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KATA PENGANTAR

Seminar Nasional dan Kongres Indoncsian Protein Socicty merupakan lorum ilmish yang
disclenggarakan vleh Universitas Jember bekerju sama dengan Organisesi profesi Indonesian
Protein Society (IPS) pada tanggal 6-7 Juli 2012 di Jember. Seminar Nasional IPS dengan
lema “Fksplorasi dan Inovasi Sumber Protein Untuk Penguatan Sains dan Teknologi”
dimaksudkan scbagai sarana dalam pengembanpgan keilmuan dan informasi bagi penclifi
dibidang protein dar semua aspek ilmu hayati.

Seminar ini menghadirkan beberapa pembicara tamu dari luar dan dalam negen, antura lain
Prol. Dr. Kyutt Oh Lee {Korea), Prof. Dr. Young Ryun Chung (Korea), Prof. Dr. Sang Yeol
Lee {Korea) Prof. Dr . Toshiharu Hase (Japan), Prof. Tomohike Yamazaki (Jupan), Prof. Dr.
Nico [jandra (USA), Prof. Dr. Maggy T. (IPB) dan Prof. Dr. Bambang Sugibarto (Univ.
Jember), serta dihadin oleh peneliti-peneliti dari berbagai institus? di Indonesia.

Makalah-makalah yang diseminarkon dan teranpkum dalam prosiding ini terbagi dalam 2
bidang vaitu Bidang Pertanian dan Pangan, Bidang Keschatan dan Farmasi serta Bidang
Lingkungan dan Industri, 1im cditor dalam menyusun prosiding ini tidak mengubah isi
makalah, dan hanya melakukan beberapa penyesuaian menurut format redaksional yang telsh
ditetapkan. Adapun isi dari sctiap makaldh menjadi langgung jawab masing-masing penulis.

Kami berhacap semogz prosiding ini bermaniaal dan dapal mepambah khasanah dalam
pengembangan dan penerapan ilmu di bidang protein untuk kemukmuran dan kesejahteraan
umat manusia.

Jember, Tebroari 2013
Tim Editor ;
Dr. Ir. Miswar, M.Si

Netty Ermawaty, SP., M.Se, Ph.D
Tri Handoyo, SP., Ph.D.
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ABSTRAK

Gen SoSU71 merupakan gen penckode protein sterose franspoler (SL 1T} yang berperan
dalam proses translokasi sukrosa dari sowrce ke sink, dan memilki afinilus yang tingg
terhadap sukrosa. Overekspresi gen SoSUTT pada tanaman wbu dihatapkan dapat
meningkatkan transtokasi sukrosa dalam hubungannya dengan  peningkatan kandungan
sukrosa. Overekspresi dilakukan dengan cara  transformasi  melalui  Agrobacrerinm
tumefiaciens steain GV 3101 yang mengandung konstruk gen SoSUTT dan gen penyund
ketahanan terhadap antibiotik fvgromyein (peif), adapun eksplan yang digunakan dalam
transiormasi  adalab tunas Jateral tebu. Analisis tansman transforman dengan PCR
mengaunakan pasang primer Aptf/ dapat membuktikan keberadaan gen Apii vang
ditransformasikan ke dalam genom tanaman sehagai sefecrable marker. Tlasil analisis PCR
akan menunjukkan munculnya pita DNA pada anaman trapsforman yang memiliki vkuran
scsuai dengan panjang primer hpdfJ vang digunakan scbesar 470 bp yang menunjnkkan bahwu
gen yang di transformasikan telah terinsersikan kedalam genom tanaman.

Kata kunei: Tebu, Overekspresi gen SoSUTL, hprli

PENDAHULUAN

Sukrosa dan pati merupakan produk utama
fotosintesis {Buchanan e ol 2000}
Sukrosa ditranslokasikan dari jaringan asal
{yource) menuju  jaringar  penyimpanan
{sink) melalyi simplas maupun apoplas
{lraernit, 2001).  Transport  sukrosa
diperantarai  oleh  protein  pentransport
sukrosa yang terletak di membran plasma
Rac el al., 2003). Profein pentransport
sukrosa disebut scbagal sucrose tansport
protein (SUTY, disundikan oleh gen yang
disebut schagai gen SUT (Aoki er al,
2003), Tkspresi dari gen SUT dapat
berpengaruh  terbadap aklivitas transport
sukrosa  {Shiratake, 2007). Penclitian
mengenai SUT periama kali dilakukan eleh
Ricsmeier ef al (1992) dengan mengiselasi
cDNA SUT dari bayam. Sejak penelitian

92

Riesmeier. banyak dilakukan penelitian
mengenai SUT untuk mempelajar peranun

sucrosc transporter pada tanaman, misalnya

pada padi (Aoki er af, 2003), kentang
(Krugel et al., 2008), dan tebu (Rae ef al.
2005). Pada tanaman kentang, overekspresi
gen SUY dapat meningkatkan translokasi
sukrosa dan hasil anaman (Riesmeier ef al,
1994),

Transformasi  merupskan  suatu
upays untuk memanipulasi sifal genetik
dengan cara mentransfer gen-gen  asing
yang diisolasi dari lanaman. virus, bakteri
atan hewan ke dalam ind scl tanaman
{Arencihia  er  al, 1998). Metede
lranslormasi gen pada  tanaman  paling
banvak menggunakan A, fumefaciens.
Penggunnan A, fimefaciens  dalam
transformasi genctik mampu menunjukkan
integrasi single copy gen kedalam genom
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tangman  lebih  stabil.  Schingga  sedikit
sekali terjadinya kelidakstabilan gen serta
gen yilencing (1ansen ef af., 1994).

BAHAN DAN CARA KERJA

Eksplan mnas lateral tanaman tebu
(Saccharum officinarum L.} dan
Agrobacterium  wmefacieny  strain GV
3101, Tsolasi DNA Genom dari daun
taneman by  menggunakan  metade
Sambrook e af (1998), hasil Isolasi DNA
genom selanjutnya dilakukan analisis 'CR.
Bahan kimia yang digunakan diperolch dari
Sigma (Amerika) dan Merck (Jerman).

Isolasi DNA Genom dan Polimerase
Chain Reaction (PCR)

[solast DNA genom dilakukun pada
daun tcbu, Eksiraksi  dilakukan  dengan
menggerus 0.5 gram digerus dengan Na
sampal halus, Serbuk dawn dimasukkun ke
dalam abung sentrifuse. Tambahkan 8 ml
bulter ekstraksi, 10 ul betamercapto dan
40U ul SDS 20%. Vortex sampal homogen,
inkubasi pada suhu 65°C sclama [0 menit,
Tambahkan 2,6 ml Potasium Acetar SNV,
swirling, Inkubasi dalam es selama 20
mienit, disentriluse 10.000 rpm4°C, seluma
20 munit. Amhbil supernatan tambahkan 5
ml isopropunal, diboluk-balik perlahan. Jika
DNA lampak melayang-layang,
dikeringkan dan dilarutkan pada oLD pl
buffer TE. Bila tidak welayang, inkuhasi
puda  suhu  -20°C. selama 30 menit.
Sentrifuse 10000 rpmd°C, sclama 10
menit. DNA vang melavang layanyg diambil
dengann pipet dan  dikeringkan dengan
vacum.  lambahkan 600 ul buffer TE,

Purifikasi DNA, Tambahkan § pl
RNA ase, inkubasi pada suhu 37°C selamu
30 menit.  Tambahkan PCI 700 ul,
kemudian divoriex.  Sentrifuse  [2.000
rpmA°C selama 10 menit, tambahkan
klorolorm, kemudian sentrifuse kembali,
Pindahkan larutan bagian atas, tambah 0.8
vol isopropanal dan 0.2 val sadium asetat
3M. campuridivortex dan inkubasi pada
subu -20°C selamu 1 jam. Sentrifuse 10.000

Seminar Nasional dan Kongres Indonesian Protein Soclety
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rpm, 4°C selama 10 menit. Pellet dicue
dengan 1 ml ethanol 70%, kumudian
discntrifusc lagi. Pelet DNA dikeringkan
dengan vacum. tambahkan 200 ul buffer
[E. Estimasi kandungan DNA dengan
spektrofotometer.

DNA vang memiliki Konsentrasi
0,1-0,5 ugful dan kemurnian berkisar 1,7
dianalisa PCR. PCR menggunakan 2xPCR
mastermix (Intron) menggunakan primer
hpd!. Adapun sckuen primer fipt-f7 (3°-
CCGCAAGGAATCGGTCAATA-Y)  dan
sckuen primer fipi-R (-
CCCAAGUTGCATCATGGAAA-3)
dengan ukuran 470 bp, PCR dilakukan
dengan menggunskan reagen buller PCR
vaitu 100 mM 1ris-HCL, 100 mM MaCl.a.
500 mM KC! pH 82 ditambuh dN'TP, air
steril, Tag DNA polimerase, Primner dan
DNA template, Total volume 20 1 dengan
larutan terdiri dari 2x PCR Master Mix
{Iotron) 1D ul, masing-masing primer
(forveard dan reverse) | ul, lemplale genom
2 ul dan [120 7 ul. PCR ditakukan
sebanvak 30 cyele mcliputi tahapan
predenaturasi  93°C  sclama 4 menit,

denaturasi 95°C' sclama 30 debik. anneling
58°C sclama 30 menit, clongation 72°C
selama 2 menit dan Gnal elongation 72°C
sclama 7 menil. Hasil PCR dielektroforesis
menggunakan gel agarose 1%, Gambar 1
adulab 4. namefaciens strain GV 3101 vang
mengandung plasmid pACL-SeSLT,

Gambar 1. pela konstruk pACT yang telah
dinisipi gen Swerose Transporier! (SUTYT)
(Sugiharto et al., 2010).
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HASIL

Ifisiensi Transformasi Menggunakan A.
Tumefaciens yang Mengandung
Konstruk pAct-SoSUT1

Berdasarkan konstruk plasmid pAct-
SoSUT vang  digunakan  dalam
transformasi pada tanaman tebu, terdapal
pen  kelahanan  terhadap  antibiolik
hygromicin. Tanaman transforman diseleksi
dalam wmedia tumbuh garam mincral
Murashige Skoog dan  ditambahkan
antibiotik Joygromicin 10 ppm.  Eksplan
transforman diseleksi selama 5 kali siklus
(masing-masing siklus 3-4 minggu).

T e, 0 A 0 00

Wy 7 TR T T g 4

Tabel 1. Elisiensi lrasnformasi taneman
whu menggunakan A, tumefaciens yang
mengandung  konsiruk  plasmid — pAct-
Su80:71 dan Eksplan Tunas Lateral.

Analisa PCR DNA Genom Tanaman
Tebu Transforman

Tanaman transforman yang
dihusilkan 4 line (linc 1, 2, 3 dan 4), line 2
memiliki anakan line 18 dan 20 beaitu juga
dengan linc 3 memiliki anakan line 5.

Analiss PCR DNA genom  dmum
tebu dilakukan menggunakan dua primer
vaitu primer  Apefl  (Gambar - 2} dan
memberikan hasil adanya pita DNA yang
besarnya sama dengan pita DNA kontrol
positinya (DNA plasmid pAct-SoSL41 ).

ot
“ 20 18 3 4 2 2. 1 M M

I kp
Gambar 2. Hasil PCR DNA genom tebu
PRG dengan menggunakan primer Apil!

(470bp), line 1-20 adalah tanamsan
transforman, pAct adalah kontrol positif
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plasmid pAct-SoSUT1 dan W1 adalah
kontrol negatil. Tanda panah merupakan
pita DNA hasil PCR.

PEMBATASAN

Efisicnsi Transformasi Menggunakan A,
Tumefaciens

Tabel 1. menunjukkan persentasi
cksplan tebu vang terinsersi genomnya oleh
bagian Ti-plasmid A fGomefuciens pang
mengandung  gen  ketshanan  terhadap
Rygromicin dan gen interest SoSUTS akan
etap hidup dan berkembang pada tahapan
scleksi menppunakan fygromicin, Media
eliminasi hanya mengandunp antibiotik
cefotaxime dengun konsentrasi 500 mglL~
dan garam mineral MS. Penggunuan
antibiotik  ¢eforaxime diharapkan  dapal
meningkatkan penghambatan biosisntesis di
dinding scl hakleri dengan mengikal satu
atauw lcbih penicillin  pengikat prolein
(PBPs). Untuk penambaban  antibiotik

hygromicin  10ppm  diharapkan  dapat
menyeleksi  tanaman  putaive  yang
terinsersi  Ti-plasmid  bakteri,  Hasil

menunjukkan adanya tanaman  pulnlive
transforman yang didapatkan seteluh seleksi
ke-5 dengan persentase 7% (4 planlet) dari
57 ekplan yang ditransformasikan.

Analisa PCR

Analisa PCR didahului  proses
isolasi DNA genom daun tebu. Isolasi
menggunakan  nitrogen  cair  untuk
membaniy  memecahkan  dinding  sel
tanaman agar dapat mengisolasi DNA yang
berada dalam inti sel. Dengan teknik isolasi
vang dilakukan diperolch konsentrasi DNA
sebesar 0.2 sampai 1 ,ug-_ul" dan kemurnian
berkisar 1.7 setelah divkur  denpan
menggunakan spektrofotomer UVIVIS pada
panjung gelombang 260280 nm. Primer
yang digunakan adulah sprdf. Penggunnan
primer mengacu pada peta kostruk gen yang
ditransformasikan, Pada peneliian  ini
promotor DNA target dan gen penyundi
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ketahanan terhadap antibiotik digunakan
schagai primer.

Berdasarkan  hasil  analisis  PCR
diperoleh S tanaman tebu transforman yang
positil’  mengandung  gen  SUTY,  Hasil
analisis PCR dari DNA genom sampel
nomor 1, 2, 4, 18 dan 20 berhusil
mengamplifikasi  fragmen DNA  dengan
pamang = 470 bp (Gambar 2) vang sesuai
dengan primer Apd] vang digunakan. Hal
ini  menunjukan  bahwa  cfckiifitas
transformasi  gen  SUTT - menggunakan
konstruk  plasmid  pATC-8a85TT1 yany
dikendalikan  olch promoter  Rice-Aetin
sebesar 7% .

Pada sampel line 3 dan 5 tidak
terdeteksi keberadaan pita DNAnya melalui

clektroforesis  agarpse 1%, Hal  m
menunjukkan  tanaman  teesebut  lidak
transforman.
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