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ABSTRACT

Sugarcane is the principle plant for producing sugar in Indonesia. Water supply is one key element in the agronomy of sugarcane. 
Sugarcane is a high biomass crop which requires large amounts of water. Low yields of sugar observed in water stressed plants indicate 
that sugarcane is very sensititive to drought. A number of genes that respond to drought, salt, and cold stress at the trasnscriptional 
level have been reported. dip22 (drought inducible protein) protein isolated from drought resistance variety M 442-51 was predicted 
to be a protein regulator to water stress in sugarcane. Increasing of tolerance to water stress by over expression of dip22 genes in 
high yield sugarcane variety hopefully will maintain sugar production. The goal of this research was to construct a binary vector for 
dip22 gene expression in plant. dip22 gene from mutated PCR was cloned to pGEM®–T Easy and transformed to Escherichia coli 
strain DH5a. And then, these gene was isolated again from pGEM®–T Easy-dip22 (pGdip) plasmid using restriction enzymes NcoI 
and PmlI. pCAMBIA 1303 plasmid is an expression vector which has the constitutive promoter CaMV35S. Recombinant plasmid was 
transformed to Escherichia coli strain DH5a for plasmid propagation through DNA replication. Recombinant plasmid was isolated, 
and digested with NcoI and PmlI to examine the presence of dip22 gene in the pCAMBIA 1303 plasmid. The recombinant plasmid 
was transformed to A. tumefaciens strain LBA 4404. Plasmid isolated from A. tumefaciens was digested with Bst XI and Bst EII to 
examine the similarity between pCAMBIA 1303-dip22 (pCdip) from Escherichia coli and A. tumefaciens. The result by electrophoresis 
showed that both plasmids had the same size after digested. It was concluded that the transformed A. tumefaciens strain LBA 4404 
bacteria has pCAMBIA 1303-dip22 (pCdip) plasmid indeed. Therefore, this construct of dip22 gene in binary vector can be used for 
improving drought tolerance in plant.

Key words: dip22 gene, sugarcane, binary vector, drought tolerant

PENGANTAR

Pergeseran budidaya tebu dari lahan sawah ke lahan 
kering menuntut tersedianya varietas tebu komersial yang 
toleran terhadap cekaman kekeringan, sehingga produksi 
kristal gula yang optimal dapat dipertahankan. Hal ini 
didukung dengan kondisi tanaman tebu yang memiliki 
biomassa tinggi sehingga membutuhkan air dalam jumlah 
yang banyak (Inmam-Bamber dan McGlinchey, 2003; 
Wiedenfeld, 1995 dalam Wiedenfeld, 2004). Hasil panen 
tebu yang kurang maksimal pada kondisi cekaman air 
ringan mengindikasikan bahwa tebu sangat sensitif terhadap 
kekeringan (Wiedenfeld, 2004).

Upaya untuk meningkatkan sifat toleransi tanaman 
terhadap cekaman kekeringan melalui rekayasa genetik, 
dapat ditempuh dengan cara transformasi gen yang 
mengkode suatu protein atau enzim, yang berperan dalam 
sistem pertahanan diri tumbuhan terhadap cekaman 
kekeringan. Pendekatan melalui teknik ini telah berhasil 
dilakukan pada padi (Xu et al., 1996), tembakau (Kishore 
et al., 1995), dan tebu (Zhen Zhang et al., 2006).

Meskipun pemuliaan konvensional dapat menghasilkan 
varietas yang toleran terhadap cekaman lingkungan tertentu, 
tetapi pencapaian lebih jauh hanya bisa dicapai melalui 
manipulasi gen yang terlibat dalam toleransi terhadap 
cekaman (Smirnoff dalam Babu et al., 2004). �������Metode 
konvensional yang dipakai sebelumnya untuk mengatasi 
masalah kekeringan pada tebu adalah dengan perkawinan 
silang. Namun varietas tebu yang digunakan sebagai 
tetua adalah tebu hibrida hasil persilangan sebelumnya. 
Dengan demikian metode pemuliaan konvensional pada 
tebu, dibatasi oleh gene pool yang sempit, genom yang 
kompleks, fertilitas rendah, dan siklus seleksi yang panjang 
(Suprasanna dan Bapat, 2006).

Strategi baru untuk memecahkan masalah pada 
program pemuliaan konvensional adalah dengan teknologi 
DNA rekombinan. DNA rekombinan merupakan teknik 
yang dapat digunakan untuk menguraikan mekanisme-
mekanisme kompleks yang berkaitan dengan ekspresi 
gen. Rekayasa genetika merupakan salah satu teknik DNA 
rekombinan. Teknik ini mengubah urutan DNA untuk 
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memodifikasi gen, yang selanjutnya dimasukkan kembali 
ke dalam sel atau organisme sehingga dapat meningkatkan 
(over ekspresi) atau menurunkan (silencing) sejumlah 
protein yang dihasilkan tanaman transgenik. Gen yang 
direkayasa dapat berasal dari spesies yang sama atau 
berbeda dengan spesies tanaman yang akan disisipkan gen 
tambahan (Alberts et al., 1994).

Teknologi DNA rekombinan merupakan perpaduan 
sejumlah teknik dalam biologi molekuler. Beberapa teknik 
tersebut antara lain adalah (1) restriksi DNA dengan enzim 
nuklease, sehingga memudahkan isolasi dan menipulasi 
setiap gen yang dikehendaki; (2) kloning DNA, yaitu 
apabila sebuah fragmen DNA tertentu telah diintegrasikan 
ke dalam suatu unsur genetik yang dapat menggandakan 
diri sendiri (plasmid atau virus) dan hidup pada bakteri 
sehingga sebuah molekul DNA dapat direproduksi untuk 
menghasilkan salinan identik yang berjumlah jutaan; (3) 
rekayasa genetika, yaitu suatu cara mengubah urutan DNA 
untuk memodifikasi gen, yang selanjutnya dimasukkan 
kembali ke dalam sel atau organisme (Alberts et al., 
1994).

Pada dasarnya tersedianya promoter aktif yang kuat 
sangat diperlukan untuk over-ekspresi suatu gen pada 
tanaman baik monokotil maupun dikotil. Beberapa hasil 
penelitian menyatakan bahwa CaMV35S adalah promoter 
konstitutif yang aktif pada sel tanaman monokotil, akan 
tetapi kekuatannya sedikit menurun pada sel dikotil dan 
tidak aktif pada beberapa tipe sel seperti pollen (Christensen 
dan Quail, 1996). Selain itu, promoter Adh1 yang diisolasi 
dari jagung sudah digunakan pada penelitian transformasi 
gen pada tanaman monokotil, akan tetapi aktivitasnya 
terbatas pada akar, tunas meristem, endosperm, dan pollen 
(Christensen dan Quail, 1996). Sejauh ini, kebanyakan 
laporan penelitian tentang over ekspresi gen asing untuk 
meningkatkan toleransi terhadap cekaman abiotik pada 
tanaman menggunakan promoter konstitutif (Su dan Wu, 
2004).

Pada penelitian sebelumnya, dilaporkan adanya 
ekspresi kuat dari gen dip22 (drought inducible protein) 
pada tebu yang tercekam kekeringan (Widyasari, 2004 
dan Widyasari et al., 2004). Dengan menggunakan metode 
DNA rekombinan, over ekspresi gen dip22 pada varietas 
tebu unggul yang peka kekeringan, diharapkan dapat 
meningkatkan sifat toleransi varietas tersebut terhadap 
cekaman kekeringan sehingga produksi gula yang 
dihasilkan tetap optimal meskipun ditanam pada lahan 
kering. �����������������������������������������������    Penelitian ini bertujuan mengkonstruksi vektor 
biner untuk ekspresi gen dip22 pada tanaman, khususnya 
tanaman tebu.

BAHAN DAN CARA KERJA

Bahan Penelitian

Dalam penelitian ini digunakan beberapa bahan, di 
antaranya adalah klon gen dip22 dalam plasmid pGEM®-T 
Easy yang diperoleh dari penelitian sebelumnya (Sugiharto 
dkk., 2001). Selanjutnya klon gen dip22 tersebut diperbanyak 
pada E. coli strain DH5a (Widyasari, 2004). Vektor 
ekspresi yang digunakan adalah plasmid pCAMBIA 1303 
yang diperoleh dari Center for Application of Molecular 
Biology on International Agriculture (CAMBIA), 
Australia.

Cara Kerja

Persiapan PCR mutagenesis
Agar gen dip22 dapat disisipkan pada vektor ekspresi 

yang diinginkan, maka gen tersebut harus dimutasi 
dengan metode PCR mutagenesis sehingga memiliki 
tempat pemotongan enzim yang sesuai dengan vector 
ekspresinya. Pada penelitian ini, dip22 akan disambungkan 
pada pCAMBIA 1303, oleh karena itu dilakukan strategi 
sebagai berikut.

Design primer 
Gen dip22 memiliki ukuran sekitar 840 pasang basa 

(pb). Start codon berada pada basa ke 130 sedangkan 
stop codon pada nukleotida ke-560. Pada start codon  
(± 130 pb) terdapat tempat pemotongan untuk enzim Nco 
I, hal ini sesuai dengan peta restriksi pCAMBIA 1303. Pada 
stop codon tidak terdapat tempat pemotongan untuk enzim 
PmlI seperti yang ada pada pCAMBIA 1303. Oleh karena 
itu, perlu dilakukan penyisipan tempat pemotongan PmlI 
pada gen dip22 menggunakan metode PCR mutagenesis. 
Pertama kali yang harus dilakukan adalah merancang primer 
untuk PCR mutagenesis. �������Primer forward yang digunakan 
adalah 5’- TCG ATC CAA TTG TTC ACT CGC TCA G-
3’ (dimulai dari basa ke-50 sampai 74). Sedangkan primer 
backward adalah 5’-CAC↓GTG ATC AGC CGA AGA 
AGT GGT GCT TC-3’ (dimulai dari basa nukleotida ke 
560).

Reaksi PCR mutagenesis
Reaksi PCR dilakukan menggunakan program reaksi 

sebagai berikut: tahap pertama pada suhu 96 °C selama  
2 menit satu kali siklus reaksi; tahap kedua 30 kali siklus 
reaksi dengan suhu 96 °C selama 45 detik, 45 °C selama  
30 detik, 72 °C selama 1 menit; dan tahap ketiga dilakukan 
satu kali siklus reaksi dengan suhu 72 °C selama 7 menit.
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Purifikasi DNA dengan Gel Extraction Kit dari 
QIAGEN

Purifikasi DNA dari gel mengikuti protokol dari 
produsen Qiagen. Ke dalam tabung mikrosentrifuga yang 
berisi gel, ditambahkan 3× volume gel agarosa bufer 
Q1. Tabung diinkubasi pada temperatur 50 °C selama  
10 menit atau sampai semua gel larut sehingga warnanya 
sama dengan bufer Q1. Campuran bufer Q1 dan gel agarosa 
yang telah larut dimasukkan ke dalam kolom membran 
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 g selama 
1 menit. Cairan yang tertampung di bagian bawah kolom 
dibuang. Untuk membersihkan kolom dari sisa-sisa gel 
agarosa, ke dalam kolom ditambahkan 500 mL bufer 
Q1 kemudian kolom disentrifugasi dengan kecepatan 
12.000 g selama 1 menit. Pemurnian dilanjutkan dengan 
menambahkan 750 mL bufer P1 ke dalam kolom, kemudian 
kolom disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 g selama  
1 menit. Lalu ke dalam kolom ditambahkan 40 mL bufer 
EB tepat di bagian tengah dari membran yang terdapat pada 
kolom. Kolom ditempatkan pada tabung mikrosentrifuga 
steril kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 15.000 g 
selama 1 menit. DNA yang bersih akan terlarut dalam bufer 
EB dan ditampung dalam tabung mikrosentrifuga baru.

Persiapan sel kompeten
Pembuatan sel kompeten dilakukan sesuai anjuran 

protokol yang terdapat dalam kit sel kompeten E. coli 
(Promega) dengan sedikit modifikasi. Bakteri strain DH5α 
dari stok gliserol (–70 °C) digoreskan di atas permukaan 
medium agar padat M9+thiamine HCl. Medium tersebut 
mengandung 0,6% Na2HPO4; 0,3% KH2PO4; 0,5% NaCl; 
0,1% NH4Cl; 1,5% agar; 0,2% (v/v) 1 M MgSO4, 0,01% 
(v/v) 1 M CaCl2; 1% (v/v) 20% glukosa; dan 0,1% (v/v)  
1 M Thiamine HCl. 

Cawan petri tersebut diinkubasi semalam pada suhu  
30 °C. Setelah itu diambil 1–2 koloni tunggal dan dimasukan 
dalam LB cair dan dikocok pada kecepatan 150 rpm, suhu 
30 °C selama 24 jam. Sebanyak 0,5 ml LB cair, dan dikocok 
pada suhu 30 °C sampai nilai absorbansi pada OD600 
mencapai 0,45–0,55 selama kurang lebih 1 jam 45 menit. 
Suspensi sel dipindah ke dalam tabung baru dingin dan 
steril dalam keadaan aseptik, kemudian didinginkan dalam 
es selama 2 jam. Selanjutnya tabung berisi suspensi bakteri 
disentrifugasi pada 5000 rpm, 4 °C selama 10 menit. Fasa 
air dibuang dengan hati-hati agar endapan bakteri tidak ikut 
terbuang. Sebanyak 1–2 ml buffer triturasi dingin dimasukkan 
dalam tabung secara hati-hati untuk mensuspensikan 
endapan bakteri. Kemudian ditambahkan buffer yang sama 
sebanyak 50 ml. Selanjutnya suspensi bakteri diinkubasi 

dalam es selama 45 menit dan disentrifugasi pada kecepatan  
4000 rpm selama 10 menit. Fasa air dibuang sedangkan 
endapan bakteri yang diperoleh disuspensikan dengan  
5 ml buffer triturasi dingin. Sel kompeten bisa langsung 
digunakan atau disimpan dalam –80 °C.

Transformasi plasmid rekombinan ke dalam bakteri  
E. coli strain DH5a

Transformasi plasmid ke dalam sel kompeten mengikuti 
prosedur dari Promega dengan sedikit modifikasi. Sebanyak 
5 ml dari setiap hasil ligasi atau plasmid dimasukkan secara 
hati-hati ke dalam tabung polipropilen 50 ml dingin dan 
ke dalam setiap tabung dimasukkan bakteri yang telah 
kompeten sebanyak 100 ml. �������������������������������   Tabung berisi bakteri kompeten 
dan plasmid selanjutnya disimpan dalam es selama  
30 menit. ���������������������������������    Setelah itu tabung dimasukkan ke water bath 
untuk memberi kejutan panas pada suhu 42 °C selama  
50 detik. Selanjutnya tabung tersebut segera didinginkan dalam 
es selama 2 menit. Sebanyak 950 ml SOC cair ditambahkan 
ke dalam tabung kemudian suspensi sel diinkubasi pada 
suhu 37 °C pada 175 rpm selama 21 jam. Setelah diinkubasi,  
100 µl kultur ditanam pada medium LB padat yang 
mengandung 100 mg/ml antibiotik ampisilin dan 50 mg/ml 
X-gal serta 100 ml 0.1 M IPTG. Kultur bakteri diratakan di 
atas medium LB padat dengan bantuan bola-bola kaca steril 
berdiameter 3 mm. Kultur bakteri selanjutnya diinkubasi 
pada suhu 37 °C selama semalam (16–18) jam.

Isolasi plasmid 
Isolasi plasmid mengikuti metode (Xiang et al., 1994). 

Tahapan isolasi plasmid adalah sebagai berikut. Koloni 
tunggal hasil transformasi dipilih secara acak, masing-
masing koloni dimasukkan dalam sebuah tabung reaksi 
yang berisi 4 ml medium TB cair yang mengandung 
antibiotik disesuaikan dengan vektor yang digunakan. 
Tabung kemudian diinkubasi semalam pada suhu  
37 °C pada kecepatan 250 rpm. Kultur sel selanjutnya 
dimasukkan ke dalam tabung mikrosentrifuga sebanyak 
1,5 ml dan disentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm 
selama 1 menit. Supernatan dibuang, kemudian endapan 
bakteri ditambah dengan 100 µl GTE. Setelah itu endapan 
bakteri dihomogenkan dengan vorteks. Setelah homogen 
ditambahkan bufer lisis sebanyak 200 ml kemudian 
dibolak-balik dan ditambahkan 200 ml 5 M potassium 
asetat kemudian dibolak-balik kembali sampai homogen. 
Tabung lalu disentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm 
selama 1 menit. Endapan yang diperoleh dibuang, kemudian 
supernatan ditambah 100% etanol dingin sebanyak 1 ml. 
Tabung disentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm selama  
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10 menit. Supernatan dibuang, pellet dicuci dengan 
70% etanol kemudian dikering-anginkan. Pelet kering 
disuspensikan dalam 100 µl TE.

Konstruksi gen dip22 pada vektor ekspresi
Pada pe������������� nelitian ini dip22 akan disisipkan pada vektor 

ekspresi pCAMBIA1303 yang mengandung promoter 
CAMV35S pada tempat pemotongan enzim NcoI dan PmlI. 
Untuk mencapai tujuan tersebut pCAMBIA1303 dipotong 
terlebih dahulu dengan PmlI dan NcoI. Pemotongan atau 
restriksi ini dimaksudkan untuk menyediakan tempat 
penyisipan bagi gen dip22 yang sudah termutasi. Setelah 
itu dilakukan penyambungan atau ligasi. Ligasi dilakukan 
dengan mencampur reaksi antara vektor plasmid, DNA 
sisipan, dan T4 DNA Ligase. Ligasi dilakukan dalam tabung 
mikrosentrifuga 0,5 ml pada suhu 4 °C selama satu malam. 
Pada proses ligasi digunakan Ligation Buffer 10 × sejumlah 
0,1 × volume total reaksi. Selanjutnya hasil ligasi sebanyak 
5 µl ditransformasi ke E. coli (DH5α) dan ditanam pada 
medium LB yang mengandung 50 µg/ml kanamisin.

Transformasi pCAMBIA1303-CAMV35S-dip22 (pCdip) 
ke Agrobacterium tumefaciens

Sebelum transformasi, dilakukan pembuatan sel 
kompeten Agrobacterium tumefaciens. �������������������  Mula-mula 1 koloni 
A. tumefaciens dimasukkan ke dalam 50 ml medium YEP 
cair yang telah ditambahkan antibiotik rifampisin 25 ppm. 
Bakteri ditumbuhkan pada suhu ruang (28 °C) selama  
12 jam sambil dikocok 200 rpm. Lalu 2 ml kultur dipindahkan 
ke 50 ml medium baru YEP cair yang telah ditambahkan 
antibiotik rifampisin 25 ppm. Kultur ditumbuhkan pada 
suhu ruang (28 °C) sampai OD600 mencapai 0,4 –0,5 sambil 
dikocok 200 rpm. Kultur lalu didinginkan di es selama  
10 menit, kemudian kultur disentrifugasi 5.000 rpm 
selama 5 menit pada suhu 4 °C sehingga terbentuk 2 fase, 
fase supernatan yang merupakan medium YEP dibuang. 
Pelet sel kompeten A. tumefaciens dilarutkan dalam 1 ml  
20 mM CaCl2.

Proses transformasi dimulai dengan memasukkan 
100 ����������������  μ���������������  l sel kompeten A. tumefaciens ke dalam tabung 
mikrosentrifuga 1,5 ml, kemudian ditambahkan 1 ���μ��l 
plasmid. �����������������������������������������������      Tabung lalu didinginkan ke dalam nitrogen cair 
selama 5 menit, lalu diinkubasi pada suhu 37 °C selama 
25 menit. Ke dalam tabung kemudian ditambahkan 1 ml 
medium YEP cair, dan bakteri ditumbuhkan pada suhu 
ruang (28 °C) selama 3 jam sambil dikocok 50 rpm. Setelah 
itu kultur disentrifugasi 12.000 g selama 30 detik. Pelet yang 
merupakan sel transforman A. tumefaciens disuspensikan 
dengan 1 ml YEP. Bakteri lalu ditumbuhkan dalam  

25 ml medium YEP padat yang telah ditambahkan antibiotik 
rifampisin 25 ppm dan kanamisin 50 ppm pada suhu ruang 
(28 °C) selama 48 jam.

Isolasi pCAMBIA1303-CAMV35S-dip22 (pCdip) dari 
Agrobacterium tumefaciens 

Ke dalam tabung reaksi yang berisi 10 ml medium 
YEP yang telah ditambahkan antibiotik rifampisin 25 ppm 
dan kanamisin 50 ppm dimasukkan satu koloni bakteri  
A. tumefaciens hasil transformasi. Bakteri lalu ditumbuhkan 
selama 24 jam pada suhu ruang (28 °C) selama 24 jam sambil 
dikocok 200 rpm. Kultur lalu dimasukkan dalam tabung 
mikrosentrifuga 1,5 ml, kemudian disentrifugasi 12.000 g 
selama 10 menit sampai terbentuk 2 fase, supernatan yang 
merupakan medium YEP dibuang. Tahapan isolasi plasmid 
dari A. tumefaciens, sama dengan isolasi plasmid dari  
E. coli. Perbedaannya pada isolasi plasmid A. tumefaciens 
perlu diekstraksi dengan fenol:kloroform (1:1).

Sequencing konstruk pCAMBIA1303-CAMV35S-dip22 
(pCdip)

Setelah diperoleh konstruk gen dip22 pada vector 
pCAMBIA1303 dilakukan sequencing untuk mengkonfirmasi 
kebenaran konstruk tersebut.

HASIL 

Hasil PCR Mutagenesis

Hasil PCR termutasi ditunjukkan pada Gambar 1. Pada 
Gambar 1 terlihat ada pita yang berukuran 510 pb yang 
tampak cukup tebal.

Gambar 1.  Hasil PCR termutasi pada gen dip22 (M = Marker 
100 pb DNA Ladder, 1 = gen dip22 termutasi)
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Selanjutnya pita yang berukuran 510 pb tersebut 
diekstraksi dari gel. Pita DNA 510 pb tersebut adalah 
gen dip22 yang termutasi. Hasil ekstraksi disajikan pada 
Gambar 2.

Pada Gambar 2 terlihat pita DNA 510 pb yang 
diekstraksi dari gel berukuran sama dengan DNA hasil 
PCR termutasi.

Kloning dip22 hasil PCR mutagenesis pada pGEM® 
T-Easy- (pGdip)

Hasil ekstraksi pita 510 pb tersebut (Gambar 2), 
kemudian diligasi pada vektor kloning pGEMT-easy dan 
selanjutnya ditransformasi ke E. coli strain DH5α untuk 
memperbanyak plasmid. Setelah itu, DNA sisipan yang 
merupakan gen dip22 termutasi tersebut, diisolasi lagi dari 
plasmid. Tahap pertama dilakukan isolasi plasmid pada 10 
koloni tunggal putih. Hasil isolasi plasmid dari kelima klon 
ditunjukkan pada Gambar 3.

Selanjutnya DNA plasmid dari semua klon (klon 1–10) 
dipotong dengan EcoRI untuk melihat ada tidaknya DNA 
sisipan. Hasil pemotongan DNA plasmid kesepuluh klon 
dengan enzim EcoRI, ditampilkan pada Gambar 4.

Pada Gambar 4 terlihat adanya sisipan DNA yang 
berukuran 510 pasang basa. �������������������������    DNA dengan ukuran 510 pb 
tersebut tidak lain adalah gen dip22 hasil PCR termutasi. 
Selanjutnya gen dip22 tersebut diisolasi dari plasmid 
pGEMT-easy (pG-dip). Isolasi gen dip22 dilakukan dengan 
menggunakan dua enzim restriksi. Pada awalnya plasmid 
pGdip dipotong dengan enzim NcoI. Reaksi pemotongan 
dilakukan pada suhu 37 °C. Hasil elektroforesis plasmid 
hasil restriksi ditunjukkan pada Gambar 5.

Gambar 2.  DNA ukuran 510 pb (dip22 termutasi) sebelum 
(sumur 1 dan 2) dan setelah  ekstraksi dari gel (sumur 3 dan 4) 
(M = Marker 100 pb DNA Ladder)

Gambar 3.  Hasil isolasi DNA plasmid dari 5 klon (1 = Marker 
Lambda DNA/ Hind III, 2, 3,  4, 5, 6 = DNA plasmid klon 1, klon 2, 
klon 3, klon 4, klon 5)

Gambar 4.  Hasil pemotongan DNA plasmid dengan EcoRI (M = marker DNA Ladder 100 pb, 1 = DNA klon no. 2 yang tidak dipotong, 
2 = DNA klon no. 2 yang dipotong, 3 = DNA klon no. 3 yang tidak dipotong, 4 = DNA klon no.3 yang dipotong, 5 = DNA klon no. 4 
yang tidak dipotong, 6 = DNA klon no. 4 yang dipotong, 7 = DNA klon no. 5 yang tidak dipotong, 8 = DNA klon no. 5 yang dipotong, 
9 = DNA klon no. 10 yang tidak dipotong, 10 = DNA klon no. 10 yang dipotong, 11 = DNA klon no. 1 yang dipotong, 12 = DNA klon  
no. 7 yang tidak dipotong, 13 = DNA klon no. 7 yang dipotong, 14 = DNA klon no. 6 yang dipotong, 15 = DNA klon no. 8 yang dipotong, 
16 = DNA klon no. 9 yang dipotong)
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Selanjutnya pita DNA yang berkuran 455 pb dipotong 
dan diekstraksi dari gel. ��������������������������������������    Hasil purifikasi dari gel ditampilkan 
pada Gambar 6.

Larik DNA yang berukuran 455 pb dipurifikasi dengan 
Gel Extraction Kit. Hasil purifikasi dipotong lagi dengan 
enzim PmlI. Reaksi pemotongan dilakukan pada suhu 37 °C 
selama 4 jam. Seluruh volume reaksi lalu dielektroforesis 
pada gel agarosa 1% seperti terlihat dalam Gambar 7. 

Pada Gambar 7 terlihat ada dua larik DNA yang 
berukuran 430 pb dan 25 pb. Larik DNA yang berukuran 
430 pb kemudian diisolasi dari gel dan dipurifikasi, sehingga 
didapatkan gen dip22 dengan ujung 5’ yang merupakan 
hasil restriksi NcoI dan ujung 3’ yang merupakan hasil 
restriksi PmlI.

Konstruksi Gen dip22 pada pCAMBIA1303
Supaya gen dip22 dapat disambungkan pada vektor 

ekspresi pCAMBIA1303, maka terlebih dahulu pCAMBIA 
1303 dipotong dengan enzim PmlI dan NcoI. Hasil restriksi 
pCAMBIA 1303 ditampilkan pada Gambar 8.

Setelah dipotong dengan enzim PmlI dan NcoI, hasil 
elektroforesis pada Gambar 8 menunjukkan ada 2 pita 
dengan ukuran 9798 bp dan 2563 bp. Pita dengan ukuran 
9798 bp dipotong dari gel kemudian diekstraksi dengan Gel 
extraction DNA dari Qiagen untuk disisipi dip22.

Selanjutnya gen dip22 diligasi dengan plasmid 
pCAMBIA 1303 yang telah dipotong dengan enzim NcoI 
dan PmlI dengan reaksi: 0,8 μg pCAMBIA 1303; 0,6 mg 
dip22; 2 ml Air Deion; 1 ml Buffer Ligase 10×; 3 U T4 
DNA Ligase. 

Hasil ligasi antara pCAMBIA 1303 dan dip22 kemudian 
ditransformasi ke E. coli strain DH5a. Transformasi ke  
E. coli dilakukan untuk memperbanyak jumlah DNA plasmid 
rekombinan. Kemudian plasmid rekombinan diisolasi lagi 
dari bakteri untuk ditransformasikan ke A. tumefaciens.

Gambar 5.  Hasil pemotongan plasmid klon no 7 dengan NcoI 
(1 = Marker DNA Ladder 100 pb, 2 = klon no. 7 yang dipotong 
dengan NCoI)

Gambar 6.  Hasil purifikasi pita 455 pb (M = Marker DNA Ladder 
100 pb, 1 = pita 455 pb)

Gambar 7.  Hasil pemotongan fragmen 455 pb plasmid pGEM®–T 
Easy-dip 22/NcoI dengan PmlI. M = Marker 100 bp DNA Ladder, 
2. pGdip/NcoI + PmlI (10 μg)

Gambar 8.  Hasil pemotongan pCAMBIA 1303 dengan PmlI dan 
NcoI (M = Marker DNA step Ladder 50 pb, C1 : pCAMBIA/PmlI, 
C2 : pCAMBIA PmlI/NcoI)
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Hasil Isolasi Plasmid pCAMBIA 1303-dip22 (pCdip) 
dari Escherichia coli Strain DH5a

Hasil isolasi DNA plasmid dielektroforesis sehingga 
larik-larik DNA yang berbeda ukuran terpisah. Hasil 
elektroforesis setelah diwarnai terlihat seperti pada  
Gambar 9. Konsentrasi DNA plasmid hasil isolasi adalah 
11,95 mg/ml.

DNA plasmid hasil isolasi kemudian dipotong dengan 
enzim NcoI dan PmlI untuk memeriksa bahwa plasmid 
tersebut benar adalah pCAMBIA 1303 dan mengandung gen 
dip22. Hasil pemotongan DNA kemudian dielektroforesis 
pada gel agarosa dan ditampilkan pada Gambar 10.

Hasil pemotongan menunjukkan bahwa plasmid klon 
3 adalah pCAMBIA 1303 yang telah disisipi gen dip22. 
Hal ini diperlihatkan dari ukuran larik DNA 9794 pb yang 
merupakan ukuran rantai DNA pCAMBIA 1303 setelah 
dipotong dengan NcoI dan PmlI, dan larik DNA 430 pb 
yang merupakan ukuran dari gen dip22.

Hasil Transformasi pCAMBIA 1303-dip22  ke 
Agrobacterium tumefaciens Strain LBA 4404

Untuk menguji plasmid hasil isolasi adalah pCdip 
maka hasil isolasi plasmid dari Agrobacterium tumefaciens 
dipotong dengan enzim restriksi Bst XI dan Bst EII. Hasil 
restriksi kemudian dielektroforesis dalam gel agarosa dan 
diwarnai. Hasil restriksi terlihat pada Gambar 11.

Sekuensing Konstruk pCAMBIA1303-CAMV35S-dip22 
(pCdip)

Hasil sekuensing plasmid pC-dip22 lalu dibandingkan 
dengan urutan nukleotida gen dip22 yang sebelumnya telah 
diklon pada pGEMT-easy. Penjajaran urutan DNA tersebut 
menggunakan program genedoc dan hasilnya ditunjukkan 
pada Gambar 12.

PEMBAHASAN

Strategi dalam mengkonstruksi suatu gen harus 
mempertimbangkan dua hal yaitu urutan nukleotida gen 
yang akan dikonstruksi dan vektor ekspresi yang akan 
digunakan. Pada penelitian ini urutan nukleotida dip22 
dimulai dengan start kodon yang mengandung tempat 
pemotongan enzim NcoI, dan diakhiri dengan stop kodon 
yang mengandung tempat pemotongan enzim Sau3AI, 
MboI, dan NdeII. Pada peta restriksi pCAMBIA1303, 
terdapat NcoI tepat di belakang promoter CaMV35S, yang 
mengekspresikan gen gusA dang gen gfp. Sebelum NOS 
poly-A terdapat tempat pemotongan enzim PmlI. Dengan 
demikian urutan nukleotida dip22 harus dimutasi dengan 
cara menambahkan urutan DNA untuk menyediakan 
tempat pemotongan PmlI. Urutan nukleotida tersebut 
ditambahkan pada primer reverse yaitu pada nukleotida 
ke-560.

Gambar 9.  Hasil isolasi plasmid pCAMBIA 1303-dip22 dari 
Escherichia coli strain DH5/. 1. Marker Lambda DNA/ Eco RI + 
Hind III, 2. pCdip

Gambar 10.  Hasil pemotongan plasmid pCAMBIA 1303-dip22 
dengan NcoI dan PmlI. 1. Marker Lambda DNA/Eco RI + Hind 
III, 2. pCdip/NcoI + PmlI klon 1, 3. Marker 100 bp DNA Ladder,  
4. pCdip/NcoI + PmlI klon 2, 5. pCdip/NcoI + PmlI klon 3

Gambar 11.  Hasil pemotongan pCAMBIA 1303-dip22 dengan 
Bst XI dan Bst EII. 1. Marker Lambda/EcoRI + Hind III, 2. pCdip/ 
Bst XI + Bst EII dari Agrobacterium tumefaciens, 3. pCdip/Bst XI + 
Bst EII dari Escherichia coli
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Sebelum dip22 disisipkan pada pCAMBIA1303, vektor 
dipotong terlebih dahulu dengan enzim NcoI dan PmlI untuk 
menghilangkan daerah gen gusA dan gfp, sehingga sebagai 
penanda selektif adalah gen resistensi terhadap kanamisin 
dan higromisin. Selanjutnya gen dip22 hasil PCR termutasi 
dipotong dengan NcoI dan PmlI kemudian disambungkan 
ke pCAMBIA1303/NcoI/PmlI.

Elektroforesis DNA plasmid yang mengandung sisipan 
gen dip22 termutasi, menghasilkan beberapa larik DNA 
yang berbeda ukuran (Gambar 3). Hal ini disebabkan 
oleh sebagian besar molekul DNA berada dalam bentuk 
molekul sirkuler, misalnya plasmid bakteri, kromosom, dan 
kebanyakan molekul DNA virus. Untai ganda DNA yang 
berpasangan bergabung membentuk lingkaran, dan berputar 
satu sama lain melalui garis heliks DNA. Deformasi 
ini disebut superkoil karena berbentuk seperti gulungan 
(koil) DNA yang aksisnya adalah DNA itu sendiri dan 
berhubungan dengan jumlah pertemuan dari kondisi sirkuler 
sederhana tersebut. Hampir seluruh molekul DNA dalam sel 
merupakan superkoil negatif, yaitu putarannya tidak searah 
dengan heliks DNA (Turner et al., 2000). 

Pada Gambar 3, terlihat beberapa larik DNA hasil 
isolasi, sementara plasmid pGdip yang ditransformasi 
ke dalam sel E. coli hanya satu ukuran yaitu 3530 pb. 
Timbulnya beberapa larik DNA hasil isolasi disebabkan 
oleh adanya perbedaan konformasi dari plasmid-plasmid 
tersebut. Pergerakan fragmen DNA pada gel agarosa 
proporsional terhadap logaritma berat molekul fragmen 
tersebut (Maniatis et al., 1975 dalam Winnacker, 1987). 
Plasmid yang memiliki putaran (koil) lebih banyak memiliki 
bentuk yang lebih kompak sehingga lebih mudah melalui 
pori-pori dalam gel agarosa daripada plasmid yang 
putarannya lebih sedikit, sehingga plasmid yang memiliki 
putaran lebih banyak lebih cepat jalannya di dalam gel 
dibanding plasmid yang memiliki putaran lebih sedikit. 

Geometri molekul superkoil bisa berubah oleh 
bermacam-macam faktor yang memengaruhi putaran 
intrinsik DNA heliks. Sebagai contoh, peningkatan 
temperatur dapat menurunkan jumlah putaran, dan 
peningkatan kekuatan ion dapat meningkatkan jumlah 
putaran. Faktor penting lain adalah kehadiran interkalator. 
Interkalator yang paling terkenal adalah etidium bromida. 

Gambar 12.  Penjajaran urutan nukleotida gen dip22 dari pGEM®–T Easy (pGdip) dengan hasil sekuensing dip22 dari pCAMBIA1303 
(pCdip)
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Etidium bromida merupakan senyawa polisiklik aromatik 
bermuatan positif, yang akan berikatan dengan DNA yang 
bermuatan negatif dengan menginsersikan dirinya di antara 
pasangan basa (interkalasi). Interkalasi menyebabkan DNA 
heliks melonggar sekitar 26° (Turner et al., 2000). Proses 
isolasi, elektroforesis, dan pewarnaan DNA dengan etidium 
bromida ternyata juga mempengaruhi putaran DNA heliks. 
Pada Gambar 3 sumur 4, 5, dan 6 menunjukkan bahwa 
larik DNA paling bawah yang memiliki bentuk superkoil 
memiliki konsentrasi yang lebih tinggi dibandingkan 
dengan DNA superkoil yang lebih sederhana.

Elektroforesis gel agarosa (sejenis polisakarida yang 
diisolasi dari ganggang laut) dapat memisahkan DNA linear 
berdasarkan perbedaan ukuran, melalui migrasi DNA pada 
sebuah matriks dalam pengaruh medan listrik karena setiap 
nukleotida dalam sebuah molekul asam nukleat membawa 
sebuah muatan negatif. Elektroforesis bisa digunakan untuk 
mendeterminasi organisasi molekul plasmid (Alberts et al., 
1994; Turner et al., 2000).

Setelah diperoleh DNA plasmid rekombinan (pGdip), 
plasmid tersebut ditransformasi ke E. coli strain DH5a untuk 
memperbanyak DNA yang disisipkan (dip22). Transformasi 
adalah proses memasukkan DNA asing (gene transfer), 
biasanya plasmid, ke dalam suatu organisme. Metode 
transformasi antara lain dengan metode fisika (injeksi, 
partikel bombardment, pulsa medan listrik), metode kimia 
(melarutkan DNA dalam larutan PEG dan penggunaan 
kejutan panas), atau secara biologis (menggunakan vektor 
E. coli atau Agrobacterium tumefaciens) (Endress, 1994). 
Transformasi ke sel bakteri dilakukan dengan perlakuan 
Ca2+ sehingga membuat bakteri tersebut kompeten untuk 
dimasuki DNA plasmid (Turner et al., 2000). 

Selanjutnya pGdip tersebut dipotong dengan enzim 
restriksi EcoRI. Pada Gambar 4 tampak adanya gen 
dip22 termutasi yang disisipkan pada pGEM®–T Easy. 
Enzim restriksi merupakan enzim bakteri yang memotong 
(hidrolisis) DNA menjadi fragmen berukuran tertentu. 
Pada banyak spesies bakteri, sistem restriksi merupakan 
mekanisme pertahanan terhadap introduksi DNA asing ke 
dalam sel. Sistem restriksi terdiri atas dua tahap; pertama 
adalah metilasi, penambahan gugus metil tehadap basa C 
atau A di antara urutan yang dikenali dalam DNA seluler. 
Tahap kedua adalah endonuklease yang mengenali urutan 
DNA pendek (4–8 nukleotida) dan simetris, dan memotong 
(hidrolisis) ikatan DNA pada tiap rantai pada sisi spesifik 
di antara urutan DNA (Glover, 1986; Turner et al., 2000; 
Alberts et al., 1994). Enzim restriksi (endonuklease) 
contohnya EcoRI yang diisolasi dari E. coli, berperan 
sebagai dimer dan hanya akan mengenali urutan 5’GAATTC 
3’. Produk dari reaksi pemotongan pada sisi ini pada DNA 
linear adalah dua fragmen rantai ganda DNA, masing-
masing dengan sebuah ujung identik rantai tunggal ujung 
5’- dengan gugus fosfat, sedangkan ujung 3’- memiliki 
gugus hidroksil. Hasil pemotongan ini disebut ujung lancip, 
karena mereka bisa berikatan pada ujung mana pun yang 
memiliki urutan overhang yang sama, melalui pasangan 
basa ujung rantai tunggal. Enzim restriksi lain seperti HaeIII 
dari Haemophilus aegyptius dapat menghasilkan ujung 
tumpul. Ujung 5’- yang baru terbentuk pada ujung tumpul 
selalu memiliki grup fosfat (Turner et al., 2000).

Berdasarkan hasil pemotongan pGdip dengan enzim 
NcoI (seperti pada Gambar 5), ada dua kemungkinan 
orientasi penempelan DNA hasil PCR termutasi pada 
plasmid pGEM®–T Easy yang mengandung T overhang 

Gambar 13.  Kemungkinan orientasi  gen dip 22 dalam plasmid pGEM®–T Easy
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pada kedua ujungnya. Kemungkinan orientasi gen dip22 
dalam plasmid pGEM®–T Easy adalah seperti pada  
Gambar 13.

Pada Gambar 5, pemotongan plasmid menghasilkan  
2 larik DNA berukuran 3095 pb dan 455 pb. Dua larik DNA 
ini disebabkan adanya dua sisi restriksi yang dikenali oleh 
enzim restriksi NcoI dalam urutan nukleotida plasmid. 
Satu sisi restriksi berasal dari plasmid pGEM®–T Easy, 
seperti terlihat pada Gambar 14 dan satu sisi lainnya berasal 
dari gen dip22, seperti terlihat dalam Gambar 15. Karena 
hasil pemotongan memperlihatkan larik DNA berukuran  
455 pb maka diketahui bahwa orientasi penempelan gen 
dip22 termutasi pada plasmid pGEM®–T Easy adalah 
seperti orientasi A pada Gambar 13.

Setelah gen dip22 diisolasi kembali dari pGdip, dip22 
disambungkan ke vektor pCAMBIA1303 menggunakan 
enzim DNA ligase. Enzim DNA ligase berfungsi 
menempelkan rantai tunggal pada ujung molekul dsDNA, 
yang memiliki ujung 5’- yang memiliki gugus fosfat dan 
ujung 3’- yang memiliki gugus hidroksil. Sifat komplementer 

hasil restriksi dari enzim restriksi yang sama (atau enzim 
berbeda yang menghasilkan ujung lancip yang sama) 
sangat penting untuk menempelkan DNA dari sumber yang 
berbeda (Glover, 1986). Enzim ligase memiliki efisiensi 
lebih tinggi menempelkan ikatan fosfodiester yang putus 
pada pasangan ujung lancip daripada ujung tumpul (Turner 
et al., 2000).

Skema ligasi gen dip22 dengan plasmid pCAMBIA 
1303 terlihat pada Gambar 16. Orientasi penempelan 
gen dip22 pada plasmid pCAMBIA 1303 hanya ada satu 
kemungkinan seperti diperlihatkan pada Gambar 17, 
dikarenakan masing-masing gen dan plasmid memiliki sisi 
pemotongan yang unik. 

Plasmid pCAMBIA dikonstruksi sebagai vektor DNA 
dalam metode transformasi langsung dan menggunakan 

Gambar 14.  Peta  plasmid pGEM®–T Easy (Promega, 2003)

Gambar 15.  Peta restriksi gen dip22

Gambar 16.  Skema ligasi gen dip22 dengan  plasmid pCAMBIA 
1303

Gambar 17.  Orientasi penempelan gen dip22 pada plasmid 
pCAMBIA 1303
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Agrobacterium. Plasmid pCAMBIA memiliki rentang 
yang luas sehingga stabil ditransformasikan baik ke dikotil 
maupun monokotil (Cambia Co. Australia). ��������Plasmid 
pCAMBIA 1303 mengandung promotor CaMV35S 
(cauliflower mosaic virus). Promotor ini berhubungan 
dengan urutan yang terpoliadenilasi pada T-DNA plasmid. 
Hal ini memungkinkan pembuatan klon langsung ke dalam 
T-DNA plasmid. Gen gusA (beta-glucuronidase) dalam 
plasmid pCAMBIA 1303 berfungsi sebagai gen reporter 
untuk memonitor proses transformasi dan introduksi gen 
yang direkayasa.	

Selanjutnya rekombinan pCdip (pCAMBIA1303-
dip22) ditransformasi ke E. coli DH5α untuk memperbanyak 
plasmid. Kemudian pCdip diisolasi kembali dari E. coli 
untuk ditransformasi ke Agrobacterium tumefaciens strain 
LBA 4404 supaya gen dip22 dapat ditransfer ke tanaman 
terutama tebu. Agrobacterium tumefaciens dan A. rhizogenes 
adalah bakteri tanah yang menginduksi timbulnya crown 
gall akibat dari transfer fragmen DNA (T-DNA) dari 
plasmid Ti (tumour-inducing) bakteri ke sel tanaman (Tzfira 
dan Citovsky, 2002) dan penyakit hairy root pada sisi yang 
dilukai pada tanaman dikotil dan beberapa monokotil 
(Draper et al., 1988). Plasmid Ti ditemukan pada semua 
strain A. tumefaciens virulen, berukuran sekitar 200–250 kb 
dan stabil dalam Agrobacterium pada temperatur di bawah 
30 °C. Selama pembentukan tumor urutan tertentu plasmid 
Ti T-DNA, ditransfer ke sel tanaman dan berintegrasi ke 
genom inti sel tanaman (Draper et al., 1988; Tzfira dan 
Citovsky, 2002).

Sisi integrasi T-DNA ke DNA tanaman bersifat acak 
(Draper et al., 1988). �������������������������������   Efisiensi integrasi T-DNA pada 
tanaman dengan vektor Agrobacterium lebih tinggi daripada 
metode transformasi lain seperti menggunakan partikel 
bombardment. Hal ini disebabkan aktivitas komponen 
protein kompleks-T: VirD2 dan VirE2 yang bersama- sama 
dengan impor inti sel tanaman dan mekanisme perbaikan 
DNA (Tzfira dan Citovsky, 2002).

Untuk mengkonfimasi kebenaran konstruksi dip22 ke 
pCAMBIA1303, pCdip dari A. tumefaciens dan E. coli 
dipotong dengan enzim Bst XI dan Bst EII. Hasil restriksi 
yang ditunjukkan Gambar 11, tampak bahwa pola larik 
DNA plasmid serupa pada A. tumefaciens dan E. coli. Larik 
DNA hasil restriksi dengan Bst XI dan Bst EII berukuran 
8732 pb dan 1495 pb, sesuai dengan ukuran pCdip jika 
dipotong dengan kedua enzim tersebut. Jadi disimpulkan 
bahwa dalam bakteri Agrobacterium tumefaciens strain 
LBA 4404 tersebut telah terdapat plasmid pCdip.

Kesimpulan di atas diperkuat dengan hasil penjajaran 
urutan nukleotida gen dip22 setelah PCR termutasi yang 

disisipkan pada pCAMBIA 1303 dengan gen dip22 sebelum 
PCR termutasi yang diklon pada pGEM®–T Easy (Gambar 
12). Hasil penjajaran menunjukkan bahwa 99,8% urutan 
nukleotida yang diisolasi dari pCAMBIA 1303, sama dengan 
data urutan nukleotida gen dip22 pada klon recombinan awal 
pGEM®–T Easy-dip22. Sekuensing ulang ini dimaksudkan 
untuk meyakinkan kebenaran penyambungan frame pada 
vektor dan mengetahui ada tidaknya perubahan urutan 
nukleotida selama proses kloning dan konstruksi. Oleh 
karena itu, konstruk gen dip22-pCAMBIA1303 pada vektor 
biner ini dapat ditransfer pada tanaman melalui sistem 
Agrobacterium tumefaciens. Dengan demikian, konstruk gen 
tersebut dapat dimanfaatkan untuk perbaikan sifat toleransi 
tanaman terutama tebu terhadap cekaman kekeringan.
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