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ABSTRACT

Phalaenopsis amabilis (L.) Blume is an Indonesian national “Flower of Charm” (“Puspa
Pesona”), an ornamental plant that by using genetic engineering we could improve the flower quality. In
this study, Agrobacterium tumefaciens-mediated genetic transformation and CRISPR/Cas9 genome editing
system was used to edit the orchid genome more specific and precisely. Twelve months old putative
transgenic plants originated from protocorm like bodies (PLBs) transformation harboring the T-DNA
construct UBI::Cas9::U3::PDS3/plasmid pRGEB32. Proofing for the putative transformant plants were
stably harboring the T-DNA constructs were conducted by genotype and phenotype characterization. The
purpose of this study was to characterize genotypically and phenotypically the putative transformant of P.
amabilis harboring T-DNA constructs UBI::Cas9::U3::PDS3 compared to non-transformant. Genotype
characterization was carried out by detecting the integration of T-DNA harboring UBI::Cas9::U3::PDS3
on the P. amabilis genome using several primers for HPT, Cas9, PDS3 and trnL-F (internal control
primers). Phenotype analysis was carried out by observing and analyzing chlorophyll content using
spectrophotometric methods. The results showed that genome of putative P. amabilis transformant age 12
months could be amplified by the primers. Phenotypic analysis of P. amabilis transformant showed a
change in plant color from green to pale (albino) with lower chlorophyll content compared to non-
transformant. This indicates that the CRISPR/Cas9 technology is able to edit the genome of orchids.
Keywords: Chlorophyll, CRISPR/Cas9, orchid, Phalaenopsis amabilis (L.) Blume, PHYTOENE

DESATURASE 3 (PDS3), Transformant.

ABSTRAK

Phalaenopsis amabilis (L.) Blume adalah tanaman hias “Puspa Pesona Indonesia” yang dapat
ditingkatkan kualitasnya dengan teknik rekayasa genetika. Transformasi genetik dengan perantara
Agrobacterium tumefaciens dan CRISPR/Cas9 digunakan dalam penelitian ini untuk pengeditan genom
secara lebih spesifik dan presisi pada target sekuen gen PHYTOENE DESATURASE3 (PDS3) yaitu gen
yang berperan penting pada biosintesis kloroplas. Dalam penelitian ini digunakan tanaman transforman
umur 12 bulan yang ditumbuhkan dari protokorm yang telah diintegrasi dengan T-DNA pembawa
konstruksi UBI::Cas9::U3::PDS3/plasmid pRGEB32. Pembuktian tanaman transforman tersebut masih
mengandung konstruksi T-DNA tersebut perlu dilakukan, yaitu dengan karakterisasi secara genotipe dan
fenotipe. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengkarakterisasi P. amabilis transforman pembawa T-DNA
dengan konstruksi UBI::Cas9::U3::PDS3 secara genotip dan fenotip dibandingkan dengan P. amabilis
non-transforman. Karakterisasi genotipe dilakukan dengan mendeteksi integrasi T-DNA pembawa
konstruksi UBI::Cas9::U3::PDS3 pada genom anggrek P. amabilis menggunakan beberapa primer yaitu
HPT, Cas9, PDS3 dan trnL-F (primer kontrol internal). Analisis karakter fenotipe dilakukan dengan
pengamatan morfologi dan analisis kadar klorofil menggunakan metode spektrofotometri. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa genom anggrek P. amabilis transforman pembawa konstruksi UBI::Cas9::U3::PDS3
umur 12 bulan dapat teramplifikasi oleh semua primer. Analisis fenotipe P. amabilis transforman
menunjukkan adanya perubahan warna tanaman dari hijau menjadi albino dengan kadar klorofil lebih
rendah jika dibandingkan dengan P. amabilis non-transforman. Hal ini menunjukkan bahwa teknologi
CRISPR/Cas9 dapat digunakan untuk mengedit genom tanaman anggrek.

Kata kunci: Anggrek, CRISPR/Cas9, Klorofil, Phalaenopsis amabilis (L.) Blume, PHYTOENE
DESATURASE 3 (PDS3), Transforman.
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PENDAHULUAN

Anggrek (Orchidaceae) adalah
tanaman hias eksotis yang terdiri lebih dari 800
genus dan 20.000 - 30.000 spesies (Godo et al.,
2010; Pangestu et al., 2015). Salah satu genus
anggrek yang cukup dikenal oleh masyarakat
adalah Phalaenopsis. Spesies anggrek genus
Phalaenopsis yang ditetapkan menjadi bunga
nasional Indonesia adalah Phalaenopsis
amabilis (L.) Blume dengan sebutan ‘“Puspa
Pesona Indonesia” (Puspitaningtyas dan
Mursidawati, 2010).

Peningkatan kualitas anggrek dengan
pembentukan anggrek variasi baru diperlukan
untuk mendapatkan warna bunga, corak
bunga, jumlah bunga dan ukuran bunga yang
sesuai dengan keinginan. Metode transformasi
genetika tanaman merupakan salah satu cara
yang digunakan untuk menghasilkan anggrek
dengan variasi baru. Prinsip transformasi
genetika tanaman adalah menyisipkan gen
fungsional ke dalam genom tanaman target,
antara lain dengan bantuan mediasi dari bakteri
Agrobacterium tumefaciens untuk
meningkatkan kualitas pemuliaan tanaman
(Hsing et al., 2016).

Teknologi CRISPR/Cas9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) merupakan salah satu teknik dalam
rekayasa genetika untuk menyunting genom
pada titik sekuen spesifik (Xu et al., 2014).
CRISPR/Cas9 memiliki efisiensi mutasi yang
tinggi sehingga dapat terjadi mutasi tanpa
reproduksi seksual. Mekanisme CRISPR/Cas9
dalam menyunting gen adalah dengan prinsip
memotong untai ganda target dan
menambahkan rekombinasi homolog pada
target (Zhang et al., 2013).

Gen PHYTOENE DESATURASE 3
(PDS3) merupakan gen yang berlokasi di
membran tilakoid. Umumnya gen PDS3 sering
digunakan sebagai common maker gene di
berbagai spesies tanaman karena gen ini
mudah dideteksi (Semiarti et al., 2020). Gen
PDS3 berperan dalam pengkodean phytoene
desaturase (phytoene dehydrogenase) dan
berperan sebagai enzim yang mengkatalisis
desaturasi dari pyhtoene menjadi zeta-
carotene selama biosintesis karotenoid.
Diketahui bahwa mutasi PDS3 dapat
menyebabkan gangguan fungsi plastida.
Gangguan fungsi plastida yang dimaksud
adalah tidak terdiferensiasinya plastida pada
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tanaman. Hal tersebut dapat menghambat
proses pembentukan tilakoid. Tilakoid dalam
jumlah minim pada tanaman ditunjukkan
dengan penampakan morfologis yang albino.
Gen ini hanya berinteraksi dengan gen-gen
yang ada di organel fotosintetik sehingga sifat
albino yang muncul tidak mempengaruhi
viabilitas tanaman (Qin et al., 2007;
Brausemann et al., 2017). Penelitian ini
bertujuan untuk mengkarakterisasi P. amabilis
diduga transforman pembawa konstruksi
UBI::Cas9::U3::PDS secara genotipe dan
fenotipe serta membandingkannya dengan P.
amabilis non-transforman.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilaksanakan pada
bulan Agustus - Oktober 2020 di
Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Biologi,
Universitas Gadjah Mada. Sampel yang
digunakan adalah planlet P. amabilis non-
transforman dan transforman pembawa
konstruksi  UBI::Cas9::U3::PDS umur 12
bulan yang kemudian diamati karakter
fenotipe dan genotipenya. Analisis karakter
fenotipe meliputi  pengamatan  karakter
morfologi dan analisis kadar klorofil serta
dilakukan pengamatan preparat anatomi daun.
Analisis karakter genotipe dengan mendeteksi
integrasi  T-DNA  pembawa  konstruksi
UBI::Cas9::U3::PDS3 pada genom anggrek
P. amabilis menggunakan primer spesifik
untuk gen HPT, gen Cas9 dan PDS3, serta
fragmen interspace DNA kloroplas trnL-F
sebagai kontrol internal.

Pengamatan Karakter Morfologi

Sebanyak 69 planlet yang ditanam pada
medium kultur in vitro New Phalaenopsis (NP)
+ activated charcoal (2 g L) diamati karakter
morfologinya yang meliputi jumlah daun,
panjang daun, lebar daun dan warna daun.
Sampel didokumentasikan  menggunakan
kamera, dihitung jumlah daun dan diukur
panjang dan lebar daun dengan menggunakan
jangka sorong. Warna daun kemudian diamati
menggunakan Royal Horticultural Society
Colour Chart (Fans 3/green group) edisi ke-6
(RHS Color Chart edisi ke-6). Data kuantitatif
dari jumlah, panjang dan lebar daun diolah
menggunakan Microsoft Excel 2016.
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Analisis Kadar Klorofil

Preparasi masing-masing sampel daun
P. amabilis non-transforman dan transforman
dilakukan dengan cara dipotong dan ditimbang
masing-masing dengan berat + 100 mg.
Sampel diinkubasi pada suhu 20 °C selama 10-
15 menit, kemudian diekstraksi dan diukur
kadar klorofilnya.

Sampel sebanyak 0.1 g diekstraksi
dengan cara digerus menggunakan mortar dan
pestel lalu dilarutkan dalam 2 mL metanol dan
dimasukkan ke dalam gelas ukur. Mortar dan
pestel tersebut dibilas dengan 1.5 mL pelarut
(akuades) sebanyak tiga kali lalu dimasukkan
ke dalam gelas ukur yang sama. Ekstrak ditera
hingga mencapai volume 8 mL. Sampel
dimasukkan ke dalam tabung konikal
(Biologix wvolume 15 ml, China) dan
disentrifugasi selama 10 menit dengan
kecepatan 2500 rpm. Supernatan diencerkan
menjadi 1 mL ekstrak dan dilarutkan ke dalam
4 mL metanol dan dibaca absorbansinya
dengan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu
UV-Vis 1800, Japan) pada A665 nm dan 1652
nm.

Hasil pengukuran kadar  Klorofil
kemudian dianalisis dan dihitung
menggunakan rumus Porra et al. (1989).
Absorbansi yang telah dibaca pada panjang
gelombang 665 nm dan 652 nm dimasukkan ke
rumus berikut:

[Cha] = 16,29 A665 - 8,54 A652
[Chb] = 30,66 A652 — 13,58 A665
Keterangan :

[Ch a] = konsentrasi klorofil a

[Ch b] = konsentrasi klorofil b

Pembuatan dan Pengamatan Preparat
Anatomi Daun

Pembuatan preparat anatomi daun
dilakukan menggunakan metode embedding
merujuk kepada Sutikno (2016). Daun anggrek
P. amabilis non-transforman dan P. amabilis
transforman pembawa konstruksi DNA
UBI::Cas9::U3::PDS3 dicuci dengan air
hingga bersih, kemudian dikering anginkan di
atas kertas tisu. Kemudian daun dipotong
dengan ukuran £1 cm menggunakan silet lalu
irisan paradermal diletakkan di atas gelas
benda, ditambahkan satu tetes akuades
kemudian ditutup dengan kaca penutup.
Preparat segar irisan paradermal daun diamati
menggunakan mikroskop (Olympus CX21,
Japan) perbesaran 400 kali dan optilab
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(Miconos, Indonesia) untuk mengetahui
perbedaan Kkloroplas pada tanaman non-
transforman dan transforman.

Analisis Karakter Genotipe

Isolasi DNA genom tanaman dilakukan
dengan menggunakan metode Murray &
Thompson (1980) merujuk kepada Semiarti et
al. (2007) dengan modifikasi kecepatan
sentrifugasi. Sebanyak 0.1 g daun anggrek P.
amabilis non-transforman dan P. amabilis
transforman masing-masing digerus sampai
halus menggunakan mortar dan pestel yang
telah ditambahkan 500 pL larutan buffer
ekstraksi DNA yang terdiri dari Cetyltrimethyl
Ammonium Bromide 3% (CTAB 3%), EDTA,
50 mM Tris-HCI (pH 8), 0.7 M NaCl. Sampel
diinkubasi dalam waterbath pada suhu 60°C
selama 30 menit. Larutan kloroform kemudian
ditambahkan sebanyak 500 pL lalu
dihomogenisasi menggunakan shaker dengan
kecepatan 140 rpm pada suhu ruang selama 30
menit. Kemudian tutup microtube dibuka
selama 10 detik untuk mengeluarkan gas yang
terbentuk  selama  homogenisasi  dan
selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan
12 000 rpm selama 5 menit. Sampel yang
diambil yaitu lapisan berwarna bening (aquous
phase) dan dimasukkan ke dalam tabung 1.5
mL baru. Isopropanol ditambahkan dengan 1x
volume sampel (1:1), kemudian diinversi dan
diinkubasi pada pada suhu ruang selama 5
menit.  Sampel  disentrifugasi  dengan
kecepatan 12 000 rpm selama 5 menit.
Supernatan lalu dibuang dan pelet DNA
dibilas dengan alkohol 70% sebanyak 250 L.

Selanjutnya  disentrifugasi  dengan
kecepatan 12 000 rpm selama 2 menit. Pelet
DNA kemudian dikeringkan di dalam
inkubator dengan temperatur 37 °C atau suhu
ruang selama 15-30 menit. Setelah Kkering,
pelet DNA dilarutkan dengan TE (10T:0,1E)
sebanyak 25 pL. Sampel DNA yang telah
diperolen kemudian dilakukan pengujian
kualitas pada gel agarose 0.8% dengan
elektroforesis dalam 1x buffer TAE (Tris
Acetate EDTA) dengan tegangan listrik 50 volt
selama 30 menit. Pengamatan  visualisasi
kualitas pita-pita DNA dilakukan dengan
pewarnaan gel agarose menggunakan 1%
larutan EtBr (Etidium Bromide) selama 10
menit dan selanjunya diamati dengan
menggunakan UV transilluminator (Extragene
UV3CL, Taiwan), pemotretan dilakukan
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dengan kamera Canon SX430 IS (Japan).
Sampel DNA diamplifikasi dengan
beberapa primer spesifik untuk gen-gen PDS3
(Phytoene Desaturase 3), HPT (Hygromycin
Phosphotransferase), Cas9 (CRISPR-
associated protein 9) dan primer trnL-F
(interspace DNA kloroplas trnL dan trnF)
sebagai kontrol internal menggunakan BioRad
T100 Thermal Cycler dengan komposisi PCR
(Polymerase Chain Reaction) sebagai berikut:
1 puL DNA (100ng/uL), primer 1 pL (20
pmol/uL), 12.5 pL PCR mix MyTaq™ HS
Red Mix 2x (Bioline) dan Nuclease-free water
9.5 L sehingga volume akhir menjadi 25
pL. Tahapan PCR meliputi pre-denaturasi
pada kondisi 95 °C selama 1 menit,
denaturasi 95 °C  selama 15 detik,
penempelan primer (annealing) untuk trnL-F
57 °C, PDS3 60 °C, HPT 61 °C, Cas9 62 °C)
selama 15 detik dan ekstensi 72 °C selama 10
detik dengan 35 siklus. Urutan sekuen primer
yang digunakan akan diberikan berdasarkan
permintaan. Amplikon di cek menggunakan
gel elektroforesis dengan konsentrasi 1.2%
dengan tegangan 50 volt selama 30 menit. Gel
agarose kemudian direndam dalam 1% larutan
EtBr selama 10 menit. Pengamatan DNA
menggunakan UV transilluminator (Extragene

UV3CL, Taiwan), pemotretan dilakukan
dengan kamera Canon SX430 IS (Japan).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengamatan morfologi
menunjukkan adanya perbedaan warna daun
antara P. amabilis non-transforman dan
transforman pembawa konstruksi
UBI::Cas9::U3::PDS3 (Gambar 1). Anggrek
P. amabilis non-transforman memiliki daun
berwarna hijau yang termasuk dalam
kelompok warna Green Group 137 Moderate
Olive Green B (Gambar 1 A), Green Group
143 Strong Yellow Green A (Gambar 1 B),

Green Group 143 Strong Yellow Green C
(Gambar 1 C). Anggrek transforman pembawa
konstruksi UBI::Cas9::U3::PDS3 memiliki
karakter fenotipe daun albino yang termasuk
dalam kelompok warna Yellow-Green Group
150 Light Yellow Green D (Gambar 1 D), daun
berwarna hijau-kekuningan yang termasuk
dalam kelompok warna Yellow-Green Group
149 Brilliant Yellow Green A (Gambar 1 E),
daun berwarna hijau yang termasuk dalam
kelompok warna Green Group 143 Strong
Yellow Green C (Gambar 1 F).

Gambar 1. Karakter morfologis anggrek P. amabilis non-transforman dan P. amabilis transforman
pembawa konstruksi DNA UBI::Cas9::U3::PDS3. Keterangan : (NT) Non-transforman,
(T) Transforman, (A) Kotak warna hijau menunjukkan RHS Color Chart Edisi ke-6
Green Group 137 Moderate Olive Green B, (B) Kotak warna hijau menunjukkan RHS
Color Chart Edisi ke-6 Green Group 143 Strong Yellow Green A, (C) Kotak warna hijau
menunjukkan RHS Color Chart Edisi ke-6 Green Group 143 Strong Yellow Green C,
(D) Kotak warna putih menunjukkan RHS Color Chart Edisi ke-6 Yellow-Green Group
150 Light Yellow Green D, (E) Kotak warna hijau-kekuningan menunjukkan RHS Color
Chart Edisi ke-6 Yellow-Green Group 149 Brilliant Yellow Green A, (F) Kotak warna
hijau menunjukkan RHS Color Chart Edisi ke-6 Green Group 143 Strong Yellow Green

C. Skala: 1 cm.
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Anggrek P. amabilis non-transforman
memiliki daun berwarna hijau yang tergolong
dalam kelompok warna green group
sedangkan P. amabilis transfroman pembawa
konstruksi  DNA  UBI::Cas9::U3::PDS3
memiliki tiga jenis variasi warna yaitu daun
albino/putih  dan hijau-kekuningan yang
tergolong dalam kelompok warna yellow-
green group serta daun berwarna hijau yang
termasuk kelompok green group. Perbedaan
ini dipengaruhi oleh kadar klorofil dan
morfologi kloroplas yang terkandung pada
setiap tanaman (Gambar 2 dan Gambar 3).

Diketahui dari penelitian ini bahwa daun
transforman memiliki fenotipe berwarna putih
pucat atau albino. Hal ini terjadi diduga karena
adanya mutasi pada genom tanaman.
Berdasarkan penelitian Semiarti et al. (2020)
ditemukan bahwa metode CRISPR/Cas9 dapat
digunakan untuk mengedit genom pada
protokorm anggrek P. amabilis. Analisis
sekuen pada target PDS3 menunjukkan
adanya mutasi dengan knock out system atau
adanya delesi nukleotida selama proses
perbaikan internal DNA. Proses perbaikan
DNA ini disebut dengan mutasi gen non-
homologous end joining (NHEJ) yang
menghasilkan gen yang menjadi non-
fungsional atau ter-knock-out. Mutasi ini
menginduksi perubahan pada sekuen asam
amino yang terjadi dan dapat mengganggu
proses biosintesis  karotenoid  sehingga
menyebabkan tidak terdiferensiasinya
plastida. Hal tersebut dapat menghambat
proses pembentukan tilakoid. Tilakoid dalam
jumlah minimum pada tanaman ditunjukkan
dengan penampakan morfologis albino atau
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munculnya bercak putih pada daun (Qin et al.,
2007).

Warna hijau dan hjau-kekuningan pada P.
amabilis transforman di duga terjadi karena
pada proses pengeditan genom menggunakan
CRISPR/Cas9 terjadi kesalahan pemotongan
target site atau sering disebut dengan off-
targeted. T-DNA berhasil masuk ke dalam
genom tanaman namun dimungkinkan untuk
terinsersikan pada taget site lain, sedangkan
yang diharapkan adalah pengeditan genom
yang bersifat targeted/knock out sesuai gen
sasaran. Kesalahan pemotongan target site ini
kemungkinan terjadi akibat PAM
(protospacer adjacent motif) tidak dapat
mengenali target sekuen yang dituju (Zhang et
al., 2015).

Parameter morfologis P. amabilis non-
transforman dan transforman umur 12 bulan
yang meliputi jumlah daun, panjang daun, dan
lebar daun (Tabel 1) menunjukkan rerata
jumlah daun pada P. amabilis non-
transforman dan transforman berdaun hijau
adalah 4 + 1 helai sedangkan pada P. amabilis
transforman berdaun hijau-kekuningan adalah
3 £ 1 helai dan transforman berdaun albino
adalah 2 £ 0 helai. Rerata panjang daun, non-
transforman adalah 16.06 + 1.09 mm
sedangkan transforman berdaun hijau adalah
14.78 £ 1.33 mm, transfroman berdaun hijau-
kekuningan adalah 1455 + 1.35 mm,
transforman berdaun albino adalah 3.79 £ 1.12
mm. Rerata lebar daun, non-transforman
adalah 4.86 + 0.66 mm sedangkan transforman
berdaun hijau adalah 4.76 + 0.72 mm,
transfroman berdaun hijau-kekuningan adalah
4.44 £ 1.99 mm, transforman berdaun albino
adalah 2.02 + 0.42 mm.

Tabel 1. Parameter morfologis daun P. amabilis non-transforman dan transforman pembawa

konstruksi UBI::Cas9::U3::PDS3

Anggrek P. amabilis

Transforman pembawa konstruksi

Parameter (Rerata) Non- UBI::Cas9::U3::PDS3
transforman Daun Hijau Daun Hijau- Daun
kekuningan Albino
Jumlah daun (helai) 4+1 4+1 31 2+0
Panjang daun (mm) 16.05+1.09 1478 +1.33 14.55 £1.35 3.79+1.12
Lebar daun (mm) 4.86 + 0.66 4.76 £0.72 444 +1.19 2.02 £0.42

216 Nurul Amarilis Andani Kesuma, Sri Nopitasari, Yasushi Yoshioka, Shogo Matsumoto, Endang Semiarti



J. Hort. Indonesia 11(3): 212-220 Desember 2020

Kadar Klorofil P. amabilis Non-transforman dan
Transforman Pembawa Konstruksi DNA
UBI::Cas9::U3::PDS3

hjau hix hfautsiuningan bmo
Nor- f Srman

Gambar 2. Kadar klorofil P. amabilis non-
transforman dan transforman
pembawa konstruksi
UBI::Cas9::U3::PDS3. Detail :
(Cha) Klorofil a, (Ch b) Klorofil
b

Kadar Klorefll (mg/L)

Tanaman dengan daun  albino
menunjukkan tingkat pertumbuhan daun yang
lebih rendah dibandingkan dengan tanaman
dengan daun berwarna hijau maupun hijau-
kekuningan, yang meliputi jumlah daun,
panjang daun dan lebar daun. Namun
demikian, daun P. amabilis non-transforman
dan transforman berdaun hijau dan berdaun
hijau-kekuningan memiliki kemiripan yang
tinggi dalam jumlah daun, panjang daun dan
lebar daun.

Kadar klorofil pada daun non-trasforman
lebih tinggi dibandingkan dengan daun
transforman (Gambar 2). Total kadar klorofil
non-transforman adalah 1.152 mg L (klorofil
a=0.641 mg L ; klorofil b = 0.511 mg L)
sedangkan total kadar Klorofil pada
transforman berdaun hijau adalah 1.112 mg L~
! (klorofil a=0.600 mg L ; klorofil b = 0.512
mg L), total kadar klorofil transforman
berdaun hijau-kekuningan adalah 0.972 mg L
! (klorofil a=0.408 mg L™ ; klorofil b = 0.564
mg L), total kadar klorofil transforman
berdaun albino adalah 0.456 mg L™ (klorofil
a=0.170 mg L?; klorofil b =0.286 mg L™ ).
Kadar klorofil berkaitan dengan jumlah dan
kondisi morfologis serta fisiologis dari
kloroplas. Daun berwarna pucat atau bahkan
albino mengandung klorofil namun dengan
kadaryang lebih rendah dibandingkan dengan
daun berwarna hijau segar. Kadar Klorofil
yang berbeda menunjukkan bahwa adanya
perbedaan jumlah domain asam amino FtSH
pada tanaman yang disebabkan oleh terjadinya
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Gambar 3. Irisan paradermal daun P.
amabilis non-transforman dan
transforman pembawa konstruksi
UBI::Cas9::U3::PDS3. Detail
(A) Daun P. amabilis non-
transforman (B) Daun hijau P.
amabilis transforman pembawa
konstruksi UBI::Cas9::U3::PDS3
(C) Daun hijau-kekuningan P.
amabilis transforman pembawa
konstruksi UBI::Cas9::U3::PDS3
(D) Daun albino P. amabilis
transforman pembawa konstruksi
UBI::Cas9::U3::PDS3. Skala
100 pm

mutasi gen. Kloroplas merupakan struktur
perkembangan dari proplastid. Mutasi gen
PDS3 dapat menyebabkan perkembangan
kloroplas terganggu dan dapat menyebabkan
daun mengalami defisiensi pigmen (Qin et al.,
2007).

Gambar 3 menunjukkan irisan
paradermal daun (penampang samping atau
sejajar  epidermis) P. amabilis non-
transforman dan P. amabilis transforman.
Terdapat kloroplas dewasa berwarna hijau
pada P. amabilis non-transforman dan P.
amabilis  transforman  berdaun hijau,
sedangkan pada transforman berdaun hijau-
kekuningan terdapat kloroplas dewasa
berwarna hijau-kekuningan. P. amabilis
transforman  berdaun albino  memiliki
kloroplas yang belum sempurna terbentuk
(proplastida) dan berwarna sangat pucat
bahkan putih. Hal ini kemungkinan
dikarenakan  perkembangan  proplastida
menjadi kloroplas terhambat dan mengalami
defisiensi (Qin et al., 2007).
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Gambar 4. Deteksi integrasi konstruksi
UBI::Cas9::U3::PDS3 pada genom P.
amabilis. M : 100 bp (GeneRuler) ; Lajur 1: P.
amabilis non-transforman, Lajur 2-9: P.
amabilis transforman pembawa konstruksi
UBI::Cas9::U3::PDSS.

Karakterisasi  genotipe dilakukan
dengan deteksi integrasi konstruksi T-DNA
pembawa konstruksi UBI::Cas9::U3::PDS3
pada anggrek P. amabilis transforman yang
dibandingkan  dengan  non-transforman.
Gambar 4 menunjukkan genom DNA P.
amabilis transforman umur 12 bulan terbukti
positif terintegrasi secara stabil membawa T-
DNA dengan konstruksi
UBI::Cas9::U3::PDS3 dengan
teramplifikasinya fragmen gen HPT (545 bp)
dan Cas9 (402 bp) (Gambar 4 lajur 2-9).
Fragmen DNA trnL-F (1 200 bp) dan gen
PDS3 (280 bp) setiap sampel tanaman dapat
teramplifikasi (Gambar 4 lajur 1-9). Hal ini
disebabkan trnL-F merupakan interspace
DNA spesifik yang berlokasi di genom
kloroplas pada setiap tanaman. Oleh sebab itu,
trnL-F tepat digunakan sebagai kontrol
internal pada tanaman (Hao et al., 2009).

Gen PDS3 (PHYTOENE
DESATURASE3) terdapat di membran
tilakoid dan  berperan pada  proses
pembentukan tilakoid dan  biosintesis
karotenoid. Nama lain dari gen AT4G14210
ini adalah DL3145C, FCAALL.28, PIGMENT
DEFECTIVE 226 (Qin et al., 2007). Pada
umumnya gen PDS3 sering digunakan sebagai
gen penanda di berbagai spesies tanaman
karena tanaman mutan pds3 mudah dideteksi
secara morfologis (Semiarti et al., 2020;
Nopitasari et al., 2019). Mutasi pada struktur
gen PDS3 dapat menyebabkan fenotipe
tanaman menjadi albino atau terdapat bercak
putin pada daunnya (Koschmieder et al.,
2017). Gen HPT  (HYGROMYCIN
PHOSPOTRANSFERASE) adalah gen resisten

J. Hort. Indonesia 11(3): 212-220 Desember 2020

terhadap antibiotik higromisin, berfungsi
sebagai marka untuk seleksi transforman pada
medium Kultur in vitro. Jika organisme dapat
bertahan hidup pada medium kultur yang
mengandung antibiotik higromisin maka
organisme tersebut otomatis terseleksi dan
menjadi kandidat transforman (Ouwerkerk et
al., 2001).

KESIMPULAN

Anggrek P. amabilis transforman umur
12 bulan tetap stabil membawa konstruksi
UBI::Cas9::U3::PDS3 pada genomnya.
Fenotipe P. amabilis transforman hasil
genome editing dengan CRISPR/Cas9
menunjukkan adanya perubahan warna daun,
antara lain menjadi hijau kekuningan dan
albino dengan kadar klorofil yang lebih rendah
jika dibandingkan dengan P. amabilis non-
transforman.
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