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Tanaman tomat PRG adalah tomat hasil rekayasa genetika, yang memiliki
habitus mirip tanaman asalnya, kecuali sifat-sifat tertentu, yakni sifat baru yang
disisipkan pada genom tomat, yang menyebabkannya lebih unggul dibanding
tanaman asalnya. Teknologi rekayasa genetika yang berhasil diterapkan pada
tanaman tomat yaitu transformasi gen SoSPS1 dan SoSUT1 dari tebu ke dalam genom
tanaman tomat untuk peningkatan sukrosa. Overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1
pada tanaman tomat PRG generasi pertama dapat meningkatkan produksi tomat,
kadar sukrosa pada buah, dan prosentase pembentukan bunga menjadi buah.
Tanaman tomat overekspresi single dan double gen SoSPS1 dan SoSUT1 generasi
kedua belum diuji kestabilan genetiknya, oleh karena itu, perlu dikonfirmasi
keberadaan gen target pada tomat PRG generasi kedua dan dilakukan penelitian
terkait analisis pertumbuhan, produksi dan kandungan sukrosanya.

Tanaman tomat PRG yang digunakan adalah overekspresi single gen SoSPS1
event SPS 3.2, gen SoSUT1 event SUT 4, SUT 5, SUT 7 dan SUT 8, double gen
SoSPS-SoSUT1 event DO 2.1; DO 2.5; DO 5.1; DI 2.1; DI 2.5; dan DI 5.1 serta
tanaman kontrol (WT). Benih tanaman tomat hasil generasi pertama dikecambahkan
terlebih dahulu sebelum dipindahkan kedalam pot yang berisi media tanah, pasir dan
kompos (perbandingan 2:1:1). Tanaman tomat PRG generasi kedua selanjutnya
dilakukan isolasi DNA untuk konfirmasi keberadaan gen target pada tomat PRG
generasi kedua menggunakan metode PCR. Analisis pertumbuhan meliputi tinggi
tanaman, jumlah buah dan berat buah. Pengukuran tinggi tanaman dengan cara
mengukur tinggi tanaman pada 45 HST, sedangkan jumlah buah dan berat buah
diamati setelah buah dipanen. Pemanenan buah dilakukan pada tanaman yang
berumur + 59 HST atau pemasakan buah sudah mencapai 60% kemudian dilakukan
analisis kandungan sukrosa dengan metode Seliwanoff.

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa tidak semua gen target
single dan double gen SoSPS1-SoSUT1 diekspresikan pada tanaman tomat PRG
generasi kedua. Hasil PCR menunjukkan bahwa gen target yang diturunkan pada
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tomat PRG generasi kedua hanya yang overekspresi single gen SoSUT1 yaitu event
SUT 4.3; SUT 5.1; SUT 5.3; SUT 7.1; SUT 7.2 dan SUT 8.1. Tanaman tomat PRG
generasi kedua memiliki habitus tanaman lebih bervariasi dibandingkan WT.
Tanaman tomat PRG generasi kedua yang memiliki pertumbuhan, produksi dan
kandungan sukrosa lebih baik dari WT adalah tanaman tomat PRG overekspresi gen
SoSUT1.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Tomat (Lycopersicon esculentum Mill.) merupakan tanaman semusim yang
sering dikonsumsi sebagai sayur maupun buah karena memiliki kandungan penting
yang dapat memenuhi gizi masyarakat sehari-hari. Kandungan nutrisi pada tomat
antara lain adalah vitamin C, vitamin A (karotien), licopen dan mineral (Tugiyono,
1991). Selain digunakan sebagai tanaman pangan, tomat juga digunakan sebagai
tanaman model dalam bioteknologi (Wing et al., 1994) karena dapat digunakan
sebagai molecular genetic maps (Tanksley et al., 1992).

Tanaman tomat PRG adalah tomat hasil rekayasa genetika, yang memiliki
habitus mirip tanaman asalnya, kecuali sifat-sifat tertentu, yakni sifat baru yang
disisipkan pada genom tomat, yang menyebabkannya lebih unggul dibanding
tanaman asalnya. Tanaman PRG yang disetujui untuk tanaman pangan adalah
tanaman yang direkayasa untuk memiliki sifat seperti; ketahanan terhadap hama,
penyakit, herbisida, peningkatan kandungan nutrisi dan daya simpan (Manuhara,
2006).

Teknologi rekayasa genetika yang berhasil diterapkan pada tanaman tomat
yaitu transformasi gen SoSPS1 dan SoSUT1 dari tebu ke dalam genom tanaman tomat
untuk peningkatan sukrosa. Overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 pada tanaman
tomat PRG generasi pertama dapat meningkatkan produksi tomat (Dewanti, 2011).
Tanaman tomat PRG overekspresi single dan double gen SoSPS1 dan SoSUT1 juga
menunjukkan peningkatan kadar sukrosa pada buah (Cristanto, 2011), dan
peningkatan pembentukan bunga menjadi buah yang menyebabkan produksi tomat
juga meningkat (Prasetyo, 2013). Sukrosa merupakan hasil fotosintesis yang
berfungsi untuk menunjang pertumbuhan dan perkembangan tanaman, cadangan

energi dan menentukan hasil panen (Christina dan Christopher, 2010).
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Tanaman tomat PRG yang digunakan untuk penelitian ini didapatkan dari
penelitian sebelumnya yang merupakan tanaman tomat generasi kedua, antara lain
adalah overekspresi gen SoSUT1 event SUT 4, 5, 7, dan 8, overekspresi gen SoSPS1
event SPS 3.2 (Anur, 2014), serta overekspresi double gen SoOSPS1-SoSUT1 event DO
2.1; DO 2.5; DO 5.1 (Anur, 2014); DI 2.1; DI 2.5 dan DI 5.1. Tanaman tomat
overekspresi single dan double gen SoSPS1 dan SoSUT1 generasi kedua belum diuji
kestabilan genetiknya, oleh karena itu, perlu dikonfirmasi keberadaan gen target pada
tomat PRG generasi kedua dan dilakukan penelitian terkait analisis pertumbuhan,

produksi dan kandungan sukrosanya.

1.2 Rumusan Masalah

Pada penelitian sebelumnya telah didapatkan tanaman tomat PRG generasi
kedua overekspresi single dan double gen SoSPS1 dan SoSUT1, akan tetapi masih
belum diuji Kkestabilan gen targetnya. Oleh karena itu pada penelitian ini akan
dilakukan konfirmasi keberadaan gen target, pengamatan pertumbuhan dan produksi
serta analisis sukrosa buah pada tanaman tomat PRG overekspresi gen SoSPS1 dan

SoSUT1 generasi kedua.

1.3  Tujuan

Mengetahui kestabilan gen SoSPS1 dan SoSUT1, pertumbuhan, produksi dan
kandungan sukrosa buah pada tanaman tomat PRG overekspresi single dan double
gen SoSPS1 dan SoSUT1 generasi kedua.
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1.4  Manfaat

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi untuk
penelitian berikutnya tentang kestabilan single dan double gen SoSPS1 dan SoSUT1
pada tanaman tomat PRG generasi kedua event SUT 4, SUT 5, SUT 7, dan SUT 8,
SPS 3.2 dan event DO 2.1; DO 2.5; DO 5.1; DI 2.1; DI 2.5 dan DI 5.1 serta
memberikan gambaran tentang peranan gen SoSPS1 dan SoSUT1 dalam

pertumbuhan, produksi dan kandungan sukrosa tanaman tomat PRG generasi kedua.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tomat PRG

Tanaman tomat PRG (Produk Rekayasa Genetika) merupakan suatu hasil dari
manipulasi gen dengan cara membuat DNA rekombinan melalui penyisipan gen,
sehingga didapatkan tanaman yang memiliki sifat unggul dan menghilangkan sifat
bawaan yang tidak diinginkan (Manuhara, 2006). Pengembangan produk rekayasa
genetika telah banyak dilakukan, salah satu produk rekayasa genetika adalah tomat
yang memiliki sifat tanpa biji atau tomat partenokarpi (Yelli, 2009), tomat PRG yang
memiliki sifat tahan cekaman kekeringan (Roy et al., 2006) dan tanaman tomat PRG
bersukrosa lebih tinggi dibandingkan dengan tanaman tomat kontrol (Dewanti, 2011).

Metode yang digunakan untuk mentransfer gen pada suatu tanaman yang
pertama yaitu dengan menggunakan partical bombardment dan electroporation ini
merupakan metode langsung (Sugiri dan Makagiansar, 1996). Metode selanjutnya
yaitu menggunakan bantuan Agrobacterium sebagai vektor. Pada umumnya tanaman
dikotil lebih sering menggunakan metode ini. Gen yang ditransfer oleh
Agrobacterium menghasilkan tanaman transgenik yang stabil, metode ini merupakan
metode tidak langsung, selain menggunakan bakteri juga dapat menggunakan virus
sebagai vektor (Hiei et al., 1997).

Perakitan tanaman PRG memiliki suatu kendala bahwa gen tidak dapat
terintregasi secara stabil pada tanaman model yang diinsersi dengan gen target,
sehingga menyebabkan gen target tersebut tidak diturunkan pada generasi berikutnya
(Christou et al,. 1992). Suatu cara untuk mengidentifikasi tanaman transgenik yaitu
selectable marker telah diinsersikan ke dalam T-DNA, sehingga tanaman transgenik
dapat diseleksi berdasarkan ketahanannya terhadap antibiotik dan herbisida (Primrose
et al.,2003). Selectable marker yang umum digunakan pada tanaman adalah
hygromycin phosphotransferase (hpt) untuk gen penanda resisten terhadap antibiotik

higromisin, neomycin phosphotransferase (npt) untuk gen penanda resisten terhadap
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gen kanamisin dan phospinothricin acetyltransferase (pat/bar) (Opabode, 2006).
Tanaman PRG selain dapat dianalisis dengan melalui media antibiotik maupun
herbisida dapat juga dibuktikan dengan cara menganalisis DNA tanaman

menggunakan PCR.

2.2 Sucrose Phosphate Synthase (SPS)

Metabolisme sukrosa yang terjadi di dalam source tissue dilakukan oleh
beberapa enzim yang saling mempengaruhi dalam proses metabolisme sukrosa.
Enzim tersebut antara lain adalah sucrose synthase (SS), acid invertase, dan sucrose
phosfate synthase (SPS) (Komor, 2000), serta keberadaannya telah ditemukan pada
source tissue (Batta dan Singh, 1986). Adapun peranan dari masing-masing enzim
tersebut adalah sucrose synthase (SS) merupakan enzim yang berperan dalam
mendegradasi sukrosa di sitosol, acid invertase berperan mengubah sukrosa menjadi
fruktosa dan glukosa.

Enzim SPS adalah enzim yang paling dominan dalam peranannya sebagai
pengkatalis sukrosa, sehingga enzim SPS juga disebut sebagai enzim kunci pada
sintesis sukrosa. Dalam sintesis sukrosa, enzim SPS mengkatalis UDP-Glucose dan
Fruktosa-6-Phosphate menjadi Sucrose-6-Phosphate, UDP dan H®. Enzim SPS
memiliki peranan penting dalam peningkatan laju fotosintesis dan sintesis sukrosa
yang menunjang perkembangan dan pertumbuhan tanaman (Huber dan Huber, 1996).

Enzim SPS dapat ditemukan di daun tepatnya pada bagian sitosol (Stitt dan
Heldt, 1988), enzim SPS juga dapat ditemukan dijaringan pada embrio biji (Bruneau
et al., 1991). Tanaman yang overekspresi gen SoSPS1 memiliki kandungan sukrosa
yang tinggi dibandingkan dengan tanaman kontrol. Sugiharto et al., (1997)
melaporkan bahwa aktivitas SPS berbanding lurus dengan hasil sukrosa pada tebu
transgenik. Begitu pula yang dinyatakan oleh Micallef et al., (1995) bahwa tanaman
tomat overekspresi gen SPS, fase pembungaannya akan lebih cepat, terjadi

peningkatan jumlah buah dan berat buah.
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2.3 Sucrose Transporter (SUT)

Sukrosa merupakan produk utama, hasil fotosintesis pada tanaman tingkat
tinggi. Sukrosa ditransportasikan dari source tissue menuju sink tissue (Christina dan
Christopher, 2010) seperti batang, buah, akar, bunga dan jaringan meristem.
Transport sukrosa terjadi didalam floem secara apoplas dan simplas (Sauer, 2007).

Sukrosa yang masuk dan keluar dari sel satu ke sel yang lain melalui
plasmodesmata merupakan transport sukrosa secara simplas, sedangkan apoplas,
sukrosa akan keluar dan masuk dari sel satu ke sel yang lain melalui sel mesofil
(Holbrook dan Zwieniecki, 2005). Pada apoplast, transport sukrosa dapat terjadi
secara pasif maupun aktif. Transport aktif terjadi karena melawan gradien konsentrasi
yang difasilitasi oleh protein sucrose transporter yang terdapat pada membran plasma
(Kehr, 2006).

Protein sucrose transporter merupakan protein yang bertanggung jawab
terhadap translokasi sukrosa secara apoplas. Protein ini diketahui sebagai sucrose
proton cotransporters yang berfungsi dalam konjugasi H*-ATPase. Pompa proton
akan mengeluarkan proton dari floem menggunakan energi dari hasil hidrolisis ATP,
sehingga menyebabkan gradien proton mampu melintasi membran plasma. Protein
sucrose transporter memungkinkan difusi proton pada gradien konsentrasi rendah
dari apoplast ke dalam sel floem, dan menggunakan perubahan proton yang terjadi
secara terus menerus untuk mendorong translokasi sukrosa. Protein SUT ini
bertanggung jawab terhadap transportasi sukrosa melalui floem dari source tissue ke
sink tissue (Lemoine, 2000).

Pada dasarnya tumbuhan tingkat tinggi memiliki gen SUT vyang
dikelompokkan ke dalam 3 subfamili berdasarkan filogenetiknya, yaitu SUT1, SUT2
dan SUT4 (Kiihn, 2003; Shiratake, 2007). Ketiga subfamili tersebut didapatkan dari
hasil karakterisasi gen SUT pada Solanaceae (Kiihn, 2003). Transport sukrosa pada
tanaman dikotil didistribusi oleh ketiga subfamili tersebut, sedangkan pada tanaman
monokotil yang berperan dalam mendistribusikan sukrosa hanya SUT2 dan SUT4

(Shiratake, 2007). Gen SUT pada beberapa tanaman tingkat tinggi yang berhasil
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diidentifikasi, misalnya pada padi lima gen SUT dan dua gen SUT pada tomat (Barker
et al., 2000).

Sucrose transporter selain berperan dalam translokasi sukrosa, juga berperan
dalam mempercepat perkembangan biji padi (Kiihn, 2003), mempengaruhi organ
generatif tanaman, mempercepat perkembangan bunga dan menentukan kematangan
buah, serta saling mempengaruhi protein lain dalam proses metabolisme sel pada
tanaman (Krugel et al., 2008) serta berperan penting dalam mendukung fotosintesis
pada daun (Holbrook dan Zwieniecki, 2005).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian  ini dilaksanakan di Laboratorium Divisi Biomolekular dan
Bioteknologi Center for Development of Advanced Sciences and Technology
(CDAST) Universitas Jember dimulai pada bulan Juli 2014 hingga April 2015.

3.2 Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain biji tomat rekayasa
genetika overekspresi single gen SoSPS1 event SPS 3.2, gen SoSUT1 event SUT 4,
SUT 5, SUT 7 dan SUT 8, double gen SoSPS-SoSUT1 event DO 2.1; DO 2.5; DO
5.1; D1 2.1; DI 2.5; dan DI 5.1 serta tanaman kontrol (WT).

Alat yang digunakan adalah alat laboraturium yang disebutkan dalam
prosedur penelitian yang meliputi alat-alat untuk penanaman biji tomat di
greenhouse, PCR untuk konfirmasi adanya gen SPS-SUT yang telah berhasil
diinsersikan pada penelitian sebelumnya dan spektrofotometer digunakan untuk uji
kandungan sukrosa buah serta parameter pertumbuhan dan produksi tanaman tomat
PRG.

3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Perkecambahan dan Pertumbuhan Tomat PRG

Biji tomat direndam didalam air hangat selama 30 menit untuk melunakkan
kulit biji tomat sehingga memudahkan imbibisi dan mempercepat perkecambahan.
Biji tomat yang telah direndam kemudian ditanam pada plastik kecil berukuran + 5cm
yang berisi media pasir. Bibit tomat kemudian disiram dengan Hoagland. Dua
minggu setelah tanam, bibit tanaman tomat selanjutnya dipindah ke dalam pot besar

dengan media campuran tanah, pasir dan kompos (perbandingan 2:1:1).
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3.3.2 Isolasi DNA Genom

Pengambilan sampel daun dilakukan pada tanaman tomat PRG berumur 30
sampai dengan 45 hari dihitung dari awal pemindahan bibit tomat kedalam pot.
Pengambilan sampel untuk isolasi DNA dan protein dilakukan pada daun yang telah
berkembang sempurna. Sampel daun kemudian disimpan pada suhu -80°C sebelum
analisis dilakukan. Hal ini dilakukan agar tidak terjadi kerusakan protein pada daun.

Isolasi DNA genom dilakukan seperti metode yang disebutkan oleh Zheng et
al. (1995) dengan menggerus 0,3 gr daun tomat dalam nitrogen cair, kemudian serbuk
dimasukkan ke dalam microtube 2 ml dan ditambah 600 ml buffer ekstraksi (100 mM
Tris, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl, dengan pH keseluruhan 8,0), 1,25 ul B-
mercaptoethanol dan 30 pl SDS 20% lalu divortex hingga homogen dan diinkubasi
pada suhu 65°C selama 10 menit. Setelah itu ditambah 300 pl kalium asetat (5M)
sambil dicampur dengan cara dibolak-balik secara berlahan kemudian diinkubasi
dalam es selama 10 menit dan disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit, pada suhu
4°C. Supernatan yang didapatkan dipindah ke dalam microtube baru dan ditambah
375 pl isopropanol sambil dicampur dengan cara dibolak-balik secara berlahan
kemudian diinkubasi selama 1 jam pada -20°C, lalu disentrifugasi 12.000 rpm selama
10 menit pada suhu 4°C untuk mengendapkan DNA. DNA yang mengendap (pelet)
dicuci dengan buffer TE sebanyak 300 pl.

Purifikasi DNA dilakukan dengan menambahkan 10 pl RNA-se, diinkubasi
pada suhu 37 °C selama 1 jam dan dilanjutkan dengan menambahkan 300 pl PCI serta
dihomogenkan dengan vorteks. Kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 12.000
rom selama 10 menit pada suhu 4°C. Supernatan dipindah ke microtube baru, dan
ditambah dengan kloroform (1 supernatan : 1 kloroform) kemudian divorteks, dan
sentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit, pada suhu 4°C. Supernatan dipindah ke
microtube baru, kemudian ditambah isopropanol sebanyak 0,8 kali supernatan dan
NaAc sebanyak 0,2 kali supernatan, dibolak-balik secara berlahan. Sampel diinkubasi
pada suhu -20°C selama 1 jam, disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit, pada suhu

4°C. Pelet di cuci dengan Ethanol 70% sebanyak 600 ul, disentrifugasi lagi dengan
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kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit, pada suhu 4°C. Supernatan dibuang dan pelet
dikeringkan dengan vacum dry selama 5 menit kemudian ditambah 20 ul buffer TE.
DNA hasil pemurnian diukur konsentrasinya menggunakan NanoVue Plus

Spektrofotometer dan dianalisis menggunakan PCR.

3.3.3 Analisis Polimerase Chain Reaction (PCR) untuk DNA Genom

Analisis pada gen SoSPS1 dan SoSUT1 secara umum tahapan yang dilakukan
adalah sama, yang membedakan adalah primer (forward dan reverse) yang digunakan
berbeda untuk masing-masing gen. Penggunaan primer (forward dan reverse) pada
event yang memiliki gen SoSPS1 dan SoSUT1 akan diuji satu persatu keberadaannya.

Primer nptll-F (5>-GTCATCTCACCTTGCTCCTGCC-3’) dan nptll-R (5°-
GTCGCTTGGTCGGTCATTTC-3") yang berukuran 550bp merupakan primer
(forward dan reverse) yang digunakan untuk mendeteksi keberadaan gen SoSPS1,
sedangkan primer hptll-2F (5’ GAGCTATTGCATCTCCCGCC-3") dan hptll-2R (5°-
GATCCTGCAAGCTCCGGATG-3") dengan ukuran 470bp digunakan untuk
mendeteksi keberadaan gen SoSUT1.

PCR menggunakan PCR Master Mix (KAPA) yang dalam satu kali reaksi
memiliki total volume 20ul dengan komposisi larutan yang terdiri dari PCR Master
Mix (KAPA) 10ul, masing-masing primer (forward dan reverse) 1lul, template
genom 2ul dan ddH20O 6pl. Terdapat beberapa tahapan dalam PCR antara lain
adalah predenaturasi 95°C selama 4 menit, denaturasi 95°C selama 30 detik,
annealing 50°C (untuk primer hptll) dan 55°C (untuk primer nptll) selama 20
detik, elongation 72°C selama 50 detik dan final elongation 72°C selama 7
menit.

Hasil PCR vyang telah didapatkan selanjutnya akan dielektroforesis
menggunakan gel agarose 1% yang mengandung 3 pl ethidium bromide (Sigma) pada
tegangan 100 Volt. selama 20-25 menit. Marker DNA vyang digunakan adalah
marker 1 Kb Ladder (iNtRON BIOTECHNOLOGY) sebanyak 3 pl untuk melihat


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

11

pita DNA yang telah teramplifikasi. Hasil elektroforesis dilihat di Gel imaging

system (Major Science) dan didokumentasi.

3.3.4 Analisis Pertumbuhan dan Produksi

Pengamatan dilakukan pada tinggi tanaman (cm), jumlah dan berat buah
pertanaman (gr). Pengamatan tinggi tanaman dilakukan dengan mengukur tanaman
pada 15, 30 dan 45 HST, sedangkan jumlah buah dan berat buah diamati setelah buah
dipanen. Pemanenan buah dilakukan pada tanaman yang berumur + 59 HST atau
pemasakan buah sudah mencapai 60% kemudian dilakukan analisis kandungan

sukrosa.

3.3.5 Analisis Kandungan Sukrosa
a. Ekstraksi Sukrosa Buah

Ekstraksi sukrosa buah dilakukan dengan menggerus 3 gr buah tomat
dimasukkan ke dalam microtube, kemudian disentrifuse dengan kecepatan 12.000
rom selama 5 menit, pada suhu 4°C diambil supernatannya. Supernatan kemudian

digunakan untuk analisis kandungan sukrosa buah.

b. Pengukuran Kandungan Sukrosa Buah

Analisis kandungan sukrosa dilakukan menggunakan metode Seliwanoff
(1887 dalam Widodo 2014), dengan menambahkan 70 pl NaOH 1 N pada 10 pl
sampel hasil ekstraksi dan dihomogenkan menggunakan vortek. Campuran
dipanaskan pada suhu 100°C selama 10 menit, setelah dingin direaksikan dengan
250ul resorcinol 0,1 % (dalam ethanol 95%) dan 750 ul HCI 30% kemudian
diinkubasi pada suhu 80°C selama 8menit. Setelah dingin, warna yang terbentuk
diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 520 nm.

Pembuatan standart dilakukan dengan mengukur absorbansi sukrosa yang
telah diperlakukan seperti sampel pada konsentrasi 5, 10, 15, 20,25 dan 50 pg/ul lalu

dibuat regresi linear hubungan antara konsentrasi sukrosa dan absorbansinya.
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Kandungan sukrosa diperoleh dengan mengkonversikan nilai absorbansi sampel ke
dalam persamaan regresi linier dari standart sukrosa yang telah dibuat.
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Konfirmasi Keberadaan Get Target

Konfirmasi keberadaan gen target pada tanaman tomat PRG overekspresi
single dan double gen SoSPS1 dan SoSUT1 generasi kedua dilakukan dengan analisis
PCR. Analisis PCR dilakukan dengan menggunakan sampel DNA yang diambil dari
sampel daun tomat PRG. Analisis PCR menggunakan primer nptll-F/R (untuk
konfirmasi gen SoSPS1 ) dan primer hptll-F/R (untuk konfirmasi gen SoSUT1). Hasil
PCR menunjukkan terdapat pita tunggal berukuran 470bp untuk primer hptll-F/R,
yang membuktikan bahwa pada tanaman tomat PRG generasi kedua sebanyak 6
sampel positif mengandung gen SoSUT1. Keenam tanaman PRG generasi kedua yang
overekspresi single gen SoSUT1 yaitu tanaman event SUT dengan nomer 3, 4, 6, 7, 8

dan 10 (Gambar 4.1).

1000 bp
750 bp
500 bp

250bp

1000 bp
750 bp
500 bp 470 bp

250bp

Gambar 4.1. Elektroforesis 1% gel agarose DNA hasil PCR menggunakan pasangan primer
hptll-F/R dan template DNA genom tanaman tomat PRG single SoSUT1 event
3: SUT 4.3; 4: SUT 5.1; 6: SUT 5.3; 7: SUT 7.1; 8: SUT 7.2 dan 10: SUT 8.1,
M: 1kb Marker DNA, K+: plasmid pAct-SoSUT1, K-: tanaman kontrol.

Sedangkan tanaman tomat PRG single gen SoSPS1 event SPS nomer 13, 14 dan 15
tidak menunjukkan adanya pita DNA pKYS-SoSPS1 (550bp) serta double gen
SoSPS1-SoSUT1 nomer 16 hingga 33 tidak menunjukkan ukuran fragmen DNA yang
sesuai dengan plasmid pKYS-SoSPS1 (550bp) dan pAct-SoSUT1 (470bp) sebagai

selectable marker.
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Tabel 4.1 Hasil analisis PCR pada 15 tanaman tomat PRG single gen SoSUT1 dan
SoSPS1 generasi kedua
Event Gen Event Gen Event Gen
SoSUT1 SoSUT1 SoSPS1
SUT 4.1 (1) Negatif SUT 7.1 (7) Positif SPS3.2.1(13) Negatif

SUT42(2) Negatif SUT7.2(8)  Positif  SPS3.2.2(14) Negatif
SUT43(3) Positif  SUT7.3(9)  Negatif SPS3.2.3(15) Negatif
SUT5.1(4) Positif  SUT8.1(10)  Positif - -
SUT52(5) Negatif SUT82(11)  Negatif 2 .
SUT53(6) Positif SUT83(12)  Negatif . .

Tabel 4.2 Hasil analisis PCR pada 18 tanaman tomat PRG double gen SoSPS1 dan
SoSUT1 generasi kedua
Event Hasil PCR Gen Event Hasil PCR Gen
SoSPS1 ~ SoSUT1 SoSPS1 SoSUT1
DO 2.1.1(16) Negatif = Negatif D12.1.1(25) Negatif Negatif

DO 2.1.2(17) Negatif  Negatif D12.1.2(26) Negatif Negatif
DO 2.1.3(18) Negatif  Negatif D12.1.3(27) Negatif Negatif
DO 25.1(19) Negatif  Negatif D12.5.1(28) Negatif Negatif
DO 25.2(20) Negatif  Negatif D12.5.2(29) Negatif Negatif
DO 25.3(21) Negatif = Negatif D1 2.5.3(30) Negatif Negatif
DO5.1.1(22) Negatif  Negatif D15.1.1(31) Negatif Negatif
DO5.1.2(23) Negatif  Negatif D15.1.2(32) Negatif Negatif
DO5.1.3(24) Negatif  Negatif D15.1.3(33) Negatif Negatif

Gen SoSPS1 dan SoSUT1 yang tidak ditemukan pada tanaman tomat PRG
generasi kedua event SPS maupun event DO-DI kemungkinan disebabkan oleh gen
yang bersifat chimera. Gen target yang diinsersikan tidak diekspresikan pada semua
jaringan tanaman (Yasmeen et al., 2009). Dewanti (2011) juga menyebutkan bahwa

gen target yang diinsersikan pada tanaman tomat tidak termultiplikasi secara merata
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pada daun tanaman tomat PRG yang digunakan sebagai sumber DNA yang
digunakan untuk analisis PCR sebagai template.

4.2 Pertumbuhan dan Produksi Tanaman Tomat PRG
4.2.1 Tinggi Tanaman

Secara keseluruhan tomat PRG event SUT mempunyai habitus yang lebih
tinggi dibandingkan dengan event SPS dan event DO-DI. Hal ini dikarenakan tomat
PRG event SUT memiliki gen SoSUT1 yang diturunkan dari indukan yang
tertransformasi oleh gen tersebut sedangkan untuk event SPS dan event DO-DI tidak
terkonfirmasi adanya single dan double gen SoSPS1 maupun SoSUT1. Beberapa
tanaman PRG memiliki tinggi tanaman yang hampir sama dengan tinggi WT dan ada
yang lebih rendah (Gambar 4.2).
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Gambar 4.2. Tinggi tanaman tomat PRG dan WT

Tanaman PRG event SUT merupakan tanaman yang overekspresi gen
SoSUT1. Tanaman yang overekspresi gen SoSUT1 dapat meningkatkan proses
translokasi sukrosa dari source tissue ke sink tissue. Sukrosa sangat penting bagi

tanaman, terutama pada jaringan meristem yang memerlukan sukrosa untuk
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membantu pembelahan sel untuk mendukung pertumbuhan tanaman. Overekspresi
gen SoSUT1 mampu mempercepat translokasi sukrosa pada organ pertumbuhan,
sehingga sukrosa yang digunakan untuk proses pertumbuhan tanaman akan lebih
cepat tersedia. Oleh karena itu, tanaman tidak mengalami hambatan dalam
pertumbuhannya (Anur, 2014).

Tanaman PRG yang negatif mengandung gen target secara umum memiliki
tinggi yang hampir sama dengan tanaman WT bahkan ada yang lebih rendah
dibandingkan dengan WT, misalnya pada event DI 2.1.1 hanya memiliki tinggi
35cm. Hal dikarenakan tanaman terserang penyakit yang menyebabkan pertumbuhan
tanaman terganggu. Sintesis dan translokasi sukrosa pada tanaman negatif gen single
maupun double SoSPS1 dan SoSUT1 hanya berasal dari gen endogen tanaman tomat,
apabila tanaman terserang penyakit maka proses sintesis maupun translokasi sukrosa
bagi jaringan tanaman yang sedang mengalami pertumbuhan maupun perkembangan
akan terhambat.

Sukrosa akan dihidrolisis menjadi glukosa dan fruktosa oleh enzim invertase
dan sucrose synthase yang akan ditranslokasikan pada jaringan tanaman lainnya
seperti pada titik tumbuh tanaman. Glukosa dan fruktosa akan dirombak menjadi
ATP serta sumber kerangka karbon sebagai energi untuk pembentukan sel baru dalam
proses pertumbuhan dan perkembangan tanaman, dalam hal ini adalah untuk

meningkatkan tinggi tanaman (Dewanti, 2011).

4.2.2 Produksi Tanaman Tomat PRG Generasi Kedua
a. Jumlah Buah

Tanaman tomat PRG event SUT yang positif mengandung gen SoSUT1 secara
umum memiliki jumlah buah yang lebih banyak dibandingkan dengan WT maupun
PRG event SPS dan event DO-DI (Gambar 4.3). Beberapa tomat PRG event DO-DI,
merupakan tomat PRG yang jumlah buahnya lebih rendah dibandingkan dengan WT.
Penurunan produksi disebabkan oleh penyakit yang menyerang tanaman tomat,
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sehingga proses fotosintesis tidak maksimal dan mempengaruhi proses sintesis serta

translokasi sukrosa pada tanaman tomat.
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Gambar 4.3. Jumlah buah tanaman tomat PRG dan WT

Translokasi sukrosa terjadi secara apoplas maupun simplas. Sukrosa
merupakan hasil akhir dari fotosintesis yang ditranslokasikan ke seluruh jaringan
tanaman untuk perkembangan. Sukrosa yang telah dirombak akan digunakan sebagai
ATP dan sumber kerangka karbon untuk pembentukan sel dalam proses
perkembangan buah. Overekspresi gen SOSUT1 mempercepat translokasi sukrosa dari
source tissue ke sink tissue.

Produksi buah dipengaruhi oleh beberapa faktor, selain faktor genetik seperti
adanya overekspresi gen SoSUT1 maupun SoSPS1 juga dipengaruhi oleh berbagai
faktor antara lain lingkungan, hama dan penyakit (Ganefianti dan Hasannudin, 2009).
Salah satu hama dan penyakit yang menyerang adalah hama ulat dan busuk buah
yang mengakibatkan menurunnya hasil produksi. Pada daun tanaman tomat PRG
double overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 lebih banyak terserang penyakit
(Gambar 4.4). Daun pada tanaman tomat PRG mengalami penuaan, klorosis daun dan

terserang penyakit dengan gejala daun menebal, luas daun menyempit dan sedikit
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menggulung serta pada pinggiran daun terdapat bercak kuning yang menyebabkan

proses fotosintesis yang tidak maksimal.

Gambar 4.4 A: Daun tomat PRG terserang penyakit, B: daun tomat PRG sehat

Tanaman tomat PRG double overekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1
merupakan tanaman yang banyak terserang oleh penyakit tersebut. Anur (2014) juga
mengatakan bahwa pada penelitian sebelumnya tanaman PRG double SoSPS1 dan
SoSUT1 lebih banyak terserang penyakit dengan gejala yang sama. Anur (2014)
melaporkan bahwa tanaman double ekspresi gen SoSPS1 dan SoSUT1 terserang
penyakit dengan gejala bercak kuning yang menyebar pada daun tomat PRG lebih
besar yaitu 40% dari luasan daun. Adanya penyakit yang menyerang tanaman PRG

yang membuat hasil produksi lebih rendah dibandingkan dengan WT.

b. Berat Buah Per Tanaman

Berat buah tanaman tomat PRG generasi kedua event SUT memiliki berat
lebih tinggi dibandingkan dengan PRG lainnya dan WT. Berat buah tomat PRG event
SUT 4.3 memiliki berat buah tertinggi 207,4 gr. Tomat PRG event SPS dan event
DO-DI berat buah total hampir sama dengan WT dan beberapa tanaman ada yang
lebih rendah. Tomat PRG yang mempunyai berat buah terendah event DI 2.1.2 yaitu
18 gr (Gambar 4.5).
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Gambar 4.5. Berat buah total per tanaman tomat PRG dan WT

Tanaman yang overekspresi gen SoSUT1 pada tomat PRG event SUT
mengalami peningkatan berat buah total. Namun hal ini tidak terjadi pada tanaman
PRG lain yang tidak mengandung overekspresi gen SoSUT1. Keterlambatan
translokasi sukrosa pada tanaman PRG disebabkan oleh penyakit, sehingga laju
translokasi sukrosa terganggu dan menyebabkan keterlambatan penyediaan sukrosa
untuk menunjang perkembangan buah. Penyakit pada tanaman PRG juga
menyebabkan buah matang prematur, sehingga ukuran buah tidak maksimal, begitu

pula dengan berat buah menjadi rendah.

4.3. Kandungan Sukrosa

Pengukuran kandungan sukrosa dilakukan pada buah untuk mengetahui
besarnya kandungan sukrosa pada buah tomat PRG generasi ke dua. Secara umum
kandungan sukrosa pada tanaman overekspresi gen SoSUT1 yaitu event SUT lebih
tinggi dibandingkan dengan tanaman tomat PRG event SPS, event DO-DI, dan WT
tetapi kandungan sukrosa WT masih lebih tinggi dibandingkan PRG event DO-DI.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

20

Kandungan sukrosa tertinggi pada tomat PRG event SUT 4.3 adalah 5,01 pg/g dan
terendah pada PRG event DI 2.1.3 yaitu 0,6 pg/g (Gambar 4.5).

5 -
501

wn

4,11

S
L

343
3,2
2,8
2,52 2,35 24

w
=
n
=

Kandungan Sukrosa pgfpl

ra

s

)

-
™

=

i

G

L6 g 118 15 L6
14 14 : :
121 1153 115 gqp 12

0,6

1,05

-
L

[=}

uTas
p1z21.1
pi1za1.2
D121.3
p1251
D125.2
D1253
D151.1
p151.2
D151.3

z ™~

E E B B E B £ B ®
22 2 2 2.2 2 E E
w wi w w wn v wi =2 =2
mmmmmm

Tanaman Tomat PRG dan WT

Do251
po252
pDo253
DoO5.1.1
DO5.1.2
DOS.1.3

B Tanaman tomat Negatif Mengandung Gen Target

Tanaman tomat Positif Mengandung Gen Target

Gambar 4.6 Kandungan Sukrosa Buah Tanaman Tomat PRG dan WT

Pada tanaman PRG event SPS, DO-DI yang negatif mengandung single dan
double gen SoSPS1 maupun SoSUT1 pada event SPS 3.2 memiliki kandungan
sukrosa yang lebih rendah dibandingkan dengan tanaman tomat event SUT. Hal ini
terjadi karena sintesis dan transport sukrosa hanya didukung oleh gen SPS dan SUT
endogen, sedangkan pada tanaman overekspresi gen SoSUT1 pada event SUT 4, 5, 7
dan 8 kandungan sukrosanya lebih besar dibandingkan dengan tanaman kontrol.
Penyebabnya adalah adanya akumulasi dari ekspresi gen SUT endogen dan eksogen
yang dengan cepat mentranslokasi sukrosa ke organ penyimpanan, sehingga terjadi
peningkatan kemampuan akumulasi sukrosa di organ penyimpanan (Kuhn, 2003)
dalam hal ini adalah buah.

Sukrosa merupakan produk akhir dari proses fotosintesis dan mudah
ditranslokasikan source tissue ke sink tissue dengan cara melewati plasmodesmata
yang biasa disebut dengan transport simplast, selain itu dapat ditransportasikan
melalui dinding sel dan ruang interseluler (Salisbury and Ross, 1995). Sukrosa yang

telah ditransportasikan ke organ penyimpanan dengan bantuan protein SUT kemudian
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akan diakumulasi di organ penyimpanan seperti pada buah. Kuhn (2003) juga
mengatakan bahwa overekspresi gen yang mengkode transporter sukrosa, dalam hal
ini adalah gen SUT, dapat meningkatkan laju transportasi sukrosa, sehingga
meningkatkan kemampuannya untuk mengakumulasikan sukrosa di sink. Hal inilah
yang terjadi pada tanaman tomat PRG event SUT yang mempunyai kandungan
sukrosa lebih tinggi dari PRG lain dan WT.

Akumulasi sukrosa pada buah dipengaruhi oleh enzim pendegradasi sukrosa
yakni enzim invertase dan sucrose synthase. Miron dan Schaffer (1991) menyatakan
bahwa kandungan sukrosa selain ditentukan oleh pendegradasi sukrosa, juga
dipengaruhi oleh aktivitas SPS. Enzim invertase dan sucrose synthase berperan dalam
mengubah sukrosa menjadi fruktosa dan glukosa pada buah. Enzim sucrose synthase
lebih aktif merombak sukrosa pada organ penyimpanan yang mengakibatkan
kandungan sukrosa berkurang seperti yang terjadi pada event SUT 8. Stommel (1992)
melaporkan bahwa sedikit atau tidak adanya sukrosa telah berhasil dideteksi pada
buah tomat. Buah tomat mengalami penurunan sukrosa sebanyak 98 % dari total gula

larut dalam buah tomat yang matang (Stommel, 1992).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa tidak semua gen target
overekspresi single dan double gen SoSPS1-SoSUT1 diturunkan pada tanaman tomat
PRG generasi kedua. Hasil PCR menunjukkan bahwa gen target yang diturunkan
hanya pada tomat PRG generasi kedua adalah overekspresi single gen SoSUT1 event
SUT 4.3; SUT 5.1; SUT 5.3; SUT 7.1; SUT 7.2 dan SUT 8.1. Tanaman tomat PRG
generasi kedua memiliki habitus tanaman lebih bervariasi dibandingkan WT.
Tanaman tomat PRG generasi kedua yang memiliki pertumbuhan, produksi dan
kandungan sukrosa lebih baik dari WT adalah tanaman tomat PRG overekspresi gen
SoSUT1.

5.2 Saran

Penelitian lebih lanjut pada tanaman tomat PRG ini masih perlu dilakukan
evaluasi yaitu dengan menguji kestabilan gen, menganalisis ekspresi gen SoSUT1
pada tingkat transkripsi maupun translasi pada tanaman T3 dari tomat PRG event
SUT, sedangkan pada tomat PRG event SPS dan event DO-DI perlu dilakukan

transformasi ulang hingga tanaman tersebut benar-benar stabil.
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