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RINGKASAN 

Transformasi Mutagenesis Terarah Gen Pengkode UGTs Upstream-site yang 

Dimediasi Agrobacterium tumefaciens Strain LBA4404 Berbasis 

CRISPR/Cas9 Pada Tanaman Padi, Tifanny Achita Dewi, 221510501039; 2022; 

57 halaman; Jurusan Agroteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Jember. 

 

Sakuranetin merupakan senyawa fitoaleksin yang diproduksi sebagai bentuk respon 

tanaman terhadap serangan patogen dan stres lingkungan. Sakuranetin juga 

memiliki fungsi lain, seperti antimikroba, antivirus, antioksidan, antidiabetik, dan 

antikanker. Sakuranetin disintesis melalui glikosilasi naringenin sebagai prekursor 

utama jalur biosintesis sakuranetin. Naringenin mudah terkonjugasi dengan gugus 

gula yang diregulasi oleh enzim UDP-Glucosyltransferase (UGTs), yang berperan 

dalam meningkatkan stabilitas, kelarutan, dan aktivitas biologis metabolit sekunder 

tersebut. Berdasarkan hal tersebut, mutasi pada UGTs penting dilakukan untuk 

mengubah regulasi transkripsi gen tersebut dan meningkatkan aktivitas enzim yang 

mengkatalisis glikosilasi naringenin menjadi sakuranetin, sehingga memperkuat 

mekanisme pertahanan tanaman secara efektif. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui efisiensi transformasi mutagenesis berbasis CRISPR/Cas9 sg-RNA 

UDP-Glucosyltransferase (UGTs), serta menganalisis tingkat regenerasi 

transforman pada beberapa varietas padi lokal. Penelitian ini dilaksanakan di 

Laboratorium Agrobioteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Jember. Hasil 

penelitian dianalisis secara statistik deskriptif sederhana untuk mendapatkan 

gambaran tingkat regenerasi transforman dan efisiensi transformasi ke dalam 

genome tanaman padi. Hasil penelitian ini adalah tanaman padi putatif transforman 

varietas lokal Pandan Wangi, Ketan Hitam, dan Pendok, tetapi tidak dapat 

dikonfirmasi positif transforman karena mengalami kematian pada fase 

aklimatimasi. Efisiensi transformasi sebesar 0,2% pada varietas Pandan Wangi dan 

0,1% pada varietas Ketan Hitam dan Pendok. 

 

Kata kunci : UDP-Glucosyltransferase, CRISPR/Cas9, Sakuranetin, Rice Plant 
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SUMMARY 

Targeted Mutagenesis Transformation of Upstream-site UGTs Encoding 

Genes Mediated by Agrobacterium tumefaciens Strain LBA4404 Based on 

CRISPR/Cas9 in Rice (Oryza sativa), Tifanny Achita Dewi, 221510501039; 

2022; 57 pages; Department of Agrotechnology, Faculty of Agriculture, University 

of Jember. 

 

Sakuranetin is a phytoalexin compound produced as a form of plant response to 

pathogen attacks and environmental stress. Sakuranetin also has other functions, 

such as antimicrobial, antiviral, antioxidant, antidiabetic, and anticancer activities. 

Sakuranetin is synthesized through the glycosylation of naringenin, the main 

precursor in the sakuranetin biosynthesis pathway. Naringenin is easily conjugated 

with sugar groups regulated by the enzyme UDP-Glucosyltransferase (UGTs), 

which plays a role in increasing the stability, solubility, and biological activity of 

these secondary metabolites. Based on this, mutations in UGTs are important to 

change the transcriptional regulation of these genes and increase the activity of the 

enzyme that catalyzes the glycosylation of naringenin to sakuranetin, thereby 

strengthening the plant's defense mechanism effectively. This study aims to 

determine the efficiency of CRISPR/Cas9 sg-RNA UDP-Glucosyltransferase 

(UGTs)-based mutagenesis transformation, as well as to analyze the regeneration 

rate of transformants in several local rice varieties. This research was conducted at 

the Agrobiotechnology Laboratory, Faculty of Agriculture, University of Jember. 

The results were analyzed using simple descriptive statistics to obtain an overview 

of the regeneration rate of transformants and the efficiency of transformation into 

the rice genome. The results of this study were putative transformant rice plants of 

the local varieties Pandan Wangi, Ketan Hitam, and Pendok, but could not be 

confirmed as positive transformants due to death during the acclimatization phase. 

Transformation efficiency was 0.2% in the Pandan Wangi variety and 0.1% in the 

Ketan Hitam and Pendok varieties. 

 

Keywords: UDP-Glucosyltransferase, CRISPR/Cas9, Sakuranetin, Rice Plant
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Tanaman padi (Oryza sativa L.) merupakan salah satu tanaman pangan utama 

yang sangat penting bagi ketahanan pangan global, sehingga keberlanjutan 

produksi tanaman padi sangat krusial untuk menjamin ketahanan pangan. Produksi 

tanaman padi dihadapkan dengan tantangan biotik dan abiotik. Pemanasan global 

menyebabkan peningkatan suhu rata-rata permukaan bumi, perubahan pola curah 

hujan, peningkatan frekuensi kekeringan, banjir akibat hujan ekstrem, serta 

peningkatan paparan radiasi UV-B yang berpotensi merusak DNA dan memicu 

stres oksidatif pada sel tanaman (Karla et al., 2007). Kondisi tersebut dapat 

mengganggu proses fisiologis tanaman seperti fotosintesis, respirasi, viabilitas 

polen, dan pengisian bulir sehingga berpotensi menurunkan hasil panen padi secara 

signifikan (Zhao et al., 2021). Penggunaan pestisida secara intensif dan berulang 

menyebabkan terjadinya tekanan seleksi pada populasi hama dan patogen sehingga 

individu yang memiliki kemampuan bertahan terhadap senyawa pestisida akan 

tetap hidup dan berkembang biak. Hama dan patogen yang resisten tersebut 

kemudian mewariskan sifat resistensi kepada keturunannya sehingga populasi 

hama resisten terus meningkat dari generasi ke generasi (Bass et al., 2021). Kondisi 

tersebut menyebabkan populasi hama resisten menjadi semakin dominan dan 

efektivitas pengendalian menggunakan pestisida terus menurun. 

Tanaman memiliki respon pertahanan alami terhadap cekaman dengan cara 

memproduksi metabolit sekunder, salah satunya yaitu sakuranetin. Sakuranetin 

merupakan flavonoid golongan fitoaleksin yang terbentuk melalui metilasi 

naringenin oleh enzim Naringenin 7-O-Metiltransferase (NOMT) (Shimizu et al., 

2012). Sakuranetin berfungsi sebagai agen antimikroba yang mampu menghambat 

perkembangan parogen serta mengganggu hubungan simbiotik hama, seperti 

dengan mengurangi keberadaan bakteri endosymbiont pada wereng coklat. 

Senyawa sakuranetin juga berperan sebagai antioksidan yang mampu menekan 

akumulasi radikal bebas (ROS), serta sebagai pelindung terhadap radiasi UV 
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melalui flavonoid yang ter-metoksilasi, sehingga membantu menjaga stabilitas 

struktur dan fungsi sistem fotosintesis (Liu et al., 2023; Peng et al., 2017).  

Sakuranetin merupakan senyawa fenolik yang biosintesisnya dimulai dari 

prekursor, yaitu naringenin melalui proses metilasi yang dikatalis oleh enzim 

Naringenin 7-O-Metiltransferase (NOMT) (Shimizu et al., 2012). Sakuranetin 

diproduksi sebagai bentuk respon tanaman terhadap serangan patogen dan stres 

lingkungan. Sakuranetin juga memiliki fungsi lain, seperti antimikroba, antivirus, 

antioksidan, antidiabetik, dan antikanker. Aktivitas antimikroba dan antioksidan 

pada sakuranetin membantu tanaman dalam mempertahankan diri dari infeksi 

patogen dan kerusakan oksidatif (Ma et al., 2025). Biosintesis sakuranetin 

dipengaruhi oleh beberapa faktor, termasuk regulasi genetik dan aktivitas enzim 

yang terlibat dalam jalur flavonoid, serta kondisi lingkungan yang memicu stres 

(Wang et al., 2018). Sakuranetin disintesis oleh enzim NOMT dari naringenin 

sebagai prekursor utama jalur biosintesis sakuranetin. Naringenin mudah diubah 

oleh enzim UDP-Glucosyltransferase (UGTs) ke dalam bentuk senyawa lain, 

sehingga akumulasi naringenin yang dapat diubah ke dalam bentuk senyawa 

sakuranetin menjadi sangat rendah. Berdasarkan hal tersebut, mutasi terarah pada 

gen pengkode UGTs penting dilakukan agar akumulasi naringenin yang dapat 

disintesis menjadi sakuranetin lebih tinggi, sehingga memperkuat mekanisme 

pertahanan tanaman secara efektif. 

Mutasi terarah pada gen pengkode UGTs memiliki peluang untuk 

mengoptimalkan fungsi gen secara alami melalui pengaturan elemen regulator 

transkripsi, sehingga tanaman dapat menyesuaikan responnya terhadap stres 

lingkungan dengan lebih adaptif dan efisien. Dalam hal ini, teknologi genome 

editing CRISPR/Cas9 merupakan alat yang tepat karena mampu melakukan 

penyuntingan gen secara presisi pada lokasi target, termasuk pada daerah promoter 

atau upstream gen, tanpa meninggalkan jejak gen asing (Park et al., 2022). 

Pemilihan strategi mutasi yang difokuskan pada upstream-site, khususnya pada 

ekson pertama gen target, didasarkan pada pertimbangan efektivitas dalam 

menghasilkan inaktivasi gen secara menyeluruh. Ekson pertama umumnya 

mengandung kodon start (ATG) dan bagian awal daerah pengkode yang sangat 
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penting dalam proses translasi, sehingga mutasi pada wilayah ini memiliki peluang 

tinggi untuk menghasilkan frameshift mutation yang menyebabkan perubahan 

translasi sejak awal sintesis protein (Bortesi & Fischer, 2015). Mutasi tersebut 

memicu terbentuknya kodon stop prematur yang mengakibatkan degradasi mRNA, 

sehingga mencegah terbentuknya protein fungsional (Popp & Maquat, 2013). 

Pendekatan ini digunakan dalam sistem CRISPR/Cas9 untuk memperoleh mutan 

loss-of-function yang stabil dan konsisten pada tanaman (Zhang et al., 2019; Ma et 

al., 2014). 

Metode transformasi yang digunakan dalam penelitian ini dimediasi 

Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404, yang merupakan vektor paling umum 

dan efisien dalam transformasi genetik tanaman padi (Zhang et al., 2021). 

Agrobacterium tumefaciens memiliki mekanisme alami untuk memasukkan DNA 

T-DNA ke dalam genom tanaman secara stabil melalui proses infeksi yang 

terkontrol, sehingga memudahkan integrasi gen target dengan tingkat efisiensi yang 

tinggi (Biswas et al., 2023). Strain LBA4404 dipilih karena kompatibilitasnya yang 

baik dengan berbagai varietas padi dan kemampuannya dalam mentransfer 

konstruksi CRISPR/Cas9 secara efektif ke dalam sel tanaman. Kombinasi teknologi 

transformasi Agrobacterium dengan CRISPR/Cas9 diharapkan dapat menghasilkan 

tanaman padi dengan modifikasi genetik yang presisi, stabil, dan dapat diwariskan 

secara turun-temurun, sehingga mendukung pengembangan varietas unggul yang 

adaptif terhadap berbagai kondisi lingkungan yang menantang. 

Berdasarkan hal tersebut, untuk meningkatkan sistem pertahanan pada 

tanaman padi, maka dilakukan penelitian dengan judul “Transformasi Mutagenesis 

Terarah Gen Pengkode UDP-Glukosyltransferase (UGTs) Upstream-site Yang 

Dimediasi Agrobacterium tumefaciens Strain LBA4404 Berbasis CRISPR/Cas9 

Pada Tanaman Padi” varietas lokal Pendok, Pandan Wangi, dan Ketan Hitam. 

Pemilihan varietas tersebut didasarkan pada karakteristik agronomis, termasuk 

adaptasi terhadap kondisi lingkungan lokal, produktivitas stabil, serta kandungan 

senyawa bioaktif yang tinggi (Rahmawati et al., 2023; Hamawi, 2019). Selain 

berkontribusi pada peningkatan ketahanan tanaman, penelitian ini juga mendukung 

pengembangan pangan fungsional berbasis beras. Modifikasi dilakukan 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



4 
 

 

 

menggunakan CRISPR/Cas9 untuk menonaktifkan gen pengkode UGTs, sehingga 

naringenin sebagai prekursor senyawa sakuranetin tidak diubah menjadi bentuk 

senyawa lain. Naringenin dapat diakumulasikan ke dalam bentuk senyawa 

sakuranetin pada jumlah yang banyak, sehingga terjadi peningkatan sistem 

pertahanan tanaman padi terhadap cekaman biotik maupun abiotik. 

1.2 Rumusan Masalah 

Bagaimana efisiensi transformasi CRISPR/Cas9 sg-RNA UDP-

Glucosyltransferase (UGTs), serta tingkat regenerasi transforman pada beberapa 

varietas padi lokal? 

1.3 Tujuan 

Mengetahui efisiensi transformasi CRISPR/Cas9 sg-RNA UDP-

Glucosyltransferase (UGTs), serta menganalisis tingkat regenerasi transforman 

pada beberapa varietas padi lokal. 

1.4 Manfaat 

1. Memberikan kontribusi ilmiah dalam pengembangan teknologi rekayasa 

genetik tanaman padi, khususnya aplikasi CRISPR/Cas9 untuk 

mutagenesis. 

2. Mendukung pengembangan varietas padi lokal unggul yang memiliki 

ketahanan terhadap cekaman biotik dan abiotik melalui modifikasi gen. 

3. Menjadi sumber referensi bagi penelitian selanjutnya dalam pemuliaan 

tanaman berbasis bioteknologi. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Biosintesis Sakuranetin dan Korelasinya dengan Gen Pengkode UGTs 

Sakuranetin pertama kali ditemukan pada bagian korteks tanaman ceri 

(Prunnus spp.). Sakuranetin merupakan salah satu flavonoid phytoalexin yang 

terinduksi ketika tanaman mengalami cekaman, sebagai bentuk respons pertahanan 

tanaman terhadap serangan patogen dan stres lingkungan. Senyawa ini berperan 

sebagai sistem pertahanan yang melindungi tanaman dari infeksi dan kerusakan 

oksidatif (Shimizu et al., 2012). Biosintesis sakuranetin dimulai dari asam amino 

fenilalanin yang diubah menjadi asam cinnamat (CA) oleh enzim phenylalanin 

ammonia-lyase (PAL) yang kemudian mengalami serangkaian reaksi enzimatik 

menghasilkan naringenin sebagai prekursor utama sakuranetin. Naringenin 

kemudian dimetilasi oleh enzim Naringenin 7-O-Methyltransferase (NOMT) pada 

gugus hidroksil posisi 7 menggunakan donor metil S-adenosil netionin (SAM) 

membentuk sakuranetin (Shimizu et al., 2012).  

 

Gambar 1 Jalur Biosintesis Sakuranetin (Liu et.al., 2023) 
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Naringenin sebagai prekursor sakuranetin dapat mengalami modifikasi 

glikosilasi yang dikatalisis oleh enzim UDP-Glucosyltransferase (UGTs), yaitu 

penambahan gugus glukosil dari donor UDP glukosa ke molekul naringenin atau 

flavonoid yang terkait (Liu et al., 2025). Modifikasi glikosilasi ini meningkatkan 

kelarutan air dan stabilitas kimia naringenin, sehingga mempengaruhi akumulasi 

dan distribusi senyawa pada jaringan tanaman (Peng et al., 2017). Glikosilasi 

tersebut membuat naringenin tidak dapat diubah menjadi sakuranetin dan 

menyebabkan kandungan sakuranetin pada tanaman padi menjadi rendah, sehingga 

berpengaruh terhadap sistem pertahanan tanaman terhadap cekaman. 

Penelitian oleh Chen et al. (2024) menunjukkan bahwa gen OsUGT706E2 

yang mengkode enzim UGT memiliki peran negatif dalam toleransi padi terhadap 

patogen dan stres abiotik, yang mengindikasikan bahwa aktivitas tertentu dari UGT 

dapat menurunkan efektivitas pertahanan tanaman dengan memodifikasi 

sakuranetin secara berlebihan atau tidak tepat. Oleh karena itu, mutasi terarah gen 

pengkode UGT sangat diperlukan untuk menghilangkan atau mengurangi aktivitas 

enzim yang tidak diinginkan, sehingga dapat meningkatkan akumulasi sakuranetin.  

2.2 Genom Editing Berbasis CRISPR/Cas9 

Teknologi CRISPR/Cas9 merupakan metode pengeditan genom yang berasal 

dari mekanisme adaptif bakteri dan archaea yang diadaptasi sebagai alat rekayasa 

genetika yang efisien dan presisi (Ma et al., 2014). Sistem pengeditan genom 

CRISPR/Cas9 memungkinkan modifikasi yang presisi pada urutan DNA endogen 

dengan integrasi sementara materi genetik asing, sehingga tanaman yang dihasilkan 

diklasifikasikan sebagai non-transgenik. Teknologi ini terdiri dari dua komponen 

utama, yaitu enzim Cas9 yang berfungsi sebagai gunting molekuler dan single 

guide RNA (sgRNA) yang mengarahkan enzim Cas9 untuk memotong target DNA 

pada lokasi spesifik (Shan e al., 2014). CRISPR (Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats) mampu menghasilkan mutasi knock-out, knock-in 

maupun pengeditan basa tunggal dengan tingkat efisiensi dan presisi yang tinggi 

(Wang & Doudna, 2023).  
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Gambar 2 Skema Pengeditan CRISPR/Cas9. (A) Komponen CRISPR/Cas9 (Liu et al., 

2017). (B) Mekanisme Perbaikan DBS (Chen et al., 2019) 

Proses pengeditan dimulai dengan pembentukan kompleks 

Ribonucleoprotein (RNP) antara Cas9 dan sgRNA, yang mana sgRNA 

mengandung urutan pelengkap target DNA yang mengarahkan Cas9 untuk 

mengenali dan mengikat sekuens target. Pengikatan sekuens target bergantung pada 

keberadaan sekuens protospacer adjacent motif (PAM), seperti 5’-NGG-3’ yang 

menjadi sinyal pengenalan oleh Cas9 (Ma et al., 2014; Redman et al., 2016). Cas9 

melakukan pemotongan untai ganda DNA (double-strand break / DBS) pada posisi 

yang ditentukan oleh sgRNA, dengan domain nukleas HNH dan RuvC yang 

memotong untai DNA komplementer dan non komplementer secara spesifik (Liu 

et al., 2017). Transfer dilakukan melalui vektor biologis berupa Agrobacterium 

tumefaciens, yang mana bakteri mentransfer T-DNA yang mengandung Cas9 dan 

sgRNA ke nukleus sel tanaman melalui sistem sekresi tipe IV (T4SS) menghasilkan 

ekspresi transien, karena T-DNA tidak dirancang untuk integrasi stabil ke 

kromosom tanaman dan cenderung terdegradasi secara alami oleh enzim nuklease 

seluler atau dilusi selama proses pembelahan sel (Upadhyay et al., 2020). DBS yang 

dihasilkan memicu mekanisme perbaikan DNA seluler melalui dua jalur utama, 

yaitu NHEJ (Non-Homologous End Joining) dan HDR (Homologous-Directed 
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Repair) (Pulecio et al., 2017). NHEJ merupakan alur perbaikan cepat yang tidak 

menggunakan template dan menghasilkan mutasi penyisipan atau delesi yang 

menyebabkan terjadinya knockout gen target. HDR merupakan alur perbaikan 

dengan menggunakan template DNA homolog untuk melakukan perbaikan presisi 

yang memungkinkan penyisipan atau penggantian gen secara spesifik (Sony et al., 

2023).  

Metode genom editing lain yang biasa digunakan dalam rekayasa genetika 

tanaman adalah Zinc Finger Nucleases (ZFNs) dan Transcription Activator-like 

Effector Nucleases (TALENs). ZNFs dan TALENs bekerja dengan cara mengenali 

dan memotong DNA target menggunakan protein yang didesain khusus, tetapi 

proses desain dan konstruksinya relatif kompleks dan memerlukan biaya tinggi 

(Bortesi & Fischer, 2015). CRISPR/Cas9 menggunakan RNA pemandu (gRNA) 

yang lebih mudah disintesis dan dimodifikasi, sehingga lebih cepat dan mudah 

diadaptasi untuk berbagai target gen. Tingkat keberhasilan genome editing 

CRISPR/Cas9 tergantung pada tanaman dan target gen, dengan efisiensi rata-rata 

mencapai 25% pada tanaman padi (Gelvin et al., 2021), sekitar 8-12% pada 

tanaman gandum (Zhang et al., 2019), dan 20-30% pada tanaman tomat dan 

kentang (Brooks et al., 2014; Anderson et al., 2017). Efisiensi dan keberhasilan 

genom editing dengan CRISPR/Cas9 dipengaruhi oleh desain sgRNA yang tepat, 

metode pengantaran sistem ke dalam sel tanaman yang optimal, dan jenis tanaman 

yang dimodifikasi (Konstantakos et al., 2022).. Pendekatan ini efektif pada 

berbagai tanaman, seperti padi, gandum, tomat, dan kentang, dengan potensi 

peningkatan efisiensi melalui penggunaan promoter spesifik tanaman dan desain 

gRNA yang lebih baik (Lowder et al., 2015).  

2.3 Metode Transformasi dengan Agrobacterium tumefaciens Strain 

LBA4404 

Transformasi genetik pada tanaman dapat dilakukan dengan beberapa 

metode, seperti biolistik (penembakan partikel), elektroporasi, dan Agrobacterium 

tumefaciens. Metode biolistic dilakukan dengan menggunakan partikel logam yang 

dilapisi DNA dan ditembakkan ke dalam sel tanaman dengan tekanan tinggi, 

sedangkan elektroporasi menggunakan listrik untuk membuka pori-pori 
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(permeabilisasi) membran sel agar DNA dapat masuk (Sharma et al., 2005). 

Metode biolistik dan elektroporasi  cenderung menghasilkan integrasi DNA yang 

tidak stabil dan jumlah salinan transgen yang tinggi, sehingga dapat meyebabkan 

efek posisi dan ekspresi gen yang tidak konsisten (Altpeter et al., 2016). Metode 

transformasi menggunakan Agrobacterium merupakan teknik rekayasa genetika 

yang memanfaatkan kemampuan alami bakteri untuk mentransfer DNA ke dalam 

genom tanaman (Hiei et al., 1994).  

Agrobacterium tumefaciens merupakan patogen tanah yang menyebabkan 

penyakit crown gall pada tanaman dengan mentransfer segmen DNA spesifik yang 

disebut T-DNA dari plasmid Ti (tumor inducing) ke dalam sel tanaman inang 

(Păcurar et al., 2011; Tzfira & Citovsky, 2006). Strain LBA4404 merupakan strain 

yang telah dimodifikasi secara genetik untuk menghilangkan gen-gen virulensi 

yang menyebabkan penyakit, sehingga aman digunakan sebagai vektor dalam 

transformasi genetik tanaman (Hiei et al., 1994). Proses transformasi dimulai 

dengan pengenalan bakteri ke permukaan jaringan tanaman berupa kalus atau 

embrio somatik yang kemudian diinduksi oleh senyawa fenolik tanaman seperti 

acetosyringone untuk mengaktifkan gen virulensi (vir genes) pada Ti-plasmid 

(Hwang et al.,2017). 

 

Gambar 3 Mekanisme Transformasi Genetik oleh Agrobacterium (Hwang et al., 2017) 
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Setelah aktivasi gen virulensi, protein VirD2 dan VirD1 memotong T-DNA 

pada batas-batasnya menghasilkan molekul T-strand tunggal yang dilapisi oleh 

protein VirE2 untuk melindungi DNA selama proses transfer (Gelvin, 2010). 

Kompleks T-DNA kemudian ditranspor melalui sistem sekresi tipe IV ke dalam 

sitoplasma tanaman dan diarahkan ke inti sel dengan bantuan protein VirD2 yang 

mengandung sinyal lokalisasi inti (NLS) (Tzfira & Citovsky, 2006). T-DNA 

dilepaskan dari protein pelindung dan diintegrasikan secara acak pada genom 

tanaman melalui mekanisme perbaikan DNA inang yang melibatkan jalur NHEJ 

dan protein-protein yang berperan dalam rekombinasi DNA. Integrasi ini 

menghasilkan tanaman transforman yang stabil secara genetik dengan gen target 

yang telah disisipkan.  

Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 memiliki efektivitas tinggi 

karena adanya modifikasi genetik yang menghilangkan gen virulensi tanpa 

mengurangi kemampuan dalam transfer T-DNA, sehingga lebih efisien dan aman 

untuk rekayasa genetika (Hiei et al., 1997). Strain LBA4404 menghasilkan tanaman 

transforman stabil dengan efisiensi 5-10% pada tanaman padi indica melalui co-

cultivasi dengan kalus yang diinduksi acetosyringone dan seleksi antibiotik 

(Pipatpanukul et al., 2004). Selain itu, strain LBA4404 kompatibel dengan sistem 

CRISPR/Cas9, sehingga menjadi vektor yang ideal untuk pengantaran konstruksi 

genom editing. 

2.4 Hipotesis 

Transformasi dan mutagenesis gen pengkode UGTs upstream-site dapat 

menghasilkan tanaman padi putatif transforman varietas lokal dengan sistem 

pertahanan yang tinggi terhadap cekaman biotik dan abiotik. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Oktober 2025 hingga Mei 2026 di 

Laboratorium Agroteknologi, Program Studi Agroteknologi, Fakultas Pertanian, 

Universitas Jember. 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Pada saat penelitian terdapat alat yang digunakan meliputi, bunsen, Laminar 

Air Flow, oven listrik, timbangan analitik, autoclave, pH meter, gelas ukur, botol 

kultur, spatula, kertas saring, erlenmeyer, gelas beaker, pinset, petridish, magnetic 

stirrer, centrifuge, mesin thermocycler Polymerase Chain Reaction (PCR), 

elektroforesis, UV transilluminator, microwave, mikropipet dan tip, dan falcon 

tube 15ml dan 50ml. 

3.2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu benih padi varietas lokal 

Pandan Wangi, Ketan Hitam, dan Pendok, Agrobacterium tumefaciens strain 

LBA4404 yang telah disisipkan sg-RNA UGTs-1, media Murashige & Skoog 

(MS), media Luria-Bertani (LB), Casein hydrolysate, 2,4-Dichlorophenoxyacetic 

acid (2,4-D) 2 mg/ml, α-Naphtalene Acetic Acid (NAA) 1mg/ml, Kinetin 2 µg/ml, 

gelrite 4 g/L, sukrosa, Sodium Hypochlorite (NaClO) 2,25%, Sodium Hydroxide 

(NaOH) 0,1 M, Hydrochloride acid (HCl) 0,2 M, ethanol 70%, ddH2O, agarose 

gel, DNA primer, TAE 1X, rifampicin 50mg/ml, kanamycin 50mg/ml, hygromycin 

50mg/ml, cefotaxime 500 mg/ml, acetosyringone 100 mg/ml. taq DNA polymerase, 

Ethidium Bromide (EtBr), dan Nuclease-free Water. 

3.3 Prosedur Penelitian 

3.3.1 Persiapan Hasil Konstruk Plasmid pRGEB32-UGTs 

Konstruksi telah dilakukan dengan menggunakan plasmid pRGEB32 

tertarget sgRNA1-UGTs. Selanjutnya, sgRNA1-UGTs disintesis sehingga menjadi 

oligonukleotida untai tunggal yaitu gRNA-Exon1, pasangan forward dan reverse 

dilakukan treatment dengan suhu 90℃ denaturasi, 55℃ annealing, dan 79℃ 
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ekstensi menjadi duplex oligonukleotida. Kemudian, sgRNA duplex dilakukan 

reaksi restriksi dan ligasi serta telah dilakukan konfirmasi sequence untuk 

memastikan keberadaan sgRNA1-UGTs pada plasmid pRGEB32. 

 

 

 

Gambar 4 Konstruksi Plasmid pRGEB32-UGTs dengan sgRNA1. (A) Lokasi gRNA dan 

pemotongan oleh Bsa1. (B) Urutan gRNA F dan R yang ditambahkan overhang 

4 nukleotida (warna merah) 
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3.3.2 Transformasi Plasmid pRGEB32-UGT1 ke dalam Agrobacterium 

1. Seleksi positif koloni Agrobacterium tumefaciens transforman 

Hasil kultur bakteri Agrobacterium tumefaciens diinokulasi pada media LB 

pada dengan antibiotic rifampicin 50 ppm dan kanamycin 50 ppm dengan spread 

plate method. Selanjutnya diinkubasi selama 48 jam pada suhu 28℃ pada kondisi 

gelap. 

2. Analisis PCR 

Konfirmasi Agrobacterium tumefaciens transforman plasmid pRGEB32 

dapat dilakukan melalui analisis PCR. Analisis PCR dimulai dengan membuat 

kolum reaksi sebanyak 30ul larutan yang terdiri dari Taq PCR master mix 2X 15 

ul, 1ul dari setiap primer Forward (F) dan Reverse (R) (Tabel 3.1), 5 ul 

Agrobacterium tumefaciens template, dan 8ul nuclear free water. Program PCR 

yang digunakan yakni 95 ˚C selama 10 menit dan 30 siklus : 95 ˚C selama 30 detik 

untuk denaturasi, 60 ˚C selama 30 detik untuk annealing, 72˚C selama 1 menit 

untuk extension,  dan siklus terakhir 72˚C selama 5 menit. Elektroforesis dapat 

dilakukan untuk mengetahui hasil amplifikasi PCR. Elektroforesis dilakukan dalam 

gel agarose 2% yang diwarnai dengan Ethidium Bromide (EtBr) kemudian 

dilakukan visualisasi menggunakan UV transilluminator. 

Tabel 1 Primer gen tahapan PCR 

Gen Primer Amplicon size 

HPT II 
F : TCGGACGATTGCGTCGCATC 

545bp 
R : AGGCTATGGATGCGATCGCTG 

Informasi dari website resmi https://www.addgene.org/  

3.3.1 Transformasi pada Kalus Padi 

1. Sterilisasi Alat 

Sterilisasi alat dilakukan dengan mencuci alat-alat glassware (gelas ukur, 

petri kaca, gelas beaker, botol kultur, dan erlenmeyer) dan alat diseksi (pinset) 

dengan menggunakan sabun cuci dan dilakukan pembilasan dengan air mengalir 

kemudian dikering-anginkan. Selanjutnya, semua alat-alat glassware dan diseksi 

dibungkus menggunakan aluminium foil dan plastik tahan panas kemudian 

dimasukkan ke dalam alat autoclave pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi 
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selama 90 menit. Alat-alat yang belum digunakan dapat disimpan di dalam oven 

untuk menjaga kesterilan alat. 

2. Persiapan Kalus Melalui Fase Induksi 

Persiapan kalus dilakukan dengan dengan tahapan sterilisasi eksplan dan 

penanaman benih pada media induksi kalus (Ms powder 4.41 g/L, Sukrosa 30 g/L, 

Casein hydrolysate 2 g/L, Gelrite 6 g/L, 2.4-dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D) 2 

mg/L, pH 5.8). Persiapan kalus dimulai dari tahapan sterilisasi eksplan dengan cara 

mengupas benih padi sehingga terpisah dari sekamnya. Setelah itu, benih 

dimasukkan ke dalam LAF di dalam falcon tube 50ml, kemudian sterilisasi eksplan 

dilakukan secara kimiawi dengan disterilisasi menggunakan NaOCl 25% selama 10 

menit dengan cara swirling atau dishaker dengan kecepatan 20-30 rpm 

menggunakan rotary shaker. Biji kemudian dibilas menggunakan ddH2O steril 

sebanyak 3 kali. Benih padi yang telah disterilkan kemudian dikering-anginkan di 

dalam LAF dengan kertas saring yang diletakkan pada petri steril. Setelah benih 

kering dapat dilakukan penanaman pada media tanam yang sesuai. Selanjutnya, 

melakukan induksi kalus yang dimulai dengan melakukan pengupasan pada benih 

padi hingga tersisa bagian endosperm dan embrio. Kemudian dilakukan sterilisasi 

dan benih dikulturkan pada media MS di suhu 28°C selama 14 hari pada kondisi 

gelap. Selanjutnya kalus yang sudah tumbuh dan berwarna putih kekuningan akan 

ditransformasi menggunakan Agrobacterium tumefaciens. 

3. Kultur dan Infeksi Agrobacterium tumefaciens 

Agrobacterium yang sudah dikonfirmasi memiliki plasmid pRGEB-32 

diinokulasi pada media LB padat ditambahkan dengan antibiotik rifampycin 50 

ppm dan kanamycin 50 ppm untuk di suhu 28°C. Masukkan 5ml di atas LB padat 

pada sel Agrobacterium tumefaciens dari cawan dan disuspensikan dengan cara 

pipetting, pindahkan ke dalam breaker glass dalam 30 ml cairan MS0. Periksa 

OD600 dan encerkan hingga pembacaan OD600 menjadi 0,5-1. Tambah 100 mM 

acetosyringon ke suspensi bakteri dan inkubasi di suhu 28°C selama 1 jam sebelum 

infeksi. Pisahkan plumula dan endosperma kemudian ambil kalus padi di umur 

maksimal 14 hari. Kalus padi dimasukkan ke dalam larutan suspensi Agrobacterium 
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tumefaciens kemudian dishaker pelan membentuk angka 8 atau huruf O selama 20 

menit. 

4. Fase Co-cultivasi  

Fase co-cultivasi merupakan fase dimana Agrobacterium tumefaciens 

mentransfer T-DNA ke dalam genom tanaman. Seelah proses infeksi selama 20 

menit, saring kalus menggunakan saringan yang telah disterilisasi, kemudian 

pindahkan pada kertas saring di atas petridish. Kalus yang telah diinfeksi 

dipindahkan pada media co-cultivasi (MS powder 4.41 g/L, Sukrosa 30 g/L, Casein 

hydrolysate 2 g/L, Gelrite 6 g/L, 2.4-dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D) 2 mg/L, 

pH 5.8, Acetociryngone 100 mM). Fase co-cultivasi ini dilakukan selama 24-28 jam 

pada suhu 28℃ dan kondisi gelap. 

5. Fase Eliminasi 

Kalus hasil co-cultivasi dipindahkan kedalam beaker glass steril untuk 

dibilas. Pemindahkan kalus dilakukan hati-hati untuk menghindari stress pada 

kalus. Kalus dibilas menggunakan ddH2O steril sebanyak 3 kali, pada bilas terakhir 

ditambahkan dengan cefotaxime 500 mg/L. Selanjutnya kalus dikeringkan diatas 

kertas saring didalam petridish steril kemudian dipindahkan pada media eliminasi 

(MS powder 4.41 g/L, Sukrosa 30 g/L, Casein hydrolysate 2 g/L, Gelrite 6 g/L, 2.4-

dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D) 2 mg/L, pH 5.8. Cefotaxime 500 mg/L), serta 

di inkubasi pada suhu 28℃ dan kondisi terang selama 7 hari. 

6. Pewarnaan Sitokimia Sel 

Pewarnaan dilakukan dengan metode pewarnaan menggunakan larutan 

Acetocarmine 2% dan Evans blue 0,5%. Pewarnaan pertama dilakukan 

menggunakan Acetocarmine 2% selama 2 menit, selanjutnya dibilas dengan ddH2O 

dan dikeringkan. Pewarnaan kedua menggunakan Evans Blue 0,5% selama 30 

detik, kemudian dibilas kembali untuk menghilangkan sisa pewarna dan kalus 

diamati menggunakan mikroskop. 

7. Fase Regenerasi 

Kalus dari tahap eliminasi disubkultur pada media regenerasi yaitu media 

(MS powder 4.41 g/L, Sukrosa 30 g/L, Casein hydrolysate 2 g/L, Gelrite 6 g/L, pH 

5.8, α-Naphtalene Acetic Acid (NAA) 1 mg/L, Kinetin 2 mg/L, Cefotaxime 500 
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mg/L, Hygromycin 50 mg/L) diinkubasi pada cahaya terang secara terus-menerus. 

Sub kultur pada tahap regenerasi dilakukan setiap 2 minggu sekali pada media 

regenerasi. Fase regenerasi pertama dan kedua memakai hormon NAA dan Kinetin, 

sedangkan pada fase regenerasi selanjutnya tidak memakai hormon tersebut. 

8. Fase Seleksi 

Kalus dari hasil regenerasi yang berkembang dan menunjukkan greenspot 

kemudian dipindahkan ke dalam media seleksi yaitu media MS yang ditambahkan 

dengan cefotaxime 500 mg/L dan hygromicyn 50 mg/L selama 14 hari. Tanaman 

yang bertahan dilanjutkan subkultur pada media yang sama hingga dapat 

diaklimatisasi. 

9. Aklimatisasi Tanaman Transforman 

Aklimatisasi dilakukan dengan dua tahapan yaitu tahap pertama penyesuaian 

dari media seleksi ke media tanah yang telah disaring dan disterilisasi menggunakan 

autoclave. Pisahkan agar dan akar planlet dengan dicuci menggunakan air mengalir 

sampai bersih. Tanam dalam media tanah yang lembab dan disungkup 

menggunakan plastik selama 24 hari. Setelah umur 3 HST tambahkan nutrisi 

ABmix. Setelah tanaman berumur 24 hari dipindahkan ke pot dan diletakkan di 

greenhouse 

10. Ekstraksi DNA 

Analisis PCR tanaman padi transforman dilakukan menyiapkan cocktail yaitu 

1 ml CTAB buffer, 0.04 g PVP dan 5µl β-Mercaptoethanol dikalikan dengan banyak 

sampel yang digunakan. Mengambil sampel daun padi dan dipotong menggunakan 

gunting. Masukan ke dalam mortar dan tambahkan 1 ml CTAB kemudian gerus 

daun padi. Masukan sampel kedalam tube eppendorf tambahkan cocktail 1 ml 

persampel dan di vortex sampai larut. Inkubasi sampel pada waterbath dengan suhu 

65℃ selama 30 menit, tambahkan PCI layer kedua 500 µl dan di vortex. Sentrifuge 

sample selama 10 menit 12.000 rpm. Pindahkan supernatant pada layer paling atas 

tube ke dalam tube baru dan tambahkan 40 µl Ammonium acetate dan 270 µl 

isopropanol dan di vortex sampai terlarut. Sentrifuge selama 10 menit dengan 

kecepatan 12.000 rpm. Membuang supernant lalu tambahkan 500 µl ethanol 70% 

dan di vortex. Sentrifuge selama 10 menit dengan kecepatan 12.000 rpm, buang 
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ethanol dan masukan ke dalam oven selama 1-2 menit. Selanjuntnya tambahkan 

aquades (ddH2O) dan menyimpan sampel di dalam kulkas dengan suhu 20℃. 

11. Analisis PCR dan Elektroforesis 

Analisis PCR dilakukan dengan memasukkan primer HPT II dan Cas9 

masing-masing sebanyak 4 µl, water nuclease 32 µl dan sample 5 µl ke dalam tube 

PCR kemudian di PCR 35 siklus.  Elektroforesis sampel dilakukan dengan 

menimbang agarose 1.5 gr untuk 100 ml, kemudian mengencerkan 10 ml TAE 

dengan 490 ml aquades dan homogenkan. Selanjutnya campurkan agarose dan TAE 

kemudian di oven selama 2 menit sampai berwarna bening. Tambahkan EtBr 1.5 µl 

dan tuangkan ke cetakan dan pasang sisir tunggu sampai memadat dan tidak ada 

gelembung. Masukan sampel telah di PCR sebelumnya kemudian ditutup dan 

nyalakan, tunggu sampai garis ke-4 dan divisualisasikan dengan UV 

transilluminator. 

3.3.3 Perhitungan Luas Kalus pada Aplikasi ImageJ  

Perhitungan luas kalus dilakukan menggunakan aplikasi ImageJ untuk 

menentukan luas kalus total, kalus embriogenik, browning, overgrowth, dan kalus 

greenspot. Foto kalus hasil pengamatan menggunakan mikroskop dimasukkan ke 

dalam aplikasi untuk dianalisis. Pengaturan area warna dilakukan melalui menu 

“Image”, “Adjust”, dan “Color Threshold” untuk menyesuaikan batas warna pada 

bagian kalus yang akan diukur. Langkah pertama adalah menentukan luas kalus 

total berdasarkan keseluruhan bentuk kalus. Kemudian, pengukuran dilakukan pada 

masing-masing variabel, yaitu kalus embriogenik, browning, overgrowth, dan kalus 

greenspot, dengan menyesuaikan area warna sesuai karakteristik visual setiap 

bagian. Kemudian, pengukuran luas dilakukan melalui menu “Analyze” dan 

“Measure” setelah area yang diinginkan terdeteksi. Hasil pengukuran luas setiap 

kategori kalus akan ditampilkan pada layar, kemudian digunakan untuk menghitung 

persentase kalus embriogenik, browning, overgrowth, dan greenspot berdasarkan 

rumus yang telah ditentukan. 
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3.4 Variabel Pengamatan 

3.4.1 Hasil PCR Konfirmasi Agrobacterium transforman 

Konfirmasi Agrobacterium tumefaciens dengan PCR menggunakan primer 

gen HPT-II. 

3.4.2 Respon Eksplan Induksi Kalus 

Pengamatan dilakukan yaitu menghitung total kalus yang tumbuh setelah 

dilakukan induksi kalus dengan menimbang sampel berat kalus, diameter kalus, dan 

menghitung jumlah total eksplan yang ditanam. Pengamatan dilakukan ketika kalus 

berumur 14 HST. Persentase adanya kalus yang tumbuh dapat dihitung dengan 

rumus: 

Persentase Kalus = 
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝐾𝑎𝑙𝑢𝑠𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑙𝑎𝑛 x 100% 

3.4.3 Respon Kalus 

Pengamatan eksplan setelah infeksi meliputi fase cocultivasi, fase eliminasi, 

fase regenerasi dan fase seleksi dengan parameter persentase hasil perhitungan dari 

aplikasi ImageJ pada kalus overgrowth, browning, greenspot, dan total planlet 

menggunakan rumus sebagai berikut:  

Persentase overgrowth = 
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑙𝑎𝑛 𝑜𝑣𝑒𝑟𝑔𝑟𝑜𝑤𝑡ℎ𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑙𝑎𝑛  x 100% 

Persentase browning = 
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑙𝑎𝑛 𝑏𝑟𝑜𝑤𝑛𝑖𝑛𝑔𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑙𝑎𝑛  x 100% 

Persentase greenspot = 
𝐿𝑢𝑎𝑠 𝑎𝑟𝑒𝑎 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑙𝑎𝑛 𝑔𝑟𝑒𝑒𝑛𝑠𝑝𝑜𝑡𝐿𝑢𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑙𝑎𝑛  x 100% 

Pengamatan dilakukan setelah eksplan saat fase eliminiasi yaitu H+7 pasca 

infeksi, pengamatan fase regenerasi dilakukan saat fase regerasi 1 sampai fase 

regenerasi 3 dan pengamatan fase seleksi dilakukan saat fase seleksi. 

3.4.4 Visualisasi Hasil Pewarnaan Sitokimia Sel 

Pewarnaan sitokimia dilakukan dengan menggunakan evans blue 0,5% dan 

acetocarmine 2%. Pengamatan yang diamati adalah warna yang dominan dan 

perbandingannya pada sel kultur hasil visualisasi. Kalus yang berwarna merah 

menandakan bahwa kalus tersebut merupakan kalus embriogenik, sedangkan kalus 

yang berwarna biru menandakan bahwa kalus tersebut tidak embriogenik. 
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Visualisasi hasil pewarnaan menggunakan mikroskop serta menggunakan software 

ImageJ untuk mengetahui luasan dari hasil pewarnaan. 

Persentase kalus embriogenik = 
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑘𝑎𝑙𝑢𝑠 𝑒𝑚𝑏𝑟𝑖𝑜𝑔𝑒𝑛𝑖𝑘𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑒𝑘𝑠𝑝𝑙𝑎𝑛  x 100% 

3.4.5 Analisis PCR Tanaman Transforman 

Analisis PCR dilakukan untuk mengkonfirmasi dan memastikan pRGEB32 

UGT.sgRNA1 terintegrasi ke dalam genom tanaman padi dengan ekstraksi daun 

padi vang telah diseleksi antibiotik hygromicin 50ppm kemudian di analisis PCR 

dan di elektroforesis serta divisualisasikan dengan UV transilluminator. 

3.5 Analisis Data 

Data pengamatan dianalisis secara statistik deskriptif sederhana untuk 

merepresentasikan efisiensi transformasi dan tingkat regenerasi tanaman padi lokal 

hasil transformasi sg-RNA UGTs upstream-site
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Hasil 

Penelitian ini dilakukan dengan melalui 2 tahapan, yaitu konfirmasi 

keberadaan plasmid pRGEB32 UGTs sgRNA1 pada Agrobacterium tumefaciens 

dan transformasi T-DNA ke dalam genom tanaman padi yang kemudian untuk 

mengonfirmasi adanya T-DNA yang terintegrasi ke dalam tanaman dilakukan 

melalui analasis PCR. Terdapat beberapa parameter yang diamati, yaitu persentase 

induksi kalus, viabilitas kalus, dan respon kalus yang meliputi persentase browning, 

overgrowth, greenspot, dan jumlah planlet. 

4.1.1 Persiapan Eksplan Kalus 

Parameter hasil persiapan eksplan kalus dilihat dari jumlah eksplan, waktu 

muncul kalus (hari), persentase jumlah eksplan berkalus, berat bersih (gram), 

karakter morfologi kalus berupa tekstur dan warna kalus, serta persentase viabilitas 

kalus yang dilakukan pada setiap ulangan. Berikut hasil dari persiapan ekplan kalus 

padi dengan tiga varietas, yaitu Pandan Wangi, Ketan Hitam, dan Pendok (Tabel 2) 

Tabel 2 Persiapan eksplan kalus varietas Pandan Wangi, Ketan Hitam, dan Pendok 
Ulangan Varietas Jumlah 

eksplan 

Waktu 

muncul 

kalus 

(hari) 

Jumlah 

eksplan 

berkalus 

(%) 

Berat 

basah 

(g) 

Karakteristik kalus Viabilitas 

kalus 

(%) 

1 

Pandan Wangi 200 14 74 0.0397 white, friable 64,4 

Ketan Hitam 200 14 76 0.0258 yellow-ish, semi-friable 60,42 

Pendok 200 12 81.5 0.0273 yellow-ish, friable 75,28 

2 

Pandan Wangi 200 14 78.5 0.0399 white, friable 70,81 

Ketan Hitam 200 14 72.5 0.0263 yellow-ish, semi-friable 53,34 

Pendok 200 12 74 0.0295 yellow-ish, friable 73,11 

3 

Pandan Wangi 200 14 76 0.0394 white, friable 62,32 

Ketan Hitam 200 14 74 0.0226 yellow-ish, semi-friable 46,70 

Pendok 200 12 77.5 0.0325 yellow-ish, friable 63,04 

4 

Pandan Wangi 200 14 82 0.0413 white, friable 73,29 

Ketan Hitam 200 14 68.5 0.0233 yellow-ish, semi-friable 53,35 

Pendok 200 12 71,5 0.0311 yellow-ish, friable 62,49 

5 

Pandan Wangi 200 14 78 0.0408 white, friable 65,55 

Ketan Hitam 200 14 77.5 0.0226 yellow-ish, semi-friable 53,57 

Pendok 200 12 68.5 0.0294 yellow-ish, friable 64,08 

Rata-rata 

Pandan Wangi 200 14 77.7 0.0402 white, friable 67,27 

Ketan Hitam 200 14 73.7 0.0241 yellow-ish, semi-friable 53,48 

Pendok 200 12 74.6 0.0299 yellow-ish, friable 67,6 

Keterangan: Pengukuran viabilitas kalus dilakukan melalui pewarnaan sitokimia (acetocarmine 2%; 

evans blue 0,5%) untuk melihat persentase embriogenik dan non-embriogenik menggunakan 
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aplikasi ImageJ; Pengukuran berat basah (g) menggunakan neraca analitik; Jumlah total 1.000 biji 

dengan setiap ulangan 200 biji. 

Persiapan eksplan induksi kalus menunjukkan respon yang berbeda pada 

varietas Pandan Wangi, Ketan Hitam, dan Pendok dengan 5 kali ulangan. Waktu 

muncul kalus tercepat yaitu pada varietas Pendok dengan rata-rata 12 hari, 

sedangkan pada varietas Pandan Wangi dan Ketan Hitam rata-rata waktu muncul 

kalus lebih lama, yaitu 14 hari. Pada parameter persentase eksplan berkalus, rata-

rata tertinggi yaitu 77.7% pada varietas Pandan Wangi, kemudian varietas Pendok 

dengan persentase 74.6%, dan persentase terendah yaitu 73.7% pada varietas Ketan 

Hitam. Pada variabel viabilitas kalus menunjukkan persentase hasil kalus 

embriogenik tertinggi, yaitu 67.6% pada varietas Pendok, 67.27% pada varietas 

Pandan Wangi, dan 53.48% pada varietas Ketan Hitam. 

 

Gambar 5 Persiapan kalus varietas padi (1) Pandan Wangi, (2) Ketan Hitam, dan (3) 

Pendok pada media induksi Murashige dan Skoog (MS) 2,4-D 2 ppm, (A) 

Induksi kalus 0 HST, (B) Induksi kalus 7 HST, (C) Induksi kalus 14 HST, (D) 

Morfologi kalus, dan (E) Viabilitas kalus dengan pewarnaan sitokimia 

(acetocarmine 2%; evans blue 0,5%) untuk melihat persentase embriogenik 

menggunakan aplikasi ImageJ. Scale bar 1 mm. 
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4.1.2 Persiapan Agrobacterium tumefaciens Strain LBA4404 

Agrobacterium tumefaciens yang telah terinsersi plasmid 

pRGEB32::UGT.sgRNA1 ditumbuhkan pada media Luria Bertani (LB) padat 

dengan antibiotik rifampycin 50 ppm dan kanamycin 50 ppm dengan streak plate 

methode (Gambar 6A). Penambahan antibiotik rifampycin bertujuan untuk 

menyeleksi bakteri selain Agrobacterium tumefaciens, sedangkan kanamycin 

ditambahkan untuk menyeleksi Agrobacterium tumefaciens yang membawa 

plasmid pRGEB32::UGT.sgRNA1. Kemudian dilakukan konfirmasi keberadaan 

plasmid tersebut dalam Agrobacterium tumefaciens menggunakan analisis PCR 

dengan primer gen HPT-II yang merupakan marka ketahanan terhadap antibiotik 

hygromycin. Visualisasi hasil elektroforesis pada semua sampel menunjukkan 

terbentuknya pita DNA dengan ukuran 545 bp (Gambar 7). Koloni yang 

terkonfirmasi positif membawa plasmid pRGEB32::UGT.sgRNA1 kemudian 

diinokulasi pada media Luria Bertani (LB) padat dengan antibiotik rifampycin 50 

ppm dan kanamycin 50 ppm dengan spread plate methode (Gambar 6B) untuk 

persiapan infeksi kalus. 

 

Gambar 6 Inokulasi Agrobacterium tumefaciens pada media Luria Bertani dengan 

tambahan rifampicin dan kanamycin 50 ppm, (A) kultur streak plate method 

dan (B) kultur spread plate method 
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Gambar 7 Visualisasi hasil PCR dengan marka seleksi HPT-II pada koloni Agrobacterium 

tumefaciens Strain LBA4404 menggunakan gel agarose 1%. 

4.1.3 Fase Infeksi dan Co-cultivasi  

Parameter pengamatan respon eksplan pada fase infeksi dan co-cultivasi 

meliputi persentase eksplan normal, overgrowth dan browning. Berikut merupakan 

data kuantitatif dan kualitatif pada fase infeksi dan co-cultivasi dari respon kalus 

padi varietas Pandan Wangi, Ketan Hitam, dan Pendok. 

Tabel 3 Respon ekplan pada fase infeksi dan co-cultivasi varietas Pandan Wangi, Ketan 

Hitam, dan Pendok 
Ulangan Varietas Jumlah 

eksplan 

Eksplan 

normal 

(%) 

Eksplan 

overgrowth 

(%) 

Eksplan 

browning 

(%) 

Tingkat 

kematian 

eksplan (%) 

1 

Pandanwangi 148 71,62 4,73 23,65 28,38 

Ketan Hitam 152 52,63 5,26 42,11 47,37 

Pendok 163 70,55 3,07 26,38 29,45 

2 

Pandanwangi 157 65,61 7,64 26,75 34,39 

Ketan Hitam 145 46,90 3,45 49,66 53,10 

Pendok 148 68,92 5,41 25,68 31,08 

3 

Pandanwangi 152 57,24 11,84 30,92 42,76 

Ketan Hitam 148 47,30 7,43 45,27 52,70 

Pendok 155 68,39 4,52 27,1 31,61 

4 

Pandanwangi 164 74,39 3,66 21,95 25,61 

Ketan Hitam 137 38,69 6,57 54,74 61,31 

Pendok 143 61,54 4,9 33,57 38,46 

5 

Pandanwangi 156 82,69 3,21 14,1 17,31 

Ketan Hitam 155 40,65 2,58 56,77 59,35 

Pendok 137 63,50 4,38 32,12 36,50 

Rata-rata 

Pandanwangi 155 70,31 6,22 23,48 29,69 

Ketan Hitam 147 55,33 5,06 49,71 54,77 

Pendok 149 66,58 4,45 28,97 33,42 

Keterangan: Pengukuran persentase overgrowth dan browning menggunakan aplikasi ImageJ; 

Jumlah kalus normal dan tingkat kematian dihitung dari persentase eksplan yang normal/mati 

terhadap total eksplan. 
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Respon eksplan pada fase infeksi dan co-cultivasi berbeda-beda pada setiap 

varietas. diperoleh hasil rata-rata persentase overgrowth Agrobacterium pada 

eksplan yang paling tinggi yaitu varietas Pandan Wangi dengan nilai 6.22%, 

varietas Ketan Hitam 5.06%, dan persentase terendah yaitu varietas Pendok dengan 

nilai 4.45%. Agrobacterium yang overgrowth tumbuh di permukaan eksplan, dapat 

hanya sebagian maupun menutupi seluruh permukaan eksplan. Rata-rata persentase 

eksplan browning tertinggi mencapai 49.71% pada varietas Ketan Hitam, 28.97% 

pada varietas Pendok, dan persentase browning terendah yaitu 23.48% pada 

varietas Pandan Wangi. Persentase kematian eksplan dihitung dari total eksplan 

yang mengalami browning dan overgrowth Agrobacterium. 

 

Gambar 8 Karakter kalus pasca infeksi pada varietas padi (1) Pandan Wangi, (2) Ketan 

Hitam, dan (3) Pendok di media co-cultivasi Murashige dan Skoog (MS) 2,4D 

2 ppm, (A) Jumlah eksplan kalus, (B) Kalus normal, (C) Kalus mengalami 

browning, dan (D) Kalus mengalami overgrowth. Pengukuran persentase 

overgrowth dan browning menggunakan aplikasi ImageJ. Scale bar : 1 mm.  

4.1.4 Fase Regenerasi dan Seleksi 

Parameter hasil pengamatan respon eksplan pada fase regenerasi dan seleksi 

meliputi tingkat regenerasi yang dilihat dari persentasi kalus greenspot, jumlah 

planlet, jumlah tanaman putatif transforman yang mampu bertahan pada fase 
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seleksi, dan jumlah tanaman positif transforman yang dikonfirmasi melalui analisis 

molekuler PCR.  

Tabel 4 Respon eksplan pada fase regenerasi dan seleksi varietas Pandan Wangi, Ketan 

Hitam, dan Pendok 
Ulangan Varietas Persentase 

kematian 

eksplan 

(%) 

Tingkat 

regenerasi 

(%) 

Jumlah 

planlet 

(fase 

regenerasi) 

Jumlah 

putatif 

transforman 

(fase seleksi) 

Jumlah 

positif 

transforman 

(PCR) 

1 

Pandanwangi 27,36 13,79 0 0 0 

Ketan Hitam 37,50 10,20 0 0 0 

Pendok 20,87 16,85 0 0 0 

2 

Pandanwangi 22,33 16,92 1 1 0 

Ketan Hitam 61,76 4,92 0 0 0 

Pendok 29,41 24,66 0 0 0 

3 

Pandanwangi 29,89 25,81 1 1 0 

Ketan Hitam 47,14 14,81 1 0 0 

Pendok 25,47 25,32 0 0 0 

4 

Pandanwangi 26,23 19,79 0 0 0 

Ketan Hitam 50,94 8,47 0 0 0 

Pendok 28,41 35,29 0 0 0 

5 

Pandanwangi 17,05 16,88 0 0 0 

Ketan Hitam 39,68 20,41 1 1 0 

Pendok 20,69 25,61 1 1 0 

Rata-rata 

Pandanwangi 34,51 18,64 2 2 0 

Ketan Hitam 57,59 11,76 2 1 0 

Pendok 32,19 25,55 1 1 0 

Keterangan: Pengukuran tingkat regenerasi dengan melihat porsi greenspot menggunakan aplikasi 

ImageJ; Tingkat kematian eksplan dihitung dari persentase eksplan yang mati terhadap total eksplan. 

Pengamatan respon eksplan pada fase regenerasi dan seleksi diperoleh hasil 

rata-rata persentase kalus greenspot tertinggi yaitu pada varietas Pendok dengan 

nilai 25.55%, kemudian varietas Pandan Wangi 18.64%, dan tingkat regenerasi 

terendah yaitu pada varietas Ketan Hitam 11.76%. Pada fase regenerasi diperoleh 

planlet 2 planlet varietas Pandan Wangi, 2 planlet varietas Ketan Hitam, dan 1 

planlet varietas Pendok. Terdapat 2 tanaman putatif transforman Pandan Wangi dan 

Ketan Hitam, sedangkan varietas Pendok hanya terdapat 1 tanaman putatif 

transforman yang resisten terhadap antibiotik hygromycin pada fase seleksi. 

Tanaman putatif transforman tersebut mengalami stres setelah diaklimatisasi, 

sehingga tidak dapat dilakukan analisis PCR. 
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Gambar 9 Respon eksplan fase regenerasi pada varietas padi (1) Pandan Wangi, (2) Ketan 

Hitam, dan (3) Pendok di media Murashige dan Skoog (MS) Kinetin 2 ppm dan 

NAA 1 ppm, (A) Tingkat Regenerasi kalus dalam petridish, (B) Kalus mengalami 

greenspot, (C) Planlet, (D) Tanaman putative transforman, dan (E) Aklimatisasi 

tanaman putative transforman. Pengukuran tingkat regenerasi dengan melihat 

porsi greenspot menggunakan aplikasi ImageJ. Scale bar: 1 mm 

4.2 Pembahasan 

Berdasarkan hasil penelitian, respon eksplan dari tiga varietas padi lokal, 

yaitu Pandan Wangi, Ketan Hitam, dan Pendok, menunjukkan pola yang berbeda 

pada setiap tahapan kultur. Perbedaan respon ini dipengaruhi oleh faktor genotipe 

tanaman yang berkaitan dengan karakteristik varietas padi lokal kelompok javanica 

(tropical japonica). Padi javanica memiliki keragaman genetik yang tinggi serta 

adaptasi yang baik terhadap lingkungan tropis, tetapi relatif menunjukkan respon 

yang variatif dalam kultur jaringan dan transformasi genetik (Rachmawati & Anzai, 

2006). Genotipe tanaman berperan dalam menentukan kemampuan dediferensiasi 

sel, pembentukan kalus embriogenik, respon terhadap infeksi A. tumefaciens, serta 

kemampuan regenerasi setelah transfer T-DNA (Alpeter et al., 2016). 

Pada fase induksi kalus (Tabel 2), semua varietas menunjukkan kemampuan 

membentuk kalus dalam rentang waktu yang relatif sama, yaitu sekitar 12-14 hari, 

yang mengindikasikan bahwa ketiga varietas tersebut memiliki respon yang cukup 

baik terhadap media induksi yang digunakan. Padi Pandan Wangi dan Pendok 

menunjukkan persentase eksplan berkalus yang relatif tinggi dan menghasilkan 
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kalus dengan karakteristik white-friable hingga yellowish-friable yang merupakan 

ciri khas kalus embriogenik dengan potensi regenerasi tinggi. Sedangkan, varietas 

Ketan Hitam menghasilkan kalus dengan karakteristik yellowish-semi friable 

dengan viabilitas yang lebih rendah. Kalus dengan karakter friable dan bersifat 

embriogenik umumnya lebih mudah diinfeksi oleh Agrobacterium karena memiliki 

aktivitas pembelahan sel yang tinggi dan lebih mendukung transfer T-DNA 

dibandingkan kalus non-embriogenik (Toki, 1997). Perbedaan ini menunjukkan 

bahwa masing-masing varietas memiliki kapasitas dediferensiasi sel dan poliferasi 

yang berbeda. Respons induksi kalus pada padi sangat dipengaruhi oleh genotipe, 

di mana beberapa varietas tropical japonica memiliki kemampuan yang lebih baik 

dalam menghasilkan kalus embriogenik dibandingkan varietas lainnya (George et 

al., 2008). Selain itu, padi lokal memiliki kandungan metabolit sekunder dan tingkat 

aktivitas hormon endogen juga berkontribusi terhadap kualitas kalus yang 

terbentuk, sehingga mempengaruhi keberhasilan tahap selanjutnya. 

Pada tahap co-cultivasi dan eliminasi (Tabel 3), respon eksplan berkaitan 

dengan karakteristik varietas javanica. Varietas Pandan Wangi menunjukkan 

tingkat eksplan normal yang lebih tinggi serta tingkat kematian yang lebih rendah 

dibandingkan Ketan Hitam dan Pendok, yang menunjukkan bahwa varietas ini 

memiliki toleransi yang lebih baik terhadap stres yang ditimbulkan selama interaksi 

dengan A. tumefaciens. Sedangkan, varietas Ketan Hitam menunjukkan tingkat 

browning dan kematian eksplan yang tinggi, yang mengindikasikan adanya 

sensitivitas yang lebih besar terhadap kondisi stres in vitro. Rata-rata browning 

mencapai 49,71% dengan tingkat kematian eksplan sebesar 54,77%. Browning ini 

umumnya disebabkan oleh oksidasi senyawa fenolik sebagai respon pertahanan 

terhadap infeksi Agrobacterium, yang kemudian membentuk senyawa quinon yang 

bersifat toksik dan menghambat pertumbuhan sel, serta menurunkan viabilitas 

eksplan (Hiei & Komari., 2008). Akumulasi senyawa fenolik teroksidasi dapat 

bersifat toksik bagi sel dan menghambat regenerasi maupun integrasi T-DNA (Xu 

& Huang, 2014). Sedangkan, varietas Pandan Wangi memiliki tingkat browning 

dan kematian eksplan paling rendah, masing-masing sebesar 23,48% dan 29,69%, 

sehingga kondisi fisiologis eksplan lebih mendukung keberhasilan transformasi. 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



28 
 

 

 

Pada varietas javanica, perbedaan tingkat browning ini berkaitan dengan 

kandungan metabolit sekunder antar varietas yang berbeda, di mana beberapa 

varietas lokal diketahui memiliki kandungan fenolik yang lebih tinggi sehingga 

lebih rentan mengalami browning selama kultur in vitro. Selain itu, overgrowth A. 

tumefaciens yang yang terjadi pada semua varietas juga menunjukkan bahwa 

interaksi antara bakteri dan jaringan tanaman belum sepenuhnya optimal. Meskipun 

tingkat overgrowth relatif rendah, kondisi ini tetap berpotensi menghambat 

pertumbuhan eksplan akibat kompetisi nutrisi dan produksi senyawa toksik oleh 

bakteri. Berkaitan dengan hal ini, varietas Pandan Wangi yang menunjukkan 

tingkat viabilitas lebih tinggi memiliki kemampuan fisiologis yang lebih baik dalam 

mempertahankan integritas sel selama proses co-cultivasi. Keberhasilan 

transformasi berbasis Agrobacterium tidak hanya ditentukan oleh kemampuan 

bakteri dalam mentransfer T-DNA, tetapi juga oleh respons jaringan tanaman 

terhadap infeksi dan stres lingkungan (Gelvin, 2003). 

Pada tahap regenerasi dan seleksi (Tabel 4), varietas Pendok menunjukkan 

tingkat regenerasi tertinggi, diikuti oleh Pandan Wangi, sedangkan Ketan Hitam 

menunjukkan tingkat regenerasi terendah serta tingkat kematian eksplan tertinggi. 

Hal ini menunjukkan bahwa meskipun Pandan Wangi unggul pada tahap awal 

kultur, varietas Pendok memiliki kemampuan rediferensiasi yang lebih baik pada 

tahap regenerasi. Kemampuan ini berkaitan dengan kualitas kalus yang dihasilkan 

pada tahap induksi, di mana kalus dengan tekstur friable dan viabilitas tinggi lebih 

mampu berkembang menjadi planlet. Menurut Ikeuchi et al. (2013), keberhasilan 

regenerasi sangat bergantung pada kemampuan sel kalus untuk mengalami transisi 

dari fase dediferensiasi menuju rediferensiasi, yang sangat dipengaruhi oleh kondisi 

fisiologis sel dan faktor genetik tanaman. Varietas Pandan Wangi menghasilkan 

rata-rata dua planlet pada fase regenerasi dan dua transforman putatif. Ketan Hitam 

dua planlet pada fase regenerasi dan 2 tanaman transforman putatif. Sedangkan, 

Pendok memiliki tingkat regenerasi tertinggi sebesar 25,55%, hanya menghasilkan 

1 tanaman putatif transforman.  

Efisiensi transformasi yang dihitung dari jumlah tanaman putatif transforman 

adalah sebesar 0,2% pada Pandan Wangi serta 0,1% pada Ketan Hitam dan Pendok. 
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Nilai tersebut tergolong rendah, tetapi masih umum pada transformasi padi 

menggunakan metode Agrobacterium-mediated, terutama pada varietas lokal yang 

memiliki respons kultur jaringan berbeda-beda (Sahoo et al., 2011). Pada varietas 

Pendok, kemampuan regenerasi yang tinggi menunjukkan kemampuan 

morfogenesis jaringan dibandingkan keberhasilan transfer gen asing. Sedangkan, 

Pandan Wangi dan Ketan Hitam meskipun memiliki regenerasi lebih rendah 

dibandingkan Pendok mampu menghasilkan transforman putatif karena kondisi 

fisiologis kalus lebih mendukung proses infeksi dan integrasi T-DNA. Efisiensi 

transformasi yang rendah menunjukkan bahwa efisiensi transformasi dipengaruhi 

oleh kombinasi beberapa faktor, seperti kompatibilitas genotipe tanaman dengan 

strain Agrobacterium, aktivitas gen vir, kondisi sel target, kemampuan regenerasi, 

dan respon pertahanan tanaman terhadap infeksi bakteri (Toki, 1997; Norkunas et 

al., 2018).
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa transformasi 

Agrobacterium tumefaciens Strain LBA4404 yang terinsersi plasmid 

pRGEB32::UGTs.sgRNA1 berhasil dilakukan pada ketiga varietas padi lokal yang 

ditunjukkan dengan adanya tanaman putatif transforman. Efisiensi transformasi 

berdasarkan jumlah putatif transforman tergolong rendah, yaitu 0,2% pada Pandan 

Wangi, serta 0,1% pada Ketan Hitam dan Pendok. 

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan, diperlukan adanya analisis 

PCR dan sequencing untuk mengetahui tingkat keberhasilan knock-out gen 

pengkode UGTs dan tingkat off target, serta diperlukan analisis karakteristik pada 

tanaman putatif transforman yang diperoleh.
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Dokumentasi Kegiatan Penelitian 
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