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Melalui Agrobacterium tumefaciens; Wilujeng Rahayu, 121810401057; 2017: 31
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Universitas Jember.

Sukrosa merupakan produk akhir dari proses fotosintesis yang terjadi di daun.
Sukrosa berperan penting dalam pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Beberapa
enzim yang mempengaruhi metabolisme sukrosa pada tanaman yaitu invertase,
sucrose synthase, dan sucrose-phosphate synthase. Sucrose-Phosphate Synthase
(SPS) adalah enzim pada tumbuhan tingkat tinggi yang berperan utama dalam
biosintesa sukrosa. Aktivitas enzim SPS diregulasi oleh fosforilasi serin. Fosforilasi
Ser424 mengaktifkan enzim SPS dalam respon terhadap stress osmotik. Stres osmotik
menyebabkan peningkatan fosforilasi Ser424 pada SPS daun Spinacia oleracea.

Salah satu penyebab stress osmotik adalah cekaman kekeringan. Peningkatan
aktivitas SPS selama cekaman kekeringan juga menyebabkan kandungan sukrosa
meningkat pada tanaman. Tanaman tebu juga memiliki enzim SPS yang dikode oleh
gen SoSPS1 (Saccharum officinarum Sucrose Phosphate Synthase). Gen SoSPS1
merupakan cDNA penyandi enzim SPS yang merupakan enzim kunci dalam
biosintesis sukrosa pada tanaman tebu. Gen Sucrose Phosphate Synthase (SPS) tebu
berhasil dikloning dan mutasi gen SoSPS1 berhasil dilakukan yaitu mutasi gen
SoSPS1 pada Ser424A. Mutan gen SoSPS1 pada Ser424A merupakan hasil mutasi
gen SoSPS1 pada serin urutan ke-424 yang disubstitusi dengan asam amino alanin.
Mutan gen tersebut telah dikonstruk dalam plasmid pR1101-AN-SOSPS1-S424A. Oleh
karena itu diperlukan proses transformasi mutan gen tersebut ke dalam genom
tanaman tomat sebagai tanaman model untuk studi regulasi sisi fosforilasi Ser424A.
Adapun tujuan dari penelitian ini untuk mendapatkan tanaman tomat yang

mengandung mutan gen SoSPS1 pada Ser424A dalam genom tanaman tomat.

Vii
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Penelitian dilakukan dalam dua tahap awal yaitu terdiri dari persiapan eksplan
transformasi dan persiapan vektor transformasi. Tahapan selanjutnya meliputi infeksi,
ko-kultivasi, eliminasi, seleksi, induksi perakaran, aklimatisasi, dan konfirmasi
keberadaan gen target. Eksplan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tunas
apikal tanaman tomat varietas rampai secara in vitro umur 14 hari. Transformasi pada
penelitian ini dilakukam sebanyak 3 kali ulangan yang masing-masing merupakan
penelitian yang terpisah (Independent Experiment) dengan jumlah eksplan masing-
masing 100 eksplan. Seleksi dilakukan sebanyak 6 kali, terdiri dari seleksi pertama
sampai dengan kelima menggunakan konsentrasi kanamycin 50 mg/L™ dan seleksi
keenam menggunakan konsentrasi kanamycin 75 mg/L™. Eksplan yang lolos seleksi
selanjutnya dilakukan perhitungan efektivitas seleksi dan analisis PCR.

Hasil transformasi mutan gen SoSPS1-S424A pada tunas apikal tomat varietas
rampai yang lolos seleksi dan aklimatisasi berdasarkan hasil analisis PCR diperoleh
15 tanaman positif mengandung mutan gen SoSPS1-S424A yaitu event Al.1, A2.1,
A3.1, A4.l, A5.1, A6.1, A7.1, Al.2, A4.2, A7.2, A8.2, A9.2, A10.2, All.2, dan
Al2.2.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sukrosa berperan penting untuk pertumbuhan dan perkembangan tanaman
(Huber dan Huber, 1996). Sukrosa merupakan produk akhir dari proses
fotosintesis yang terjadi di daun. Pada sebagian besar tanaman sukrosa dibentuk
pada sitosol dan ditransportasikan dari jaringan pembentukan (source tissue)
menuju jaringan penyimpan (sink tissue) melalui floem dan dimanfaatkan sebagai
sumber energi dalam proses pertumbuhan dan perkembangan (Campbell et al.,
2002). Beberapa enzim yang mempengaruhi metabolisme sukrosa pada tanaman
yaitu invertase, sucrose synthase, dan sucrose-phosphate synthase.

Sucrose-Phosphate Synthase (SPS) adalah enzim pada tumbuhan tingkat
tinggi yang berperan utama dalam biosintesa sukrosa. Aktivitas enzim SPS
diregulasi oleh fosforilasi serin. Pada penelitian Toroser dan Huber (1997)
menyatakan bahwa fosforilasi S424 mengaktifkan enzim SPS dalam respon
terhadap stress osmotik. Stress osmotik berupa cekaman kekeringan menyebabkan
fosforilasi S424 yang mengaktifkan enzim SPS. Cekaman kekeringan dapat
meningkatkan aktivitas enzim SPS pada beberapa tanaman (Foyer et al., 1998).
Peningkatan aktivitas SPS selama cekaman kekeringan menyebabkan kandungan
sukrosa meningkat pada tanaman tebu (Rinanto dan Sugiharto, 2011). Hal tersebut
juga ditemukan pada tanaman jagung bahwa kandungan sukrosa berkolerasi
positif dengan aktivitas enzim SPS (Foyer , 1998).

Penelitian Toroser dan Huber (1997) menunjukkan bahwa stres osmotik
menyebabkan peningkatan fosforilasi S424 pada SPS daun Spinacia oleracea.
Pada penelitian ini dilakukan transformasi mutan gen SoSPS1-S424A ke dalam
tanaman tomat melalui Agrobacterium tumefaciens sebagai vektor transformasi.
Transformasi genetik dengan Agrobacterium tumefaciens merupakan salah satu
teknik pemuliaan tanaman yang secara umum digunakan dan dikembangkan. Gen

yang ditransfer oleh Agrobacterium menghasilkan tanaman transgenik yang lebih
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stabil (Hiei et al., 1997) dan metode ini pada umumnya digunakan untuk
transformasi pada tanaman dikotil seperti tomat.

1.2 Rumusan Masalah
Stres osmotik menyebabkan peningkatan fosforilasi S424 pada SPS daun
Spinacia oleracea. Pada penelitian ini dilakukan transformasi mutan gen SoSPS1-
S424A ke dalam tanaman tomat varietas rampai melalui vektor Agrobacterium
tumefaciens. Berdasarkan hal tersebut rumusan masalah dalam penelitian ini

adalah sebagai berikut:
e apakah mutan gen SoSPS1-S424A vyang ditransformasikan mampu

terintegrasi ke dalam genom tanaman tomat varietas rampai?

1.3 Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan tanaman tomat yang

genomnya mengandung mutan gen SoOSPS1-S424A.

1.4 Manfaat
Hasil peneltian ini diharapkan mendapatkan tanaman tomat terseleksi hasil
transformasi genetik dengan mutan gen SoSPS1-S424A sehingga bisa digunakan

untuk analisa lebih lanjut tentang peran sisi fosforilasi S424 pada tanaman.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sucrose Phosphate Synthase (SPS)

Sukrosa merupakan produk akhir dari proses fotosintesis yang terjadi di daun.
Sukrosa dalam tanaman berperan penting untuk menyediakan energi, merangsang
pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Fung et al., 2003). Selain itu sukrosa juga
berperan sebagai pengatur ekspresi gen-gen fotosintetik (Jang dan Sheen, 1994) dan
gen-gen nonfotosintetik seperti gen yang terlibat dalam pembelahan dan diferensiasi
sel. Beberapa enzim yang mempengaruhi metabolisme sukrosa pada tanaman yaitu
invertase, sucrose synthase, dan sucrose-phosphate synthase. Dalam sel, sukrosa
disintesis di sitosol yang dikatalisis oleh Sucrose-Phosphate Synthase (SPS). SPS
merupakan enzim utama yang menentukan kemampuan tanaman dalam sintesis
sukrosa (Komatsu et al., 1999).

Sucrose-Phosphate Synthase (SPS) adalah enzim yang berperan utama dan
menjadi enzim kunci dalam biosintesis sukrosa pada tanaman tingkat tinggi. Enzim
SPS berperan sebagai pengkatalis proses perubahan UDP-glucose dan Fructose-6-
Phosphate menjadi Sucrose-6-Phosphate, UDP dan H*. Berikut persamaan reaksi

sintesis sukrosa yang dikatalisis oleh SPS:

UDP-glucose + Fru-6-R—>%  sucrose-6’-P + UDP + H*

Enzim SPS diregulasi oleh metabolit dan fosforilasi protein reversible baik pada
jaringan fotosintetik maupun pada jaringan nonfotosintetik. Tidak terbatas pada
jaringan fotosintetik, tetapi enzim SPS juga bekerja pada jaringan nonfotosintetik
yang aktif dalam biosintesis sukrosa, seperti dalam pemasakan buah. Selain itu,
enzim SPS mengendalikan pada level enzim protein, seperti dalam perkembangan
daun (Huber dan Huber, 1996).
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2.2 Sisi Fosforilasi S424

SPS terfosforilasi pada residu multiple seryl secara in vivo. Beberpa peran
dari sisi fosforilasi serin telah diketahui, seperti sisi pengaturan fosforilasi utama yang
terlibat adalah S158 pada daun Spinacia oleracea dan S162 pada daun jagung (Huber
dan Huber, 1996). S158 sebagai sisi utama yang bertanggung jawab untuk inaktivasi
protein SPS pada daun Spinacia oleracea secara in vivo (Toroser et al., 1999).
Sedangkan S162 merupakan sisi utama yang bertanggung jawab untuk inaktivasi
protein SPS pada daun jagung secara in vivo (Takahashi et al, 2000).

Aktivitas SPS di bawah regulasi yang kompleks, melibatkan efektor alosterik
(glukosa-6-fosfat; GIc6P dan Pi) dan sisi spesifik, yaitu fosforilasi seryl reversible.
Fosforilasi SPS atau inaktivasi dalam kondisi gelap oleh beberapa Ser/Thr kinase, dan
terjadi defosforilasi atau aktivasi dalam kondisi gelap oleh protein profosfatase jenis
2A (Huber dan Huber, 1996). Selain itu, stres osmotik menyebabkan peningkatan
fosforilasi S424 pada SPS daun Spinacia oleracea. Fosforilasi S424 mengaktifkan
enzim SPS dalam respon terhadap stres osmotik (Toroser dan Huber 1997).

Salah satu penyebab stress osmotik adalah cekaman kekeringan. Cekaman
kekeringan menyebabkan fosforilasi S424 yang mengaktifkan enzim SPS. Cekaman
kekeringan dapat meningkatkan aktivitas enzim SPS pada beberapa tanaman (Foyer
et al., 1998). Peningkatan aktivitas SPS selama cekaman kekeringan menyebabkan
kandungan sukrosa meningkat pada tanaman tebu (Rinanto dan Sugiharto, 2011). Hal
tersebut juga ditemukan pada tanaman jagung bahwa kandungan sukrosa berkolerasi
positif dengan aktivitas enzim SPS (Foyer et al., 1998).

Tanaman tebu juga memiliki enzim SPS yang dikode oleh gen SoSPS1
(Saccharum officinarum Sucrose Phosphate Synthase). Gen SoSPS1 merupakan
cDNA penyandi enzim SPS yang merupakan enzim kunci dalam biosintesis sukrosa
pada tanaman tebu (Kusrini, 2014). Gen Sucrose Phosphate Synthase (SPS) tebu
berhasil dikloning (Sugiharto et al., 1997) dapat digunakan untuk bahan mutan gen.
Mutasi gen SoSPS1 berhasil dilakukan yaitu mutasi gen SoSPS1 pada S424A. Mutan
gen SoSPS1-S424A merupakan hasil mutasi gen SoSPS1 pada serin urutan ke-424
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yang disubstitusi dengan asam amino alanin. Berikut ini hasil sekuensing dari mutan
gen SOSPS1-S424A (Sawitri, 2013).

Query 1 MVLTGHSLGR NKLEQLLKQG RMSKEEIDST YKIMRRIEGE ELALDASELV ITSTRQEIDE 60
< PRLEERREEE CRRERnr ey veeeneree vennee ety Ceeveennt denerietl
Sbjct 340 MVLTGHSLGR NKLEQLLKQG RMSKEEIDST YKIMRRIEGE ELALDASELV ITSTRQEIDE 399
Query 61  QWGLYDGFDV KLEKVLRARA RRGVACHGRF MPRMVVIPPG MDFSNVVVPE DIDGDGDSKD 120
. PERREERERE FRRRni el PRt e CEReree et PRereietel tebeiiiind
Sbjct 400 QWGLYDGFDV KLEKVLRARA RRGVSCHGRF MPRMVVIPPG MDFSNVVVPE DIDGDGDSKD 459
Query 121 ?IYGLE
111

KSRPPIWAEV MRFLTNPHKP MILALSRPDP KKNITTLVKA FGECRPLREL 180
ILLELLTTT]
sbjct 460 DIVGLE RPLREL

GASP
COCE FRRRERErer peerervnir Lereeeiinr Cerprrittl
GASP KSRPPIWAEV MRFLTNPHKP MILALSRPDP KKNITTLVKA FGECRPL 519

Query 181 ?TLT?IT?TT ??IDDTS?GT ASY%{TV%T# T?TYD%YG?V ATPKTTTQTD VTEIYTLATK 240
1111 LILLLELL T 11 LLILLLL L1 LEL LLLTLEEntd
Sbjct 520 ANLTLIMGNR DDIDDMSAGN ASVLTTVLKL IDKYDLYGSV AFPKHHNQAD VPEIYRLAAK 579

Query 241 MKGVFINPAL VEPFGLTLIE AAAHGLPIVA TKNGGTVDIT TALNNGLLVD PHDQNAIADA 300
PECERREEED DERRere it berennii et Leeererrr Cernee el Leepennl
Sbjct 580 MKGVFINPAL VEPFGLTLIE AAAHGLPIVA TKNGGPVDIT TALNNGLLVD PHDQNAIADA 639

Query 301 LLKLVADKNL Y?ECTRNGLR NIHLYSTPEH CRTVﬁTTVAG CRL 343
(AERRNNRRN! PRLLLLEL FERERRRELL 111) 111 11
Sbjct 640 LLKLVADKNL WQECRRNGLR NIHLYSWPEH CRTYLTRVAG CRL 682

Gambar 2.1 Hasil sekuensing mutan gen SoSPS1-S424A (Sawitri, 2013)

2.3 Transformasi Mutan Gen SoSPS1-S424A Menggunakan Vektor
Agrobacterium tumefaciens pada Tanaman Tomat
Transformasi genetik pada tanaman merupakan suatu upaya untuk

memasukkan suatu gen target yang telah diisolasi dari suatu organisme ke dalam sel
tanaman tertentu (Ningtyas, 2013). Secara umum proses transformasi dapat dilakukan
secara langsung atau tidak langsung. Metode transformasi secara langsung seperti
dengan electrophoration, microinjection, penembakan DNA (Particle Bombartment)
dan menggunakan polyethelene glycol (Schroder et al., 1989). Sedangkan metode
transformasi secara tidak langsung seperti dengan menggunakan bantuan bakteri atau
virus sebagai vektor (Hiei et al.,, 1997). Transformasi genetik dengan bakteri
Agrobacterium tumefaciens merupakan salah satu teknik pemuliaan tanaman yang
secara umum digunakan dan dikembangkan. Beberapa keunggulan transformasi
menggunakan Agrobacterium tumefaciens adalah relatif lebih efektif, murah, mudah
digunakan dan jumlah salinan gen yang dapat diintegrasikan ke genomik relatif lebih
sedikit (Lessard et al., 2002).

Proses infeksi A. tumefaciens pada sel tanaman meliputi beberapa tahapan.

Pertama, sel tanaman yang terluka memproduksi senyawa acetosyringone. Senyawa
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acetosyringone mengaktifkan gen-gen virulensi pada A. tumefaciens. Gen-gen virulen
mensintesis single stranded T-DNA dan terjadi transfer T-DNA. Kompleks T-DNA
masuk kedalam nukleus dan berintegrasi sehingga terjadi sintesis sitokinin, auksin
serta opine. Sintesis auksin dan sitokinin memacu pembentukan tumor pada sel
tanaman yang terinfeksi A. tumefaciens. Senyawa opine yang terbentuk digunakan
oleh A. tumefaciens untuk pertumbuhannya. Secara singkat mekanisme interaksi A.
tumefaciens dengan sel tanaman dan proses transformasi genetik oleh A. tumefaciens
disajikan pada Gambar 2.2.

Transformasi genetik pada tanaman tomat telah dilakukan untuk
meningkatkan kandungan sukrosa pada tanaman tomat (Worrell et al., 1991).
Penyisipan mutan gen SoSPS1 pada tanaman tomat dilakukan dengan menggunakan
Agrobacterium tumefaciens sebagai vektor transformasi. Gen yang ditransfer oleh
Agrobacterium menghasilkan tanaman transgenik yang lebih stabil (Hiei et al., 1997)
dan metode ini pada umumnya digunakan untuk transformasi pada tanaman dikotil.

/
/// T-DNA

== \ integrated

— He mm ell of susceptible \ at random

\ site in host

h\«ipl ant
\ chromosomes

=\
“\%% N
/

athesis | [First step in || Synthesi
pines “ cytokinin
oF; — | synthesis

Gambar 2.2 Mekanisme infeksi Agrobacterium tumefaciens pada sel tanaman (Kakkar dan
Verma, 2011)
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Divisi Biologi Molekuler dan
Bioteknologi Tanaman, Center for Development of Advanced Science and
Technology (CDAST) Universitas Jember mulai bulan April 2016 - Februari 2017.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Laminar Air Flow (LAF),
peralatan kultur jaringan, shaker inkubator, spektrofotometer, growth chamber, bor
listrik, mata bor, nanodrop, peralatan PCR, mesin elektroforesis dan Gel
Documentation System. Adapun bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara
lain benih tanaman tomat varietas rampai, Agrobacterium tumefaciens strain
GV3101, media Murashige and Skoog (MS), media YEP, rifampycin, gentamycin,
kanamycin, acetosyringone, cefotaxime, alkohol 70%, Sodium hypoclorite (NaClO)
5.25 %, aquadest steril, hogland, pasir, cocopit, bahan kimia untuk isolasi DNA dan

bahan kimia untuk analisis PCR.

3.3 Metode Percobaan

Eksplan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tunas apikal tanaman
tomat varietas rampai secara in vitro umur 14 hari. Pada penelitian ini dilakukan
transformasi sebanyak 3 kali dengan jumlah eksplan masing-masing 100 eksplan.
Seleksi dilakukan sebanyak 6 kali, terdiri dari seleksi pertama sampai dengan kelima
menggunakan konsentrasi kanamycin 50 mg/L™ dan seleksi keenam menggunakan
konsentrasi kanamycin 75 mg/L™. Eksplan yang lolos seleksi selanjutnya dilakukan

analisis yang meliputi efektivitas seleksi dan analisis PCR.
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Transformasi pada penelitian ini dilakukam sebanyak 3 kali ulangan yang
masing-masing merupakan penelitian yang terpisah (Independent Experiment).
Efektivitas transformasi dihitung berdasarkan pada jumlah tanaman yang hidup pada
setiap tahap transformasi (ko-kultivasi, eliminasi, seleksi, induksi perakaran dan

aklimatisasi) dengan menggunakan rumus:

Jumlah tanaman yang lolos tiap tahapan transformasi

Efektivitas transformasi = X 100%

Jumlah tanaman awal

Pengamatan yang dilakukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Jumlah tanaman tomat yang lolos dalam setiap tahap transformasi

2 Konfirmasi keberadaan gen target dengan analisis PCR

3.3.1 Alur Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan alur penelitian sebagai berikut:

Perkecambahan Benih Tomat Secara In Vitro Persiapan Koloni Tunggal A. tumefaciens
\ 4 A 4
Persiapan Eksplan Transformasi Konfirmasi Plasmid pRI101-AN-SoSPS1-5424A

v

Perbanyakan A. tumefaciens

.

Infeksi A. tumefaciens Pada Eksplan

A 4

Ko-kultivasi

A 4

E

iminasi

A 4

Seleksi Eksplan Putatif Tranforman

A 4

Induksi Perakaran Eksplan Putatif Tranforman

A 4

Aklimatisasi Tanaman Putatif Tranforman

A 4

Konfirmasi Tanaman Putatif Transforman
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3.4. Perkecambahan Benih Tomat Secara In Vitro

Persiapan eksplan dilakukan dengan merendam benih tomat dengan aquadest
steril selama 1 menit. Setelah itu, aquadest dibuang. Benih disterilisasi secara
kimiawi menggunakan Sodium hypoclorite (NaClO) 5.25 % selama 1,5 menit,
kemudian dibilas aquadest steril sebanyak 7 kali. Benih kemudian dikering anginkan
dengan kertas saring dan setelah benih kering ditanam pada media MS, selama 4 hari
di tempat gelap dan selama 10 hari di tempat terang. Tunas apikal yang terbentuk

digunakan sebagai eksplan untuk transformasi.

3.4.1 Persiapan Eksplan

Eksplan yang digunakan adalah bagian tunas apikal tanaman tomat. Mula-
mula tunas dipotong pada bagian pucuk tanaman. Pada bagian ujung daun tunas

apikal dipotong untuk melukai tanaman.

3.5 Persiapan Koloni Tunggal Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 yang sudah disisipkan mutan gen
S0SPS1-S424A dalam plasmid pRI-101-AN. Berikut peta konstruk plasmid pRI-101-
AN-S0SPS1-S424A (Gambar 3.1).

Gambar 3.1 Peta konstruk plasmid pRI 101-AN-SoSPS1-S424A (LB: left border, RB:
right border sebagai batas T-DNA, P35S: Promoter 35 synthetase, nptll:
neomycin phospho transferase, T-Nos: terminator nopaline synthetase,
S424A: SoSPS1-S424A gene)
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Koloni Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 yang mengandung plasmid
pRI101-AN-SoSPS1-S424A dari gliserol stock diambil sebanyak 25 pl. dan
dinokulasikan ke media YEP cair 2 ml dalam botol ulir yang mengandung rifampycin
100 mgL™, gentamycin 12,5 mgL™, dan kanamycin 50 mgL™. Hasil inokulasi
diinkubasi dalam shaker inkubator 150 rpm selama 18-24 jam pada suhu 28°C. Dari
hasil inokulasi diambil 1 ose biakan yang telah tumbuh, selanjutnya diinokulasi
dengan metode streakquadrant pada media YEP padat yang mengandung rifampycin
100 mgL™, gentamycin 12,5 mgL™, dan kanamycin 50 mgL™, dan diinkubasi selama
48 jam pada suhu 28°C. Dari tahapan tersebut, diambil 1 ose koloni tunggal yang
ditumbuhkan pada media YEP 2 ml yang mengandung antibiotik yang sama
kemudian diinkubasi shaker inkubator 150 rpm selama 18-24 jam pada suhu 28°C.
Biakan yang tumbuh diambil 1 ose dan selanjutnya diinokulasi dengan metode
streakquadrant pada media YEP padat yang mengandung antibiotik yang sama.
Koloni tunggal yang diperoleh dikonfirmasi keberadaan plasmid pRI101-AN-
S0SPS1-S424A sebelum digunakan untuk transformasi.

3.6. Konfirmasi Plasmid pRI1101-AN-SoSPS1-S424A

3.6.1 Isolasi Plasmid

Isolasi plasmid dilakukan untuk konfirmasi keberadaan mutan gen SoSPS1-
S424A dalam Agrobacterium tumefaciens. Teknik isolasi plasmid dari sel bakteri
dilakukan berdasarkan metode yang disebutkan dalam Sambrook et al. (1989).
Teknik isolasi plasmid meliputi tiga tahap yang terdiri dari pelisisan sel, purifikasi
dan presipitasi. Berikut teknik isolasi plasmid secara terperinci.

Tahap pertama adalah pelisisan sel. Isolasi plasmid diawali dengan
memindahkan biakan Agrobacterium tumefaciens ke dalam eppendorf dan
disentrifuge 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4°C. Pelet yang dihasilkan
ditambahkan 100 pl solution | dan divortex. Pada sampel ditambahkan 200 pl
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solution Il dan diswirling. Selanjutnya, sampel diinkubasi dalam es selama 5 menit.
Pelet yang dihasilkan ditambahkan 150 pl solution Il dan diswirling. Selanjutnya,
sampel diinkubasi dalam es selama 5 menit. Setelah itu, sampel disentrifuge 12.000
rpm selama 10 menit pada suhu 4°C.

Tahap kedua adalah purifikasi. Supernatan dipindahkan ke eppendorf baru
dan ditambahkan RNAse 10 pl. Selanjutnya, sampel diinkubasi pada suhu 37°C
selama 15 menit. Pada supernatan ditambahkan PCIl sebanyak supernatan yang
diambil. Setelah itu, sampel diswirling dan disentrifuse 12.000 rpm selama 10 menit
pada suhu 4°C.

Tahap ketiga adalah presipitasi. Pada eppendorf diambil larutan bagian atas
dan dipindahkan ke eppendorf baru dan dilakukan presipitasi dengan menambahkan
etanol PA (2,5 volume supernatan) dan NaAc (0,1 volume supernatan) serta
diswirling dan diinkubasi selama + 1 jam pada suhu -20°C. Selanjutnya, sampel
disentrifuge 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4°C. Pelet yang dihasilkan
dibilas dengan etanol 70% dan disentriguse 12.000 rpm selama 10 menit. Supernatan
dibuang dan ditambahkan 20 pl buffer TE. Setelah itu sampel diukur konsentrasinya

dengan menggunakan nanodrop dan dilanjutkan dengan analisis PCR.

3.6.2 Analisis PCR

Analisis  PCR menggunakan sepasang primer nptll  (Neomycin
phosphotransferase 1) yaitu primer nptll-F (5’-GTC ATC TCA CCT TGC TCC
TGC-3’) dan nptll-R (5°-GTC GCT TGG TCG GTC ATT TCG-3") yang akan
menghasilkan fragmen DNA sebesar 550 bp. PCR dilakukan sebanyak 30 siklus yang
meliputi tahap pre-denaturasi pada suhu 95°C selama 2 menit, denaturasi pada suhu
95°C selama 30 detik, annealing pada suhu 55°C selama 30 detik, elongasi pada suhu
72°C selama 1 menit dan final extention pada suhu 72°C selama 5 menit. DNA hasil
PCR dianalisis dengan elektroforesis gel agarosa 1% yang mengandung 1,5 pL

ethidium bromide. Marker DNA yang digunakan adalah marker 1 Kb Ladder
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sebanyak 2 pL untuk melihat ukuran pita DNA yang telah teramplifikasi. Hasil
elektroforesis divisualisasi di Gel Documentation System.

3.7 Perbanyakan Agrobacterium tumefaciens

Koloni tunggal Agrobacterium tumefaciens GV3101 yang mengandung
konstruk plasmid pRI101-AN-SoSPS1-S424A diinokulasikan pada media YEP cair 2
ml yang mengandung rifampycin 100 mgL™, gentamycin 12,5 mgL™, dan kanamycin
50 mgL™, dan diinkubasi di atas shaker dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 28°C
selama 18-24 jam. Starter sebanyak 2 ml disubkultur dalam media YEP cair 50 ml
yang mengandung antibiotik yang sama dan diinkubasi pada shaker incubator
dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 28°C hingga kerapatan sel (ODggo) mencapai
0,5.

3.8 Transformasi Ekplan

3.8.1 Infeksi Agrobacterium tumefaciens pada Eksplan

Infeksi diawali dengan memasukkan sebanyak 100 eksplan pada media MSy
cair yang telah diberi suspensi sel Agrobacterium tumefasciens dan acetosyringone 20
mgL™. Senyawa acetosyringone digunakan untuk menginduksi proses infeksi. Infeksi
dilakukan dengan cara dishaker dengan kecepatan 50 rpm selama 15 menit. Eksplan
hasil inkubasi ditiriskan di atas kertas saring steril 15 menit. Selanjutnya eksplan

yang telah kering ditanam pada media ko-kultivasi.

3.8.2 Ko-kultivasi

Eksplan hasil infeksi ditumbuhkan pada media kokultivasi untuk
menumbuhkan Agrobacterium tumefaciens secara bersama-sama dengan eksplan.
Media kokultivasi terdiri dari media MSy dengan penambahan acetosyringone 20
mgL™. Eksplan selanjutnya diinkubasi pada kondisi gelap dengan suhu 28°C selama
2 hari.
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3.8.3 Eliminasi

Eksplan hasil inkubasi pada media kokultivasi kemudian dipindahkan ke
tabung falcon dan ditambahkan aquadest steril 30 ml. Eksplan diswirling dan
aquadest dibuang (dilakukan sebanyak 2 kali). Selanjutnya, eksplan dibilas dengan 30
ml aquadest steril dan cefotaxime 500 mgL™. Eksplan diswirling dan larutan dibuang
(dilakukan sebanyak 3 kali). Setelah itu eksplan ditiriskan di atas kertas saring steril
selama 15 menit. Penanaman eksplan dilakukan pada media eliminasi yang terdiri
media MS, dengan cefotaxime 500 mgL™. Eksplan selanjutnya diinkubasi pada ruang
kultur jaringan selama 5 hari dalam kondisi terang.

3.8.4 Seleksi Eksplan Putatif Transforman

Proses seleksi eksplan putatif transforman dilakukan dengan cara
memindahkan eksplan hasil inkubasi ke atas kertas saring steril. Bagian eksplan yang
berwarna kecoklatan dipotong dan eksplan dipindah ke media MSy; dengan
penambahan cefotaxime 500 mgL™ dan kanamycin 50 mgL™. Eksplan selanjutnya
diinkubasi pada ruang kultur jaringan selama 14 hari. Pada tahap seleksi dibutuhkan 6
siklus yang terdiri dari siklus 1-5 dengan penambahan kanamycin 50 mgL™ dan siklus
6 dengan penambahan kanamycin 75 mgL™, dengan inkubasi masing-masing siklus
selama 14 hari dalam kondisi terang. Eksplan yang disubkultur pada tahap seleksi
berikutnya adalah eksplan yang memiliki ketahanan terhadap kanamycin yang
ditandai dengan mampu tumbuh pada media seleksi dengan baik dan warna batang
dan daun hijau. Eksplan yang lolos sampai dengan tahap seleksi terakhir (seleksi 6)

disebut dengna tanaman putatif transforman.

3.8.5 Induksi Perakaran Ekplan Putatif Transforman

Ekplan yang lolos dalam tahap seleksi 6 selanjutnya dilakukan induksi
perakaran. Proses induksi perakaran ekplan putatif transforman dilakukan dengan
cara memindahkan eksplan hasil inkubasi ke media MS, dan diinkubasi pada ruang
kultur jaringan selama 14 hari dalam kondisi terang.
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3.8.6 Aklimatisasi Tanaman Putatif Transforman

Tahap aklimatisasi dilakukan dengan tujuan untuk mengadaptasikan tanaman
sebelum dikondisikan dalam greenhouse. Tanaman tomat yang telah lolos tahap
seleksi 6 dan telah memiliki akar dan tinggi tanaman minimal 2 cm selanjutnya
ditumbuhkan di pot yang sudah berisi media tanam berupa pasir. Tanaman yang
sudah dipindahkan ke pot kemudian dimasukkan ke dalam growth chamber pada
suhu 26°C selama 1 bulan. Pada tahapan ini, tanaman diberi nutrisi dengan larutan
hogland 500 pL/1 liter air. Tanaman selanjutnya ditanam pada media cocopit dan

ditempatkan di dalam greenhouse.

3.9 Konfirmasi Tanaman Putatif Transforman
3.9.1 Isolasi DNA Genom

Tahap ini dilakukan untuk mengawali proses konfirmasi keberadaan gen
target dalam genom tanaman. Isolasi DNA genom tanaman dilakukan dengan
menggerus daun tomat dengan mata bor sampai halus. Serbuk daun dimasukkan
dalam eppendorf dan ditambahkan 500 pl buffer ekstraksi (0,2 Tris-Cl; 0,25 M NacCl,
0,25 M EDTA, 2,5 ml SDS 10 %; dan 13,75 ml H,0) dan divortex. Setelah itu pada
sampel ditambahkan 500 pl PCI dan swirling sampai terbentuk dua lapisan, kemudian
disentrifuge selama 10 menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Supernatan yang
terbentuk dipindahkan pada eppendorf baru, kemudian ditambahkan isopropanol
sebanyak 0,8 x volume supernatant dan NaAc 0,2 x volume supernatan. Selanjutnya,
sampel diinkubasi selama 1 jam pada suhu -20°C. Setelah itu sampel disentrifuge,
kemudian pelet yang dihasilkan dicuci dengan etanol 70 % sebanyak 700 ul dan
disentrifuge kembali. Supernatan yang terbentuk dibuang dan pelet dikeringkan
selama 15 menit, kemudian ditambahkan 30 pl buffer TE dan 1 pl RNAse.
Selanjutnya sampel diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C. DNA hasil pemurnian

diukur konsentrasinya menggunakan nanodrop dan dianalisis PCR.
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3.9.2 Analisis PCR

Analisis PCR dilakukan untuk deteksi keberadaan gen target yang telah
terinsersi ke dalam genom tanaman. PCR dilakukan dengan menggunakan sepasang
primer nptll (Neomycin phosphotransferase 1) yaitu primer nptll-F (5’-GTC ATC
TCA CCT TGC TCC TGC-3’) dan nptll-R (5°-GTC GCT TGG TCG GTC ATT
TCG-3’) yang akan menghasilkan fragmen DNA sebesar 550 bp.

Analisis PCR dilakukan dengan menggunakan Kapa Master Mix. Pada satu
kali reaksi total volum yang digunakan adalah 10ul yang terdiri dari primer forward
dan reverse masing-masing 0,5 ul, DNA template 1 pl, dan ddH,O 3 pl. Proses PCR
dilakukan sebanyak 35 kali siklus yang terdiri dari tahap pre-denaturation: 95 °C
selama 5 menit, denaturation: 95 °C selama 30 detik, annealing: 55 °C selama 30
detik, extention: 72 °C selama 1 menit, dan final-extention: 72 °C selama 5 menit.

DNA yang sudah diamplifikasi kemudian dipisahkan dengan elektroforesis
gel agarose 1 % yang mengandung 1,5 pl EtBr (Ethidium bromide) dengan tegangan
100 Volt selama 25 menit. Marker DNA yang digunakan adalah marker 1 kb Ladder
sebanyak 3 pl untuk melihat ukuran pita DNA yang telah teramplifikasi. Hasil
elektroforesis divisualisasi dan didokumentasikan menggunakan Gel Documentation

System.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Hasil transformasi mutan gen SoSPS1-S424A pada tunas apikal tomat varietas
rampai yang lolos seleksi dan aklimatisasi berdasarkan hasil analisis PCR diperoleh
15 tanaman positif mengandung mutan gen SoSPS1-S424A yaitu event Al.1, A2.1,
A3.1, A4.l, A5.1, A6.1, A7.1, Al.2, A4.2, A7.2, A8.2, A9.2, A10.2, All.2, dan
Al2.2.

5.2 Saran

Seleksi pada penelitian ini dilakukan sebanyak 6 kali yang meliputi seleksi
ke-1 sampai dengan ke-5 dengan penambahan kanamycin 50 mg/L™ dan seleksi ke-6
dengan penambahan kanamycin 75 mg/L™ . Namun, hasil tanaman terseleksi ketika
dikonfirmasi menunjukkan bahwa terdapat tanaman yang tidak positif mengandung
gen target, sehingga pada penelitian selanjutnya sebaiknya melakukan optimasi

antibiotik kanamycin agar proses seleksi bisa lebih efektif.
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LAMPIRAN

1. Komposisi Media MURASHIGE AND SKOOG (MS)

Bahan Jumlah /1L
MS Makro 50 ml
MS Mikro 0,5 ml
Fe,EDTA 5ml
BsVitamin 0,5 ml

Sukrosa 30 gram
Phytagell 2,5 gram

2. Komposisi Media Yeast Extract Peptone (YEP)

Bahan Jumlah /1L
Yeast Extract 10 gram
Peptone 10 gram

Sodium Chloride (NaCl) 5 gram
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