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Sukrosa merupakan produk akhir dari asimilasi karbon pada proses
fotosintesis yang selanjutnya ditranslokasikan ke seluruh bagian tanaman untuk
pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Beberapa enzim yang mempengaruhi
metabolisme sukrosa pada tanaman diantaranya invertase, sucrose synthase, dan
sucrose-phosphate synthase. Sucrose-Phosphate Synthase (SPS) merupakan enzim
pada tumbuhan tingkat tinggi yang berperan utama dalam biosintesa sukrosa. Namun
demikian, aktivitas enzim SPS ternyata diregulasi oleh efektor alosterik dan sisi
fosforilasi yaitu serin yang terkait dengan ada tidaknya sinar

Fosforilasi pada SPS tersebut perlu dikaji lebih lanjut yaitu salah satunya
dengan melakukan mutasi pada sisi serin yang disubstitusi dengan alanin untuk
melihat perubahan regulasi yang terjadi. SPS dimiliki oleh semua tanaman,
dintaranya yaitu tanaman tebu yang dikode oleh gen SoSPS1 (Saccharum officinarum
Sucrose Phosphate Synthase). Mutasi pada gen SoSPS1 dilakukan pada urutan asam
amino ke-162 yang dianggap bertanggung jawab atas proses fosforilasi pada malam
hari. Mutan gen SoSPSI-S162A telah dikonstruk dalam plasmid pRI 101-AN-SoSPS1-
S162A, yang selanjutnya ditransformasikan pada tanaman tomat rampai sebagai
tanaman model. Adapun tujuan dari penelitian ini untuk mendapatkan tanaman tomat
transgenic yang mengandung mutan gen SoSPS1-S162A, beserta data tambahan
agronomi berupa jumlah buah, berat total buah, dan kandungan sukrosa buah.

Penelitian dilakukan dalam dua tahap awal yaitu terdiri dari persiapan eksplan

transformasi dan persiapan vektor transformasi. Tahapan transformasi meliputi
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infeksi, ko-kultivasi, eliminasi, seleksi, dan aklimatisasi. 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).
Seleksi dilakukan sebanyak 5 kali dengan masing-masing tahapan seleksi
membutuhkan waktu 2 minggu. Agen penyeleksi yang digunakan mulai seleksi 1-5
yaitu menggunakan antibiotik kanamycin sebesar 50 mg/L™. Eksplan yang lolos
seleksi 5 dan aklimatisasi kemudian dikonfirmasi keberadaan gen target dengan
menggunakan primer nptll F/R, serta dilakukan pengamatan tambahan agronomi
berupa jumlah buah, berat buah, dan kandungan sukrosa buah.

Hasil transformasi mutan gen SoSPS1-S162A pada tunas apikal tomat varietas
rampai yang lolos seleksi ada 31 tanaman, namun yang lolos dari aklimatisasi hanya
15 tanaman. Dari 15 tanaman tersebut, didapatkan 10 tanaman yang positif
mengandung mutan gen SoSPS1-S162A vyaitu event V1, V2, V5, V7, V9, V10, V11,
V13, V14, dan V15 yang ditandai dengan munculnya pita DNA sebesar 550bp
dengan menggunakan pasangan primer nptll F/R. Berdasarkan data tambahan
agronomi yang dilakukan, diketahui bahwasanya jumlah buah maupun berat total
buah tanaman tomat yang positif mengandung mutan gen SoSPS1-S162A relatif lebih
tinggi bila dibandingkan dengan tanaman kontrol (wild type) maupun tanaman yang

overekspresi SOSPS1, namun kandungan sukrosanya masih bervariasi (heterogen).
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sukrosa merupakan produk akhir asimilasi karbon pada proses fotosintesis
yang selanjutnya ditranslokasikan pada seluruh bagian tanaman untuk pertumbuhan
dan perkembangan tanaman (Huber dan Huber, 1996). Kadar sukrosa salah satunya
dipengaruhi oleh adanya enzim Sucrosa Phospate Syntase (SPS). Enzim tersebut
berfungsi untuk mengkatalis fruktosa-6-phospate dan UDP-Glucose menjadi sucrose-
6-phospat, serta berperan dalam biosintesis sukrosa yang berlangsung di mesofil daun
(Dickinson et al., 1991). Dengan meningkatnya aktivitas SPS pada tanaman dapat
pula meningkatkan akumulasi sukrosa pada daun dan pertumbuhan tebu (Sugiharto et
al., 2008).

Gen penyandi SPS pada tebu ada 2 macam, yaitu SoSPS1 dan SoSPS2.
SoSPS1 sendiri lebih dominan diekspresikan pada jaringan fotosintetik (daun)
(Sugiharto et al., 1997). Transformasi gen SoSPS1 pada tanaman tomat Zamrud telah
berhasil dilakukan dengan menggunakan vektor Agrobacterium tumefaciens.
Overekspresi tersebut menunjukkan hasil bahwasanya terjadi peningkatan aktivitas
enzim SPS, kandungan sukrosa daun sebesar 1.29 mg/g bb dengan kontrol (wild type)
sebesar 0.74 mg/g bb, dan kandungan sukrosa buah sebesar 0.97 mg/g bb dengan wt
sebesar 0.59 mg/g bb (Dewanti, 2011).

Aktivitas SPS pada tanaman ternyata dipengaruhi oleh regulasi enzim SPS,
yaitu adanya regulasi efektor alosterik (glucose-6-phospat, dan Pi) dan sisi spesifik
(fosforylasi seryl reversible) seperti keberadaan ser/thr kinase yang berkaitan dengan
proses fosforilasi terkait dengan kondisi gelap terang. Ketika kondisi gelap serin akan
mengalami fosforilasi, sehingga aktivitas SPS lebih sedikit (Huber dan Huber, 1996).
Serin yang terkait dengan adanya fosforilasi tersebut berada pada urutan 158, dan 162
(Toroser et al., 1999).
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Sisi fosforilasi pada tanaman membuat aktivitas SPS menjadi sedikit
terhambat. Oleh karena itu dilakukan beberapa teknik rekayasa genetik untuk
mengetahui peranan dari sisi fosforilasi, salah satunya yaitu dengan mutasi genetik
berupa penggantian serin dengan asam amino yang lain. Beberapa penelitian yang
telah dilakukan yaitu penggantian S158F, dan S158E (Toroser et al., 1997), dan
S162A (Takahashi et al., 2010). Alanin merupakan asam amino yang sering
digunakan sebagai agen mutasi, dikarenakan alanin tidak mempengaruhi atau
mengubah konfirmasi rantai utama suatu protein, serta tidak menimbulkan efek
elektrostatik dan sterik yang ekstrim. Selain itu alanin juga efektif dalam melakukan
mutasi single amino untuk menganalisis protein (Lafavre et al., 1997). Serin 162
(S162) tidak hanya ditemukan pada daun tebu, namun juga ditemukan pada tanaman
yang lain seperti bayam (Toroser et al., 1997), dan jagung (Foyer et al., 1998).

Penelitian mengenai S162A pada tanaman baru sedikit dilakukan, diantaranya
S162A yang diisolasi dari tanaman jagung dan diekspresikan pada padi transgenik.
Penelitian tersebut menunjukkan hasil bahwa penggantian alanin pada urutan asam
amino tersebut menyebabkan aktivitas SPS tidak sensitif terhadap inaktivasi pada
kondisi gelap (Takahashi et al., 2010). Penelitian lainya menunjukkan jika SPS
jagung yang diekspresikan pada tomat transgenik tidak berpengaruh terhadap regulasi
gelap terang (Worrel et al., 1991).

Berdasarkan beberapa hal tersebut, maka akan dilakukan transformasi
tanaman tomat menggunakan mutan gen SoSPS1-S162A dengan menggunakan
vektor A. tumefaciens. Tanaman tomat dijadikan tanaman model dalam penelitian ini
karena tomat merupakan tanaman diploid yang merupakan inang dari vektor
A. tumefaciens, tidak membutuhkan waktu lama untuk melihat hasilnya, hasil
tranformasi umumnya cukup berhasil terinsersi pada tanaman, dan gennya bersifat
stabil (Okviandari, 2008).


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

1.2 Rumusan Masalah

Tanaman tomat Zamrud overekspresi SoSPS1 diketahui mengalami
peningkatan aktivitas SPS, kandungan sukrosa daun sebesar 1.76%, dan kandungan
sukrosa buah sebesar 1.64% dibandingkan dengan tomat Zamrud Wild Type (WT).
Namun demikian, dengan adanya sisi fosforilasi serin pada SoSPSI tersebut maka
dilakukan mutasi serin menjadi alanin pada urutan ke 162. Mutan gen SoSPS1-S162A
kemudian ditransformasikan pada tanaman tomat untuk didapatkan tomat PRG mutan
gen SoSPS1-S162A dan diketahui jumlah buah, berat total buah, serta kandungan
sukrosa buahnya.

1.3 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini meliputi; tomat yang digunakan yaitu
tomat varietas rampai dengan eksplan yang digunakan yaitu tunas apikal. Plasmid
yang digunakan yaitu pRI1-101-AN dengan mutan gen SoSPS1-S162A yang disisipkan
pada A. tumefaciens strain GV 3101. Transformasi dilakukan sebanyak 3 kali dan
merupakan penelitian yang terpisah. Tanaman putatif transforman kemudian dicek

dengan PCR dengan menggunakan primer nptll F/R.

1.4 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan tanaman tomat PRG hasil
transformasi genetik dengan mutan gen SoSPS1-S162A, dan mendapatkan data
tambahan agronomi tanaman tomat SoSPS1-S162A meliputi jumlah buah, berat total

buah, dan kandungan sukrosa buah.

1.5 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan mendapatkan tanaman tomat PRG mutan gen
SoSPS1-S162A sehingga pada penelitian berikutnya dapat diketahui peran sisi
fosforilasi S162A terkait dengan regulasi SPS.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sucrosa Phospat Syntase (SPS)

Sukrosa merupakan hasil utama proses fotosintesis pada tanaman yang
dihasilkan dari asimilasi karbon. Pada tanaman, sukrosa berperan sebagai regulator
ekspresi gen fotosintetik, maupun non-fotosintetik seperti gen yang terlibat dalam
pembelahan, diferensiasi sel, serta pemasakan buah (Koch, 1996). Selain itu, sukrosa
juga turut berperan dalam menyediakan energi, merangsang pertumbuhan, serta
perkembangan tanaman (Fung et al., 2002).

Ada 3 macam enzim yang mempengaruhi metabolisme sukrosa pada tanaman
yaitu Invertase yang mendegredasi sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa, Sucrose
Synthase (SuSy) yang mendegradasi sukrosa dalam sitosol, dan Sucrose-Phosphate
Synthase (SPS) yang berfungsi untuk mengkatalisis fruktose 6 phospat dan UDP-
Glucose menjadi sucrose-6-phospate (Buchanan et al., 2000). Selanjutnya, phospat
pada sucrose-6-phospat diputuskan oleh enzim SPP sehingga dihasilkan sukrosa.

Berikut merupakan gambaran biosintesis sukrosa pada tanaman.

Plant cell »se Ph L8
& o D) ' ¥
Sucrose UDP- Fructose| ——3 |Sucrose + E -------- -D'
', biosynthesis / ‘ Glucose *| &P &-P UDPj
. . SPS >
S 4 Sucrose Phosphate Synthase
Glucose
: +
UDP- | 4 Fructose
Glucose Fructose

(Sawitri, 2016)

Gambar 1. Biosintesis sukrosa pada tanaman yang melibatkan berbagai macam enzim


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

Hasil beberapa penelitian menunjukkan bahwa SPS merupakan enzim utama
yang menetukan kemampuan tanaman dalam biosintesa sukrosa (Sugiharto et al.,
1997), yang selanjutnya ditranslokasikan ke bagian tanaman lain seperti biji, buah,
akar, serta umbi untuk kelangsungan proses pertumbuhannya. Enzim SPS sudah
berhasil diinsersikan pada beberapa tanaman produk rekayasa genetika (PRG) dengan
tujuan untuk meningkatkan aktivitas SPS pada kandungan sukrosanya, diantaranya
pada tanaman tomat transgenik yang diinsersi gen penyandi SPS jagung mengalami
peningkatan akumulasi sukrosa (Worrel et al., 1991). SPS pada tanaman tebu sendiri
ditemukan ada dua jenis yaitu SoOSPS1 (pada organ fotosintetik) dan SoSPS2 (pada
organ non-fotosintetik) (Sugiharto et al., 1997).

2.2 Sisi Regulasi SPS

Regulasi aktivitas SPS terbilang cukup kompleks karena melibatkan efektor
alosterik (glukosa-6-fosfat dan Pi), dan sisi spesifik yaitu fosforilasi seryl reversible.
Fosforilasi SPS atau inaktivasi dalam kondisi gelap dipicu oleh beberapa Ser/Thr
kinase, dan akan mengalami defosforilasi atau diaktifkan dalam kondisi terang oleh
protein profosfatase jenis 2A (Huber dan Huber, 1996). Terdapat beberapa sisi pada
genom tanaman yang dianggap bertanggung jawab terhadap regulasi SPS diantaranya
Ser158, Serl62, dan Ser424.

Lokasi ditemukannya beberapa serin tersebut diantaranya yaitu pada Ser158
pada daun bayam (Toroser et al., 1999), Ser162 pada daun jagung dan pada daun tebu
(Takahashi et al., 2010; Sugiharto et al., 2014). Semua sisi aktif tersebut berdasarkan
penelitian yang dilakukan dianggap bertanggung jawab atas sedikitnya aktivitas SPS
pada kondisi gelap (Huber dan Huber, 1996). Sisi pengaturan yang utama yaitu pada
sisi Ser158 dan Serl62 yang terkait dengan ada tidaknya cahaya, sedangkan sisi
Ser424 terkait dengan stress osmotik atau cekaman osmotik (Toroser et al., 1999).

Serin 162 maupun 158 akan mengalami defosforilasi ketika ada sinar matahari
sehingga SPS menjadi aktif, dan akan mengalami fosforilasi ketika kondisi gelap/

tidak ada sinar matahari menjadi tidak aktif atau aktivitasnya sedikit. Dengan adanya
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sisi aktif yang mengatur regulasi SPS tersebut, kemudian dilakukan beberapa
rekayasa genetik untuk mencoba menghilangkan efek fosforilasi SPS pada saat gelap.
Beberapa cara yang dilakukan diantaranya mutasi berupa penggantian sisi serin
dengan alanin S162A (Takahashi et al., 2010), S158F, dan S158E (Toroser et al.,
1997).

2.3 Kultur Invitro Tanaman Tomat (Lycopersicon esculentum Mill)

Tanaman tomat merupakan sayuran yang tergolong tanaman semusim,
berbentuk perdu, dan termasuk dalam family solanacea. Penggunaan tomat sebagai
agen transformasi sering dilakukan karena tomat mempunyai masa tanam yang cukup
singkat yaitu £ 9 minggu buah tanaman tomat sudah bisa dipanen. Selain itu, dengan
penggunaan vektor A. tumefaciens yang merupakan bakteri inang pada tanaman
dikotil menjadi alasan lainnya dipilih tomat sebagai tanaman untuk transformasi.

Teknologi transformasi gen untuk perbaikan genetik pada tanaman tomat
sudah sering dilakukan, diantaranya peningkatan kandungan sukrosa (Worrel et al,
1991), ketahanan terhadap Lepidoptera (Santosa et al., 2009), dan peningkatan
translokasi sukrosa (Hackel et al., 2006). Adapun beberapa bagian tomat yang
digunakan untuk transformasi diantaranya kotiledon, hipokotil, tunas apikal, serta
biji. Pertumbuhan dan morfogenesis tanaman tomat secara invitro dipengaruhi oleh
beberapa faktor, diantaranya komposisi media, macam eksplan, varietas, dan zat
pengatur tumbuh (Chaudry et al, 2007).

Transformasi tomat dengan menggunakan bakteri A. tumefaciens harus
melalui beberapa tahapan sehingga didapatkan tanaman tomat transgenik yang lebih
stabil. Tahapan tersebut diantaranya penanaman biji tomat (14 hari), infeksi tanaman
dengan A. tumefaciens yang telah diinduksi dengan gen target, ko-kultivasi (2 hari
kondisi gelap), eliminasi (5 hari), 5 kali tahap seleksi (masing-masing seleksi 14
hari). Tahapan berikutnya yaitu aklimatisasi hingga diperoleh tanaman yang benar-

benar survive dengan kondisi lingkungan sehingga kemudian bisa dilakukan uji
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lanjutan seperti analisis PCR, pengamatana tinggi tanaman, jumlah buah, berat buah,
aktivitas enzim, serta kandungan sukrosa.

Transformasi biasanya dilakukan dengan menggunakan beberapa antibiotik
yang berperan sebagai selektor tanaman yang telah terinfeksi/ disisipi gen baru.
Tanaman yang mempunyai ketahanan (resisten) terhadap gen yang telah ditambahkan
akan tetap hidup, berbeda dengan tanaman yang tidak tersisipi gen, lama kelamaan
akan mati pada medium seleksi. Antibiotik yang digunakan bergantung dengan
selectable marker yang disisipkan, pada tanaman yang disisipi dengan gen resisten
nptll maka memiliki ketahanan terhadap antibiotik kanamycin. Adapun penggunaan
antibiotik cefotaxime digunakan untuk mengeliminasi bakteri A. tumefaciens agar
tidak terjadi overgrowth pada medium seleksi, sedangkan antibiotik asetosiringon
digunakan untuk membantu masuknya gen yang disisipkan/ meningkatkan infeksi

bakteri kedalam tanaman yang akan transformasi pada medium ko-kultivasi.

2.4 Transformasi Mutan Gen SoSPS1-S162A pada Tanaman Tomat
menggunakan Vektor Agrobacterium tumefaciens
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). Metode transformasi biasanya dilakukan dengan
dua macam, yaitu secara langsung dan secara tidak langsung. Transformasi secara
langsung dapat dilakukan dengan electrophoration, microinjection, penembakan
DNA (Particle Bombartment), dan menggunakan polyethelene glycol (Schroder et
al., 1989). Sedangkan metode transformasi secara tidak langsung dapat dilakukan
dengan menggunakan bantuan bakteri atau virus sebagai vektor (Hiei et al., 1997).
Bakteri yang umum digunakan untuk membantu proses transformasi pada tanaman
yang biasanya digunakan yaitu Agrobacterium tumefaciens.

Lessard et al., (2002) menyatakan penggunaan A. tumefaciens sebagai vektor
transformasi mempunyai kelebihan dan kekurangan. Kelebihanya antara lain; sangat

efektif dan relatif murah, stabil, serta efisien, dan sangat kecil kemungkinan
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terjadinya transgene silencing. Adapun kelemahanya yaitu pada beberapa jenis
tanaman inang tertentu memiliki respons hypersensitif yang sangat terbatas.

A. tumefaciens merupakan bakteri tanah gram negatif yang dapat
menimbulkan penyakit bagi tanaman, tetapi bermanfaat dalam rekayasa genetik
karena dapat digunakan sebagai mediator untuk transfer gen ke tanaman (Salisbury
dan Ross, 1995). Penggunaan Agrobacterium sebagai vektor transformasi karena
mempunyai 3 komponen genetik yang sangat diperlukan dalam transfer gen,
komponen tersebut yaitu T-DNA yang merupakan DNA aktif yang ditansfer ke
tanaman. Kedua, gen virulensi (vir) yang merupakan gen penyandi protein yang
mengatur transfer T-DNA dari bakteri ke tanaman. Ketiga, gen penyandi protein yang
terdapat pada kromosom Agrobacterium (Lessard et al., 2002).

Penggunaan Agrobacterium telah banyak dilakukan sebagai vektor untuk
transformasi gen tertentu pada tanaman. Penelitian tersebut diantaranya transformasi
gen SoSUT1 pada tanaman tomat (Dwijayanti, 2014), dan penyisipan gen SoSPS1
tebu pada tanaman tomat (Okviandari, 2008). Selain SoSPS1, mutan gen S162A yang
dimiliki oleh jagung juga berhasil disisipkan pada tanaman padi transgenik
menggunakan A. tumefaciens, tanaman padi transgenik mutan gen S162A tersebut
kemudian dapat ditanam pada green house dan dapat diuji kandungan sukrosanya
(Takahashi et al., 2010).

2.5 Hipotesis

Mutan gen SoSPS1-S162A dapat terinsersi pada genom tanaman tomat
sehingga tampak teramplifikasi dengan menunjukkan pita DNA ukuran 550 bp, serta
terdapat perbedaan jumlah buah, berat total buah, dan kandungan sukrosa buah antara
tanaman tomat tomat transgenik SoSPS1-S162A, SoSPS1, dan WT (Wild Type),
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini akan dilaksanakan di Laboratorium Divisi Biologi Molekuler
dan Bioteknologi, Center for Development of Advanced Science and Technology
(CDAST) Universitas Jember, mulai bulan Mei 2016 sampai Maret 2017.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Laminar Air Flow (LAF),
Autoclave, Spectrofotometer, sentrifuge, gel documentation system, peralatan standar
kultur jaringan, dan peralatan standar PCR.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain biji tanaman tomat
varietas rampai, Agrobacterium tumefaciens strain GVV3101, dengan plasmid pRI101-
AN yang mengandung mutan gen SoSPS1-S162A, media Murashige and Skoog
(MS), media Yeast Extract Pepton (YEP), alkohol 70%, NaCIlO 1,57%, aquadest
steril, berbagai macam antibiotik (rifampysin, kanamycin, cefotaxime, asetosiringon),

serta bahan lain yang digunakan untuk PCR.

3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Tanaman Tomat
Tomat yang digunakan dalam penelitian ini adalah varietas rampai, dengan

eksplan yang digunakan yaitu tunas apikal.

3.3.2 Peta Konstruk plasmid pRI1 101-AN SoSPS1-S162A
Agrobacterium tumefaciens yang digunakan dalam penelitian ini didapat dari
glycerol stock yang telah selesai di konfirmasi dengan sequencing (Sawitri, 2013) dan

PCR, adapun peta konstruk plasmidnya sebagai berikut:
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LB RB
TNos nptll H PNos TNos S162A | p 35S

PRI 101-AN (10.417 bp)

Gambar 3.1 Peta konstruk plasmid pRI 101AN SoSPS1-S162A. LB: left border, RB: right
border sebagai batas T-DNA, P35S: Promoter 35 synthetase, nptll: neomycin
phospho transferase gene, T-Nos: terminator nopaline synthetase, P-Nos
:Promoter nopaline synthase, S162A: SOSPS1-S162A.

3.3.3 Rancangan Penelitian

Perkecambahan biii tomat in vitro Koloni tunaaal A. tumefaciens
Persiapan Eksplan Tunas (Pre culture) Konfirmasi PCR

v

Perbanvakan bakteri (ODsan nm : 0.5)
|

v

Infeksi A. tumefaciens pada eksplan

v

Ko-kultivasi (aelap. 2 hati)

v

Eliminasi (terana. 5 hari)

v

Seleksi (terana. 5x. @ 14 hari)

v

Induksi perakaran

v

Aklimatisasi

v

Konfirmasi dengan PCR

Gambar 3.2 Skema alur penelitian
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3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Perkecambahan Biji Tomat secara Invitro

Eksplan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu biji tomat varietas rampai,
dengan eksplan yang digunakan yaitu eksplan tunas apikal, dengan umur eksplan 14
hari. Persiapan eksplan dilakukan dengan merendam biji tomat dengan aquadest
selama 15 menit sehingga didapatkan biji yang bernas. Biji disterilisasi menggunakan
NaCIlO 1,57% (3 ml NaClO : 7 ml aquadest steril) selama 1,5 menit, kemudian
dibilas aquadest steril sebanyak 6 kali. Biji kemudian dikering anginkan diatas kertas
saring, kemudian ditanam pada media MSO selama 10-14 hari di ruang kultur

jaringan.

3.4.2 Persiapan Koloni Tunggal Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens yang digunakan dalam penelitian ini adalah
A. tumefaciens yang mengandung mutan gen SoSPS1-S162A yang telah disimpan
dalam gliserol stock. Bakteri dari gliserol stock selanjutnya diambil sebanyak 25 pl,
kemudian dinokulasikan ke media YEP cair 2 ml dalam tabung reaksi yang
mengandung antibiotik rifampysin, gentamysin, dan kanamycin 50 mgL™. Hasil
inokulasi kemudian di-shaker selama 24 jam pada suhu 28°C dengan 150 rpm.

Hasil inokulasi diambil 1 ose biakan yang telah tumbuh, selanjutnya
diinokulasi dengan metode streak quadrant pada media YEP padat yang mengandung
antibiotik rifampysin, gentamysin, kanamycin 100 mgL™ dan diinkubasi selama 24
jam pada suhu 28°C. Koloni tunggal yang diperoleh selanjutnya dikonfirmasi
keberadaan mutan gen SoSPS1-S162A sebelum digunakan untuk transformasi.

Isolasi plasmid dilakukan untuk konfirmasi keberadaan mutan gen SoSPS1-
S162A dalam A. 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.
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Tahap pertama adalah pelisisan sel. Isolasi plasmid diawali dengan memanen
biakan A. tumefaciens pada media YEP yang telah diinkubasi overnight ke dalam
eppendorf dan disentrifuge 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4°C. Pelet yang
dihasilkan ditambahkan 100 pl solution I dan divortex, kemudian ditambahkan 200 pl
solution 11 dan diswirling. Selanjutnya, sampel diinkubasi dalam es selama 5 menit.
Pelet yang dihasilkan ditambahkan 150 pl solution Il1 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 pul. Selanjutnya, sampel diinkubasi pada suhu 37°C
selama 15 menit. Supernatan ditambahkan PCI sebanyak volume supernatan yang
diambil. Setelah itu, sampel diswirling dan disentrifuge 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, lalu 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 kemudian dibilas dengan etanol 70% dan disentrifuge 12.000 rpm selama
10 menit. Supernatan dibuang dan ditambahkan 20 pl buffer TE. Setelah itu sampel
DNA diukur konsentrasinya dengan menggunakan nanodrop nano value plus dan

dilanjutkan dengan analisis PCR.

3.4.3 Infeksi Agrobacterium tumefaciens pada Eksplan

Koloni tunggal A. tumefaciens yang mengandung mutan gen SoSPS1-S162A
diinokulasikan pada media YEP cair 2 ml yang mengandung antibiotik rifampysin,
gentamysin, dan kanamycin 50 mgL-1, dan diinkubasi shaker dengan kecepatan 150

rpm pada suhu 28°C selama semalam. Starter sebanyak 2 ml disubkultur dalam media
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YEP cair 50 ml yang mengandung antibiotik yang sama, diinkubasi shaker 150 rpm
pada suhu 28°C hingga kerapatan sel ODgoonm = 0.5.

Infeksi A. tumefaciens pada tanaman melalui pemotongan/pelukaan pada
eksplan bertujuan untuk memungkinkan A. tumefasiens yang terdapat gen mutan
SoSPS1-S162A masuk dan ter-insersi pada tanaman. Eksplan hasil pemotongan
kemudian ditampung dalam media MS cair 10 ml. Selanjutnya eksplan tersebut
dimasukkan ke dalam media YEP yang terdapat A. tumefaciens dan 20 mgL™
acetosyringone yang berfungsi untuk meningkatkan proses infeksi. Selanjutnya
eksplan dishaker dengan kecepatan 60-70 rpm selama 25 menit. Eksplan tersebut
kemudian ditiriskan di atas kertas saring steril sampai kering, lalu selanjutnya

ditanam pada media ko-kultivasi.

3.4.4 Ko-kultivasi

Eksplan hasil transformasi ditumbuhkan pada media ko-kultivasi untuk
menumbuhkan A. tumefaciens bersama dengan eksplan. Media ko-kultivasi terdiri
dari media MS dengan penambahan 2 mgL™ BAP dan 20 mgL™ acetosyringone.
Eksplan selanjutnya diinkubasi pada tempat gelap dengan suhu 28°C selama 2 hari.
Asetosiringon pada media ko-kultivasi ini berfungsi untuk meningkatkan infeksi
A. tumefaciens pada eksplan yang digunakan sehingga diharapkan gen target masuk

dalam tanaman.

3.4.5 Eliminasi

Eksplan hasil inkubasi pada media ko-kultivasi dipindahkan ke tabung falcon
dan ditambahkan aquadest steril 30 ml dan cefotaxime 500 mgL™, digojog, lalu
aquadest sisa washing dibuang (dilakukan sebanyak 3 kali), selanjutnya dibilas
dengan aquadest steril 2x. Eksplan kemudian ditiriskan di atas kertas saring steril
sampai kering. Penanaman eksplan kemudian dilakukan pada media eliminasi yang
terdiri dari MS dengan penambahan 500 mgL™ ceffotaxime, dan diinkubasi pada

ruang kultur jaringan selama 5 hari. Adanya ceffotaxime pada media ini dikarenakan
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ceffotaxime dapat digunakan untuk mengurangi A. tumefaciens, sehingga tidak terjadi

overgrowth pada tanaman.

3.4.6 Seleksi Tanaman Putatif Transforman

Tahapan infeksi, ko-kultivasi, dan eliminasi yang telah dilalui, selanjutnya
tanaman masuk pada tahapan seleksi. Proses seleksi tanaman transforman dilakukan
dengan cara memindahkan eksplan hasil dari eliminasi pada media seleksi. Sebelum
dipindah pada media MS dengan penambahan kanamycin 50 mgL™, dan 500 mgL™
cefotaxime untuk seleksi, dilakukan pemotongan terlebih dahulu pada bagian eksplan
yang bewarna kecoklatan. Satu kali transformasi dilakukan 5 kali tahapan seleksi,
dengan tiap tahapan seleksi membutuhkan waktu 14 hari. Penggunaan kanamycin 50
mgL™ pada media seleksi ini berfungsi sebagai selectble marker sesuai dengan
penanda pada plasmid yang telah disisipkan, sehingga bila eksplan tersebut tidak
mengandung gen target maka dengan sendirinya tanaman tidak akan bisa survive

sehingga akan bewarna coklat dan kelamaan akan mati.

3.4.7 Aklimatisasi

Aklimatisasi dapat dilakukan pada tanaman putatif transforman yang telah
lolos (survive) dari seleksi 5 dengan syarat tanaman hasil transformasi tersebut telah
memiliki akar yang kokoh, tinggi planlet £ 2 cm, dan bewarna hijau. Aklimatisasi
dilakukan dengan 2 tahap, yaitu aklimatisasi pada growth chamber selam 2-3
minggu, dan selanjutnya aklimatisasi di green house sampai tumbuh dengan baik.
Aklimatisasi dilakukan dengan cara menanam planlet pada media pasir dalam botol
kaca yang telah dicampur dengan larutan nutrisi (hougland), yang selanjutnya
disungkup dengan plastik dengan tutup berlubang untuk menghindari
evapotranspirasi yang berlebihan. Penyiraman dilakukan hampir 2 hari sekali untuk
menjaga kelembaban media. Proses aklimatisasi dilakukan + 14 hari hingga diperoleh
planlet yang siap untuk dipindah ke green house dan bisa diambil daunnya untuk

isolasi genom.
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3.4.8 Isolasi dan Analisis PCR Genom Tanaman Putatif Transforman

Isolasi DNA genom tanaman dilakukan dengan menggerus 0,3 gr daun tomat
sampai halus. Serbuk daun dimasukkan dalam eppendorf, kemudian ditambahkan 500
ul buffer ekstraksi (0,2 Tris-Cl; 0,25 M NacCl; 0,25 ml SDS 10 %; dan 13,75 ml H,0)
lalu divortex. Setelah itu 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, lalu
ditambahkan isopropanol sebanyak 0,8 x volume supernatan dan diinkubasi selama 1
jam pada suhu -20°C. Setelah disentrifuge, pelet dicuci dengan ethanol 70 %
sebanyak 1 ml, lalu disentrifuge kembali. Supernatan dibuang dan pelet dikeringkan
selama 15 menit, lalu ditambahkan 30 pl buffer TE. DNA hasil pemurnian diukur
konsentrasinya menggunakan nano drop nano vue plus dan kemudian dianalisis PCR.

Analisis PCR dilakukan untuk deteksi keberadaan gen target yang telah
terinsersi ke dalam genom tanaman. PCR dilakukan dengan menggunakan primer
nptll (neomycin phosphotransferase) yang akan menghasilkan fragmen DNA sebesar
550 bp. Analisis PCR dilakukan dengan menggunakan 1 pasang primer, yaitu primer
Forward nptll (5’- GTC ATC TCA CCT TGC TCC TGC C-3) dan primer Reverse
npt 11 (5°- GTC GCT TGG TCG GTC ATT TC-3) untuk mendeteksi tanaman dengan
menggunkan selectable marker berupa kanamycin. Digunakan nptll karena pada
konstruk plasmid yang digunakan, selectable markernya berupa Kan® atau resisten
terhadap kanamycin.

PCR dilakukan dengan membuat cocktail setengah kali reaksi dengan total
volume yang digunakan adalah 10ul, dengan komponen master mix kappa sebanyak
5 ul, primer forward dan reverse masing-masing 0,5 pl, template DNA sebanyak 1
ul, dan ddH,O sebanyak 3 pl. Proses PCR dilakukan sebanyak 35 kali siklus yang
terdiri dari tahap pre-denaturation: 95°C selama 3 menit, denaturation: 95°C selama
30 detik, annealing: 58°C selama 30 detik, extention: 72°C selama 1 menit, dan

final-extention: 72°C selama 5 menit.
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DNA yang sudah diamplifikasi kemudian dipisahkan dengan agarose gel 1 %
elektroforesis 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 dilihat dan didokumentasikan menggunakan Gel Documentation

System.

3.4.9 Parameter Pengamatan Penelitian
Dalam penelitian ini yang diamati yaitu:
a. Jumlah tanaman yang lolos (survive) pada setiap seleksi, mulai seleksi 1

sampai seleksi ke-5 (tanaman putatif transforman)

Tabel 3.1 Tabel Hasil Transformasi mutan gen SoSPS1-S162A tanaman tomat

Transformasi Efisiensi tahapan transformasi
K E S1 S2 S3 S4 S5

1
2
3

Keterangan:

- K = Ko-kultivasi

- E = Eliminasi

- S = Seleksi, dari seleksi 1 sampai seleksi 5

Jumlah tanaman yang survive juga dapat dipresentasikan dengan %, yaitu
dengan cara:

jumlah eksplan yang lolos tiap seleksi

0,
jumlah eksplan awal x 109%
b. Konfirmasi keberadaan mutan gen SoSPS1-S162A dengan PCR menggunakan
primer npt Il F/R, kemudian di elektroforesis dan selanjutnya divisualisasi
dengan menggunakan gel imaging system hingga diperoleh pita DNA sebesar

550 bp untuk primer npt I1.
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3.4.10 Perhitungan Jumlah buah dan Berat Total Buah

Tanaman tomat putatif transforman yang behasil melalui tahapan aklimatisasi
dan telah berbuah kemudian dipanen buahnya yang seragam, yaitu ketika buah sudah
bewarna merah. Tiap tanaman dihitung jumlah buah yang dihasilkan serta ditimbang
berat buah hingga diperoleh berat buah total dalam tiap panen sampai tanaman tomat
putatif transforman mati. Jumlah buah dan berat buah total pada penelitian ini
merupakan hasil buah yang diproduksi oleh tiap tanaman tomat hingga tanaman
dinyatakan mati.

Tomat yang telah dipanen kemudian diambil bijinya dengan cara memisahkan
biji dari daging buah, kemudian membersihkan biji dari salut biji lalu membilasnya
dengan air dan kemudian dikeringanginkan sampai biji kering. Biji yang telah kering
kemudian disimpan dalam kulkas 4°C. Biji tersebut nantinya akan dijadikan sebagai
stock biji F1 untuk ditanam dan dianalisis oleh peneliti berikutnya.

3.4.11 Analisis Sukrosa Buah

Buah yang telah dipanen dan bewarna merah matang adalah buah yang
digunakan untuk uji sukrosa. Adapun uji kandungan sukrosa dilakukan dengan
metode selliwanof sebagai berikut: Buah ditimbang per tanaman untuk mengetahui
berat buah, kemudian digerus dan diambil sarinya lalu dimasukkan pada eppendorf
dan disentrifuge 12.000 rpm selama 10 menit, supernatan sebanyak 50ul kemudian
ditambah dengan NaOH 1 M 70ul, selanjutnya diletakkan pada dryblock 100°C
selama 10 menit, ditambahkan 250 ul resorcinol 0.1% dan 750ul HCI 30%, kemudian
di dryblock lagi 80°C selama 8 menit, dan dilakukan pengamatan dengan

spektrofotometer 520 nm (per sampel 200ul, dengan pengulangan sebanyak 3 kali).
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BAB 5. KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

Hasil 3 kali transformasi diperoleh 31 tanaman putatif transforman dengan
hanya 15 tanaman yang berhasil diaklimatisasi dan berbuah. 10 tanaman dinyatakan
positif mengandung gen SoSPS1-S162A, yaitu V1, V2, V5, V7, V9, V10, V11, V13,
V14, dan V15. Jumlah buah dan berat total buah pada tanaman tomat transgenik
SoSPS1-S162A relatif lebih tinggi bila dibandingkan dengan tanaman tomat WT
(Wild Type) maupun yang SoSPS1, namun kandungan sukrosa pada buah tomat
transgenik SOSPS1-S162A masih bervariasi (belum homogen).

5.2 Saran

Penelitian yang dilakukan, tanaman kontrol yaitu WT dan SoSPS1 hanya tersisa
1 tanaman saat aklimatisasi dan berbuah, sehingga data yang diperoleh kurang lengkap.
Diharapkan pada penelitian berikutnya, menanam tanaman kontrol dengan jumlah yang
lebih banyak serta melengkapi uji biokimia, maupun uji molekuler yang lengkap

sehingga diperoleh data yang lebih baik dan valid.

33
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LAMPIRAN

A. Komposisi Media MS (Murashage and Skoog)

Jumlah/ L
MS Makro 50 ml
MS Mikro 0.5ml
Fe2EDTA 5ml
B5Vitamin 0.5ml
30 gr
2.59r

B. Komposisi Media YEP (Yeast Extract Pepton)

C. Kurva Standart Sukrosa

Absorbansi sukrosa

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Massa (gr/L)

10
10
5

Agar bacteriologi 14

Kurva Standart Sukrosa

y = 0.009x + 0.055

40 60 80 100

Konsentrasi Sukrosa (ul)

120
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