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ABSTRACT

Plant transformation is process inserting DNA from one plant into another. Transformation
is needed to develop plant characteristics to resistant abiotic stress and pathogen attacks.
Plant transformation process can use the infiltration method and Agrobacterinm. Infiltration
method used on plant leaf organs. Agrobacterinm is used as transformation medium because it
contains T-DNA which integrate to plant DNA. Infiltration method and Agrobacterinm
experimented with tobacco plant. Because tobacco plant are easy to transform and can
improve agronomic properties. However, transformation tobacco plant using infiltration
method and Agrobacterium has not been studied with the introduction SOD gene. Thus, this
research aimed to introduce SOD gene into tobacco plant and isolate putative transgenic
DNA as confirmation success introduction and plant transformation. The research method
used was infiltration with Agrobacterium as medium for introducing SOD gene into tobacco
plant. Plant transformation is done by wounding leaf organs. Leaf organs were soaked in
solution containing Agrobacterium and stirred for 20 minutes. Leaf organs are grown in tissue
culture using selection media MS and antibiotics until become whole plants. Isolation of
putative transgenic DNA was carried out on plant leaves and amplification SOD gene using
PCR. The research results showed that SOD gene was successfully introduced and
transformation occurred in tobacco plants. This success is obtained from leaf tissue which
grows into a whole plant. Whole plants catrying SOD gene are indicated by appearance of
band after PCR amplification. Transformation with SOD gene can increase resistance of
tobacco plants to oxidative stress.

ABSTRAK

Transformasi tanaman adalah proses penyisipan DNA dari satu tanaman ke tanaman lain.
Transformasi diperlukan untuk mengembangkan karakter tanaman menjadi tahan terhadap
cekaman abiotik dan serangan patogen. Proses transformasi tanaman dapat dilakukan dengan
metode infiltrasi dan Agrobacterium. Metode infiltrasi digunakan pada organ daun tanaman.
Agrobacterium digunakan sebagai media transformasi karena mengandung T-DNA yang
berintergrasi dengan DNA tanaman. Metode infiltrasi dan Agrobacterium diekspresimenkan
pada tanaman tembakau. Karena tanaman tembakau mudah ditransformasi dan dapat
memperbaiki sifat agronomi. Namun, transformasi tanaman tembakau menggunakan metode
infiltrasi dan Agrobacterium belum diteliti dengan introduksi gen SOD. Sehingga, Tujuan
penelitian ini dilakukan untuk mengintroduksi gen SOD pada tanaman tembakau dan
mengisolasi DNA transgenik putatif sebagai konfirmasi keberhasilan introduksi dan
transformasi tanaman. Metode penelitian yang digunakan adalah infiltrasi dengan
Agrobacterinm sebagai media introduksi gen SOD pada tanaman tembakau. Transformasi
tanaman dilakukan dengan pelukaan organ daun. Organ daun direndam dengan larutan berisi
Agrobacterinm dan diaduk selama 20 menit. Organ daun ditumbuhkan secara kultur jaringan
dengan media seleksi berupa MS dan antibiotik hingga menjadi tanaman utuh. Isolasi DNA
transgenik putatif dilakukan pada daun tanaman dan amplifikasi gen SOD dengan PCR. Hasil
penelitian menunjukkan gen SOD berhasil terintroduksi dan terjadi transformasi pada
tanaman tembakau. Keberhasilan ini diperoleh dari jaringan daun yang tumbuh menjadi
tanaman utuh. Tanaman utuh membawa gen SOD diindikasikan dengan muncul pita setelah
amplifikasi PCR. Transformasi dengan gen SOD dapat meningkatkan ketahanan tanaman
tembakau terhadap cekaman oksidatif.
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PENDAHULUAN

Transformasi tanaman adalah proses yang penyisipan DNA dati satu tanaman ke tanaman lain atau ke dalam
genom tanaman yang diinginkan. Teknik modifikasi genetik ini digunakan untuk mempelajari genotipe dan
meningkatkan karakter tanaman, seperti hasil, ketahanan terhadap penyakit, toleransi terhadap cekaman, dan
produksi nutrisi (Su e af, 2023; Anjanappa dan Gruissem 2021). Ada dua tipe utama transformasi tanaman, yaitu
transformasi stabil dan sementara. Transformasi stabil dimana gen diintegrasikan sepenuhnya ke dalam genom
tanaman target dan diekspresikan secara terus-menerus. Transformasi sementara dimana ekspresi gen sementara
dalam jaringan tanaman untuk pengujian cepat. Prosesnya biasanya mencakup pengiriman DNA ke dalam satu sel
dan meregenerasinya menjadi tanaman yang subur. Ini dapat dicapai dengan menggunakan metode seperti
transformasi yang dimediasi oleh Agrobacterium (Kaur ez 4, 2021; Hwang ef al., 2017).

Tujuan transformasi tanaman untuk memasukkan gen dari organisme lain ke dalam genom tanaman, memahami
fungsi gen, mengembangkan karakter tanaman yang beragam secara genetik, dan meningkatkan program
pemuliaan. Selain itu, transformasi tanaman dapat berperan dalam memproduksi senyawa-senyawa yang penting
secara medis, merekayasa tanaman untuk menghadapi perubahan iklim dan perbaikan karakter tanaman (Li e a/,
2024; Altpeter ez al., 2016).

DNA asing dapat masuk ke dalam sel tanaman untuk transformasi dicapai melalui berbagai metode. Prosesnya
biasa mencakup dua tahap, yaitu transfer DNA ke dalam satu sel dan regenerasi menjadi tanaman melalui kultur
jaringan (Yan ez al., 2023). Transformasi yang diperantara oleh _Agrobacterinm adalah salah satu metode paling efisien
untuk transfer gen. Metode ini melibatkan kolonisasi dan pembentukan sistem virulensi oleh bakteri. Ini juga diikuti
dengan transfer fragmen DNA vektor ke dalam genom tanaman (Hwang ¢7 a/.,, 2017). Pistol partikel adalah metode
lain yang digunakan untuk pengiriman gen pada tanaman. Metode ini melibatkan penggunaan partikel berkecepatan
tinggi untuk mengirimkan DNA ke dalam sel tanaman (Godbey, 2021). Regenerasi in vitro melalui embriogenesis
atau organogenesis merupakan syarat untuk metode transfer DNA (T-DNA) yang dimediasi Agrobacterium
tumefaciens untuk menghasilkan tanaman transgenik (Nakano dan Otani, 2020). Gen penanda yang dapat dipilih
berupa gen reporter dan vektor Gateway digunakan untuk memfasilitasi pemilihan sel yang ditransformasi dalam
kultur jaringan (Thomson ez al.,, 2011). Vektor biner dan vektor super-biner juga digunakan untuk merakit gen yang
diinginkan dengan promotor dan sinyal terminasi pada bakteti Escherichia coli untuk kloning (Komati ez al., 2000).
Perkembangan teknologi dalam transformasi genetik tanaman seperti transformasi sementara melalui magnetofeksi
serbuk sari (Zhang et al.,, 2019).

Prinsip transformasi tanaman berupa desain vektor, pemilihn tanaman sebagai inang, eksplan dan kultur
jatingan, metode transfer DNA, seleksi dan regenerasi, skrining, dan karakterisasi. Desain vektor berupa vektor
transformasi yang direkayasa untuk membawa DNA asing ke dalam sel tanaman. Vektor-vektor ini biasanya
mengandung elemen pengendali, seperti promotor, terminator, dan penanda seleksi untuk memastikan ekspresi
dan integrasi DNA stabil yang dimasukkan ke dalam genom tanaman (Nora ez a/, 2019). Pemilihan tanaman inang
pada spesies tanaman yang berbeda memiliki efisiensi dan transformasi yang berbeda-beda. Pemilihan tanaman
inang bergantung pada faktor, seperti kemudahan transformasi, kemampuan regenerasi, dan karakter agronomi
yang diinginkan (Pathi dan Sprink, 2023). Eksplan dan Kultur Jaringan merupakan teknik kultur tanaman yang
sering digunakan untuk meregenerasi seluruh tanaman dari potongan kecil jaringan tanaman (eksplan). Eksplan
dapat berasal dari berbagai bagian tanaman, seperti daun, batang, dan embrio. Eksplan ini dikultur pada media yang
dilengkapi dengan zat pengatur tumbuh untuk menginduksi pembentukan kalus dan selanjutnya regenerasi tunas
(Putri e7 al, 2023; Hasnain, 2022). Metode transfer DNA yang digunakan berupa media Agrobacterium,
transformasi biolistik, dan elektroporasi (Ciftci, 2012).

Transformasi yang dimediasi oleh _Agrobacterinm adalah salah satu metode yang paling banyak digunakan, dimana
Agrobacterium tumefaciens yang direkayasa secara genetik mentransfer DNA ke dalam sel tanaman (Hwang e a/,
2017). Agrobacterinm tumefaciens digunakan dalam transformasi tanaman karena kemampuannya yang unik dalam
mengirimkan gen yang diinginkan ke tanaman inang secara efektif. Bakteri ini bermanfaat untuk transformasi
tanaman karena transfer gen yang efisien, dapat digunakan untuk transformasi pada berbagai spesies tanaman,
memiliki integrasi yang baik untuk mekanisme transfer T-DNA ke dalam genom tanaman (Agrawal dan Rami,
2022). Seleksi dan regenerasi dilakukan setelah transfer DNA. Sel yang ditransformasi harus diseleksi dan
diregenerasi menjadi tanaman utuh. Penanda yang dapat dipilih dapat berupa resistan terhadap antibiotik atau
herbisida (Dormatey ef al., 2021). Skrining dan karakterisasi dilakukan pada tanaman transgenik untuk memastikan
keberadaan dan ekspresi DNA. Teknik ini dapat berupa PCR, southern blotting, dan RT-PCR biasanya digunakan
untuk tujuan pengecekan tanaman transgenik (Glowacka e @/, 2010).
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Tanaman tembakau ditransformasi karena menghasilkan senyawa terapeutik, sebagai tanaman model untuk
penelitian, dapat menyerap polutan lingkungan, dan dapat memperbaiki sifat agronomi, seperti tahan hama dan
penyakit (Tremblay ez a/, 2010). Keuntungan menggunakan tanaman tembakau hasil rekayasa genetika berupa
efektivitas biaya karena tanaman tembakau relatif mudah dan murah untuk ditanam. Tanaman ini memiliki
bioreaktor yang menarik untuk memproduksi obat-obatan dibandingkan dengan metode kultur sel tradisional.
Skalabilitasnya besar di lahan pertanian atau lingkungan tertutup, sehingga memudahkan produksi obat-obatan atau
senyawa lainnya dalam jumlah besar. Tanaman tembakau memiliki siklus pertanaman yang relatif pendek
dibandingkan tanaman lainnya, sehingga mempercepat siklus produksi untuk tujuan farmasi atau penelitian.
Efisiensi transformasi tinggi yang sangat mudah menerima untuk transformasi genetik. Kemudahan ini
memungkinkan introduksi gen asing secara efisien dan generasi transgenik yang cepat (Murthy ez a/, 2023; Lee e
al,, 2023; Kowalczyk ef al., 2022). Sehingga, tujuan penelitian ini dilakukan untuk mengintroduksi gen SOD pada
tanaman tembakau dan mengisolasi DNA transgenik putatif sebagai konfirmasi keberhasilan introduksi dan
transformasi tanaman.

METODOLOGI

Penelitian ini menggunakan metode infiltrasi dan Agrobacterinm untuk mentransformasi tanaman tembakau
dengan gen SOD. Metode infiltrasi dilakukan dengan rendam dan aduk pada daun tembakau sebagai cksplan.
Bakteri yang digunakan adalah Agrobacterium tumefaciens strain 1LBA4404 sebagai media transfer gen SOD ke
tanaman. Introduksi gen SOD ke tanaman tembakau dilakukan dengan rendam daun yang sudah dilukai ke dalam
larutan berisi bakteri 4. tumefaciens (pembawa gen SOD) dan diaduk.

Introduksi gen SOD ke tanaman tembakau dilakukan dengan menyiapkan eksplan berupa daun yang dipotong
berukuran 0.5 cm? atau 1 cm? Kemudian, direndam dalam A. tumefaciens OD 600 0.3-0.5 selama 10 menit di shaker
100 rpm pada suhu ruang. Eskplan dikeringkan dengan tisu steril. Dua botol kultur jaringan digunakan berisi 12
eskplan dalam media. Setiap botol kultur jaringan berisi 6 eksplan. Eksplan ditanam dalam media kultivasi COT
(MS instan 4.33g/L, vitamin, sukrosa 30 g/L, BAP 0.5 mg/L, IAA 0.1 mg/L, 20 mg/L asetosiringon, agar gelrit 3
g/L) selama tiga hari di ruang gelap suhu 24°C. Setelah di media kokultivasi selama 3 hari. Eksplan dicuci dengan
air steril sekali dan direndam dalam larutan antibiotik (sefotaksim 200 mg/L) sebanyak tiga kali dengan rendaman
terakhir selama 10 menit. Eksplan dipindahkan ke media regenerasi tunas CIMT (MS instan 4.33g/L + vitamin +
BAP 2.5 mg/L + TAA 0.2 mg/L + sefotaksim 100 mg/1 + sukrosa 30 g/L+ agar gelrit 3g/L) selama 10-12 hari.
Subkultur dilakukan ketika kalus sudah tumbuh dan dipindahkan ke media CIMTH (MS instan 4.33g/L + vitamin
+ BA 2.5 mg/L + TAA 0.2 mg/L + Higromisin 30 mg/L + sefotaksim 100 mg/1 + sukrosa 30 g/L+ agar gelrit 3
g/L). Eksplan ditumbuhkan dalam media CIMTH selama 30 hati hingga tumbuh tunas. Hasil transformasi dan
regenerasi pada kalus yang tumbuh tunas dihitung dengan rumus sebagai berikut.

Transformasi Tanaman Tembakau

¥ Kalus

2. Kalus Resisten Higromisin

Tranformasi =

Regenerasi Tanaman Tembakau

¥ Kalus Resisten Higromisin
Y, Kalus yang Bertunas Terbentuk

Regenerasi =

Setelah dilakukan transformasi tanaman. Selanjutnya, dilakukan konfirmasi gen SOD dengan mengisolasi DNA
tanaman tembakau transgenik putatif. Isolasi DNA tanaman tembakau transgenik dilakukan dengan metode
CTAB. Metode CTAB digunakan berupa buffer untuk melisis membran sel. Buffer CTAB dipersiapkan dengan
CTAB 2% dan PVP 2% berisi 600 1. kemudian, b#ffer CTAB dicampurkan dengan 0.2% 2-Mercaptoetanol dan
diinkubasi pada suhu 65°C. Sampel tanaman berupa kalus diambil dan digerus nitrogen cair sampai jadi tepung
sebanyak 0.1 gr. Tepung dimasukkan ke dalam zxbe berisi CTAB. Sampel divorteks atau bolak-balik. Kemudian,
sampel diinkubasi pada suhu 65°C selama 30 menit (Setiap 10 menit dibolak-balik). Sampel didiamkan selama 5
menit. Setelah itu, sampel ditambahkan 600 pl C:I dan dibolak-balik. Lalu, sampel disentrifugasi 10.000 tpm selama
10 menit dan diambil fase atas. Fase atas ditambahkan PCI 1x volume dan dibolak-balik. Kemudian, campuran
disentrifugasi 10.000 rpm selama 10 menit. Fase atas diambil dan ditambahkan NaOAc 0.1X volume dan EtOH
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100% 2-3x volume. Sampel disimpan dalam freezer semalaman. Sampel yang sudah didinginkan dalam freezer
semalaman disentrifugasi 10.000 rpm selama 25 menit pada suhu 4°C. Pelet diperoleh dan ditambahkan 500 pil
EtOH 70%. Sentrifugasi 10.000 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C. Kemudian, pelet dikeringkan dengan vacum
dry selama 20 menit. Setelah itu, pelet ditambahkan 15 pl ddH>O dan 0.2x volume RNAse. Inkubasi pada suhu
37°C selama 10 menit.

Analisis kualitatif dilakukan dengan pengamatan elektroforesis. Elektroforesis dilakukan melalui pembuatan gel
agarosa 1% dengan mencampurkan 0.35 g agarosa dan 35 ml buffer TAE. Kemudian, di microwave selama 1 menit
sampai bening dan tunggu hangat. Lalu, dituangkan ke dalam cetakan. Cetakan berisi gel agarosa dimasukkan ke
dalam elektroforesis dan ditambahkan buffer TAE sampai gel agarosa tenggelam. Kemudian, sampel DNA plasmid
diambil 5 ul dan ditambahkan dengan larutan bading dye 1 1. Keduanya diresuspensi dengan cara pippeting. Lalu,
dimasukkan ke dalam elektroforesis. DNA marker Lambda juga dimasukkan sebanyak 1 |t dan 3 L. Setelah itu,
dijalankan elektroforesis dengan 100 volt selama 28 menit. Setelah itu, gel agarosa direndam dengan larutan EtBr
selama 15 menit dan divisualisasikan dengan UV transiluminator untuk mengamati ada atau tidaknya pita (DNA
tanaman transgenik).

Analisis kuantitatif dilakukan dengan pengamatan spektrofotometer UV-VIS. Pengamatan dilakukan dengan
menyiapkan dua kuvet, yaitu blanko berisi aquades dan sampel DNA tanaman transgenik. Satu kuvet diisi dengan
aquades 698 1 dan satu kuvet diisi 2 1] sampel DNA tanaman transgenik. Kuvet blanko diisi dengan aquades 700
pl. Kemudian, kuvet blanko dimasukkan ke dalam spektrofotometer UV-VIS dan diatur lambda 260 nm. Lalu,
ditekan dan dicatat hasilnya. Kemudian, dikeluarkan blanko, dimasukkan kuvet sampel DNA tanaman transgenik,
ditekan kembali pada lambda 260 nm, dan dicatat hasilnya. Kemudian, kuvet sampel DNA tanaman transgenik
dikeluarkan dan dimasukkan kuvet blanko. Lalu, diatur ke lambda 280 nm dan dicatat hasilnya. Setelah itu, kuvet
blanko dikeluarkan dan dimasukkan kuvet sampel DNA tanaman transgenik. Lalu, ditekan lagi pada lambda 280
nm dan dicatat hasilnya. Hasil yang didapatkan dihitung dengan rumus sebagai berikut untuk mengetahui
kemurnian DNA transgenik dan konsentrasinya.

Kemurnian DNA Tanaman Transgenik
A 260 nm

Kemurnian DNA= —
A 280 nm

Konsentrasi DNA Tanaman Transgenik

700
Konsentrasi DNA = A 260 nm x 50 x Faktor Pengenceran [T]

Hasil isolasi DNA dilakukan PCR dengan primer aktin untuk mengetahui kemurnian DNA dan SOD untuk
amplifikasinya. Konsentrasi DNA diencerkan dengan perbadingan DNA:ddH>O sesuai konsentrasi yang
diperoleh. Reaksi PCR aktin dengan komposisi ddH>O 3,5 1], master zix 5 L, primer act-F 0.25 W, primer act-R
0.25 11, DNA sampel 100 ng 1 pL Reaksi PCR SOD dengan ddH>O 3,5 LU, master zix 5 L, primer SODF 0.25
tl, primer SODR 0.25 pl, DNA sampel 100 ng 1 pl. Semua campuran dilakukan dengan termosiklus pra-PCR
suhu 95°C selama 5 menit, denaturasi suhu 95°C selama 1 menit, annealing 55°C selama 45 detik, pemanjangan 72°C
selama 1 menit, pasca-PCR 72°C selama 5 menit, dan woling 25°C selama 10 menit. Setelah termosiklus, DNA
dimasukkan ke dalam gel agarosa 1% dan dijalankan elektroforesis 100 volt selama 28 menit. Kemudian, gel
ditendam dalam EtBr selama 15 menit dan diamati pita DNA melalui visualisasi dengan UV transiluminator.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil transformasi tanaman tembakau menunjukkan terbentuk kalus dan tunas pada semua ulangan, kecuali
ulangan ke-3 (Figure 1). Hasil transformasi tanaman tembakau pada ulangan ke-3 terkontaminasi oleh kapang
seluruh kalus, sehingga tidak ditampilkan. Kontaminasi oleh kapang dapat menurunkan keberhasilan transformasi
tanaman (Permadi ef a/, 2023). Jumlah kalus dan tunas pada ulangan ke-4,5,6,7,8,9, dan 10 tumbuh. Sedangkan
ulangan ke-1,2, dan 6 hanya tumbuh kalus baik kalus pada umumnya maupun kalus resisten. Tetapi, ulangan ke-3
tidak tumbuh keduanya. Karena terkontaminasi oleh kapang. Sehingga, menggangeu pertumbuhan kalus dan tunas
pada ulangan ke-3 (Table 1).

Jumlah transformasi dan regenerasi pada ulangan ke-1,2,4,5,6,7,8,9, dan 10 memiliki nilai transformasi tanaman
antara 1-1,50. Nilai transformasi tanaman tembakau yang paling tingei ditunjukkan pada ulangan ke-9. Sedangkan
ulangan ke-4,5,7,8,9 dan 10 memiliki nilai renegerasi antara 1-2. Nilai regenerasi yang paling tinggi ditunjukkan
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ulangan ke-4 dan ke-7 (Table 2). Nilai transformasi diperoleh berdasarkan dari kalus yang tumbuh dan kalus
resistensi terhadap higromisin sebagai media seleksinya. Nilai regenerasi berdasarkan dari tunas yang terbentuk
dengan kalus yang resistensi higromisin.

Gambear 1. Kultur jaringan pada transformasi tanaman tembakau transgenik. 1-10: ulangan

Tabel 1. Jumlah kalus dan tunas yang tumbuh pada tanaman tembakau transgenik

Ulangan
Tembakau 1 2 1 5 6 7 8 9 10
Kalus 10 12 6 4 7 4 5 9 6
Kalus resisten 10 11 6 4 7 4 4 6 6
Tunas 0 0 3 3 0 2 4 6 4
Tabel 2. Transformasi dan regenerasi pada tanaman tembakau transgenik
Ulangan
Tembakau 1 2 4 5 G 7 8 9 10
Transformasi 1 1.09 1 1 1 1 1.25 1.50 1
Regenerasi 0 0 2 1.30 0 2 1 1 1.50

Hasil isolasi DNA tanaman tembakau transgenik berdasarkan elektoforesis menunjukkan muncul pita pada
ulangan ke-2 dan ke-4 yang ukurannya setara dengan DNA marker Lambda 3 pl. Namun, Pita pada ulangan ke-9
terbentuk pita tidak setara ukurannya dengan DNA marker Lambda 3 pl dan 1 pl. Ini teramati setelah direndam
dengan EtBr dan divisualisasi dengan UV transiluminator. Sedangkan ulangan ke-1,5,6,7,8, dan 10 tidak muncul
pita dalam visualisasi elektroforesis. Ketidakmunculan pita pada ulangan diakibatkan oleh debris dan degradasi
(Figure 2). Kemunculan pita dalam visualisasi elektroforesis menunjukkan keberhasilan dalam isolasi DNA
tanaman tembakau transgenik. Walaupun hasil isolasi DNA tanaman tembakau transgenik pada beberapa ulangan
tidak muncul. Tetapi, hasil PCR DNA dapat mengkonfirmasi introduksi gen SOD menjadi lebih jelas karena PCR
DNA mengamplifikasi gen SOD dari tanaman tembakau transgenik.
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Hasil PCR gen SOD pada DNA tanaman tembakau transgenik menunjukkan teramplifikasi dengan pita muncul
pada kontrol positif (DNA tanaman tanpa primer), ulangan ke-1, 2, 4, 5, 8, dan 10. Sedangkan ulangan ke-6, 7, dan
9 tidak muncul. Kontrol positif, ulangan ke-1, 2, dan 4 memiliki pita berukuran sekitar 250 bp. Ulangan ke-8 dan
10 memiliki pita berukuran sekitar sekitar 500 bp. Ulangan ke-5 memiliki pita tipis dan sulit terlihat (Figure 3a).
Tidak terjadi amplifikasi kemungkinan disebabkan oleh sebagian sekuen primer yang tidak menempel dengan baik

-

(Anggisti ez al. 2018).

UU

Gambar 2. Elektroforesis DNA tanaman tembakau transgenik. Isolasi DNA dari daun (ulangan ke-1,5,7,9) dan kalus (ulangan ke-2,4,6,8,10)
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Gambar 3. Hasil PCR DNA. K+: kontrol positif (DNA tanaman tanpa primer), 1-10: ulangan, isolasi DNA dari daun (ulangan ke-
1,3,5,7,9), kalus (ulangan ke-2,4,6,8,10)
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Hasil spektrofotometer UV-VIS menunjukkan kemurnian DNA tanaman tembakau transgenik pada ulangan
ke-2 lebih besar daripada lainnya. Tetapi, tidak mendekati tingkat kemurnian antara 1,8-2,0. Hal ini mungkin
dikarenakan masih terdapat debris atau pelarut lainnya yang terikut dan tidak tercuci habis setelah diberi EtOH.
Rentang kemurnian DNA plasmid yang baik diketahui antara 1,8-2,0. Konsentrasi DNA tanaman tembakau
transgenik menunjukkan konsentrasi pada ulangan ke-1 yang paling tingei (Table 3).

Tabel 3. Spektrofotometer UV-VIS DNA tanaman tembakau transgenik

Ulanganke- A 260 nm A 280 nm Keg‘ggan Koﬁsgf‘m
1 0.617 0.510 121 7198
2 0.156 0.113 138 1820
4 0.159 0.128 1.24 1855
5 0.151 0.120 1.25 1762
6 0.094 0.086 1.09 1097
8 0.139 0.128 1.09 1622
9 0.368 0.269 137 4293
10 0.185 0.154 1.20 2158
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Faktor keberhasilan transformasi tanaman dari kultur jaringan dan gen mencakup transfer DNA ke dalam sel
dan regenerasi tanaman transgenik, yang sangat penting untuk transformasi genetik. Metode seperti mediasi
Agrobacterium, biolistik, dan polietilen glikol digunakan untuk pengiriman DNA ke dalam eksplan yang sesuai dari
spesies tanaman (Bekalu ez 4/, 2023). Persyaratan hormonal untuk induksi kalus serta pembentukan tunas dan akar
dari embrio belum matang dan matang bervariasi antar spesies dan genotipe. Sehingga, mempengaruhi keberhasilan
regenerasi. Selain itu, optimalisasi kultur jaringan sangat penting untuk keberhasilan gen terekspresi pada spesies
dan genotipe tanaman target (Hesami ef @/, 2021; Miguel e# al., 2020). Penggunaan komponen modular untuk
pengiriman molekul biologis, promotor sintetik, dan promotor yang diinduksi dapat meningkatkan efisiensi
rekayasa metabolisme multigen pada tanaman. Selain itu, juga menyederhanakan metode transformasi tanaman dan
meminimalkan kultur jaringan melalui manipulasi pengembangan sel dan jaringan untuk meningkatkan
keberhasilan proses transformasi tanaman (Altpeter ez al, 2016; Ren ¢t al., 2022).

Faktor keberhasilan transformasi tanaman juga dapat diperoleh karena bahan yang digunakan sesuai protokol
introduksi _Agrobacterium dalam kultur jaringan, seperti media Agrobacterium tumefaciens yang membawa gen
target, media kultivasi (COT, CIMT, dan CIMTH) berisi media MS, vitamin, BAP, IAA, cefotaksim, sukrosa, agar
gelrit, higromisin, dan asetosiringon. Hasil transformasi tanaman diketahui melalui isolasi DNA dengan bahan
nitrogen cair, buffer CT'AB, fenol: kloroform: isoamilalkohol (P:C:I), kloroform: isoamilalkohol (C:I), etanol, dan
RNAse. Jones ez al. (2023) menjelaskan bahwa nitrogen cair digunakan untuk membantu menghancurkan zat keras
jatingan tumbuhan dan hewan menjadi konsistensi seperti debu. Proses ini mempermudah diperoleh DNA dari sel
dan ekstraksi lebih efisien. Selain itu, nitrogen cair dapat menonaktitkan DN Aase.

Media MS, sukrosa, vitamin, dan agar gelrit diketahui untuk mendukung pertumbuhan dan perkembangan
kultur tanaman. Medium Murashige dan Skoog merupakan media yang banyak digunakan untuk kultur jaringan
tanaman dan kultur protoplas. Media kaya nutrisi yang menyediakan nutrisi makro dan mikronutrien penting untuk
pertumbuhan tanaman. Sukrosa adalah sumber karbon yang umum digunakan dalam media tanaman dan
menyediakan energi untuk pertumbuhan tanaman. Vitamin termasuk dalam media MS sangat penting untuk
pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Agar gelrite adalah bahan pemadat yang digunakan untuk menghasilkan
konsistensi seperti gel. Gel membantu menjaga struktur dan mendukung pertumbuhan jatingan tanaman (Reed
dan Bargmann, 2021).

Yuan ef al. (2023) menjelaskan bahwa higromisin digunakan sebagai penanda seleksi tanaman transgenik.
Norkunas et a/. (2018) menjelaskan bahwa asetosiringon diketahui dalam transformasi tanaman tembakau dapat
menginduksi ekspresi gen virulensi di ~Agrobacterium dan meningkatkan frekuensi transformasinya. Senyawa fenolik
ini diproduksi secara alami oleh sel tanaman yang terluka dan diketahui menginduksi ekspresi HspL, protein kejutan
panas kecil yang penting untuk akumulasi protein VirB, yang berperan dalam mendorong transfer DNA yang
dimediasi vitB/D4. Reagen isolasi DNA berupa CTAB digunakan untuk membantu menghancurkan dinding dan
membran sel tanaman dengan mengganggu strukturnya. Karena sel tanaman memiliki dinding sel yang kaku dan
petlu dipecah untuk melepaskan isi seluler, termasuk DNAnya (Boldura ez 4/, 2020). CTAB diketahui juga dapat
mendenaturasi dan melarutkan protein (Kumar e 4/, 2014). Penghapusan debris sel dengan mengendapkan
komponen sel, protein, polisakarida, dan kontaminan lainnya. Sehingga, tertinggal DNA dalam larutan yang dikenal
sebagai supernatan (Aboul-Maaty dan Oraby, 2019).

Komposisi fenol: kloroform: isoamilalkohol (P:C:I) berupa campuran yang berperan penting dalam
memisahkan DNA dari komponen seluler lainnya, seperti protein dan lipid. Fenol merupakan pelarut non polar
yang lebih padat dibandingkan air, sedangkan kloroform metrupakan pelarut polar. Isoamilalkohol membantu
mengurangi busa di antara interfase dan mencegah emulsifikasi larutan. Supernatan (fase atas) mengandung DNA,
sedangkan fase organik (bagian bawah) mengandung lipid dan pengotor lainnya. Pemisahan ini didasarkan pada
kelarutan biomolekul. DNA menjadi molekul polar yang berpartisi ke dalam supernatan atau fasa air (Boldura ez
al., 2020). Kloroform: isoamilalkohol (C:I) untuk meningkatkan pemurnian DNA dan membantu mengendapkan
sisa debris (Shen, 2023). Etanol sebagai reagen pencuci untuk menghilangkan sisa reagen atau debris pada pelet
yang berisi DNA (Oda ez al., 2016). RNAse sebagai enzim pendegradasi RNA untuk meningkatkan kualitas dan
kuantitas hasil isolasi DNA (Rodriguez ¢z al., 2016).

Kultur jaringan merupakan langkah penting dalam produksi tanaman transgenik karena memungkinkan
pengenalan DNA asing ke dalam sel tanaman secara efisien dan tetkendali. Proses ini diperlukan untuk
menciptakan organisme hasil rekayasa genetika (GMO) yang memiliki sifat-sifat yang diinginkan yang tidak
ditemukan pada organisme alaminya. Penggunaan kultur jaringan memungkinkan manipulasi gen tanaman secara
tepat, yang penting untuk pengembangan tanaman transgenik dengan sifat resistensi dan agronomi tertentu
(Loyola-Vargas dan Ochoa-Alejo, 2018; Kumar dan Srivastava, 2016). Dalam kultur jaringan untuk menumbuhkan
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individu tanaman atau perbanyakan tanaman diperlukan bagian organ tanaman. Bagian organ tanaman, seperti
daun, batang, dan akar diambil dari alam dan ditumbuhkan dalam media. Bagian organ yang ditumbuhkan akan
membentuk kalus sebagai titik awal pembentukan organ tanaman lainnya, seperti daun, batang, dan akar. Kalus
merupakan massa sel yang tidak teratur, tidak terdiferensiasi, parenkimatous, dan totipoten. Kalus memiliki
kemampuan untuk membelah dan berdiferensiasi menjadi jaringan dan organ organisme. Kalus terbentuk dalam
media kultur karena pembelahan mitosis aktif dari sel-sel eksplan (bagian tanaman, jaringan, atau sel yang dikultur).
Kalus juga diketahui dapat membelah lebih lanjut membentuk organ tanaman (Fehér, 2023; Ikeuchi ef a/., 2013).

Metode rendam daun dan aduk (metode infiltrasi daun) dalam transformasi tanaman adalah teknik yang
digunakan untuk memfasilitasi penetrasi gen target ke dalam sel daun tanaman. Sehingga, meningkatkan efektivitas
protokol transformasi tanaman. Metode ini sangat berguna untuk protokol transformasi tanaman. Teknik ini
melibatkan zat cair masuk ke dalam permukaan daun, yang kemudian menyusup ke ruang antar sel melalui stomata.
Sehingga, memungkinkan gen yang dibawa oleh _Agrobacterium dapat terekspresi di dalam sel daun. Metode ini
banyak digunakan dalam rekayasa genetik baik untuk tujuan penelitian maupun penerapan, termasuk studi interaksi
tanaman-mikroorganisme dan pengenalan modifikasi genetik pada daun tanaman dewasa (Chincinska, 2021). Selain
metode infiltrasi daun, ada metode biolistik, transformasi protoplas, elektroporasi sel dan jaringan, mikroinjeksi,
jalur tabung serbuk sari, transformasi yang dimediasi silikon karbida, dan transformasi yang dimediasi liposom
(Rakoczy-Trojanowska, 2002; Su e al., 2023).

Metode biolistik melibatkan penggunaan partikel betkecepatan tinggi, biasanya emas atau tungsten. Partikel
dilapisi dengan DNA untuk mengirim materi genetik ke dalam sel tanaman. Proses pengiriman DNA ini tidak
bergantung pada agen biologis, seperti bakteri, sehingga menjadikannya metode yang multifungsi dan efektif untuk
mentransformasi berbagai spesies tanaman seperti monokotil. Pendekatan biolistik telah berhasil diterapkan pada
berbagai spesies tanaman, termasuk tanaman penting secara agronomi seperti padi, gandum, dan kedelai, serta
dalam kultur suspensi sel, bagian daun, dan embrio somatik selentingan, tanaman air seperti Egeria dens, dan bunga
Antirrhinum majus (Kikkert e# af., 2005; Lacroix dan Citovsky, 2020). Transformasi protoplas diketahui dimana
dinding sel tumbuhan dihilangkan dan memudahkan DNA asing secara langsung masuk. Proses ini digunakan
untuk memasukkan gen ke dalam tanaman untuk berbagai tujuan, seperti rekayasa genetika, pengeditan gen, dan
analisis ekspresi gen (Reed dan Bargmann, 2021).

Elektroporasi sel dan jaringan menggunakan penerapan listrik bertegangan tinggi untuk membuat poti-pori
sementara di membran sel, sehingga memudahkan DNA memasuki sel. Teknik ini sangat berguna untuk
transformasi tanaman karena dapat secara efisien mengirimkan DNA ke dalam sel tanaman (Darmawan e# al,
2020). Mikroinjeksi merupakan teknik yang digunakan dalam transformasi tanaman untuk memasukkan DNA
asing ke dalam sel tanaman. Ini melibatkan penyuntikan DNA ke dalam inti tanaman tunggal atau sitoplasma
menggunakan pipet injeksi mikrokapiler kaca. Metode ini sangat berguna untuk memasukkan gen ke dalam sel
tumbuhan yang sulit diubah menggunakan metode lain, seperti tanaman dengan dinding sel tebal (Su ez /., 2023).

Jalur tabung serbuk sari merupakan transformasi tanaman yang melibatkan pengiriman langsung DNA asing ke
dalam sel tumbuhan melalui jalur tabung serbuk sari. Metode ini telah berhasil digunakan pada beberapa tanaman,
termasuk kedelai dan kapas, untuk memasukkan gen ke dalam sel tanaman (Ali e a/., 2015; Showalter et a/., 2009).
Transformasi mediasi silikon katbida menggunakan kristal tunggal mineral organik silika dengan bentuk
memanjang dan ketahanan yang tinggi terhadap kemampuan ekspansi. Kemampuan ini memudahkan DNA asing
masuk ke dalams sel tanaman (Gerhardt, 2011). Transformasi mediasi liposom dengan menggunakan liposom
berupa vesikel berbentuk bola yang terdiri dari satu atau lebih membran bilayer fosfolipid. Media ini berfungsi
untuk mengirim DNA ke dalam sel tanaman (Sun dan Lu, 2023).

Daun dipotong berbentuk kotak dalam transformasi tanaman sebelum kultur jaringan untuk memudahkan
proses transformasi genetik dan regenerasi tanaman selanjutnya. Prosesnya melibatkan beberapa langkah, antara
lain penyiapan bahan tanaman, transformasi sel tanaman dengan vektor yang membawa gen yang diinginkan, dan
regenerasi sel yang diubah menjadi tanaman utuh. Memotong daun menjadi kotak kecil, biasanya berukuran sekitar
1-1,5 cm. Sehingga, dapat mentransformasi sel tumbuhan dengan vektor secara efisien. Karena ukuran eksplan
(bahan tanaman yang digunakan untuk transformasi) yang kecil dapat mudah ditangani dan diproses di
laboratorium, serta transformasi dapat terjadi lebih cepat dan efisien. Selain itu, memotong daun menjadi kotak
membantu memastikan bahwa eksplan memiliki ukuran dan bentuk yang seragam. Penting untuk hasil yang
konsisten dalam proses transformasi. Ini juga memudahkan eksplan untuk ditempatkan pada media transformasi
kaya nutrisi yang mendukung pertumbuhan sel tanaman (Wen ef a/., 2019; Gelvin, 2003; Sainger e7 al., 2015).

Transformasi tanaman diketahui dapat terjadi kegagalan yang diakibatkan oleh pemilihan kualitas eksplan yang
kurang tepat, kondisi kultur jaringan yang tidak memadai, konstruksi genetik yang salah, transfer DNA yang tidak
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optimal, kemampuan regenerasi yang terbatas, dan kontaminasi. Pemilihan kulitas eskplan yang kurang tepat karena
salah dalam pemilihan jaringan yang ditumbuhkan. Jaringan yang ditumbuhkan harus muda, aktif membelah, dan
tidak rusak untuk menghaslkan transformasi yang baik (Espinosa-Leal ¢f a/., 2018). Kondisi kultur jaringan mengacu
ke komposisi media, pH, suhu, dan kondisi lingkungan. Jika kondisi ini tidak memadai, maka akan sulit untuk
menghasilkan tanaman transgenik (Leva dan Rinaldi, 2012). Konstruksi genetik menjadi faktor penting dalam
tanaman transgenik. Karena konstruksi genetik, seperti pemilihan promotor, gen penanda, vektor dapat berdampak
pada efisiensi transformasi (Basso ez al, 2020). Transfer DNA yang tidak optimal dapat menurunkan efisiensi
transformasi tanaman (Lee dan Wang, 2023). Kemampuan regenerasi yang terbatas dan kontaminasi pada kultur
dapat mempengaruhi pertumbuhan sel tanaman yang telah ditransformasi (Bidabadi dan Jain, 2020).

KESIMPULAN

Introduksi gen SOD ke tanaman tembakau dengan metode infiltrasi dan Agrobacterinm dapat dilakukan melalui
eksplan dalam kultur jaringan. Eskplan berupa daun tanaman tembakau yang sudah dipotong dengan ukuran
seragam. Keberhasilan kultur jaringan tanaman tembakau dapat diamati pada kalus, kalus resisten, dan tunas yang
tumbuh. Keberhasilan ini juga didukung oleh media kultur jaringan berupa COT, CIMT, dan CIMTH. Karena
media tersebut merupakan penunjang pertumbuhan tanaman selama kultur. Keberhasilan introduksi dan
transformasi tanaman dapat diamati melalui visualisasi elektroforesis dan muncul pita dari isolasi DNA transgenik
putatif. Kemurnian dan konsentrasi dati hasil isolasi DNA transgenik putatif diperoleh dari spektrofotometer UV-
VIS.
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