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Gen chi Penyandi enzim kitinase yang diisolasi dari bakteri Aeromonas
caviae WS7b, merupakan bakteri tanah dari Pulau Bangka, Indonesia.
Enzim kitinase adalah salah satu protein yang terlibat dalam mekanisme
pertanahan tanaman karena dapat mendegradasi kitin. Kitin adalah
komponene utama dari dinding hifa cendawan patogenik dan sel
nematoda.

Hasil analisis sekuen gen chi yang memiliki besar 2925 bp memiliki
kandungan G+C sebesar 63.74 % dan A+T sebesar 36.26 %, dengan
jumlah asam amino 864 dan perkiraan berat melekulnya 91.6 kDalton.
Dari pembandingan dengan gen chi yang berasal dari tanaman kentang,
gen ini memiliki homology sekitar 23 %, dan 98 % dengan chiA dari
A.caviae yang diisolasi di Israel. Gen ini berhasil dikonstruksi pada
plasmid binary dengan memfusikannya dibawah kendali Promotor
35ScaMV dan Terminator octopin. Gen chi yang dikonstruksi secara fusi
transkripsi ini ada yang searah dengan promotor (pada plasmid pARS51),
dan ada yang tidak searah dengan promotor (pada plasmid pARS52) yang
selanjutnya akan digunakan sebagai kontrol gen. Hasil konstruksi ini
ditransformasi ke dalam bakteri Agrobacterium tumefaciens strain LBA
4404 (pAL4404) dengan cara elektroporasi dan selanjutnya bakteri
rekombinan ini digunakan untuk merakit kentang transgenik dari kultivar
Desiree. Maka seleksi yang digunakan adalah NPTII (resistensi terhadap
kanamisin).

Kandidat transgenik yang ditransformasi masing-masing dengan pARSS51
dan pARSS52 masing-masing sebanyak 25 planlet dianalisis. Hasil
hibridisasi Southern ternyata membawa jumlah kopi T-DNA yang berbeda,
mulai dari 1 sampai 5 kopi. Dari hasil amplifikasi PCR dengan primer
yang spesifik ARCHI 1 (5CCATGGTAAGTCCAAAACTTTCCCTG) dan
ARCHI2 (5GTCCATCCGCCGACGGCA) menunjukan ada 2 planlet yang
tidak membawa T-DNA dalam genomnya yaitu tanaman pembawa gen chi
dari pARSS52. Analisis transkripsi dengan metoda RT-PCR (Reverse
Transcriptase PCR) dilakukan pada 7 planlet yang positif membawa T-DNA
dari pARSS51. Hasilnya menunjukan gen chi yang ditranformasikan ke
dalam genom tanaman dapat ditranskripsi mengasilkan mRNA.

Analisis protein kitinase dilakukan dengan mengevaluasi aktifitas
antifungal dari enzim tersebut terhadap pertumbuhan hifa cendawan
Fusarium oxysporum f.sp. licopersici secara in vitro. Dari 10 individu
planlet yang membawa gen chi dari pARSS51, 1 planlet yang membawa gen
chi dari pARSS52, 1 planlet yang tidak membawa gen chi dan 1 planlet non
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transgenik diisolasi total proteinnya dan diperlakukan pada hifa cendawan
berumur 3 hari pada beberapa taraf konsentrasi protein (10,20,30,40,50
hg). Setelah diinkubasi selama 14 hari ternyata protein yang berasal dari
planlet yang membawa gen chi dari pARS51 mampu menghambat
perkembangan hifa cendawan Fusarium dengan tingkat penghambatan
yang bervariasi, sementara yang membawa gen chi dari pARSS52
kehilangan kemampuan penghambatannya. Tanaman yang tidak
membawa gen chi, maupun dari planlet yang non transgenik hanya
mampu menghambat pertumbuhan cendawan hingga 7 hari setelah
inkubasi. Dari hasil pengamatan mikroskopik terhadap hifa cendawan
terlihat bahwa hifa cendawan yang terhambat pertumbuhannya
mengalami degradasi pada ujung dan septumnya sehingga terjadi lisis.
Hifa-hifa tersebut menjadi seperti tabung kosong karena isi selnya keluar.

Pengujian terhadap kemampuan pembentukan umbi in vitro dari tanaman
transgenik di atas baik pada media cair-cair maupun padat-cair ternyata
tidak berbeda antara tanaman transgenik dan yang nom transgenik. Hasil
ini menjadi informasi awal tentang fenotipe tanaman transgenik yang
diharapkan tidak berbeda dengan fenotipe tanaman asalnya yaitu yang
non transgenik.

Evaluasi fenotipe dari galur-galur transgenik yang diperoleh dilakukan
dirumah ketat serangga pada tanaman To dan generasi umbi Go.
Hasilnya menunjukkan bahwa galur-galur tersebut berbeda satu dengan
yang lain berbeda dengan tanamn nontransgenik. Pada generasi To, galur
511.8.511.9 dan 511.17 tidak terserang nematoda bintil akar maupun
Fusarium, dan galur 526.1 terserang paling tinggi yaitu masing-masing
sebesar 25,83 % dan 7,5 %.

Individu transgenik pembawa gen chi dari pARSS51 dari galur 511.8, 551.9
dan 511.17 berpotensial menjadi kultivar baru yang resistean terhadap
cendawan dan nematoda, namun demikian evaluasinya di lapangan masih
harus dilakukan baik sifat ketahannya terhadap patogen cendawan dan
nematoda, juga sifat-sifat agronominya pada lingkungan yang tidak
terkontrol. Disamping itu masih perlu dilakukan pengujian terhadap
keamanan pangan dari umbi transgenik ini pada hewan seperti kelinci
atau tikus untuk memperoleh informasi keaman umbi ini bila dikonsumsi
oleh manusia.
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