmann et al. (1987) p-1,3-glucanase ter-
masuk protein PR2, sedangkan chitinase menurut Legrand et al. (1987) termasuk PR3.
Protein PR muncul dengan adanya rangsangan antara lain oleh patogen, pelukaan,
elisitor dinding sel cendawan, ethylene, sinar UV, dan adanya logam berat (Grover dan
Gowthaman 2003). Protein PR akan terangsang selama proses respon hypersensitive
(HR) dan systemic acquired resistance (SAR) (Grover dan Gowthaman 2003). Oleh
karena itu dihipotesiskan bahwa protein PR mempunyai pertahanan alamiah atau ke-
tahanan tanaman terhadap patogen.

a. Gen chitinase

Ada beberapa tanaman PRG yang berhasil dirakit dengan mentransformasikan gen
chitinase ke dalam tanaman. Tanaman tersebut antara lain adalah tembakau
(Nicotiana tabacum), kanola (B. napus), anggur (Vitis vinifera L.), kacang tanah
(Arachis hypogaea), padi (Oryza sativa), dan mentimun (Cucumis sativus L.). Broglie
et al. (1993) menemukan bahwa bibit tembakau PRG hasil transformasi dengan gen
chitinase masih dapat hidup pada tanah yang diinfestasi R. solani dengan tingkat
inokulum yang tinggi dibandingkan dengan tanaman yang non PRG. Hal tersebut di-
sebabkan oleh chitinase yang bekerja sebagai perusak chitin yang berfungsi sebagai
bahan penguat dinding sel cendawan (Schlumbaum et al. 1986). Gen chitinase tidak
berfungsi baik jika diperlakukan terhadap Pythium aphaniderametum karena
dinding sel patogen tersebut mengandung chitin sedikit sekali (Broglie ef al. 1993).
Tanaman kanola PRG yang mengandung gen chitinase juga menunjukkan ketahan-
an terhadap R. solani (Broglie et al. 1993).

Anggur PRG yang disisipi gen chitinase (dari padi) menghasilkan tanaman yang ta-
han terhadap serangan Uncinula necator dan dapat mengurangi jumlah bercak dari
Elisinoe ampelina (Yamamoto et al. 2000). Gen chitinase dari tembakau ditransfor-
masi ke kacang tanah. Kacang tanah PRG ternyata dapat menunda perkembangan
bercak dari patogen Cercospora arachidicola dan ukuran bercaknya menjadi lebih
kecil (Rohini dan Rao 2001). Padi japonica PRG dirakit dengan mentransformasikan
gen chitanase dari padi untuk meningkatkan ketahanan terhadap penyakit blas
(Magnaporthe grisea) (Nishizawa et al. 1999). Studi yang dilakukan Datta et al. (2000,
2001) juga mentransformasikan gen chitinase dari padi ke tanaman padi indica. Padi
indica PRG tersebut menjadi tahan terhadap R. solani dengan jumlah bercak yang
lebih sedikit dan ukurannya lebih kecil dibandingkan dengan padi non PRG (Datta et
al. 2000, 2001). Gen chitinase yang diisolasi dari padi telah berhasil ditransformasikan
ke mentimun. Menurut laporan Tabei et al. (1998), mentimun PRG menunjukkan ke-
tahanan terhadap gray mold (Botrytis cinerea).
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b. Gen glucanase

Yoshikawa et al. (1993) telah melakukan penelitian perakitan tembakau PRG TCP
dengan mentransformasikan gen glucanase dari kedelai. Hasil penelitian menun-
jukkan bahwa ketahanan tembakau PRG tersebut meningkat dengan mengurangi
perkembangan dari patogen Phytophthora parasitica dan Alternaria alternata
(Yoshikawa et al. 1993). Tembakau PRG yang mengandung gen glucanase dari
tembakau dapat mengurangi gejala penyakit yang disebabkan oleh P. parasitica dan
Peronospora tabacina (Lusso dan Kuc 1996). Alfalfa (Medicago sativa L.) yang di-
sisipi gen glucanase (juga dari alfalfa) menghasilkan alfalfa PRG yang dapat
mengurangi perkembangan gejala penyakit yang disebabkan oleh Phytophthora
megasperma, tetapi tidak ada pengaruhnya terhadap patogen Stemphylium alfalfae
(Masoud et al. 1996).

Iglesias dan Meins (2000) melaporkan hasil studi mereka yang menunjukkan bahwa
terjadi peningkatan ketahanan terhadap fobacco mosaic virus (TMV) dan potato
virus X pada tembakau PRG yang mengandung f-1,3-glucanase-deficient. Sedangkan
Beffa et al. (1996) melaporkan bahwa transformasi antisense yang mereka lakukan
menghasilkan tembakau PRG dengan g-1,3-glucanase-deficient. Tembakau PRG yang
mereka hasilkan menunjukkan terjadinya peningkatan deposisi callose dalam ta-
naman PRG sewaktu merespon adanya infeksi tanaman oleh TMV dan fobacco
necrosis virus. Ketahanan dari tembakau PRG terhadap kedua virus patogen tersebut
diekspresikan melalui gejala serangan dengan jumlah bercak infeksi virus lebih
sedikit dibandingkan dengan yang non PRG (Beffa et al. 1996).

2. Gen RIP (ribosome in-activating protein)

RIP mempunyai aktivitas N-glycosidase dan dapat memindahkan residu adenine dari
28S rRNA. Sebagai konsekuensinya subunit 60S ribosomal tidak dapat menempel pada
perpanjangan faktor 2 sehingga proses perpanjangan protein menjadi terhambat. RIP
tanaman tidak dapat mengaktifkan ribosom asing ribosom dari spesies distantly related
dan organisme eukaryote lain termasuk cendawan atau fungi (Grover dan Gowthaman
2003).

RIP barley (Hordeum vulgare) yang dimurnikan dapat menghambat pertumbuhan
cendawan secara in vitro (Leah et al. 1991). Tembakau PRG yang mengandung gen RIP
yang diperoleh dari barley dapat mengurangi serangan R. solani (Logemann et al. 1992).
Demikian pula dengan tembakau PRG yang ditransformasi dengan gen RIP dari jagung,
dapat mengurangi kerusakan oleh R. solani (Maddaloni et al. 1997). Tetapi padi PRG
yang ditransformasi gen RIP dari jagung ternyata tidak berpengaruh terhadap serangan
M. grisea atau R. solani (Kim et al. 1999). Tingkat ketahanan tembakau PRG meningkat
ketika RIP dikombinasikan dengan PR2 atau PR3 (Jach et al. 1995). Sedangkan gandum
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PRG yang mengandung RIP dari barley hanya menunjukkan ketahanan moderat atau
tidak tahan terhadap Erysiphe graminis (Bieri et al. 2000).

3. Penggabungan gen (stacked genes) chitinase, glucanase, dan RIP

Penggunaan strategi stacked genes telah diterapkan pada perakitan tanaman PRG TCP.
Terjadi peningkatan ketahanan tanaman wortel PRG terhadap beberapa penyakit
seperti Alternaria dauci, Alternaria radicina, Cercospora carotae, dan Erysiphe heraclei
setelah dua gen chitinase (dari tembakau) dan p-1,3-glucanase ditransformasikan ke
genom wortel (Melchers dan Stuiver 2000). Demikian pula dengan penyisipan gen
chitinase + RIP atau chitinase (dari barley) + g-1,3-glucanase ke tembakau dapat me-
ngurangi serangan R. solani (Jach et al. 1995). Gen chitinase (dari padi) + glucanase
(dari alfalfa) telah berhasil ditransformasikan ke tembakau. Tembakau PRG dengan
stacked genes dapat mengurangi tingkat perkembangan dan jumlah bercak dari infeksi
Cercospora nicotianae (Zhu et al. 1994). Tomat PRG yang mengandung stack genes
chitinase (dari tembakau) + pg-1,3-glucanase dapat mengurangi tingkat serangan
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Jongedijk et al. 1995, Van den Elzen et al. 1993).
Dalam studi in vifro kombinasi perlakuan ganda antara RIP dan chitinase ternyata dapat
menghambat pertumbuhan Tricoderma reesei dan Fusarium sporotrichioides secara
sinergistik dibandingkan dengan perlakuan tunggal (Broglie et al. 1993).

4. Gen lain

Gen lain yang potensial digunakan dalam perakitan tanaman PRG TCP adalah gen
mitogen-activated protein kinase 1 (MK1).

Gen MK1 dari tanaman Capsicun annuumn telah diklon dan dikarakterisasi (Lee et al.
2004). MK1 mempunyai asam amino 92% identik dengan wound-inducible protein
kinase (WIPK) dari tembakau. Lee et al. (2004) mentransfer gen MK1 melalui mediasi A.
tumefaciens ke genom tanaman padi. Transformasi tanaman padi tersebut menghasil-
kan tujuh galur padi PRG yang mengandung protein dan mRNA MKI, serta satu kopi
insersi. Di dalam tanaman PRG yang mengandung gen MK1 dijumpai bahwa ekspresi
gen-gen yang terkait dengan protein wound-inducible pathogenesis-related (PR), yaitu
PR1a, PR1b dan PR10, meningkat atau lebih tinggi dibandingkan dengan padi non PRG
(Lee et al. 2004). Peningkatan ekspresi dari protein PR tersebut dapat meningkatkan
ketahanan tanaman padi terhadap serangan penyakit blas (M. grisea).

Tanaman PRG tahan cendawan patogen masih dalam taraf litbang, belum ada yang
ditanam secara komersial.

Tahan Bakteri Patogen Tanaman

Perkembangan perakitan tanaman tahan bakteri patogen (TBP) melalui teknik
rekayasa genetik, tidak secepat perakitan tanaman PRG tahan terhadap cekaman yang lain
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seperti serangga hama, cendawan dan virus patogen, serta toleran herbisida (Sagi 2004).
Gen avirulen pertama kali diklon dari bakteri dilakukan oleh Staskawicz et al. (1984).
Sedangkan gen ketahanan dari tanaman tomat diklon pertama kali oleh dua grup peneliti
(Martin et al. 1993, Salmeron et al. 1996) dan dari Arabidopsis oleh beberapa peneliti (Bent
et al. 1994, Mindrinos ef al. 1994, Grant et al. 1995) yang menunjukkan ketahanan khusus
terhadap strain dari Pseudomonas syringae. Gen-gen yang pernah digunakan dalam pene-
litian perakitan tanaman PRG tahan terhadap bakteri patogen berasal dari berbagai materi
seperti peptida anti bakteri, lysozyme, toksin dari bakteri, agensia antibakteri dari tanaman,
antibodi, polisakarida dari bakteri, gen avirulen dari bakteri dan gen ketahanan penyakit
tanaman (Sagi 2004). Dari berbagai materi asal gen ketahanan terhadap bakteri patogen
tersebut, peptida anti bakteri yang paling banyak digunakan, kemudian disusul dengan
lysozyme.

1. Peptida antibakteri

Gen ketahanan dari peptida antibakteri berhasil diisolasi dari berbagai organisme se-
perti binatang mamalia, katak, serangga, tanaman, dan jasad renik (Mourgues et al.
1998, Norelli 2000, Sagi 2004).

a. Berasal dari binatang

Gen sintetis anti jasad renik cecropin P1 (cecP1) merupakan peptida yang berasal da-
ri binatang mamalia, dikonstruksikan ke suatu plasmid dengan promoter constitutive
35S RNA cauliflower mosaic virus (Zakharchenko et al. 2005). Gen tersebut ditrans-
formasikan ke tembakau melalui vektor Agrobacterium. Keberadaan gen cecPI di
dalam genom tembakau telah dikonfirmasi dengan PCR. Ekspresi gen cecPI di
dalam tembakau PRG digambarkan dengan analisis Northern Blot. Tanaman PRG
menunjukkan terjadi peningkatan ketahanan terhadap bakteri patogen P. syringae,
P. marginata, dan Erwinia carotovora (Zakharchenko et al. 2005). Sifat ketahanan
dari gen cecropin P1 dapat diturunkan ke progeni selanjutnya (Zakharchenko et al.
2005).

Beberapa jenis peptida anti bakteri seperti magainin, brevinins, esculentin, rugosin,
dan temporin telah berhasil diisolasi dari binatang seperti katak (Bevins dan Zasloff
1990, Simmaco et al. 1994, Suzuki et al. 1995). Dari beberapa peptida tersebut, hanya
analognya magainin dan esculentin yang sukses ditransfer ke tanaman untuk merakit
tanaman TBP (Sagi 2004). Tembakau PRG yang mengandung analognya magainin
(MSI-99 dan Myp30) menunjukkan ketahanan terhadap P. syringae pv. tabaci
(DeGray et al. 2001) dan terhadap E. carotovora ssp. Atroseptica dalam tembakau
PRG (Li et al. 2001). Ponti et al. (2003) mentransfer esculentin yang mutasi (M28L) ke
tembakau dan menghasilkan tembakau PRG yang tahan terhadap Pseudormonas
aeruginosa atau P. syringae pv. tabaci dengan tidak adanya pertumbuhan dan gejala
serangan bakteri yang dapat dideteksi.
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b. Berasal dari serangga

Gen cecropins yang merupakan peptida lytic anti bakteri, telah diisolasi dari ulat
sutera raksasa atau giant silk moth (Hyalophora cecropia) dan ulat sutera atau
silkworm (Bombyx mori), serta lalat Drosophila (Sagi 2004). Peptida tersebut dipro-
duksi dan diakumulasi sebagai respon adanya infeksi. Ada beberapa jenis cecropin,
yang asli adalah cecropin B merupakan peptida linear yang terdiri dari 31-39 asam
amino (aa); yang mutan adalah SB37 = 38 aa dan MB39 = 39 aa; sedangkan yang
sintetis adalah Shiva-1 = 38 aa dan D4El = 17 aa; selain itu ada jenis peptida
chimaeric MsrAl = 34-aa (Sagi 2004). Gen Shiva-1 dan SB-37 ditransformasikan dan
diekspresikan ke tembakau PRG dan kentang PRG (Mourgues et al. 1998). Progeni
tembakau PRG mengekspresikan gen Shiva-1 dengan penundaan gejala penyakit
dan pengurangan mortalitas tanaman setelah diinokulasi dengan Ralstonia solana-
cearum (penyebab penyakit bakteri layu) (Jaynes et al. 1993). Sedangkan tembakau
PRG dengan gen cecropin B tidak menunjukkan ketahanan tanaman terhadap R.
solanacearum atau P. syringae pv. tabaci. Hal tersebut merupakan hasil dari degra-
dasi cecropin oleh proteases tanaman (Florack et al. 1995). Huang ef al. (1997) me-
laporkan bahwa tembakau PRG yang mengandung gen MB39 (merupakan analog
dari cecropin yang stabil) mengekspresikan ketahanan terhadap P. syringae pv.
tabaci dengan tanpa gejala nekrosis.

Penelitian Mentag et al. (2003) melaporkan ekspresi gen sintetis cecropin B (D4E1)
dari tanaman poplar PRG yang menghasilkan ketahanan terhadap bakteri patogen A.
tumefaciens dan Xanthomonas populi, tetapi tidak tahan terhadap Hypoxylon
mammatum. Ketahanan dengan tingkat yang tinggi terhadap E. carotovora diekspre-
sikan umbi kentang PRG yang mengandung peptida chimaeric MsrAl (Osusky et al.
2000). Gen Shiva di dalam tembakau PRG dilaporkan memberikan ketahanan ta-
naman terhadap P. solanaceraum pv. tabaci (Xu et al. 1999) sedangkan gen SB37
menunjukkan aktivitas ketahanan dalam kentang PRG terhadap E. carotovora ssp.
atroseptica (Arce et al. 1999).

Gen attacin yang merupakan kelas lain dari peptida lytic juga diisolasi dari ulat sutera
raksasa, meskipun cara kerjanya belum dimengerti dengan jelas. Gen attacin E telah
ditransfer ke tanaman apel dan menghasilkan apel PRG yang tahan terhadap Erwinia
amylovora, penyebab penyakit hawar api (fire blight) (Norelli et al. 1994). Bioasai
apel PRG dibandingkan dengan apel tetuanya yang non PRG di rumah kaca, menun-
jukkan bahwa apel PRG tahan terhadap E. amylovora (Gambar 4). Salah satu galur
apel PRG tersebut menunjukkan terjadinya pengurangan gejala serangan sampai
50% setelah diinokulasi di lapangan (Norelli 2000).

c. Berasal dari tanaman

Sekurang-kurangnya ada 11 gen ketahanan tanaman yang telah diklon dan dapat
meningkatkan ketahanan terhadap bakteri patogen. Menurut laporan Martin et al.
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Gambar 4. Pengujian ketahanan apel PRG terhadap Erwinia
amylovora. A = apel PRG yang tahan dan B =
apel non PRG yang peka (Norelli 2000).

(1993), Bent et al. (1994), Mindrinos et al. (1994), Grant et al. (1995), Song et al.
(1995), Salmeron et al. (1996), Yoshimura et al. (1998), Warren et al. (1998),
Gassmann ef al. (1999), Tai et al. (1999), Swiderski dan Innes (2001), Deslandes et al.
(2002) gen ketahanan yang diisolasi dari berbagai tanaman antara lain RPS2, RPS4,
RPS5, PBS1, RPMI, dan RRS1-R (dari Arabidopsis); Xa21 dan Xal (dari padi); Bs2
(dari pepper); dan Prf dan 66 protein kinase (dari tomat).

Contoh paling sukses dari gen ketahanan bakteri patogen, yang diisolasi dari tanam-
an padi adalah gen Xa2l (Song et al. 1995). Gen tersebut telah ditransformasikan ke
tanaman padi varietas IR72 dan lima varietas Cina melalui Agrobacterium. Padi PRG
menunjukkan ketahanan terhadap semua ras Xanthomonas oryzae pv. oryzae.
Ketahanan tersebut telah diuji di laboratorium maupun di lapangan (Tu et al. 1998,
Tu et al. 2000, Zhai et al. 2000, Zhai et al. 2002).

. Berasal dari jasad renik

Gen yang mengkode glucose oxidase telah diisolasi dari jasad renik Aspergillus niger.
Gen tersebut dtransformasikan ke tanaman kentang. Kentang PRG hasil transformasi
menunjukkan ketahanan terhadap E. carofovora ssp. Carotovora (Wu et al. 1995).
Gen yang mengkode glucose oxidase mengkatalisis proses oksidasi glucose menjadi
asam gluconic dan hydrogen peroxide. Hasil pengamatan menunjukkan terjadinya
kenaikan tingkat hydrogen peroxide bersamaan dengan peningkatan ketahanan
terhadap E. carotovora ssp. carotovora (Wu et al. 1995). Gen yang sama ditransfor-
masikan ke tanaman kubis yang menghasilkan tanaman tahan terhadap Xanthomo-
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nas campestris pv. campestris (Lee et al. 2002). Pada kedua tanaman PRG yang
mengandung gen dari A. niger dan tahan bakteri patogen menunjukkan terjadinya
peningkatan aktivitas glucose oxidase di dalam daun. Kenaikan tingkat hydrogen
peroxide juga dijumpai pada umbi kentang PRG yang tahan terhadap bakteri patogen
E. carotovora ssp. Atroseptica yang pada saat bersamaan terjadi penurunan aktivitas
protein transporter plastidic ATP/ADP AATP1 (Linke et al. 2002).

2. Lysozyme

Sumber lain dari protein anti bakteri adalah lysozyme, yang bisa diperoleh dari
bacteriophage atau telur ayam (Sagi 2004). Gen lysozyme dari bacteriophage T7 telah di-
gunakan dalam kontruksi vektor ekspresi untuk transformasi tanaman (Huang et al.
1994). Awal penelitian yang menggunakan lysozyme dari putih telur ayam (HEWL atau
hen egg white lysozyme) untuk ketahanan terhadap bakteri patogen dengan hasil yang
tidak begitu sukses (Trudel et al. 1992) karena tingkat sekresi yang rendah. Tetapi pene-
litian Trudel et al. (1992) tiga tahun kemudian menghasilkan tembakau PRG mengeluar-
kan sekresi extracellular dari HEWL yang tinggi dan menunjukkan penghambatan per-
tumbuhan dari bakteri patogen Clavibacter michiganense dan Micrococcus luteus pada
bioasai di laboratorium (Trudel et al. 1995). Serrano et al. (2000) melakukan transfor-
masi kentang dengan gen HEWL dan menghasilkan kentang PRG yang tahan terhadap
E. carotovora ssp. Atroseptica. Hasil percobaan lapang dari beberapa grup peneliti, me-
nunjukkan bahwa lysozyme tidak berpengaruh terhadap bakteri tanah (Heuer dan
Smalla 1999, Lottmann et al. 1999, Heuer et al. 2002), juga tidak berpengaruh terhadap
bakteri tanah antagonistik (Lottmann et al. 1999, 2000, Lottmann dan Berg 2001). Dapat
disimpulkan bahwa pengaruh lysozyme hanya pada bakteri patogen yang menyerang
daun tetapi tidak berpengaruh terhadap bakteri patogen tanah (Sagi 2004).

3. Gen lain

Gen lain yang digunakan dalam perakitan tanaman PRG TBP adalah gen hormeobox
yang mengkode protein HD-Zip (homeodomain leucine zipper). Gen HD-Zip H52 dari
tomat ditransformasikan ke genom tanaman tomat melalui mediasi A. tumefaciens
(Iannacone et al. 2004). Tomat PRG yang mengandung gen HD-Zip H52 ternyata me-
nunjukkan ketahanan terhadap bakteri patogen P. syringae (lannacone et al. 2004).

Tahan Virus Patogen Tanaman

Virus patogen tanaman masih merupakan masalah serius bagi banyak tanaman per-
tanian. Penyakit yang disebabkan oleh infeksi virus dapat mengurangi tingkat pertumbuhan
dan hasil tanaman baik secara kuantitas maupun kualitas. Telah lama diketahui bahwa ta-
naman dapat dilindungi dari serangan strain virulen virus tertentu dengan menginfeksi ta-
naman sebelumnya dengan strain yang sudah dilemahkan dari virus yang sama atau dari
kerabatnya. Fenomena tersebut dikenal dengan sebutan proteksi silang (cross protection).
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Meskipun mekanisme proteksi silang tidak diketahui seluruhnya, tetapi diduga bahwa pro-
tein selubung (coat protein) adalah yang bertanggung jawab atas pengaruh proteksi. Ahli
biologi molekuler tanaman mencoba mengkloning cDNA dari protein virus tanaman untuk
keperluan penelitian fenomena proteksi silang lebih lanjut dan rinci (Hemmenway et al.
1987). Ketahanan terhadap infeksi virus dapat diperoleh melalui rekayasa genetik tanaman
dengan mengintroduksi gen asing (Beachy 1990).

Untuk merakit tanaman PRG tahan virus patogen (TVP) biasanya menggunakan
strategi pathogen-derived resistance (Lius et al. 1997). Pathogen-derived resistance (PDR)
adalah strategi ketahanan dengan memanfaatkan elemen genetik virus yang berupa gen
utuh atau bagian gen dari genom virus kemudian diklon dan diintroduksikan ke tanaman.
Contoh PDR adalah gen replicase dan coat protein (CP) dari virus (Quemada 1998, Vidya et
al. 2000). Pemanfaatan gen replicase atau CP dalam tanaman PRG akan mempengaruhi
satu atau beberapa tahap penting dalam siklus hidup virus.

Pada kasus virus benang (strand) RNA positif, pengaruh proteksi yang mirip dengan
proteksi silang dapat dijumpai pada tanaman PRG yang ditransformasi dengan gen CP virus
(Kaniewski et al. 1990, Powell et al. 1986). Gen yang digunakan dalam tipe transformasi ter-
sebut adalah benang ganda cDNA yang berasal dari RNA virus. Tingkat ekspresi yang tinggi
dari CP sangat diperlukan untuk memperoleh pengaruh proteksi silang dalam tanaman
PRG (Hemmenway ef al. 1987). Telah diperoleh tanaman TVP hasil rekayasa genetik me-
lalui Agrobacterium dari virus RNA benang negatif atau yang lebih dikenal sebagai gen RNA-
binding protein. Metode proteksi silang pada tanaman PRG telah dikembangkan melalui
transformasi dengan DNA benang ganda yang diperoleh dari satelit RNA (McGarvey dan
Kaper 1993). Tembakau PRG yang mengandung cDNA dengan kode TMV protein replicase
merupakan tanaman tahan TMV yang dihasilkan lewat transformasi dengan Agrobacterium
(Golemboski et al. 1990).

Beberapa tanaman PRG sudah berhasil dirakit melalui teknologi rekayasa genetik
untuk memperoleh ketahanan terhadap virus patogen (Beachy 1990, McGarvey dan Kaper
1993, Dasgupta et al. 2003). Beberapa tanaman PRG TVP sudah berhasil dirakit dengan
menggunakan gen replicase atau CP. Tanaman PRG tersebut ada yang masih dalam skala
litbang dan ada yang telah ditanam secara komersial.

Pada tahun 1986, CP dari papaya ring spot virus (PRSV) dapat diklon, kemudian di-
transformasikan ke genom tanaman pepaya (Carica papaya) melalui penembakan partikel
oleh Fitch et al. (1990). Pada tahun 1992 dilakukan pengujian pepaya PRG tahan PRSV di la-
pangan terbatas di Hawai (Gonsalves 2004). Pada percobaan di lapang, pepaya PRG tahan
PRSV terbukti menunjukkan ketahanannya di lapang (Gambar 5) (Perry 2003, Gonsalves
2004).

Litbang pepaya PRG tahan PRSV juga dilakukan oleh beberapa negara seperti
Australia, Bangladesh, Brazil, Filipina, Jamaica, Malaysia, Tanzania, Thailand, Uganda,
Venezuela, dan Vietnam (Lines et al. 2002, Souza dan Gonsalves 1998, Gonsalves 2004,
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Gambar 5. Pengujian ketahanan papaya PRG terhadap PRSV di LUT tahun 1996-1997 di Hawai, PRSV = papaya
ring spot virus (A, B, C) (Perry 2003) dan gejala serangan PRSV pada daun dan buah (D dan E)
(Manshardt et al. 2003).

Magdalita et al. 2004a, Habibuddin et al. 2005, Romyanon et al. 2005, Fermin et al. 2004,
Binh et al. 2002). Pepaya PRG tahan PRSV telah diuji ketahanannya di LUT di Filipina,
Thailand, dan Vietnam (Magdalita et al. 2007, Chowpongpang et al. 2003, Hung et al. 2007),
serta di rumah kasa di Malaysia (Habibuddin et al. 2007).

Gen CP dari watermelon mosaic virus2 (WMV2) dan zucchini yellow mosaic virus
(ZYMV) telah diklon. Gen CP dengan promoter 35S ditransformasikan ke genom tanaman
labu (Curcurbita pepo L.) melalui mediasi vektor A. tumnefaciens (Quemada 1998) dan
menghasilkan labu PRG event ZW-20. Event lain labu PRG adalah CZW-3 yang dihasilkan
dari transformasi CP tiga virus cucumber mosaic virus (CMV), WMV2, dan ZYMV melalui
vektor A. tumefaciens (Quemada 1998). Hasil pengujian lapang menunjukkan bahwa labu
PRG tahan terhadap virus patogen target, yaitu WMV2 dan ZYMV (Gambar 6) (Quemada
1998).

Tanaman PRG TVP yang lain masih dalam taraf litbang. Tanaman PRG tersebut adalah
tomat tahan golden mosaic virus (Day et al. 1991), tomat tahan virus cucumber mosaic virus
(Kaniewski et al. 1999), tomat tahan virus gemini tomato leaf curl virus (Raj et al. 2005),
kentang tahan virus X dan virus Y (Hemmenway et al. 1987, Kaniewski et al. 1990), alfalfa
tahan alfalfa mosaic virus (Hill et al. 1991). Selain itu, ada penelitian yang menggabungkan
(staked genes) gen replicase PLRVrep untuk ketahanan terhadap potato leafroll virus
dengan cry3A(a) untuk ketahanan terhadap Colorado potato beetle (Lawson et al. 2001,
Thomas et al. 2000).
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Labu PRG

Gambar 6. Pengujian ketahanan labu PRG terhadap WMV2 (A) dan ZYMV di LUT (B), WMV2 = watermelon
mosaic virus 2, ZYMV = zucchini yellow mosaic virus (Quemada 1998).

Tanaman buah-buahan plum (Prunus domestica) ditransformasi dengan gen CP dari
plum pox virus (PPV) melalui mediasi A. tumefaciens (Ravelonandro et al. 2000). Plum PRG
klon C-5 yang mengandung gen CP PPV telah diuji di dalam rumah kaca dan LUT serta
menunjukkan ketahanan yang tinggi terhadap PPV (Hily e al. 2004). Plum PRG tahan PVP
telah memperoleh izin untuk dikomersialkan di Amerika Serikat (AgBios 2007).

TOLERAN TERHADAP CEKAMAN ABIOTIK

Cekaman abiotik terdiri atas kekeringan dan suhu tinggi, salinitas, oksidatif (oxidative),
pembekuan dan suhu rendah, cekaman logam berat, intensitas penyinaran yang tinggi, dan
keracunan (Zhang et al. 2000, Uchimiya 2001). Kegiatan penelitian dengan tujuan merakit
tanaman PRG toleran cekaman abiotik telah dilakukan oleh beberapa kelompok peneliti
(McKersie et al. 1993, De la Fuente et al. 1997, McKersie et al. 1999, Kumar dan Minocha
1998, Ezaki et al. 2000, Zhang et al. 2000, Uchimiya 2001, Jiban 2001, Hsieh et al. 2002,
Capell 2004, Kasuga et al. 2004, Oh et al. 2005, Eapen dan D'Souza 2005, Sharma 2006,
Rodrigues et al. 2006, Karim et al. 2007, Zhao et al. 2007). Tanaman PRG toleran cekaman
abiotik yang akan dibahas antara lain toleran terhadap kekeringan, salinitas, oksidatif, pem-
bekuan dan suhu rendah, logam berat, serta keracunan aluminium.

Toleran Kekeringan

Kekeringan merupakan salah satu kendala cekaman abiotik yang sering terjadi. Setiap
tahun di beberapa negara selalu dilanda masalah kekeringan, bahkan dapat mencapai
intensitas yang serius sehingga tanaman menjadi puso. Sehubungan dengan itu, beberapa
tim peneliti secara global melakukan penelitian dibidang rekayasa genetik untuk merakit
tanaman toleran cekaman kekeringan dan yang terkait dengannya, yaitu suhu tinggi.
Strategi pendekatan yang dilakukan adalah mempelajari pathway metabolisme tanaman
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(Jiban 2001). Pathway metabolisme melibatkan sintesis dari metabolit yang berbeda,
antara lain trehalose, polyamine, proline, glycine betaine, carbohydrate (Jiban 2001).
Metabolit tersebut telah menunjukkan berasosiasi dengan toleransi kekeringan.

1. Gen yang Mengkode Sintesis Trehalose

Trehalose masuk kelompok gula sederhana yang secara alamiah diproduksi oleh ber-
bagai organisme seperti bakteri, yeast, fungi (termasuk mushrooms), tanaman, dan ba-
nyak invertebrata (khususnya serangga). Dalam keadaan normal, akumulasi trehalose
dalam tanaman hanya sedikit jumlahnya. Tapi ada perkecualian pada tanaman yang da-
pat tumbuh di gurun pasir. Tanaman tersebut disebut dengan resurrection, yaitu tanam-
an yang dapat bertahan hidup lama di gurun pasir pada kondisi kekeringan yang ber-
kepanjangan. Tanaman kelihatan seperti mati, tetapi akan tampak hidup kembali apa-
bila tersedia kelembaban yang cukup. Pada keadaan terjadinya cekaman, kebanyakan
organisme secara alamiah akan mengakumulasi trehalose dan memproduksi gula me-
lalui dua step proses. Proses tersebut adalah bekerjanya enzim frehalose-6-phosphate
synthase (TPS) dan enzim frehalose-6-phosphate phosphatase (TPP).

Tim peneliti di Cornell University, AS melaporkan telah berhasil menyisipkan gen yang
berfungsi untuk sintesis gula trehalose ke padi indica (USAID 2004). Di samping itu,
mereka berhasil merakit padi Pusa Basmati yang mengandung gen frehalose. Diban-
dingkan dengan padi non PRG yang akumulasi kandungan trehalosenya sangat rendah,
pertumbuhan padi PRG jauh lebih baik, segar, dan sehat pada kondisi cekaman keke-
ringan (USAID 2004).

Tim peneliti lain, yaitu Karim ef al. (2007) melakukan perakitan tanaman PRG toleran
kekeringan dengan ekspresi berlebihan (over-expressing) dari TPS. Tanaman PRG de-
ngan ekspresi berlebih TPS tersebut menunjukkan terjadinya peningkatan toleran terha-
dap kekeringan, meskipun akumulasi frehalose hanya sedikit. Dalam penelitian tersebut
dilaporkan tentang kesuksesan mereka mencapai tiga strategi. Strategi pertama: kons-
truksi gen ganda yang mengandung gen 7PS! dan TPS2 (yang mengkode TPP) dari
Saccharomyces cerevisiae berhasil ditransformasikan ke tanaman tembakau. Kedua gen
tersebut diregulasi oleh promoter Arabidopsis RuBisCO dari gen AfRbcSIA yang dapat
memproduksi konstitutif dari kedua enzim tersebut. Strategi kedua: melibatkan terjadi-
nya ekspresi gen yang terpicu adanya cekaman kekeringan dengan melakukan fusi
daerah coding downstream ScTPS1 dari drought-inducible promoter Arabidopsis
AtRABIS. Biosintesis trehalose pada tembakau PRG yang mengandung konstruksi gene-
tik dengan satu gen ScTPS1, atau dengan kombinasi dua gen ScTPSI dan ScTPS2, hanya
terjadi apabila tanaman mengalami cekaman kekeringan. Strategi ketiga: melibatkan
penggunaan promoter AfRbcSIA bersama dengan peptida transit di depan daerah
coding sekuens ScTPS1, yang mengarahkan enzim ke kloroplas.
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2. Gen yang Terkait dengan Pathway Polyamine

Dengan makin meningkatnya ilmu pengetahuan dibidang bioteknologi, maka peneliti-
an tentang manipulasi pathway metabolisme tanaman melalui genetik molekuler,
sekarang ini menjadi suatu kegiatan yang memungkinkan (Kumar dan Minocha 1998).
Capell (2004) memilih pathway polyarnine sebagai model dalam studinya. Pathway
polyamine terdapat di dalam organisme hidup. Polyamine adalah molekul polycationic
yang mempunyai bobot molekul (molecular weight) rendah dan diduga mempunyai
peranan penting dalam beberapa proses fisiologi dan perkembangan organisme (Capell
2004). Pada hewan dan fungi, diamine putrescine (precursor dari polyamine spermidine
dan spermine) disintesis langsung dari ornithine oleh enzim ornithine decarboxylase
(ODC). Tanaman mempunyai rute atau jalan alternatif dalam proses produksi putrescine
yang dikatalisis oleh arginine decarboxylase (ADC). Reaksi selanjutnya adalah perubah-
an putrescine menjadi spermidine dan spermine. Reaksi tersebut dikatalisis oleh enzim
spermidine dan spermine synthase, yang digenerasi oleh S-adenosylmethionine
decarboxylase (SAMDC). Pada kondisi cekaman abiotik seperti kekeringan dan salinitas,
polyamine berakumulasi di dalam tanaman (Capell 2004). Peningkatan konsentrasi
polyamine dalam tanaman dipertimbangkan sebagai indikator bahwa tanaman tersebut
dalam keadaan tercekam (stress). Hasil dari beberapa penelitian menunjukkan bahwa
polyamine khususnya spermidine dan spermine terlibat dalam regulasi ekspresi gen
yang terkait dengan perlindungan osmotik sel tanaman dalam kondisi defisit air (Capell
2004). Kandungan akumulasi putrescine dalam padi PRG yang mengandung ADC cDNA
dari tanaman oat (Avena sativa), 10 kali lebih besar dibandingkan dengan padi non PRG
(Capell 2004).

3. Gen GmTP55

Gen GmTP55 adalah gen homolog dengan antiquitin kedelai yang termasuk dalam ke-
lompok ALDH7. Gen tersebut terkait erat dengan cekaman dehidrasi dan salinitas
(Rodrigues et al. 2006). Tembakau (N. tabacun) dan Arabidopsis (A. thaliana) berhasil
ditransformasi dengan gen GmTP55 (Rodrigues et al. 2006). Pada uji ekspresi gen
GmTP5)5, tembakau PRG dan Arabidopsis PRG menunjukkan toleran terhadap defisit air
selama pertumbuhan tanaman (Rodrigues et al. 2006). Demikian pula pada kondisi
cekaman kekeringan yang ekstrim, turgiditas tunas tembakau PRG menunjukkan tetap
pada tingkat yang normal, tetapi sebaliknya kondisi yang kontras terjadi pada tanaman
non PRG, yaitu terjadinya layu pada daun (Rodrigues et al. 2006).

4. Gen DREBIA

NAL (2005) melaporkan hasil penelitian peneliti biologi sel dari CIMMYT di Meksiko,
yaitu Alessandro Pellegrineschi dan tim berhasil mengisolasi gen DREBIA dari tanaman
A. thaliana dan mentransformasikan ke tanaman gandum. Gen DREBIA diketahui se-
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bagai gen yang berperanan dalam toleran tanaman terhadap kekeringan, suhu rendah,
dan salinitas. Percobaan bioasai gandum PRG yang mengandung gen DREBIA terhadap
cekaman kekeringan dilakukan di rumah kaca. Hasilnya menunjukkan bahwa gandum
non PRG (kontrol) mulai kelihatan gejala kekeringan, setelah 10 hari dalam kondisi
cekaman kekeringan, sedangkan gandum PRG tetap sehat sampai lima hari kemudian
sebelum gejala kekeringan muncul. Setelah periode kekeringan berakhir, gandum PRG
memberikan respon lebih baik terhadap penyiraman dengan cepat kembali ke kondisi
sehat dibandingkan dengan gandum non PRG (NAL 2005).

Penelitian perakitan tanaman PRG toleran kekeringan juga dilakukan di ICRISAT, India.
Tanaman chickpea ditransformasi dengan gen DREBIA dengan promoter inducible
rd29A melalui mediasi vektor Agrobacterium (Sharma 2006). Pada percobaan bioasai
kekeringan di rumah kaca, chickpea (Cicer arietinum) PRG menunjukkan toleransi yang
tinggi terhadap kekeringan dibandingkan dengan tanaman non PRG. Demikian pula
pengamatan efisiensi transpirasi, aktivitas fotosintesis, conductance stomata, dan trans-
pirasi total pada tanaman PRG menunjukkan kondisi yang superior dibandingkan de-
ngan non PRG (Sharma 2006).

Penelitian lain pada tanaman tembakau ditransformasi dengan kombinasi gen DREBIA
dengan promoter inducible rd29A melalui Agrobacterium dilakukan oleh Kasuga et al.
(2004). Tembakau PRG tersebut toleran terhadap kekeringan. Penelitian lain pada padi
dilakukan oleh Oh et al. (2005) dengan menggunakan gen CBF3/ DREBIA dan ABF3 dari
Arabidopsis. Padi PRG yang mengandung gen-gen tersebut menunjukkan peningkatan
toleransi terhadap kekeringan tanpa terjadinya hambatan pertumbuhan (Oh et al. 2005).

Al-Abed et al. (2007) melakukan penelitian dengan mentransformasikan konstruk faktor
transkripsi dari Arabidopsis CBF dengan promoter inducible rd29A dan marka seleksi
hygromycin phosphotransferase, ke eksplan split-seed tanaman jagung, dengan penems-
bakan partikel. Over-ekspresi dari CBF3 pada jagung PRG menunjukkan terjadinya
peningkatan toleransi kekeringan dan salinitas (Al-Abed et al. 2007).

Zhao et al. (2007) melaporkan bahwa konstruk gen DREBIA/CBF3 yang berasal dari
Arabidopsis dengan promoter inducible rd29A telah ditransformasikan ke tanaman tall
fescue (Schedonorus arundinaceus) melalui A. tumefaciens strains AGLI. Sewaktu tall
fescue PRG dikondisikan pada cekaman kekeringan, hasilnya menunjukkan adanya
peningkatan toleran tanaman terhadap kekeringan. Di samping itu, terjadi akumulasi
proline pada tingkat yang tinggi (Zhao et al. 2007). Keadaan tersebut menunjukkan ke-
mampuan gen CBF3 terkait dengan respon tall fescue PRG terhadap cekaman keke-
ringan. Aktivitas fotosintesis dan penutupan stomata lebih tinggi pada tanaman PRG di-
bandingkan dengan non PRG.
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5. Gen P5CSF129A

P5CSFI29A adalah gen yang mengkode pyrroline-5-carboxylate synthetase. Sharma
(2006) dari ICRISAT, mentransformasi gen PSCSFI129A dengan promoter CaMV 35S ke
tanaman chickpea (Cicer arietinum) melalui mediasi vektor Agrobacterium. Chickpea
PRG lebih toleran terhadap kekeringan dibandingkan dengan chickpea non PRG pada
percobaan rumah kaca (Sharma 2006). Demikian pula, aktivitas fotosintesis dan penu-
tupan stomata lebih tinggi pada tanaman PRG dibandingkan dengan non PRG (Sharma
2006).

6. Gen CBFI1

Hsieh et al. (2002), melakukan penelitian perakitan tanaman PRG toleran kekeringan.
Gen yang mereka gunakan adalah CBFI (C repeat/dehydration-responsive element bin-
ding factor 1) dari Arabidopsis dengan terminator nos dan promoter cauliflower mosaic
virus 35S. Gen CBFI ditransformasikan ke genom tanaman tomat (L. esculenturn).
Tomat PRG menunjukkan lebih toleran terhadap cekaman defisit air dibandingkan de-
ngan yang non PRG. Pada kondisi cekaman defisit air, stomata tomat PRG menutup
lebih cepat dan tingkat kandungan prolin lebih tinggi dibandingkan dengan tomat non
PRG. Sebaliknya konsentrasi hydrogen peroxide menurun dan aktivitas katalase mening-
kat pada tomat PRG dibandingkan dengan tomat non PRG dengan atau tanpa perlakuan
cekaman defisit air. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa gen CBF1 dari Arabidopsis
dapat menyebabkan tomat PRG toleran terhadap cekaman defisit air.

7. Gen HVAIl1

Suatu gen toleran kekeringan berhasil diisolasi dari tanaman barley (Hordeum vulgare).
Gen tersebut disebut HVAIl. Gen HVAIl telah ditransformasikan ke tanaman gandum
oleh peneliti dari Cairo's Agricultural Genetic Engineering Research Institute (AGERI),
Mesir. Gandum PRG yang mengandung gen HVAI1 ternyata toleran kekeringan dan da-
pat hidup di gurun pasir (NAL 2005). Pada Oktober 2004, tim peneliti AGERI meng-
umumkan telah melakukan uji gandum PRG di LUT. Hasilnya menunjukkan bahwa
gandum PRG hanya memerlukan satu kali pengairan sedangkan yang non PRG perlu
delapan kali (NAL 2005).

8. Gen-gen Lain

Gen-gen lain yang digunakan dalam perakitan tanaman PRG toleran kekeringan antara
lain betA, betB, SacB, SOD. Gen betA mengkode choline dehydrogenase dan gen betB
mengkode betaine aldehyde dehydrogenase yang terlibat dalam biosintesis glycine
betaine. Gen betB dari Escherichia coli ditransformasikan ke tanaman tembakau. Tem-
bakau PRG tersebut menunjukkan terjadinya akumulasi glycine betaine dan toleran ter-
hadap kekeringan (Jiban 2001). Gen SacB berasal dari bakteri Bacillus subtilis yang
mengkode levan sucrase dan terlibat dalam sintesis fructan. Tembakau PRG yang me-
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ngandung gen SacB menunjukkan pertumbuhan lebih baik dibandingkan dengan non
PRG pada kondisi cekaman kekeringan. Gen SOD (superoxide dismutase) yang berasal
dari kacang kapri (Pisun sativum L.) berhasil disisipkan ke tanaman tembakau dan
menunjukkan toleran terhadap kekeringan (Jiban 2001).

Kasukabe et al. (2004) menggunakan gen spermidine synthase dari tanaman figleaf
gourd (Cucurbita ficifolia). Gen spermidine synthase dengan promoter cauliflower
mosaic virus 35S kemudian ditransformasikan ke tanaman A. thaliana. Tanaman PRG
menunjukkan terjadinya peningkatan signifikan aktivitas spermidine synthase dan kan-
dungan spermidine dalam daun, serta terjadi peningkatan yang nyata pada toleransi ta-
naman PRG terhadap cekaman kekeringan.

Gen CAP2 yang mengkode faktor transkripsi AP2 (APETALA2) diisolasi dari tanaman
chickpea (Cicer arietinum) oleh Rakesh et al. (2006). Gen CAP2 dengan promoter 35S
ditransformasik ke tanaman tembakau dengan A. tumefaciens. Tembakau PRG yang
mengandung gen CAP2 menunjukkan toleransi lebih tinggi terhadap cekaman kekering-
an dan salinitas, dibandingkan dengan dengan tembakau non PRG (Rakesh et al. 2006).

Perakitan tanaman PRG toleran kekeringan dilakukan juga oleh Dai et al. (2007). Gen
yang digunakan adalah OsMYB3R-2 dan ditransformasikan ke Arabidopsis (A. thaliana).
Dibandingkan dengan tanaman non PRG, Arabidopsis PRG mengekspresikan berlebih
(over-expressing) gen OsMYB3R-2 dan menunjukkan peningkatan toleransi terhadap
kekeringan.

Toleran Salinitas

Telah ditemukan banyak substansi dengan bobot molekul rendah berfungsi melin-
dungi cekaman salinitas yang terakumulasi di dalam sel organisme hidup (Greenberg dan
Glick 1993). Kasus pada tanaman, berbagai spesies mengakumulasi glycine betaine,
proline, dan gula alkohol seperti mannitol dan sorbitol. Gen mtID yang mengkode
mannitol-I-phosphate dehydrogenase yang berasal dari E. coli dengan promoter CaMV 35S
dan terminator nos telah diintroduksi ke tanaman tembakau untuk ketahanan terhadap ce-
kaman salinitas (Bennet 1993) melalui mediasi vektor Agrobacterium. Dalam E. coli fungsi
utama dari enzim yang reversibel tersebut adalah mengoksidasi mannitol-1-phosphate
menjadi fructose-6-phosphate. Di dalam tembakau PRG, rangkaian reaksi tersebut berlang-
sung sebaliknya dengan kelebihan fructose-6-phosphate, mannitol-I-phosphate dihidrolisis
oleh phosphatase yang tidak spesifik, dan mannitol berakumulasi lebih dari 6 umol/g berat
basah. Apabila tanaman tembakau PRG dibandingkan dengan tembakau kontrol dalam hal
toleransi terhadap 25 mM NaCl, maka akumulasi mannitol secara nyata dapat melindungi
tanaman PRG dewasa sampai pembungaan dan pembentukan biji. Tanaman kontrol (non
PRG) mati sebelum pembungaan (Greenberg dan Glick 1993).
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Gen GmTP55 digunakan untuk merakit tanaman PRG toleran salinitas. Tembakau PRG
dan Arabidopsis PRG yang mengandung gen GmTP55 menunjukkan toleran salinitas sela-
ma fase germinasi (Rodrigues et al. 2006). Dalam kondisi cekaman salinitas, efisiensi ger-
minasi biji tembakau PRG, dan Arabidopsis PRG secara nyata lebih tinggi dibandingkan de-
ngan tanaman non PRG (Rodrigues et al. 2006). Gen lain yang digunakan untuk merakit ta-
naman PRG toleran salinitas adalah choline oxidase (cod A) dari Arthrobactor globiformis
dan choline dehydrogenase (bet A) dari E. coli (Uchimiya 2001). Penelitian perakitan padi
PRG dilakukan oleh Oh et al. (2005) dengan menggunakan gen CBF3/DREBIA dan ABF3
dari Arabidopsis. Padi PRG yang mengandung gen tersebut menunjukkan peningkatan
toleransi terhadap salinitas tinggi (Oh ef al. 2005).

A. thaliana PRG yang mengandung gen spermidine synthase dari C. ficifolia telah di-
rakit oleh Kasukabe et al. (2004). Arabidopsis PRG menunjukkan terjadinya peningkatan
signifikan aktivitas spermidine synthase dan kandungan spermidine dalam. Di samping itu,
terjadi peningkatan yang nyata pada toleransi tanaman PRG terhadap cekaman salinitas
(Kasukabe et al. 2004).

Gen OsMYB3R-2 oleh Dai et al. (2007) ditransformasikan ke Arabidopsis (A. thaliana).
Arabidopsis PRG mengekspresikan berlebihan (over-expressing) OsMYB3R-2 dan menun-
jukkan peningkatan toleransi terhadap cekaman salinitas. Germinasi biji tanaman PRG
lebih toleran terhadap abscisic acid atau NaCl dibandingkan dengan kontrol (non PRG) (Dai
et al. 2007).

Toleran Oksidatif (oxidative)

Beberapa cekaman abiotik seperti cekaman osmotik, logam berat, suhu yang sangat
tinggi, intensitas penyinaran matahari yang sangat kuat, beberapa jenis herbisida, polusi
gas (S0, dan S0;), dan racun cendawan tertentu mendorong terjadinya produksi berlebih
dari reactive oxygen intermediates (ROI) termasuk H,O,. Kondisi demikian dapat menye-
babkan kerusakan tingkat selular yang ekstensif dan hambatan pada proses fotosintesis
(Uchimiya 2001). Selain itu oksigen yang dihasilkan lewat fotosintesis dapat berkurang
dalam sel tanaman dan menjadi bahan kimia sangat beracun yang dikenal secara kolektif
sebagai spesies oksigen aktif. Hydrogen peroxide, radikal hydroxyl, dan superoxide adalah
contoh dari kelompok oksigen tersebut. Secara alami dalam tanaman telah berkembang
suatu mekanisme enzimatik (cetalase, peroxidase, dan super-oxide dismutase) untuk
menangani molekul tersebut. Enzim-enzim itu dapat diproduksi pada berbagai cekaman
abiotik. Fungsi mereka adalah menahan pemindahan elektron untuk fotosintesis pada
intensitas sinar sedang sampai tinggi.

Kegiatan perakitan tanaman PRG toleran cekaman oksidatif telah banyak dilakukan
oleh beberapa grup peneliti. Beberapa gen telah ditemukan dan dimanfaatkan dalam
perakitan tanaman PRG toleran cekaman oksidatif.
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1. Gen Mn-S0D

Bowler et al. (1991) menemukan bahwa tanaman tembakau yang ditransformasi de-
ngan gen Mn-S0D (superoxide dismutase) dan promoter CaMv 35S dapat toleran terha-
dap oksigen aktif. Hal ini dimungkinkan karena protein tersebut efektif pada penurunan
cekaman oksidasi, sebab dia mengubah kuantitas anion superoxide menjadi hydrogen
peroxide.

Penelitian lain dengan menggunakan gen yang sama (Mn-S0D) dilakukan pada tanaman
alfalfa (M. sativa) oleh McKersie et al. (1999). Penelitian ini untuk menguji hipotesis
bahwa peningkatan toleransi tanaman terhadap cekaman oksidatif akan memperbaiki
daya tahan hidup tanaman di musim dingin. Percobaan di LUT di Ontario, Kanada.
Setelah melewati satu musim dingin, tanaman PRG mempunyai tingkat daya tahan dan
hasil lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol (non PRG).

2. Gen GmTP55

Rodrigues et al. (2006) melaporkan bahwa biji tembakau PRG dan Arabidopsis PRG
yang mengandung gen Gm7TP55 menunjukkan terjadi peningkatan toleran terhadap
H,0,- dan cekaman oksidatif yang disebabkan oleh paraquat. Demikian pula biji kedua
tembakau PRG dan Arabidopsis PRG yang mengandung gen GmTP55 berkecambah
secara efisien di dalam medium yang mengandung H,0,, sedangkan biji tanaman non
PRG secara drastis germinasinya terhambat (Rodrigues et al. 2006).

3. Gen-gen lain

Beberapa gen lain yang telah digunakan dalam perakitan tanaman PRG toleran oksidatif
antara lain AtBCB, parB, AtPox. Gen AtBCB adalah blue-copper-binding protein dari
Arabidopsis; parB yang mengkode glutathione S-transferase dari tembakau; dan AtPox
mengkode peroxidase dari Arabidopsis. Galur galur tanaman PRG yang mengandung
ketiga gen tersebut menunjukkan peningkatan toleran oksidatif (Ezaki et al. 2000).

Toleran Pembekuan dan Suhu Rendah

Di daerah yang beriklim dingin, banyak buah-buahan dan sayur-sayuran yang meng-
alami kerusakan hebat apabila keadaan udara yang membeku selama satu malam. Peme-
cahan masalah dilakukan dengan rekayasa genetik untuk memperoleh tanaman tembakau
yang toleran terhadap pembekuan, yaitu dengan mengintroduksi gen yang mengandung
kode protein alaninerich anti freeze yang berasal dari ikan (Greenberg dan Glick 1993).
Meskipun protein dari golongan tersebut belum dapat dideteksi dalam tanaman, peranan
dan kegiatannya dalam ikan telah mapan dan banyak dilaporkan. Protein tersebut dapat
menekan titik beku air sehingga mengurangi kemungkinan terjadinya kerusakan sel.
Protein tersebut telah dapat diekspresikan dalam tanaman tembakau, tetapi apakah dapat
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berfungsi untuk menekan titik beku air di dalam jaringan tanaman dan menghindari pem-
bentukan es belum ada yang melaporkan.

Gen Mn-SOD cDNA dari Nicotiana plumbaginifolia dengan promoter cauliflower
mosaic virus 35S ditransformasikan melalui vektor A. turnefaciens ke tanaman alfalfa (M.
sativa L.) (McKersie ef al. 1993). Progeni tanaman PRG yang mengandung Mn-SOD mem-
punyai pertumbuhan kembali (regrowth) lebih cepat setelah melewati cekaman pembeku-
an dibandingkan dengan non PRG (McKersie et al. 1993). Pada tahun 1999 penelitian dilan-
jutkan oleh McKersie et al. (1999) dan diuji di lapang. Tingkat survival (daya tahan hidup)
dan hasil dari 33 tanaman PRG dibandingkan dengan non PRG pada percobaan lapang di
Elora, Ontario Kanada di musim dingin. Setelah melewati satu musim dingin tingkat
survival dan hasil herbage (daun dan tangkai) tanaman PRG lebih tinggi dibandingkan
dengan non PRG, bahkan ada galur tanaman PRG yang mencapai 100% survival (McKersie
et al. 1999). Tingkat kerusakan akibat pembekuan pada daun juga diamati. Meskipun ba-
nyak tanaman PRG mempunyai tingkat survival dan hasil herbage lebih tinggi dibanding-
kan dengan non PRG, ternyata tidak ada perbedaan pada tingkat kerusakan tanaman
akibat pembekuan (McKersie et al. 1999) sehingga dapat dismpulkan bahwa sifat toleran
pembekuan tidak terkait dengan tingkat kerusakan tanaman akibat pembekuan (McKersie
et al. 1999).

Kasukabe et al. (2004) melaporkan telah mengkloning spermidine synthase cDNA dari
C. ficifolia. Gen spermidine synthase dengan promoter cauliflower mosaic virus 35S
kemudian ditransformasikan ke A. thaliana. Transgen terintegrasi ke genom Arabidopsis
dengan stabil. Dibandingkan dengan tanaman non PRG, tanaman PRG generasi 2 (T,) dan
3 (T;) menunjukkan terjadinya peningkatan signifikan aktivitas spermidine synthase dan
kandungan spermidine dalam daun. Selain terjadi peningkatan yang nyata pada toleransi
tanaman PRG terhadap cekaman suhu dingin dan pembekuan. Selama mengalami cekam-
an suhu dingin 5°C, tanaman PRG menunjukkan peningkatan yang nyata pada aktivitas
arginine decarboxylase dan kandungan spermidine dalam daun dibandingkan dengan
kontrol (non PRG) (Kasukabe et al. 2004).

Penelitian lain tentang perakitan tanaman PRG toleran terhadap cekaman suhu rendah
telah dilakukan oleh Kasuga ef al. (2004). Mereka menggunakan gen DREBIA dengan pro-
moter inducible rd29A. Gen tersebut ditransformasikan ke tanaman tembakau. Penelitian
perakitan tanaman PRG menghasilkan tembakau PRG yang toleran terhadap cekaman
suhu rendah (Kasuga et al. 2004).

Dai et al. (2007) melakukan penelitian transformasi dengan gen OsMYB3R-2 pada
tanaman Arabidopsis (A. thaliana). Arabidopsis PRG mengekspresikan berlebih (over-
expressing) gen OsMYB3R-2 dan menunjukkan peningkatan toleransi terhadap dingin atau
suhu rendah dibandingkan dengan tanaman non PRG.

Apabila tanaman tomat dikondisikan pada cekaman pembekuan, terjadi akumulasi
mRNA dari glycerol-3-phosphate acyltransferase dalam tanaman tomat tersebut. Demikian
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pula tingkat ekspresi yang tinggi dalam daun terjadi apabila tanaman tomat dikondisikan
pada suhu 4°C selama empat jam (Sui et al. 2007). Gen glycerol-3-phosphate acyltransfe-
rase (LeGPAT) telah diisolasi dari tomat (L. esculenturn Mill.) (Sui et al. 2007). Gen LeGPAT
tersebut dengan promoter 35S-CaMV telah ditransformasikan ke genom tanaman tomat.
Meskipun tanaman tomat dikenal dan diketahui sebagai tanaman yang peka terhadap suhu
dingin dan cekaman pembekuan, tetapi tomat PRG yang mengekspresikan gen LeGPAT
berlebihan (over-expression) dapat mentolerir suhu pembekuan. Dibandingkan dengan
tanaman non PRG, tomat PRG mempunyai tingkat penurunan leakage ion dan fotosintesis
lebih rendah, serta sembuh dari cekaman pembekuan lebih cepat (Sui et al. 2007).

Toleran Logam Berat

Pertumbuhan optimum dan produksivitas tanaman sangat dipengaruhi tingkat kan-
dungan logam berat di dalam tanah seperti copper (Cu), natrium (Na), cadmium (Cd), zink
(Zn), Pb, Ni, (Uchimiya 2001). Contoh pertama dari tanaman PRG yang stabil dan toleran
terhadap cekaman abiotik dari jenis logam berat (Cd) adalah tanaman B. napus dan
tembakau yang ditransformasi dengan gen metallothionen-1l melalui vektor Agrobacterium
(Riazuddin 1994). Promoter yang digunakan adalah CaMV35S dengan terminator nos.
Pertumbuhan akar dan tunas dari bibit PRG ternyata tidak dipengaruhi oleh peningkatan
CaCl, sampai 0,1 mM, sedangkan bibit kontrol (non PRG) menunjukkan penghambatan
yang serius pada pertumbuhan akar, tunas, dan daun menjadi klorosis.

Penelitian lain untuk merakit tanaman PRG toleran terhadap cekaman logam berat
adalah penelitian Ezaki et al. (2000). Penelitian dilakukan pada tanaman Arabidopsis de-
ngan menggunakan gen yang mengkode glutathione S-transferase (parB) yang berasal dari
tembakau (N. tabacum L.). Arabidopsis PRG yang mengandung gen parB menunjukkan
toleran logam berat Cu dan Na (Ezaki et al. 2000). Gen lain yang digunakan untuk tanaman
PRG toleran Cu adalah Metallothionein-like (PsMTA) yang berasal dari kacang kapri
(Uchimiya 2001). Gen yang digunakan Eapen dan D'Souza (2005) dalam perakitan tanaman
PRG toleran logam berat adalah metallothionein (MT) dan phytochelatin (PC). Tanaman
PRG dapat mendetoksifikasi cadmium, lead, mercury, arsenic, dan selenium (Eapen dan
D'Souza 2005).

Toleran Keracunan Aluminium (Al)

Aluminium (Al) adalah salah satu jenis logam yang keberadaanya di dunia dalam jum-
lah besar dan produknya dapat dijumpai di dalam lingkungan hidup manusia seperti
kaleng minuman, peralatan dapur, dan bahan pesawat terbang. Meskipun demikian,
aluminium (AP*) adalah bahan kimia yang paling tidak bersahabat bagi pertanian karena
dapat merusak sel-sel perakaran tanaman yang berakibat terganggunya pertumbuhan akar
dan penyerapan unsur hara dalam tanaman (ISB 1997). Di dunia, lebih dari sepertiga tanah
yang dapat digunakan untuk budi daya tanaman adalah tanah asam dan mengalami ke-
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racunan Al (ISB 1997). Masalah tersebut kebanyakan terdapat pada daerah tropis dan lem-
bab. Tanaman seperti jagung, kedelai, dan kapas tidak dapat tumbuh dengan baik pada
tanah asam. Jagung yang tumbuh pada tanah asam dapat menderita kehilangan hasil sam-
pai 80% (ISB 1997). Petani seluruh dunia menggunakan pengapuran untuk mengatasi ken-
dala tersebut.

Sehubungan dengan itu, para peneliti mencoba merakit tanaman toleran Al dengan
teknik rekayasa genetik (Herman 1996). Pada awal penelitian perakitan tanaman PRG tole-
ran keracunan Al, gen yang digunakan dalam penelitian tersebut adalah citrate synthase
(CSb). Gen CSb diisolasi dari bakteri P. aeruginosa (De la Fuente ef al. 1997). Penelitian
awal dilakukan oleh Barinaga (1997) dengan mentransformasikan gen CSb ke tanaman
padi dan jagung sehingga menjadi toleran terhadap keracunan Al. Gen tersebut kemudian
dimasukkan ke dalam genom pepaya dan tembakau (ISB 1997, Uchimiya 2001). Strategi
tersebut didasari oleh fakta bahwa tanaman yang toleran Al melepaskan asam sitrat yang
akan mengikat logam sehingga sulit masuk ke dalam akar. Enzim dari gen cifrate synthase
yang berasal dari Pseudomonas, ditemukan di dalam sitoplasma tanaman PRG (De la
Fuente et al. 1997, Uchimiya 2001). Beberapa galur tembakau PRG mengekspresikan gen
CSb dengan memproduksi 10 kali lipat sitrat di dalam jaringan akar dan salah satu galur
melepaskan ekstraseluler sitrat empat kali lipat dibandingkan tanaman non PRG, se-
dangkan peningkatan produksi asam sitrat dalam pepaya PRG hanya dua sampai tiga kali
lipat (De la Fuente et al. 1997, ISB 1997, Uchimiya 2001). Apabila tanaman PRG ditumbuh-
kan pada kandungan Al sangat tinggi dan kondisi asam, maka tanaman PRG yang mengan-
dung gen CSb mengalami hambatan pertumbuhan akar secara substansial lebih rendah
dibandingkan dengan tanaman kontrol (non PRG) (De la Fuente et al. 1997, ISB 1997). Apa-
bila biji tanaman non PRG dikecambahkan pada kondisi Al tinggi akan gagal berakar,
sedangkan tanaman PRG menunjukkan perakaran normal (De la Fuente et al. 1997, ISB
1997). Akar tanaman PRG ternyata mengandung Al yang kurang atau lebih sedikit dalam
jaringan akarnya, hal tersebut kemungkinan disebabkan cifrate synthase yang diproduksi
oleh tanaman PRG, menghalangi pengambilan Al. Grup peneliti lain (Delhaize et al. 2001)
melakukan penelitian yang sama dengan menggunakan tanaman tembakau dan gen
citrate synthase (CSb) dari bakteri P. aeruginosa. Ternyata grup peneliti tersebut tidak ber-
hasil mengulangi hasil penelitian De la Fuente et al. (1997).

Ezaki ef al. (2000) melakukan penelitian perakitan PRG toleran keracunan Al pada ta-
naman Arabidopsis. Beberapa gen digunakan dalam penelitian tersebut, yaitu gen blue-
copper-binding protein (AtBCB) dari Arabidopsis; gen glutathione S-transferase (parB) dari
tembakau; gen peroxidase (NtPox) dari tembakau, dan gen GDP-dissociation inhibitor
(NtGDIT) juga dari tembakau. Tanaman Arabidopsis PRG yang mengandung empat gen
tersebut menunjukkan toleransi terhadap keracunan Al (Ezaki et al. 2000). Kandungan Al di
dalam akar empat galur tanaman PRG yang masing-masing mengandung AtBCB, parB,
tPox, dan NtGDII berkurang dibandingkan dengan non PRG (Ezaki et al. 2000). Dari laporan
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Ezaki et al. (2000) disimpulkan bahwa empat gen AtBCB, parB, tPox, dan NtGDII dapat di-
gunakan sebagai gen untuk merakit tanaman PRG toleran keracunan Al

TOLERAN HERBISIDA

Gulma tumbuh dalam lahan yang sama dengan tanaman pertanian, dan dapat me-
ngurangi hasil tanaman secara signifikan, karena gulma berkompetisi dengan tanaman
dalam hal unsur hara, air, dan sinar matahari (GEO-PIE 2003a). Gulma dapat mengurangi
hasil tanaman sampai 20% (Hinchee et al. 1993). Herbisida sintetis sering digunakan dalam
pengendalian gulma di pertanian (GEO-PIE 2003a). Di negara maju seperti AS penggunaan
herbisida sebagai bahan pengendali gulma sudah sangat intensif, karena kerugian yang di-
akibatkan oleh gulma setahun mencapai tiga sampai empat miliar dolar AS. Herbisida di-
klasifikasikan berdasarkan jenis gulma yang dikendalikan (GEO-PIE 2003a). Herbisida yang
mempunyai daya aktivitas berspektrum luas (broad-spectrum) sering dan banyak diapli-
kasikan pada saat sebelum tanaman tumbuh (pre-emergence) untuk mematikan gulma
(GEO-PIE 2003a). Setelah tanaman tumbuh (post ernergence), gulma yang ada di lahan per-
tanian tidak dapat dikendalikan hanya oleh herbisida, oleh karena itu gulma dikendalikan
secara mekanis baik dengan penyiangan, traktor maupun dengan pencangkulan. Beberapa
dekade terakhir, dengan adanya peningkatan adopsi praktek zero tillage atau no-till
farming (untuk mengurangi erosi tanah) dan banyaknya pengembangan herbisida post-
emergence baru, sekarang banyak petani mengendalikan gulma dengan menyemprot lang-
sung ke tanaman pertanian (GEO-PIE 2003a). Sebab umumnya herbisida post-emergence
mempunyai daya aktivitas mematikan gulma yang lebih berspektrum sempit (narrow
spectrum), jika tidak mematikan gulma mereka juga akan mematikan tanaman pertanian
(GEO-PIE 2003a). Sehubungan dengan itu banyak petani mengendalikan gulma post-
emergence dengan mencampur beberapa herbisida. Sebagai contoh, petani tanaman
sereal sering mengaplikasikan beberapa herbisida untuk mematikan gulma berdaun lebar
(broad leaves) atau sejenis tanaman dikotil sepanjang musim tanam (GEO-PIE 2003a).

Dengan perkembangan teknologi DNA rekombinan yang makin maju, para peneliti
mulai mencoba merakit tanaman toleran herbisida (TH) khususnya herbisida berspektrum
luas, melalui rekayasa genetik (Herman 1996). Melalui teknik rekayasa genetik, gen asing
dapat dimasukkan ke genom tanaman, sehingga dapat menghilangkan pengaruh racun
herbisida (Mazur dan Falco 1989). Dengan tanaman TH, pengelolaan gulma di lahan per-
tanian akan menjadi lebih sederhana dengan mengaplikasikan herbisida tunggal tanpa
harus khawatir mematikan tanaman pertanian, sehingga akan mengurangi jumlah aplikasi
herbisida (GEO-PIE 2003a). Seperti halnya penelitian perakitan tanaman PRG tahan cekam-
an biotik dan toleran cekaman abiotik, perakitan tanaman PRG TH juga telah dilakukan
oleh beberapa grup peneliti (Comai et al. 1985, Della-Ciopaa et al. 1987, Mazur dan Falco
1989, Van de Krol et al. 1990, Hinchee et al. 1993).
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Dalam perakitan tanaman PRG TH biasanya menerapkan satu atau kombinasi dua

strategi agar tanaman dapat toleran terhadap herbisida tertentu:

1.
2.

Tanaman PRG memproduksi protein baru yang dapat mendetoksifikasi herbisida; atau

Protein di dalam tanaman yang menjadi target dari kerja herbisida digantikan oleh pro-
tein baru yang tidak terpengaruh oleh herbisida tersebut atau dengan kata lain menjadi
toleran terhadap herbisida tersebut (GEO-PIE 2003b).

Ada beberapa gen yang telah ditransformasikan ke tanaman untuk memperoleh

tanaman TH:

1.

Gen EPSPS (“3-enolpyruvylshikimate-5-phosphate synthate”) dan gen GOX (glyphosate
oxidoreducatase) untuk toleransi terhadap herbisida glyphosate.

Pada awal penelitian perakitan tanaman PRG TH dilakukan dengan menggunakan gen
aro yang mengandung kode 5-enolpyruvyishikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) yang
toleran terhadap herbisida glyphosafe (Della-Ciopaa et al. 1987). EPSPS adalah hasil
isolasi dari bakteri Klebsiella pneurmonial. Mutan EPSPS toleran glyphosate telah
diisolasi dari Salmonella typhimurium dan dipetakan pada lokus aroA EPSPS (Comai ef
al. 1985). Enzim mutan tersebut menunjukkan toleran terhadap glyphosate sampai dua
kali lipat sewaktu gen aroA diklonkan di E. coli. E. coli yang telah mengalami transfor-
masi mampu hidup dan tumbuh pada media dengan glyphosate 200 mg/ml. Melalui me-
diasi vektor Agrobacterium gen aroA telah ditransformasikan pada tanaman tembakau
yang hasilnya menunjukkan bahwa tembakau PRG dapat tumbuh 70% pada 20 hari
setelah penyemprotan glyphosate dengan dosis 0,5 kg/ha dibandingkan dengan hanya
10% tanaman kontrol (non PRG) (Comai et al. 1985).

Grup peneliti lain telah mengisolasi gen EPSPS dari bakteri tanah (Agrobacterium sp.)
yang juga mengkode toleransi terhadap herbisida glyphosate (GEO-PIE 2003b). Untuk
meningkatkan toleransi terhadap herbisida glyphosate ada tambahan gen GOX yang di-
isolasi dari bakteri Achromobacter (GEO-PIE 2003b). Gen GOX ini dapat mendetoksifi-
kasi glyphosate. Dalam proses rekayasa genetik gen GOX digunakan sebagai marka pe-
nyeleksi (selectable marker).

Beberapa tanaman PRG TH glyphosate seperti kapas, jagung, kedelai, dan kanola telah
berhasil dirakit melalui teknik rekayasa genetik dan dikomersialisasikan di pasaran
global. Di pasaran, tanaman tersebut disebut dengan ND Roundup Ready (GEO-PIE
2003b). Perusahaan multinasional yang merakit dan memasarkan tanaman PRG TH
tersebut juga berhasil merakit gula bit (sugar beet) TH glyphosate (GEO-PIE 2003b).

Tanaman PRG TH glyphosate seperti kapas, jagung, dan kedelai sudah diuji di
Indonesia. Bioasai tiga tanaman PRG TH glyphosate tersebut telah dilakukan di FUT BB-
Biogen dan di LUT (Gambar 7). Hasil bioasai menunjukkan bahwa tanaman PRG TH
memang toleran glyphosate (TTKH 1999a, 1999b, 1999c¢, 1999d, 1999¢, 1999f).

o4
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Jagung PRG

Gambar 7. Bioasai jagung TH glifosat di FUT, BB-Biogen (A) dan di LUT, Sulawesi Selatan (B) (TTKH 1999a,
1999b).

2. Gen PAT (phosphinothricin acetyltransferase) untuk toleransi terhadap herbisida
glufosinate

Pendekatan alternatif adalah mengintroduksi gen bar mengandung kode untuk
phosphinotricin acetyl transferase (PAT) diisolasi dari Streptomyces hygroscopicus. Gen
bar selain digunakan sebagai gen marka untuk menyeleksi sel atau jaringan yang ter-
transformasi juga digunakan untuk diintroduksikan ke tanaman supaya TH (Hinchee et
al. 1993). Kentang, tembakau, dan tomat PRG yang mengandung gen bar dengan
promoter CaMV 35S dapat mentolerir herbisida dengan dosis empat sampai 10 kali lebih
besar daripada dosis normal di lapang (Hinchee et al. 1993). PAT dapat mendetoksifi-
kasi herbisida glufosinate yang berbahan aktif phosphinothricin dan melindungi dari
bloking enzim glutamine synthase (GEO-PIE 2003b).

Tanaman PRG TH glufosinate yang berhasil dirakit adalah jagung, kedelai, kanola, padi,
dan gula bit (GEO-PIE 2003b). Tapi padi PRG dan gula bit PRG TH glufosinate tidak di-
lanjutkan untuk dikomersialkan. ND tanaman PRG TH glufosinate adalah LibertyLink
(GEO-PIE 2003b).
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3. Gen BXN (Bromoxynil nitrilase) untuk toleransi terhadap herbisida brormoxynil

Gen BXN diisolasi dari bakteri K. pneumoniae. Gen BXN dapat mendetoksifi-kasi herbi-
sida bromoxynil sehingga menjadi toleran terhadap herbisida tersebut (GEO-PIE 2003b).
Tanaman yang sudah berhasil dirakit adalah kapas PRG TH bromoxynil.

4. Gen ALS (acetolactate synthase) untuk toleransi terhadap herbisida sulfonylurea

Gen ALS diisolasi dari tanaman tembakau. Gen ALS dapat membentuk versi baru dari
ALS dalam tanaman PRG TH sehingga menjadi toleran terhadap herbisida sulfonylurea
(GEO-PIE 2003b). Tanaman PRH TH sulfonylurea yang berhasil dirakit adalah flax
(Linumn usitatissimum L.), kapas, dan sorgum (GEO-PIE 2003b, KSU 2008).

MODIFIKASI KUALITAS TANAMAN

Modifikasi kualitas tanaman melalui rekayasa genetik yang telah dilakukan antara lain
penundaan kemasakan, perubahan pigmen warna bunga, perubahan komposisi lemak,
perubahan komposisi asam amino, perubahan kandungan vitamin, perubahan kandungan
anthocyanin, perubahan kandungan gula, penurunan kandungan amilosa, dan buah tanpa
biji (partenokarpi). Gen-gen yang telah digunakan dalam perbaikan tanaman untuk memo-
difikasi kualitas tanaman antara lain: polygalacturonase dan ACC oxidase untuk penundaan
kemasakan; gen chalcone synthase, gen delphinidin F3'5’H, gen DFR, dan gen hairpin RNAi
untuk perubahan pigmen warna bunga; acyL-carrier protein thioesterase (ACPT) untuk pe-
rubahan komposisi lemak; chimeric gene encoding a methioninerich protein untuk peru-
bahan komposisi asam amino; phytoene synthase (psy) dan gen yang mengkode phytoene
desaturase (crt 1) untuk peningkatan kandungan vitamin A; gen pall untuk peningkatan
kandungan gula, inverted repeat cassava GBSS cDNA untuk penurunan kandungan amilo-
sa, gen defH9-iaaM untuk buah tanpa biji (Schuch et al. 1989, Kramer et al. 1989, Van de
Krol et al. 1990, Greenberg dan Glick 1993, Altenbach 1989, Ye et al. 2000, Vetten 2004,
Butelli et al. 2008, CSIRO 2005, Katsumoto et al. 2007, Bornke et al. 2002, Zhang dan Zhang
2002, Rotino et al. 2005).

Penundaan Kemasakan

Salah satu kendala dalam transportasi buah-buahan adalah cepat masaknya buah yang
diangkut. Proses pemasakan buah dimulai dari perubahan dinding buah yang menjadi lu-
nak, diiringi dengan produksi komponen warna, perubahan kandungan gula, flavor, dan
aroma. Pada kebanyakan buah seperti tomat dan pepaya, proses pemasakan dimulai apa-
bila buah memproduksi volatile compound yang disebut ethylene. Apabila buah tomat atau
pepaya sedang masak akan melepaskan gas ethylene ke udara. Kondisi tersebut akan
mempercepat proses pemasakan buah-buah tomat atau pepaya lain yang disimpan dalam
kantong atau kotak yang sama. Ethylene adalah pemicu utama terjadinya pemasakan
buah. Sehubungan dengan itu para peneliti melakukan percobaan untuk merakit tanaman
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PRG yang pemasakan buahnya dapat ditunda. Strategi yang mereka pakai adalah mengu-
rangi atau menghalangi produksi ethylene. Dalam bagian ini akan dibahas mengenai
penundaan kemasakan (PK) pada tomat PRG dan pepaya PRG.

1. Tomat PRG

Ada tiga strategi yang telah digunakan dalam proses perakitan tomat PRG yang pema-
sakan buahnya dapat ditunda. Strategi tersebut terkait dengan pengurangan produksi
ethylene:

a. Pengurangan ACC synthase

ACC synthase adalah enzim di dalam buah tomat yang bertanggung jawab dalam ta-
hapan sintesis ethylene dalam buah. Pengurangan tingkat ACC synthase secara
dramatis mengurangi produksi ethylene. Para peneliti menemukan bahwa dengan
mentransformasikan gen antisense ACC synthase ke genom tanaman tomat, pro-
duksi ethylene dalam buah tanaman menjadi terhambat dan pemasakan buahnya
dapat ditunda (GEO-PIE 2004b). Tomat PRG tersebut dikembangkan oleh perusaha-
an DNA Plant Technologies dan dipasarkan dengan nama Endless Summer (GEO-PIE
2004b).

b. Penambahan ACC deaminase

Para peneliti telah mentransformasikan gen yang berasal dari bakteri tanah
Pseudomonas chlororaphis (GEO-PIE 2004b). Gen tersebut mengkode enzim ACC
deaminase, yang dapat memecahkan salah satu precursor sintesis ethylene (ACC).
Pengurangan tingkat precursor dapat menyebabkan pengurangan produksi ethylene
dan menunda proses kemasakan (GEO-PIE 2004b). Salah satu perusahaan biotek-
nologi swasta, yaitu Monsanto mengembangkan tomat PRG dengan sifat PK, tetapi
tidak sampai dikomersialkan (GEO-PIE 2004b).

c. Penambahan SAM hydrolase

Gen lain yang digunakan dalam perakitan tomat PRG yang pemasakan buahnya da-
pat ditunda adalah SAM hydrolase. Gen tersebut berasal dari bacteriophage bakteri E.
coli Ty (GEO-PIE 2004b). Gen tersebut juga dapat memecahkan salah satu precursor
sintesis ethylene (SAM). Teknologi ini telah dikembangkan oleh suatu perusahaan
bioteknologi Agritope, Inc. dan diaplikasikan pada tomat varietas Cherry (GEO-PIE
2004b).

d. Strategi lain

Kramer et al. (1989) juga menggunakan pendekatan gen antisense untuk menunda
pelunakan buah tomat. Tetapi dalam kasus mereka, konstruksi gen antisense yang
digunakan menghasilkan RNA yang berkomplemen dengan mRNA yang mengan-
dung kode I-amino-cyclopropane I-carboxylate (ACC) oxidase, yaitu enzim yang ber-
tanggung jawab dalam proses oksidasi ACC menjadi ethylene. Telah diketahui bah-
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wa ethylene merupakan hormon tanaman yang mengatur kemasakan buah. Dalam
studinya, mereka berhasil merendahkan tingkat ethylene dalam kemasakan buah
tomat sampai 99,5% dengan menggunakan kerangka antisense dan gen yang me-
ngandung kode ACC synthase.

Strategi lain yang digunakan adalah merubah satu aspek khusus dalam pemasakan
buah, yaitu pelunakan dinding buah. Polygalacturonase adalah satu dari beberapa
enzim kunci (penting) dalam proses pelunakan selama pemasakan buah (Grierson
et al. 1985). Schuch et al. (1989) mendemonstrasikan bahwa pendekatan dengan
gen antisense dapat merendahkan tingkat polygalacturonase, dalam buah tomat
PRG dan dapat memperpanjang waktu penyimpanan tanpa terjadi pelunakan buah.

Salah satu perusahaan swasta bioteknologi Calgene telah merakit tomat PRG dengan
sifat PK. Gen antisense polygalacturonase (PG) dengan promoter CaMV 35S dan gen
penanda ketahanan antibiotik neo (yang mengkode enzim neomycin phosphotrans-
ferase 11 atau NPTII), ditransformasikan melalui mediasi vektor A. tumefaciens ke
genom tanaman tomat. Gen PG hasil isolasi dari elementransposon Tn5 bakteri E.
coli. Tomat PRG dengan sifat PK tersebut dikenal dengan ND Flavr Savr. Menurut
Agbios (2001a) tomat Flavr Savr telah memperoleh keamanan lingkungan pada
tahun 1992 di Amerika Serikat, 1995 di Meksiko, dan 1996 di Jepang. Selain itu mem-
peroleh ketetapan keamanan pangan dan pakan pada tahun 1994 di Amerika
Serikat, dan 1995 di Meksiko, serta keamanan pangan saja pada tahun 1995 di
Inggris, 1997 di Kanada dan pada tahun 1997 di Jepang (AgBios 2001a, GEO-PIE
2004a). Setelah memperoleh status keamanan lingkungan, keamanan pangan dan
atau keamanan pakan, tomat PRG Flavr Savr dipasarkan di lima negara tersebut.
Dalam pengembangan tomat PRG Flavr Savr mengalami masalah teknis dalam
produksi, sehingga pada Maret tahun 1997 sudah tidak ada lagi tomat PRG di pasaran
(GEO-PIE 2004a).

2. Pepaya PRG

Kloning dan karakterisasi gen ACC synthase dan ACC oxidase dari pepaya (Carica
papaya L.) telah dilakukan oleh Neupane ef al. (1996) dan Varona et al. (2002). Teknik
kloning gen tersebut telah diikuti oleh banyak peneliti. Gen ACC synthase telah diguna-
kan dalam perakitan pepaya PRG yang mempunyai sifat PK (Magdalita et al. 2001, 2003).
ACC oxidase, yaitu enzim yang bertanggung jawab dalam proses oksidasi ACC menjadi
ethylene. Gen antisense ACC oxidase juga digunakan dalam perakitan pepaya PRG yang
mempunyai sifat PK. Litbang pepaya PRG telah dilakukan oleh beberapa negara ASEAN
antara lain Filipina, Indonesia, Malaysia, dan Thailand (Magdalita et al. 2004b, Damayanti
2005, Muda et al. 2003, Burns et al. 2004). Teknik transfer gen yang digunakan peneliti
ASEAN dalam perakitan pepaya PRG adalah penembakan partikel (Damayanti 2005)
dan vektor Agrobacterium (Magdalita et al. 2004b). Di Malaysia, pepaya PRG telah diuji
di lapangan terbatas (Muda et al. 2003).
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Perubahan Pigmen Warna Bunga

Pendekatan antisense telah digunakan oleh Van de Krol et al. (1990) untuk mengubah
pola pigmentasi bunga petunia. Konstruksi gen yang digunakan dalam penelitian mengan-
dung orientasi terbalik dari gen chalcone synthase, satu dari enzim awal dalam proses
produksi flavonoids dari phenylalanine. Penelitian lain (Meyer et al. 1987) mengintroduksi
gen dari jagung ke petunia. Gen tersebut mengandung kode enzim yang bertanggung
jawab dalam pathwray produksi anthocyanin, yaitu pigmen yang mewarnai biji jagung
menjadi ungu. CDNA dipindahkan melalui transformasi protoplas ke variant petunia yang
berwama merah muda sebab mengandung mutasi dalam salah satu dari gen pigmennya.
Dari 15 tanaman yang beregenerasi, dua tanaman berbunga dengan warna merah bata me-
nyeluruh atau merata. Sedangkan empat tanaman berbunga warna merah bata berke-
lompok-kelompok. Analisis Northern Blot pada RNA tanaman PRG menunjukkan bahwa
gen pigmen yang diisolasi dari jagung benar-benar telah diekspresikan.

Gen DFR yang mengkode enzim dihydroflavonol reductase telah diisolasi dari tanaman
petunia (Petunia hybrida). Gen lain yang mengkode enzim flavonoid 3’, 5’-hydroxylase
(F3’,5’H) juga diisolasi dari tanaman pansy hitam (Viola tricolor). Gen DFR dan gen F3’,5’'H
ditransformasikan ke tanaman hias carnation (Dianthus caryophyllus) dengan vektor A.
tumefaciens (AgBios 2001b). Dua gen tersebut berfungsi dalam biosintesis anthocyanin
pigment delphinidin sehingga menghasilkan warna bunga yang unik, yaitu ungu gelap pada
carnation PRG, sedangkan bunga carnation non PRG berwarna putih (AgBios 2001b). Event
carnation PRG yang memperoleh izin komersial adalah 959A, 988A, 1226A, 1351A, 1363A,
dan 1400A (AgBios 2001c). Dua gen yang sama juga ditransformasikan ke carnation dengan
A. tumefaciens menghasilkan carnation PRG dengan warna bunga violet/mauve dengan
empat event, yaitu 4, 11, 15, dan 16 (AgBios 2001b).

Perakitan tanaman PRG untuk merubah warna bunga juga dilakukan pada bunga ma-
war agar berwarna biru (GMOC 2008). Penelitian tersebut dilakukan oleh peneliti dari
Commowealth Scientific and Industrial Research Organization yang bekerjasama dengan
peneliti dari perusahaan Japanase Suntory (CSIRO 2005, SQ 2005). Gen DFR dalam bunga
mawar sangat berperan dalam pembentukan pigmen merah, tetapi tidak dapat menghasil-
kan warna biru. Untuk merubah pembentukan pigmen merah menjadi biru, peneliti dari
CSIRO mulai melakukan penelitian untuk mencari gene silencing atau hairpin RNA
interference (RNAi) pada tahun 1997. Ternyata gen tersebut dapat menghentikan pemben-
tukan warna merah pada bunga mawar (CSIRO 2005). Secara alami, bunga mawar tidak
mempunyai kelompok warna biru dari anthocyanin (delphinidin), karena tidak ada enzim
kunci yang diperlukan dalam sintesis flavonoid 3’,5-hydroxylase (F3’5’H). Gen delphinidin
(F3’5’H, berasal dari pansy hitam, V. tricolor), gen DFR (berasal dari Iris, Iris hollandica),
gen yang mengkode enzim anthocyanin 5-acyltransferase (berasal dari Torenia hybrida),
dan gen hairpin RNAi (yang memblokir gen DFR dari mawar) ditransformasikan ke tanam-
an mawar melalui vektor A. turmefaciens (CSIRO 2005). Mawar PRG hasil transformasi me-
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Gambar 8. Warna ungu muda pada bunga mawar PRG menggunakan teknologi RNAi gene-knockout hasil
penelitian CSIRO (A) dan Katsumoto et al. 2007 (D); warna merah muda (pink) dan putih adalah mawar
non PRG (B dan C).

nunjukkan warna ungu muda (Gambar 8A). Penelitian Katsumoto et al. (2007) yang meng-
gunakan gen yang sama juga menghasilkan mawar berwarna ungu muda (Gambar 8B)
dengan kandungan delphinidin yang tinggi.

Perubahan Komposisi Lemak

Gen acyL-carrier protein thiesterase (ACPT) yang berasal dari tanaman oilseed Califor-
nia bay (Umbellularia californica) telah ditransfer ke tanaman Arabidopsis (Greenberg dan
Glick 1993). Kegiatan ini ditujukan untuk mengubah sintesis rantai asam lemak dari mo-
lekul CI6 atau CI8 menjadi CI2 laurate. Untuk menjamin thioesterase bekerja aktif di dalam
biji Arabidopsis pada saatnya memproduksi triacyl glycerol, maka gen ACPT digabungkan
dengan promoter dari gen napin. Napin adalah protein seed storage dari B. napus. Tanam-
an PRG hasil transformasi menunjukkan produksi biji yang mengandung CI2 laurate
sebagai suatu bagian besar dari asam lemak dalam triacyl glycerol.

Dalam rangka memodifikasi kandungan asam lemak dalam tanaman PRG, kopi kedua
(second copy) gen fatty acid desaturase (GmFad2-1) yang berasal dari kedelai (G. max)
dengan menggunakan promoter spesifik biji, telah ditransformasikan ke genom tanaman
kedelai dengan teknik penembakan partikel. Fatty acid desaturase bertanggung jawab
dalam sintesis asam linoleat (linoleic acid). Dengan adanya kopi kedua gen fatty acid
desaturase menyebabkan terjadinya gene silencing sehingga dua kopi gen fatty acid
desaturase menjadi switched off. Keadaan tersebut menghalangi terjadinya sintesis asam
linoleat dan menyebabkan terjadinya akumulasi asam oleat (oleic acid) dalam perkem-
bangan biji kedelai (AgBios 2001d, HC 2000). Melalui transformasi tanaman kedelai terse-
but, telah dihasilkan tiga event kedelai PRG (G94-1, G94-19, dan G168) yang mengandung
asam oleat tinggi, yaitu dari 20% menjadi 80% (AgBios 2001d, HC 2000, GEO-PIE 2004c).

Perakitan tanaman PRG dengan kandungan asam oleat tinggi juga dilakukan pada ta-
naman kapas, Gossypium hirsutum (Chapman et al. 2001, Liu et al. 2002) dan kacang ta-
nah, A. hypogea (Yin et al. 2007). Gen oleate desaturase (FAD2) ditransformasikan ke
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genom tanaman kacang tanah melalui mediasi A. tumefaciens. Dari transformasi tersebut
dihasilkan kacang tanah PRG dengan kandungan asam oleat tinggi (70%) dibandingkan
dengan non PRG yang hanya mengandung 37,93% (Yin et al. 2007). Gen FADZ juga diguna-
kan oleh Chapman et al. (2001) untuk mentransformasi kapas melalui mediasi A. tumefa-
ciens. Chapman et al. (2001) memperoleh kapas PRG dengan kandungan asam oleat 47%
sedangkan kapas non PRG hanya mengandung 15%. Kegiatan lain perakitan kapas PRG de-
ngan kandungan asam oleat tinggi dilakukan oleh Liu et al. (2002). Gen Hairpin RNA (HP)
ditransformasikan ke genom tanaman kapas lewat mediasi A. tumefaciens. Gen HP me-
nekan dua gen kunci asam lemak desaturase, yaitu ghSAD-1 dan ghFAD2-1 (Liu et al. 2002).
Gen GhSAD-1 yang mengkode stearoyl-acyl-carrier protein A9-desaturase dan gen ghFAD2-1
yang mengkode oleoyl-phosphatidylcholine o 6-desaturase. Kapas PRG yang diperoleh
mengandung asam stearat (stearic acid) 40% dibandingkan dengan non PRG 2-3%, sedang-
kan kandungan asam oleat mencapai 77% pada kapas PRG dan sekitar 15% pada non PRG
(Liu et al. 2002).

Perakitan kanola PRG mengandung asam laurat (lauric acid) tinggi telah menghasilkan
dua event kanola PRG 23-198 dan 23-18-17 (AgBios 2005). Gen TE yang mengkode
thioesterase telah diisolasi dari pohon California bay (U. californica). Gen tersebut dengan
promoter spesifik biji ditransfer ke genom tanaman kanola (B. napus) melalui teknik trans-
formasi mediasi A. tumefaciens (HC 1999).

Perubahan Komposisi Asam Amino

Protein yang terkandung dalam biji umumnya mengandung asam amino terbatas yang
tersusun dalam unit struktur yang terulang (Shutov dan Vaintraub 1987). Dari jumlah terse-
but, sering kekurangan satu atau lebih asam amino yang penting untuk dief manusia, se-
hingga mengakibatkan terbatasnya potensi nilai makanan yang terbuat dari biji tanaman
tersebut.

Untuk mensintesis protein, manusia dan hewan memanfaatkan komplemen penuh
dari 20 asam amino. Meskipun hewan mampu mensintesis beberapa bahan dari siklus
asam sitrat, ada 10 asam amino penting (arginine, histidine, isoleucine, leucine, lysine,
methionine, phenylalanine, threonine, tryptophan, dan valine) yang harus diperoleh dalam
diet baik secara langsung maupun tidak langsung dari sumbernya, yaitu tanaman.

Akhir-akhir ini, telah berkembang usaha untuk mengubah komposisi asam amino
dalam protein biji sehingga dapat mengandung spektrum asam amino yang lebih baik.
Penelitian Altenbach et al. (1989) yang menggunakan gen chimeric yang mengandung kode
methionine rich seed protein dari kacang Brasil untuk meningkatkan 30% kandungan
methionine dan protein biji tembakau. Penelitian Shane dan Galli (1992) menunjukkan
bahwa kandungan lysine tanaman tembakau telah ditingkatkan jumlahnya dengan di-
ekspresikannya bacterial dihydropicoliante synthase dalam kloroplas. Dihydropicolinate
synthase adalah enzim pertama dari biosynthetic pathway lysine.
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Perubahan Kandungan Vitamin

Secara alamiah padi mensintesis f-carotene di dalam jaringan vegetatif, tetapi tidak di
dalam bulir padi. Pathway biosintesis p-carotene (provitamin A) dapat dilakukan di dalam
endosperma padi melalui rekayasa genetik (Al-Babili et al. 2001, Beyer et al. 2002).
Kegiatan perakitan padi PRG yang mengandung fS-carotene sudah dimulai pada tahun 1999
(Ye et al. 2000, GRP 2006). Padi PRG yang mengandung pS-carotene dikenal dengan nama
populer padi emas (golden rice). Padi emas merupakan hasil litbang dari kolaborasi antara
Peter Beyer dan Ingo Potrykus (Ye et al. 2000, GRP 2006). Padi emas dihasilkan dari men-
transformasi gen yang mengkode phytoene synthase (psy) dan gen yang mengkode
phytoene desaturase (crt 1) dengan promoter 35S melalui vektor A. tumefaciens ke dalam
genom tanaman padi. Gen psy berasal dari daffodil, sedangkan gen crt | berasal dari bakteri
Erwinia uredovor. Dengan menambahkan dua gen psy dan crt I, maka pathway pemben-
tukan p-carotene dapat dirubah sehingga f-carotene dapat berakumulasi di dalam endo-
sperma, yang merupakan bagian dalam bulir padi. Akibat akumulasi dari g-carotene (pro-
vitamin A) dan xanthophyll, endosperma padi emas berwarna kuning (Schaub et al. 2005),
sehingga berasnya berwarna kuning (Gambar 9). Dengan dihasilkan padi emas generasi 1
(golden rice 1 atau GR1), sudah dapat dibuktikan suatu konsep bahwa dengan mentrans-
formasikan gen psy dan crt 1, f-carotene dapat berakumulasi di endosperma. Dua gen ter-
sebut diekspresikan hanya di endosperma padi. Tingkat kandungan carotenoid yang diper-
oleh di rumah kaca hanya 1-2 ug/g, tetapi hasil produksi di lapang akumulasi carotenoid
dapat mencapai 6 ©g/g. Kandungan carotenoid sebanyak 6 ug/g diharapkan dapat meme-
nuhi kebutuhan vitamin A yang direkomendasikan untuk anak-anak.

Padi emas generasi selanjutnya atau generasi 2 (GR2) diusahakan untuk dapat me-
ningkatkan kandungan carotenoid lebih tinggi lagi. Untuk itu dilakukan beberapa kegiatan
untuk memperoleh gen psy dari beberapa sumber. Hasil penelitian Paine et al. (2005) yang
mencoba mencari gen psy dari sumber lain, menemukan gen psy yang berasal dari jagung
dan padi adalah terbaik di antara sumber-sumber yang lain. Akumulasi carotenoid dalam
padi emas GR2 dapat mencapai 37 ug/g dan 31 ug/g p-carotene. Kandungan f-carotene ter-
sebut cukup tinggi (32 kali) kalau dibandingkan dengan kandungan g-carotene dari padi

Gambar 9. Biji padi yang berasal dari padi non PRG (wild type) (A dan D), biji dari padi emas generasi 1 (golden
rice 1) (B), dan biji dari padi emas generasi 2 (golden rice 2) (C dan E) (GRP 2006, Wikipedia 2007).
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emas generasi 1 (GR1) yang hanya 1,6 ug/g (Paine et al. 2005). Menurut Barry (2008) padi
emas GR1 dan GR2 telah disilangkan dengan padi varietas IR64, IR36, dan BR29 (varietas
populer dari Bangladesh). Pada April 2008, progeni hasil persilangan IR64 dengan GR1 telah
ditanam di LUT IRR], Filipina.

Perubahan Kandungan Anthocyanin

Secara alami, buah kaya dengan pigmen antioksidan berupa anthocyanin yang telah
diketahui sebagai bahan penghambat pertumbuhan sel-sel kanker. Kandungan anthocya-
nin yang tinggi hanya dijumpai dalam buah blackberry, cranberry, dan chokeberry, tetapi
tidak dalam buah tomat. Tanaman tomat diketahui juga mengandung antioksidan lycopene
dan flavanoids yang tinggi. Peneliti pada lembaga penelitian John Innes Centre di Inggris
telah berhasil merakit tomat PRG yang mengandung anthocyanin tinggi (Butelli et al. 2008).
Tomat PRG yang mengandung anthocyanin tinggi dirakit dengan mentransformasi tanam-
an tomat dengan dua gen (del dan Ros1) faktor transkripsi (transcription factor genes) me-
lalui mediasi vektor A. tumefaciens (Butelli et al. 2008). Gen del dan Rosl berasal dari bu-
nga tanaman snapdragon (Antirrhium majus) Della dan Roseal (Gambar 10A dan 10B).
Buah tomat PRG dengan kandungan anthocyanin tinggi menunjukkan warna ungu (Gam-
bar 10C dan 10E). Daging buah tomat PRG juga berwarna ungu (Gambar 10 F dan 10H).

o ah
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Gambar 10. Bunga tanaman snapdragon (A dan B), buah berwarna ungu pada tomat PRG dengan kandungan
anthocyanin tinggi (C, E, dan H), buah berwarna merah pada tomat non PRG (D dan G), dan
potongan buah tomat PRG warna ungu dan non PRG warna merah (F) (Butelli et al. 2008, Xie 2008,
GM 2008, SB 2008, BBCN 2008, JIC 2008).
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Perubahan Kandungan Gula

Bakteri Erwinia rhapontici mampu merubah sukrosa menjadi isomaltulose (palatinose,
6-0-a-D-glucopyranosyl-D-fructose) dan trehalulose (1-O-o-D-glucopyranosyl-D-fructose)
melalui aktivitas sucrose isomerase (Bornke et al. 2001). Pada tahun 2001, Bornke et al.
untuk pertama kalinya mengkloning dan mengkarakterisasi gen palatinosa (pall) dari E.
rhapontici. Gen pall yang diisolasi dari E. rhapontici tersebut dengan promoter spesifik
umbi telah ditransformasikan ke tanaman kentang melalui mediasi vektor A. tumefaciens
(Bornke et al. 2002). Umbi kentang PRG yang mengandung gen pall dijadikan sebagai
bioreaktor dari produksi palatinosa (Bornke et al. 2002). Gen pall juga berhasil diisolasi dari
bakteri tanah Klebsiella sp. strain LX3 dan diklon, serta dikarakterisasi (Zhang dan Zhang
2002). Gen tersebut mengkode sintesis isomaltulose, dengan merubah sukrosa menjadi
isomaltulose, trehalulose, dan sejumlah glukosa dan fruktosa (Zhang dan Zhang 2002).

Gen sucrose isomerase (si) diisolasi dari bakteri Pantoea dispersa UQ68J dan diklon
dan dikarakterisasi oleh Wu dan Birch (2005). Gen si mengkode enzim sucrose isomerase
dan merubah sukrosa menjadi isomaltulose (Wu dan Birch 2005). Gen si juga diperoleh
dari Klebsiella planticola UQ14S dan E. rhapontici WAC2928 (Wu dan Birch 2005). Gen si
tersebut diklon dan diekspresikan di E. coli. Gen si dan nptll ditransformasikan ke kalus
tanaman tebu varietas Q117, melalui metode penembakan partikel (Bower dan Birch 1992,
Bower et al. 1996). Tebu PRG tersebut telah mendapatkan izin GMAC (Genetic Modification
Advisory Comnmittee) pemerintah Australia untuk ditanam di LUT (AG 2005). Tebu PRG de-
ngan gen si mengandung sukrosa dua kali lebih besar dibandingkan dengan tebu non PRG
(Wu dan Birch 2007).

Tanaman Tanpa Biji (Partenokarpi)

Kegiatan penelitian perakitan tanaman PRG tanpa biji (partenokarpi) dilakukan oleh
Rotino et al. (1997) pada tanaman tembakau dan terong. Gen yang digunakan adalah
DefH9- iaaM. Gen iaaM berasal dari P. syringae pv. savastanoi, sedangkan gen DefH9 ber-
asal dari A. majus. Penelitian perakitan tanaman PRG tanpa biji juga berhasil dilakukan pa-
da berbagai tanaman lain seperti tomat, sfrawberry, dan raspberry. Uraian secara lengkap
dibahas dalam Bab III tentang status penelitian tanaman PRG di Indonesia.

Kandungan Amilosa Rendah

Kegiatan perakitan tanaman PRG untuk menurunkan kandungan amilosa telah dilaku-
kan pada gandum, kentang, ubi jalar, dan ubi kayu. Hampir semua perakitan tanaman PRG
yang mengandung amilosa rendah menggunakan gen granule-bound starch synthase
(GBSS). GBSS bertanggung jawab dalam sintesis komponen amilosa dalam pati dan juga
dapat berkontribusi dalam sintesis amilopektin. Seperti halnya dengan kegiatan perakitan
tanaman PRG tanpa biji, tanaman PRG dengan kandungan amilosa rendah juga dijelaskan
secara lengkap dalam bab III tentang status penelitian tanaman PRG di Indonesia.
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