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ABSTRAK

Perakitan tanaman kedelai transgenik tahan hama penggerek polong menggunakan gen cry1Ab
merupakan alternatif yang potensial dalam perbaikan tanaman. Gen tersebut dapat menghasilkan
protein &-endotoksin yang bersifat racun (insektisidal) terhadap larva serangga hama Lepidoptera.
Insersi gen cry1Ab menggunakan metode penembakan partikel telah dilakukan di Laboratorium
Biologi Molekuler, BB-Biogen pada tahun 2004. Tujuan penelitian adalah untuk mendapatkan
tanaman kedelai hasil transformasi yang mengandung insersi gen cry1Ab. Dua varietas kedelai,
Sindoro dan Wilis telah digunakan dalam penelitian ini. Sebanyak 230 kalus yang yang berasal dari
eksplan embrio muda kedelai Wilis telah ditembak dengan plasmid pSBB yang mengandung gen
cry1Ab dan pRQ6 yang mengandung gen hph (ketahanan terhadap higromisin) secara ko-transfor-
masi. Penembak gen (gene gun) yang digunakan adalah Biolistic PDS 1000 He dari Biorad. Hasil
regenerasi dan seleksi kalus Wilis hasil transformasi pada media yang mengandung higromisin di-
peroleh 28 embrio somatik yang kemudian tumbuh menjadi 5 planlet. Namun, kelima planlet ini
gagal diaklimatisasikan. Kemudian sebanyak 810 kalus embrio Sindoro yang ditransformasi dengan
plasmid dan metode yang sama menghasilkan 154 embrio somatik dan tumbuh menjadi 27 benih
somatik (planlet). Planlet ini selanjutnya diaklimatisasi dan 2 di antaranya telah berhasil tumbuh
menjadi tanaman. Analisis molekuler terhadap 22 kalus kedelai hasil transformasi dengan teknik
PCR menggunakan primer spesifik menunjukkan 8 sampel positif mengandung gen cry1Ab. Kemu-
dian analisis molekuler terhadap 5 sampel DNA daun dari planlet kedelai Sindoro hasil regenerasi
menunjukkan positif mengandung gen cry1Ab.

Kata kunci: Kedelai, insersi, gen cry1Ab, particle bombardment.
PENDAHULUAN

Penggerak polong (Etiella zinckenella, Tr.) merupakan hama penting kedelai yang masih
sulit dikendalikan hingga saat ini. Pengendalian secara kimia dengan aplikasi insektisida kurang
efektif karena sifat larva hama yang menyerang masuk ke dalam polong sehingga terhindar dari
insektisida. Selain itu, aplikasi insektisida akan mencemari lingkungan akibat residu yang ditim-
bulkan dari bahan aktif insektisida (Nurdin ef al. 1995). Penggunaan varietas tahan adalah cara
pengendalian yang paling ekonomis dan aman terhadap lingkungan. Namun, hingga saat ini be-
lum ditemukan sumber gen ketahanan terhadap penggerek polong pada plasma nutfah kedelai
yang ada, sehingga menjadi kendala dalam persilangan secara konvensional.

Perakitan varietas kedelai tahan melalui pendekatan bioteknologi dengan teknik rekayasa
genetik merupakan alternatif yang potensial (Herman 1996; 1997). Perakitan varietas tanaman
tahan terhadap serangga melalui teknik transformasi genetik telah banyak berhasil dilakukan
menggunakan gen tunggal yang mengkode protein penghambat ataupun racun seperti Bt-
endotoksin (Cheng et al. 1992; Warren et al. 1992), proteinase inhibitor (Johnson et al. 1989; Ryan
1990), cowpea trypsin inhibitor, pea seed lectin, dan chifinase (Asano et al. 1991; Gatehouse et al.
1991).

Gen cry atau gen Bt merupakan gen anti serangga yang sudah terbukti efektif. Gen ini
diisolasi dari bakteri tanah Bacillus thuringiensis yang dapat mengkode kristal protein racun yang
dikenal sebagai 6-endotoksin. Gen cry telah banyak jenisnya dan masing-masing jenis memiliki
serangga target yang berbeda. Gen cryl misalnya efektif terhadap Lepidoptera saja. Insersi gen
crylAb pada tanaman kedelai diharapkan dapat dihasilkan tanaman kedelai tahan terhadap
hama penggerek polong (E. zinckenella, Tr) yang tergolong dalam Lepidoptera.

Insersi gen asing ke dalam genom tanaman dapat dilakukan secara langsung maupun tidak
langsung. Penembakan partikel (particle bombardment) merupakan teknik insersi gen secara
langsung yang paling banyak digunakan. Tingkat keberhasilan teknik ini dapat mencapai 10-20%.
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Kelebihan teknik ini adalah bersifat universal, artinya dapat diterapkan hampir pada semua jenis
sel, jaringan, dan tanaman (Herman 1996). Namun, teknik ini memerlukan biaya operasional
yang mahal karena memerlukan partikel emas sebagai pembawa plasmid (microcarrier). Selain
itu, jumlah kopi gen biasanya lebih dari satu, sehingga kurang stabil (Satoto 2000).

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan tanaman kedelai hasil transformasi yang
mengandung insersi gen crylAb melalui teknik penembakan partikel.

BAHAN DAN METODE

Dua varietas kedelai, Wilis dan Sindoro digunakan sebagai sumber eksplan. Benih kedelai
ditanam di dalam pot ember besar (5 kg) dan dipelihara di rumah kaca. Eksplan berupa embrio
muda diambil dari biji/polong muda kedelai umur 15 hari setelah pembungaan (anthesis).

Plasmid pSBB sebagai pembawa gen crylAb dan pRQ6 sebagai pembawa gen gus dan hph
(gen seleksi higromisin) dilekatkan (presipitasikan) pada partikel emas yang berdiameter 1 dan
1,6 um dengan bantuan spermidin dan CaCl, Kemudian plasmid ditembakkan ke eksplan kedelai
dengan Gene Gun tipe Biolistic PDS1000/He dari BioRad.

BAHAN DAN METODE

Penyisipan gen crylAb pada eksplan kedelai dilakukan berdasarkan metode Sanford et al.
(1993). Eksplan yang digunakan sebagai target sel adalah kalus embriogenik yang berasal dari
embrio muda kedelai. Insersi menggunakan sistem ko-transformasi antara plasmid pSBB sebagai
pembawa gen crylAb dan plasmid pRQ6 sebagai pembawa gen gus dan hph dengan perban-
dingan4: 1.

Penembakan menggunakan tekanan gas Helium 1100 psi, vakum 27 cmHg, jarak tembak
antara partikel dan eksplan 6 cm dengan satu kali tembakan. Selanjutnya eksplan yang telah di-
tembak dipindahkan ke media pemulihan (recovery) selama 7 hari, lalu ditumbuhkan pada me-
dia seleksi pertama (media M4C yang mengandung higromisin 15 mg/1). Eksplan yang hidup da-
lam kondisi tersebut dipindahkan ke media seleksi kedua (media M4C yang mengandung higro-
misin 30 mg/l). Apabila kalus berproliferasi secara cepat, sebagian kalus dianalisis PCR untuk
mendeteksi keberadaan gen crylAb secara dini. Kalus lainnya ditumbuhkan pada media regene-
rasi untuk mendapatkan embrio somatik. Selanjutnya embrio dipindahkan ke media perakaran
untuk mendapatkan planlet kedelai yang siap diaklimatisasi ke media tanah.

Analisis Molekuler Kalus/Planlet/Tanaman Kedelai Hasil Transformasi

Isolasi DNA mengikuti prosedur plant DNA zol® (Invitrogen). Sebanyak 5 ul DNA dicek kuali-
tas dan kuantitasnya dengan elektroforesis pada 0,8% agarosa 0,5 x TBE pada tegangan 5V/cm
selama satu jam. Hasil elektroforesis direndam pada larutan ethidium bromida dan dipendarkan
di bawah sinar UV untuk direkam pada Chemidoc. DNA yang berkualitas baik akan menghasilkan
pita yang tajam dan berukuran besar. Konsentrasi DNA diperkirakan dengan membandingkan
intensitas DNA sampel dengan intensitas pita DNA Lambda yang telah diketahui massanya yang
disertakan pada gel elektroforesis. Dari hasil pengukuran konsentrasi ini, DNA diencerkan untuk
diseragamkan konsentrasinya sebesar 100 ng/ul.

PCR dilakukan dengan primer IDT A foward-1 (5’-CGA CAT CTC CTT GTC CTT TGA CAC-3’)
dan primer IDT B reverse-2 (5’-ACA CCC TGA CCT AGT TGA GCA AC-3’) yang akan secara spesifik
mengamplifikasi gen crylAb untuk menghasilkan pita DNA berukuran 1 kb. Campuran PCR terdiri
atas DNA dengan berat 100 ng, 1X PCR bufer yang mengandung 25 mM MgCl,, dNTPs dengan
konsentrasi akhir 0,2 mM, primer spesifik dengan konsentrasi akhir (masing-masing) 0,4 uM, Taq
polimerase 1,25 unit, dan air untuk memperoleh volume akhir sebesar 25 ul. Sebagai kontrol
positif digunakan plasmid pSBB yang mengandung gen crylAb. Kontrol negatif terdiri atas kontrol
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yang tidak menggunakan template DNA dan kontrol dari tanaman yang tidak ditransformasi.
Kontrol negatif yang tidak menggunakan template berfungsi untuk melihat kemungkinan terjadi-
nya kontaminasi PCR, sedangkan kontrol tanaman non-treatment digunakan untuk melihat
keberadaan indogenous gen cryl Ab pada tanaman kedelai.

Kondisi PCR yang digunakan adalah sebagai berikut: denaturasi awal dilakukan pada suhu
94°C selama lima menit, denaturasi untuk siklus dilakukan pada suhu yang sama selama satu me-
nit, kemudian diikuti oleh annealing pada suhu 45°C selama satu menit dan elongasi pada suhu
72°C selama dua menit. Siklus ini diulang sebanyak 35 kali dan diikuti dengan elongasi akhir pada
suhu yang sama selama lima menit. Hasil PCR dicek dengan elektroforesis pada 1,4% gel agarosa
TBE. Visualisasi dilakukan seperti cara yang telah diterangkan sebelumnya. Analisis data dilaku-
kan berdasarkan ada tidaknya pita DNA berukuran 1 kb yang merupakan ukuran dari DNA/gen
crylAb.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Insersi Gen CrylAb pada Kalus Embriogenik Varietas Wilis

Pada Wilis telah dilakukan tiga kali penembakan dengan jumlah eksplan sebanyak 230
kalus. Hasil seleksi kalus secara bertahap pada media yang mengandung higromisin 15 mg/l dan
30 mg/l hanya diperoleh embrio somatik sebanyak 28 (12,2%). Embrio ini selanjutnya dikecam-
bahkan dan menghasilkan 5 planlet (2,2%). Namun, kelima planlet ini tidak dapat tumbuh men-
jadi tanaman, karena mati setelah diaklimatisasi ke media tanah (Tabel 1).

Secara rinci hasil insersi gen cryl Ab pada kalus Wilis adalah sebagai berikut:

¢ Insersi ke-1 dilakukan pada 70 kalus embrio muda, diperoleh 30 kalus tahan media seleksi I
(mengandung higromisin 15 mg/1), dan jumlahnya berkurang menjadi 15 kalus tahan media
seleksi Il (higromisin 30 mg/l). Dari kalus yang tahan tidak diperoleh embrio somatik dan
benih somatik karena tidak berkembang.

e Insersi ke-2 dilakukan pada 80 kalus embrio muda, diperoleh 60 kalus tahan media seleksi I
(mengandung higromisin 15 mg/1), dan jumlahnya berkurang menjadi 45 kalus tahan media
seleksi II (higromisin 30 mg/1). Dari kalus yang tahan tersebut diperoleh 13 embrio somatik dan
terbentuk 5 benih somatik yang tidak menghasilkan tanaman kedelai sempurna karena tidak
berkembang.

¢ Insersi ke-3 dilakukan pada 80 kalus embrio muda, diperoleh 55 kalus tahan media seleksi I
(mengandung higromisin 15 mg/1), dan jumlahnya berkurang menjadi 29 kalus tahan media
seleksi II (higromisin 30 mg/1). Dari kalus yang tahan tersebut diperoleh 15 embrio somatik dan
tidak didapatkan benih somatik karena membusuk.

Insersi Gen CrylAb pada Kalus Embriogenik Varietas Sindoro

Pada Sindoro telah dilakukan 5 kali penembakan dengan jumlah eksplan sebanyak 810
kalus. Hasil seleksi kalus secara bertahap pada media yang mengandung higromisin 15 mg/l dan
30 mg/l menghasilkan 154 embrio somatik (19,01%). Setelah Embrio dikecambahkan hanya
menghasilkan 27 planlet (3,3%). Namun, setelah planlet diaklimatisasikan ke media tanah hanya
berhasil diperoleh 2 tanaman (0,3%). Kedua tanaman tersebut dapat tumbuh baik dan berpolong
di rumah kaca Fasilitas Uji Terbatas (FUT) (Tabel 2).

Hasil secara rinci insersi gen crylAb pada kalus Sindoro adalah sebagai berikut:

o Insersi ke-1 dilakukan pada 190 kalus embrio muda varietas Sindoro diperoleh 70 kalus tahan
media seleksi I (mengandung higromisin 15 mg/1), dan jumlahnya berkurang menjadi 50 kalus
tahan media seleksi Il (higromisin 30 mg/1). Dari kalus yang tahan diperoleh 25 embrio somatik
dan terbentuk 6 benih somatik yang hanya menghasilkan 2 tanaman kedelai sempurna dan
mati setelah diaklimatisasi.
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¢ Insersi ke-2 dilakukan pada 180 kalus embrio muda varietas Sindoro diperoleh 95 kalus tahan
media seleksi I (mengandung higromisin 15 mg/1), dan jumlahnya berkurang menjadi 52 kalus
tahan media seleksi Il (higromisin 30 mg/1). Dari kalus yang tahan diperoleh 31 embrio somatik
dan terbentuk 5 planlet, namun planlet tersebut mati setelah diaklimatisasi.

¢ Insersi ke-3 dilakukan pada 120 kalus embrio muda varietas Sindoro diperoleh 51 kalus tahan
media seleksi I (mengandung higromisin 15 mg/1), dan jumlahnya berkurang menjadi 46 kalus
tahan media seleksi Il (higromisin 30 mg/1). Dari kalus yang tahan diperoleh 36 embrio somatik
dan terbentuk 5 planlet, tetapi tidak dapat tumbuh menjadi tanaman (mati).

¢ Insersi ke-4 dilakukan pada 240 kalus embrio muda varietas Sindoro diperoleh 110 kalus tahan
media seleksi I (mengandung higromisin 15 mg/1), dan jumlahnya berkurang menjadi 90 kalus
tahan media seleksi Il (higromisin 30 mg/1). Dari kalus yang tahan diperoleh 42 embrio somatik
dan terbentuk 6 planlet, tetapi akhirnya gagal diaklimatisasikan menjadi tanaman (mati).

¢ Insersi ke-5 dilakukan pada 80 kalus embrio muda varietas Sindoro diperoleh 57 kalus tahan
media seleksi I (mengandung higromisin 15 mg/1), dan jumlahnya berkurang menjadi 49 kalus
tahan media seleksi Il (higromisin 30 mg/1). Dari kalus yang tahan diperoleh 20 embrio somatik
dan menghasilkan 5 planlet. Kelima planlet tersebut setelah diaklimatisasi hanya 2 planlet
yang dapat tumbuh menjadi tanaman dan berpolong di rumah kaca FUT.

Dari Tabel 1 dan 2 dapat diketahui bahwa rata-rata eksplan yang lolos pada media seleksi
semakin menurun jumlah/persentasenya lebih kurang 50% dari jumlah total sebelum ditransfor-
masi. Hal ini diduga karena sebagian eksplan yang ditumbuhkan pada media seleksi [ (mengan-
dung 15 mg/1 higromisin) tidak mampu bertahan hidup. Hanya sel-sel kalus yang telah terinsersi
gen hph yang dapat bertahan hidup di media seleksi yang mengandung antibiotik higromisin.
Proses penembakan yang dilakukan dengan 1 kali tembakan memungkinkan penyebaran parti-
kel emas pada eksplan tidak merata, sehingga pada saat ditumbuhkan dalam media seleksi seba-
gian eksplan kalus menunjukkan respon berbeda, ada yang tahan dan sebaliknya. Menurut Finer
dan Mc.Mullen (1991), medium yang yang mengandung antibiotik higromisin digunakan untuk
seleksi tanaman transgenik dan bukan untuk mematikan eksplan. Jaringan embriogenik yang
telah tertransformasi memiliki pertumbuhan dan ukuran eksplan yang normal. Sedangkan jaring-
an yang tidak tertransformasi tidak dapat hidup di medium seleksi. Hal itu ditunjukkan dengan
eksplan kalus berwarna coklat, proliferasi lambat dan tidak adanya kalus embriogenik yang di-
bentuk. Pendapat yang sama dinyatakan Brown (1991) bahwa, seleksi gen rekombinan hasil
transformasi dapat dilakukan dengan berbagi cara, salah satunya dengan menumbuhkan gen re-
kombinan pada medium seleksi yang mengandung antibiotik. Biasanya vektor plasmid memba-
wa sedikitnya satu gen yang menyebabkan sel inang bersifat resisten terhadap antibiotik. Resis-

Tabel 1. Hasil seleksi dan regenerasi kalus Wilis setelah insersi dengan gen cry1Ab.

ul Jumlah Jumlah eksplan Jumlah eksplan ~ Jumlah embrio Jumlah Jumlah
eksplan tahan seleksi | tahan seleksi Il somatik planlet tanaman
1. 70 30 15 0 0 0
2. 80 60 45 13 5 0
3. 80 55 29 15 0 0
Jumlah 230 145 (63,04%) 89 (38,7%) 28 (12,2%) 5(2,2%) 0 (0%)

Tabel 2. Hasil seleksi dan regenerasi kalus Sindoro setelah insersi dengan gen cry1Ab.

ul Jumlah Jumlah eksplan Jumlah eksplan  Jumlah embrio Jumlah Jumlah
eksplan tahan seleksi | tahan seleksi Il somatik planlet tanaman

1. 190 70 50 25 6 0

2. 180 95 52 31 5 0

3. 120 51 46 36 5 0

4. 240 110 90 42 6 0

5. 80 57 49 20 5 2
Jumlah 810 383 (47,3%) 287 (35,4%) 154(19,01%) 27 (3,3%) 2(0,3%)
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tensi tergantung pada enzim yang dikode oleh plasmid di dalam sel yang telah ditransformasi.
Salah satu gen yang digunakan dalam kegiatan penelitian insersi gen ini adalah gen hph (gen
ketahanan higromisin). Gen hph terdapat pada konstruksi plasmid pRQ6 yang dapat membantu
dalam seleksi eksplan yang tahan higromisin.

Jumlah eksplan yang bertahan hidup di media seleksi I rata-rata mengalami penurunan
lebih kurang 15-50% ketika ditumbuhkan di media seleksi II. Hal ini diduga karena bertambah
tingginya konsentrasi higromisin yang digunakan dari 15 mg/l menjadi 30 mg/l. Penambahan kon-
sentrasi higromisin dimaksudkan agar diperoleh eksplan yang benar-benar tahan, dan kondisi ini
menjadi salah satu indikator untuk mengetahui ekspresi gen yang disisipkan. Terjadinya variasi
persentase penurunan jumlah eksplan yang ditumbuhkan pada media seleksi II, diduga dipenga-
ruhi oleh berbagai faktor. Selain tinggi rendahnya ekspresi gen hph yang disisipkan. Kemungkinan
lain, eksplan pada media seleksi I terhindar (escape), artinya ada bagian eksplan yang tidak lang-
sung menyentuh permukaan media dan tetap tumbuh, sehingga seolah-olah eksplan tersebut
tahan tumbuh di media seleksi | akan tetapi pada saat ditumbuhkan di media seleksi II, eksplan
tidak mampu bertahan hidup. Faktor lainnya, diduga akibat terjadinya kerusakan sel-sel pada
jaringan target akibat penembusan oleh partikel emas (microcarier), yang menyebabkan ke-
mampuan daya hidup sel menjadi rendah (Birch dan Bower 1994).

Embrio somatik yang terbentuk dari eksplan yang tahan di media seleksi Il dalam setiap
penembakan bervariasi jumlahnya. Penembakan pertama pada kalus embriogenik varietas
Sindoro, diperoleh 25 embrio somatik dari 50 eksplan. Penembakan kedua dan penembakan
seterusnya secara berturut-turut diperoleh 31 embrio somatik dari 52 eksplan, 36 embrio somatik
dari 46 eksplan, 42 embrio somatik dari 90 eksplan dan 20 embrio somatik dari 49 eksplan yang
tahan di media seleksi II. Sementara itu, embrio somatik yang terbentuk dari eksplan kalus
embriogenik varietas Wilis, pada penembakan pertama dari 15 eksplan yang tahan seleksi II tidak
terbentuk embrio somatik. Eksplan tidak mengalami pertumbuhan lebih lanjut dalam arti lain
eksplan mengalami stagnasi. Diperoleh 13 embrio somatik dari 45 eksplan pada penembakan
kedua serta 15 embrio somatik dari 29 eksplan pada penembakan ketiga.

Terjadinya variasi jumlah embrio somatik yang terbentuk dalam setiap kali penembakan
yang dilakukan terhadap varietas yang berbeda maupun yang sama diduga dipengaruhi oleh ber-
bagai faktor antara lain kualitas kalus yang digunakan sebagai eksplan target transformasi. Sulit-
nya menentukan karakteristik kalus yang potensial embriogenik dari eksplan embrio muda
kedelai menjadi kendala dalam menyiapkan eksplan target yang homogen, akibatnya ada ke-
mungkinan sebagian kalus yang diduga potensial embriogenik dalam kenyataannya tidak, sehing-
ga pada saat eksplan kalus tidak potensial embriogenik ditransformasi, tidak akan berkembang
membentuk embrio somatik sekalipun tahan di media seleksi II. Hal ini sesuai dengan pernyata-
an Pardal ef al. (1997), bahwa rendahnya jumlah kalus yang embriogenik mungkin disebabkan
embrio somatik yang dihasilkan rata-rata berukuran kecil sehingga sulit dikecambahkan/direge-
nerasikan. Faktor lain yang diduga menjadi penyebab adalah perbedaan sumber eksplan. Hal ini
terlihat dari data yang diperoleh, eksplan yang berasal dari varietas Sindoro menunjukkan respon
lebih tinggi daripada eksplan yang berasal dari varietas Wilis. Menurut Trijatmiko dan
Harjosudarmo (1996), perbedaan respon pembentukan embrio somatik sangat dipengaruhi oleh
faktor genotip eksplan.

Perkembangan eksplan berikutnya setelah membentuk embrio somatik adalah terbentuk-
nya benih somatik atau dikenal pula dengan istilah planlet hingga terbentuknya tanaman dewasa
di mana telah terbentuk daun dan akar dengan sempurna. Data pada Tabel 1 dan 2 menunjukkan
rendahnya persentase keberhasilan terbentuknya benih somatik dan tanaman dewasa. Keadaan
tersebut diduga anatara lain karena adanya pengaruh dari proses transformasi yang dilakukan.
Adanya gen asing yang menyisip pada tanaman menyebabkan tanaman melakukan respon yang
berbeda dari perilaku normal (saat belum dilakukan proses transformasi). Penelitian terdahulu
mengenai regenerasi kedelai bukan hasil transformasi menunjukkan bahwa pertumbuhan
embrio somatik menjadi planlet dan tanaman dewasa tidak mengalami kendala yang berarti
pada media yang sesuai. Namun setelah ditransformasi eksplan dan embrio somatik lebih sulit
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diregenerasikan. Akan tetapi terjadinya kondisi tersebut sampai saat ini belum diketahui secara
pasti penyebabnya. Diperlukan penelitian lebih spesifik untuk mengetahui faktor-faktor yang
menghambat pertumbuhan tersebut.

Hal penting setelah eksplan tahan di media seleksi membentuk planlet hingga tanaman
dewasa adalah proses aklimatisasi. Aklimatisasi adalah suatu tahapan yang cukup kritis karena
tanaman yang ditumbuhkan dalam kondisi in vitro harus melakukan adaptasi dengan lingkungan
in vivo. Data yang disajikan pada Tabel 1 dan 2 menunjukkan sulitnya eksplan beradaptasi dalam
tahap aklimatisasi. Eksplan tahan seleksi Il yang berhasil membentuk planlet banyak mengalami
kematian saat dipindahkan ke media tanah (aklimatisasi), sehingga gagal diperoleh tanaman
hasil transformasi. Sebetulnya berbagai metode aklimatisasi telah dicoba, namun tingkat keber-
hasilannya masih belum dapat diulang secara baik. Kondisi planlet saat diaklimatisasi diduga se-
bagai penentu utama keberhasilan proses aklimatisasi, di samping kondisi tanah dan lingkungan
tempat aklimatisasi. Keadaan ini membutuhkan penelitian lebih khusus untuk mengkaji faktor-
faktor yang menjadi kendala dalam proses aklimatisasi tanaman kedelai hasil transformasi.

Untuk mendeteksi keberhasilan proses insersi gen crylAb secara dini pada tanaman
kedelai telah dilakukan analisis molekuler dengan PCR pada tahap kalus dan planlet. Sebanyak
22 sampel kalus hasil insersi/penembakan telah berhasil diisolasi DNA secara mini-preparasi, dan
selanjutnya dianalisis PCR dengan primer spesifik. Pengecekan terhadap DNA hasil PCR pada gel
elektroforesis menunjukkan bahwa ada 8 sampel DNA kalus positif mengandung gen crylAb
sebesar 1 kb. Kalus positif PCR selanjutnya diregenerasikan dan diperoleh sejumlah planlet.
Analisis PCR terhadap lima sampel DNA yang diekstraksi dari daun planlet kedelai Sindoro hasil
transformasi menunjukkan semuanya positif mengandung gen crylAb (menghasilkan pita 1 kb).
(lihat pada Gambar 3).

Gambar 2. Tanaman kedelai Sindoro positif gen crylAb yang berhasil diaklimatisasi di rumah kaca FUT.
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Selain dilakukan deteksi secara dini keberadaan gen crylAb pada kalus kedelai hasil trans-
formasi/insersi, pada penelitian ini juga dilakukan feeding assay (uji biologi) kalus hasil insersi
terhadap larva penggerek polong (E. zinckenella, Tr.) yang menjadi hama sasaran. Uji ini dimak-
sudkan untuk mengetahui efektifitas gen crylAb terhadap larva target secara dini. Sejumlah kalus
kedelai hasil transformasi telah diinfestasi dengan larva penggerek polong instar 1, 2, dan 3 pada
petri uji. Hasil pengamatan pada 5 hari setelah infestasi menunjukkan bahwa pengujian dengan
larva instar 3 memberikan hasil yang paling bagus, di mana terdapat perbedaan angka kematian
larva yang nyata antara kalus hasil transformasi dan bukan hasil transformasi. Sebanyak 26 kalus
kedelai hasil transformasi yang diinfestasi menunjukkan persentase kematian larva sebesar 26,9%
pada 5 hari setelah infestasi, sedangkan pada 8 kalus kedelai bukan hasil transformasi menunjuk-
kan persentase kematian larva 0%. Meskipun efektifitas gen crylAb pada kalus kedelai hasil trans-
formasi ini masih rendah, namun hal ini membuktikan bahwa gen crylAb yang diinsersikan ke
dalam kalus kedelai telah diekspresikan. Pada Gambar 4 diperlihatkan bahwa larva penggerek
polong instar 3 mati/kering setelah memakan kalus kedelai hasil transformasi.

KESIMPULAN

Telah berhasil dilakukan insersi gen crylAb ke dalam kalus kedelai Wilis dan Sindoro mela-
lui penembakan partikel dengan dihasilkannya lima planlet yang positif mengandung gen crylAb
pada uji PCR. Planlet tersebut telah diaklimatisasi dan dua di antaranya telah tumbuh menjadi
tanaman dewasa dan berpolong di rumah kaca FUT. Feeding assay kalus kedelai hasil trans-
formasi dengan larva penggerek polong instar 3 menunjukkan adanya ekspresi dari gen crylAb,
meskipun masih rendah levelnya.

1 M 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

m

1 kb

L, Be amBeam- wme

Gambar 3. Hasil PCR DNA kalus dan planlet kedelai transforman. 1 = H20, M = 1 kb leader plus,
2 = pSBB, 3-7 = DNA planlet Sindoro, 8-15 = DNA Kalus.

Gambar 4. Hasil feeding assay kalus kedelai transforman dengan larva instar 3 E. zinckenella,Tr.
Larva mati/kering (tanda panah).
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