I PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kentang (Solanum tuberosum, L) merupakan tanaman hortikultura yang
memiliki nilai ekonomi tinggi dan termasuk salah satu tanaman pangan terpenting
ketiga dunia setelah padi dan gandum. Total produksi kesecara global tahun 2017
melebihi 350 juta ton dan penyumbang produksi terbesar berasal dari negara-negara
Asia sebesar 50,3 %, diikuti oleh Eropa 31,3 % (FOASTAT 2020). Konsumsi
kentang yang cenderung terus meningkat terutama dalam bentuk kentang olahan
seperti kentang goreng (french fries) dan keripik (chip) mengakibatkan permintaan
bahan baku kentang untuk industri juga meningkat. Sementara itu, produksi
kentang di Indonesia terutama kentang yang digunakan sebagai bahan baku kentang
industri masih rendah sehingga sebagian kebutuhan kentang industri tersebut
dipenuhi melalui impor. Data statistik menunjukkan bahwa jumlah impor kentang
olahan dalam bentuk kentang beku mengalami peningkatan dimana pada tahun
2019 sebesar 8533 ton dan meningkat menjadi dua kali lipat pada tahun 2020 yaitu
sebesar 15.723 ton (BPS 2020). Selain produktivitas yang rendah, infeksi penyakit
merupakan kendala utama dalam budidaya tanaman kentang. Kiloes et al. (2015),
melaporkan bahwa biaya terbesar yang harus dikeluarkan oleh petani adalah
keperluan benih yaitu sebesar 49 % dari total biaya dan disusul oleh biaya
penggunaan pestisida yaitu sebesar 20 %.

Penyakit pada tanaman kentang sangat mudah berkembang karena kentang
dibudidayakan dengan perbanyakan secara vegetatif. Terdapat beberapa patogen
yang menyebabkan penyakit pada tanaman kentang diantaranya bakteri, fungi dan
virus (Davidson dan Xie 2014). Pada tanaman kentang, penyakit layu bakteri
(bacterial wilt) yang disebabkan oleh R. solanacearum merupakan penyakit yang
paling penting (Charkowski et al. 2020). R. solanacearum termasuk peringkat 10
teratas sebagai bakteri patogen pada tanaman berdasarkan hasil survei terhadap ahli
bakteri patogen tanaman yang berasasosiasi dengan jurnal Molecular Plant
Pathology (Mansfield et al. 2012). R. solanacearum dilaporkan menyerang lebih
dari 250 spesies tanaman yang sebagian besar inangnya tersebut termasuk dalam
famili Solanaceae dan Musaceae (Peeters et al. 2013). Bakteri patogen R.
solanacearum ditularkan melalui tanah dan menginfeksi tanaman melalui luka,
ujung akar atau retakan akibat perkembangan akar lateral. Bakteri yang telah
menginfeksi kemudian menjajah korteks akar, menyerang pembuluh xilem dan
menyebar ke bagian tanaman yang lain (Mansfield et al. 2012).

Strategi yang umum dilakukan untuk menanggulangi infeksi dan penyebaran
bakteri patogen pada tanaman kentang diantaranya menggunakan bibit yang
tersertifikasi dan mendesinfeksi umbi sebelum penyimpanan (Davidson dan Xie
2014). Strategi lain yang dilakukan untuk mengendalikan penyakit yaitu merakit
kultivar tahan (resistant) patogen. Untuk mendapatkan kultivar yang tahan terhadap
penyakit bakteri, beberapa klon tanaman kentang telah dirakit, yaitu melalui fusi
protoplas antar spesies (Fock et al. 2000), introduksi gen non-origin tanaman yang
menyandikan protein antimikroba seperti lisozim (Mourgues et al. 1998) dan
introduksi gen resisten penyakit tanaman (R gene) yang memiliki kemampuan
untuk mendeteksi infeksi dan menginduksi respon ketahanan bawaan tanaman
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(Gururani et al. 2012). Namun beberapa komponen respon ketahanan bawaan
tanaman bersifat tidak spesifik (Wiesner-Hanks dan Nelson 2016).

Lisozim merupakan salah satu protein antimikroba yang telah banyak dikaji
serta dapat ditemukan secara luas di alam dan memiliki aktivitas bakteriolitik
mampu mendegradasi peptidoglikan komponen penyusun dinding sel bakteri
{Jolles 1996). Gen penyandi lisozim telah banyak diintroduksikan baik pada
tanaman model maupun tanaman komersial untuk meningkatkan ketahanan
terhadap infeksi patogen penyebab penyakit. Introduksi gen penyandi 74 lysozyme
pada tanaman rumput tall fescue (Festuca arundinacea Schreb.) menghasilkan
tanaman rumput transgenik yang resisten terhadap Rhizoctonia solani dan
Magnaporthe grisea (Dong et al. 2008). Gen HL penyandi human lysozyme
dilaporkan telah berhasil diintroduksikan pada tanaman pisang (Musa spp)
menghasilkan tanaman pisang transgenik yang resisten terhadap Fusarium
axysporum (Pei et al. 2005). Gen LYZ-C penyandi lisozim tipe c telah
diintroduksikan ke dalam tanaman kentang kultivar Desiree yang menghasilkan
tanaman kentang transgenik yang meningkat resistensinya terhadap FErwinia
carotovora subsp. Atroseptica (Serrano et al. 2000) dan kultivar Jala Ipam yang
menghasilkan tanaman kentang transgenik yang meningkat resistensinya terhadap
R. solanacearum secara in vitro (Senjaya 2017) dan di lapangan (Alfian et al. 2020).
Kentang kultivar Jala Ipam tidak fertil sehingga gen LYZ-C yang terdapat di dalam
tanaman kentang Jala Ipam transgenik tersebut tidak bisa dipindahkan ke kentang
kultivar lain melalui persilangan. Oleh karena itu, gen LYZ-C digunakan untuk
merakit tanaman kentang kultivar IPB CP3 tahan terhadap bakteri patogen
penyebab penyakit layu bakteri. Kentang kultivar IPB CP3 merupakan varietas
kentang yang memiliki karakteristik yang cocok untuk kebutuhan industri sebagai
kentang olahan baik kripik maupun kentang goreng.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah mengintroduksikan gen LYZ-C penyandi lisozim
ke dalam tanaman kentang (S. tuberosum L.) kultivar IPB CP3 untuk meningkatkan
resistensinya terhadap penyakit bakteri R. solanacearum.

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah memperoleh tanaman kentang kultivar IPB
CP3 transgenik yang mengekspresikan gen LYZ-C penyandi lisozim serta tahan
terhadap penyakit bakteri R. solanacearum.
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2.1 Mekanisme Transfer Gen oleh Agrobacterium tumefaciens

Transfer gen ke dalam tanaman kentang dapat dilakukan secara langsung
menggunakan mikroprojectile bombardment (Craig et al. 2005), maupun secara
tidak langsung melalui perantara Agrobacterium tumefaciens (Banerjee et al. 2006).
Metode transformasi dengan mikroprojectile bombardment dan perantara A.
tumefaciens merupakan metode yang paling umum digunakan untuk
mengintroduksikan gen ke dalam tanaman karena kemampuannya mentransformasi
gen secara utuh (Kole er al. 2010). Meskipun demikian, transformasi dengan
perantara 4. tumefaciens lebih umum digunakan karena lebih efisien dan lebih
mudah mendapatkan salinan transgen tunggal (Krenek et al. 2015). A. tumefaciens
tipe liar di alam dikenal sebagai agen penyebab penyakit 'crown-gall' akibat dari
transfer segmen T-DNA (transfer DNA) dari plasmid bakteri yang menginduksi
tumor (Ti) pada sel inang (Gelvin 2012). T-DNA merupakan wilayah plasmid Ti
dari A. tumefaciens antara 23 bp sekuen berulang untai tunggal dan ditransfer ke
dalam sel tanaman inang selama infeksi. Kemampuan mentransfer T-DNA tersebut
ke dalam sel inang membutuhkan protein-protein yang dikodekan oleh gen
virulensi kromosom (chv) bakteri dan gen virulensi T-plasmid (vir) (McCullen dan
Binns 2006).

Proses transfer gen dari A. tumefaciens ke dalam genom tanaman melalui
beberapa tahapan yaitu pengenalan sinyal untuk menginduksi sistem virulensi
bakteri yang selanjutnya mengaktivasi gen-gen vir, pembentukan T-DNA complex
yang selanjutnya ditransfer ke dalam sitoplasma sel tanaman, perakitan T-DNA
complex matang yang akan ditransfer ke inti sel tanaman, penargetan kromatin dan
integrasi T-DNA ke dalam genom tanaman, dan ekspresi gen T-DNA (Gambar 1).
Tahapan awal proses transformasi pada tanaman yaitu pengenalan sinyal berupa
senyawa fenolik seperti acetosyiringone, o-hydroxyacetosyringone dan p-
hydroxybenzoate yang diproduksi oleh tanaman sebagai respon adanya stres biotik
maupun abiotik seperti pelukaan (Bhattacharya et al. 2010). A. tumefaciens
mendeteksi sinyal tersebut melalui sensor permukaan sel dan merespon dengan
mengoptimalkan aktivitas sistem virulensinya (Lacroix dan Citovsky 2013). Sinyal
tersebut memicu sistem respon sensorik komponen VirA dan VirG yang
selanjutnya menginduksi ekspresi gen-gen vir lainnya yang mengkodekan sebagian
besar komponen protein yang diperlukan untuk transfer T-DNA (McCullen dan
Binns 2006). Protein Vir yang diinduksi oleh senyawa fenolik tersebut adalah
VirD1 dan VirD2 yang bekerja sama memotong untai T-DNA pada wilayah
plasmid Ti membentuk nick pada batas sekuen berulang yang dibatasi oleh /eft
border (LB) dan right border (RB) (Gelvin 2016).

Selama pemrosesan T-DNA, VirD2 berikatan secara kovalen pada ujung 5’
dari T-DNA utas tunggal (7-strand) (Gelvin 2012). VirD2/T-strand dan beberapa
protein Vir lainnya seperti VirE2, VirE3 dan VirF selanjutnya di transfer ke dalam
sitoplasma sel tanaman melalui VirB/VirD4 pada sistem sekresi tipe [V. Konjugat
untai VirD2/T-strand didalam sel inang dikemas oleh molekul-molekul VirE2
untuk membentuk 7-complex yang matang (Tzfira et al. 2004; Citovsky et al. 2007).
VirE2 dan VirD2 berperan dalam penargetan 7-complex ke inti sel melalui interaksi
dengan importin a dan melalui pori-pori inti. VirD2 mengandung wilayah C-
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terminal yang berisi sekuen nuclear localization signal (NLS) bipartit yang

berperan penting dalam mentransfer 7-strand ke inti sel tanaman (Krenek et al.
»2015). Selain dari itu, VirE2 juga berperan melindungi 7-strand dari degradasi
cleolitik dalam sel tanaman (Gelvin 2012).
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bar 1 Tahapan utama proses transfer dan integrasi T-DNA. (1) Pengenalan
sinyal tanaman oleh bakteri melalui sistem sensori VirA/VirG, diikuti
dengan aktivasi gen-gen Vir dan penempelan bakteri ke sel inang, (2)
T-strand dikeluarkan dari wilayah T-DNA oleh VirD2/VirD1, (3) 7-
strand ditransfer dengan molekul VirD2 yang melekat secara kovalen
dan beberapa protein Vir lainnya ke dalam sitoplasma sel tanaman
melalui VirB/VirD4 sistem sekresi tipe IV, (4) Di dalam sel inang,
konjugat untai VirD2 dan 7-strand dikemas oleh molekul-molekul
VirE2 untuk membentuk 7-complex yang matang, (5) T-complex
menuju nukleus melalui interaksi dengan beberapa protein sel inang
seperti importins o, VIP1 dan protein-protein dynein-like, (6) T-
complex menargetkan integrasi pada situs integrasi dan protein yang
berasosiasi dengan T-complex dihilangkan melalui degradasi
proteasom melalui jalur SCFV™ yang dimediasi oleh VBF dan (7) T-
strand dikonversi menjadi utas ganda dan diintegrasikan ke dalam
genom inang melalui perangkat perbaikan DNA sel inang (Citovsky et
al. 2007).

: Jaquins ueyngaAusw uep ueywniuesusw edue) lul sijny eA1ey yninjas neje ueibeqes dinbusw Buese)iq |

Setelah translokasi dari sitoplasma ke inti sel, 7-strand selanjutnya
terintegrasi pada kromatin sel inang. Beberapa protein tanaman berinteraksi dengan
komponen 7-strand kompleks serta memediasi penargetan 7-strand ke kromatin sel
inang (Lacroix dan Citovsky 2013). VirD2 dapat berinteraksi dengan cyclin-
dependent kinase activating kinase CAK2M. CAK2M juga berinteraksi pada C-
tecrminal sub unit besar RNA polymerase II yang kemudian mengenali TATA box
binding protein (TBPs). TBP berperan penting dalam inisiasi transkripsi (Bako et
al. 2003). Asosiasi antara VirD2 dengan TATA box dapat memandu 7-strand
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kompleks menuju wilayah kromatin yang ditranskripsikan secara aktif (Gelvin
2010). Protein VirD2 dan VirE2 yang terikat pada T-DNA perlu dilepaskan agar
dapat diakses oleh sistem replikasi dan transkripsi molekul DNA genom sel inang.
T-kompleks tersebut dapat didegradasi oleh aktifitas sistem ubiquitin/proteosom
(UPS) (Magori dan Citovsky 2011). Proteolisis tersebut tergantung Skp I-Cullin-F-
box protein yang disebut SCFV'™ yang dimediasi VIP I-binding F-box protein
(VBF). VirF maupun VBF tidak dapat berinteraksi secara langsung dengan VirE2
(Tzfira et al. 2004). Gelvin 2016, mengemukakan bahwa terdapat dua mekanisme
integrasi 7-Strand ke dalam genom tanaman yaitu nonhomologous end-joining
(NHEJ) dan microhomology-mediated end-joining (MMEJ). Mekanisme
berdasarkan MMEJ yaitu VirD2/T-strand menargetkan wilayah microhomology
antara T-DNA, sedangkan mekanisme berdasarkan NHEJ yaitu sekuen DNA
tanaman dan utas tunggal 7-strand direplikasi di dalam inti sel tanaman menjadi
utas ganda yang kemudian terintegrasi pada bagian double-strand yang putus dalam
genom inang (Gelvin 2012). Beberapa faktor yang mempengaruhi transfer T-DNA
dan intergasinya ke dalam genom melalui perantara A. tumefaciens yaitu tipe
eksplan, komposisi media kultur, kerapatan sel 4. tumefaciens, suhu ko-kultivasi,
lama ko-kultivasi dan jenis selectable marker yang digunakan (Ziemienowicz
2014).

2.2 Rekayasa Genetik pada Tanaman Kentang

Agrobacterium tumefaciens secara luas telah digunakan sebagai perantara
untuk merakit tanaman kentang transgenik dengan menggunakan eksplan berupa
ruas batang, daun dan umbi (Visser 1991). Transformasi genetik telah dilakukan
pada kentang kultivar Atlantik (Nurhasanah et al. 2003; Manguntungi 2014),
kultivar Desirée (Serrano et al. 2000), kultivar Spunta (Rivero et al. 2013), dan
kultivar Jala Ipam (Senjaya 2017) untuk mendapatkan kentang yang resisten
terhadap infeksi bakteri patogen. Tranformasi genetik juga telah dilakukan untuk
mendapatkan kentang yang tahan terhadap infeksi virus (Cavatorta et al. 2011;
Chung et al. 2013), serangga (Lecardonnel et al. 1999; Birch et al. 2002), dan
cendawan (Rivero ef al. 2012; Khan et al. 2016).

Transformasi genetik pada tanaman kentang juga dilakukan untuk
meningkatkan produktivitas dan kandungan nutrisi pada umbi kentang. Introduksi
gen MmPMA penyandi H+-ATPase membran plasma dari Melastoma
malabathricum L. dapat meningkatkan jumlah pembukaan stomata, lebar
pembukaan stomata, tinggi tanaman dan toleransi tanaman terhadap pH rendah
lebih tinggi (Farhana et al. 2017). Ekspresi gen Hd3a (heading date 3a) yang
berfungsi untuk menginduksi pembungaan dan pengumbian pada tanaman kentang
dapat meningkatkan produksi bobot umbi (Gea et al. 2017; Rahmansyah 2019).
Ekspresi yang berlebih (over expression) gen penyandi cytosolic Dehydroascorbate
reductase (DHAR) dapat meningkatkan aktivitas DHAR dan kandungan Ascorbic
acid (AsA) pada daun dan umbi kentang (Qin et al. 2011). Introduksi gen penyandi
protein AmA1l (Amaranth Albumin 1) dari Amaranthus hypochondriacus dapat
meningkatkan kandungan protein dan beberapa jenis asam amino essensial pada
umbi kentang (Chakraborty et al. 2010).
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2.3 Lisozim

Enzim yang mendegradasi peptidoglikan (murein) bakteri secara umum
crbagi menjadi tiga kelompok yaitu N-Acetylmuramyl-L-alanine amidase
rNAc-LAAs), Endopeptidase dan N-Acetyl-f-D-muramidase. N-acetyl-f-D-
ramidase atau N-acetylmuramic merupakan enzim yang mampu memutuskan
ai polisakarida pada peptidoglikan (Lesnierowski dan Kijowski 2007; Vollmer
[.2008). N-acetylmuramic dikelompokkan menjadi beberapa jenis salah satunya
lah lisozim (Vollmer ef al. 2008). Lisozim terdistribusi secara luas di alam dan
yat diisolasi dari berbagai sumber seperti mikrob, virus, serangga dan hewan.
ozim juga dapat ditemukan pada cairan tubuh manusia seperti saluran air mata,
enjar air liur dan kelenjar susu (Masschalck dan Michiels 2003).

Lisozim diklasifikasikan menjadi 6 tipe yaitu chicken-type (c-type), goose-
(g-type), phage-type, bacterial-type, plant-type, dan invertebrata-type (i-type)
lleés 1996). Lisozim tipe c (chicken type), tipe T4 (phage-type), tipe g (goose-
) dan tipe 1 (invertebrata-type) memiliki kesamaan pada struktur tiga
ensinya (Thammasirirak et al. 2010). Lisozim tipe ¢ merupakan protein
nomerik yang terdiri atas 129 asam amino dan memiliki berat molekul 14.3 kDa
ke et al. 1965). Berdasarkan karakterisasi oleh kristalografi sinar X, struktur
zim tipe c terbagi menjadi dua domain celah dalam yang berisi situs aktif. Satu
nain mengandung tiga f-strands antiparalel yang membentuk struktur f-sheet
domain lainnya yaitu a-helix pusat yang dihubungkan oleh a-heliks panjang
lies 1996; Van Herreweghe dan Michiels 2012). Gen LYZ-C terdiri dari empat
on dimana ekson kedua mengkodekan wilayah pusat enzim yaitu Glu-35 dan
-52 yang merupakan bagian enzim lisozim yang memiliki aktivitas katilitik
ambar 2A).

LU N O D)

24dT

drSizane;

Gambar 2 Struktur tiga dimensi protein lisozim. (A) Lisozim tipe ¢ memiliki dua
struktur utama yaitu struktur jepit rambut S-sheet (hijau) dan domain a-
helix (biru), memiliki interkoneksi helix (abu-abu) dan dua sisi aktif
yaitu Glu35 dan Asp52 dan (B) Model bagian situs aktif yaitu residu
katalitik (Glu dan Asp) berwarna merah dan hijau (Callewaert dan
Michiels 2010; Van Herreweghe dan Michiels 2012).
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Residu asam glutamat melekat pada domain a-heliks di bagian C-terminal
sedangkan residu aspartat pada bagian dari f-sheet dan keduanya menonjol ke
bagian dalam (Gambar 2B) pada celah situs aktif dari sisi yang berlawanan (Van
Herreweghe dan Michiels 2012). Kedua wilayah tersebut didefenisikan sebagai inti
struktural umum dari superfamili lisozim (Wohlkonig e al. 2010). Situs aktif terdiri
atas enam subsitus yaitu A, B, C, D, E, dan F yang mengikat hingga enam residu
gula berturut-turut. Pada konfigurasi ini, ikatan glikosidik antara NAM pada
subsitus D dan NAG pada subsitus E dilemahkan oleh distorsi sterik cincin gula
pada subsitus D yang merupakan target pembelahan secara hidrolitik (Callewaert
dan Michiels 2010).

Mekanisme katalitik oleh enzim lisozim dalam menghidrolisis ikatan B(1,4)-
glikosida antara N-asetil-D-muramat (NAM) dengan N-asetil-D-glukosamin
(NAG) pada peptidoglikan secara umum mencakup distorsi substrat, pembentukan
zat kovalen intermediet dan migrasi elektrofilik C1 di sepanjang koordinat reaksi
(Vocadlo et al. 2001). Peptidoglikan penyusun dinding sel bakteri yang terdiri dari
polimer gula dan asam amino (Gambar 3A) merupakan substrat utama dari enzim
lisozim (Callewaert dan Michiels 2010; Callewaert et al. 2012; Brown et al. 2015).

Aktivitas enzimatik diawali dengan pengikatan substrat polisakarida oleh
enzim. Enzim mengikat substrat sedemikian rupa sehingga atom-atom dari ikatan
C-0O dapat dijangkau oleh dua grup katalitik Glu-35 dan Asp-52 (Gambar 3B). Glu-
35 berperan dalam memprotonasi ikatan oksigen glikosidik dan juga berperan
langsung dalam memutus ikatan C-O. Sementara itu, grup karboksil dari Asp-52
berperan sebagai nukleofil untuk membentuk glikosil intermediet yang akan
membentuk inversi pada konfigurasi. Selanjutnya enzim karboksilat dihilangkan
dari enzim glikosil intermediet dengan air, dengan demikian terjadi konversi
konfigurasi membentuk konfigurasi asal (Kirby 2001; Vocadlo et al. 2001;
Callewaert dan Michiels 2010).
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Gambar 3 Struktur dinding sel bakteri dan reaksi pemutusan ikatan B(1,4)-glikosida
antara NAM dan NAG pada peptidoglikan. (A) Struktur dinding sel
bakteri dan (B) Reaksi katalisis oleh enzim lisozim dimana substrat diikat
oleh enzim sehingga grup oksigen, grup 4-OH dari residu N-
acetylglucosamine (NAG) diprotonasi saat terlepas dari grup COOH
pada Glu-35. Molekul berwarna hijau pada gambar adalah enzim dan
pergerakan proton berwarna merah (Kirby 2001; de Acuiia et al. 2017).

Enzim lisozim diketahui memiliki aktivitas antimikroba dan telah
diaplikasikan secara luas pada industri makanan (You ef al. 2010; Aminlari et al.
2014; Gyawali dan Ibrahim 2014). Enzim lisozim dikategorikan sebagai faktor
penting dalam pertahanan terhadap infeksi bakteri patogen oleh tanaman (Holm dan
Sander 1994; Sytawala et al. 2015). Wang et al. (2005), telah melaporkan sebuah
enzim yang memiliki aktivitas seperti lisozim dengan massa molekul 14,4 kDa yang
diisolasi dari Phaseolus mungo yang menunjukkan aktivitas anti jamur serta anti
bakteri. Berdasarkan kemampuannya dalam menghidrolisis dinding sel bakteri, gen
penyandi lisozim telah banyak diintroduksikan pada hewan maupun tumbuhan.

2.4 Penyakit Bakteri pada Tanaman Kentang

Penyakit pada tanaman kentang dapat disebabkan oleh bakteri, fungi dan
virus. Jenis penyakit pada tanaman kentang yang disebabkan oleh bakteri di
antaranya zebra chip, ring rot, blackleg, brown rot, common scab, busuk lunak (soft
rot) dan layu bakteri (bacterial wilt) (Davidson dan Xie 2014). Penyakit layu
bakteri pada tanaman kentang disebabkan oleh Ralstonia solanacearum yang
sebelumnya dinamakan Pseudomonas solanacearum (Yabuuchi et al. 1995). R.
solanacearum termasuk famili Ralstoniaceae yang merupakan agen penyebab
penyakit layu bakteri yang menyerang lebih dari 250 spesies tanaman yang
tergolong dalam 54 famili tanaman baik tanaman tropis maupun substropis
termasuk pada tanaman kentang (Peeters et al. 2013). Bakteri ini sangat heterogen,
secara historis dibagi menjadi lima ras (berdasarkan rentang inang tanaman), lima
biovars (berdasarkan pemanfaatan karbon) (Denny 2006) dan dikelompokkan
menjadi empat filotipe yang sesuai dengan asal filogenetik dan geografi
berdasarkan analisis menggunakan urutan gen Internal Trascribed Spacer (ITS),
egl, hrpB dan mutS. Filotipe I merupakan strain yang berasal dari Asia, filotipe 11
berasal dari Amerika, filotipe III berasal dari Afrika dan filotipe IV berasal dari
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Indonesia, Australia serta Jepang (Kado 2010). R. solanacearum dapat ditularkan
melalui tanah, air dan tanaman yang terinfeksi serta menginfeksi melalui situs luka.
R. solanacearum berkoloni secara cepat pada pembuluh xilem dan menghasilkan
eksopolisakarida yang menghalangi trasport air sehingga menyebabkan tanaman
menjadi layu dan mengalami kematian secara perlahan (Tans-Kersten et al. 2004;
Genin dan Denny 2012). Kemampuan mendegradasi dinding sel disebabkan karena
R solanacearum menghasilkan S-1,4 endoglukanase (Egl), endopolygalacturonase
(PglA), Eksopolygalacturonase (PehB dan PehC), pectin methylesterase (PmeA)
dan cellulase (CelA) (Gonzalez dan Allen 2003).

2.5 Ketahanan Tanaman terhadap Infeksi Patogen

Tanaman melibatkan sistem ketahanan bawaan (innate immune system) untuk
mengenali adanya invasi patogen dan mengeluarkan respon pertahanan. Respon
awal tanaman terhadap infeksi patogen yaitu mengenali molekul umum yang
dimiliki oleh mikrob yang dikenal sebagai Pathogen Associated Molecular
Pattern/Microbial Associated Molecular Pattern (PAMP/MAMP). Respon kedua
yaitu merespon faktor virulensi patogen (Jones dan Dangl 2006). PAMP/MAMP
merupakan molekul sinyal spesifik yang dimiliki oleh mikrob atau patogen
(Staskawicz et al. 1995) dan dapat dikenali oleh Pattern Recognition Receptor
(PRR) tanaman. PRR merupakan reseptor yang terlokalisasi pada membran plasma
yang mengenali PAMP/MAMP di lingkungan ekstraseluler (Boller dan Felix 2009).

Protein PRR tanaman dapat berupa receptor kinase (RK) atau receptor like
protein (RLP) yang terlokalisasi dipermukaan dan mengandung berbagai ligan
pengikat ektodomain yang selain mengenali adanya PAMP juga dapat mengenali
damage associated molecular pattern (DAMP) (Ziptel 2014). DAMP merupakan
elisitor endogen yang dihasilkan oleh tanaman akibat adanya invasi dari mikrob
(Lotze et al. 2007). PAMP maupun elisitor endogen DAMP dapat memicu berbagai
respon seluler pada tanaman sebagai sinyal peringatan adanya infeksi. Respon
seluler yang diinduksi oleh PAMP dan DAMP tersebut menyebabkan munculnya
respon pertahanan tanaman yang di kenal sebagai PAMP-triggered immunity (PTI)
yang dapat menunda kolonisasi bakteri patogen (Wu ef al. 2014).

Protein PRR tanaman dapat mengenali molekul Archetypal bacterial atau
PAMP seperti flagellin bakteri, elongation factor Tu (Ef-Tu), peptidoglikan (PGN)
atau lipopolisakarida (LPS) (Boller dan Felix 2009). Sejauh ini, telah banyak
reseptor PAMP/DAMP yang telah diidentifikasi pada spesies tanaman yang
berbeda. Beberapa reseptor yang telah diketahui fungsinya yaitu FLS2
(FLAGELLIN SENSING 2) yang mengenali flagellin bakteri, Ef-Tu/EFR yang
mengenali faktor elongasi Tu (Boller dan Felix 2009) dan LysM (Lysin motif) yang
mengenali GlcNAc (N-acetylglucosamine) yang merupakan komponen umum kitin
pada fungi dan peptidoglikan pada bakteri (Gust ef al. 2012). Respon pertahanan
awal akibat infeksi PAMP yang mengatur gen ketahanan di antaranya dimerisasi
reseptor, aktivasi receptor like cytoplasmic kinase (RLCK), MAP kinase (MAPK),
CDPK dan degradasi protein yang dimediasi oleh ubiquitin (Wu et al. 2014).

Respon pertahanan tanaman terhadap infeksi patogen lainnya yaitu
pengenalan melalui reseptor interseluler pada molekul virulensi patogen berupa
efektor (Cui ef al. 2015). Protein efektor merupakan molekul yang diproduksi oleh
patogen tanaman seperti bakteri, virus, nematoda, fungi dan insekta (Boller dan
Felix 2009; Gururani et al. 2012). Setiap strain bakteri patogen dapat menghasilkan
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50-30 protein efektor selama infeksi yang disekresikan ke sitoplasma tanaman
melalui sistem sekresi III (TTSS) (Macho dan Zipfel 2014). Protein efektor tersebut
clain membantu dalam proses kolonisasi patogen, mengganggu aktivasi
ahanan tanaman dan meningkatkan virulensinya (Chisholm et al. 2006).
ktor-efektor ini dapat dideteksi oleh protein polymorphic nucleotida binding and
in rich repeat (NB-LRR) yang umumnya dikodekan oleh gen R (R gene) (Jones
Dangl 2006) dan menginduksi ketahanan yang disebut Effector Triggered
nunity (ETI). Respon ETI sering dikaitkan dengan hypersensitive response yang
rupakan respon pertahanan lokal yang dapat menghentikan pertumbuhan
ogen dan menyebabkan kematian sel (Boller dan Felix 2009; Cui et al. 2015).
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III METODE

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari 2019 hingga Maret 2020 di
Laboratorium Biotechnology Research Indonesia-the Netherland (BIORIN) dan
Laboratorium Biologi Molekuler dan Seluler Tanaman (BMST), Pusat Penelitian
Sumberdaya Hayati dan Bioteknologi, LPPM, IPB Bogor.

3.2 Bahan Penelitian

Tanaman kentang kultivar IPB CP3 in vitro digunakan sebagai sumber
eksplan untuk transformasi genetik. Bakteri Agrobacterium tumefaciens (A.
tumefaciens) strain LBA4404 yang membawa vektor biner pCXSN-Lyz (Gambar
4) digunakan sebagai perantara transformasi genetik. Isolat bakteri Ralstonia
solanacearum (R. solanacearum) (Koleksi Laboratorium Biokimia, BB Biogen)
digunakan untuk uji resistensi tanaman transgenik. Primer ActT-F dan ActT-R
digunakan untuk analisis integritas DNA genom. Primer Lyz114-F dan NosT2-R
digunakan untuk analisis integrasi gen LYZ-C pada tanaman transgenik.

1B o 35SpolvA Iﬁ<358€a\[\’ = Tnos «<3SSC=MV — RB

Gambar 4 Peta dacrah T-DNA dari plasmid pCXSN-Lyz yang membawa gen LYZ-
C di bawah kendali promoter cauliflower mosaic virus 35S (35S
CaMV) dan terminator nopaline synthase (Tnos) serta hpt (hygromycin
phosphotransferase) (Senjaya 2017)

3.3 Prosedur Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui empat tahapan utama yaitu perbanyakan
eksplan berupa tanaman kentang kultivar IPB CP3 dan persiapan A4. tumefaciens,
transformasi genetik tanaman kentang kultivar IPB CP3 dengan gen LYZ-C, analisis
integrasi gen LYZ-C tanaman transgenik putatif dan analisis resistensi tanaman
kentang kultivar IPB CP3 transgenik terhadap bakteri patogen R. solanacearum
secara in vitro.

3.3.1 Perbanyakan Eksplan dan Persiapan 4. tumefaciens

Tanaman kentang kultivar IPB CP3 diperbanyak secara in vitro dengan
menggunakan stek buku tunggal. Stek ditanam pada media dasar MS (Murashige
dan Skoog 1962) (Lampiran 1) selama tiga sampai empat minggu, selanjutnya
ditumbuhkan di dalam ruang kultur pada suhu 24-25 °C dengan fotoperiode 18
jam dan intensitas cahaya 2000-3000 lux.

Bakteri 4. tumefaciens LBA4404 yang membawa vektor rekombinan
pCXSN-Lyz stok dalam gliserol diambil sebanyak 200 pL kemudian
diinokulasikan ke dalam 3 mL media Luria Bertani (LB) cair (Lampiran 2) yang
ditambah dengan antibiotik kanamisin 50 mg/L, higromisin 50 mg/L dan
streptomisin 100 mg/L, kemudian diinkubasi selama 36 jam dengan
penggoyangan pada kecepatan 150 rpm di suhu ruang dalam kondisi gelap.
Sebanyak 100 pL dari biakan tersebut diambil dan dibiakkan kembali ke dalam
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20 mL media LB cair yang ditambah dengan antibiotik sampai ODgoo mencapai
0,5 hingga 0,8. Kultur bakteri disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm
selama 15 menit, endapan kemudian diresuspensi dengan media infeksi
(Lampiran 3) sampai ODgoo mencapai 0,2 hingga 0,3.

3.3.2 Transformasi Genetik Tanaman Kentang Kultivar [PB CP3

Eksplan yang digunakan berupa ruas batang (internodus) tanpa mata tunas
dari tanaman kentang in vitro yang berumur tiga sampai empat minggu dengan
ukuran 0,5-1,0 cm. Eksplan ditumbuhkan pada media pra-kultur (Lampiran 4)
selama dua hari. Eksplan kemudian direndam di dalam media infeksi selama 10
menit. Setelah ditiriskan di atas tisu steril, eksplan selanjutnya ditanam pada
media ko-kultivasi yang komposisinya sama dengan media pra-kultur selama
dua sampai tiga hari di dalam ruang gelap. Eksplan selanjutnya dicuci
menggunakan akuades steril yang mengandung cefotaxime 200 mg/L sebanyak
tiga kali. Eksplan kemudian dikeringkan dengan tisu steril dan ditumbuhkan
pada media induksi kalus (Lampiran 5) selama tiga minggu. Kalus selanjutnya
disubkultur di media seleksi yaitu media induksi kalus yang mengandung
higromisin 10 mg/L, setiap dua minggu hingga beregenerasi membentuk tunas.
Tunas selanjutnya diperbanyak dengan subkultur setiap tiga minggu di media
dasar MS yang mengandung higromisin dengan konsentrasi yang meningkat
setiap subkultur dari 10 mg/L, 20 mg/L dan 30 mg/L. Kalus yang hidup pada
media seleksi dan kalus yang menghasilkan tunas dihitung untuk mengetahui
efisiensi transformasi dan efisiensi regenerasi (Lampiran 6).

Sebagai kontrol positif digunakan eksplan ruas batang yang diko-kultivasi
dengan A. tumefaciens yang tidak membawa pCXSN-Lyz dan ditumbuhkan pada
media tanpa higromisin. Kontrol negatif menggunakan ruas batang non-
transgenik yang ditumbuhkan pada media yang mengandung higromisin 30
mg/L.

3.3.3 Analisis Integrasi Gen LYZ-C

DNA genom kentang diisolasi dengan metode CTAB (Suharsono 2002)
yang dimodifikasi menggunakan buffer CTAB 2 % (Lampiran 7). Integritas
DNA total yang diisolasi dianalisis dengan PCR terhadap gen aktin dengan
menggunakan primer ActT-F (5 CCT CTT AAC CCG AAG GCT AA-3’) dan
ActT-R (5’-GAA GGT TGG AAA AGG ACT TC-3’). Kondisi PCR yang
digunakan adalah pra-PCR pada suhu 95 °C selama 5 menit, dilanjutkan dengan
35 siklus yang meliputi denaturasi pada suhu 95 °C selama 30 detik, annealing
pada suhu 56 °C selama 45 detik dan extention pada suhu 72 °C selama 1 menit.
Setelah siklus ke 35 reaksi diakhiri dengan pasca PCR pada suhu 72 °C selama
5 menit. Integrasi transgen pada tanaman transgenik dianalisis dengan PCR
menggunakan pasangan primer Lyz114-F (5’-TAT GAA GCG TCA CGG ACT
TG- 3’) dan NosT2-R (5'-GAA TCC TGT TGC CGG TCT TGC G-3"). Kondisi
PCR yang digunakan adalah pra-PCR pada suhu 95 °C selama 5 menit,
dilanjutkan 35 siklus yang meliputi denaturasi pada suhu 95 °C selama 30 detik,
annealing pada suhu 55 °C selama 45 detik dan extention pada suhu 72 °C selama
1 menit. Setelah siklus ke 35 reaksi diakhiri dengan pasca PCR pada suhu 72 °C
selama 5 menit. Hasil PCR dimigrasikan pada gel agarosa 1 % dengan voltase
100 V selama 28 menit dan menggunakan marker 1kb DNA ladder (Thermo
Fisher Scientific).
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3.3.4 Analisis Resistensi secara In vitro

Uji resistensi secara in vitro dilakukan pada tiga klon tanaman transgenik
dan satu tanaman non-transgenik menggunakan bakteri R. solanacearum dengan
metode infeksi menurut Habe (2018). Kultur bakteri yang digunakan untuk
pengujian disiapkan dengan mengambil sebanyak satu koloni bakteri virulen,
kemudian diinokulasikan ke dalam 3 mL media casamino acid pepton glucose
(CPQ) cair (Lampiran 8) dan diinkubasi selama 18 jam dengan penggoyangan
pada kecepatan 200 rpm di suhu ruang. Sebanyak 1 mL dari biakan tersebut
dikulturkan kembali ke dalam 50 mL media CPG dan diinkubasi pada suhu 28
°C hingga ODsoo mencapai 0,5. Tanaman uji ditumbuhkan pada media skrining
yang mengandung 40 mL vermeculite dan 30 mL media MS cair. Uji resistensi
dilakukan dengan menyiram batang tanaman sebanyak 200 pL inokulum bakteri
yang telah dibuat dengan kepekatan 2 x 10° cfu/mL. Induksi luka dilakukan
dengan menggunting akar menggantung dan daun bagian bawah pada batang
sebelum melakukan penyiraman. Tanaman uji kemudian diinkubasi pada suhu
28 °C. Penyiraman juga dilakukan pada tanaman uji dengan air steril sebagai
kontrol. Uji resistensi dilakukan terhadap 30 tanaman yang berumur 28 hari
untuk tiap genotipe atau klon.

Respon yang diamati yaitu jumlah kejadian penyakit. Berdasarkan
kejadian penyakit dapat dihitung frekuensi penyakit (Lampiran 9). Kejadian
penyakit diamati 10 hari setelah inokulasi. Tingkat resistensi tanaman ditentukan
dengan mengkonversi nilai persentase frekuensi penyakit (Tabel 1).

Tabel 1 Tingkat resistensi klon kentang terhadap infeksi patogen (Thaveechai

et al. 1989)
Frekuensi penyakit (%) Tingkat resistensi
0-20 Resisten (R)
21 -40 Agak Resisten (AR)
41 - 60 Agak Sensitif (AS)

61- 100 Sensitif (S)
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4 IV HASIL DAN PEMBAHASAN

Transformasi Genetik Tanaman Kentang dengan Gen LYZ-C

Gen LYZ-C telah berhasil diintroduksikan ke dalam genom tanaman kentang
ivar [IPB CP3 dengan menggunakan perantara A. tumefaciens LBA4404 yang
ngandung plasmid pCXSN-Lyz. Agrobacterium tumefaciens banyak digunakan
k mengintroduksikan gen karena secara alami A. tumefaciens mampu
ntransfer dan mengintegrasikan suatu fragmen DNA yang terdapat di daerah T-
A ke dalam genom tanaman inang, lebih efisien dan gen yang ditransfer
ntegrasi secara stabil (Hwang et al. 2017). Tahapan dan hasil transformasi
etik dari eksplan sampai dengan tanaman transgenik putatif disajikan pada
bar 5.
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Gambar 5 Tahapan transformasi genetik tanaman kentang kultivar IPB CP3 dengan
gen LYZ-C. (A) Eksplan ruas batang pada media pra-kultur, (B) Kalus
pada media induksi kalus, (C) Regenerasi tunas pada media seleksi dan
(D) Tanaman transgenik putatif pada media pembesaran.
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Penelitian ini menggunakan ruas batang yang berukuran 0,5-1,0 cm (Gambar
5A) sebagai eksplan untuk transformasi genetik. Ruas batang merupakan eksplan
yang umum digunakan pada proses transformasi pada tanaman kentang (Farhanah
et al. 2017; Gea et al. 2017; Liu et al. 2017). Perlakuan eksplan pada media pra-
kultur sebelum inokulasi dengan 4. tumefaciens meningkatkan produksi tanaman
flax (Linum usitatissimum L.) transgenik (McHughen ef al. 1989). Selama
pertumbuhan di media pra-kultur sebagian besar eksplan mengalami

KILIOSATU
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pembengkakan jaringan. Sangwan et al. (1992), menjelaskan bahwa perlakuan pra-
kultur meningkatkan jumlah sel kompeten untuk ditransformasi dengan perantara
A. tumefaciens. Perlakuan eksplan pada media pra-kultur berperan untuk
penyesuaian ekplan di kondisi yang baru sehingga mencegah eksplan mengalami
cekaman akibat ko-kultivasi dengan Agrobacterium. Untuk menginduksi proses
transfer gen dari A. tumefaciens ke ekplan tanaman, media ko-kultivasi ditambah
dengan asetosiringon 40 mg/mL. Penambahan senyawa fenolik seperti
asetosiringon mampu menginduksi ekspresi gen vir dan meningkatkan efektivitas
infeksi 4. tumefaciens (Stachel et al. 1985; Turk et al. 1994). Senyawa fenolik
asetosiringon meningkatkan efisiensi transformasi dengan perantara 4. tumefaciens
pada kapas (Sunilkumar dan Rathore 2001), tanaman hias Eustoma grandiflorum
(Nakano 2017) dan pada tanaman Melastoma malabathricum serta Tibouchina
semidecandra (Yong et al. 2006).

Eksplan ruas batang mulai membentuk kalus pada dua minggu setelah
ditumbuhkan di media induksi kalus. Kalus terbentuk mulai dari ujung-ujung ruas
batang dan berkembang menutupi seluruh permukaan eksplan (Gambar 5B). Kalus
mulai beregenerasi membentuk tunas pada umur empat minggu. Eksplan ruas
batang berkembang membentuk kalus dan beregenerasi membentuk tunas pada
media MS yang mengandung hormon IAA 1 mg/L, GA3 0,5 mg/L dan trans-zeatin
3 mg/L. Masekesa et at. (2016), menunjukkan bahwa keberhasilan induksi kalus
dan regenerasi tergantung pada genotipe eksplan dan kombinasi yang tepat dari
konsentrasi sejumlah hormon yang digunakan. Hormon sitokinin berupa trans-
zeatin mampu menginduksi kalus dengan baik dan mempercepat pembentukan
tunas (Beaujean et al. 1998; Park et al. 2003; Anjun dan Ali 2004).

Beberapa eksplan mampu tetap tumbuh membentuk kalus dan beregenerasi
membentuk tunas pada media seleksi yang mengandung higromisin 10 mg/L.
Namun beberapa eksplan juga secara perlahan berubah warna menjadi kecoklatan
(browning) dan mengalami nekrosis. Pencokelatan pada eksplan juga disebabkan
oleh senyawa fenolik (Leng et al. 2009). Pelukaan menginduksi akumulasi senyawa
fenolik (Reyes dan Cisneros-Zevallos 2003). Dari tiga kali percobaan, efisiensi
transformasi berkisar antara 41,73 % dan 51,63 % dengan rata-rata 47,58 % (Tabel
2).

Tabel 2 Efisiensi transformasi dan regenerasi tanaman kentang kultivar [PB CP3

Jumlah Efisiensi Efisiensi
Jumlah Jumlah Kalus . .
Percobaan Eksplan Ka}us Beregenerasi Transformasi  Regenerasi
Resisten (%) (%)
1 127 53 16 41,73 30,18
2 123 61 25 49,59 40,98
3 122 63 13 51,63 20,63
Jumlah 372 177 54 - -

Rata-rata 124 59 18 47,58 30,51

Efisiensi transformasi pada penelitian ini lebih tinggi dibandingkan dengan
transformasi pada kentang kultivar Jala Ipam dengan gen MmPMA (Farhanah et al.
2017) dan kultivar IPB CP1 dengan gen Hd3a (Gea et al. 2017). Eksplan yang
diinokulasi dengan A. tumefaciens yang tidak mengandung pCXSN-Lyz, semuanya
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membentuk kalus di media yang tidak mengandung higromisin, tetapi semuanya
mengalami kematian di media seleksi yang mengandung higromisin 10 mg/L. Hal
1ni menunjukkan bahwa eksplan yang digunakan mempunyai viabilitas yang baik
dan higromisin yang digunakan sebagai agen seleksi dalam keadaan baik.

Berdasarkan jumlah kalus yang resisten terhadap higromisin, efisiensi regenerasi
Kalus yang membentuk tunas berkisar antara 20,63 % dan 40,98 % dengan rata-rata

30,51 % (Tabel 2). Efisiensi regenerasi ini berada di antara efisiensi regenerasi yang

~diperoleh Gea et al. (2017) dan Farhanah ez al. (2017).

Tunas hasil regenerasi dari kalus yang sudah besar (Gambar 5C), dipisahkan
dari kalusnya supaya membentuk akar dan untuk perbanyakan (Gambar 5D). Dari

‘tunas-tunas yang tumbuh dari 54 kalus yang resisten terhadap 10 mg/L higromisin

yang mampu beregenerasi, diambil 31 tunas yang tumbuhnya cepat untuk
diperbanyak dan dianalisis lebih lanjut. Tunas-tunas tersebut disebut dengan klon
fransgenik putatif. Hasil seleksi resistensi tunas terhadap 30 mg/L higromisin
menunjukkan bahwa 16 klon dari tanaman tersebut adalah resisten terhadap
higromisin dan membentuk akar. Hal ini menunjukkan bahwa tanaman tersebut
mengandung dan mengekspresikan gen penanda seleksi gen Apt yang terpaut
dengan transgen LYZ-C pada daerah T-DNA. Gen /pt merupakan penyandi enzim
hygromycin phosphotransferase yang mampu mengkatalisis fosforilasi senyawa
hidroksil dalam antibiotik higromisin sehingga menjadi tidak aktif (Brasileiro dan
Aragao 2001).

4.2 Analisis Integrasi Gen LYZ-C

Isolasi DNA telah berhasil dilakukan terhadap 16 klon tanaman transgenik
putatif dan satu tanaman non-transgenik. Keberhasilan isolasi DNA dan integritas
DNA genom yang diisolasi dianalisis dengan PCR terhadap gen aktin. PCR
terhadap gen aktin dengan primer aktin ActT-F dan ActT-R menunjukkan bahwa
DNA dari semua tanaman baik klon transgenik maupun non-transgenik
menghasilkan amplikon yang berukuran 746 bp (Gambar 6). Hal ini menunjukkan
bahwa isolasi DNA dari seluruh tanaman kentang berhasil dengan baik dan DNA
tersebut mempunyai integritas yang baik. Untuk memastikan bahwa primer ActT-
F dan ActT-R adalah spesifik untuk mengamplifikasi gen aktin, maka plasmid
pCXSN-Lyz digunakan sebagai kontrol negatif. PCR dengan primer ActT-F dan
ActT-R dengan menggunakan plasmid pCXSN-Lyz sebagai DNA cetakan tidak
menghasilkan amplikon (Gambar 6). Hasil ini menunjukkan bahwa primer tersebut
bersifat spesifik untuk gen aktin dan aktin tidak terdapat di plasmid pCXSN-Lyz.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Gambar 6 Hasil amplifikasi gen aktin dengan menggunakan pasangan primer
ActT-F dan ActT-R (746 bp). 1: Marker 1 kb DNA ladder, 2: Plasmid
pCXSN-Lyz, 3: IPB CP3 non-transgenik dan 4-19: IPB CP3 transgenik.

Analisis PCR terhadap 16 klon tanaman transgenik putatif dengan primer
Lyz114-F dan NosT2-R menunjukkan bahwa semua klon mengandung transgen
LY7Z-C dan terminator nopalin sintase (Tnos). Hasil amplifikasi PCR dengan primer
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tersebut pada tanaman transgenik adalah fragmen DNA yang berukuran 574 bp.
Hasil amplifikasi yang sama diperoleh dengan menggunakan plasmid pCXSN-Lyz
sebagai DNA cetakan. Sebaliknya, tanaman non-transgenik (NT) tidak
menghasilkan amplikon tersebut (Gambar 7). Hasil ini menunjukkan bahwa primer
Lyz114-F dan NosT2-R adalah spesifik untuk mengamplifikasi daerah antara gen
LYZ-C dan Tnos dan 16 klon kentang adalah transgenik yang mengandung transgen
LYZ-C yang difusikan dengan Tnos.

Gambar 7 Hasil amplifikasi gen LYZ-C dengan menggunakan pasangan primer
Lyz114-F dan NosT2-R (574 bp). 1: Marker 1 kb DNA ladder, 2:
Plasmid pCXSN-Lyz, 3: IPB CP3 non-transgenik dan 4-19: IPB CP3
transgenik.

4.3 Analisis Resistensi secara In Vitro

Analisis resistensi terhadap bakteri patogen R. solanacearum penyebab layu
bakteri dilakukan pada tiga klon yang dipilih berdasarkan pertumbuhan yang cepat
yaitu klon CP3lyzl, klon CP3lyz2 dan klon CP3lyz6 dari total 16 klon tanaman
transgenik dan 1 tanaman IPB CP3 non-transgenik sebagai kontrol. Gejala penyakit
dari tanaman yang sensitif ditandai oleh daun yang menguning secara perlahan,
diikuti oleh batang roboh dan akhirnya mati. Gejala penyakit pada tanaman non-
transgenik lebih tinggi dibandingkan dengan gejala pada tanaman transgenik.
Beberapa tanaman transgenik mampu bertahan dengan tingkat resistensi yang
berbeda-beda (Gambar 8). Peristiwa layu pada tanaman yang terinfeksi oleh bakteri
patogen R. solanacearum disebabkan oleh adanya disfungsi sistem vaskular
tanaman. R. solanacearum berkembang biak dan berkoloni pada pembuluh xylem
sehingga menghalangi transport air dan mineral (Lowe-Power et al. 2018) yang
menyebabkan tanaman menjadi layu.

Gambar 8§ Morfologi tanaman hasil uji resistensi terhadap bakteri R. solanacearum.
(A) Kentang kultivar IPB CP3 non-transgenik, (B) Kentang transgenik
klon CP3lyzl, (C) Klon CP3lyz2 dan (D) Klon CP3lyz6.
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Frekuensi penyakit layu bakteri dari empat klon tanaman berkisar antara
16,7 % hingga 100,0 %. Berdasarkan Thaveechai et al. (1989), klon CP3lyzl dan
(CP3lyz6 adalah klon resisten terhadap R. solanacearum, sementara itu klon
CP3lyz2 termasuk klon yang agak resisten terhadap R. solanacearum, sedangkan
tanaman IPB CP3 non-transgenik termasuk sensitif terhadap R. solanacearum
{Tabel 3).

Perbedaan tingkat resistensi pada tanaman transgenik yang mengandung gen
7. Y7-C di bawah kendali promotor 35S CaMV yang sama dapat disebabkan oleh
perbedaan tingkat ekspresi dari gen LYZ-C. Enzim lisozim yang disandi oleh gen
£Y7-C mampu menghidrolisis ikatan °(1,4)-glikosida antara N-asetil-D-muramat
(NAM) dengan N-asetil-D-glukosamin (NAG) pada peptidoglikan yang merupakan
komponen dinding sel bakteri (Sytwala ef al. 2015). Rusaknya dinding sel bakteri
menyebabkan kematian bakteri. Perbedaan ekspresi transgen biasa terjadi di
berbagai tanaman transgenik yang mengandung transgen yang sama (Kohli et al.
2006). Perbedaan resistensi tanaman kentang varietas Jala Ipam transgenik terhadap
R. solanacearum juga disebabkan oleh perbedaan ekspresi gen LYZ-C (Alfian et al.
2020).

Perbedaan tingkat ekspresi transgen disebabkan oleh jumlah salinan transgen,
pembungkaman RNA, situs penyisipan transgen dan penggunaan regulator untuk
mengendalikan ekspresi transgen (Butaye ef al. 2005). T-DNA menyisip pada
genom tanaman secara acak dan terdistribusi di sepanjang kromosom dan seluruh
kromosom (Azpiroz-Leehan dan Feldmann 1997; Ko et al. 2018), sehingga dapat
menyisip pada daerah penyandi maupun daerah bukan penyandi. Penyisipan yang
acak tersebut dapat mempengaruhi ekspresi transgen pada tanaman transgenik
melalui pengaruh dari efek penyisipan (insertion effect) dan pengaruh terhadap efek
posisi (position effect). Efek dari penyisipan dapat menyebabkan kehilangan atau
penambahan fungsi dari transgen maupun gen-gen lain yang terpaut dalam T-DNA
(Filipecki dan Malepszy 2006). Faktor lain yang terkait dengan pembungkaman gen
adalah jumlah salinan transgen pada genom. Transgen yang terintegrasi pada situs
kromosom yang sama lebih efektif menginduksi pembungkaman daripada transgen
yang terintegrasi secara menyebar pada setiap kromosom (Stam et al. 1997;
Hammond et al. 2001).

Tabel 3 Tingkat resistensi tanaman terhadap R. solanacearum

Jumlah Jumlah tanaman  Frekuensi .
. Tingkat
Klon tanaman yang  yang terserang Penyakit i .
.. . Resistensi
diinokulasi patogen (%)

CP3 NT 30 30 100,0 S
CP3lyzl 30 6 20,0 R
CP3lyz2 30 11 36,7 AR
CP3lyz6 30 5 16,7 R

*Keterangan: S= sensitif, R= resisten, AR= agak resisten

Selain memiliki kemampuan bakteriolitik, lisozim memiliki aktivitas
bakterisidal kuat baik pada bakteri gram negatif maupun bakteri gram positif
dengan mengganggu struktur dinding sel (Ibrahim ez al. 1996; Ibrahim et al. 2001).
Aktivitas antimikroba lisozim dikaitkan dengan faktor struktural dan domain
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bakterisidal yang dapat menginduksi penghambatan pertumbuhan bakteri secara
nonkatalitik (Mine et al. 2004). Ibrahim et al. (2001), mengemukakan bahwa
lisozim yang kekurangan aktivitas katalitiknya masih mempertahankan sifat
bakterisidalnya. Aktivitas bakterisidal lisozim secara tidak langsung dapat
menghambat pertumbuhan bakteri gram negatif (Lesnierowski dan Kijowski 2007).
Proses lisis pada bakteri gram negatif oleh lisozim terjadi setelah terjadi gangguan
permeabilitas terhadap membran luar (Ibrahim et al. 2002). Kemampuan lisozim
dalam meningkatkan ketahanan tanaman kentang terhadap infeksi bakteri patogen
didukung oleh adanya sistem ketahanan bawaan tanaman yang menghasilkan
sinergisitas dalam menghambat maupun membunuh bakteri. Aktivitas lisozim
sangat dipengaruhi oleh interaksinya terhadap membran bakteri. Membran luar
dinding sel bakteri gram negatif akan diuraikan oleh sistem ketahanan bawaan pada
tanaman seperti defensin yang memiliki sifat permeabilitas terhadap membran
sehingga mampu berikatan dan membentuk pori (Thevissen et al. 1999; Gao 2000).
Gangguan pada dinding sel tersebut akan mempermudah kerja lisozim. Liu et al.
(2014), melaporkan bahwa sebuah lysozyme-like enzyme (LYS1) yang diproduksi
tanaman Arabidopsis yang terinfeksi patogen mampu memecahkan peptidoglikan
kompleks bakteri membentuk fragmen-fragmen peptidoglikan.
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V SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Introduksi gen LYZ-C pada tanaman kentang kultivar IPB CP3 telah berhasil
kukan dengan perantara 4. tumefaciens. Rata-rata efisiensi transformasi dan
siensi regenerasi pada penelitian adalah 47,58 % dan 30,51 %. Analisis
lekuler pada 16 klon tanaman transgenik putatif menunjukkan semua klon
aman mengandung gen LYZ-C. Uji resistensi secara in vitro pada tiga klon
aman transgenik menunjukkan bahwa klon transgenik lebih resisten terhadap
cksi R, solanacearum dibandingkan dengan tanaman non-transgenik. Hal
sebut menunjukkan bahwa gen LYZ-C yang terdapat di dalam klon kentang
ivar IPB CP3 transgenik dapat meningkatkan resistensi terhadap R.
anacearum, walaupun ketiga klon transgenik tersebut mempunyai tingkat
stensi yang bervariasi.

R e e | e e )

Saran

Analisis stabilitas dan ekspresi gen LYZ-C secara kuantitatif pada tanaman
tang kultivar IPB CP3 transgenik perlu dilakukan. Analisis resistensi in vivo di
ah kaca atau lapangan dengan menghitung nilai indeks penyakit perlu dilakukan
k melakukan konfirmasi resistensi secara in vitro.
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4 LAMPIRAN

Lampiran 1 Komposisi media dasar MS (Murashige dan Skoog 1962)

; oo g § @ Konsentrasi senyawa dalam media
B Ige g Nama stok Bahan (mgl)
38ag s g

2553 B A NHiNO; 1650
gzzef W B KNO; 1900
= ;*% e c i C KH>PO4 170
§ g é E’- § g H;BO;3 6.2
5% = ‘E’"g g NaMo0O4.2H,0 0,25
323858 3 CoCl2.6H.O 0,025
3823° IR KI 0,83
5255 M D  CaCL2H0 440
238 x E MgS04.7HO 370
2883 MnSo04.4H,0 22,3
g=8% ZnS04.7H,0 8,6
S9§3 CuS04.5H,0 0,025
L F Na;EDTA 373
8553 FeS04.7H,0 27,8
§ %g % Vitamin  Thiamine-HCl 0,1
8- gz Niacin (asam nikotinat) 0,5
5 =3 Pyridoxine-HCl 0,5

5 3 a Glycine 2

= g = Myo Myo inositol 100
g >3 Sukrosa  Sukrosa 30.000
g S¢& pH 5.8

£ g8 Agar  Agar 8.000
€ 3 5 Lampiran 2 Komposisi media Luria Bertani (LB)

% E Komposisi media LB Jumlah
5 % Bacto-Tripton 10 g/l
§ %; Bacto-Yeast 5¢g1
2 = NacCl 10 g/l
g 5 Bacto-Agar 25 g/l
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E"{ampiran 3 Komposisi media infeksi

Komposisi media infeksi Jumlah
Garam MS Ix
myo-inositol 0,1 g/
Vitamin MS Ix
glukosa 16,0 g/l
2,4-D 2,0 mg/l
trans-zeatin 0,8 mg/l
asetosiringon 40,0 mg/1

npiran 4 Komposisi media pra-kultur (PC)

Buepun-6uepun 1Bunpulg exdio e

dnstoar ) g di Y1 v3di> ypH)

Media pra-kultur (PC) Jumlah
Garam MS I x
myo-inositol 0,1 g/l
glukosa 16,0 g/l
2,4-D 2,0 mg/l
Vitamin MS Ix
Agar (Gelzan™) 2,5¢g/1
trans-zeatin 0,8 mg/l

‘Aisuaniungd| Jelem BueAk uebunuaday ueyibniaw yepi} uedynbuad *q

npiran 5 Komposisi media induksi kalus (CIM)

: Jaquins ueyngaAusw uep uewniueouaw eduey |ul sijn} BAIEY yninjas neje ueibeqes dinbusw Buele)q “|

Media induksi kalus (CIM) Jumlah
Garam MS I x
glukosa 16,0 g/l
myo-inositol 0,1 g/
IAA 1,0 mg/1
GA3 0,5 mg/l
‘ Vitamin MS Ix
Agar (Gelzan™) 2,5 g/l
trans-zeatin 3,0 mg/l
cefotaxime 100,0 mg/1

Lampiran 6 Rumus perhitungan efisiensi transformasi dan regenerasi

‘Alisienlungd| uizi edue) undede ynjuaqg welep iul siin} eAIeY yninjes nele ueibegss yeAueqiadwaw uep uejwnwnbusw Buesejq 'z

o ) jumlah kalus resisten higromisin
% efisiensi transformasi = X 100 %
jumlah total kalus yang terbentuk

L . jumlah kalus resisten yang beregenerasi
% efisiensi regenerasi = — - - —— X 100 %
jumlah total kalus resisten higromisin
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