TRANSFORMASI ANGGREK DENDROBIUM
DENGAN GEN gus-A MELALUI
PERANTARAAN Agrobacterium tumefaciens

Maftuchah!

ABSTRACT

A series of experiment was done to obtain orchid transgenic plant were introduced gus-A gene to
protochorm like bodies using Agrobacterium tumefaciens EHA 105 technique and pCambia 1303 vector

plasmid.

The result showed that the highest number of live protochorm likes bodies (PLB) in antibiotic
medium (VW + 250 mg/I cefotaxime and VW + 100 mg/| cefotaxime) were obtained onthe 1 day co-cultivation
period, wherethelive PLB in VW + 100 mg/I cefotaxime reached 82 %. The increasing of co-cultivation
period in genetic transformation process increasing the percentage of lethal PLB. In this experiment the
treatment of 2 days dan 3 days co-cultivation period produced the highest gus-A gene expression at PLB
wherethe percentage of gus positive at orchid PLB reached 100%. But 3 days co-cultivation period increasing
the Agrobacterium contamination in PLB (46%) and decrease percentage of live protochorm like bodies
Dendrobium orchid (30%) in VW + 250 mg/I cefotaxime medium.

Key words: genetic transformation, transgenic, in vitro culture, vector plasmid, Agrobacterium tumefaciens,

gus-A gene

1. PENDAHULUAN

Tanaman anggrek Dendrobium merupakan
salah satu jenisanggrek yang memiliki nilai penting
secarakomersia. Pengembangan keragaman genetik
padatanaman anggrek melalui hibridisasi seksual
memerlukan suatu siklus reproduksi dan waktu
pertumbuhanyang rd atif panjang, disampingitu sangat
dibatas olehvarias genetik yangadadi ddam plasma
nutfah. Oleh karena itu, penerapan teknologi
transformasi genetik baik secaralangsung maupun
tidak langsung melalui perantara Agrobacterium
tumefaciens diharapkan dapat membantu mengatas
permasal ahan tersebut.

Teknologi transformas genetik tanamantelah
berkembang dengan memanf aatkan berbagal metode
transformasi. Transformas genetik dapat dilakukan
melalui berbagai metode antaralain elektroporasi
(Arencibiaet al. 1995), polyethylene glycol (Rathore
et al. 1993), penggunakan serat silicon carbide
(Kaeppler et al. 1990), penembakan partikel DNA
(Magbool et al. 1998) dan melalui perantara
Agrobacterium tumefaciens (Belarmino dan Mit,
2000).

Pemakaian metode particle bombartment
telah banyak menunjukkan keberhasilan pada
tanaman anggrek, akan tetapi berbagai hasil |aporan
menunjukkan bahwaefisens transformas maupun
efisend regenerasnyamasih sanga rendah. Disamping
itu dari segi ekonomis particle bombartment
memer|ukan biayayang sangat tinggi, peralatan serta
ketrampilan khusus. Studi transformasi genetik telah
dilakukan padatanaman Angrek Phalaenopsis(Anzal
etal. 1996), anggrek Dendrobium (Kuehnleand Sugii
1992 ; Chiaet al. 1994), anggrek Cymbidium (Yang
etal., 1999) dananggrek Vanda(Chiaet al. 1990)
melalui penggunaan teknik particle bombardment
dari protocorm. Meskipun teknik particle
bombardment terbukti telah berhasi| digunakan untuk
memproduks tanaman transgenik dengan gen a-
glucuronidase padaanggrek Phalaenopsis namun
frekwens regeneras dan frekwens transformasinya
measi h sangat rendah (Anzai etal. 1996). Olehkarena
itu perlu dikaji kemungkinan penggunakaan
Agrobacterium tumefaciens dalam transformasi
genetik tanaman Anggrek.

Transformas genetik merupakan salah satu
metode yang dapat dimanfaatkan untuk mempel gari
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regulasi gen, identifikasi fungsi gen, pengujian
metabolisme, mempelajari fisiologi serta
perkembangan tanaman. Keberhasilan proses
transformas gen melaui Agrobacterium tumefaciens
sangat ditentukan oleh berbagai hal antara lain
kesesuaian antarastrain Agrobacterium tumefaciens
dengan jenis tanaman dan plasmid vektor yang
dipergunakan, kerapatan sel Agrobacterium yang
digunakan padasast prosestranformas genetik, lama
waktu ko-kultivasi, tingkat kemasaman media,
kondis kultur in vitro dan sebagainya. Disampingitu
pemanfaatan Agrobacterium tumefaciens pada
prosestransformas genetik jenistanaman monokotil
masih memerlukan berbagal penyesuaianddamupaya
meningkatkan efisiensi transformasi. Hal ini
disebabkan secara alami bakteri patogen tanah
tersebut hanyamenginfeks tanaman dikotil dengan
caramengintroduks T-DNA dari plasmid Ti bakteri
kedaaminti sel tanaman (Smith dan Hood 1995).

Belarmino dan Mii (2000) telah melaporkan
keberhasilannya mendapatkan planlet transgenik
tanaman anggrek Phaaenopsismelalui transformas
pada sel-sel dalam kultur suspensi anggrek
Phalaenopsis menggunakan Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 (pTOK233) dan EHA 101
(plG121HmM) yang membawa gen-gen a-
glucuronidase sertagen ketahanan terhadap antibiotik
higromisin. Metode transformasi melalui
Agrobacterium lebih banyak dipergunakan pada
dikotil, namun pemanfaatannyapadamonokotil mash
memer|ukan penyesuaian (Wal den dan Wingender
1995). Salah satu hal penting dalam keberhasilan
transformasi melalui Agrobacterium adalah
spesifikasi vektor yang digunakan. Efisiensi
transformasi melalui Agrobacterium sangat
dipengaruhi pula oleh kesesuaian antara strain
Agrobacterium dengan jenis maupun varietas
tanaman (Hie et al. 1994 ; Smith dan Hood 1995).

Secarakesd uruhan penditianini bertujuanuntuk
mendapatkan suatu paket teknologi yang sederhana
dalam transformasi genetik tanaman Anggrek
menggunakan Agrobacterium tumefaciens. Dalam
jangkapanjang hasi penditianini diharapkan akan
dapat dimanfaatkan untuk melengkapi program
pemuliaan tanaman sebagai bahan persilangan serta
untuk lebih membuka peluang dalam penerapan
teknologi transformasi genetik khususnya pada
tanaman Anggrek dengan teknik yang relatif
sederhana menggunakan Agrobacterium
tumefaciens.
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2. METODEPENELITIAN

Penditian dilaksanakan dengan menggunakan
Agrobacterium tumefaciens EHA 105 (Universitas
Leiden), Vektor pCambia 1303 (Centre for
Application of Molecular Biology to International
Agriculture, Canberra-Australia), Transformasi
vektor pCambia 1303 dalam Agrobacterium
tumefaciens EHA 105 (Maftuchah, 2004). Sebagai
target transformas genetik dipergunakan protochorm
likes bodies anggrek hibridaDendrobiumyang terpilih
dengan kondisi yang sehat (Sien Orchid Prigen
Pasuruan).

Bahan kimiayang diperlukan antaralain:
bahan untuk sterilisasi (etanol, spiritus, dil), media
kultur in vitro anggrek (Media Vacin and Went
modifikas Lin), mediakokultivas (MediaAB + 100
MM acetocyringone), bahan pencuci Agrobacterium
(400 mg/l antibiotik cefotaxime), mediaantibiotik |
(MediaVacin and Went modifikas Lin + 250 mg/l
Cefotaxime), mediaantibiotik 11 (MediaVacinand
Went modifikasi Lin+ 100 mg/I Cefotaxime), media
regeneras (MediaVacin and Went modifikas Lin),
sertabahan-bahan uji Gusberdasarkan metode Rueb
dan Hensgens (1989) antaralain X-gluc, triton X,
NaHPO4, dll. Peralatan yang dipergunakan melipuiti
peralatan kultur in vitro, shaker inkubator, alat-alat
gelas, laminar air flow cabinet, analitical balance,
autoclave, hot plate, spektrometer,
microcentrifuge, mikroskop, gus assay plate,
microwave, aluminium foil, parafilm, dll.
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2.1. Prosedur Penelitian

Daam kultur in vitro anggrek, prosesinduksi
protochorm likes bodies dipergunakan mediaVacint
and Went modifikasi Lin dengan penambahan air
kelapa, gula30 gram dan agar 8 gram untuk setiap
liter media. M ediadituangkan ke dalam botol kultur
masing-masing 10 ml dan untuk selanjutnya
digterilisas. Kultur dipeliharadi ruang kultur dengan
temperatur 25+3°C. Setelah PLB cukup besar maka
dilakukan sub kultur terhadap PL B yang telah tumbuh
padamediabaru yang komposisinyasamadengan
mediainduksi PLB tersebut. Untuk botol kultur
dengan mediapadat diletak padarak dan untuk media
cair diletakan padashaker.

Untuk persiapan proses transformasi,
Agrobacterium tumefaciens EHA 105 (yang
membawapCambia 1303) dikulturkan di mediaAB
padat (Chilton et al. 1974) dengan penambahan
antibiotik kanamisin dan rifampisin. Biakan tersebut
diinkubas dalaminkubator padasuhu 37°C selama
2maam. Dalam prosesko-kultivas, sgumlah koloni
bakteri yang telah tumbuh diambil menggunakan
gpatuladan disuspenskan dalam mediaAB cair tanpa
antibiotik (Hiei et al. 1994) dengan 100 uM
acetocyringone. Inkubas dilakukan padasuhu 37°C
dengan kecepatan 200 rpm sampai mencapai OD
= 0,4 - 0,5. Ko-kultivas dilakukan dengan cara
meginokulasikan protochorm likes bodies anggrek
Dendrobium dalam media ko-kultivasi (AB +
asetosyringone) dan diinkubasi sesuai dengan
perlakuan periodeko kultivas yang diujikan (1 hari,
2 hari, 3hari) padakondis suhu 26°C di ruang gelap.
Perlakuan dilaksanakan dengan menggunakan 5
ulangan, yang masing-masi ng ulangan menggunakan
10PLB.

Setelah proses ko-kultivasi kalus dicuci
dengan 400 mg/l cefotaxime. Sebagian kalusdiambil
untuk uji Gus berdasarkan metode Rueb dan
Hensgens (1989). Kemudian kalusyang telah dicuci
ditumbuhkan padamediaantibiotik | (MediaVacin
and Went modifikas Linyang ditambah antibiotik
Cefotaxime 250 mg/l). Inkubasi dalam media
antibiotik pertamadilakukan padasuhu 25°- 26°C
diruang gelap sdama2 minggu. Kausyang hidup dari
mediaatibiotik pertama selanjutnyadikulturkanlagi
padamediaantibiotik kedua (MediaVacin and Went
modifikas Linyang ditambah antibiotik Cefotaxime
100 mg/l), dankultur diinkubas kembai padasuhu
25°- 26°C di ruang gelap selama2 minggu. Ekspres
enzim B-glucuronidase diuji pada tingkat

protochorm likes bodies. PLB hidup resisten hasil
seleks pertama dan kedua selanjutnya digunakan
sebagal bahan uji Gusberdasarkan metode Rueb dan
Hensgens (1989). Kalus direndam buffer fosfat
(NaPO, ; pH 6,8) yang mengandung Triton X-100
padasuhu 37°C selamaljam. Setelahitu PLB yang
diuji dicuc menggunakan buffer fosfat segar, kemudian
kausdirendamlarutan X-gluc dandiinkubas semdam
pada suhu 37°C. Setelah itu ditambahkan akohol
70%. Pengamatan dil akukan dengan mikroskop dan
sel transgenik yang mengekspresikan g-
glucuronidase akan menunjukkan biru (Rueb et
al. 1994).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Daamtransformai genetik, tahap awal yang
dilakukan adal ah melakukan kultur in vitro tanaman
anggrek Dendrobium dalam upayapenyediaan PLB
sebagai target transformasi gen. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa perlakuan ko-kultivas selama
1 hari telah menunjukkan protochorm likes bodies
positif GUS sebanyak 62%. Padaprosesko-kultivas
yang dilaksanakan selama2 hari jumlah kauspositif
GUS mencapai 100% dan tidak berbeda dengan
waktu ko-kultivas PLB sdama3 hari (Tabd 1). Hasl
tersebut menunjukkan bahwa proses ko-kultivasi
protochorm likes bodies anggrek Dendrobium dalam
prosestransformasi genetk melalui Agrobacterium
tumefaciens EHA 105 cukup dilaksanakan dalam
waktu 2 hari. Hal ini disebabkan semakinlamawaktu
ko kultivas yang dilakukan akan semakin memacu
perkembangan populasi Agrobacterium
tunefacuiens yang semakintinggi, sshinggahd ini akan
mengganggu tahapan memetikan bakteri dalam proses
transformas tersebuit.
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Tabel 1. Rata-rata dan persentase jumlah
protochorm likes bodies anggrek
Dendrobium positif Uji Gus pada
berbagai perlakuan lama waktu ko

kultivasi

Lama | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Rata-rata

Watu Ko 1 2 3 4 5 (Persentase)

Kultivasi

1 hari 5 7 8 5 6 6,2
(62 %)

2 hari 10 10 10 10 10 10
(100%)

3 hari 10 10 10 10 10 10
(100%)

Catatan : 5ulangan (a. 10 PLB per ulangan)

Datayang diperoleh padaTabd 2 menunjukkan
bahwasemakinlamaprosesko-kultivas dilaksanakan
maka jumlah PLB kontaminasi Agrobacterium
tumefaciens setelah proses pencucian jugasemakin
tinggi. Padaperlakuan waktu ko-kultivas selama 1
hari, jumlah PLB terkontaminasi Agrobacterium
setel ah proses pencucian hanya sebesar 4 persen.
Dengan peningkatan periode ko-kultivas selama?2
hari dan 3 hari, jumlah PLB kontaminasi
Agrobacterium setel ah proses pencucian meningkat

hinggamecapai 24 % dan 46%.

Tabel 2. Rata-rata dan persentase PLB
kontaminasi  Agrobacterium
tumefaciens di media antibiotik
pertama pada berbagai perlakuan
lama waktu ko- kultivasi

Lama | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Rata-rata
Watu Ko 1 2 3 4 5 (persentase)
Kultivasi
1hari 1 0 0 1 0 04

(4%)
2 hai 2 3 1 4 2 24

(24 %)
3hai 5 7 3 2 6 4,6

(46 %)

Catatan : 5 ulangan (a. 10 PL B per ulangan)

Ekspresi enzim B-glucuronidase diuji pada
tingkat PLB. PLB hidup dari media antibiotik
pertama, sel anjutnyadigunakan sebagai bahan uji Gus
berdasarkan metode Rueb dan Hensgens (1989).
PLB yang telah lolosdari mediaantibiotik pertama
dan keduasdlanjutnyadirendam buffer fosfat (0,1 M
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NaPO, ; pH 6,8) yang mengandung 1% Triton X-
100 padasuhu 37°C selamaljam. Setelahitudicuci
2 kali dengan buffer fosfat segar, masing-masing
divakum selama5 menit. Kemudian kalusdirendam
larutan X-gluc, divakum selama5 menit, kemudian
diinkubas semdam padasuhu 37°C. Setdlahitu bufer
fosfat dibuang dan ditambahkan akohol 70 %.
Pengamatan dilakukan dengan menggunakan
mikroskop (Rueb et al. 1994) sel transgenik yang
mengekspresikan B-glucuronidase akan berwarna
biru. Hasil uji GUS padaPL B anggrek Dendrobium

Gambar 2. Uji GUS PLB anggrek Dendrobium
hasil transformasi melalui
perantara Agrobacterium
tumefaciens pada periode ko-

kultivasi selama 1 hari

Gambar 3. Uji GUS PLB anggrek Dendrobium
hasil transformasi melalui
perantara Agrobacterium



Gambar 4. Uji GUS PLB anggrek Dendrobium
hasil transformasi melalui
perantara Agrobacterium
tumefaciens pada periode ko-
kultivasi selama 3 hari

Hasil pengamatan terhadap rata-rata dan
persentase PL B anggrek Dendrobium hidup di media
antibiotik pertama (VW + cefotaxime 250 mg/l) pada
berbagai perlakuan lama waktu ko kultivasi
menunjukkan bahwa pada periode ko-kultivasi
sdlamal hari, PLB anggrek hidup di mediaantibiotik
pertamamencapal 96 %. Padaperlakuanko-kultivas
selama2 hari, PLB anggrek hidup di mediaantibiotik
pertama sebanyak 76 % dan perlakuan ko-kultivas
selama3hari PLB anggrek hidup di mediaantibiotik
pertamahanya50 % (Tabel 3). Rendahnyapersentase
PL B hidup padaperlakuan ko-kultivas selama3 hari
antara lain disebabkan tingginya kontaminasi
Agrobacterium tumefaciens setelah pencucian
dengan atibiotik Cefotaxime400 mg/l.

Tabel 3. Rata-rata dan persentase PLB anggrek
Dendrobium hidup di media antibiotik
pertama (VW + cefotaxime 250 mg/l)
pada berbagai perlakuan lama waktu

ko kultivasi
Lama | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Rata-rata
Watu Ko 1 2 3 4 5 (persentase)
Kultivasi
1 hari 9 10 10 9 10 9,6
(96 %)
2 hari 8 7 9 6 8 7.6
(76 %)
3 hari 5 3 6 7 4 50
(50 %)

Catatan : 5ulangan (a. 10 PLB per ulangan)

Di mediaantibiotik kedua (VW + cefotaxime
100 mg/l) hasil dari berbagai perlakuan lamawaktu
ko kultivas menunjukkan bahwa padako-kultivas
selamal hari, PLB anggrek hidup di mediaantibiotik
kedua sebesar 82%. Pada perlakuan ko-kultivasi
selama?2 hari, PLB anggrek hidup di mediaantibiotik
keduaada ah 72% dan perlakuan ko-kultivas selama
3hari, PLB anggrek hidup di mediaantibiotik kedua
berkurang hingga30% (Tabd 4). Semakin rendahnya
persentase PL B hidup pada perlakuan ko-kultivas
sdama3hari dissbabkan mas htingginyakontaminas
Agrobacterium tumefaciens hingga di media

Lama | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Ulangan | Rata-rata
WatuKo| 1 2 3 4 5
Kultivasi
Lhai 7 7 9 8 10 82
(82%)
2hai 8 6 9 5 8 72
(12%
3hai 2 | 4 6 2 30

(0%

(nersentase)

Catatan : 5 ulangan (a. 10 PL B per ulangan)

Kemampuan Agrobacterium untuk menjadi
“genetik enginer” alami telah dimanfaatkan sebagai
aat genetik yang sangat penting. Kemampuan untuk
melakukan trasformasi pada sel tanaman tersebut
berhubungan dengan adanya plasmid penginduksi
tumor. Akan tetapi untuk pemakaian Agrobacterium
seringkali diperlukan berbagai penyesuaian terhadap
tanaman monokotil maupun pada beberapa
kelompok tanaman yang rekalsitran. Sheng dan
Citovcky (1996) menyatakan Agrobacterium
memiliki tigakomponen genetik yang dipergunakan
untuk menginfeksi tanaman. Komponen pertama
adalah T-DNA yaitu fragmen yang ditransfer ke sel
tanaman dan terletak di plasmid Ti dari
Agrobacterium. Komponen keduaada ah virulence
(vir) region, dimanagen vir berekspred jikaterdapat
inducer yang berupa senyawa monosiklik fenolik
seperti asetosyringone sertamonosakhari da seperti
glukosa dan galaktosa. Komponen ketiga adalah
chromosomal virulence (chv) yang terletak di
kromosom Agrobacterium yang berfungsi dalam
pelekatan bakteri ke dalam sel tanaman dengan
membentuk senyawa protein 8 -1,2 glukan.
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Keuntungan transformasi genetik melalui
Agrobacterium padatanaman adalah jumlah salinan
genyang relatif sedikit dalam kromosom sehingga
mengurangi kemungkinan terganggunyafungs gen
lain, mampu mentransfer ssgmen DNA yang rel atif
besar sertamenghasiIkan tanaman transgenik dengan
fertilitastinggi. Disamping itu teknik transformasi
melaui Agrobacterium reletif |ebih sederhana, dalam
beberapa kasus lebih efisien dan Iebih ekonomis
dibandingkanteknik protoplasdan penembakan DNA
(DeBlock 1993).

Pada penelitian ini dipergunakan vektor
pCambia1303. Vektor tersebut memiliki beberapa
kel ebihan antaralain memiliki multiple cloning side
(MCYS), bergifat stabil di Agrobacterium, ukurannya
relatif kecil danjumlah salinannyatinggi dalamE.coli.
Sifat khusus dari pCambia adalah rangkaiannya
lengkap, memiliki pBR322 origin of replication
untuk replikasi dalam E.coli dan Agrobacterium,
memiliki pBR322bom site untuk mobilisas dari E.coli
ke Agrobacterium, membawa gen hpt untuk
ketahanan terhadap antibiotik higromisin, gennptl|
untuk ketahanan terhadap kanamisin, gengusA, serta
dapat diuji dengan seleksi biru - putih karena
membawa gen lacZ (Brown 1996). Pemakaian
antibiotik kanamisin sebagai agen penyeleks pada
kultur Agrobacterium yang akan digunakan dalam
prosestransformasi dengan pertimbangan bahwagen
penyandi ketahanan terhadap antibiotik kanamisin
tersebut ada pada plasmid vektor pCambia 1303.
Sdanjutnyasatu koloni Agrobacterium diinokulasikan
dalam mediatersebut dan biakan diinkubas selama
semalam padasuhu 37°C.

T-DNA vektor pCambia mengandung gen
nptll, gen hpt, dan gen gusA. Gen nptll penyandi
enzim neomycin phosphotransferase yang
digunakan sebagal penyeleks padabakteri. GengusA
penyandi enzim B-glucuronidase yang secaraumum
dipergunakan sebagai penanda pada sistem
transformas genetik tanaman (Jefferson 1987).

4. KESIMPULAN DAN SARAN

a. Kesimpulan

Dari hasil penelitian telah berhasi| diperoleh
protochorm like bodies transgenik anggrek
Dendrobium lokal Indonesia yang mengandung
plasmid vektor pCambia 1303 (12.361 bp) yang
diperoleh dari transformas gentik melaui perantaraan
Agrobacterium tumefaciens. Semakin lamawaktu
ko kultivas akan semakin meningkatkan jumliah PLB
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kontaminasi Agrobacterium tumefaciens setelah
proses pencucian PLB. Waktu ko-kultivas selama2
hari menghasilkan julah PLB positif GUS mencapai
100% dan tidak berbedadengan waktu ko kultivas
3 hari. Disamping itu, dalam perlakuan waktu ko
kultivas 2 hari ekspres genhasll uji GUSsudah cukup
meratadi permukaan PL B target transformas . Waktu
kokultivas sslama2 hari menghasilkanjumlah PLB
hidup di media antibiotik kedua sebesar 72%
sedangkan ko kultivasi selama 2 hari hanya
menghasilkan jumlah PLB hidup di mediaantibiotik
keduasebesar 30%. Oleh karenaituwaktukokultivas
selama2 hari dapat dismpulkan paling efisendalam
prosestransformasi genetik anggrek Dendrobium
menggunakan perantaraan Agrobacterium
tumefaciens EHA 105.

b. Saran

Has| penditianini perludilanjutkanketahgpan
regeneras dan aklimatisad, sehinggadi hargpkan dapat
diperoleh tanaman transgenik anggrek Dendrobium
yang membawa gen gus-A. Dalam tahapan
selanjutnyaperlu dilaksanakan analissmorfologis,
histokimiasertaandisismolekul er tanaman anggrek
transgenik yang dihasilkan.
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