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Peran Sucrose Phosphate Synthase (SPS) dan Sucrose Transporter (SUT) dalam
Akumulasi Sukrosa pada Tomat (Lycopersicon esculentum) Transgenik
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aman kontrol (wild type).

q

transgenik
S NDAHULUAN

Produk akhir asimilasi karbon pada
fotosintesis adalah sukrosa dan pati
Sim ef al., 2000 ). Hasil fotoasimilat yang
wrupa sukrosa selanjutnya ditranslokasikan
& seluruh bagian tanaman untuk
eriembangan tanaman (Huber dan Huber,
996). Biosintesis sukrosa di dalam sel
f aman dipengaruhi oleh beberapa enzim,
gemasuk enzim SPS (Sucrose Phosphat
Wmihase). Enzim SPS berfungsi untuk
penckatalis  fruktosa-6-phosphate  dan
"DP-Glucosa menjadi sucrosa-6-phosphat
Beuneau ef al, 1991).

B Hoasil beberapa penelitian
sembuktikan bahwa SPS  merupakan
Sam utama yang menentukan kemampuan
waman dalam biosintesis sukrosa tanaman
Muber and Huber, 1996; Sugiharto et. al.,
997). Akumulasi sukrosa di daun tebu

Abstrak

Sukrosa merupakan salah satu komponen penting untuk menentukan kualitas dan hasil
=2 tanaman tomat (Lycopersicon esculentum). Kandungan sukrosa ditentukan oleh aktivitas
mmm sucrosa phosphate synthase (SPS). Enzim ini mengkatalisis reaksi pembentukan
wirosa dari fiuktosa-6-fosfar (F6P) dan wridin-5-diphospho glukosa (UDPG). Sukrosa
Ssintesis pada daun kemudian ditranslokasikan ke seluruh organ dan diakumulasikan pada
2h. Proses translokasi sukrosa difasilitasi oleh protein sucrose transporter (SUT). Oleh
arena itu adanya SPS dan SUT sangat berperan terhadap akumulasi sukrosa pada tanaman

" Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui peran SPS dan SUT dalam akumulasi
rosa pada beberapa buah tomat transgenik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa tanaman
wat transgenik hasil overekspresi gen SPS mampu meningkatkan sukrosa daun sebesar
5% dan overekspresi gen SUT meningkatkan sukrosa buah sebesar 124% dibandingkan

\ w2 Kunci: Tomat, sucrose phosphat synthase (SPS), sucrose transporter (SUT), sukrosa,

berkorelasi  positif ~ dengan  tingkat
pertumbuhan dan produktifitas gulanya
(Sugiharto et al., 1997). Peranan penting
SPS dalam sintesis sukrosa ini telah
mendorong para peneliti untuk melakukan
isolasi c¢cDNA yang menyandi SPS
diantaranya pada tanaman jagung, bayam
(Sonewald et al., 1993) dan pada tanaman
tebu (Sugiharto et al., 1997). Bahkan
overekspresi gen SPS dari tanaman jagung
telah berhasil meningkatan kandungan
sukrosa pada daun tanaman tomat (Worrel
et al., 1991; Galtier et al., 1993 ; Laporte er
al., 2001), tembakau (Baxter, 2003 ; Lunn
et al.,2003, Miswar et al., 2005), spinach
dan Arabidopsis thaliana (Signora ef al.,
1998).

Selain ditentukan oleh tingkat
sintesisnya, besarnya sukrosa yang dapat
diakumulasikan pada organ penyimpanan
juga ditentukan oleh proses transportasi
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sukrosa dari daun (source) menuju
batang/buah (sink). Proses transportasi
sukrosa dari source ke sink difasilitasi oleh
protein transport yang dikenal dengan
transporter sukrosa (sucrose transporte
r/SUT). Protein sucrose transporter (SUT)
berfungsi untuk mentranslokasi sukrosa ke
organ penyimpanan. Beberapa peneliti
telah berhasil mengisolasi gen SUT dari
tanaman tembakau (Burkle er al., 1998),
kentang ( Riesmeier ef al., 1993 ; Weise et
al., 2000 ; Krugel et al., 2008), tomat
(Weise et al., 2000). tebu (Sugiharto et al.,
unpublished results, 2008). Para peneliti
menduga bahwa dengan melakukan over
ekspresi gen yang mengkode transporter

sukrosa dapat = meningkatkan laju
~ transportasi sukrosa, sehingga
meningkatkan ~ kemampuannya  untuk

mengakumulasikan sukrosa di sink (Wang,
2003). Over ekspresi gen SUT tomat untuk
meningkatkan translokasi sukrosa ke organ
sink pada tomat telah berhasil dilakukan
oleh Hackel er al., 2006.

Besar kecilnya aktivitas SPS
menentukan kandungan sukrosa daun dan
banyak sedikitnya SUT akan meningkatkan
translokasi sukrosa. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui hubungan antara aktivitas
SPS dan kandungan sukrosa daun dan buah
pada tanaman tomat transgenik.

METODE PENELITIAN
Bahan Tanam

Benih tomat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah klon T-SPS(3) (hasil
insersi gen SoSPS1), klon T-SUT (1) (hasil
insersi gen SoSUT1), klon G1 dan G2 (hasil
insersi gen SoSPS1 dan SoSUTI). Benih
dibibitkan selama 14 minggu dan ditanam
dalam media pot. Pengambilan sampel
dilakukan pada daun tomat umur 6 minggu
(daun pertama sudah membuka sempurna).
Sampel diambil pada siang hari/ saat ada
sinar matahari, antara jam 09.00-11.00,
karena diperkirakan memiliki aktivitas
metabolisme yang optimal. Pengambilan
dilakukan dengan cara memotong dan
menimbang daun sebanyak 2 gram,
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kemudian langsung dimasukkan dak
nitrogen cair sampai dilakukan analisis.

Ekstraksi Enzim :

Sampel daun beku digerus demss
menggunakan  mortar-stumper — ding
dengan bantuan N cair sampai mens
tepung. Sampel ditambah buffer ekstrai
(50 mM Mops-NaOH (pH 7.4), 10 =8
MgCl,, 1 mM EDTA, 5 mM DTT dan &
PVP dan 10% PSMF) sebanyak 2 &=
volume dari berat samel yang digunaks
dan dicampur sampai menjadi homogemns
Homogenat disentrifugasi pada kecepais
12.000 rpm, suhu 4°C selama 10 menit &8
supernatan  diambil.  Untuk  menjas
stabilitas enzim, maka protein dalss
supernatan yang diperoleh dilewatkan pad
kolom kromatografi Sephadex G235, dengas
tujuan menghilangkan senyawa-senyaws
kecil yang diduga dapat menjadi inhibiss
aktivitas enzim. Senyawa-senyawa keed
tersebut akan terperangkap dalam pori-pes
sephadex-G25 dan protein SPS akan loles
dan ditampung dalam mikrotube kemudias
disimpan di freezer -80°C untuk analiss
selanjutnya. i

Penentuan Aktivitas SPS (Sucrosa
Phosphate Synthase) }

Aktivitas enzim SPS ditentukam
berdasarkan jumlah sukrosa yang dibentu&
selama reaksi sesuai dengan metode’
Sugiharto et al., 1995). Sampel yang sudah
dilewatkan kolom kromatografi sephadek
G-25 diukur aktivitas enzimnya. Samped
sebanyak 50ul ditambah 40pl buffer &
50mM MOP-NaOH (pH 7,5), 15mMe
MgCl, dan H,0), 10ul 70 mM F-6-P dam
10ul 70mM UDP-G sebagai substrat ,
10ul 70mM  G-6-P  sebagai aktivates
Reaksi dilakukan pada suhu 30°C selams
0,10 dan 20 menit. Reaksi dihentikas
dengan menambahkan 70pul NaOH 0.5N.
kemudian divorteks dan dipanaskan dalam
air pada suhu 100°C selama 10 menit
Setelah  dingin ditambahkan 250 ul
resorsinol 0,1 % dalam 95% alkohol dan
750 pl HCI 30% dan diinkubasi pada suhu
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80°C selama 8 menit. Besarnya sukrosa
ditunjukkan dengan intensitas warna merah
yang terbentuk dan nilai absorban diukur
dengan menggunakan spektrofotometer
pada panjang gelombang 520 nm.

Penentuan Kandungan Sukrosa daun
dan buah

Ekstraksi  dilakukan  dengan
menggerus 2 gram daun tomat dalam
methanol 80% sebanyak 5 ml kemudian
diinkubasi pada suhu 60°C selama 10
menit. Pemisahan bahan terlarut dan tidak
terlarut dilakukan dengan sentrifugasi pada
kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit dan
supernatan  yang  diperoleh  ditampung
dalam botol falcon. Perlakuan ini diulang
sampai pelet yang tersisa berwarna putih.
Supernatan yang diperoleh dievaporasi pada
suhu  60°C dengan rotary evaporator
sampai  metanol  klorofom menguap
sehingga yang tersisa adalah larutan
berpelarut air.

Pengujian sukrosa dilakukan dengan
metode Seliwanoff dalam Bintang (2010)
dengan  sedikit  modifikasi. Sampel
sebanyak 50 upl ditambah 0,5 N NaOH
sebanyak 70 pl pada sampel dan
dipanaskan dalam air mendidih selama 10
menit, setelah dingin diwarnai dengan 0,1
% resorsinol dalam 95% alkohol sebanyak
250 ul  dan 30% HCl sebanyak 750 ul.
Untuk selanjutnya diinkubasi pada suhu
80°C selama 8 menit. Warna yang terbentuk
diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang
520 nm. Untuk mendapatkan konsentrasi
sukrosa, maka nilai absorban tersebut
dihitung  kandungan  sukrosanya dan
dibandingkan  dengan kurva  standart
sukrosa yang telah dibuat.

: Penentuan kandungan gula sukrosa
buah dilakukan pada buah tomat yang
sudah masak (100% buah berwarna merah).
Ekstraksi ~ buah  dilakukan dengan
menggerus 3 gram daging buah tomat,
kemudian disentrifuugasi dengan kecepatan
5.000 rpm selama 10 menit untuk
memisahkan bahan terlarut dan tidak
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terlarut.  Supernatan yang  diperoleh
ditampung  untuk  diukur  kandungan
sukrosanya dengan menggunakan metode
Seliwanoff seperti di atas.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Aktivitas  SPS  (Sucrose  phosphate
synthase)

Analisis aktivitas SPS dilakukan
untuk mengetahui apakah overekspresi gen
SPS dapat meningkatkan aktivitas SPS pada
tanaman tomat transgenik. Hasil
pengamatan menunjukkan bahwa aktivitas
SPS pada tanaman tomat transgenik
menunjukkan peningkatan dibandingkan
dengan tanaman kontrol (Wild
Type)(Gambar 1).

Berdasarkan hasil uji  aktivitas
enzim SPS, klon T-SPS(3) mempunyai
kenaikan aktivitas SPS paling tinggi yaitu
sebesar 156% dari tanaman kontrol
(Gambar 1a). Pada tanaman transgenik G1,
G2 dan T-SUT(1) juga menunjukkan
menunjukkan aktivitas SPS mencapai 157%
146% dan 110% dibandingkan tanaman
kontrol.

200 -

(perseratus)

Kenaikan Aktivitas SPS
terhadap Kontrol

Klon Tomat

Gambar 1. Kenaikan Aktivitas SPS
tanaman
tomat transgenik terhadap kontrol (%)

Akumulasi sukrosa pada daun dan buah
Secara umum akumulasi sukrosa di
daun pada semua tanaman tomat transgenik,
mengalami  peningkatan  dibandingkan
tanaman kontrol (Gambar 2a). Peningkatan
kandungan sukrosa daun tertinggi terjadi
pada tanaman transgenik klon G1, G2 dan
S-SPS(3) yaitu mengalami peningkatan
115%, 117% dan 116%  dibandingkan
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tanaman  kontrol. Pengamatan pada
peningkatan kandungan sukrosa daun
ternyata  diikuti oleh  peningkatan
kandungan sukrosa buah. Peningkatan
kandungan sukrosa buah tertinggi terjadi
pada semua tanaman PRG yaitu klon
G1,G2, S-SUT(1) yaitu 149%, 165% dan
124% dibandingkan tanaman kontrol
(Gambar 2b).

15 iy 116

Kenaikan Kandungan
Sukrosa daun (%)

A
yily 165
Ed ‘YT ATI2E
ge\/
gﬁ
§ 3 100 -
~ 4]
Cc v
T O
x g
©
= B
X ey .
et g
i1 A
B Klon Tomat

Gambar 2. Persentase kenaikan Kandungan
sukrosa daun (a) dan sukrosa buah (b) pada
tanaman tomat transgenik

Hubungan  Aktivitas SPS  dengan
Kandungan Sukrosa Daun dan Buah
Tomat Transgenik

Enzim SPS sebagai pengatur sintesa
sukrosa di daun akan menentukan seberapa
besar kandungan sukrosa di daun. Untuk
mengetahui seberapa besar SPS
mempengaruhi terakumulasinya sukrosa di
daun maka dikorelasikan antara aktivitas
SPS  dengan kandungan sukrosanya.
Peningkatan aktivitas SPS diikuti oleh
meningkatnya kandungan sukrosa di daun
(berkorelasi positif) dengan nilai r adalah
0.934 yang berarti bahwa hubungan antara
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peningkatan aktivitas SPS dan peningkatan
kandungan sukrosa daun mencapai 93,4%
(Gambar 3a).

Hubungan Aktivitas SPS dan sukrosa
daun
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Gambar 3. Hubungan aktivitas SPS dan
kandungan sukrosa daun (a) dan buah (b)
pada tanaman tomat transgenik

Besarnya kandungan SPS juga
mempengaruhi terakumulasinya sukrosa di
buah, sehingga perlu dikorelasikan antara
aktivitas SPS dengan kandungan sukrosa
buah. Hasil pengamatan menunjukkan
bahwa aktivitas SPS juga diikuti oleh
meningkatnya kandungan sukrosa di buah
dengan nilai r adalah 0.813 yang berarti
bahwa hubungan antara peningkatan
aktivitas SPS dan peningkatan kandungan
sukrosa buah mencapai 81.3% (Gambar
3b).

PEMBAHASAN

Berdasarkan  hasil  pengukuran
aktivitas SPS didapat bahwa pada semua
tomat transgenik mempunyai aktivitas SPS
lebih tinggi dibandingkan tanaman kontrol.
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Terjadinya kenaikan aktivitas SPS pada
tomat  transgenik  disebabkan  oleh
meningkatnya ekspresi SPS. Hasil ekspresi
SPS tertinggi terjadi pada klon 3 yaitu

~ meningkat  204%  atau 2,04  Kkali

dibandingkan tanaman kontrol. Hasil ini
hampir sama dengan yang dilakukan
Laporte et al,(1997) yang mengekspresikan
gen SPS jagung pada tanaman tomat,
dimana aktivitas SPS meningkat 2-3
kalinya.

Tingginya aktivitas SPS daun tomat
transgenik klon T-SPS(3) (204%) ternyata
menghasilkan  kandungan sukrosa daun
yang tinggi pula (173%) demikian juga
pada kandungan sukrosa buah, (237%).
Pengamatan pada tomat transgenik klon G1
dan G2 menunjukkan bahwa aktivitas SPS

- yang rendah (110%) mengakibatkan

kandungan sukrosa daun rendah juga
(101%), namun kandungan sukrosa buah
meningkat yaitu 124%. Pengamatan pada
tomat transgenik hasil transformasi ganda
SoSPS1-SoSUT] menunjukkan  bahwa
aktivitas SPS daun pada tanaman G1 dan
G2 sebesar 157% dan 146% mengakibatkan
kandungan sukrosa daun meningkat yaitu
115% dan 117% serta meningkatkan
kandungan sukrosa buah sebesar 148% dan
165%. Translokasi sukrosa dari daun ke
buah sebagai organ penyimpanan akan
menyebabkan akumulasi  sukrosa pada
organ  penyimpanan  tersebut.  Hasil
penelitian  Miron and Schaffer ¢1991),
menyatakan bahwa peningkatan aktivitas
SPS  dapat meningkatkan kandungan
sukrosa pada jenis buah-buahan seperti
melon dan tomat.

Enzim SPS sebagai pengatur sintesa
sukrosa di daun akan menentukan seberapa
besar kandungan sukrosa di daun. Untuk
mengetahui seberapa besar SPS
mempengaruhi terakumulasinya sukrosa di
daun maka dikorelasikan antara aktivitas
SPS  dengan  kandungan sukrosanya.
Peningkatan aktivitas SPS diikuti oleh
meningkatnya kandungan sukrosa di daun,
berarti peningkatan aktivitas SPS akan
diikuti  dengan peningkatan kandungan
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sukrosa daun. Michaud, (1995),
menyatakan bahwa sukrosa yang disintesis
di daun belum tentu diakumulasikan, tetapi
setelah sukrosa disintesis, maka secepatnya
akan ditranslokasikan ke organ lain.

Hal yang sama terjadi hubungan
yang erat antara aktivitas SPS dan
kandungan sukrosa buah, hubungan antara
peningkatan  aktivitas = SPS dengan
peningkatan kandungan sukrosa di buah
mencapai 81%. Hal ini berarti peningkatan
aktivitas  SPS mampu  meningkatkan
kandungan sukrosa buah akan tetapi tidak
semua sukrosa diakumulasikan karena
sukrosa merupakan sumber energi untuk
pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan,
Jadi selain disimpan sukrosa juga dirombak
menjadi  glukosa untuk sumber energi.
Adanya enzim pendegradasi sukrosa yang
aktif pada organ penyimpanan  yaitu
Sucrose  Synthase (SS), mengakibatkan
sukrosa terdegradasi menjasi glukosa dan
fruktosa.

KESIMPULAN

Hasil  penelitian menunjukkan
bahwa tanaman tomat transgenik hasil
overekspresi gen SPS mampu
meningkatkan sukrosa daun sebesar 116%
dan overekspresi gen SUT meningkatkan
sukrosa buah sebesar 124% dibandingkan
tanaman kontrol (wild type).
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