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Abstract

The Rubiaceae family plants have an essential role in society, especially in health. Conventional
propagation can produce new plants but takes a long time. Therefore, an efficient propagation
method is needed to avoid overexploitation in nature. Embryogenic callus induction of Rubiaceae
plants can be done using a combination of TDZ, 2,4-D, and NAA. Then it can be inoculated into a
medium containing 6-BA and NAA to induce shoot formation. This method can be usefully applied
to several aspects of biotechnology, including micropropagation and genetic transformation. Many
factors influence the success of the transformation, and two of the most influential factors are the
concentration of acetosyringone and Agrobacterium tumefaciens mediator strain. The optimal
concentration of acetosyringone is 50 mg/L, producing the highest transformation efficiency
percentage (%6ET) when used with supervirulent strains such as A. tumefaciens EHA101. This
literature review discusses the effect of acetosyringone at various concentrations and types of A.
tumefaciens strains on the transformation efficiency of gen to Rubiaceae.

Keywords: Rubiaceae, embryogenic callus, acetosyringone, Agrobacterium tumefaciens,
transformation efficiency

Abstrak

Tanaman dari suku Rubiaceae memiliki peran yang penting dalam masyarakat, terutama di
bidang kesehatan. Propagasi konvensional dapat menghasilkan tanaman baru namun
membutuhkan waktu yang lama, sehingga diperlukan metode perbanyakan yang efisien agar tidak
terjadi overeksploitasi di alam. Induksi kalus embriogenik tanaman Rubiaceae dapat dilakukan
dengan menggunakan kombinasi Thidiazuron (TDZ), Asam 2,4-Diklorofenoksiasetat (2,4-D) dan 1-
Naphthylaceticacid (NAA), selanjutnya disubkultur ke medium yang mengandung 6-
Benzilaminopurin (6-BA) dan NAA untuk diferensiasi membentuk tunas. Tahapan ini dapat
dimanfaatkan untuk kepentingan beberapa aspek bioteknologi, termasuk diantaranya adalah
mikropropagasi dan transformasi genetik. Keberhasilan transformasi genetik dipengaruhi oleh
banyak faktor dimana dua faktor yang paling berpengaruh adalah konsentrasi asetosiringon dan
strain Agrobacterium tumefaciens yang digunakan sebagai perantara transformasi genetik.
Asetosiringon adalah senyawa pengaktivasi gen vir untuk transfer DNA ke sel tanaman.
Konsentrasi asetosiringon yang paling optimal diketahui adalah 50 mg/L karena mampu
menghasilkan persentase efisiensi transformasi tertinggi saat digunakan bersamaan dengan strain
supervirulen seperti A. tumefaciens EHAL01. Literature review ini membahas pengaruh
asetosiringon pada berbagai konsentrasi dan jenis strain A. tumefaciens terhadap -efisiensi
transformasi gen ke kalus embiogenik tanaman suku Rubiaceae.

Kata kunci: Rubiaceae, kalus embriogenik, asetosiringon, Agrobacterium tumefaciens, efisiensi
transformasi
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Pendahuluan

Suku Rubiaceae mencakup sejumlah
besar spesies dan sebagian besar tumbuh di
daerah tropis (Mabberly, 1997). Tanaman dari
suku ini memiliki ciri-ciri berupa daun tunggal,
kedudukan daun berhadapan atau berseling,
memilik connate stipula pada daun yang
berhadapan, dan tipe buah berupa beri, kapsul,
drupe atau schizocarp (Simpson, 2010).
Tanaman  Rubiaceae  diketahui  mampu
menghasilkan  berbagai macam senyawa
bioaktif seperti antrakuinon, iridoid, indol
alkaloid, terpenoid, flavonoid dan derivatif
fenolik lainnya (Atmaja et al., 2015). Oleh
karena itu, tanaman Rubiaceae mempunyai
potensi farmakologis yang tinggi dan dapat
dimanfaatkan sebagai marker kemotaksonomik
(Barreiro, 1990; Farias, 2006; dalam Martins
dan Nunez, 2015). Jenis tanaman Rubiaceae
yang memiliki nilai tinggi dalam kehidupan
masyarakat adalah kopi arabika (Coffea
arabica), mengkudu (Morinda citrifolia), dan
kina (Chincona succirubra) (Marusin et al.,
2013).

Oleh karena manfaat dari suku
Rubiaceae sangat besar dibidang kesehatan,
maka perlu dilakukan propagasi untuk
memudahkan peningkatan ketersediaan bahan
baku. Propagasi secara tradisional dapat
menghasilkan tanaman baru namun
membutuhkan waktu yang lama dan hanya
sedikit tanaman yang dihasilkan sehingga
dinilai tidak efektif (Kosir et al., 2004).
Tanaman yang dihasilkan melalui kultur in
vitro mampu meningkatkan hasil panen hingga
20,4% lebih banyak dibanding tanaman hasil
perbanyakan tradisional (Robinson et al.,
1993). Penggunaan teknik terminal cutting
sebagai salah satu contoh  propagasi
konvensional tanaman  Rubiaceae juga
diketahui dapat menyebabkan terjadinya
penurunan laju multiplikasi (Gaber & Barakat
at al., 2019). Kendala di atas dapat diatasi
dengan propagasi in vitro yang mampu
menghasilkan tanaman dalam jumlah yang
banyak dengan waktu yang singkat.

Tersedianya protokol transformasi
genetik yang efisien dapat dimanfaatkan untuk
mempelajari fungsi gen dan menghasilkan
tanaman transforman dengan karakteristik
yang diinginkan, seperti tanaman tahan stress
biotik maupun abiotik (Li et al., 2019a).
Metode transformasi genetik yang umumnya

digunakan adalah metode rekayasa genetik
menggunakan perantara  Agrobacterium
tumefaciens (Giri et al., 2004). A.tumefaciens
adalah bakteri tanah yang mampu membentuk
tumor pada bagian luka tanaman. Hal ini
dikarenakan kemampuannya memasukkan T-
DNA pembaga gen tumor dari plasmid Ti
(tumor-inducing plasmid) ke dalam genom sel
tanaman (De La Riva et al, 1998).
Keunggulan transformasi genetik dengan
perantara A. tumefaciens adalah sistem
transformasi sel tunggal, jumlah kopi transgen
yang digunakan relatif sedikit, dan salinan gen
yang terintegrasi kedalam genom sel tanaman
umumnya berjumlah satu sehingga mampu
meminimalisir  masalah  ko-supresi  dan
instabilitas (Hansen et al., 1997).

Proses transformasi genetik
menggunakan A. tumefaciens dipengaruhi oleh
beberapa faktor seperti jenis dan daya tumbuh
strain Agrobacterium, lama waktu prekultur
dan infeksi, serta senyawa yang mengaktifkan
gen vir untuk virulensi yang terdapat pada
Agrobacterium (Qianru et al., 2017). Gen vir
(virulence) berfungsi sebagai mediator transfer
T-DNA dari Agrobacterium ke sel tanaman.
Aktivitas gen vir secara alami diinduksi oleh
berbagai senyawa fenolik yang dikeluarkan
oleh sel tanaman yang terluka. Secara in vitro,
proses induksi dapat dilakukan dengan cara
melakukan kokultivasi bagian tanaman dengan
Agrobacterium pada medium yang
mengandung asetosiringon (Stachel & Nester,
1986).

Asetosiringon  merupakan senyawa
penginduksi yang umum digunakan untuk
mengaktifkan gen vir pada Agrobacterium
(Qianru et al., 2017). Senyawa ini juga telah
digunakan untuk berbagai macam tanaman
monokotil maupun dikotil dengan tujuan untuk
meningkatkan efisiensi transformasi (Frame et
al., 2002; Kant et al., 2007; Olhoft et al.,
2003). Asetosiringon dalam konsentrasi yang
rendah akan berfungsi sebagai chemoattractant
bagi strain pembawa plasmid Ti, sedangkan
pada konsentrasi yang lebih tinggi akan
menyebabkan vir-induction sehingga terjadi
transfer T-DNA (Shaw et al., 1986).

Jenis strain  Agrobacterium  yang
digunakan  untuk  transformasi  genetik
diketahui sangat mempengaruhi keberhasilan
transfer T-DNA kedalam genom sel tanaman
dengan % efficiency transfer (ET) berbeda jauh
antar strain (Hood et al., 1986). Literature
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review ini dibuat dengan tujuan untuk
memberikan informasi kombinasi hormon
yang paling optimal dalam menginduksi kalus
dan tunas pada tanaman Rubiaceae serta
konsentrasi asetosiringon dan jenis strain
Agrobacterium yang mampu menghasilkan
%ET tertinggi pada tanaman Rubiaceae.
Artikel yang digunakan bersumber dari hasil
pencarian menggunakan kata kunci pada
Google Scholar dan didapatkan sebanyak 50
artikel, dimana 21 artikel diantaranya yang
memenuhi Kriteria berupa mengandung semua
kata kunci, digunakan sebagai sumber data
untuk direview.

Peran Tanaman Suku Rubiaceae di Bidang
Kesehatan

Suku Rubiaceae terdiri atas 10.700
spesies dan merupakan salah satu suku
Angiosperm terbesar (Mongrand et al., 2005).
Tanaman suku Rubiaceae telah lama
digunakan dalam bidang kesehatan dan oleh
masyarakat Indonesia untuk pengobatan
tradisional (Sadino, 2018; Marusin et al.,
2013), dimana beberapa diantaranya mampu
menunjukkan efek antibakteri, antivirus, anti-
inflamasi, antioksidan dan analgesik
(Heitzman et al., 2005). Kandungan kafein
salah satu spesies tanaman Rubiaceae yaitu
Coffea arabica banyak digunakan untuk obat
migrain maupun untuk stimulan sistem saraf,
diuretik, vasokonstriktor, dan bronchodilator
(Simoes et al., 2004).

Jenis tanaman dari suku Rubiaceae
lain yang juga banyak dimanfaatkan adalah
tanaman kacapiring (Gardenia jasminoides)
yang memiliki bunga berwarna putih dan
berbau harum (Xiao et al., 2017). Bunga kaca
piring dapat digunakan sebagai obat untuk
mengontrol kehamilan dalam pengobatan
tradisional Cina karena kandungan asam
gardenik dan asam gardenolik B pada ekstrak
etil asetat (Xu et al.,, 1987). Ekstrak daun
tanaman kacapiring dapat digunakan untuk
mengobati luka, phlegmon dan konjungtivitas
akut karena mengandung senyawa antibakteri
terhadap Escherichia coli, Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus dan Proteus mirabilis
(Naseem & Farrukh, 2015) . Ekstrak etanol
buah kacapiring diketahui memiliki aktivitas
sitotoksik terhadap sel line kanker perut
SNU638 dan AGS (Lee et al., 2009),
sedangkan bagian akarnya memiliki aktivitas
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sitotoksik terhadap sel line HeLa, A548, MCF-
7 dan A354-S2 (Wang et al., 2012).

Induksi Kalus Embriogenik  Suku
Rubiaceae sebagai Target Transformasi
Genetik

Target transformasi genetik
merupakan  sel/jaringan  tanaman  yang
digunakan sebagai target integrasi transgen
pembawa gene of interest. Syarat sebagai
target transformasi genetik adalah memiliki
respon terhadap medium tumbuh, tidak
rekalsitran, mudah terinfeksi oleh
Agrobacterium  dan dapat  beregenerasi
membentuk tanaman utuh. Target transformasi
dapat berupa protocorm, protocorm like
bodies, kalus dan organ tanaman (Dwiyani et
al., 2016).

Embriogenesis somatik adalah proses
pembentukan embrio dari sel somatik atau sel
vegetatif tanpa adanya fertilisasi (Horstman et
al., 2017). Kalus yang bersifat embrionik
memiliki kelebihan yaitu mengandung banyak
sel yang bersifat meristematik sehingga dapat
meningkatkan efisiensi transformasi (Escalant
et al., 1994). Embrio somatik juga diketahui
memiliki kelebihan dalam proses transformasi
genetik yaitu dapat menghasilkan embrio
somatik sekunder yang dapat dijadikan sebagai
target transformasi (Sidha et al., 2006).
Menurut Li et al. (2002), keuntungan lain
adalah kondisi genetik yang seragam dan
mudah berproliferasi.

Embrio somatik dapat diinduksi dari
eksplan secara tidak langsung melalui
pembentukan kalus yang bersifat embriogenik.
Ciri-ciri kalus embriogenik adalah memiliki
tekstur yang remah, noduler dan warnanya
putih atau kekuningan (Litz & Gray, 1995).
Kalus embrionik dapat diinduksi dengan
perlakuan  penambahan hormon eksogen
berupa auksin dan sitokinin. Auksin dan
sitokinin yang dihasilkan oleh tanaman secara
independen tidak cukup untuk menginduksi
terbentuknya kalus sehingga perlu diketahui
konsentrasi hormon eksogen yang optimal agar
kalus embrionik dapat terbentuk (Ahmad &
Faisal, 2018).

Induksi kalus sangat dipengaruhi oleh
jenis dan konsentrasi hormon yang digunakan
serta kombinasinya (Roy et al., 2008). Auksin
diketahui mampu menginduksi terjadinya
elongasi sel dan kombinasinya dengan hormon
sitokinin  mampu menyebabkan terjadinya
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pembelahan sel. Giberelin berfungsi dalam
menginduksi germinasi biji dan juga berfungsi
sebagai regulator tinggi tanaman karena
mampu menyebabkan pertumbuhan batang,
sedangkan etilen berfungsi dalam pematangan
buah. Hormon auksin dan sitokinin dibutuhkan
untuk menjaga viabilitas tanaman, berbeda
dengan hormon lain yang hanya berfungsi
dalam regulasi tahapan perkembangan tertentu
saja (Taiz & Zeiger, 2010).

Menurut Mardhiyetti et al. (2015),
interaksi  hormon auksin dan sitokinin
mempengaruhi pertumbuhan morfologi sel
tumbuhan, dan  konsentrasinya  dapat
mempengaruhi  pertumbuhan  kalus atau
organogenesis. Penelitian terdahulu (Tabel 1)
mengindikasikan adanya pengaruh hormon
dan/atau kombinasinya terhadap induksi kalus
pada tanaman Rubiaceae. Induksi kalus
tanaman Rubiaceae dapat dilakukan dengan
menggunakan berbagai macam eksplan,
eksplan yang umum digunakan adalah daun
karena jumlahnya yang banyak dalam satu
tanaman sehingga lebih mudah diperoleh
dalam jumlah besar. Li et al. (2019a)
melakukan penelitian regenerasi tanaman N.
cadamba (jabon putih) dengan menggunakan
eksplan daun dan membuktikan bahwa daun
berpotensi sebagai sumber eksplan untuk
perbanyakan tanaman secara in vitro dalam
waktu yang singkat.

Rentang waktu yang dibutuhkan dari
penanaman  eksplan  hingga  terbentuk
gumpalan kalus diketahui bervariasi antar
penelitian (Tabel 1.). Hal ini disebabkan oleh
adanya perbedaan jenis tanaman, jenis hormon
dan jenis eksplan yang digunakan. Rentang
waktu yang pendek untuk induksi kalus lebih
menguntungkan karena mampu
mempersingkat waktu pengerjaan. Selain
waktu induksi kalus, ciri-ciri kalus yang
dihasilkan antar penelitian juga berbeda (Tabel
1). Liu et al. (2018) mengungkapkan bahwa
hormon tidak hanya mampu mempengaruhi
laju pembentukan kalus, namun juga
mempengaruhi tekstur dan penampilan kalus.

Beberapa jenis kalus yang dapat
terbentuk dari tanaman Rubiaceae, yaitu
friable, semi-friable dan compact (Tabel 1.).

Menurut George et al. (2008), kalus yang baik
adalah yang bersifat friable atau remah karena
penyerapan nutrisi dari mediumnya akan lebih
efisien akibat luas permukaan kalus yang
kontak dengan medium tinggi. Oleh karena itu,
kalus yang friable lebih sesuai untuk
digunakan sebagai target transformasi karena
bakteri lebih mudah menginfeksi seluruh
bagian sel kalus secara merata, dan antibiotik
pada tahap seleksi juga dapat dengan mudah
kontak dengan seluruh sel.

Terdapat dua sifat kalus yang
dihasilkan dari beberapa penelitian yaitu
embriogenik dan non-embriogenik. Menurut
Koetle et al. (2015), regenerasi tanaman secara
in vitro banyak menggunakan embrio somatik
yang berasal dari kalus embriogenik. Kalus
semacam ini mempunyai daya regenerasi yang
tinggi sehingga berpotensi sebagai target
transformasi genetik. Kalus non-embriogenik
dapat diinduksi menjadi kalus embriogenik
dengan perlakuan hormon seperti yang
dilakukan oleh Midhu et al., (2019) pada
induksi kalus embriogenik O. pectinata dengan
hormon Indole Acetic Acid (IAA).

Berdasarkan data penelitian pada
Tabel 1, perlakuan induksi hormon terbaik
diperolen pada penelitian Li et al. (2019c)
yang melakukan induksi kalus pada |I.
chinensis dan Li et al. (2019a) yang melakukan
induksi kalus pada N. cadamba. Hal ini dapat
dilihat dari pendeknya rentang waktu yang
dibutuhkan  untuk  menginduksi  kalus
embriogenik yang friable dari eksplan daun.
Kemiripan jenis hormon pada perlakuan
terbaik serta respon tanaman yang dihasilkan
antar kedua spesies tersebut membuktikan
adanya korelasi secara fisiologis antar spesies
dalam famili Rubiaceae dalam merespon
penambahan hormon eksogen untuk induksi
kalus embriogenik. Pitman (2004)
mengungkapkan bahwa tanaman yang berada
dalam satu famili atau genus yang sama
memiliki bentukan yang mirip dan sering kali
memiliki  kandungan kimia dan sifat
penyembuhan yang sama.
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Tabel 1. Pengaruh hormon terhadap induksi kalus Rubiaceae berdasarkan penelitian terdahulu

Jenis Hormon Kalus
Jenis Jenis dan Konsentrasi Waktu - -
Tanaman  Eksplan (mg/L) (hari) Warna Jenis Sifat Jumlah

Referensi

G. jasminoides  Daun TDZ (4) 60 Hijau F NE +++ (Gabr et al., 2017)

G. jasminoides Daun  Kinetin (0.3) + 12 Kuning C NE +++ (Liu et al., 2018)

NAA (0.5) Kehijauan
G. jasminoides Nodus 2,4-D (0.5) 35 Putihdan F E +++ (Gaber & Barakat,
Hijau 2019)
Ixora coccinea  Daun 2,4-D (10) 60 Putihdan F NE + (Onsa et al., 2018)
Hijau
Ixora chinensis Daun 6-BA(4)+TDZ 30 Hijau F E +++ (Li et al., 2019c)
(1) + NAA (1)
M. tuberosa Kaotiledon 2,4-D (2) + 30 Hijau F E +++ (Sari et al., 2018)
Kinetin (2) kekuningan
O.mungosL. Daun NAA(19.96)+ 30 Kuning F NE +++ (Krishnan et al., 2019)
BA (1)
O.mungos L.  Daun NAA (3) + 21 Hijau F NE +++ (Deepthi &
2,4-D (1) + keputihan Satheeshkumar, 2016)
Kinetin (0.5)

O. pectinata  Daun 2,4-D (0.5) 30 Kuning SF NE +++  (Midhu et al., 2019)

N. cadamba Daun TDZ (3) + 21 Hijau F E +++ (Li et al., 2019a)
2,4-D (0.1) +
NAA (0.05)
N. cadamba  Nodus BAP (0.8) 21 Hijau C NE +++ (Mok& Ho, 2019)
keputihan

N. cadamba Kaotiledon TDZ (5) + 30* Hijau F E +++  (Huang et al., 2020)
+ petiole NAA (5)

N. cadamba Hipokotil  TDZ (5) + 30* Hijau F E +++  (Huang et al., 2020)
NAA (5)

Keterangan:
F :Friable E : Embriogenik +  :Sedikit

SF : Semi-friable. NE : Non Embriogenik +++ : Banyak
C :Compact *: Tunas berasal dari kalus embriogenik sudah terbentuk

Perbedaan diantara kedua penelitian
tersebut terletak pada kemampuan kalus untuk
menghasilkan tunas. Sebanyak 23,7% kalus
embriogenik 1. chinensis (Li et al.,2019c)
mampu menghasilkan tunas, sedangkan pada
tanaman N. cadamba sebanyak 71,4% kalus
embrionik mampu menghasilkan tunas (Li et
al.,2019a). Kedua pengamatan ini dilakukan 1
bulan setelah kalus embriogenik terbentuk.
Perbedaan persentase pembentukan tunas yang
signifikan ini salah satunya disebabkan oleh
adanya perlakuan tambahan pada penelitian Li
et al. (2019a) berupa subkultur kalus
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embriogenik pada medium yang mengandung
hormon 0.05 mg/L NAA dan 0.5 (atau 1) mg/L
6-BA setelah kalus embriogenik terbentuk.
Adapun persentase pembentukan kalus
embriogenik pada penelitian Li et al. (2019c)
yang menggunakan 4 mg/L 6-BA + 1 mg/L
TDZ + 1 mg/L NAA adalah sebesar 92.3%,
sedangkan pada penelitian Li et al. (2019a)
yang menggunakan 0.1 mg/L 2,4-D + 3 mg/L
TDZ + 0.05 mg/L NAA dihasilkan persentase
pembentukan kalus embriogenik sebesar
86.77%. Persentase pembentukan kalus pada
penelitian Li et al. (2019c) diketahui lebih
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besar daripada Li et al. (2019a), namun
persentase pembentukan tunas yang dihasilkan
Li et al. (2019c) jauh Ilebih rendah
dibandingkan dengan penelitian Li et al.
(2019a). Berdasarkan hal tersebut maka dapat
dikatakan bahwa kombinasi hormon yang
paling baik dan efisien dalam menghasilkan
kalus embriogenik dengan kemampuan
regenerasi tinggi pada tanaman Rubiaceae
adalah kombinasi TDZ, 2.4-D dan NAA, dan
dilanjutkan subkultur pada medium yang
mengandung 6-BA dan NAA untuk induksi
tunas. Pada penelitian ini diketahui bahwa saat
subkultur tidak dilakukan, jumlah tunas yang
dihasilkan sangat sedikit dan kalus yang tidak
tumbuh menjadi tunas tidak dapat diinduksi
membentuk tunas, sehingga dapat dikatakan
bahwa perlakuan subkultur ke medium yang
mengandung 6-BA dan NAA ini memiliki
peran yang penting.

Ratio auksin dan sitokinin yang sama
besar akan menyebabkan terbentuknya kalus,
sedangkan saat ratio auksin yang lebih tinggi
maka akan menginduksi pembentukan akar
dan ratio sitokinin yang lebih tinggi akan
menginduksi pembentukan tunas (Skoog &
Miller, 1957). Tingginya persentase induksi
kalus yang didapatkan dari perlakuan
konsentrasi sitokinin, yaitu 6-BA dan TDZ,
yang tinggi pada penelitian Li et al. (2019a)
dan Li et al. (2019c) menunjukkan bahwa
kandungan hormon auksin endogen pada
tanaman Rubiaceae cukup tinggi. Hal ini
dikarenakan kalus hanya akan terbentuk saat
ratio kandungan auksin dan sitokinin setara.

Hasil penelitian Li et al. (2019a)
menunjukkan bahwa penggunaan TDZ + 2,4-D
+ NAA mampu menghasilkan % induksi kalus
yang lebih tinggi dan bersifat embriogenik
dibandingkan dengan penggunaan 6-BA +
NAA yang juga mampu menghasilkan kalus
namun dengan persentase yang lebih rendah
dan kalus bersifat  non-embriogenik.
Berdasarkan hasil penelitian tersebut maka
kombinasi TDZ + 2,4-D + NAA digunakan
untuk induksi kalus embriogenik yang
kemudian disubkultur ke medium yang
mengandung 6-BA + NAA untuk menginduksi
tunas karena kalus yang tidak disubkultur ke
medium  tersebut diketahui tidak dapat
berdiferensiasi membentuk tunas.
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Pengaruh Strain A. tumefaciens terhadap
Efisiensi Transformasi Genetik Suku
Rubiaceae

Pada proses transformasi genetik
tanaman, bakteri Agrobacterium berperan
dalam melakukan invasi ke sel tanaman saat
terinduksi oleh asetosiringon atau
monosakarida sehingga menyebabkan
terjadinya integrasi T-DNA kedalam genom
sel target. Banyak strain Agrobacterium yang
telah dikembangkan dan digunakan dalam
penelitian  transformasi  genetik tanaman.
Penelitian pengaruh variasi strain
Agrobacterium terhadap efisiensi transformasi
genetik telah lama  dipelajari dan hasil
penelitian menunjukkan bahwa tidak semua
tanaman memberikan respon yang sama saat
dilakukan transformasi menggunakan strain
yang sama sehingga penting untuk dilakukan
eksplorasi lebih lanjut terhadap strain
Agrobacterium yang mampu memberikan
efisiensi transformasi terbaik (Wang et al.,
2020).

Strain yang paling virulent pada
tanaman tembakau dan tomat diketahui adalah
A. tumefaciens A281. Penelitian lanjutan
menunjukkan bahwa lokus yang memberikan
sifat hypervirulent dari strain A281 ini berada
diluar area T-DNA (Hood et al., 1986). Bakteri
A. tumefaciens A281 diketahui paling banyak
digunakan dalam penelitian transformasi
genetik  karena  memiliki  kemampuan
menginduksi tumor yang lebih baik serta
memiliki jangkauan host yang lebih luas
dibandingkan dengan strain Agrobacterium
yang lain (Jin et al., 1987).

Persentase  efisiensi  transformasi
tanaman Rubiaceae yang dihasilkan dari setiap
penelitian diketahui berbeda-beda (Tabel 2.).
Pérez-Pifieiro et al. (2012), mengungkapkan
bahwa optimasi tahapan transformasi genetik
sulit untuk dilakukan karena banyaknya faktor
yang berperan dalam mendukung keberhasilan
sebuah proses transformasi. Faktor-faktor yang
berpengaruh tersebut diantaranya adalah strain
Agrobacterium, jenis tanaman, dan kondisi
setiap tahapan transformasi.

Kesamaan yang dimiliki  oleh
penelitian Hatanaka et al. (1999), Siswanto et
al. (2003), dan Canche-Moo et al. (2006) pada
Tabel 2 adalah bahwa Kketiga penelitian
tersebut menggunakan jenis tanaman yang
sama yaitu Coffea canephora. Efisiensi
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transformasi  tertinggi  didapatkan  pada
penelitian yang dilakukan oleh Hatanaka et al.
(1999), vyaitu sebesar 38,3%, diikuti dengan
penelitian Canche-Moo et al. (2006) vyaitu
sebesar 11% dan Siswanto et al. (2003) yaitu
sebesar 8%. Adanya perbedaan pada %ET

yang dihasilkan ini dapat disebabkan oleh
beberapa faktor, yaitu perbedaan strain
Agrobacterium yang digunakan dan perbedaan
kondisi tahapan transformasi yang dilakukan
dalam penelitian.

Tabel 2. Strain A. tumefaciens pada transformasi genetik tanaman Rubiaceae

Jenis Tanaman Target Strain Agrobacterium %ET Referensi
Transformasi
N. cadamba Daun A. tumefaciens GV3101 5%* (Li et al., 2019b)

C. arabica (L.)
C. canephora

Kalus embriogenik
Kalus embriogenik
C. canephora Kalus embriogenik

C. canephora  Embrio tahap torpedo

A. tumefaciens EHA105  >90%
A. tumefaciens EHA101  38.3%

A. tumefaciens LBA4404 8%
A. tumefaciens C58C1 11%

(Ribas et al., 2011)
(Hatanaka et al., 1999)
(Siswanto et al., 2003)

(Canche-Moo et al., 2006)

Keterangan:

Perhitungan %ET dilakukan menggunakan rumus (jumlah eksplan positif PCR/ total eksplan yang

ditransformasi) x 100%

*Perhitungan dilakukan dengan menggunakan rumus (jumlah eksplan positif PCR/ jumlah eksplan yang lolos

medium seleksi) x 100%

Hatanaka et al. (1999) dalam
penelitiannya menggunakan A. tumefaciens
EHA101 dan kokultivasi dilakukan
menggunakan medium WPM. Hood et al.
(1986) menjelaskan bahwa strain EHA101
merupakan derivatif dari strain A281 dan
termasuk strain super virulen. Hal ini
menunjukkan bahwa penelitian Hatanaka et al.
(1999) memiliki keunggulan pada tahapan
transformasi sehingga %ET yang dihasilkan
lebih besar dibandingkan dengan penelitian C.
canephora lainnya.

Canche-Moo et al. (2006) dalam
penelitiannya menggunakan A. tumefaciens
C58C1 dan Siswanto et al. (2003)
menggunakan A. tumefaciens LBA4404.
Kedua strain yang digunakan tersebut
diketahui termasuk dalam strain  yang
virulensinya standar atau rendah (Pérez-Pifieiro
et al.,, 2012). Wang et al. (2020) melakukan
penelitian untuk mengetahui pengaruh strain
Agrobacterium yang digunakan terhadap
keberhasilan efisiensi transformasi dan hasil
penelitian menunjukkan bahwa transformasi
genetik  menggunakan  A.  tumefaciens
LBA4404 mengalami kegagalan, transformasi
dengan A. tumefaciens C58C1 dapat berhasil
namun menghasilkan efisiensi transformasi
yang rendah, sedangkan transformasi dengan
A. tumefaciens EHA105 dan AGL-1 berhasil
dilakukan  dan  menghasilkan  efisiensi
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transformasi  tertinggi  dengan  jumlah
transforman yang lebih banyak tiga kali lipat.
Hasil ini juga sesuai dengan penelitian
transformasi genetik pada M. truncatula cv.
Jemalong (Chabaud et al.,, 2003) dan S.
schenckii (Zhang et al., 2011). Bakteri A.
tumefaciens dengan strain yang berbeda
membutuhkan kondisi optimum yang berbeda
juga, seperti konsentrasi asetosiringon, durasi,
suhu kokultivasi, dan konsentrasi bakteri,
sehingga rendahnya efisiensi transformasi yang
dihasilkan oleh strain yang virulensinya
rendah, seperti LBA4404 dan C58C1, dapat
diatasi dengan melakukan optimasi kondisi
transformasi genetik (Wang et al., 2020).

Pengaruh Asetosiringon terhadap Efisiensi
Transformasi Genetik Suku Rubiaceae

Bakteri A. tumefaciens diketahui
bantuan senyawa induksi yang berupa
monosakarida atau asetosiringon.
Asetosiringon, dengan rumus molekul
CioH1204 dan berat molekul 196,2 g/mol,
merupakan senyawa penginduksi yang umum
digunakan untuk mengaktifkan gen vir pada
Agrobacterium  (PubChem, 2021; Qianru et
al., 2017). Proses transformasi genetik dengan
bantuan Agrobacterium sangat kompleks
karena melibatkan interaksi banyak protein
dalam prosesnya.
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Mekanismenya bermula dari interaksi
antara asetosiringon dengan VirA pada
permukaan sel membran Agrobacterium yang
menyebabkan terjadinya fosforilasi dan signal
diteruskan ke VirG. Kejadian phosphorylation
cascade ini menyebabkan teraktivasinya gen
vir lain pada Ti-plasmid yang bertanggung
jawab dalam pembentukan tumor dan transfer
T-DNA. Tahapan transfer T-DNA ini juga
melibatkan protein VirD2, VirEl dan VirF
yang terletak di sitoplasma sel Agrobacterium
supaya T-DNA dapat mencapai daerah
sitoplasma sel tanaman target melalui jalur
protein yang dibentuk oleh VirB dan VirD4
pada permukaan sel membran Agrobacterium.
Terjadinya integrasi T-DNA ke dalam genom
sel host akan dibantu oleh host proteins.
(Stachel & Nester, 1986; Michielse et al.,
2004; Bulgakov et al., 2006; Tzfira et al.,
2017; Wang et al., 2020;).

Asetosiringon dalam konsentrasi yang

efisiensi  transformasi (Jia et al.,, 2015).
Menurut Sah et al. (2014), konsentrasi
asetosiringon yang terlalu tinggi dapat
menyebabkan nekrosis pada jaringan eksplan
dan turunnya efisiensi transformasi.
Gnasekaran et al. (2014) dalam penelitiannya
pada protocorm-like- bodies (PLB) anggrek
Vanda menunjukkan bahwa penambahan
asetosiringon di atas batas optimalnya akan
meningkatkan  terjadinya browning pada
jaringan.  Berdasarkan  hasil  penelitian
terdahulu  terkait  konsentrasi  optimum
asetosiringon pada tanaman Rubiaceae (Tabel
3), diketahui bahwa spesies yang berbeda
memiliki konsentrasi optimum asetosiringon
yang berbeda. Perlakuan pre-kokultivasi dan
kokultivasi yang berbeda pada tanaman yang
sama  juga  diketahui mempengaruhi
konsentrasi asetosiringon yang dibutuhkan.
Menurut Godwin et al. (1991), efek dari
asetosiringon ini dapat bervariasi tergantung

tepat dapat digunakan untuk meningkatkan spesies tanaman yang digunakan.
Tabel 3. Konsentrasi optimum asetosiringon pada transformasi genetik tanaman Rubiaceae
Jenis Tanaman Target Tahap Penambahan AS dan %ET Referensi
Transformasi Konsentrasinya
N. cadamba Daun Resuspensi bakteri (39 mg/L AS), 5%* (Li et al., 2019b)
Medium kokultivasi (20 mg/L
C. arabica (L.) Kalus Tidak dilakukan penambahan AS ~ >90% (Ribas et al., 2011)
embriogenik
C. canephora Kalus Medium kokultivasi 38.3%  (Hatanaka et al., 1999)
embriogenik (50 mg/L AS)
C. canephora Kalus Resuspensi bakteri (100 8% (Siswanto et al., 2003)
embriogenik mg/LAS), Medium kokultivasi

(150 mg/L AS)

C. canephora Embrio tahap

Resuspensi bakteri 11%

(Canche-Moo et al.,

torpedo (20 mg/L AS) 2006)

Keterangan:

Perhitungan %ET dilakukan menggunakan rumus (jumlah eksplan positif PCR/  total eksplan yang

ditransformasi) x 100%

*Perhitungan dilakukan dengan menggunakan rumus (jumlah eksplan positif PCR/ jumlah eksplan yang lolos

medium seleksi) x 100%

Tabel 3 menunjukkan adanya variasi
% ET yang dihasilkan dari setiap penelitian
transformasi genetik pada tanaman Rubiaceae.
Hal ini dapat disebabkan adanya perbedaan
kondisi eksplan serta adanya variasi perlakuan
dalam tahapan transformasi genetik. Hasil
transformasi genetik pada medium seleksi
yang mengandung antibiotik pada penelitian
Canche-Moo et al. (2006) menghasilkan
survival rate sebesar 33%. Selanjutnya
dilakukan subkultur pada medium yang sama
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setiap 15 hari, dan dalam waktu 2 bulan
embrio somatik tahap torpedo sudah terbentuk,
serta 90% diantaranya berhasil berkecambah
menjadi tanaman utuh dengan %ET sebesar
11% (Tabel 3). Hal ini berbeda dengan
Siswanto et al. (2003) yang menghasilkan
survival rate lebih tinggi (41%) setelah eksplan
dikultur pada medium seleksi selama 1 bulan
dan dilanjutkan subkultur pada medium
regenerasi  selama 10 minggu  untuk
menginduksi embrio somatik. Embrio somatik
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pada fase kotiledon dilakukan subkultur lagi ke
medium tanpa Zat Pengatur Tumbuh (ZPT)
dan dalam waktu 1 bulan 49,8% berkecambah,
namun hanya 28,6% (28 plantlet) dari
kecambah tersebut yang mampu membentuk
plantlet normal.

Persentase efisiensi transformasi yang
dihasilkan dari penelitian Siswanto et al.
(2003) ini adalah sebesar 8% (Tabel 3). Nilai
ini lebih rendah dibandingkan dengan Canche-
Moo et al. (2006) yang menghasilkan %ET
sebesar 11% meskipun persentase tanaman
yang hidup  pada medium seleksi pada
Siswanto et al. (2003) lebih tinggi. Hal ini
dapat disebabkan oleh adanya false positive
pada eksplan yang hidup di medium seleksi
yang dapat disebabkan oleh lebih pendeknya
waktu inkubasi pada medium seleksi sehingga
masih terdapat eksplan non transforman yang
hidup pada medium.

Ribas et al. (2011) melakukan
transformasi genetik pada C. arabica dan
menghasilkan %ET sebesar >90% tanpa
penambahan asetosiringon. Hal ini
kemungkinan jumlah kandungan senyawa
fenolik yang dihasilkan tanaman sudah cukup
untuk mengaktifkan gen vir, selain itu
Agrobacterium tumefaciens EHAL105 yang
digunakan merupakan strain hipervirulen (Yu
et al, 2013). Siswanto et al. (2003)
mengungkapkan bahwa transformasi dapat
terjadi tanpa adanya penambahan
asetosiringon, yang dibuktikan dengan adanya
kalus transforman yang tumbuh pada
perlakuan tanpa asetosiringon meskipun
persentasenya lebih rendah dibandingkan
dengan perlakuan lain yang menggunakan
bantuan asetosiringon. Hasil serupa terjadi
pada penelitian transformasi Camellia sinensis
(Qianru et al.,, 2017), Arachis hypogaea
(Karthik et al., 2018), Veratum dahuricum (Ma
et al., 2020), dan Oryza sativa cv. Fatmawati
(Sisharmini et al., 2019) dimana transformasi
masih  terjadi pada perlakuan  tanpa
asetosiringon, namun penambahan
asetosiringon  pada  konsentrasi  tertentu
menyebabkan terjadinya peningkatan %ET
yang signifikan. Tingginya %ET pada
penelitian Ribas et al. (2011) juga disebabkan
oleh adanya optimasi terhadap banyak faktor,
yaitu optimasi tipe kalus, warna kalus, umur
kalus, OD600 Agrobacterium, suhu
kokultivasi, konsentrasi medium MS, dan
konsentrasi hormon 6-BA dan 2,4-D yang
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digunakan dalam medium sehingga
transformasi dilakukan menggunakan protokol
yang sudah dioptimasi untuk mendapatkan
%ET maksimum.

Konsentrasi asetosiringon yang
digunakan pada tahapan kokultivasi sebesar 50
mg/L pada penelitian Hatanaka et al. (1999),
20 mg/L (100 uM) pada penelitian Canche-
Moo et al. (2006), 150 mg/L pada penelitian
Siswanto et al. (2003) dan 39 mg/L (200 uM)
pada penelitian Li et al. (2019b). Berdasarkan
data tersebut diketahui bahwa Kkisaran
konsentrasi asetosiringon yang digunakan pada
transformasi  tanaman Rubiaceae berkisar
antara 20-150 mg/L. Variasi ini dapat terjadi
karena setiap tanaman memiliki kandungan
fenolik endogen yang berbeda-beda sehingga
jumlah asetosiringon yang dibutuhkan juga
berbeda. Selain itu, banyak faktor lain yang
mempengaruhi  jumlah asetosiringon yang
dibutuhkan, seperti strain Agrobacterium yang
digunakan serta kondisi saat transformasi
dilakukan.

Sisharmini et al. (2019) melakukan
transformasi pada tanaman padi Fatmawati
(Oryza sativa cv Fatmawati) dan %ET
tertinggi yang didapatkan yaitu sebesar 5%
saat 20 mg/L (100 pM) asetosiringon
digunakan, sedangkan perlakuan tanpa
asetosiringon memberikan %ET yang sama
dengan perlakuan 39 mg/L (200 uM)
asetosiringon, yaitu sebesar 2%. Nilai %ET
dalam penelitian ini meningkat sebesar 7,84%
saat transformasi dilakukan menggunakan
konsentrasi asetosiringon dan higromisin yang
optimasi. Karthik et al. (2018) melakukan
transformasi pada berbagai kultivar tanaman
kacang tanah (Arachis hypogaea L.) dan saat
melakukan  optimasi  didapatkan % B-
glukuronidase (GUS) positif tertinggi yaitu
sebesar 19,6% ketika 29 mg/L (150 uM)
asetosiringon digunakan, sedangkan perlakuan
tanpa asetosiringon memberikan %GUS positif
sebesar 14,3%. Saat transformasi dilakukan
dengan kondisi faktor-faktornya optimum,
didapatkan %GUS positif sebesar 31,3%-
38,6% pada kelima kultivar yang diuji.
Penelitian oleh Karthik et al. (2018) dan Ribas
et al. (2011) menunjukkan bahwa optimasi
faktor-faktor yang mempengaruhi transformasi
genetik perlu dilakukan untuk meningkatkan
keberhasilan transformasi dan meningkatkan
efisiensi transformasi genetik. Hasil penelitian
Karthik et al. (2018) juga menunjukkan bahwa
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saat kondisi transformasi tidak optimal dan
hanya  konsentrasi  asetosiringon  yang
dioptimasi, perbedaan %GUS positif antara
perlakuan  tanpa  asetosiringon  dengan
perlakuan penambahan 29 mg/L asetosiringon
tidak jauh berbeda.

Qianru et al. (2017) melakukan
transformasi pada C. sinensis dan hasil
penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi
asetosiringon yang optimum adalah pada 29
mg/L (150 pmol/L) dengan %GUS positif
sebesar 54,6%, sedangkan perlakuan tanpa
asetosiringon memberikan %GUS  positif
sebesar 8%. Ma et al. (2020) melakukan
penelitian transformasi pada V. dahuricum dan
hasil  penelitian ~ menunjukkan  bahwa
konsentrasi asetosiringon yang optimal adalah
sebanyak 4 mg/L (20 uM) dengan nilai %ET
sebesar 14%, sedangkan pada perlakuan tanpa
asetosiringon transformasi masih terjadi dan
dihasilkan nilai %ET sebesar 6%. Penurunan
%ET terjadi  seiring dengan adanya
penambahan asetosiringon diatas konsentrasi
optimal 4 mg/L (20 uM). Pada penelitian Ma
et al. (2020), penurunan %ET ini disebabkan
oleh adanya Agrobacterium overgrowth. Sah et
al. (2014) mengungkapkan bahwa tingginya
konsentrasi asetosiringon di atas batas
optimum juga dapat menyebabkan terjadinya
nekrosis pada jaringan eksplan sehingga %ET
yang dihasilkan semakin menurun.

Penelitian yang dilakukan oleh Li et
al. (2019b) menghasilkan efisiensi
transformasi  sebesar 5%. Nilai yang
didapatkan dari perhitungan (jumlah tanaman
positif ~ transforman/total  eksplan resisten
kanamisin) x100% ini akan menghasilkan
%ET yang semakin rendah saat rumus (jumlah
tanaman positif transforman/total eksplan yang
ditransformasi) x100% digunakan. Rendahnya
persentase tranforman positif yang dihasilkan

ini  dapat disebabkan  karena  tidak
dilakukannya optimasi faktor-faktor lain yang
memengaruhi  keberhasilan  transformasi
termasuk diantaranya konsentrasi

asetosiringon. Optimasi yang dilakukan pada
penelitian ini hanya terletak pada konsentrasi
hormon yang akan mendukung regenerasi N.
cadamba dan konsentrasi antibiotik yang
optimal untuk menyeleksi tanaman
transforman.

Berdasarkan hasil penelitian pada
Tabel 3, dapat diketahui bahwa terdapat
banyak faktor yang mempengaruhi
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keberhasilan transformasi genetik tanaman
Rubiaceae, salah satunya adalah konsentrasi
asetosiringon. Optimasi terhadap konsentrasi
asetosiringon dan penggunaan A. tumefaciens
yang  supervirulent  diketahui  mampu
meningkatkan nilai %ET secara signifikan.

Simpulan

Kalus embriogenik tanaman Rubiaceae
dapat diinduksi dengan kombinasi hormon
auksin dan sitokinin eksogen. Kombinasi
hormon vyang paling optimal untuk
menginduksi kalus embriogenik yaitu TDZ,
2,4-D dan NAA. Medium subkultur yang
mengandung kombinasi hormone 6-BA dan
NAA dapat meningkatkan pembentukan tunas
dari  kalus embriogenik tanaman suku
Rubiaceae. Konsentrasi asetosiringon yang
optimal dan A. tumefaciens yang supervirulent
adalah dua faktor utama yang mampu
meningkatkan nilai %ET secara signifikan.
Penggunaan asetosiringon 50 mg/L pada tahap
infeksi serta kokultivasi dan A. tumefaciens
EHA101 supervirulent diketahui mampu
menghasilkan %ET tertinggi pada tanaman
Rubiaceae.
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