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ABSTRAK

KONSTRUKSI VEKTOR REKOMBINAN pRGEB32-sgRNA UNTUK
MENGEDIT GEN ART1 PADA PADI DENGAN TEKNIK CRISPR/Cas9
UNTUK MENUNJANG KETAHANAN PANGAN

Produksi padi mengalami penurunan pemenuhan kebutuhan mencapai 2,05%
pada tahun 2023, terutama disebabkan oleh berkurangnya lahan subur untuk
penanaman padi. Oleh karena itu, diperlukan upaya untuk meningkatkan proudksi
padi melalui pengembangan varietas padi yang beradaptasi pada lahan
suboptimal seperti laham masam. Untuk mendukung upaya tersebut, diperlukan
studi fungsional gen yang terlibat dalam toleransi padi terhadap tanah masam dan
cekaman alumunium: Penelitian /ini“bertujuan. untuk: 1. mengonstruksi vektor
pRGEB32 rekombinan dengan sgRNA dari gen ART1 dan mengintroduksikannya
ke sel bakteri E .coli strain TOP10 dan A.tumefaciens; 2. serta menganalisis
ekspresi gen toleransi alumupium pada protoplas yang diintroduksi vektor
pRGEB32 rekombinan dengan: sgRNA dari gen ART{1. Konstruksi vektor
rekombinan CRISPR/Cas9 dilakukan degan teknik Golden Gate cloning, kemudian
vektor rekombinan diintroduksikan ke $el bakteri E. coli TOP10 dan A. tumefaciens
dengan metode kejut panas. Plasmid rekombinan' juga diintroduksikan ke
protoplas dengan teknik elektroforasi tntuksselanjutnya dilakukan analisis ekspresi
gen menggunakan teknik RT-gPCR. Hasil pergobaan menunjukkan bahwa vektor
rekombinan pRGE32-sgRNA ART1 Berhasil dikonstruksi dan telah diverifikasi
menggunakan teknik PCR koloni dan gel elektroforesis yang menghasilkan pita
DNA berukuran +430bp. Hasil -amplifikasic DNA  kemudian disekuen dan
menunjukkan bahwa sgRNA berhasil disisipkan ke dalam vektor pRGEB32.
Analisis ekspresi gen menunjukkan bahwa gen art? mutan pada porotplas
terekspresi rendah dan berbeda signifikan dengan kontrol yang membuktikan
bahwa gen telah mengalami pengeditan. Penelitian ini dapat menjadi dasar untuk
membuat kultivar unggul padi toleran alumunium.

Kata Kunci : CRISPR/Cas9, padi, pPRGEB32, sgRNA
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ABSTRACT

CONSTRUCTION OF RECOMBINANT VECTOR pRGEB32-sgRNA TO
EDIT THE ART1 GENE IN RICE WITH CRISPR/Cas9 TECHNIQUE TO
SUPPORT FOOD SECURITY

Rice production experienced a 2.05% decline in meeting national demand in 2023,
primarily due to the reduction of fertile land available for rice cultivation. Therefore,
efforts are needed to increase rice production through the development of rice
varieties that are adapted to suboptimal lands, such as acidic soils. To support this
effort, functional studies of genes-involved in-rice tolerance to acidic soil and
aluminum stress are essential. This study aimed to: (1) construct a recombinant
PRGEB32 vector carrying SQRNA targeting the ART1 gene and introduce it into E.
coli strain TOP10 and Agrobacterium tumefaciens; and (2) analyze the expression
of aluminum tolerance-related genes in rice protoplasts introduced with the
recombinant pRGEB32 vector... The recombinant CRISPR/Cas9 vector was
constructed using-the Golden Gate cloning technique, and the recombinant
plasmid was introduced into E. coli TOP10 and A. tumefaciens via heat shock. The
plasmid was also introduced into rice protoplasts using electroporation, followed
by gene expression analysis using RT-qPER. Experimental results showed that
the recombinant vector pPRGEB32-sgRNA ART! was successfully constructed and
verified using colony-PCR and gel electrophoresis, resulting in a DNA band of
approximately 430 bp. DNA amplification products were subsequently sequenced
and confirmed the successful insertion of the sgRNA into the pRGEB32 vector.
Gene expression analysis showed that ART 1 expression inmutant protoplasts was
significantly lower compared to the control, indicating successful gene editing. This
research may serve as a basis for the development of superior aluminum-tolerant
rice cultivars.

Keywords: CRISPR/Cas9, pRGEB32, rice, sgRNA
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