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RINGKASAN

EDY BATARA MULYA SIREGAR. Transformasi Genetika dan
Regenerasi Tanaman Cabai Transgenik (Capsicum annuum L.) Dengan
Bantuan Agrobacterium. Di bawah bimbingan RUSMILAH SUSENO, sebagai
ketua, SUDARSONO, A, SURKATI ABIDIN, BUDI TJAHJONO, dan
HAJRIAL ASWIDINNOOR sebagai anggota.

Penelitian ini terdiri atas dua seri utama penelitian, yaitu regenerasi
tunas langsung cabai merah dan transformasi dan regenerasi tanaman cabai
transgenik dengan bantuan Agrobacterium. Percobaan regenerasi tunas
tanaman cabai dilakukan untuk mendapatkan jenis media, zat pengatur
tumbuh, tipe eksplan cabai, dan kultivar cabai yang menghasilkan efisiensi
regenerasi yang tinggi. Medium dasar MS digunakan dalam semua
percobaan dan dikombinasikan dengan perlakuan yang diuji. Transformasi
dan regenerasi tanaman cabai transgenik dilakukan dengah menggunakan
tipe Agrobacterium non-disarmed dan disarmed. Berbagai faktor yang
mempengaruhi efisiensi introduksi dan regenerasi tanaman cabai transgenik
ditentukan dalam percobaan ini. Esei transien gen GUS pada eksplan dan
analisis histokimia dilakukan untuk mendeteksi integrasi dan ekspresi gen
yang diintroduksikan. Gen marker npfll dan gen GUS digunakan dalam
pecobaan ini. Metode deteksi dengan teknik PCR digunakan untuk

memastikan integrasi DNA marker di dalam genom tanaman cabai.



Percobaan pertama regenerasi tunas bertujuan untuk mendapatkan
jenis eksplan cabai, kuitivar cabai, jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh
yang tepat untuk menginduksi tunas cabai secara in vitro. Eksplan daun
muda lebih konsisten untuk menghasilkan tunas dibandingkan dengan
eksplan kotiledon dan hipokotil. Zat pengatur tumbuh BAP lebih dapat
menginduksi tunas dari eksplan tanaman cabai dibandingkan dengan zat
pengatur tumbuh 2-iP dan kinetin.

Tiga kultivar cabai, yaitu Tit L. Super, Jatilaba, dan Laris berpotensi
untuk digunakan sebagai bahan studi regenerasi tanaman cabai secara in
vifro. Sedangkan dua kultivar cabai lainnya yang diuji, yaitu Hot Spiral dan
Hot Beauty belum dapat diinduksi membentuk tunas pada percobaan ini.

Percobaan kedua regenerasi tanaman cabai bertujuan untuk
mendapatkan jenis gula, vitamin, komposisi medium untuk pemanjangan
tunas, dan konsentrasi BAP yang tepat pada medium terbaik yang diperoleh.
Komposisi medium dasar MS dengan kombinasi jenis gula glukosa dan
vitamin L merupakan komposisi medium paling tepat untuk induksi tunas
cabai secara in vifro. Efisiensi regenerasi yang dihasilkan pada kombinasi ini
paling tinggi dibandingkan kombinasi jenis gula sukrosa atau fruktosa dengan
vitamin B, atau Bs. Kombinasi zat pengatur tumbuh BAP (4 - 6 mg/l) dan IAA
(0 — 0.25 mg/i) merupakan konsentrasi yang menghasilkan frekuensi tertinggi
untuk penginduksian tunas eksplan cabai.

Tunas yang disubkultur pada media regenerasi terus menerus tidak

akan membesar dan memanjang. Media pembesaran dan pemanjangan



tunas terbaik setelah induksi tunas berhasil pada eksplan cabai adalah media
dasar MS yang mengandung BAP (1 mg/t), AgNOs (5 mg/l), GA3z (2 mg/), dan
Ca-P (2 mg/).

Percobaan pertama mengenai f{ransformasi tanaman cabai
menggunakan Agrobacterium onkogenik dengan dua metode inokulasi,
yaitu dengan olesan pasta bakteri pada eksplan hipokotil dan dengan cara
merendam eksplan pada suspensi bakteri. Dengan metode olesan pasta
bakteri pada eksplan hipokotil dua kultivar cabai terinduksi membentuk tunas,
yaitu cv. Laris dan Tit L. Super, sedang kultivar lainnya tidak terinduksi
membentuk tunas. Dengan metode perendaman di dalam suspensi bakteri
dapat diregenerasikan sejumlah tunas dari eksplan cabai. Eksplan daun
muda cv. Tit L. Super yang ditransformasi dengan Agrobacferium onkogenik
LBA201 dapat membentuk tunas pada media seleksi sebanyak 12 buah
tunas dari 5 buah eksplan. Seluruh tunas yang terbentuk tidak dapat
membesar dan memanjang pada medium proliferasi tunas. Eksplan hipokotil
cv. Lars yang ditransformasi dengan tipe onkogenik Agrobacterium
onkogenik LBA9402 menghasilkan tunas sebanyak 14 buah dari 10 buah
eksplan. Empat buah tunas berhasil dibesarkan dan dipanjangkan, diakarkan
dan diaklimatisasi pada media tanah.

Berdasarkan hasil percobaan ini jelas terfihat adanya variasi genetika
kerentanan di antara kultivar cabai merah terhadap  Agrobacterium

onkogenik yang digunakan. Walaupun efisiensi transformasi yang



diperoleh masih rendah tetapi metode ini potensial untuk dikembangkan lebih
lanjut.

Percobaan transformasi tanaman cabai dengan bantuan Agrobacterium
disarmed bertujuan untuk mengoptimasi faktor-faktor yang berpengaruh
terhadap keefektifan introduksi dan regenerasi tunas transgenik. Faktor-faktor
yang diuji adatah tingkat populasi bakteri, lama inokulasi, lama kokultivasi,
dan proses pre-kultur eksplan. Kepekaan eksplan tanaman cabai dapat
dikurangi dengan mengkultur eksplan terlebih dahulu pada media regenerasi
selama beberapa hari (pre-kultur). Stres pelukaan pada eksplan dan stres
infeksi bakteri dikurangi dengan melakukan pre-kultur pada eksplan.

Kondisi terbaik untuk mendapatkan hasil esei transien tertinggi pada
eksplan hipokotil adalah perakuan pre-kultur enam bhari, penggunaan
populasi bakteri dengan ODgpo=1.0, lama inokulasi lima menit, dan lama
kokultivasi satu hari. Sedang untuk eksplan daun muda adalah periakuan
pre-kultur selama tiga hari, penggunaan populasi bakteri dengan ODgp=1.0,
lama inokulasi lima menit, dan lama kokultivasi satu hari.

Kondisi terbaik untuk mendapatkan hasil regenerasi tunas yang
mengekspresikan gen GUS [+] tertinggi pada eksplan hipokotil adalah
periakuan pre-kultur selama sembilan hari, tingkat populasi bakteri dengan
ODs0o=1.0, lama inokulasi lima menit, dan lama kokultivasi satu hari. Sedang
untuk eksptan daun muda adalah perlakuan pre-kultur selama enam hari atau
sembitan hari dengan lama kokultivasi satu atau dua hari, tingkat populasi

bakteri dengan ODg»p=0.5 dan lama inokulasi [ima menit. A. tumefaciens



yang membawa gen nptll dan gen CP-PVY dapat diintroduksikan ke dalam
genom tanaman cabai merah-cv. Tit L. Super. Dari-empat kultivar lainnya,
yaitu Laris, Jatilaba, Hot Spiral dan Tumpang tidak diperoleh tanaman
transgenik. Deteksi dengan teknik PCR satu tanaman transgenik yang
diperoleh positif mengandung gen npfil yang diintroduksikan. Gen nptl
tersebut dapat diwariskan keketurunannya, karena dua buah tanaman

turunan pertama (R+) juga positif mengandung gen nptil.
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