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MNur Imamatus Sholehah, 9815101012300 Eksprest Gen Swerove Phosphare
Svithase (5P5) lebu pada Tanaman Tembakae Transgemik (dibimbing oleh
Ir Mswur M sebagin DPLU dan Ir. Parawita Dewant, MP sebaga DPA)L

RINGRASAN

Stcrose Phosphate Svathose (SPS) merupakan enzim kunci dalam biosimtesis
sukrosa pada tanaman. Engm ini menentukan kemampuan daun untuk mensintesis
sukrosa yang kemudian divanslokasikan ke bagian tanaman yvang lain  untuk
pertumtbuhannya Selain berperan dalam pertumbuban dan perkembangan tanaman,
sukrosa juga dibutuhkan manusia dalam bemtuk pula. Pemingkatan kebutuhan gula
periu dikuti dengan upaya peningkatan produksinya. Salah satu alternabif untuk
memngkathan produks gula pada tanaman tebu dapat dilakukan melalui teknolog
rckavasa genetk, vaitu dengan transformasi gen Transformasi gen SPS tehu pada
tanarman lembakan merupakan mode!l untuk pengembangan tanaman tebu. Penelitian
im bertujuan untuk mengetahw eksprsei gen SPS tebu pada tanaman embakau
transgenik sehingea diperoleh informasi mengenai keberhosilan transformasi gen SPS
tebu pada tanaman tembakau terutama dalam meningkatkan kandungan sukrosa,

Hahan tapam vang digunakan adalah plosfed tembakau transpenik hasi
transtormasi dengan gen S5PS tebu mengpunakan Agrobgcterion dan plande
tembakan wild By vang ditanam pada media vang berupa campuran pasis dan tanah.
Untuk mengetahui keberhasilan integrass gen 5P5S tebu pada kromosom tembakan
dilakukan anahsis PCR Sedangkan anahisis wesiern Mor untuk mengetabun adunyva
ehspresi wen tersebut dalam bentuk proten vang kemudian dilanjutkan dengan uji
aktivilas cnznn SPS don kandungan sukrosa,

Hasil penchitian menunjukkan bahwa gen SPS tebu relah berintegrasi pada
kromosom tembakan transgemk Galur 3, 13 dun 17 dan diekspresikan dalam bentuk
protein. Hal imi jupa didukung oleh tingginvan aktivitas enzim SP5 dan kandungan
sukrosanyn Pemngkatan aktivitas enzim SPS dan kandungan sukrosa pada Galur 13
masing-masing mencapai 635, 76% dan 74,69% dari tembakau wiled rpe
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L PENDAHULL AN

1.1 Latar Belakang Permasalaban

Sukrosa merupakan hasi] wama proses fotosintesis pada lanaman yang
dihasilkan dart asimilasi karbon ataw dari akumulasi pati yang lersimpan dalam
Jaringan penvimpanan Sukrosa berfungst sebagan cadangan makanan serla sumbser
enerpd di sel Totosintetik dan dengan mudah ditranslokasikan melalu pembuluh floem
menupu janmpan vang sedang wmbuh (Lakien, 1995) Biosintesis sukrosa pada
jannmm folosintenk selaim ditentukan oleh jumlah unsee karbon yang diastmalasi,
juga dipengaruht oleh akinatas encim pembentuk sukrosa.

Berdasatkan sejumiah penclitian vang telah dilakokan, dikctaba bahea
suicrnse Plospdice s Seathose (SPS) merupakan -2!1..-'1|I'| kunci dzfam biosintesis sukrosa
(Huber dan Huber, 1996}, Menorut Walker dan Huber (1989 o im mencntikan
kemampuan daun untuk ioeosintesis sukrosa vang kemudian dinanslokasian ke
hagian aoaman yang lain untuk pertumbubammya Lebnb lamue hasil penelian Kohler
et e, [ 1988) menunjukkan bahwa terdapat korelasi yang posil untara aktvitas SPS
dan akumulasi sukrosa padia daun aoaman tebo,

Selam berperan dalam pertumbuhan dan perkembangan ranaman, sukrosa
Jupa pentmy terotamz karena dibotuhkan manusia dalam beotuk gola, dimana
kebutuhan sula sampai ssat ini masih werus mengalami peningkatan. Pemingkatan
kebutuhan oula terjadi scbagai akibat dao permpkatas jumlah penduduk dan
pesalnva perkembanpan idustri makanan dan minuman vang menpgunakan gula
sebapail salah satu bahan hakunya. Pemingkatan kebutuhan gula ini pertu diikuti oleh
upava peningkatan produksi pola, Pemimgkatan produkesi gula puds tanamaen ebu
sehagal tamaman penghisil sula vang wiama di Indonesia sampat saat i masth lerus
dilakukan, diantaranva dengan menvediakan varietas tebu penjuh Vanelas tebo
gsenjah im berasal dan felua berpolensi rendemen unppe yan: saling dikawinkan

Caukarso e af, 920
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Alternani! tain wrhadap peninghatan produksi pula pada tasaman 1weby dapat
dilakukan melalui teknalag rekayasa genetik. Keberhasilan pengisolasian gen SPS
tebu oleh Sugiharta oo ol (19977 dalam beotuk cINA telah mendoreng dilakukannya
transtormast gen S5 tebu pada anaman tembakau, dimana tinansn wmbakag ini
merupakan anaman model vang akan disonaban dalam gsahe pengembangan
tanaman  tebu ranslormasi gen SPS ini dilakukan  densan menggunakan
Agrobacternen karena tanaman dikotl merupukan inang dari Agredociorm {7 upan
dan Zambrysky, 19957 dan juea telah berhasi) digunskan pada tanmman tebu
(Areneibia e of., 19951

lranslormasi gen SPS lebu pada tanaman tembakau telah menghasilkan
planlet tembakaw {ransgenik vang memiliki sifal ketahanan terhudap antibiouks
kanamising Sekalipun sifat ketahanan techadap antibiotika kaoamizin dapat dipunakan
sebagal knteria wwal Leberbasilun transformasi, nmnun masih belym membernkan
buker yang memadai terhadap keberhasilan transformasi sen SP'S tebu pada lanaman
tembakau. Bukti transformasi stabil harus ditunjukkan dengan copi {sejumlah copi)
et yang ditransfrmas lelab becintegrasi dan sclanjuinya kestabilan nen terscbut
bertaban selama pembelahan sel serta penilaian terbadap aktiviias dan banyuknya
produk gen ferschut (Masic, 2007), Berdasarkan hal tersebut maka pertu dilakukan
pengamatan terhadap chkspresi pen 8PS vang melipuli keberadaan pen SPS tebu,
kandungan protein SIS, aktvilas cnzim SPS serla kandungan sukross pada tanaman
tembakau transgamk dan wild rupe (sebagai kontrol), Hal ini unmuk menpetahui
keberhasilan trunsformasi zen SPS tebu padn tanaman  tembakau lerutama dalam

meningkatkan kandunpan sukrosa.

1.2 Tujuan
Penelitian i wriujuan wrluk meneetaliol eksprest sen SP58 why pada

&

tanaman lembakan transeenik,
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1.3 Manlaal

Hasil penclian im dihgrapkan dapat memberikan sambaran mengenal
ckspresi gen 5PS tebu pada tanaman tembakay transgenik dan dapat bereuna bagi
penelitian selinjutnva terutama dalam hubungannya dengan penimekatan akumulasi

sukrosa pada tanaman, khususnya pada tanaman tebu,
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IL TINJAL AN PUSTAKA

2.1 Peranan 5P5 dalam Biosiniesis Sukrosa

Hasil akhir dan fotosiniesis pada tanaman ungkat tingei adalah sukrosa dan
patt (Anderson dan Beardall, 1991). Pat disinlesis dan diakumulasi di kloroplas
sedangkan sukrosa disintesis di sitosol (Lakitan, 19957 dan hasil asimilasi karbon
atau dan akumulasi pati dalam organ pamampan | Chaves-Barcenas of of,, 20000,
Hasil fowasimilat tersebut selanjutnva ditranslokasikan ke selurub bagian tanaman
untuk perkembungan tanaman (Huber dan Huber, 19961 Pada beberapa tanaman,
sukrosa merupakan  komponen  ulama pada  jaringan penyimpanan,  Sukrosa
terakumulasi dalam jumlah besar sepert pada tanaman tebu dan pada heberapa buah.
schagal cadangan makanan {Smuh, 1993,

Sukrosa dibentuk dan 3-asam fostogliserat (3PGA) melalui dawr Calvin dari
fiksast CO: oleh ribulosa bisfosfat (RuBP) karboksilase (Gambar |} Gugus karboksil
dalam 3PGA direduksi menjadi sebuah gupus aldehid dalam I-losfoghseraldehnd.
Sebagian molekul 3-fosfogliseraldehid digunakan di kloroplas untuk membentuk pati
dan sebagian lainnya diangkut keluar dari kloroplas (Salisbury dan Ross, 1992),
3-fostogliseraldehid vang diangkut keluar akan membentuk heksosa fosia ving

selamutnya akan menghasilkan sukrosa.
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Ciambar | fiksasi CO; pada daur Calvin yang terjadi dalam kloroplas lanaman (7
(Ciardner, 1991
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Beberapa cnzim yang dianggap berperan terhadap akumulasi sukrosa pada
lanaman antara lain Sucrove Phosphote Svarhase (SPS), Sucrose Synthase (55%) dan
favertuse. SPS merupakan cnzim vang berperan mengkatalisis sukrosa-6-phosphal
dalam sintesis sukrosa. seperti tampak pada reaksi berikut
UDP-glucose + fructose-o-phosphate "= sucrosc-6-phosphate — UDP,
sebaliknya 55 dan fwvertase lebih menparah pada depradasi sukrosa sepenti pada
reaksi benkut (Buchanan e wl., 2000
Sucrose | UDP  <— %  UDP-glucose | fructose
Sucrose + [0} frvertae. glucosc — fructoss

Simtesis  sukrosa  diawali oleh sintesis dua molekul  fructose-6-phosphate
{fru-f-p) dan dua fructose-2 6P oleh enzam Fructose-1, 6-Ryphosphare. Selanjutnya
sebagan besar fru-6-p mengalami konversi menjadi glucose-6-phosphate oleh cnzim
Aerose-f- [somerase dan akhimya membentuk undine  diphosphoglucose (UDP
glucose), Fru-6-p dan UDP glucose sclanjutnva disintesis oleh enam SPS men;jacl
sucrose-G-phosphate, Sucrose-f-phosphate kemudian dikonversikan menjadi sukross
vang dikatahisis oleh enzim Sucrose Phosphare Phospharase (SPP). Sukaosa Juga
dapat disintesis secara langsung oleh enzim S5, tapi enam tersebut lebih condong
pada katabolisme daripada sintesis sukrosa dan lebibh  aknf pada jaringan
pemyimpanan danpada janingan fotosintetik { Anderson dan Beardall, 1991 ).

SP5 merupakan enam kunci dalam pembentukan sukrosa pada s¢l tanaman
(Brumeau ef af, 1991). Pada tanaman tebu aktivitas enzim SPS menentukan akumulas
sukrosa di daun dan berkorelasi dengan tingkal periumbuhan dan produksi pulanya
sugtharto of af, 1997,

1.2 Pemuliaan Tanaman melaloi Rekavasa Genetik

Pemuliaan tanaman merupakan kegiatan mengelola dan merakit keragaman
genetik untuk mendapatkan kombenas: sifat yang diinginkan  guna  memenuhi
kebutuhan manusia, telah memberikan sumbangan vang besar dalam pemingkatan

produksi pertanian | Aswidinnoor, 199%) Pemuliaan lanaman secars konvensional
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difakukan dengin persilangan kedua galur sehingga dihasilkan hibricla dengan
sysunan zenetiyx dort kedua mduknyo Permuliaan fanaman secam korvensional ini
terbatas pada spesica-spesies yeng berkerabal dekat dan yang dapat dihibridisasi satu
sama Ininnya (Wadson of af, 1988), Sebuliknya pemulisan tanaman melalui teknologs
rekavasa genetik dapat dilakukan denpan menyisipkan gen-gen tertenin atau melalu
mutasi sehingga lanaman mempunyai berbagai karakeeristik vang dimginkan, SEpert
kemampuan meningkatkan fowosintesis (Pai, 1987). Teknologi ini dipandang sebapai
toknologi mase depan dalam mengatasi berbagai masalab dalam bidang pangan,
kesehatan, pertanisn. prelernakan, perikanan dan fain-lain. Pemanlaatan teknolog ini
dalam  bidang pertanian adalah untuk meningkathan jumlah dan kualitas pancn
{Tohy, 2001},

Menuree Music (20023 pemuliaan  tansman melalwi rekayosa  genenk
didnsarkan pada mampulast gen-pen yvang relevan dan tersedionyn veklor untuk
transtormasi ke dalan sel lanaman. Transformaesi gen yang mengkode enzim-enzim
tertenty pada sunti tinamun dapst memodifiknst dan memperbatks sifat-silu terlentuy
pacda tanaman terscbut, Berkembangnya tekmik transformast gen peda tanaman
memungkinkan perluasan sumber keragaman penetik yang dapat dimanfaatkan oleh
pemulia tanaman, baik dari 1anaman maupun dari orgapisme lain vang sebelumnva
belum mungkin untug dimanfastkan

Menurut Muladnoe (20023, pada dasamya yen apa saja dapat dipindahkan dari
tanaman saty ke twnaman lainnva, namun yang menjadi peftimbangan utama dalam
memilih gen vang akar ditransformasikan basanva berdasarkan milai ekonomis dan
peranan gen tersehit pada tanaman. Tanaman vang dihasiikan dari tanstormas) gen
asinge disebut tanaman ranseenik,

Transformasi pen vange mengendalikan karakler-karakier yang mompunyil
nilai ckonomis telah banvak dilakukan, sgjalan dengan tersedianya gen-gen tersebut,
misaloyy gen-gen untuk karakter agronomi penting seperti ketahanan terhadap
penvakit, serangpa,  dan  ketahanan  terhodap cekaman  kendis  lingkungan

{Aswidinnoor, 1993 Begilu jupa dengan transformast pen 8PS vang berhubungen
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dengan biosintesis sukrosa dan dapat meningkatkan akumuiasi sukrosa telah herhasil
dilakukan pada beberapa anaman, diantaranya gen SPS jugung pada tanaman Lomat

{Worrel ef o, 1991 Laporte ef al, 1997,

2.3 Ekspresi Gen pada Tanaman ‘I'ransgenik

Ekspresi pen merupakan suatu proses penetjemahan gen mecnjadi protein atau
erizim Fhspresi gen asing oleh tanaman yang ditransformasi dapat dintlal melalu
penentuan banyuhoya produk atau akrivitas produk pen terschut (Nasr, 20023
Beberapa metode vanp pemah dikembangkan untuk menghkap chaprese gen pada
tingkat transkripst dan translasi adalah dengan cara melacak produk transkrips
(mRMNA) atau produk translasi (protein.

Menurut Sabshury dan Ross (19927, penentuan ckspresi pen pada tingkat
RMA dapat dilakukan melalui neothern Slotting dengan mengisolasi RN A-total dar
jaringan tumbuhan dan dipisabkan dengzn elektroforesis. Hasil elektroforesis mi
kemudian  dihibridisass  dengan probe  unwk  mengenali jems  mBENA
komplementernva Selain dapat mengetahui jumlah molckul mRNA lertentu, metode
ini juga dapat digunakan untuk menentukan ukuran molekuloya, Besamya chspresi
gen pada Ungkat protein dapal dilakukan melalui western Aoty dengan
mengpunakan antibodi terlentu setelah dilakokan pemindaban dar gel elektroforess
ke membran mitroscilulose, Sedangkan pelacakan gen (DNA) dapat dilakukan dengan
teknik senthent Slottenr, vaitu dengan memindabkan molekul DA dan gel ke
membran untuk memungkinkan terjadinya hibridisas) antara DNA probe sebagai
pelacak dan DMNA genom yang akan dilacak posisi gennya (Muladne, 2002).

SPS sebagas enzim  biosintesis sukrosa pada tanaman  telah bherhasil
diekspresikan pada tanaman transgenik dengan meningkatmva akuvitas SPS dan
akumulas) sukrosa Keberbasilan vang telah dicapai antara lain 5PS jagung pada
tnaman tomat transgenik dapat memngkaikan akinvdas 5305 pada daun. akar dam
buah selinppa terjadi peningkatan kandungan puly pada buah tenat (Laporte of of,|

19971 Hasil penelitian sebelumnya oleh Warrel ef @l (1991 Juga telah dilaporkan
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terjadi  pemingkatan aktivitas SIS dan akumulasi sukrosa pacda anaman lomat
transgenik yang menzandung gen SPS jagung. Gen 3PS jagung juea telah berhasil
diekspresikan pada tanaman Arahidopses thaligne dengan meninghkatnya aktivitas
SPS dan rasio kandungan sukrosa‘pati pada daun (Signora o af., 199%) Hasil
penelitian Lunm o of., (2003) terhadap 5P5 jagung vang, dickspresikan pada tanaman
omat transeenik menunjukkan peningkatan akuvitas 5P namun ndak menunukkan

perubahan yang herarli terhadap kandungan sukrosa di daun.

2.4 Hipntesis
Gen SPS tebu vang berhasil diintegrasikan pada kromosom tembakau dapat

diekspresikan oleh tembakau transgenik dan dapat meningkatkan kandungan sukrosa

dlann.


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

L. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Walktu Penelitian
Perelitian in dilaksanakan di Pusat Penelivian Biologh Maolekuler Universitas

Jember mular bulan Jun 2003 sampai Pebruan 2004

3.2 Bahan dan Alat

Bahan tanam vang digunakan dalam peneldem im adalab plonler lembakau
wild  tvpe dan transpenik hasil banslormast o gen SPS lebu  mengepunakan
Agrobacterivmn. Bzhan vang dusunakan untuk analisa antara lam M- caer, sephadex
3-25, reaction nuxture untuk pengukuran aklivdas ensim SPS, 1], resorsinol dan
bakan pendukung fainova yane berasal «dare Sipma dan F-merck. Alat-alat yang
digunakan adalab spekirololometer, tmbangan analitik, tabung reaksi, mikropipet,

stopwaltch, seninifuoe, mortal-stumper, dan lain-iain.

1.3 Metode Penelitian

Tanaman lembakay transgemk vang merupakan hasil transformasi gen 5PS
tebu mengeunahan Agrobacierium dan tanamar tembakau wild s sebaga kontrol
dramat DNA SPS. kandungan protein SPS, aktivitas enzim S1°%5 sena kandungan
sukrosanva untuk mengetabul ckspresi pen SPS tebu pada wnaman tembakay

transgenik

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Penyediaan Bahan untuk Analisa

Plander tembakau transgenik dan welsd ovre dibersthkan dart sisa-sisa media
kultur janngan pada air mengalir dan direndam dalam laratan fungisida (dithane
U 1% untek mencegah mbolnya jamur, Mleoder selanpuloya duklimatisast pada
media pasir stenil dan nutnsi Hoagland selama kurang lebib 3 mingey. Femeliharaan

selama akhmatizast dilakukan dengan pemberian larutan nutrisi Hoeagland dan
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0

penvemprolan  dengan agquadest mengpunakan spraver unluk menjapa kondisi
kelembaban tanaman. Penanam dilakukan pada bak-bak tanam dengan media vang
berupa campuran pasir dan lanah dengan perbandingan 101, sedanpkan nutrisinya

berasal dari larutan bara 1Hoeagland.

A.4.2 Analisis PCR

[solasi DMNA genomik dilakukan dengan menppunakan metode S0%. Daun
sehanyak | gr digerus dengan moral-stumper dan N; eair sampai halus, lalu ditambah
bulicr ckstraksi 3 kal berat sampel (3ml} dan 24000, 518 20%. Sctetab divortek dan
diinkubasi pada suhu 63°C selama 10 menit, ditambah 1mb 5M potassim acetate
kemudian disimpan dalam es selama 20 meml dan disentrifuse (12,000 rpm, 10
memit, 4°C7 Supemnatan diambil dan ditambah 2mL isepeopanad, kemudian
dimkubasi selama 30 menit pada suhu -20°C dan disentrifuse {12 000 rpm, 10 menit,
4°C7) Pellet vang didapal ditambah ‘TE bufTer dan RNAase lalu diinkubasi pada suhu
37°C selpma 30 menit, setetah ite ditambah il PCL dan disentrifuse (12,000 rpm,
I menit, 4°C) Supernatan vanp didapat ditambah 0.8 kali volume cviyrroanod dan
L2 kalt volume 3M Na-geerafe, Campuran tn:tjsei'rut dinkubast pada suha -204C
selama | jam [alu disentrifuse (12.000 rpm, 10 menit, 4°C), pellctnyva ditambah ImL
cthaned Tl dan disentriluse lag Pellet dikeringkan kemudian ditambah J0ul. TE
dan DA siap dhizmakan sebapai DNA femypalute dalam analisis PCR,

Dalam PCR dipunakan primer vang dirancang berdasarkan sekuen promoter
CaMV sebagal forword primer dan sckuen gen SPS schagai reverse Prisernya.
Selama proses PCR tengadi proses  denaturasi (90702 ety annealmpe [(55°C,
1 memt) dan pohmerasi (70°C, 2 menit). Produk PCR kemuodian dielekeroforesis pada

ol aparose.
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3.4.3 Ekstraksi Enzim

Daun schanvak 2 er diperus menggunakan manal-stumper dingin dengan M-
cair, setelah halus ditambah lantan buffer ekstraksi dengan volume 3 kali berat
sampel (bmL). Komposisi buffer ekstraksi terdin dari S0mM Mops-NaOtl (pH 7.5,
LOmM MpCl, ImM FDTA. 5mM LXTT, 2% PEG 20000, 0.5mM PMSE dan 10
Pyp

Ekstraktan disentrifuse denpan kecepatan 10,000 mun selama 10 menit pada
suhu 4°C, Superisaian vang dibasilkan sehagan disanng denpan kolom kromatografi
Sephadex G-25 vany telah dicquihbrasi dengan buffer yang menpgandung S0mM
Mops-WNaOll (pli 751 10mnM Mg'l:, [mM "EDT.-M dan Smbd DT Larutan enzim
yang sudah disaring siap untuk pengukuran aktivitas engzim, sedangkan sisanya

(Defum disaring) disunakan sebugal sampel protein untuk analisis western dlo

344 Pengulivran Aktivitas Fnzim SPS

Aktivilas ensm SPS diukur menurt metode vang disebulkan Kohler e ol
(1988}, Larutan pongup (Reaction mixere) sebanvak 70 ul. vang terdin dar 40,
fimM Mons-NaQH dan 26mM MeCly dengan pH 744, 100, 0.M fructoss-.
phiosphate, 100, 0|7 vlucose-6-phosphate.  dan Wpd. 0 IM  UDP-glucose
ditambalikan dengan 1062l sampel enzim. Campuran terschut diinkubasi selama o,
I, dan 20 menh pada suhu 30°C. Reaksi dibienttkan dengan menambahkan F0 L
SN MaOH dan dipanaskan selama [0 menit pada suhu 100°C. Setelah dingin
ditambah dengan 2501, reagen| resorsinol (resorsingl O, 1% dalant ¢lhanal 5%} dan
P50l HCL 30%%, kemudian dipanaskan pada sol 80°C selama 8 menit Penentuan
aktivitas enzim dilakukan dengan membandingkan  hasil penpukuran shsorbansi
sampel enzim pada panjang gelombung 520am dengan absorbuns vang diperolch

dari standart sukrosy | .,
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3.4.5 Penentusn Kandungan Total Protein Terlarut

Eoandum

T
(=

an protein divkur menggunakan metde Bradford (Deutcher, 1990)
vaitu dengan memasubkan Sp0 dan 1040 sampel dalam larutan Bradiord. kemudian
absorbansinya diukur pada panjang gelombang S93nm. Bovine Serunt Afhumn (BSA)
gzl digunakan sebapai standart protein dengan konsentrasi 0, 2.5, 5, 7.5, 14, 15
dan 28,

3.4.6 Penentuan Kandungan Sukrosa

Daun schanyak 2 prodigerus pada mortal-stumper sampai halus dan
ditambahkan Sml. ctfunel 80% (80°C) lalu diinkubasi pada suhu $0°C selama 10
memit kemudion disentrifuse  Supematan vang dihasilkan ditampung. sedangkan
pelletnya ditambah cffened lagl. dimkubasi pada sule 80°C dan supcrnatannys
ditampung, begitu seterusnva hingga pellet berwarna heputib-putiban Aupernatan
yang telah diammmg dicvaporasi menggunakan rotany cvaporalor sumpai apak
kenng, kemodian dilargtkan dengan SmbL air dan disentrifuse supernglan yang
dihasilkan merupakan sampel yang digunakan untuk pengukuran kandungan sukrosa,

Kandungan  sukrosa  divkur dengan mengeunakan SOl sampel  vang
ditambal Togl 05N NaH, Campuran dididihkan pada suhe 100°C selama 10
menit. Setelah dingin ditambahkan 250l. reagent resorsingl dan 7500 HCH 30%,
kemudian dimkubasi pada suhu 80°C selama 8 menit. Absorbansi diukur pada

panjang gelombang 320 nm dan standart sukrosa Vi’ el sehagai pembanding,

3.4.7 Penentuan Kandungan Protein SPS (Analisis Western Blor)

Kandungan protein SPS diamati melalui analisis wesiern Blor. Sampel protein
(3Upd dicampur dengan buffer sampel dan dipanaskan selama 3 menit pada suhu
W0°C, Protern kemodian  dipisahkan  menpponakan sodivm dedoksil  sulfat
polvacrvlamide pel elecirophoresis (SDS-FAGH ) Protein vang lerpisah ditransler ke

memmbran miresellulose dengan mengounakan listrik 250mA selama 7 1am, kemudian
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membran dibilas dengan tris-buffered saline (TBS) dan skin miik 0,5% selama 30
memt dan dilanjuikan dengan inkubasi dengan antibod | (5P5). Setelab imkubasi,
membran dibilas dengan TBS lalu diinkubasi lazi menggunakan antibod 11 {goat anti-
rabbit 1z(i  horserndish  peroksidase  conjueated)  kemuodian dibilas TRS  dan
dilamjutkan dengan pewarnaan menggunakan bromo-kloro-indol-fosfat (BCIP) dan

nitroblue tetrazolium (NBT).
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V. KESIMIMULAN

Iferdasurkan hasil penelitian vang dilakukan dapat disimpulhan bahwa gen
SPS febu wang  divansiormasikan pada  tembakau  dengan menppunakan
Agroactermon dapat dickspresikan terutama pada Galur 3, 13 dan |7, Ekspresi gen
8PS tebu pada lembakau transgenik Galur 13 dapat meningkathan aktivitas énzim

sPS dan kandungan sukross masing-masing sebesar 65, 76% dan 74 69%,

21
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f-2
|

Lampiran |. Komposisi larutan hara Hoagland dad Arnold

Komposisi larutan stok Hoagland dan Arnold

Larutan [ 2 Sk ar KNCh dan 355 pr CalO; )41 10 dalam 11
Larutan [[ 373 ur KO dalam 200ml.
Larutan 11l 271 gor CaCl. 2HA0 dalam 1090ml

Larulanm [V @ 24.7 2r MpSOy THaO dalam 100ml.
Laruan WV 1300 gr Nall; POy 2HL0, 12 mg EDYTA, 7 mg MnS0y 6H.O dan 10 gr
Moz O TOH O dalam 100ml.

Limuk membuat larutan hara |oagland 2 liter (sclengah strength), larutan stok Vang
diperfukan adalah:

Larutan | o T

Larutan [1 : Tl

Larutan [T (U Sml.

Lamtan IV : 2mi.

Larutan V > 2L

Setelah masing-masing larutan stok ditambahkan, pH diatur menjadi 6.5 densan
menambahkan NaOH.
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Lampiran 2. Data sktivitas enzim SPS iembakag transgenik dan wild fype
Axtivitas spesifik :
(g sukrasaimenit)  {poful) (g sukrosafmenitimg TPT)  aktivitas spesifik

WwWild fvpa
galur 2
galur 3
galur 7
dalar &
galur 13

gaiur 17

Aklivites relatif

SETT
4,245
4471
3,884
4 ERG
4 844
4 B4Z2

TPT

1,76
1,34
1.3r
127
1,35
1,04
156

ZA38 B9
167,99
32635
S058 27
A374.07
470577
3363.77

% perinokatan

11,64
14,56
7.73
18,85
65,78
18 49

2
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Lampiran 4. Skema kerja Isolasi DNA

Sampel digerus dengan N cair 1+ Buffer ekstraks] - 5035 20%

lx-m'tc!f.

[nkuhass (6541 0 menic}

¥

M Potasium aselul
inkubasi di es (20 menit)
¥
sentrifuse (12000 cpm, 10 menn, 490

s Sma

pellet supernalan — Isopropanol

"

mnkubas: («20%C, 30 mami)

sentrifuse {12000 rpm, HEmeml, 4$°C)

R -
i —

— ——

peliet | TH bufler + RMNAsc AU LN

mkubasi {370, 30 mem )

.

B

sendrifiese (12000 rpm, 10 menit. 4°0)
‘--_,—-_---_--'_‘-‘_\-\-\-\-\-\-\-\_\_‘-‘-i

pelier SLLpernaan
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supernatan b osopropanol + Ma asctat
!
T
tnnkubas -20°C, 1 jam)

¥

sentifuse ( 12000rpm, [0 menit, 490
pellet + Ethanol 704 suUpCmalan

v

sentrifuse (2000 pm, 10 ment, 4790

//\‘EH"'L
pellet supernatan

v

kennpkan denean vakum

.

'IE'IE
¥

sampel [INA
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Lampiran 5. Shema kerfa chstrakss cozim
Sampel diperus dengan Na cair 1 bufter chstrakst

v

sentrifuse § 1000 rpm. 1O menit, 440

4--'--'_'--'_ f\‘“

pellat SUPCTRALLD
L
sampel protein disaring dengen scphadex G-25
untuk analisis western blot - Jr

sarmpel enarm

untuk penpukuran aklvelas enzim 5P dan TR

30
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Lampiran 6. Skema kerja pengukuran aktivitas enzim SPS dan TPT
Pengukuran aktivitas enzim SP'S
LG gl sampel ename + T gl reaction mislore
! vortck

v

inkubast 30°C (0 menit, 10 menit, 20 menit)

v

+ 0wl 05N NaOH

l viriek

imkubast 100°C [ 10 menit)
selelah dingin, + 250 gL reapent resorsinol dan 730 &0 1T 30%,
| vorick

¥
ik ubas B0 (8 menit)

v

hastl —®  diukur pada panjang gelombang 320 nm.

Pengubiuran TPT {Total Protein Terlarut)
Sul, sampel ensim + 15 wLH:O = | mL Bradford

v

x-‘nlml:.

diukur pada panjang zelombang 5935 nm

dengan standar BSA 1/ i
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Lampiran 7. Sikema kerja pengukuran kandungan sukrosa
Sampel digeros
¥
= lhangl 80% (80N

o

visrik
v

irthantsasi B0 0 menil)

v

F

SUpPErTalan pellat
(ditampung )

v

EVHpOris

v

pelict

# cncerkan dengan 3 mbL aquadest

seniriluse

vl

pellet suprernatan p sampel sukrosa

i
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i
laa

Sampel sukrosa © 70 2105 N Na(}H
S04l 100al

inkubas 100G *C (10 menit)

|
!
¥

setelah dingin, + 250 gl reagent resorsinol dan 750 gL HCL 30%

¥

vtk ulyasi BUC (8 menit )

l

bast] ——— divkur pada panjang relombang 520 nm
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Lampiran 8, Skema kerja analisis western flo

Sampel proteimn + buoffer ekstraks

dipanaskan { [00°C, 3 menil)
|

| flash

v

clektiraforesis (20 mA + 100 valr)

membran mitrosellulose

western blot {250 mA + 2 jam)

’

T3S (3 x 3 menit)

¥
skim milk ©,5%% dalam TS (30 menst

¥
mkubasi dengan antibod; [

¥
TES (3 « [0 memty

. ¥ : ;
nkubas dengan antiboddi (1

¥
THS (3 x5 memt)

¥
pewarnaan dengan BOCIP dan NBT

a4
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