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ABSTRACT

Yellow leaf curl disease caused by Pepper yellow leaf curl virus (PepYLCV), member of geminiviruses group, is responsible for
heavy yield losses for chili pepper production. Resistant genes which can cause immunity to the disease have not been found
in germplasm collection. The aim of the research was to edit proliferating cell nuclear antigen (PCNA) gene by using
CRISPR/Cas9 technology for developing plant resistance against geminivirus in chili pepper. A CRISPR/Cas9 plasmid cassette
construct harboring the guide RNA of PCNA gene was constructed by Golden Gate cloning strategy. The construct was then
introduced into chili genome via in planta method using Agrobacterium tumefaciens EHA105. The transformed plants were
bioassayed by virus inoculation and confirmed using PCR and DNA sequencing to identify a mutagenesis event in PCNA gene
target. The results showed that CRISPR/Cas9 plasmid cassette harboring gRNA of PCNA gene was successfully constructed. In
planta transformation using A. tumefaciens vector harboring CRISPR/Cas9-gRNA PCNA construct resulted in 307 and 193
transformed plants from chili var. Lingga and Ciko, respectively. Bioassay by using virus inoculation to the transformed plants
obtained 6 and 14 lines of Lingga and Ciko, respectively, which were resistant to geminivirus (no symptom observed). The
resistant lines of chili pepper var. Lingga and Ciko were mutated in PCNA gene with one base insertion or deletion mutation
types. These results exhibit that the CRISPR/Cas9 genome editing can be used to induce mutant of PCNA gene in chili pepper.
Further investigation is necessary to evaluate the selected chili lines resistant to PepYLCV infection.
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ABSTRAK

Penyakit daun keriting kuning yang disebabkan oleh Pepper yellow leaf curl virus (PepYLCV), dari kelompok geminivirus,
merupakan salah satu kendala budi daya cabai. Sumber gen ketahanan penyakit ini belum ditemukan pada koleksi plasma
nutfah cabai di Indonesia. Tujuan penelitian ini ialah melakukan pengeditan gen proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
menggunakan teknologi CRISPR/Cas9 untuk memperbaiki ketahanan terhadap penyakit daun keriting kuning (geminivirus)
pada cabai besar. Plasmid kaset CRISPR/Cas9 yang membawa RNA penuntun gen PCNA dikonstruksi dengan strategi kloning
Golden Gate. Konstruk tersebut kemudian diintroduksikan ke dalam genom cabai melalui metode in planta menggunakan
vektor Agrobacterium tumefaciens EHA105. Galur-galur transforman dibioasai dengan inokulasi geminivirus, kemudian
dikonfirmasi dengan PCR dan sekuensing DNA untuk mengidentifikasi terjadinya mutasi pada gen PCNA. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa kaset plasmid CRISPR/Cas9 yang membawa RNA penuntun gen PCNA untuk pengeditan gen telah
berhasil dikonstruksi. Transformasi genetik secara in planta menggunakan suspensi A. fumefaciens yang mengandung kaset
CRISPR/Cas9-gRNA PCNA telah menghasilkan masing-masing 307 tanaman dan 193 tanaman transforman dari varietas Lingga
dan Ciko. Dari hasil efikasi diperoleh 6 galur dan 14 galur masing-masing dari varietas Lingga dan Ciko yang tahan terhadap
geminivirus (tidak menunjukkan gejala). Galur cabai varietas Ciko dan Lingga telah mengalami mutasi pada gen PCNA
dengan tipe mutasi insersi atau delesi satu basa. Hasil penelitian mengindikasikan bahwa pengeditan genom CRISPR/Cas9
dapat digunakan untuk mutagenesis gen target pada tanaman cabai. Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan untuk mengetahui
tingkat ketahanan galur cabai yang diperoleh terhadap infeksi geminivirus.

Kata kunci: Capsicurn annuum L., CRISPR/Cas9, penyakit daun keriting kuning, geminivirus.
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PENDAHULUAN

Cabai (Capsicum annuum L.) merupakan salah
satu jenis tanaman hortikultura yang banyak dibudi-
dayakan oleh petani Indonesia. Produksi cabai besar
pada tahun 2019 secara nasional mencapai 1.214.419
ton (BPS 2019). Penyakit daun keriting kuning yang
disebabkan oleh Pepper yellow leaf curl virus
(PepYLCV) dari kelompok geminivirus merupakan
salah satu penyakit yang sangat merugikan pada budi
daya cabai dari tahun ke tahun. Insiden penyakit
daun keriting kuning dapat mencapai 10-100% hingga
menyebabkan kegagalan panen. Kejadian penyakit
daun keriting kuning di beberapa daerah di Lampung
dapat mencapai lebih dari 80% (Gaswanto et al.
2016). Sumber gen ketahanan terhadap geminivirus
belum ditemukan pada koleksi plasma nutfah cabai
di Indonesia. Selain itu, varietas tahan yang dihasilkan
melalui pemuliaan konvensional dengan memanfaat-
kan gen-gen ketahanan dari kerabat liar akan cepat
terpatahkan.

Gen replicase/Rep (ACI) dan replicase
enhancer/REn (AC3) pada geminivirus merupakan
gen yang diperlukan untuk replikasi DNA virus. Gen
Rep penting untuk replikasi, sedangkan gen REn me-
ningkatkan akumulasi DNA dengan mekanisme yang
belum diketahui. Geminivirus menggunakan mesin
replikasi tanaman inang untuk bereplikasi. Oleh ka-
rena itu, tahap awal yang terjadi pada proses infeksi
geminivirus adalah reprogramming kontrol siklus sel
untuk menginduksi sintesis mesin replikasi inang.
REn dan Rep berinteraksi dengan komponen penting
mesin replikasi tanaman, vyaitu proliferating cell
nuclear antigen (PCNA). Protein PCNA dipicu untuk
terakumulasi di sel-sel terdiferensiasi pada tanaman
terinfeksi geminivirus (Castillo et al. 2003). PCNA me-
rupakan protein yang menempel pada DNA dan ber-
fungsi sebagai sebuah platformn pergerakan yang me-
modulasi interaksi protein-protein dengan DNA. Inter-
aksi antara PCNA dan protein virus yang terlibat
dalam replikasi terjadi selama infeksi virus, meng-
induksi sebuah kompleks replikasi tanaman yang
mirip dengan kompleks protein replikasi pada virus
(Egelkrout et al. 2001; Dieckman et al. 2012).

Ketahanan terhadap geminivirus dapat dihasil-
kan melalui mutasi beberapa gen pada tanaman
inang cabai yang mempunyai korelasi positif dengan
proses infeksi virus, di antaranya gen PCNA (terlibat
dalam replikasi virus), gen deltaCOP (terlibat dalam
pergerakan virus), dan gen HSC70 (terlibat dalam
pergerakan virus) (Bagewadi et al. 2004; Czosnek et
al. 2013). Oleh karena itu, penelitian untuk menon-
aktifkan (knockout) gen-gen tersebut menggunakan

VoL. 16 No. 2, DESEMBER 2020:79-88

teknik  Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR)/CRISPR-associated 9
(Cas9) diharapkan akan menghambat proses replika-
si dan pergerakan virus sehingga menginduksi keta-
hanan tanaman. Hal ini dikarenakan gen-gen mutan
tersebut tidak menghasilkan lagi protein-protein yang
diperlukan geminivirus untuk bereplikasi dan ber-
gerak dari satu sel ke sel lainnya.

Sistem CRISPR merupakan teknologi terobosan
terbaru untuk memodifikasi genom. Sistem CRISPR
yang paling banyak digunakan adalah CRISPR/Cas9
tipe II dari Streptococcus pyogenes (Jinek et al. 2012).
Sistem ini mendasarkan pada nuklease artifisial yang
dikombinasikan dengan RNA penuntun (guide RNA/
gRNA) dan teknologinya sangat sederhana, efisien,
dan dapat diaplikasikan dalam banyak fungsi
(versatility). Penonaktifan gen melalui sistemn CRISPR/
Cas9 dapat digunakan untuk mengeliminasi gen-gen
yang mempunyai pengaruh negatif terhadap kualitas
pangan, mengatasi kerentanan terhadap patogen,
atau mengalihkan lintasan metabolik dari produk
akhir yang bermanfaat. Teknologi ini telah digunakan
untuk menonaktifkan gen dengan target gen mildew
resistance locus (MLO) pada gandum dan berhasil
mematahkan tiga hormoeologs MLO, serta menghasil-
kan tanaman yang tahan terhadap penyakit embun
tepung (Zhang et al. 2017).

Penelitian sebelumnya yang menunjukkan ke-
berhasilan mutagenesis terarah menggunakan
CRISPR/Cas9 pada tanaman telah banyak dilaporkan
(Belhaj et al. 2013; Feng et al. 2013; Jiang et al. 2013;
Miao et al. 2013). Sementara itu, penelitian yang me-
manfaatkan teknik ini untuk mutagenesis tanaman
cabai tahan geminivirus belum banyak dilakukan.
Tujuan penelitian ini ialah melakukan pengeditan gen
(gene editing) PCNA menggunakan teknologi CRISPR/
Cas9 untuk memperbaiki ketahanan terhadap penya-
kit daun Kkeriting kuning (geminivirus) pada cabai
besar.

BAHAN DAN METODE
Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan April sampai
dengan Desember 2018. Penelitian dilakukan di Balai
Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi
dan Sumber Daya Genetik Pertanian (BB Biogen),
yaitu Rumah Kaca dan Laboratorium Biologi
Molekuler, Bogor, serta Kebun Percobaan (KP) Pacet,
Cianjur.
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Materi Penelitian

Materi tanaman yang digunakan pada penelitian
ini, yaitu cabai besar varietas Lingga dan Ciko yang
merupakan hasil pemuliaan di Balai Penelitian
Tanaman Sayuran (Balitsa), Lembang, Bandung
Barat. Kedua varietas dipilih karena merupakan
varietas open-pollinated (OP) sehingga secara
genetik lebih homozigot dan homogen.

Konstruksi Kaset CRISPR/Cas9-gRNA PCNA
Perancangan primer gRNA gen PCNA

Primer gRNA untuk gen target dirancang dengan
menggunakan program/perangkat lunak online
E-CRISP (Heigwer et al. 2014) atau EuPaGDT (Peng
dan Tarleton 2015) dengan input berupa sekuens
cDNA atau genomik gen PCNA. Pada primer-primer
yang dirancang ditambahkan sekuens enzim restriksi
Aarl untuk memfasilitasi penyisipan gRNA gen PCNA
pada kaset pDIRECT _21A (Addgene, AS) yang mem-
bawa gen Cas9 dan gen seleksi antibiotik hptIl.

Penempelan oligonukleotida gRNA gen PCNA

Tujuan tahap ini ialah menyatukan utas tunggal
gRNA gen PCNA menjadi oligonukleotida utas ganda.
Tahapan ini mereaksikan primer-primer gRNA
dengan pereaksi penempelan oligonukleotida (2 ul
bufer 10x, 1 ul ATP, 1 ul T4 kinase, 2 ul Oligo F, 2 ul
Oligo R, dan nuclease-free water hingga volume 20 ul)
dan diinkubasi pada 37°C selama 30 menit. Campur-
an reaksi kemudian dipanaskan di dalam gelas
beaker yang berisi air mendidih di atas hotplate
selama 5 menit. Campuran reaksi dibiarkan di atas
hotplate sampai dingin, setelah dingin oligonukleo-
tida utas ganda siap digunakan untuk reaksi Golden
Gate.

Ligasi gRNA gen PCNA ke vektor pDIRECT_21A
dengan metode Golden Gate

Plasmid pDIRECT 21A telah mengandung gen
Cas9 sehingga hanya perlu menyisipkan gRNA gen
PCNA ke plasmid tersebut melalui situs enzim Aarl.
Ligasi gRNA gen PCNA ke plasmid pDIRECT 21A
menggunakan metode Golden Gate (Engler et al.
2008). Reaksi Golden Gate dilakukan dengan cara
mencampur 50 ng plasmid pDIRECT 21A, 5 ul
oligonukleotida utas ganda gRNA gen PCNA, 0,4 ul
Aarl oligonukleotida, 0,5 ul enzim Aarl, 2 ul bufer T4
DNA ligase 10x, 1 ul enzim T4 DNA ligase, dan
nuclease-free water hingga volume 20 wpl. Campuran
reaksi Golden Gate diinkubasi pada 37°C selama
5 menit, dilanjutkan pada 16°C selama 10 menit dan
37°C selama 15 menit, serta diakhiri pada 80°C

selama 5 menit, di dalam mesin PCR T100™ Thermal
Cycler (Bio-Rad, AS). Hasil ligasi siap digunakan untuk
proses transformasi bakteri.

Transformasi plasmid konstruk CRISPR/Cas9-gRNA
PCNA ke Escherichia coli dan A. tumefaciens

Transformasi plasmid rekombinan ke dalam sel
bakteri E. coli kompeten dilakukan dengan metode
heat shock. Setelah ditransformasi, suspensi bakteri
disebar pada media LB padat dengan antibiotik
kanamisin 50 g/l dan diinkubasi selama satu malam.
Koloni-koloni hasil transformasi ditumbuhkan pada
media LB cair selama satu malam dan DNA plasmid
diisolasi dengan High-Speed Plasmid Mini Kit
(Geneaid, Taiwan). Keberhasilan ligasi vektor
pDIRECT _21A dengan gRNA gen PCNA dicek dengan
analisis PCR menggunakan pasangan primer spesifik.
Plasmid yang positif telah membawa gRNA gen PCNA
selanjutnya ditransformasikan ke dalam bakteri
A. tumefaciens dengan metode elektroforasi dan ke-
berhasilannya dicek dengan analisis PCR mengguna-
kan primer spesifik gen Cas9.

Introduksi Konstruk CRISPR/Cas9-gRNA PCNA ke
dalam Genom Cabai

Bakteri A. tumefaciens yang membawa konstruk
kaset CRISPR/Cas9-gRNA PCNA ditumbuhkan pada
media LB atau YEP yang mengandung antibiotik
kanamisin 100 mg/l. Sel-sel bakteri dipeletkan dengan
disentrifugasi pada 2.000 X g selama 10 menit, kemu-
dian dilarutkan pada media inokulasi cair. Kerapatan
bakteri diukur pada ODy,, sebesar 0,2-0,4 sebelum
digunakan untuk transformasi.

Introduksi kaset CRISPR/Cas9-gRNA PCNA ke
dalam genom cabai dilakukan melalui transformasi
secara in planta. Transformasi dilakukan dengan cara
merendam biji-biji cabai yang mulai berkecambah
dengan suspensi bakteri A. tumefaciens. Benih-benih
yang telah diinokulasi dengan bakteri kemudian di-
tempatkan kembali pada cawan petri dengan kertas
saring basah dan diinkubasi pada kondisi gelap
selama 3 hari.

Benih-benih hasil transformasi yang berkecam-
bah dicuci dengan air yang mengandung sefotaksim
250 mg/l untuk membunuh bakteri A. tumefaciens,
kemudian dipindahkan ke bak semai yang mengan-
dung media tanam berisi tanah dan kompos, serta di-
aklimatisasi di rumah kaca. Tanaman cabai dipeliha-
ra dan selanjutnya dilakukan bioasai dengan inoku-
lasi geminivirus melalui vektor kutu kebul (Bemnisia
tabaci).



82 JURNAL AGROBIOGEN

Bioasai Tanaman Transforman dengan
Geminivirus

Bioasai tanaman transforman dengan
geminivirus (PepYLCV) dilakukan dengan metode
inokulasi menggunakan vektor kutu kebul (Gunaeni
dan Purwati 2013). Inokulasi dilakukan dengan cara
menginfestasikan = 50 ekor kutu kebul yang dikoleksi
dari pertanaman cabai yang terinfeksi penyakit daun
keriting kuning pada tanaman cabai hasil transfor-
masi berumur 3 minggu yang ditanam di bak semai.
Infestasi kutu kebul dari tanaman cabai sakit diharap-
kan dapat menularkan geminivirus dan menimbulkan
penyakit daun Kkeriting kuning. Tanaman cabai di-
infestasi selama 7 hari dengan menutup bak semai
dengan kain kasa sehingga kutu kebul tidak keluar.
Sebelum cabai ditanam di lapangan, kutu kebul
disemprot dengan insektisida Besvidor 25 WP dengan
konsentrasi 1 g/l.

Pengamatan tanaman cabai terinfeksi penyakit
daun keriting kuning dilakukan saat tanaman berusia
2 bulan setelah tanam. Pengamatan gejala penyakit
secara visual dan pengelompokan tingkat keparahan
gejalanya dilakukan dengan skoring 0-5, yaitu skor
0 = tanaman tidak bergejala, 1 = sedikit bergejala,
daun kuning atau sedikit keriting, 2 = daun kuning
dan Kkeriting, 3 = daun kuning, keriting, melengkung
ke bawah atau ke atas, 4 = daun kuning, keriting,
melengkung ke bawah dan ke atas, dan 5 = daun
kuning, keriting, melengkung ke bawah dan ke atas,
serta tanaman menjadi kerdil (Ganefianti et al. 2017).
Berdasarkan skor gejala penyakit, secara individual
tanaman cabai yang diinokulasi dapat dikelompok-
kan menjadi tanaman tahan (skor 0), agak tahan
(skor 1), rentan (skor 2 atau 3), dan sangat rentan
(skor 4 atau 5).

Analisis Molekuler Galur-Galur Hasil Transformasi

Isolasi DNA genomik dan analisis PCR fragmen
gen Cas9

DNA genomik diisolasi dari galur-galur cabai
transforman yang tahan (skor 0) dan diekstraksi
dengan menggunakan Plant Genomic DNA Mini Kit
(Geneaid, Taiwan). Amplifikasi PCR dilakukan
dengan menggunakan campuran reaksi yang terdiri
atas 2 ul cetakan DNA, 5 ul KAPA2G Fast Ready Mix
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(Sigma-Aldrich, Jerman), 0,25 ul primer Cas9 forward
(5'-GCTGATACATGACGACTCTT-3’), 0,25 wl primer
Cas9 reverse (5-TGTCGTTCTCGTCATACTTC-3’), dan
nuclease-free water hingga volume 10 ul. Program
PCR yang digunakan ialah denaturasi awal pada 95°C
selama 3 menit, dilanjutkan dengan 35 siklus yang
terdiri atas denaturasi pada 95°C selama 15 detik,
penempelan primer pada 55°C selama 15 detik, dan
elongasi pada 72°C selama 15 detik. Reaksi PCR di-
akhiri dengan elongasi akhir pada 72°C selama
1 menit. Produk PCR dicek dengan elektroforesis gel
agarosa, selanjutnya divisualisasi dengan pewarnaan
etidium bromida dan didokumentasi dengan perang-
kat Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad, AS).

Analisis urutan DNA

Produk PCR dari sampel yang positif diamplifi-
kasi kembali dengan primer yang mengapit daerah
target pengeditan gen PCNA. Fragmen DNA hasil
amplifikasi kemudian diurutkan menggunakan jasa
sekuensing. Data sekuens dianalisis dengan metode
penyejajaran sekuens gen hasil pengeditan genom
pada penelitian ini dengan gen PCNA yang terdapat
pada basis data National Center for Biotechnology
Information (NCBI) untuk memverifikasi terjadinya
mutasi (Sievers dan Higgins 2014).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Konstruk Kaset CRISPR/Cas9-gRNA PCNA

Subkloning gRNA gen target telah dilakukan
melalui ligasi gRNA gen PCNA dengan plasmid
pDIRECT 21A yang sebelumnya dipotong dengan
enzim restriksi Aarl. Untuk tujuan ini, gRNA gen PCNA
didesain dengan modifikasi berupa penambahan
situs enzim Aarl (Tabel 1). Subkloning gRNA gen
PCNA pada plasmid pDIRECT 21A menghasilkan
konstruk kaset CRISPR/Cas9-gRNA PCNA dengan peta
plasmid ditampilkan pada Gambar 1. Penggunaan
plasmid pDIRECT_21A untuk tujuan subkloning gRNA
mempunyai keuntungan, yaitu penyisipan gRNA ke
plasmid tersebut lebih sederhana karena hanya di-
perlukan satu tahapan kloning dan mudah karena
dapat dilakukan dengan strategi Golden Gate. Kloning
dengan strategi ini lebih efisien dan presisi karena
proses ligasi dan restriksi dengan enzim dapat dilaku-

Tabel 1. Desain RNA penuntun (guide RNA/QRNA) gen PCNA untuk diligasikan dengan vektor

pDIRECT 21A.

Nama primer Sekuens (5 2> 3))

Desain gRNA

gPCNA-F1Aarl
gPCNA-R1Aarl

gattGGATTCCAGCCACGTGGCAC
aaacGTGCCACGTGGCTGGAATCC

gattGGATTCCAGCCACGTGGCAC----
----CCTAAGGTCGGTGCACCGTGcaaa
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kan dalam satu langkah pada satu tabung reaksi dan

biasanya menghasilkan rekombinan DNA yang benar
(Engler et al. 2008).

Transformasi konstruk kaset pDIRECT_21A-gRNA
PCNA ke dalam bakteri A. tumefaciens telah meng-
hasilkan tiga koloni tunggal bakteri. Untuk memvali-
dasi keberhasilan transformasi tersebut maka dilaku-
kan pengecekan dengan analisis PCR menggunakan
primer spesifik gen Cas9. Hasil PCR menunjukkan
bahwa satu koloni dari tiga koloni tunggal bakteri
menghasilkan pita DNA dengan ukuran 600 bp yang
sesuai dengan panjang fragmen DNA yang diapit oleh
primer yang digunakan, di dalamnya terdapat gRNA
gen PCNA yang disisipkan (Gambar 2). Hasil ini mem-
buktikan bahwa kaset konstruk pDIRECT 21A-gRNA
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PCNA telah tertransformasi ke dalam bakteri
A. tumefaciens. Analisis PCR menggunakan primer
spesifik juga dilakukan untuk mengetahui klon
rekombinan pada vektor biner A. fumefaciens dengan
sistem TOPO Gateway (Xu dan Li 2008). Koloni
A. tumefaciens yang positif membawa konstruk
pDIRECT 21A-gRNA PCNA selanjutnya diperbanyak

dan suspensi bakteri digunakan untuk transformasi
genetik tanaman cabai.

Transformasi Genetik Cabai dengan Konstruk
CRISPR/Cas9-gRNA PCNA

Transformasi genetik secara in planta menggu-
nakan suspensi A. tumefaciens CRISPR/Cas9-gPCNA
PCNA telah dilakukan pada cabai varietas Ciko dan
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Gambar 1. Peta konstruk kaset plasmid pDIRECT_21A-gRNA PCNA.
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Gambar 2. Hasil analisis PCR koloni bakteri Agrobacterium tumefaciens yang ditransformasi
dengan plasmid CRISPR/Cas9-gRNA PCNA.
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Lingga. Pada transformasi varietas Lingga telah di-
hasilkan sebanyak 307 tanaman transforman, se-
mentara itu pada varietas Ciko dihasilkan sebanyak
193 tanaman transforman (Tabel 2, Gambar 3).
Aplikasi pengeditan genom memerlukan teknik trans-
fer gen untuk mengintegrasikan konstruk CRISPR/
Cas9 ke dalam genom tanaman. Keberhasilan teknik
transfer gen sangat bergantung pada kemampuan
regenerasi tanaman pada tahapan kultur jaringan
(Low et al. 2018). Oleh karena itu, sistemn transformasi
yang tidak melalui tahapan kultur jaringan akan
sangat penting karena sistem tersebut akan meng-
atasi kekhususan genotipe dan mengurangi adanya
variasi genetik, serta tanaman transgenik yang dihasil-
kan akan lebih murah dan lebih tumbuh cepat.
Sistem transformasi secara in planta tidak bergantung
pada proses kultur jaringan, efisien, dan cepat untuk
perbaikan tanaman. Transformasi secara in planta
telah berhasil diaplikasikan pada beberapa komodi-
tas, di antaranya Arabidopsis (Bent 2000), tomat
(Yasmeen et al. 2008), dan padi (Naseri et al. 2012).
Hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa transfor-
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masi secara in planta dapat digunakan untuk meng-
introduksikan konstruk CRISPR/Cas9-gRNA PCNA ke
dalam genom tanaman cabai.

Inokulasi Galur Cabai Transforman dengan
Geminivirus

Inokulasi galur-galur cabai hasil transformasi
dengan konstruk CRISPR/Cas9 yang membawa gRNA
gen PCNA telah dilakukan dengan menginfestasikan
vektor kutu kebul yang dikoleksi dari pertanaman
cabai yang terinfeksi geminivirus. Sebanyak 269 galur
cabai transforman varietas Lingga (setelah dikurangi
38 tanaman mati) dan 193 galur cabai transforman
varietas Ciko diuji ketahanannya terhadap gemini-
virus. Dari hasil pengamatan pada 10 hari setelah
inokulasi diketahui terdapat galur-galur cabai yang
dibioasai tidak menunjukkan adanya gejala penyakit
daun keriting kuning (Tabel 3). Dari sebanyak 269
tanaman cabai varietas Lingga diperoleh 130 tanam-
an yang tidak menunjukkan gejala terinfeksi gemini-
virus. Sementara itu, pengamatan menunjukkan ter-

Tabel 2. Jumlah tanaman cabai hasil transformasi secara in planta dengan konstruk CRISPR/Cas9-

gRNA PCNA.
Varietas Jumlah transformasi Jumlah eksplan (biji) Jumlah tanaman transforman
Lingga 5 kali 500 307
Ciko 2 kali 200 193

Gambar 3. Transformasi secara in planta menggunakan vektor A. fumefaciens yang membawa
konstruk CRISPR/Cas9-gRNA PCNA. (A) Eksplan biji cabai yang siap ditransformasi.
(B) Bakteri A. tumefaciens pada media padat. (C) Kokultivasi eksplan dengan
A. tumefaciens. (D) Tanaman cabai transforman pada media tanah.
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dapat 92 tanaman cabai varietas Ciko yang tidak
bergejala. Tanaman kontrol yang berupa tanaman
cabai tidak ditransformasi menunjukkan adanya
gejala terinfeksi geminivirus (Tabel 3).

Pengamatan lanjutan terhadap gejala-gejala
penyakit daun keriting kuning pada tanaman cabai
transforman varietas Lingga dan Ciko dilakukan pada
30 hari setelah inokulasi. Hasil pengamatan menun-
jukkan bahwa galur-galur cabai transforman mempu-
nyai penampilan gejala yang bervariasi berdasarkan
skor gejala penyakit (Gambar 4). Infeksi geminivirus
pada tanaman yang rentan pada berbagai fase per-
tumbuhan menghasilkan gejala yang cukup parah di-
banding dengan tanaman tahan. Gejala yang ditim-
bulkan dapat berupa tanaman menjadi kerdil, daun
keriting, buah yang lebih kecil, dan hasil rendah
(Ganefianti et al. 2017). Sementara itu, tanaman
tahan yang diharapkan berasal dari pengaruh peng-
editan gen PCNA mempunyai tingkat gejala yang
ringan atau tanpa gejala. Dari hasil pengamatan diper-
oleh 6 galur dan 14 galur tanaman masing-masing
dari varietas Lingga dan Ciko yang tahan terhadap
geminivirus (tidak menunjukkan gejala) (Tabel 4).
Tanaman tahan yang diperoleh selanjutnya dianalisis
secara molekuler untuk memastikan bahwa terdapat
modifikasi gen PCNA yang memang memberikan
ketahanan terhadap infeksi geminivirus.

Analisis Molekuler Galur-galur Tahan Geminivirus

Analisis molekuler untuk mendeteksi adanya
integrasi kaset konstruk CRISPR/Cas9-gRNA PCNA
telah dilakukan pada galur-galur transforman yang
tahan penyakit daun keriting kuning dan mempunyai
skor gejala 0. Hasil analisis PCR menggunakan primer
spesifik gen Cas9 menunjukkan bahwa 13 galur dari
15 galur positif membawa kaset konstruk CRISPR/
Cas9-gRNA PCNA yang ditandai dengan terbentuknya
pita DNA berukuran sekitar 600 bp (Gambar 5). Galur-
galur transforman yang positif PCR terdiri atas 6 galur
dari varietas Lingga dan 7 galur dari varietas Ciko.
Hasil ini mengindikasikan bahwa kaset konstruk
CRISPR/Cas9-gRNA PCNA telah terintegrasi ke dalam
genom tanaman cabai. DNA galur hasil transformasi
ini selanjutnya dianalisis sekuensing untuk memverifi-
kasi adanya mutasi pada gen PCNA.

Hasil analisis sekuensing DNA menunjukkan
adanya dua tipe mutasi yang terjadi, yaitu insersi satu
basa dan delesi satu basa (Gambar 6). Galur cabai
transforman yang mengalami mutasi insersi satu basa
A adalah galur Lingga no. 84 (L84 PCNA). Sementara
itu, terdapat 10 galur cabai transforman yang meng-
alami delesi satu basa A (3 galur dari varietas Lingga
dan 7 galur dari varietas Ciko). Terjadinya mutasi,
baik insersi maupun delesi, memungkinkan terjadi-

Tabel 3. Hasil pengamatan gejala penyakit daun keriting kuning pada galur cabai transforman
varietas Lingga dan Ciko 10 hari setelah inokulasi geminivirus.

Tanaman transforman

Varietas Total Kontrol (bergejala)
tidak bergejala bergejala

Lingga 130 (48,3%) 139 (51,7%) 269 5

Ciko 92 (47,7%) 101 (52,3%) 193 5

Gambar 4. Skoring gejala penyakit daun keriting kuning pada galur cabai transforman 30 hari setelah
inokulasi geminivirus di KP Pacet, BB Biogen, Cianjur.
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Tabel 4. Keragaan ketahanan galur cabai varietas Lingga dan Ciko hasil transformasi terhadap penyakit daun keriting kuning 30 hari setelah

inokulasi geminivirus.

Jumlah tanaman*

Skor Gejala Kategori
Lingga Ciko

0 Tanaman tidak bergejala 6 14 Tahan

1 Sedikit bergejala, daun kuning atau sedikit keriting 39 45 Agak tahan

2 Daun kuning dan keriting 28 25 Rentan

3 Daun kuning, keriting, melengkung ke bawah atau ke atas 33 26 Rentan

4 Daun kuning, keriting, melengkung ke bawah dan ke atas 28 14 Sangat rentan

5 Daun kuning, keriting, melengkung ke bawah dan ke atas, serta tanaman menjadi kerdil 39 15 Sangat rentan
Jumlah 173 139

*Jumlah tanaman mati selama penanaman sebanyak 96 tanaman (Lingga) dan 54 tanaman (Ciko).

L17 L73 L83 L84 L120 L139 L161 C20 C36 C38 C46 C47 C57 C68

bl BB N KN W<600bp

Gambar 5. Hasil amplifikasi PCR galur cabai transforman yang tahan penyakit daun keriting kuning
(skor 0) menggunakan primer spesifik gen Cas9.

Galur Tipe mutasi
WT_PCNA ...TTCTCTGCAAGCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... WT
C46_PCNA ...TTCTCTGCAAGCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... 0 (NM)
C20_PCNA ...TTCTCTGCAAGCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... 0 (NM)
L161_PCNA .. TTCTCTGCAAGCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... 0 (NM)
C36_PCNA ...TTCTCTGCAAGCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... 0 (NM)
C76_PCNA ...TTCTCTGCAAGCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... 0 (NM)
C75_PCNA ...TTCTCTGCAAGCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... 0 (NM)
L84 PCNA TTCTCTGCAAGCCHATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG +1 (Ins)
C57_PCNA ...TTCTCTGCA-GCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... -1 (Del)
C68_PCNA .TTCTCTGCA-GCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... -1 (Del)
C38_PCNA ...TTCTCTGCA-GCCATGGATTCCAGCCACGTGGCAC@TGGCG... -1 (Del)
C135_PCNA ..TTCTCTGCA-GCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... -1 (Del)
L120_PCNA .. TTCTCTGCA-GCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... -1 (Del)
C47_PCNA ...TTCTCTGCA-GCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... -1 (Del)
L73_PCNA ...TTCTCTGCA-GCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... -1 (Del)
C101_PCNA ..TTCTCTGCA-GCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... -1 (Del)
L17_PCNA ...TTCTCTGCA-GCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... -1(Del)
C92_PCNA ...TTCTCTGCA-GCCATGGATTCCAGCCACGTGGCACTGGTGGCG... -1 (Del)

Gambar 6. Hasil pengurutan sekuens nukleotida pada daerah target mutasi pada 17 galur cabai kandidat mutan.

WT = wild type, NM = nonmutan, Ins = insersi, Del =

gRNA gen PCNA, sekuens dengan garis bawah: sekuens PAM.

delesi. Sekuens yang berwarna kuning: sekuens

nya pergeseran kerangka baca pada gen yang meng-
induksi mutasi frameshift. Mutasi ini menghasilkan
mutan-mutan dengan karakter target pemuliaan. Me-
nariknya, mutan insersi dan delesi yang dihasilkan
pada penelitian ini ternyata terjadi di luar sekuens
target (off-target), namun masih berada di daerah
open reading frame (ORF) pada gen PCNA. Terjadi-
nya mutasi di luar target dapat disebabkan oleh
primer gRNA yang kurang spesifik yang berdekatan
dengan satu situs PAM sehingga enzim Cas9 juga me-
motong utas DNA yang terletak berdekatan dengan

situs PAM lainnya di sekitar gRNA (Pattanayak et al.
2013).

Gen PCNA merupakan gen inang pada tanaman
cabai yang termasuk ke dalam gen-gen kepekaan
terhadap geminivirus. Gen ini diketahui mempunyai
korelasi positif dengan proses replikasi virus pada
tanaman inang (Czosnek et al. 2013). Penelitian yang
diarahkan untuk menginaktivasi gen PCNA tersebut
dapat digunakan untuk menghasilkan tanaman cabai
yang tahan geminivirus. Gen PCNA yang termutasi
menghambat proses replikasi dan pergerakan virus
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dan menginduksi ketahanan tanaman karena gen
mutan tersebut tidak lagi menghasilkan protein PCNA
yang diperlukan oleh geminivirus untuk bereplikasi.
Mutasi spesifik gen saat ini untuk menghasilkan gen
terinaktivasi (knockout) dapat dilakukan melalui
pendekatan pengeditan gen, salah satunya melalui
sistem CRISPR/Cas9.

Teknik pengeditan genom CRISPR/Cas9 meru-
pakan sistemn modifikasi genom terarah yang paling
banyak dikembangkan karena lebih efisien, tidak
mahal, mudah diaplikasikan, dan tidak kompleks
(Abdallah et al. 2015; Mishra and Zhao, 2018). Tek-
nologi ini telah banyak diaplikasikan untuk meng-
eliminasi gen-gen yang tidak bermanfaat pada bebe-
rapa tanaman penting, seperti gandum (Zhang et al.
2017) dan padi (Zhou et al. 2015; Wang et al. 2016).
Dengan adanya aplikasi teknologi ini di masa men-
datang terdapat potensi besar untuk merakit berbagai
varietas unggul baru dengan berbagai karakter
penting target pemuliaan. Hasil penelitian ini meng-
indikasikan bahwa teknologi pengeditan genom
CRISPR/Cas9 potensial untuk diaplikasikan pada
mutagenesis gen target pemuliaan tanaman cabai.

KESIMPULAN

Konstruk CRISPR/Cas9-gRNA PCNA telah ber-
hasil dikonstruksi dan ditransformasi secara in planta
menggunakan vektor A. tumefaciens ke dalam genom
cabai dan menghasilkan masing-masing 307 tanaman
dan 193 tanaman transforman dari varietas Lingga
dan Ciko. Inokulasi dengan geminivirus menghasilkan
berturut-turut 6 galur dan 14 galur tanaman tahan
geminivirus dari varietas Lingga dan Ciko. Analisis
mutasi dengan sekuensing DNA menunjukkan ada-
nya mutasi insersi atau delesi satu basa pada gen
PCNA pada galur tahan geminivirus.
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