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ABSTRACT

Increasing of kappa (x)-carrageenan content in Kappaphycus alvarezii seaweed is potentially be
achieved by applying transgenesis technology. This study was performed to obtain a construction of
x-Carrageenase gene and Agrobacterium tumefaciens to carry those construction genes. The x-
Carrageenase (x-Car) gene was involved in x-carrageenan biosynthesis. The x-Car gene sequence
was ligated between the 35S CaMV promoter and tNos terminator sequences to generate pMSH/x-Car
expression vector. Transformation of pMSH/x-Car plasmid to Escherichia coli was performed by heat-
shock method, and to Agrobacterium tumefaciens by tri-parental mating method. The results showed
that several colonies of E. coli and A. tumefaciens grew in the selective culture mediums containing
antibiotic. PCR analysis using primers 35S-Forward and tNos-Reverse with DNA template from those
bacterial colonies resulted DNA fragment of about 2,000 bp, the same as the total length of 35S CaMV
promoter, k-Car gene and tNos terminator sequences. Therefore, the construction of pMSH/x-Car
gene was succeeded and a colony of A. tumefaciens transformant carrying pMSH/k-Car plasmid was
successfully produced.
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ABSTRAK

Peningkatan kandungan kappa(k)-karagenan pada rumput laut Kappaphycus alvarezii berpotensi
dicapai melalui aplikasi teknologi transgenesis. Penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan konstruksi
gen x-Carrageenase, dan Agrobacterium tumefaciens membawa konstruksi gen tersebut. Gen pe-
nyandi enzim x-Carrageenase (x-Car) berperan dalam biosintesis k-karagenan. Sekuen gen x-Car dili-
gasi antara sekuen promoter 35S CaMV dan terminator Nos untuk menghasilkan vektor ekspresi
pMSH/k-Car. Ekspresi gen x-Car pada plasmid pMSH/x-Car diatur oleh promoter 35S CaMV dan
terminator Nos. Transformasi plasmid pMSH/x-Car ke bakteri Escherichia coli dilakukan meng-
gunakan metode heat-shock, sedangkan ke Agrobacterium tumefaciens menggunakan metode tri-
parental mating. Hasil penelitian menunjukkan bahwa beberapa koloni bakteri E. coli dan A. tume-
faciens tumbuh pada media selektif yang mengandung antibiotik. Analisis PCR dengan templat DNA
dari koloni bakteri E. coli dan A. tumefaciens tersebut menggunakan primer 35S-Forward dan tNos-
Reverse menghasilkan fragmen DNA berukuran sekitar 2.000 bp, sama dengan total ukuran sekuen
promoter 35S CaMV, gen «-Car, dan terminator tNos. Hal tersebut menunjukkan bahwa konstruksi
pMSH/k-Car telah berhasil dibuat, dan koloni A. tumefaciens transforman positif membawa plasmid
pMSH/k-Car telah dihasilkan.

Kata kunci: Agrobacterium tumefaciens, gen kappa(x)-Carrageenase, transgenesis, vektor
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I. PENDAHULUAN

Peningkatan kandungan karagenan
pada rumput laut Kappaphycus alvarezii me-
rupakan salah satu target rekayasa gen (trans-
genesis) yang sangat potensial untuk dilaku-
kan. Hal tersebut dapat dicapai dengan me-
nyisipkan gen penyandi enzim x-Carrageena-
se yang terlibat dalam biosintesis karagenan.

Aplikasi transgenesis pada rumput
laut (alga) memperlihatkan potensi besar di
masa mendatang (Walker et al., 2005; Hall-
mann, 2007; Potvin & Zhang, 2010). Bebe-
rapa penelitian transgenik pada alga yang
telah berhasil dilakukan, antara lain: pengu-
jian ekspresi gen P-glucuronidase (GUS)
pada Laminaria japonica (Li et al., 2009),
gen LacZ pada Gracilaria (Huddy et al.,
2012), gen Sitrat sintase pada K. alvarezii
(Daud et al., 2013), gen green fluorescent
protein (GFP) pada K. alvarezii (Rajamuddin
et al., 2014), gen Lizosim pada K. alvarezii
(Handayani et al., 2014), dan gen Metallo-
thionein tipe 1l pada K. alvarezii (Fajriah et
al., 2014).

Dalam rangka pembuatan rumput laut
transgenik, dua tahap awal diperlukan yaitu
pembuatan vektor ekspresi gen dan penyedia-
an bakteri transforman sebagai kendaraan/
biotranspor (Muladno, 2002). Terkait dengan
biosintesis kappa-karagenan, telah tersedia
informasi sekuen gen penyandi enzim kappa-
Carrageenase (x-Car). Gen penyandi enzim
k-Car mengonversi p-karagenan menjadi «-
karagenan dalam tubuh K. alvarezii (Campo
et al., 2009), namun demikian sampai saat ini
belum ada informasi sekuen gennya dalam
database. Pembuatan sekuen gen secara sin-
tetik dan pembuatan vektor ekspresi telah da-
pat dilakukan menggunakan metode mole-
kuler. Selanjutnya, teknik penyediaan bakteri
Agrobacterium  tumefaciens transformasi
menggunakan metode tri-parental mating/
TPM (Bevan, 1984; Guo et al., 2011) juga
sudah dikembangkan untuk kebutuhan pem-
buatan rumput laut transgenik. Tiga jenis
bakteri diperlukan, yaitu Escherichia coli
DH50 sebagai vektor kloning dan donor,
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E.coli DH1 (pRK2013) sebagai helper, dan
A. tumefaciens LBA4404 sebagai resipien
dalam proses TPM.

Agrobacterium tumefaciens sebagai
agen transformasi telah digunakan pada pro-
ses transfer gen pada makroalga laut Por-
phyra yezoensis (Rhodopiceae) (Cheney et
al., 2001; Bernasconi et al., 2004), pada K.
alvarezii (Daud et al., 2013; Handayani et
al., 2014; Fajriah et al., 2014), mikroalga
Haematococcus pluvialis (Kathiresan et al.,
2009), mikroalga laut Schizochytrium (Cheng
et al.,, 2012), dan fungi perairan Blastocla-
diella emersonii (Vieira dan Camilo, 2011).
Hingga saat ini belum ada K. alvarezii trans-
genik yang mengekspresikan gen x-Car. Da-
lam rangka pembuatan K. alvarezii trans-
genik tersebut yang mampu menyintesis ba-
nyak kappa-karagenan, sebagai tahap awal
diperlukan vektor ekspresi dan biotranspor
yang membawa vektor ekspresi tersebut.
Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan un-
tuk mendapatkan konstruksi gen x-Car dan
bakteri A. tumefaciens yang membawa kons-
truksi gen tersebut.

Il. METODE PENELITIAN

2.1. Sekuen dan Sumber Gen x-Carragee-
nase

Gen k- Carrageenase (x-Car) yang
digunakan pada penelitian ini dibuat secara
sintetis in vitro menggunakan jasa Genetika
Science (1st BASE Pte Ltd. Singapore) ber-
dasarkan sekuen gen x-Car yang berasal dari
Pseudoalteromonas (Zhou et al., 2008) yang
ada di bank gen. Sekuen gen x-Car disisip-
kan sementara pada vektor kloning pJET1.2
(Gambar 1) sebelum digunakan lebih lanjut.

2.2. Pembuatan Vektor Ekspresi pMSH/k-
Car

Sekuen gen x-Car dari plasmid
pJET1.2 dikonstruksi (menggunakan jasa Ge-
netika Science/1st BASE Pte Ltd. Singapore)
ke vektor ekspresi plasmid biner pMSH
(Nara Institute of Science and Technology/
NAIST, Japan), dan plasmid hasil ligasi dise-
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GGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGGCCGCCAGRT CTTCORGAT GRCTCEAGTTT
TTCAGCARGATTTAGTTAACAGCGATAGT CARCTTGTCGAT CTTACCCTTGITCITAGTC
TTAACAGTGATAGTAGCAGTACCCTTGTTCTTAGCCTTAACAACACCAGCAGAGTTAACA
GTAGCAACGTTCTTGITAGAAGAAGAGTAGATAACCTTCTTGI TAGTAGCACAGTTTGGC
ARRACAGTAGATTCCARRRTARTAGATTGACCCTTTCTCARARTTTGCTTAGCARCAGAC
ARTTGAACAGAGTTAACAGCAACGARAGT GTTTGGACAAGATT GACCTTCACCTRGAGCA
GAGTTGTTRTTACCAACCTTAACCCARGTTCTAACGTAGTCAACTTCCATARARGTTGEE
ARACCTTCAGCAGRCTTGTTAGCAGATGGGTAGRATTGGTTACACTTCCATIGARTGTGT
GGAGCTCTCARACCTTGAGACARAGTCARGTTCATTTGTCTGT GCCAGTACRAGTTGTCC
TTTICACCAACGATTITCACCGT CARCGTACCALGT GATCTTGICCTTAGTARCGTTARCA
CCGTARGTGIGGRRGTCGTITCTTGGGT COART GGCARGTGETARCCGTTGIGETITAGTT
TGTGGGARAGAACCTGGTCTCATCCARGTTGGCTTACCGTTCTTAACAACGATGTTGTGE
AAGTICGTGGEICAGRITCTCTAACAGCAGACTITTGAGT CAATT CAACRACGTICGATTTCA
GAGTATTGAACGTCACCTTCCTTAGT CARAGATCTGTCGATAGTAGAGTACATCCAGALR
GCTGGAGAARCACCT GGGAAAGTAGARGCACCCTTGATTCTASCTTCGTAGIARCCETAG
TTACCAGTAGCTCTAGACTTAGCARCACCAGARGT GTAGTACRAT GGGTAGITAGCAALT
TGTTGTTGGTTACAACCGTCCCAGAAAGTTCTTTGGT GAGATTCTCTCTTAGTAGTCAAC
TTCAACTTACCGTTAGARACARTAGCGTTTTCGTTCTTCCARGACCARACACCATAGTTT
TCAGTTTGGAAGTTCCACTTAGTAGCGT CCTTARCGTTGAATTCGTCAGATCTCTTAGLT
TGCARGATCCAAGTTTCACCTGGCTTAGCGATT GATGGTTGCATAGRAGCAGCTIGAGRR
ACAGCAGACAACRRCAACATAGAGATAGCT AGGAT TGGGARAGCAACGATAGRGATTGGE
TTCATATCTTICTARAAGATCTCCTACAATATT CTCARCTGCCAT GEARAATCAATGTTC
TTCTITTATTCICTCAAGATTTTCAGGCT GTATATTARAACTTATATTARGRACTATGLT

Gambar 1. Sekuen gen x-Carrageenase (dalam kotak abu-abu pada gambar kanan) berukuran
sekitar 1.200 bp (pasang basa) diligasi ke vektor kloning pJET1.2 (gambar Kiri)
menghasilkan plasmid pJET1.2-Emblcds-Carrageenase dengan ukuran total

4.168 bp.

but pMSH/k-Car. Plasmid biner pMSH su-
dah umum digunakan sebagai vektor DNA
plasmid pada transgenesis yang dimediasi
oleh Agrobacterium tumefaciens.

Sekuen gen x-Car disisipkan pada
daerah multiple cloning site (MCS) pada
plasmid pMSH (Gambar 2). Selanjutnya
plasmid pMSH/x-Car ditransformasikan ke
sel kompoten Escherichia coli untuk perba-
nyakan plasmid.

Hind 111 BamH1
LB

o

Gambar 2. Peta plasmid pMSH (NAIST, Ja-
pan) (A) dan posisi insersi gen «-
Carrageenase (x-Car) di daerah
multiple cloning site (MCS) plas-
mid pMSH, RB: right border,
pNos: promoter Nos, NPT II: gen
neomycin phosphotransferase 1l
penyandi resistensi antibiotik
neomisin, T: terminator Nos,
HPT: gen hygromycin phospho-
transferase penyandi resistensi
antibiotik higromisin, p35S: pro-
moter 35S CaMV, LB: left bor-
der.
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2.3. Transformasi pMSH/x-Car ke Esche-
richia coli DH5a
Transformasi pMSH/x-Car ke bakteri
E. coli DH5a menggunakan metode heat-
shock dan identifikasi koloni transforman
yang membawa plasmid pMSH/x-Car dila-
kukan mengikuti metode Sambrook et al.
(1989) dan Suharsono et al. (2002) dengan
beberapa modifikasi.

2.3.1. Pembuatan Sel Kompeten Escheri-
chia coli DH5a

Sebuah koloni bakteri E. coli DH5a diambil
dari biakan murni dan dikultur dalam 2 mL
media cair Luria Bertani (LB) (1% tripton;
0,5% ekstrak khamir; dan 1% NaCl) dalam
tabung reaksi, sebagai subkultur dan diinku-
basi pada suhu 37°C selama 16-18 jam pada
shaker inkubator kecepatan 180 rpm. Hasil
kultur segar bakteri diletakkan di atas es sela-
ma 30 menit. Sebanyak 1,5 mL disentrifugasi
dengan kecepatan 10.000 rpm selama 5 menit
pada suhu 4°C. Supernatan dibuang, pelet di-
tambahkan transformation buffer (TFB)
CaCl, sebanyak 495 uL (0,33 dari volume
1,5 mL) dan diresuspensi, kemudian diletak-
kan di atas es selama 10 menit. Selanjutnya
disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm
selama 5 menit pada suhu 4°C. Supernatan
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dibuang dan pelet ditambahkan dengan TFB
sebanyak 125 pL (1/12 dari volume 1,5 mL)
dan antioksidan dimethylsulfooxide (DMSO)
sebanyak 8,8 uL (7,8% dari volume 1,5 mL),
kemudian diletakkan di atas es selama 10
menit. Bakteri yang telah kompeten siap di-
gunakan untuk transformasi.

2.3.2. Transformasi

Transformasi dilakukan dengan cara
mencampurkan 50 pL sel kompeten E. coli
DH5a dengan 5 pL plasmid pMSH/x-Car ke
dalam tabung mikro, diinkubasi dalam es se-
lama 20-30 menit, diberi kejutan panas (heat-
shock) pada suhu 42°C selama 45 detik untuk
membuka pori sel bakteri, kemudian diletak-
kan dalam es selama 5 menit. Hasil kejutan
panas ditambahkan 100 pL media LB, selan-
jutnya diinkubasi pada suhu 37°C pada
shaker inkubator dengan kecepatan 200 rpm
selama 30-60 menit.

2.3.3. Analisis Escherichia coli DH5a
Transforman

Analisis keberhasilan transformasi ke
E. coli dilakukan dengan pengujian pada
media selektif yang mengandung antibiotik,
dan analisis PCR koloni E. coli hasil trans-
formasi. Pengujian pada media selektif dila-
kukan dengan cara menumbuhkan bakteri E.
coli hasil transformasi pada media Luria Ber-
tani Agar (LA) (1% tripton; 0,5% ekstrak
khamir; 1% NacCl, dan bacto agar 2,5%) yang
mengandung antibiotik kanamisin dan higro-
misin, masing-masing 50 mg/L. Bakteri yang
tumbuh pada media tersebut merupakan kan-
didat transformasi yang membawa plasmid
PMSH/x-Car.

Analisis PCR dilakukan untuk meya-
kinkan koloni bakteri transforman. PCR dila-
kukan menggunakan primer 35S-F: 5’-ATG
GCT GGA GTA TTA GCT GGG-3’ dan
tNos-R: 5°-CTC ATA AAT AAC GTC ATG
CAT TAC A-3’ (didesain oleh Hannum,
2012). Templat DNA yang digunakan adalah
koloni bakteri yang dilarutkan dengan ddH20
sebanyak 10 pL. Program PCR yang diguna-
kan adalah pradenaturasi pada suhu 95°C se-
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lama 5 menit, 30 siklus amplifikasi yang ter-
diri atas denaturasi pada suhu 94°C selama
30 detik, annealing pada suhu 56°C selama 1
menit, dan ekstensi pada suhu 72°C selama 2
menit, serta ekstensi akhir pada suhu 72°C
selama 5 menit dan pendinginan pada 20°C
selama 10 menit. Sebanyak 10 pl produk
PCR diseparasi dengan elektroforesis 100 V
selama 30 menit pada gel agarosa 1% dengan
menggunakan bufer TAE 1x (stok TAE 50x
terdiri atas Tris base : 4,84 g, Acetic acid gla-
cial : 1,14 mL, EDTA : 2 mL pH 8 0,5 M,
ddH20 : 800 mL). Hasil elektroforesis divi-
sualisasi dengan gel documentation system-
UV transilluminator. Sampel koloni sebagai
templat DNA juga digoreskan ke dalam mas-
ter plate, yang merupakan sumber koloni
bakteri untuk tahap penelitian berikutnya.
Master plate berisi koloni bakteri transfor-
man, diinkubasi pada suhu 37°C selama 8
jam.

2.4 Transformasi pMSH/k-Car ke Agro-
bacterium tumefaciens

Transformasi plasmid pMSH/x-Car
ke A. tumefaciens dilakukan menggunakan
metode tri-parental mating (TPM) mengacu
pada Bevan (1984), Liberty et al. (2008) dan
Handayani et al. (2014) dengan beberapa
modifikasi. Proses transformasi mengguna-
kan prinsip konjugasi melibatkan tiga macam
bakteri, yakni E. coli DH5a sebagai donor
pembawa plasmid pMSH/k-Car, bakteri E.
coli DH1 (pRK2013) sebagai helper, dan A.
tumefaciens LBA4404 sebagai resipien. Bak-
teri E. coli DH5a tahan terhadap antibiotik
kanamisin® dan higromisin®, E.coli DH1 ta-
han kanamisin®, dan A. tumefaciens LBA44
04 tahan terhadap streptomisin®.

Ketiga bakteri ini disegarkan terlebih
dahulu dengan mengkultur pada media LB
yang ditambahkan antibiotik sesuai resisten-
sinya, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam (E. coli DH5a dan E. coli
DH1) dan A. tumefaciens pada suhu 30°C
selama 32 jam. Hasil kultur segar ditumbuh-
kan masing-masing sebanyak 20 pl pada me-
dia LA secara sendiri-sendiri (tunggal) seba-
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gai kontrol positif dan secara mix (gabungan
ketiganya) untuk proses konjugasi. Selanjut-
nya bakteri diinkubasi pada suhu 30°C sela-
ma 32 jam.

Pembuktian keberhasilan transforma-
si pMSH/k-Car ke A. tumefaciens hasil
konjugasi TPM, dilakukan menggunakan uji
pada media selektif mengandung antibiotik,
dan analisis PCR terhadap koloni transfor-
man. Pada uji media selektif, koloni dari kul-
tur tunggal (kontrol positif) maupun kultur
mix (hasil konjugasi), diambil satu gores dan
dilarutkan dengan 1 ml LB, kemudian ditum-
buhkan pada media LA yang ditambahkan
antibiotik higromisin. Biakan diinkubasi pada
suhu 30°C selama 32 jam. Pada analisis
PCR, dilakukan sama seperti pada uji koloni
E. coli transforman.

1. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1. Vektor Ekspresi pMSH/k-Car

Gen x-Carrageenase (berukuran seki-
tar 1.200 bp) tersisip pada situs Not | dan Spe

Fdireed 1NN BerrnnFil

% et e | L < S

| di daerah multiple cloning site (MCS) pada
vektor pMSH yang dikendalikan oleh promo-
ter 35S CaMV (berukuran sekitar 300 bp) di
bagian depan, dan terminator Nos (tNos; ber-
ukuran sekitar 500 bp) di bagian left border,
sehingga total ukuran sekuen dari promoter
35S, gen x-Car, sampai dengan tNos adalah
sekitar 2.000 bp (Gambar 3).
3.2. ldentifikasi Escherichia coli DH5a
Transforman

Bakteri E. coli DH5a hasil transfor-
masi yang ditumbuhkan pada media selektif
ditunjukkan pada Gambar 4A, E. coli DH5a.
yang bukan hasil transformasi pada Gambar
4B, sedangkan E. coli DH5a yang ditum-
buhkan pada media tanpa antibiotik ditunjuk-
kan pada Gambar 4C.

Kemampuan koloni bakteri E. coli

DH5a hasil transformasi untuk tumbuh pada
media selektif menunjukkan bahwa bakteri
tersebut mengandung pMSH/x-Car atau dise-
but sebagai bakteri E. coli DH5a transfor-
man. Bakteri transforman dapat hidup pada

<-car

=g > |

2.000 bp i

Gambar 3. Peta plasmid biner pMSH/x-Car: Gen x-Carrageenase (x-Car) tersisip pada situs
Not I dan Spe I di daerah multiple cloning site (MCS) pada vektor pMSH. Panjang
total sekuen dari p35S hingga terminator Nos (T) pada plasmid pMSH/x-Car ada-
lah 2.000 bp.

Gambar 4. Koloni bakteri Escherichia coli DH5a pada uji media selektif. A: Koloni-koloni
bakteri transforman (ditunjukkan dengan tanda panah) dapat tumbuh pada media
selektif mengandung antibiotik, B: koloni E. coli DH5a tanpa transformasi, tidak
dapat tumbuh, sebagai kontrol negatif, C: dan koloni E. coli pada media LA tanpa

antibiotik sebagai kontrol positif.
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media selektif karena plasmid pMSH/x-Car
mengandung gen neomycin phosphotransfe-
rase 11 (NPT Il) penyandi resistensi terhadap
kanamisin, dan hygromycin phosphotransfe-
rase (HPT) penyandi resistensi higromisin.
Sebaliknya, E. coli yang bukan transforman,
tidak dapat tumbuh pada media selektif
(Gambar 4B). Hal tersebut sejalan dengan
Muladno (2002); Tsen et al. (2002), dan Tu
et al. (2005), bahwa apabila sel bakteri mem-
bawa DNA rekombinan (DNA plasmid dan
gen insersi) ditumbuhkan pada media dengan
antibiotik marka seleksi, maka sel E. coli
akan mampu berkembang biak membentuk
koloni. Sebaliknya jika sel E. coli tidak mem-
bawa plasmid gen insersi, akan mati pada
media dengan antibiotik

Hasil verifikasi transforman lebih lan-
jut dengan analisis PCR menggunakan pasa-
ngan primer 35S-Forward dan Tnos-Reverse
disajikan pada Gambar 5. Lima sampel kolo-
ni E. coli DH5a transforman (Gambar 5A)
menghasilkan amplikon dengan posisi frag-
men sekitar 2.000 bp (Gambar 5B). Fragmen
tersebut sesuai dengan total ukuran sekuen
promoter 35S CaMVsampai dengan termina-
tor Nos (Gambar 3). Hal tersebut juga me-
nunjukkan bahwa proses ligasi gen x-Car ke

plasmid pMSH, dan proses transformasi
PMSH/x-Car ke bakteri E. coli DH5a berha-
sil dilakukan.

3.3. Identifikasi Agrobacterium tumefaci-
ens Transforman

Uji keberhasilan konjugasi dengan
metode TPM untuk transformasi pMSH/x-
Car ke Agrobacterium tumefaciens ditunjuk-
kan pada Gambar 6. Pada kultur tunggal,
bakteri A. tumefaciens yang dikonjugasi dan
diinkubasi pada media selektif berhasil tum-
buh (Gambar 6A), sedangkan ketiga bakteri
tidak tumbuh (Gambar 6B).

A. tumefaciens transforman mampu
tumbuh di media selektif yang ditambahkan
antibiotik (kanamisin, higromisin dan strep-
tomisin), karena selain memiliki gen pe-
nyandi resistensi streptomisin, juga telah
membawa gen penyandi resistensi kanamisin
dan higromisin yang terdapat pada konstruksi
PMSH/x-Car. Sementara kultur tunggal (do-
nor, helper dan resipien) tidak dapat tumbuh,
karena donor E. coli DHS5a maupun helper E.
coli DH1 (pRK2013) hanya membawa gen
penyandi resistensi kanamisin dan higromisin
saja, tetapi tidak membawa gen penyandi
resistensi streptomisin. Demikian juga resipi-

B

Gambar 5. Master plate (replika) koloni Escherichia coli DHS5a transforman (A), elektro-
foregram hasil amplifikasi PCR menggunakan primer 35S-F dan tNos-R meng-
hasilkan fragmen sekitar 2.000 bp (kepala panah) (B), M: marka gene ruler 1kb
DNA ladder, K+: produk PCR dengan templat plasmid pMSH/x-Car sebagai kon-
trol positif, K-: produk PCR dengan templat koloni tanpa transformasi sebagai
kontrol negatif, E1-E5: koloni bakteri E. coli DH5a hasil transformasi.
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Gambar 6. Koloni Agrobacterium tumefaciens transforman hasil konjugasi dapat tumbuh
pada media selektif (tanda panah) yang mengindikasikan proses tri-parental
mating/TPM berhasil dilakukan (A), sedangkan kultur tunggal masing-masing:
Escherichia coli DH5a/donor (1), E. coli DH1 (pRK2013)/helper (2), Agrobac-
terium tumefaciens/resipien (3) tidak tumbuh pada media selektif, sebagai kontrol

negatif (B).

en A. tumefaciens (sebelum konjugasi) yang
hanya resisten streptomisin tetapi tidak re-
sisten kanamisin dan higromisin. Bakteri
yang mampu tumbuh pada media selektif, ha-
nya A. tumefaciens hasil konjugasi yang telah
mengandung gen insersi (Wise et al., 2006;
Sanniyasi et al., 2012), dalam hal ini plasmid
pMSH/k-Car. Hasil tersebut menunjukkan
bahwa proses transformasi pMSH/x-Car ke
A. tumefaciens telah berhasil dilakukan.

Hasil analisis PCR disajikan pada
Gambar 7B, dengan templat DNA dari koloni
A. tumefaciens yang tumbuh pada media se-
lektif (Gambar 7A). Ukuran produk PCR
menggunakan pasangan primer 35S-F dan
tNos-R sama dengan hasil PCR dengan tem-
plat DNA dari Escherichia coli DH5a trans-
forman, yakni sekitar 2.000 bp (Gambar 7B).
Produk PCR dengan primer 35S-F dan tNos-
R (2.000 bp; Gambar 7B) sama dengan yang
ukuran total ukuran sekuen promoter 35S,
gen x-Car, dan tNos (Gambar 3). Selanjut-
nya, hasil ini mendukung hasil identifikasi
transforman melalui uji pada media selektif.
Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa
proses transformasi konstruksi gen pMSH/x-
Car berhasil dilakukan ke A. tumefaciens.
Bakteri A. tumefaciens transforman yang
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membawa konstruksi pMSH/x-Car telah siap
digunakan untuk perlakuan ke rumput laut
Kappaphycus alvarezii atau rumput laut jenis
lainnya untuk pembuatan transgenik.

Proses transfer gen untuk pembuatan
K. alvarezii transgenik dapat dilakukan
menggunakan metode elektroporasi (Raja-
muddin et al., 2014), dan metode perantara
A. tumefaciens (Daud et al., 2013; Fajriah et
al., 2014; Handayani et al., 2014).

Rumput laut yang mengekspresikan
gen x-Carrageenase diharapkan akan memi-
liki kandungan kappa-karagenan lebih ba-
nyak daripada non-transgenik. Sebagai kelan-
jutan dari riset ini, pembuatan Kappaphycus
alvarezii transgenik gen x-Carrageenase
menggunakan metode mediasi A. tumefaciens
sedang dilakukan di laboratorium kami.

IV. KESIMPULAN

Produk PCR dengan templat DNA
dari Agrobacterium tumefaciens berukuran
sekitar 2.000 bp menunjukkan bahwa kons-
truksi gen pMSH/x-Car telah berhasil dibuat,
dan Agrobacterium tumefaciens yang mem-
bawa konstruksi gen tersebut telah berhasil
diperoleh.
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Gambar 7. Master plate (replika) koloni A. tumefaciens transforman (A), dan elektroforegram
amplikon PCR menggunakan primer 35S-F dan tNos-R dengan fragmen
berukuran sekitar 2.000 bp (B). Tanda kepala panah di sebelah kanan Gambar 5B
menunjukkan ukuran produk amplikon PCR, M: marka gene ruler 1kb DNA
ladder, K+: produk PCR dengan templat plasmid pMSH/x-Car sebagai kontrol
positif, K-: produk PCR dengan templat koloni tanpa transformasi sebagai kontrol

negatif.
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