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ABSTRACT  

Development of Activation Tagging Mutants Population: 
I. Agrobacterium-mediated Transform-ation of Tropical 
Japonica Rice of Local Sulawesi cv. Asemandi. Atmitri 
Sisharmini, Aniversari Apriana, Wening Enggarini, dan 
Kurniawan R. Trijatmiko. The rice transformation tech-
nology is not only provides valuable methods for the intro-
duction of useful genes into rice plant to improve important 
agronomic traits, but also helps in studying gene function 
and regulation based on rice genome sequence information. 
Knockout of genes by insertional mutagenesis is a straight-
forward method to identify gene functions. One of the 
methods to develop rice mutants is through genetic trans-
formation mediated by Agrobacterium using activation 
tagging by Ac-Ds system. A study was done with an objective 
to obtain mutant rice of local tropical japonica cv. Asemandi 
through genetic trans-formation mediated by Agrobacterium 
tumefaciens. The transformation was conducted using 
Agrobacterium vector with the strain of Agl-1 containing 
activation tag construct. The result of experiment showed 
that it has been obtained 17 independent line (304 plants) 
transgenic Asemandi containing activation tag construct. 
These starter lines will be used as materials to develop 
several generations of stabil rice mutant through selfing. 

Key words: Genetic transformation, rice cv. Asemandi, 
Agrobacterium tumefaciens, activation tagging. 

PENDAHULUAN 

Padi (Oryza sativa L.) adalah salah satu tanaman 
budi daya penting bagi masyarakat Indonesia dan 
merupakan sumber nutrisi utama bagi 40% populasi 
dunia (Hiei dan Komari 2006). Untuk tujuan penelitian 
biologi molekuler, padi juga merupakan salah satu 
tanaman model yang ideal untuk penelitian genomik. 
Hal ini disebabkan karena padi mempunyai ukuran ge-
nom yang relatif kecil dan informasi molekulernya te-
lah dikarakterisasi dengan baik. Di samping itu, dalam 
penelitian rekayasa genetik, padi merupakan tanaman 
yang relatif efisien untuk transformasi genetik 
(Hirochika et al. 2004). Transformasi genetik dengan 
bantuan vektor Agrobacterium secara rutin telah digu-
nakan pada beberapa tanaman monokotil, termasuk 
padi. Transformasi genetik pada padi, di samping me- 
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nyediakan teknologi dan metode yang efisien untuk 
mengintroduksikan gen-gen dengan sifat-sifat agrono-
mi penting, tetapi juga dapat digunakan untuk mem-
pelajari fungsi dan regulasi gen berdasarkan informasi 
sekuen genom padi (Roy et al. 2000). Pendekatan 
knockout gen atau transposon mutagenesis (pembuat-
an mutan berdasarkan transposon) dapat digunakan 
untuk mengungkap fungsi dari gen-gen penting pada 
padi (Hirochika et al. 2004). 

Sistem transposon mutagenesis telah dikembang-
kan pada tanaman padi dengan tujuan untuk me-
ngetahui fungsi gen dengan menggunakan strategi 
forward dan reverse genetics. Pendekatan forward 
genetics mempelajari fungsi gen yang bergerak dari 
suatu mutan menuju ke sekuen gen (Bouchez dan 
Hofte 1998). Jadi pada pendekatan ini diawali dengan 
menguji perbedaan fenotipe dari mutan-mutan diban-
dingkan dengan tipe liar, setelah itu diidentifikasi seku-
en gen yang bertanggung jawab terhadap perbedaan 
tersebut. Termasuk dalam pendekatan ini adalah 
analisis mutan yang berasal dari mutan alamiah atau 
mutan buatan manusia.  

Pembuatan populasi mutan dapat dilakukan de-
ngan transformasi genetik melalui Agrobacterium tu-
mefaciens menggunakan penanda aktivasi (activation 
tagging) sistem transposon Ac-Ds. Keuntungan meng-
gunakan sistem transformasi yang dimediasi dengan 
Agrobacterium adalah mempunyai jumlah kopi yang 
relatif rendah dengan sedikit pengaturan kembali jika 
dibandingkan dengan metode transfer DNA secara 
langsung seperti penembakan partikel (Hiei dan 
Komari 2006). Transposisi sistem heterolog Ac-Ds ini 
telah menunjukkan aktivitasnya dan potensial diguna-
kan sebagai mutagen penyisipan yang efektif (Greco et 
al. 2001). Dengan pendekatan ini elemen enhancer da-
ri promoter CaMV 35S dikonstruksi dalam kendaraan 
elemen transposon yang bisa berpindah-pindah dalam 
genom padi. Elemen ini akan meningkatkan ekspresi 
gen-gen tetangga di dekatnya, yang mengakibatkan 
fenotipe gain of function (Tani et al. 2004). Tanaman 
yang didapatkan dari teknik ini akan mengandung satu 
gen yang ekspresinya ditingkatkan akibat tersisipi 
elemen enhancer di dekat gen tersebut. Selanjutnya 
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tanaman ini bisa diseleksi ketahanannya terhadap 
penyakit atau sifat lain yang diinginkan. Dari tanaman 
yang tahan atau dengan sifat yang diinginkan kemu-
dian akan diisolasi gen yang bertanggung jawab terha-
dap perubahan tersebut dengan memanfaatkan se-
kuen transposon yang sudah diketahui.  

Pengembangan populasi dengan penanda akti-
vasi menggunakan transposon sudah berhasil dila-
kukan pada Arabidopsis (Marsch-Martinez et al. 2002). 
Dari populasi ini berhasil diidentifikasi mutan yang ta-
han kekeringan dan sudah berhasil diisolasi gennya 
(Aharoni et al. 2004). Lee et al. (1999) juga telah mela-
kukan penelitian dengan penanda aktivasi pada ta-
naman padi dan telah mendapatkan 14.000 tanaman 
transgenik fertil yang mengandung paling tidak satu 
kopi sekuen T-DNA. Saat ini telah dirakit tanaman padi 
mutan yang dikembangkan oleh International Rice 
Research Community dari beberapa varietas padi japo-
nica (Nipponbare, Tainung 67, Dongjing, Hwayoung, 
dan Zhounghua 11) dan indica (IR64) dengan vektor/ 
mutagen Tos17, T-DNA, Ac/Ds, En/Spm, x ray dan EMS 
(Hirochika et al. 2004). Namun saat ini belum banyak 
dikembangkan tanaman mutan padi yang berasal dari 
padi subspesies japonica tropis. Oleh karena itu perlu 
dilakukan penelitian transformasi padi dengan vektor 
rakitan penanda aktivasi untuk menambah koleksi 
tanaman mutan padi khususnya dari padi subspesies 
japonica tropis lokal Sulawesi cv. Asemandi.  

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk memper-
oleh tanaman mutan padi transgenik dari subspesies 
japonica tropis lokal Sulawesi cv. Asemandi yang 
mengandung rakitan penanda aktivasi melalui trans-
formasi genetik dengan A. tumefaciens yang dapat di-
gunakan sebagai dasar pengembangan populasi mu-
tan penanda aktivasi untuk mendapatkan galur-galur 
tahan penyakit atau toleran terhadap cekaman abiotik. 

BAHAN DAN METODE 

Kegiatan penelitian dilaksanakan di laboratorium 
dan rumah kaca Kelompok Peneliti Biologi Molekuler, 
Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknolo-
gi dan Sumberdaya Genetik Pertanian pada tahun 
2006. 

Bahan tanaman yang digunakan dalam penelitian 
adalah padi varietas Asemandi dan sebagai kontrol pa-
di T309. Vektor penanda aktivasi berdasarkan transpo-
son yang digunakan dalam penelitian ini adalah pAc-
DsATag-Bar-gosGFP (Trijatmiko et al. 2005). Sedang-
kan metode transformasi yang digunakan berdasarkan 
pada metode Enckevort (2003). Vektor penanda akti-
vasi tersebut sudah dimasukkan ke dalam A. tumefa-
ciens strain Agl-1 dan siap digunakan untuk transfor-
masi padi. Vektor penanda aktivasi ini mengandung 
dua elemen. Elemen pertama, yaitu elemen Ac 
(activator) yang mengkode enzim transposase di ba-
wah kontrol Ac promoter yang disambungkan dengan 
gen gfp (green fluorescens protein) di bawah kendali 
promoter Gos. Elemen kedua, yaitu elemen Ds 
(dissociation) berisi elemen 4x enhancer dari promo-
ter CaMV 35S dan ketahanan terhadap basta di bawah 
kendali promoter Ubi. Vektor ini mengandung gen 
hygromycin phosphotransferase (HPT) untuk seleksi 
tanaman transforman (Gambar 1). 

Induksi Kalus Embriogenik 

Benih padi disterilkan dengan direndam dalam 
alkohol 70% selama satu menit, chlorox 20% selama 
30 menit dan dibilas tiga kali dengan air steril. Benih 
yang telah disterilkan digunakan sebagai eksplan un-
tuk menginduksi pembentukan kalus embriogenik. 
Induksi kalus dilakukan dalam media yang terdiri atas 
media dasar NB (media yang mengandung unsur 
makro dari media dasar N6 (Chu et al. 1975) dan unsur 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 1. Vektor penanda aktivasi berdasarkan transposon yang terdiri dari dua elemen, Ac dan Ds pada daerah T-DNAnya. 
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mikro dan vitamin dari media dasar B5 (Gamborg dan 
Shyluk 1981), dengan penambahan sukrosa 30 g/l, 
fitagel 3 g/l, dan 2,4-D 2,5 mg/l, dengan pH 5,8. Kalus 
mulai terbentuk 3-4 minggu setelah penanaman eks-
plan dalam media. Kalus yang dihasilkan dipindahkan 
pada media induksi kalus yang sama. Kalus hasil 
subkultur pertama yang berumur tidak lebih dari 2 
minggu dan yang bersifat embriogenik digunakan se-
bagai eksplan untuk transformasi. 

Persiapan Bakteri A. tumefaciens dan Ko-kultivasi 

Koloni Agrobacterium yang mengandung vektor 
penanda aktivasi ditumbuhkan pada media YEP cair 
yang mengandung antibiotik karbenisilin 75 mg/l dan 
kanamisin 100 mg/l selama semalam pada inkubator 
yang bergoyang dengan suhu 28oC. Selanjutnya 500 ul 
kultur tersebut ditumbuhkan pada media AB padat 
yang mengandung antibiotik karbenisilin 75 mg/l dan 
kanamisin 100 mg/l, selama 3 hari pada suhu 28oC. 
Kultur Agrobacterium kemudian dilarutkan pada 
media ko-kultivasi cair, yaitu media dasar R2 (Ohira et 
al. 1973) dengan penambahan 2,4-D 2,5 mg/l, glukosa 
10 g/l, dan asetosiringon 100 uM, dengan pH 5,2. Kalus-
kalus padi embriogenik direndam dalam suspensi 
Agrobacterium selama 15 menit. Selanjutnya kalus di-
panen dan dikeringkan pada kertas saring steril. Kalus 
ditransfer ke media ko-kultivasi padat, yang terdiri dari 
media dasar R2 dengan penambahan 2,4-D 2,5 mg/l, 
glukosa 10 g/l, asetosiringon 100 uM, dan fitagel 3 g/l, 
dengan pH 5,2, selama 4 hari pada suhu 25oC dalam 
kondisi gelap. 

Seleksi Kalus pada Media Seleksi 

Kalus-kalus hasil transformasi diseleksi pada me-
dia seleksi yang terdiri dari media dasar R2 dengan pe-
nambahan 2,4-D 2,5 mg/l, sukrosa 30 g/l, dan fitagel 3 
g/l, higromisin 50 mg/l, sefotaksim 400 mg/l, vankomi-
sin 100 mg/l, dengan pH 6. Kalus disubkultur pada 
media yang sama selama 2 x 2 minggu. Kalus-kalus 
yang tahan dan menunjukkan tanda-tanda embrioge-
nik dipindahkan ke media induksi embrio yang terdiri 
dari media dasar LS (Linsmaier dan Skoog 1965) de-
ngan penambahan 2,4-D 2,5 mg/l, sukrosa 30 g/l, air 
kelapa 100 ml/l dan fitagel 3 g/l, higromisin 50 mg/l, 
sefotaksim 100 mg/l, dan vankomisin 100 mg/l, dengan 
pH 5,8, selama kurang lebih satu minggu. 

Regenerasi Kalus dan Induksi Perakaran 

Setelah didapatkan kalus yang embriogenik (di-
seleksi dengan mikroskop binokuler), kalus kemudian 
dipindahkan ke media regenerasi. Media regenerasi 
yang digunakan adalah media dasar LS dengan pe-
nambahan IAA 0,5 mg/l, BAP 0,3 mg/l, sefotaksim100 

mg/l, vankomisin 100 mg/l, higromisin 30 mg/l, sukrosa 
40 g/l, dan fitagel 7 g/l, dengan pH 5,8. Selanjutnya, kul-
tur diinkubasikan dengan penyinaran 1.000 lux selama 
16 jam sehari dalam ruang kultur bersuhu 28oC. Kalus 
secara kontinyu dipindahkan ke media regenerasi 
yang masih segar setiap 2 minggu hingga terbentuk tu-
nas. Untuk menginduksi pembentukan planlet, tunas 
diakarkan dalam media perakaran, yaitu media dasar 
LS, dengan penambahan higromisin 40 mg/l, sukrosa 
30 g/l, dan fitagel 3 g/l, dengan pH 5,8 selama dua 
minggu atau sampai dengan terbentuk akar. 

Aklimatisasi 

Aklimatisasi dilakukan secara bertahap dengan 
menanam planlet selama satu minggu dalam tabung 
reaksi berdiameter 1,5 cm dan tinggi 15 cm yang berisi 
5 ml air dan selama dua minggu dalam bak plastik 
ukuran 44 cm x 34 cm x 15 cm yang berisi tanah 
sawah. Planlet yang bertahan hidup dalam periode 
aklimatisasi selanjutnya dipindahkan ke dalam pot 
plastik dengan volume 10 l yang berisi tanah sawah. 

Pengujian Ketahanan Tanaman terhadap Basta 

Pengujian ketahanan tanaman terhadap basta di-
lakukan dengan cara mengolesi ujung daun tanaman 
padi dengan larutan herbisida basta dengan konsen-
trasi 200 mg/l. Pengamatan dilakukan 3 hari setelah 
perlakuan. Tanaman dikatakan tahan jika daun tidak 
terbakar (warna daun tetap hijau) dan tidak tahan jika 
daun menjadi terbakar (warna daun coklat) pada area 
daun yang diolesi larutan basta. 

Analisis Molekuler Gen dengan Teknik PCR 

Isolasi DNA Total dari Tanaman 

Isolasi DNA total dari tanaman dilakukan meng-
gunakan metode Shure et al. (1983). DNA yang dida-
patkan kemudian diukur konsentrasinya mengguna-
kan spektrofotometer. Selanjutnya DNA diencerkan 
dengan ddH20 untuk mencapai konsentrasi 10 ng/ul. 
DNA ini siap digunakan untuk analisis PCR. 

Amplifikasi DNA dengan Teknik PCR 

Amplifikasi dengan teknik PCR dilakukan dengan 
menggunakan sepasang primer untuk gen ketahanan 
basta (bar). Sekuen primer yang digunakan adalah 
Bar-Forward 5’ACC ATG AGC CCA GAA CGA CGC 3’, 
sedangkan Bar-Reverse 5’ CAG GCT GAA GTC CAG 
CTG CCA G 3’. Total volume reaksi PCR adalah 20 µl 
yang mengandung DNA genomik cetakan 100 ng, 0,2 
uM untuk masing-masing dNTP, primer Forward, dan 
Reverse masing-masing dengan konsentrasi 100 ng/ul, 
MgCl2 dengan konsentrasi 1,5 mM, enzim Taq DNA 
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polymerase 0,16 unit dalam larutan bufer 1x. Reaksi 
amplifikasi dilakukan dengan mesin PCR (PCT-100, MJ 
Research Inc. USA) dengan program sebagai berikut: 
tahap denaturasi pada suhu 94oC selama 30 detik, pe-
nempelan primer pada suhu 60oC selama 30 detik, dan 
pemanjangan/sintesis DNA pada suhu 72oC selama 45 
detik. Tahapan program PCR tersebut diulang seba-
nyak 35 siklus. Pada tahap terakhir proses PCR dilaku-
kan pemanjangan akhir pada suhu 72oC selama 5 me-
nit. Setelah proses PCR selesai, sampel disimpan pada 
suhu 15oC atau bisa langsung divisualisasi dengan 
elektroforesis gel agarosa. 

Elektroforesis Produk PCR pada Gel Agarosa  

Sebanyak 10 µl produk PCR dari masing-masing 
sampel ditambahkan dengan 2 µl loading dye dan di-
campur sempurna, kemudian dimasukkan ke dalam 
sumur pada agarosa gel 1% dengan bufer TAE 1x. Un-
tuk menentukan ukuran dari produk PCR disertakan 
juga DNA standar (1 kb plus ladder) sebagai pemban-
ding. Sampel DNA tersebut dielektroforesis dengan te-
gangan 90 volt selama kurang lebih 1,5 jam. Setelah 
itu, agarosa gel diwarnai dengan larutan etidium 
bromida 10 mg/l selama 10 menit dan dicuci dengan 
air selama 20-30 menit. Fragmen-fragmen DNA pada 
agarosa gel kemudian divisualisasi dengan Chemidoc 
gel system (Biorad). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Transformasi genetik padi dengan vektor A. 
tumefaciens yang mengandung rakitan penanda akti-
vasi telah dilakukan pada tanaman padi Asemandi, 
sedangkan T309 digunakan sebagai kontrol transfor-
masi. Dari dua kultivar padi yang ditransformasi, se-
muanya dapat menghasilkan lini-lini yang tahan pada 
media seleksi antibiotik higromisin dan menghasilkan 
jumlah lini independen yang berbeda (Tabel 1). Keber-
hasilan transformasi pada penelitian ini diindikasikan 
dengan diperolehnya kalus yang tahan terhadap 
higromisin. Pada transformasi tanaman, marka seleksi 
diperlukan oleh sel transforman untuk berkembang, 
marka ini akan dapat menghambat perkembangan sel 
non transforman. Persentase sel pada kalus yang da-
pat ditransformasi (menerima DNA asing) relatif ren-

dah, oleh karena itu sangat penting untuk mengham-
bat perkembangan dari sel non transforman (Zhu dan 
Wu 2008). Kalus yang tahan (transforman) akan mam-
pu berproliferasi pada medium seleksi dan biasanya 
akan terlihat jelas pada seleksi putaran ke-2 dengan 
warna putih kekuningan dan friable. Kalus yang tidak 
tahan pada medium seleksi berwarna coklat kehitam-
an, tidak mampu berproliferasi, dan kemudian mati. 
Padi T309 menghasilkan persentase kalus yang tahan 
higromisin lebih tinggi (7%) daripada Asemandi (4%). 
Kalus-kalus yang tahan tersebut kemudian dipindah ke 
medium pembentukan embrio. Pada tahap ini kalus 
yang bersifat embriogenik saja yang dipilih untuk di-
pindah pada medium regenerasi. Kalus embriogenik 
tersebut bersifat friable dengan warna putih kekuning-
an, terdapat struktur globular, dan kalus bersifat relatif 
kering tidak basah. Keberhasilan awal terjadinya rege-
nerasi ditandai dengan terbentuknya bintik-bintik hijau 
pada kalus yang tahan seleksi higromisin. Tidak semua 
kalus yang tahan seleksi higromisin mampu memben-
tuk bintik hijau. Persentase pembentukan bintik-bintik 
hijau berkisar antara 40-53%. Pada medium regene-
rasi, kalus-kalus tersebut selanjutnya dapat berkem-
bang dan beregenerasi menjadi tanaman hijau (Gam-
bar 2). Pada tahap ini ternyata tidak semua kalus de-
ngan bintik hijau mampu diregenerasikan menjadi ta-
naman kecuali pada T309 sedangkan tingkat regene-
rasi Asemandi hanya mencapai 76,9%. Menurut Lin 
dan Zhang (2006), rendahnya respon regenerasi kalus, 
coklatnya kalus yang diseleksi, dan kurangnya ke-
mampuan jaringan untuk ditransformasi merupakan 
faktor pembatas dalam transformasi. 

Sistem transformasi yang efisien merupakan kun-
ci utama untuk keberhasilan transformasi. Beberapa 
faktor yang mempengaruhi efisiensi transformasi yang 
dimediasi oleh A. tumefaciens adalah tipe Ti-plasmid, 
strain bakteri dengan kisaran inang yang luas, kondisi 
kultur sebelum dan selama inokulasi, proses transfer 
aktivasi T-DNA secara eksogen dengan penambahan 
asetosiringon. Efisiensi transformasi yang didapatkan 
dari Asemandi, yaitu 1,05% dengan rata-rata 16 tanam-
an/lini (Tabel 1). Pada tanaman kontrol, yaitu T309 
efisiensi transformasi yang dihasilkan 3,7% dengan 
rata-rata tanaman per lini adalah 22 tanaman. Pada 
penelitian ini, efisiensi transformasi genetik tanaman 

Tabel 1. Efisiensi transformasi dari dua kultivar padi dengan vektor penanda aktivasi. 

Kultivar padi 
Kalus yang 
dikokultivasi 

(A) 

Kalus 
HygR 

Kalus dengan 
bintik hijau 

Kalus yang beregenerasi  
(jumlah lini independen) 

Jumlah tanaman   
(rata-rata tanaman/lini) 

Jumlah lini 
independen       

BarR, PCR+ (B) 

Persentase efisiensi 
transformasi (B/A) 

(%) 

Asemandi  1618 65 26 20 323 (16) 17 (304)*   1,05 
T309   243 17   9   9 199 (22)   9 (199)* 3,7 

HygR = tahan higromisin, BarR = tahan basta, PCR+ = positif PCR. Angka dalam tanda kurung* menunjukkan jumlah tanaman BarR, PCR+.
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padi T309 yang termasuk kelompok padi japonica 
temperate lebih tinggi daripada hasil penelitian Hiei 
dan Komari (2008), yaitu sebesar 0,2-0,9%. Perbedaan 
efisiensi transformasi tersebut disebabkan adanya per-
bedaan metode transformasi, media kultur, strain bak-
teri, dan vektor. Menurut Hiei dan Komari (2008), kom-
binasi antara vektor dan strain dapat berpengaruh pa-
da efisiensi transformasi, demikian juga dengan pemi-
lihan metode transformasi yang didasarkan pada ge-
notipe. Pada Asemandi yang termasuk kelompok padi 
japonica tropis, efisiensi transformasi yang didapatkan 
lebih rendah (1,24%), apabila dibandingkan dengan 
hasil penelitian Rachmawati dan Anzai (2004), yang 
mendapatkan efisiensi transformasi sebesar 23% de-
ngan menggunakan kultivar Rojolele. Perbedaan efi-
siensi transformasi tersebut disebabkan adanya perbe-
daan strain dan vektor, media kultur, dan genotipe 
yang digunakan. Penelitian yang dilakukan oleh 
Rachmawati dan Anzai (2004) menekankan pada pen-
tingnya kondisi kultur jaringan untuk efisiensi transfor-
masi. Menurut Birch (1997) dan Hiei et al. (1994), be-
berapa faktor yang mempengaruhi perbedaan efisiensi 
transformasi tergantung pada spesies, genotipe, kom-
petensi jaringan target, sensitivitas genotipe terhadap 

Agrobacterium dan frekuensi regenerasi. Faktor yang 
sangat mempengaruhi frekuensi transformasi adalah 
latar belakang genetik tanamannya. Pengaruh genoti-
pik ini dapat diatasi dengan memodifikasi media kul-
tur atau kondisi transformasi, karena seringkali me-
dium kultur yang baik untuk satu genotipe tidak dapat 
diaplikasikan untuk genotipe lain. Hal ini telah dilaku-
kan oleh Hiei dan Komari (2008) yang menggolongkan 
protokol transformasi berdasarkan tipe polimorfisme 
isoenzim. Pada padi golongan japonica, protokol trans-
formasi digolongkan menjadi 3 tipe, masing-masing 
tipe mempunyai komposisi media dan metode trans-
formasi yang berbeda. Berdasarkan hal tersebut diper-
lukan upaya untuk meningkatkan efisiensi transforma-
si dengan memodifikasi sistem transformasi termasuk 
komposisi media dan metode transformasinya, khu-
susnya untuk padi Asemandi. 

Salah satu metode konfirmasi sederhana dan ce-
pat untuk mengetahui integrasi rakitan penanda akti-
vasi ke genom padi adalah dengan pengecatan/peng-
olesan daun padi transgenik putatif generasi T0 dengan 
herbisida basta pada konsentrasi 200 mg/l (Wang dan 
Waterhouse 1997). Di samping membawa elemen 4x 
enhancer, konstruk rakitan penanda aktivasi juga 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gambar 2. Tahapan regenerasi kalus padi cv. Asemandi yang ditransformasi dengan vektor penanda aktivasi. 

A = kalus yang tahan pada media seleksi dengan penambahan higromisin 50 mg/l, B = tunas yang 
muncul di media regenerasi dengan penambahan higromisin 30 mg/l, C = planlet di media per-
akaran dengan penambahan higromisin 40 mg/l, D = populasi tanaman padi transgenik ditanam 
dalam pot di rumah kaca. 
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membawa gen seleksi ketahanan terhadap basta. 
Apabila gen ketahanan tersebut sudah terintegrasi ke 
dalam genom tanaman padi, maka ketika daun padi 
transgenik yang mengandung gen tersebut diolesi de-
ngan basta akan memberikan respon ketahanan. Indi-
kasi dari respon ketahanan tanaman yang membawa 
gen tersebut adalah daun yang diolesi akan tetap ber-
warna hijau (tahan basta) sedangkan yang tidak mem-
bawa gen tersebut daun akan terbakar (Gambar 3). 
Hasil pengujian menunjukkan bahwa dari dua kultivar 
yang diuji ternyata persentase jumlah lini independen 
yang tahan pada pengujian basta terhadap jumlah to-
tal lini independen yang diperoleh, yaitu 85% 
(Asemandi) dan 100% (T309). Tanaman yang positif 
(tahan terhadap basta) mengindikasikan bahwa gen 
ketahanan terhadap basta yang terdapat pada elemen 
Ds telah terintroduksi dan terekspresi pada tanaman 
transgenik yang diuji. Ternyata tidak semua tanaman 

yang telah lolos pada seleksi higromisin mengandung 
gen ketahanan terhadap basta. Semua lini tanaman 
yang tahan terhadap basta selanjutnya ditanam di ru-
mah kaca. Morfologi tanaman menunjukkan bahwa 
tanaman fertil dan dapat menghasilkan biji, walaupun 
beberapa tanaman menunjukkan hasil biji yang sangat 
sedikit (4-5 biji/tanaman) (data tidak disajikan). Di 
samping itu, didapati juga mutan-mutan yang mempu-
nyai morfologi unik, seperti daun menjadi variegata. 

Konfirmasi lanjut adanya integrasi dari rakitan pe-
nanda aktivasi pada genom padi dilakukan dengan 
analisis PCR menggunakan primer gen ketahanan ter-
hadap basta (bar). Analisis PCR dilakukan pada ta-
naman Asemandi yang telah positif mengekspresikan 
ketahanan terhadap basta. Dari tanaman yang diuji, 
ternyata semuanya menunjukkan hasil yang positif, 
yaitu semua tanaman mengandung gen ketahanan ter-
hadap basta (Gambar 4). Hal ini diindikasikan dengan 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 3. Hasil pengujian daun tanaman padi putatif transgenik cv. Asemandi dengan pengolesan basta. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4. Hasil pengujian analisis PCR daun tanaman padi putatif transgenik cv. Asemandi menggunakan primer gen bar. 1-17 = sampel 

tanaman yang diuji, T = non transgenik, A = air, P = pAc-DsATag-Bar-gosGFP. 

   Daun terbakar 

Tahan basta  Tidak tahan basta

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 N
T A P 

500 bp 



2009 A. SISHARMINI ET AL.: Pengembangan Populasi Mutan Penanda Aktivasi  
 

55

adanya pita DNA yang berukuran 500 bp yang merupa-
kan produk amplifikasi dari gen bar. Gen ini terdapat 
pada elemen Ac pada T-DNA yang diintroduksikan. 
Berdasar hal tersebut dapat disimpulkan bahwa peng-
gunaan metode pengecatan/pengolesan daun padi 
dengan herbisida basta memberikan hasil yang sama 
dengan analisis PCR. 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Telah diperoleh 17 lini independen (304 tanam-
an) padi transgenik japonica tropis lokal Sulawesi       
cv. Asemandi yang positif mengandung rakitan penan-
da aktivasi. 

Lini-lini starter tersebut akan dikembangkan lebih 
lanjut dengan selfing beberapa generasi untuk menda-
patkan lini-lini mutan penanda aktivasi yang stabil. 
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