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ABSTRAK 

Penelitian konstruksi dan kloning plasmid pCambia1301 dengan gen cry1Ab telah dilakukan di 
Laboratorium Biologi Molekuler, Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan 
Sumberdaya Genetik Pertanian, Bogor. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan konstruksi 
plasmid pCambia yang mengandung gen cry1Ab. Proses konstruksi dilakukan dengan penyisipan 
gen cry1Ab pada vektor pCambia1301 menggunakan proses ligasi. Ligan ditransformasi ke dalam 
Escherichia coliDH5α dengan metode kejutan panas dan ke dalam Agrobacterium tumefaciens 
LBA4404 dengan metode kejutan dingin atau tri-parental mating. Hasil ligasi dan transformasi ke 
dalam bakteri diperoleh dua DNA plasmid dari dua koloni berbeda. DNA plasmid rekombinan terse-
but sebagai pC1Ab dengan ukuran 14,8 kb berdasarkan uji pola restriksi dengan enzim HindIII yang 
membentuk dua fragmen DNA berukuran 11,8 kb dan 3,0 kb. Uji pola restriksi dengan enzim HindIII 
dan EcoRI diperoleh 3 fragmen DNA berukuran 11,8 kb, 2,7 kb, dan 0,3 kb. Uji pola restriksi de-
ngan BamHI dan HindIII diperoleh 3 fragmen DNA berukuran 11,8 kb, 2,1 kb, dan 0,8 kb. Sedang-
kan, pemotongan dengan enzim EcoRI menunjukkan dua fragmen DNA berukuran 14,5 kb dan 0,3 
kb dari kedua DNA plasmid pC1Ab yang menunjukkan arah yang sama, yaitu ke kiri. Hasil uji PCR 
dari plasmid pC1Ab diperoleh fragmen gen cry1Ab berukuran 1,0 kb. Hasil uji GUS terhadap plas-
mid pC1Ab yang ditrasformasikan ke eksplan kotiledon melalui A. tumefaciens menunjukkan reaksi 
GUS positip berwarna biru. 
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PENDAHULUAN 

Perakitan tanaman unggul merupakan langkah untuk peningkatan produktivitas dan pro-
duksi pertanian. Salah satu usaha untuk merakit tanaman tersebut, yaitu dengan menggunakan 
teknik rekayasa genetik. Teknik ini dapat digunakan untuk menyisipkan gen-gen yang berasal dari 
tanaman, bakteri, virus ataupun dari hewan. Pemanfaatan gen yang berasal dari organisme lain 
dilakukan apabila tidak ada sumber gen yang diperlukan dari plasma nutfah tanaman. 

Contoh gen asing yang berasal dari organisme lain adalah gen cry1Ab yang diisolasi dari 
bakteri Bacillus thuringiensis. Produk dari gen tersebut merupakan protein δ-endotoxin yang ber-
sifat racun terhadap kelompok serangga tertentu. Gen cry1Ab tersebut merupakan kelompok gen 
penghasil protein δ-endotoxin yang racun terhadap serangga dari ordo Lepidoptera, seperti peng-
gerek polong kedelai. Penyisipan gen cry1Ab ke dalam genom kedelai diharapkan akan diperoleh 
tanaman kedelai yang tahan terhadap hama penggerek polong. 

Teknik rekayasa genetik yang melibatkan transfer gen asing ke dalam tanaman, pertama 
kali dilakukan melalui Agrobacterium (Horsch et al. 1984). Sedangkan, Luthra et al. (1997) mela-
porkan beberapa hasil penelitian melalui teknik mikroproyektil atau particle bombardment. Ke-
berhasilan transfer gen asing ke dalam tanaman dipengaruhi oleh beberapa faktor, di antaranya 
(1) daya regenerasi bahan tanaman sampai menjadi tanaman fertil, (2) efisiensi teknik transfer 
gen ke dalam sel, dan (3) sifat dan jenis vektor yang digunakan (Bommineni dan Jauhar 1997). 

Faktor yang cukup menentukan keberhasilan transfer gen adalah teknik transfer gen. 
Transfer gen asing melalui Agrobacterium dapat terjadi apabila bakteri tersebut membawa 
plasmid biner yang mengandung struktur DNA khusus (T-DNA). Fragmen DNA (gen tertentu) yang 
disisipkan ke dalam T-DNA akan ditransfer ke dalam genom tanaman secara efisien dan akan di-
pertahankan kestabilannya (Smith dan Hood 1995; An et al. 1988). Saat ini, efisiensi transformasi 
melalui Agrobacterium terjadi pada tanaman dikotil dengan stabilitas integrasi pada kromosom, 
ekspresi dan pewarisan yang mantap. Transformasi kedelai melalui Agrobacterium telah terbukti 
bisa dilakukan dan relatif lebih murah dibandingkan dengan metode penembakan partikel. Ber-
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dasarkan keberhasilan transformasi tersebut, maka perlu dilakukan pembuatan vektor plasmid 
khusus yang mengandung gen cry1Ab guna transformasi melalui Agrobacterium. 

Damak dan Bullock (1993) menyebutkan bahwa terdapat dua tahap penting dalam proses 
penyisipan fragmen DNA (gen interes) ke plasmid vektor, yaitu ligasi antara DNA sisipan dan 
vektor, dan ligasi kembali vektor tanpa sisipan (self-ligation). Ullrich et al. (1977) melaporkan 
bahwa adanya proses defosforilasi dapat menurunkan terjadinya self-ligation. Listanto dan Wang 
(1996) berhasil menyisipkan gen cad ke dalam vektor pUb- dengan persentase keberhasilan 
sebesar 30%. 

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan konstruksi plasmid pCambia yang mengan-
dung gen cry1Ab. Hasil konstruksi ini akan digunakan pada penelitian transfer gen cry1Ab ke 
dalam genom tanaman kedelai melalui A. tumefaciens guna mendapatkan sifat tahan terhadap 
hama penggerek polong (Etiela zinkenella). 

BAHAN DAN METODE 

Bakteri Escherichia coliDH5α (E. coli DH5α) mengandung gen cry1Ab pada plasmid pSBB 
(Dr. Altosar, The University of Ottawa, Canada), A. tumefaciens EHA105 pembawa pCambia1301 
(Cambia, Australia).  

DNA plasmid diisolasi dari kedua bakteri tersebut dengan metode lisis alkali (Sambrook et 
al. 1989). Kualitas dan kuantitasnya dicek dengan elektrofloresis pada gel agarose 0,8% dan di-
analisis dengan program QuantityOne™ (Biorad). Gen cry1Ab diisolasi dengan memotong plas-
mid pSBB dengan enzim restriksi HindIII. Hasil potongan dipisahkan dengan agarose elektrofo-
resis. DNA gen cry1Ab diisolasi dari gel agarose dengan metode Freeze ‘N Spin (Biorad). 

Plasmid pCambia1301 dipotong dengan enzim restriksi HindIII serta dihilangkan gugus 
fosfatnya dengan metode defosforilasi menggunakan alkaline phos-phatase. Fragmen pCambia 
yang telah terdefosforilasi diligasi dengan gen cry1Ab menggunakan enzim ligase. Hasil ligasi di-
transformasi ke dalam E. coli dan A. tumefaciens. 

Transformasi ke dalam E. coli menggunakan metode kejutan panas (Sambrook et al. 1989), 
sedangkan transformasi ke dalam A. tumefaciens dilakukan dengan metode kejutan dingin (An et 
al. 1988) atau tri-parental mating. Hasil transformasi ditumbuhkan pada media yang mengandung 
kanamisin 50 mg/l. Setiap koloni yang tumbuh diisolasi dan dipotong dengan beberapa enzim 
restriksi untuk mengetahui kombinasi penyisipan gen cry1Ab dan arahnya di dalam vektor 
pCambia1301. 

Kemampuan A. tumefaciens pembawa plasmid rekombinan diuji dengan mentransfor-
masikan ke dalam kotiledon kedelai berdasarkan metode Olhoft et al. (1998) untuk melihat eks-
presi gen gus yang ada pada plasmid rekombinan tersebut dari eksplan yang telah dikokultivasi 
dengan Agrobacterium selama 3-5 hari (Jefferson et al. 1986). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Isolasi DNA plasmid dari E. coliDHα yang mengandung plasmid pSBB maupun dari A. 
tumefaciensEHA105 yang mengandung plasmid pCambia1301 telah berhasil dilakukan dengan 
DNA plasmid cukup memenuhi syarat untuk proses penyisipan (Gambar 2A). 

Berdasarkan peta restriksi plasmid pSBB (Gambar 1), untuk memperoleh potongan gen 
cry1Ab beserta promoter 35S-nya, plasmid dipotong dengan menggunakan enzim restriksi HindIII 
dan BamHI. Hasil pemotongan plasmid pSBB dengan kedua enzim ini diperoleh 3 fragmen DNA 
dengan pemotongan sempurna, yaitu 0,8 kb fragmen promoter 35S, 1.845 kb fragmen gen cry1Ab 
dengan terminator nos, dan 2,7 kb fragmen vektor pGEM4z. Plasmid pSBB yang dipotong dengan 
enzim HindIII diperoleh dua fragmen DNA berukuran 3,0 kb, dan 2,7 kb (Gambar 2), sedangkan 
fragmen yang berada di atasnya berukuran sekitar 5,7 kb sebagai DNA plasmid pSBB belum 
terpotong oleh enzim HindIII. 
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Fragmen berukuran 2,7 kb sesuai dengan ukuran vektor pGEM4z dan fragmen berukuran 
3,0 kb sesuai dengan ukuran fragmen gen cry1Ab (1.845 kb) lengkap dengan promoter 35S (0,8 
kb) dan terminator nosnya (dari data plasmid lain, potongan nos berukuran sekitar 0,3 kb). 
Diperkirakan juga bahwa ukuran fragmen nos (antara situs EcoR I dan BamH I) sekitar 0,3 kb. 

Hasil pemotongan pCambia1301 dengan enzim HindIII menghasilkan satu fragmen DNA 
dengan ukuran sekitar 11,8 kb (Gambar 2A). Setelah proses defosforilasi dari ujung 5’ potongan 
pCambia ini, fragmen tersebut digunakan untuk proses ligasi dengan fragmen gen cry1Ab sebagai 
sisipan dengan bantuan enzim ligase. Tahap defosforilasi pada DNA vektor sangat berguna untuk 
menekan jumlah penyambungan kembali (religasi) vektor pCambia yang dapat menyebabkan 
pengurangan terbentuknya plasmid rekombinan yang tersisipi gen cry1Ab. 

Transformasi E. coliDH5α dengan ligan tersebut diperoleh sejumlah koloni transforman 
yang diduga membawa plasmid rekombinan. Berdasarkan hasil uji pola restriksi dengan enzim 
restriksi terhadap DNA plasmid dari koloni transforman diperoleh dua transforman yang memiliki 
pola restriksi plasmid rekombinan, yaitu sampel nomer 3 dan 8 (Gambar 2B). Pemotongan meng-
gunakan enzim HindIII menghasilkan dua potongan DNA berukuran sekitar 11,8 kb dari vektor 
pCambia1301 dan 3,0 kb dari fragmen gen cry1Ab. Hasil pemotongan DNA plasmid rekombinan 
dengan enzim HindIII dan EcoRI diperoleh 3 fragmen DNA berukuran 11,8 kb dari vektor 
pCambia, fragmen gen cry1Ab dan promoternya berukuran 2,7 kb dan fragmen nos berukuran 0,3 
kb. Hal ini membuktikan ukuran fragmen nos tersebut sekitar 0,3 kb. Sedangkan fragmen ber-
ukuran 2,7 kb tersebut terdiri fragmen gen cry1Ab berukuran 1.845 kb dan fragmen promoter ber-
ukuran 0,8 kb. 

Pemotongan DNA plasmid dengan enzim BamHI dan HindIII menunjukkan bahwa fragmen 
gen cry1Ab telah berhasil tersisipkan ke dalam pCambia1301. Kombinasi enzim ini menghasilkan 
3 fragmen DNA berukuran sekitar 11,8 kb, 2,1 kb dan 0,8 kb (Gambar 2C). Selanjutnya, plasmid 
rekombinan ini disebut sebagai pC1Ab. 

Karena plasmid rekombinan pC1Ab ini dibentuk dari ligasi atas dua potongan DNA yang di-
potong oleh satu enzim restriksi yang sama, maka secara teori akan terdapat dua arah penyisipan 
fragmen gen cry1Ab terhadap vektor induk pCambia1301. Satu kemungkinan akan menempatkan 
promoter 35S gen cry1Ab sisipan berdekatan dengan promoter 35S dari gen hpt pCambia1301. 
Sementara kemungkinan lainnya menempatkannya berdekatan dengan promoter 35S dari gen 
gus. 

Arah penyisipan ini akan mempengaruhi proses ekspresi gen yang kita sisipkan ke suatu 
vektor. Hal ini terutama berlaku jika kita hanya menyisipkan gen saja tanpa perangkat promoter 
sehingga bergantung kepada aktifitas promoter yang tersedia di dalam vektor tersebut. Pada 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 1. Peta restriksi plasmid pSBB.
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kondisi seperti ini, vektor rekombinan yang fungsional hanya diperoleh jika arah penyisipan gen 
tersebut sesuai dengan arah kerja promoter. Untuk itu, analisis restriksi dengan memotong 
plasmid rekombinan menggunakan kombinasi beberapa enzim restriksi perlu dilakukan. Hasil uji 
pola restriksi tersebut menunjukkan arah gen cry1Ab yang sama yaitu ke kiri dengan promoter 
35s berdekatan dengan promoter 35s dari gen gus. 

Pada percobaan ini, arah penyisipan sepertinya tidak terlalu menimbulkan masalah. Hal ini 
dikarenakan kaset gen cry1Ab yang kami sisipkan telah mempunyai perangkat ekspresinya 
sendiri, baik promoter maupun terminator. Oleh karena itu, fungsi ekspresinya tidak tergantung 
kepada perangkat ekspresi dari vektor induk. 

Meskipun demikian, ketika plasmid rekombinan pC1Ab dipotong dengan enzim EcoRI saja, 
dihasilkan 2 potongan berukuran sekitar 14,5 kb dan 0,3 kb (Gambar 3). Ukuran potongan ini se-
suai dengan prediksi jika arah penyisipan kaset gen cry1Ab menempatkan promoternya berdekat-
an dengan promoter 35S dari gen gus pada vektor pCambia1301. Arah penyisipan yang sebalik-
nya, diduga akan menghasilkan 2 potongan berukuran sekitar 12,2 kb dan 2,6 kb. Ukuran fragmen 
DNA sebesar ini tidak teramati di dalam hasil pemotongan dengan EcoRI. Jadi hasil ligasi gen 
cry1Ab pada vektor pCambia1301 hanya diperoleh satu macam plasmid rekombinan dengan arah 
ke kiri. 

Berdasarkan analisis restriksi, diperkirakan bahwa plasmid rekombinan pC1Ab memiliki 
peta restriksi seperti terlihat pada Gambar 4. Arah ekspresi dari gen cry1Ab yang disisipkan ber-
lawanan dengan arah ekspresi gen gus. Terlihat bahwa promoter 35S dari kedua gen saling ber-
dekatan dan berlawanan arah. Susunan seperti ini biasa disebut inverted repeat yang dapat me-
nimbulkan masalah dalam ekspresi gen karena mRNA yang dihasilkan bisa saling berkomple-
men, melekat, membentuk struktur hairpin pada daerah inverted repeat tersebut (Jorgensen et 
al. 1996). 

Transformasi sel A. tumefaciensLBA4404 dengan plasmid rekombinan pC1Ab menghasil-
kan sejumlah koloni transforman. Berdasarkan uji PCR dengan primer khusus untuk mengganda-
kan bagian dari gen cry1Ab diperoleh beberapa transforman yang membawa plasmid pC1Ab 
(Gambar 5). Hasil PCR ini membuktikan bahwa fragmen gen cry1Ab telah berhasil disisipkan ke 
dalam vektor pCambia1301. Fragmen DNA gen cry1Ab hasil amplifikasi PCR ini berukuran 1,0 kb.  

Untuk menguji berfungsi atau tidaknya plasmid rekombinan ini, dilakukan transformasi 
Agrobacterium pembawa plasmid pC1Ab pada kotiledon kedelai. Dari hasil percobaan ini dilihat 
kemampuan Agrobacterium dalam menginfeksi dan mentransfer gen cry1Ab ke dalam sel tanam-
an. Untuk tahap awal ini hanya dilakukan uji ekspresi sementara dari gen gus. Percobaan ini tidak 
dilakukan uji ekspresi dari gen cry1Ab, karena gen gus atau gen cry1Ab berada dalam T-DNA, 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. A = pemotongan plasmid rekombinan dengan enzim HindIII. B = pemotongan plasmid rekombinan dengan 

enzim HindIII dan EcoRI. C = pemotongan plasmid rekombinan dengan enzim HindIII dan BamHI. M = 1 kb plus 
DNA Ladder, uC = pCambia1301 utuh, C = pCambia1301 terpotong, B = pSBB terpotong, 1-8 = sampel DNA 
plasmid, λ = DNA lambda. 
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secara teori keduanya akan ditransfer bersama-sama ke dalam sel tanaman. Jadi, jika sel tanam-
an tertransformasi dan menunjukkan ekspresi gen gus, maka diharapkan gen cry1Ab juga telah 
masuk di dalam sel tanaman tersebut. Pengujian ini cukup untuk mengetahui potensi dari 
Agrobacterium ini dalam mentransformasi tanaman. 

Hasil uji GUS menunjukkan bahwa plasmid rekombinan ini berfungsi dengan baik (Gam-
bar 6). Hasil tersebut membedakan antara kotiledon kedelai yang tidak ditransformasi maupun 
yang ditransformasi dengan Agrobacterium LBA 4404 (tidak mengandung T-DNA) dengan yang di-

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 3. Pemotongan plasmid rekombinan pC1Ab dengan enzim HindIII menunjukkan gen cry1Ab berukuran sekitar 3,0 
kb (baris H). Pemotongan dengan enzim EcoRI diperoleh dua fragmen DNA berukuran 14,5 dan 0,3 kb (anak 
panah) yang menunjukkan arah sisipan seperti pada Gambar 4. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gambar 4. Peta restriksi plasmid rekombinan.
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transformasi menggunakan pC1Ab. Hampir seluruh kotiledon yang ditransformasi dengan pC1Ab 
menghasilkan bintik biru pertanda diekspresikannya gen gus. Warna biru ini terutama terlihat di 
daerah yang mengalami pelukaan, sesuai dengan perilaku Agrobacterium yang akan menempel 
pada sel-sel tanaman yang luka karena daya tarik dari senyawa phenol yang dikeluarkan oleh sel 
tanaman (Gelvin et al. 2000). Kemungkinan bahwa aktifitas gen gus ini berasal dari Agrobacte-
rium tertutup karena gen ini disisipi oleh intron yang menyebabkannya tidak aktif di dalam 
bakteri dan hanya akan teraktifkan di dalam sel eukaryotik tanaman. 

Dari pembahasan di atas dapat membuktikan bahwa perakitan vektor biner Agrobacterium 
pembawa gen cry1Ab telah berhasil dilakukan dan vektor rekombinan pC1Ab tersebut dapat ber-
fungsi dengan baik di dalam Agrobacterium serta sel tanaman. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 5. Hasil uji PCR gen cry1Ab pada beberapa koloni Agrobacterium.  M. 1 Kb Plus DNA Ladder, 1-5 sampel koloni 
mengandung pC1Ab. 

 
Gambar 6. Hasil uji GUS. A. = eksplan kotiledon kedelai yang tertransformasi dengan Agrobacterium mengandung plasmid 

rekombinan pC1Ab dan B = tanpa plasmid pC1Ab. 

Tabel 1. Hasil uji ekspresi gen gus pada kotiledon kedelai.. 

 Jumlah eksplan Ekspresi sementara gus 
 

 

Sindoro Wilis Sindoro Wilis 

 Tidak ditransformasi    7   7 0 (0%)   0 (0%) 
 LBA 4404   7   7 0 (0%)   0 (0%) 
 pCambia1301   7   7   6 (86%)   6 (86%) 
 pC1Ab 60 11 59 (98%) 11 (100%) 
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KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan: 
1. Diperoleh dua koloni bakteri E. coliDH5α yang mengandung plasmid rekombinan. 
2. Plasmid rekombinan berukuran 14,8 kb disebut sebagai pC1Ab dengan arah ekspresi ke kiri 

berlawanan dengan arah ekspresi gen gus pada plasmid pCambia1301. 
3. Uji pola restriksi plasmid pC1Ab dengan enzim HindIII diperoleh dua fragmen DNA berukuran 

11,8 kb sebagai fragmen pCambia1301 dan 3,0 kb sebagai fragmen DNA gen cry1Ab. 
4. Uji pola restriksi plasmid pC1Ab dengan enzim HindIII dan EcoRI diperoleh 3 fragmen DNA 

berukuran 11,8 kb, 2,7 kb dan 0,3 kb. 
5. Uji pola restriksi plasmid pC1Ab dengan enzim BamHI dan HindIII diperoleh 3 fragmen DNA 

berukuran 11,8 kb, 2,1 kb, dan 0.8 kb. 
6. Uji pola restriksi plasmid pC1Ab dengan enzim EcoRI diperoleh dua fragmen DNA berukuran 

14,5 kb dan 3,0 kb yang menunjukkan arah ekspresi gen cry1Ab ke kiri. 
7. Uji PCR DNA plasmid pC1Ab dari Agrobacterium diperoleh fragmen hasil amplifikasi berukur-

an 1,0 kb. 
8. Uji ekspresi gen gus plasmid pC1Ab dalam Agrobacterium yang ditransformasi ke dalam eks-

plan kotiledon kedelai menunjukkan reaksi GUS positip berwarna biru. 
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