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ABSTRACT KONTAK
SOD gene is gene that plays role in producing enzyme superoxide dismutase (SOD). SOD nabillatulismiabrar@gmail.com
enzyme plays an important role as marker of tolerance abiotic stress, including drought,

salinity, heavy metals, and acid. SOD gene can be transferred to Agrobacterium tumefaciens KATA KUNCI
as transformation medium for various plants. Many techniques for gene transfer can be used, Agrobacterinm tumefaciens, SOD,
one of which is triparental mating. Ttiparental mating uses vector in form of donor strain Triparental Mating, Vektor
and helper strain for transformation A. tumefaciens bactetia as recipient strain. Donor strain PRK2013

is known to be Escherichia coli DH5a bacteria which carries target gene and helper strain is
pRK2013 vector in E. coli DH1. The pRK2013 vector has not been studied and unknown as
helper strain for SOD gene transfer to A. tumefaciens bacteria. Therefore, this research aimed
to insert SOD gene into A. tumefaciens bacteria via pRK2013 vector as helper strain in
triparental mating and confirm its success. The research method used was triparental mating
method with bactetia E. coli DH5a, E. coli DH1, and A. tumefaciens .LBA4404. E. coli DH5«
bacteria contain pGWB5-SOD expression vector as donor strain. E. coli DH1 bacteria
contain pRK2013 vector as helper strain. A. tumefaciens LBA4404 bacteria as recipient strain.
Results of triparental mating were observed from growing bacterial culture and colony PCR.
The results showed that triparental mating was confirmed successful with bands appearing
from PCR colonies and bacterial cultures growing in selection medium. This indicates that
transfer of SOD gene to A. tumefaciens bacteria was successful with help of pRK2013 vector.

ABSTRAK

Gen SOD adalah gen yang berperan menghasilkan enzim superoksida dismustase (SOD).
Enzim SOD berperan penting sebagai penanda toleran cekaman abiotik baik cekaman
kekeringan, salinitas, logam berat, maupun asam. Gen SOD dapat ditransfer ke
Agrobacterium tumefaciens sebagai media transformasi ke berbagai tanaman. Transfer gen
ada banyak teknik yang dapat digunakan salah satunya adalah triparental mating. Triparental
mating menggunakan vektor berupa strain donor dan strain pembantu untuk transformasi
bakteri A. tumefaciens sebagai strain penerima. Strain pendonor diketahui dari bakteri
Escherichia coli DH5« yang membawa gen target dan strain pembantu berupa vektor
pRK2013 dalam E. coli DHI. Vektor pRK2013 belum diteliti dan diketahui sebagai strain
pembantu untuk transfer gen SOD pada bakteri Agrobacterium tumefaciens. Oleh karena
itu, tujuan penelitian ini dilakukan untuk memasukkan gen SOD ke dalam bakteri
Agrobacterium tumefaciens melalui vektor pRK2013 sebagai strain pembantu dalam
triparental mating dan konfirmasi keberhasilannya. Metode penelitian yang digunakan adalah
metode triparental mating dengan bakteri Escherichia coli DH5«, Escherichia coli DH1, dan
Agtobacterium tumefaciens LBA4404. Bakteri Escherichia coli DH5a mengandung vektor
ekspresi pGWB5-SOD sebagai strain donor. Bakteri Escherichia coli DH1 mengandung
vektor pRK2013 sebagai strain pembantu. Bakteri Agrobacterium tumefaciens LBA4404
sebagai strain penerima. Hasil triparental mating diamati dari kultur bakteri yang tumbuh dan
PCR koloni. Hasil penelitian menunjukkan triparental mating terkonfirmasi berhasil dengan
pita muncul dati PCR koloni dan kultur bakteri tumbuh dalam media seleksi. Ini
mengindikasikan bahwa transfer gen SOD ke bakteri A. tumefaciens berhasil melalui bantuan
vektor pRK2013.

PENDAHULUAN
Triparental mating merupakan teknik rekayasa genetika yang digunakan dalam biologi molekuler untuk
memasukkan plasmid ke dalam sel bakteri dengan bantuan tiga strain bakteri yang berbeda (Vesel ¢z a/., 2023).
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Triparental mating diketahui memiliki tiga strain bakteri yang terlibat, yaitu strain pendonor, strain pembantu, dan
strain penerima. Strain donor sebagai pembawa plasmid berisi gen yang diinginkan ke dalam sel bakteri target.
Strain pembantu sebagai pembantu mobilisasi plasmid untuk mentransfer plasmid donor ke sel bakteri penerima.
Strain penerima sebagai penerima dari berbagai plasmid donor yang tertransfer dari strain pembantu (Piotrowska
et al., 2020).

Low ez al. (2022) menjelaskan bahwa proses #rijparental mating melibatkan terjadinya agregasi antar strain bakteri
yang dicampur secara bersamaan. Dalam agregasi dapat terjadi konjugasi yang merupakan transfer genetik dari
strain donor ke strain penerima melalui kontak antar sel. Tujuan #rjparental mating adalah untuk mentransfer gen
tertentu dari strain donor ke strain penerima (Heinze ef a/,, 2018).

Triparental mating diketahui memiliki prinsip sebagai pentransfer genetik dari strain donor ke strain penerima.
Prinsip ini melibatkan plasmid sebagai vektor karena membawa gen target yang ingin ditransfer ke sel penerima,
pemidahan plasmid ke strain penetima melalui strain pembantu, proses konjugasi sebagai kunci dalam #iparental
mating, integrasi DNA asing sebagai materi genetik yang ditransfer ke strain penerima, dan penanda seleksi dengan
resistensi antibiotik untuk memastikan bahwa plasmid berhasil masuk ke dalam sel (Heinze ¢z 4/, 2018; Timmery
et al., 2009). Salah satu bakteri yang berperan sebagai strain penerima adalah bakteri Agrobacterinm tumefaciens.

Bakteri Agrobacterinm tumefaciens merupakan bakteri yang terkenal memiliki kemampuan mentransfer DNA
(khususnya T-DNA) ke dalam genom tanaman. Transformasi genetik alami ini dieksplorasi dalam bioteknologi
untuk menghasilkan tanaman transgenik (Gelvin, 2023). Bakteri ini sebagai media transformasi diketahui
memiliki Ti-plasmid yang berukuran besar. Ti-plasmid di dalamnya terdapat TDNA sebagai pentransfer gen ke
sel tumbuhan. T-DNA ini mengandung gen sintesis auksin dan sitokinin yang dapat menyebabkan sel membelah
tidak terkendali. Sehingga, terbentuk tumor. Bakteri ini juga memiliki gen virulensi (vir) yang ada pada Ti-plasmid.
Gen virulensi dapat memungkinkan T-DNA dapat masuk ke dalam sel tumbuhan (To, 2020; Gordon dan
Christie, 2014; Hwang ¢t a/, 2013). Pembentukan struktur virulensi (T-Pilus) dati genVirB/VitD4 yang berperan
sebagai penyalur untuk transfer T-DNA (Li dan Christie 2018). Integrasi untai DNA ke dalam genom tanaman
dari gen VirD2 yang terikat secara kovalen pada ujung 5 T-DNA (Gelvin, 2017).

Penelitian Agrobacterium tumefaciens sebagai media transfer genetik telah dilakukan oleh Raman dan Mysore
(2023) dan Shantha ez a/. (2012) dengan teknik #iparental mating melalui vektor yang berbeda. Raman dan Mysore
(2023) menggunakan vektor pRK2073 sebagai strain pembantu pada transfer gen LN18 dari Escherichia coli pL. N18
ke Agrobacterium tumefaciens GV3101. Shantha e al. (2012) menggunakan vektor pGT1” sebagai donor berisi gen
WGA yang ditransfer ke Agrobacterium tumefaciens melalui vektor pRK2073 sebagai strain pembantu. Namun,
vektor pRK2073 belum diteliti dan diketahui sebagai strain pembantu untuk transfer gen SOD pada bakteri
Agrobacterium  tumefaciens. Sehingga, penelitian ini bertujuan untuk memasukkan gen SOD ke dalam bakteri
Agrobacterium tumefaciens melalui vektor pRK2073 dengan teknik triparental mating dan konfirmasi keberhasilannya.

METODOLOGI

Penelitian ini menggunakan metode #riparental mating dengan bakteri Escherichia coli DH50, Escherichia coli DH1,
dan _Agrobacterinm tnmefaciens 1L BA4404. Bakteri Escherichia coli DH50 mengandung vektor ekspresi pGWB5-SOD
sebagai strain donor. Bakteri Escherichia coli DH1 mengandung vektor pRK2073 sebagai strain pembantu. Bakteri
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 sebagai strain penerima.

Penelitian ini dilakukan dengan menyiapkan kultur bakteri Agrobacterium tumefaciens 1. BA4404 menggunakan
media LB (Lutia Bertani Bro#h) sebanyak 2 ml. Media LB dimasukkan 4 pl streptomisin 50 mg/L. Kemudian,
kultur bakteti Agrobacterinm tumefaciens LBA4404 dibuat stok dengan penambahan 50 ul gliserol. Bakteri diinkubasi
dalam kondisi gelap dengan suhu ruang 25°C selama 48 jam. Kultur bakteri Escherichia coli DH1 (pRK2073) dan
DHb5a (pGIWB5-SOD) dilakukan dalam media LB sebanyak 2 ml. Media LB untuk bakteri Escherichia coli DH1
(pPRK2013) ditambahkan 2 pl kanamisin 50 mg/L. Kemudian, media LB untuk Escherichia coli DH50 (pGWB3-
SOD) ditambahkan 2 ul kanamisin 50 mg/L dan 2 pl higromisin 50 mg/L. Kultur bakteti Escherichia coli DH1
(pPRK20173) dan DH5a (pGIWB5-SOD) dibuat stok masing-masing dengan penambahan 100 pl gliserol. Kedua
bakteri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Metode triparental mating dilakukan pada media LA (Luria Bertani Agar) yang telah diberi label disiapkan untuk
masing-masing bakteri. Kultur bakteti Agrobacterinm tumefaciens 1.B4404, Escherichia coli DH1 (pRK2013), dan
Escherichia coli DH50 (pGWB5-50D) masing-masing diambil sebanyak 20 pl. Kemudian, ketiga bakteri diteteskan
untuk dicampurkan pada bagian tengah media LLA. Resuspensi secara perlahan dan dibiarkan hingga cairan
mengering. Inkubasi pada kondisi gelap dengan suhu ruang selama 48 jam.
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Seleksi triparental mating dilakukan dengan tabung 1,5 ml berisi ddH>O sebanyak 500 ul. Hasil #riparental mating
diambil dengan tusuk gigi dan dicelupkan pada ddH>O. Cairan diambil sebanyak 100 pl dan diletakkan pada
media LA seleksi betisi streptomisin, kanamisin, dan higromisin sebanyak 10 ulangan teknis. Cairan disebar pada
media dengan spatula spreader hingga merata. Kemudian, media diinkubasi pada ruang gelap dengan suhu ruang
25°C selama 48 jam.

Setelah hasil #riparental mating tumbuh 48 jam, PCR koloni dilakukan untuk mengkonfirmasi keberhasilan gen
SOD masuk ke dalam bakterti Agrobacterinm tumefaciens. Koloni diambil dengan tusuk gigi dan digores pada media
seleksi replicate betisi streptomisin, kanamisin, dan higro. Tusuk gigi dimasukkan pada #ube berisi 7 ul ddH>O.
Kemudian, dipanaskan pada suhu 95°C selama 10 menit dan dimasukkan ke dalam es selama 5 menit. Setelah
itu, mix PCR dimasukkan sebanyak 5,5 ul (master mix 5 pl, primer 355F1 0,25 ul, dan primer SODR; 0,25 ul). PCR
dilakukan dengan spesifik pasang primer 35F; (5-AAA CCT CCT CGG ATT CCA TT-3") dan SODR; (5 *CAT
CTC CAA CGG TGA CAT TG3’) (Hannum, 2012). PCR dijalan 35 siklus dengan pra denaturasi suhu 94°C
selama 5 menit, denaturasi 94°C selama 1 menit, annealing suhu 55°C selama 45 detik, pemanjangan suhu 72°C
selama 1 menit, pasca-pemanjangan suhu 72°C selama 5 menit, dan pendinginan suhu 25°C selama 10 menit.
Hasil PCR koloni dimasukkan ke dalam gel agarosa 1% dan dijalankan elektroforesis dengan tegangan 100 volt
selama 28 menit. Setelah elektroforesis, gel direndam dalam larutan EtBr selama 15 menit dan pita diamati melalui
visualisasi UV transiluminatot.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pencampuran kultur bakteri pada #rjparental mating semuanya tumbuh. Koloni yang banyak tumbuh
teramati pada ulangan ke-1 (K1), 3 (K3), 4 (K4), 6 (K6), 7 (K7), 8 (K8), 9 (K9), dan 10 (K10). Sedangkan ulangan
ke-2 (K2) dan ke-5 (K5) sedikit muncul koloninya (Figure 1). Hasil PCR koloni menunjukkan pita muncul pada
ulangan ke-4 (K4), 5 (K5), 7 (K7), 8 (K8), dan 10 (K10) betrukuran 500 bp (Figute 2). Kemunculan pita dalam

visualisasi elektroforesis menunjukkan keberhasilan #riparental mating.
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Figure 1. Hasil #riparental mating pada bakteri Agrobacterium tumefaciens. K1-10: ulangan teknis
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Figure 2. Hasil PCR koloni #rjparental mating pada Agrobacterinm tumefaciens. M: DNA ladder 1 kb, K1-10: ulangan teknis
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Faktor kebethasilan #riparental mating diketahui memiliki kompatibilitas plasmid yang baik sebagai pendonor ke
penerima melalui pembantu. Keberhasilan replikasi dan pemeliharaan materi genetik yang ditransfer (Timmery ef
al,, 2009; Robledo e# al.,, 2022). Kemampuan konjugasi dati pendonor membentuk pilus dan mentransfer materi
genetik ke penerima. Efisiensi transfer plasmid menjadi faktor krusial untuk keberhasilan #iparental mating. Karena
terdapat peran mobilitas plasmid maka peran ini juga mempengaruhi efisiensi proses keberhasilan transfer materi
genetik (Aldetliesten e @/, 2020). Viabilitas sel dan kondisi lingkungan tumbuh yang memadai dan sesuai dapat
meningkatkan peluang keberhasilan #rijparental mating. Penanda seleksi yang tepat pada plasmid yang digunakan.
Selain itu, plasmid yang termodifikasi dengan baik juga dapat membantu koordinasi perpindahan plasmid dari
pendonor ke penerima (Yue e al, 2023; Jie et al, 2021). Faktor ketidakberhasilan dalam #iparental mating juga
dapat terjadi ketika plasmid tidak kompatibel, konjugasi yang bermasalah, kondisi tumbuh yang tidak memadai,
penanda seleksi yang salah, viabilitas strain bakteti yang rendah, dan ada kontaminan (Kamruzzaman ez a/, 2017,
Philipps ¢t al,, 2019).

Bakteri Escherichia coli DH1 digunakan dalam #rjparental mating karena memiliki strain pembantu yang dapat
mentransfer plasmid berupa pRK2073 (Heinze et al., 2018). Escherichia coli DH1 diketahui merupakan strain
pembantu dalam #riparental mating karena karakteristiknya, yaitu defisiensi gen RecA, stabil, dan plasmid yang
kompatibel sebagai strain pembantu (Botja ez al.,, 2012). Jain ez al. (2021) menjelaskan bahwa defisiensi gen RecA
menyebabkan kekurangan protein RecA yang terlibat pada rekombinasi homolog. Sehingga, dapat mengurangi
kemungkinan terjadi penataan ulang genetik yang tidak diinginkan. Karena defisiensi gen RecA pada Escherichia
coli DH1 dapat meningkatkan stabilitas sebagai strain pembantu untuk menjaga materi genetik yang masuk ke
dalam sel. Selain itu, kompatibilitas plasmid dari strain pembantu dapat berfungsi sebagai pentransfer berupa
PpRK2013 (Botja et al, 2012; Yang et al, 2022; Silbert et al., 2021). pRIK2013 diketahui sebagai plasmid pembantu
dalam konjugasi antar bakteri (Hall 7 a/, 2023).

Bakteri Escherichia coli DH5a sebagai strain donor dalam #riparental mating diketahui memiliki mobilisasi yang
baik ke strain penerima sebagai strain donor selama konjugasi dibantu strain pembantu (Silbert ez a/, 2021).
Karena kemampuan mobilisasi ini dapat dipastikan keberhasilan transfer antar bakteri. Kompatibilitas plasmid
yang baik sebagai strain donor menjadikannya umum digunakan untuk kloning dan aplikasi biologi molekuler
lainnya. Strain bakteri ini juga diketahui tidak memiliki penanda seleksi antibiotik. Sehingga, bisa dimanipulasi
dengan penanda seleksi tertentu pada spesifik plasmid yang masuk ke dalam sel bakteri dan terdapat penanda
seleksi dari plasmid tersebut (Song ez al, 2015).

Bakteri Agrobacterium tumefaciens digunakan dalam #riparental mating sebagai strain penerima karena memiliki
kemampuan konjugasi alami dan mudah menerima DNA asing. Kemampuan konjugasi alami dari _Agrobacterinm
tumefaciens dapat mentransfer materi genetik dari satu sel bakteri ke sel tanaman (Martinez-Garcia e/ al.,, 2015).
Bakteti Agrobacterinm tumefaciens menjadi media tranfer fragmen DNA yang relatif besar. Ini termasuk T-DNA ke
sel tanaman selama infeksi. Karena karakteristik bakteri Agrobacterium tumefaciens dapat memudahkan konstruksi
DNA yang relatif lebih besar dalam rekayasa genetika (Gelvin, 2021; Celik, 2018). Bakteri Agrobacterium tumefaciens
memiliki strain yang dimodifikasi dengan kemampuan konjugasi yang telah ditingkatkan sebagai strain penerima
dalam #riparental mating, seperti LBA4404 (Handayani e al, 2014). Selain bakteri Agrobacterinm tumefaciens diketahui
bakteti Escherichia coli, Psendomonas spp., Rbizobinm spp., dan Sinorhizobinm spp. dapat sebagai strain penerima
dalam triparental mating Ryu et al., 2019; Déhlemann e# al., 2017; Acosta-Jurado ez al, 2016).

Bakteri Agrobacterium tumefaciens yang mengandung plasmid rerkombinan tertentu dapat diamati dengan
penanda seleksi antibiotik streptomisin. Karena antibiotik streptomisin dapat digunakan sebagai penanda dalam
rekayasa genetika (Dai e @/, 2018; Robinson e al, 2015). Strain bakteri yang membawa plasmid resistensi
streptomisin dapat tumbuh dan strain yang rentan akan mati. Howarth ¢ 4/ (2023) menjelaskan bahwa
pengeunaan penanda seleksi ini penting untuk meminimalkan kontaminasi dengan menekan pertumbuhan
bakteri pesaing yang sensitif terthadap antibiotik. Gen resisten streptomisin juga diketahui terdapat dalam plasmid
bakteri ini. Karena beberapa strain bakteri Agrobacterium tumefaciens plasmidnya sudah dimodifikasi untuk
mengekspresikan resistensi terhadap streptomisin, seperti GV3101, EHA105, LBA4404, AGL-1, dan C58C1 (Fu
et al., 2015; Intact Genomics, 2024). Sehingga, gen yang diinginkan dapat lebih mudah dimasukkan dan
diekspresikan genetiknya.

KESIMPULAN

Triparental mating pada pencampuran bakteti Agrobacterinm tumefaciens LBA4404, Escherichia coli DH1 dan DH5a
terkonfirmasi berhasil. Karena gen SOD masuk ke dalam bakteri Agrobacterium tumefaciens 1L.BA4404 yang dapat
diamati dari PCR koloni dengan pita muncul.
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