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KATA PENGANTAR

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

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

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

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

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

Netty Ermawaty, SP., M.Se, Ph.D
Tri Handoyo, SP., Ph.D.
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Efektifitas Transformasi Gen SoSPS! (Sucrose Phosphate Synthase) Menggunakan
Agen Seleksi Kanamyc¢in Dan Phosphinathricin Pada Tanaman
Tebu (Saccharum officinarun L.)

Aji Baskoro', Yunianzi Tiara*, Didik Pudji Restanto', Tri Handovo'",
Netty Ermawati, dan Rambang Sugiharto™

I Fakuleas Pertanian-Universitas Jember

% Jurusan Biologi, FMIPA-Universitas Jember

% Laboratorium BIOSAIN Politeknik Negeri Jember
Corresponding author: bbsghrt@yahoo.com

2)

Abstrak

Trunsformast gen merupakan salah samu whknik dalam bidang rekavasa genetika yang
digunakun untuk memasukkan gen asing kedalam genom tanaman. Keberhasilan dari proses
ini ditenlukan oleh beberapa hal, salah satunya olch gen penyeleksi {selectable marker) yang
berfungsi untuk menyeleksi organ, jaringan, atau sel transforman. Untuk melihat efektititas
translormusi pada tanaman tebu, ¢DNA SoSPS1 dikonstruk pada plasmid pCl4 vang
memiliki selectable marker npUT sebagai gen ketahanan terhadap ancibiotik kanamyein dan
pPIMAB dengan gen bar sebagai gen Xetahanan terhudap herbisida phosphinothricin, Tujuan
duri pencliien ini adalah untuk mclibac efektifitas dari wansformasi gen SoSPS1 pada
anaman tebu dengun menggunakan antibiotik kanamyein dan herbisida phosphinothricin
sebapai apen seleksi tanaman transforman.,

ransformasi pada anaman tebu menggonaan veklor Agrobacterium tumefaciens strain
GY 3101 yang mengandung konsiruk pCL4-SoSPS| dan pSMAB-SoSPS! menghasilkan
perbedaan efektititas. Tlasil penelitiun menunjukkan bahwy efckifitas transformasi gen
SoSPS1 menggunakan piasmid pCL3-SoSPS1 sebesar 12% dan pSMAB-SoSPS1 scbesar
2%. Hasil tersebut membuktikan babwa transiormasi gen SoSPS| menggunakan konstruk
plasmid pCL4-SoSPS1 dengan agen seleksi antibialik kanamicyn lebih cfektif dibandingkan
dengan dengan plasmid pSMAB-SoSPS 1 vang menggunakan herbisida phosphinothricin,

Keywordst Transformasi gen, Sefectable marker, Gen SoSPS, nptil, bar

PENGANTAR

Transformasi  genctik  merupakan SPS adalah gen pengkode sintesa enzim
suatu feknik yang saat ini digunakan untuk SPS  vang mengkatalisis reaksi
perbaikan sifal-sifat tanaman dengan cara pembentukan  sukrosa  di  sitosol.

memasukkan gen-gen penyandi sifat-sifat Berdasarkan  penelitian sebelumnya,

unggul. Metode fransformasi gen dalam
perkembangan bioteknolopi dapat
dilakukan dengan mcemanfaatkan peran
Agrobacterivm Jumefuciens, Transformasi
gen pada tanaman dengan menggunakun
A tumefacies melibatkan gene of interest
{gof) sebagai gen yang dikehendaki
keberadaanya pada tanaman target. Gen
SPS  (swerose  phosphate  synthase)
merupakan goi pada penelitian ini, gen

diketabui babiwa cnzim SPS merupakan
enzim kunei dalam  biosinlesis  sukrosa
(Huber and Huber, 1996: Laporte ef «l.
2001).

Gen  SoSPS?  merupaksn gen
pengkade sintesa enzim sucrose phosphate
syathase pada anaman ebu yang  vang
dikonstruk pada plasmid pCL4 dan
pSMAB.  Plasmid pCL4  memiliki
selectable  marker nptll  scbagai gen

105
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ketahanan terhadap antibiotik &aranmyein
(Lin er @l 2003) dan plasmid pSMAB
dengan pgen bar sebagai gen ketahanan
terhadap  herbisida  phosphinohtricin
(Igasaki et «af, 2002). Kedua konstruk
plasmid tersebut memiliki promoter yany
sama untuk mengendalikan cksprest gen
SoSPS] yaitn promoter rice wubiquilin
{(RUBRQ2) vang merupakan promaoter
konstitutif untuk tanaman  monokotil.
Penelitian ini bertujuan untuk  melihat
efektifitas transformasi gen SoS/SS pada
tanaman  (ebu  dengan  menggunakan
anlihiotik  kanamyein  dan  herbisida
phosphinothricin - sehagai - agen  sclcksi
tanaman fransforman.

BAHAN DAN CARA KERJA
Bahan

Penelitian mcnggunakan eksplan
tunas  lateral febu  varietas  BL.
Pengembangan dan  pertwnbuban  lunas
latcral  tebu  dilakukan menggunakan
metode  yang  telah  disebulkan  pada
penelitian  sebelumnya  (Safitei dan
Sugiharte, 2011). Tunas lateral tebu yang
telah berkembang menjadi @anaman in
vitro selanjutnya diisolasi bagian basalnya
untuk digunekan sebagai cksplan dalam
transformasi.

Optimasi Eksplan Pada Media Seleksi

Optimasi  pertumbuban  cksplan
pada media seleksi dilakukan untuk
mengatahui konsentrasi optimal antibiotik
kanamycin dan herbisida phosphinothricin
vang dibutuhkan umtuk menyelcks:
tanaman transforman.  Periode  sclcksi
dilakukan scbanyak 5 periode. selama 21
hari disctiap periodenya.

Konfirmasi  Keberadaan  Konstruk
Plasmid pCL4-SoSPS! dan pSMAB-
SuSPS1 pada Agrobacterium tumefaciens

Konfirmasi ~ konstruk  plasmid
pCLa-SoSPS! dan  pSMAB-SoS/S!
dilakukan untuk mengetahui keberadaan
konstruk plasmid pada igrebacterium
sebelum  digunakan  pada  proscs
transformasi. Konlirmasi diawali dengan
mengisolasi DNA plasmid menggunakan
metade alkaiing Nsis with SDS (Sumbrook
et al, 1989), vang sclanjutnya hasil isolasi
dijadikan scbagai DNA templare pada
analisis PCR (polymerase chain reaction).

Transformasi gen SoSPS

Transformasi gen SoSPST dilakukan
denpan menggunakan vektor
Agrobacterium fumefaciens strain GV 3101
vang mengundung konstruk plasmid pCld-
SoSPST atau pSMAB-SoSPST (Gambar 1).

Gambar 1, Konstruk Plasmid pCL4-S0SPST (A) dan pSMAB-SaSPSI(1)

Koloni tunggal bukieri Arnumefacieny
diambil dari YEP padat lalu dilumbuhkan
puda media YEP cair 2 ml yang
meng'indung anfibiotik nfampzcm 100
mgL™", &anamum 50 mgL™, gentamycin
12,5 mgL untok Lonsnuk p(' [.4-SosPs!
dan rifampicin 100 myl.", spectinomycin
50 mel” untuk konstruk! pSMAB-SoSPST.
A.tumefaciens yang telah tumbuh dimabil

106

dengan menggunakan sentrifugasi 10.000
rpm, subu  4°C sclama 10 menit. Pellet
yang  didapat  dihomogenkan  dan
dimasukkan ke dalam 50 ml media inleksi
(MS cair pll 3,5 + acetosyringone 100
mgl") dan eksplan digojog dalam media
infeksi selama 30 menit dalam kondisi
pelap. Sectclsh proses infeksi, cksplan
disaring pada kertas saring sleril dan
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ketahanan terhadap antibiotik karamyein
(Liu er af.. 2003) dan plasmid pSMAB
dengan pen bar sebapai gen ketahanan
terhadap  herbisida  phosphinoftricin
(lgasaki e «af, 2002). Kedua konstruk
plasmi< tersebut memiliki promoter yany
sama untuk mengendalikan cksprest gen
SoSPS] yaiwn promoter rice wubiquiiin
{(RUBRQ2) vang merupakan promater
konstitutif untuk tanaman  monokotil.
Penelitian ini bertujuan untuk  melihat
efektifitas transformasi gen SoS/°SJ pada
tanaman (ebu dengan menggunakan
anlihiotik  kanamycin  dan  herbisida
phosphinothricin - sehagai - agen  sclcksi
tanaman fransforman.

BAHAN DAN CARA KERJA
Bahan

Penelitian micnggunakan eksplan
tunas  lateral febu  varietas  BL.
Pengembangan dan  pertwmmbuban  lunas
latcral tebu  dilakukan menggunakan
metode vang  telah  disebulkun  pada
pepelitian  sebelumnya  (Safitei dan
Sugiharte, 2011). Tunas lateral tebu yang
telah berkembang menjadi tanaman in
vitro selanjutnya diisolasi bagian basalnya
untuk digunekan sebagai cksplan dalam
transformasi.

Optimasi Eksplan Pada Media Seleksi

s Ny

L & pCL4 J

(T,

Optimasi  pertumbuban  cksplan
pada media seleksi dilakukan untuk
mengatahui konsentrasi optimal antibiotik
kanamycin dan herbisida phosphinothricin
vang dibutuhkan umtuk menyelcks:
tanaman transforman.  Periode  sclcksi
dilakukan scbanyak 5 periode. selama 21
hari disctiap periodenya.

Konfirmasi  Keberadaan  Konxtruk
Plasmid pCL4-SoSPS! dan pSMAB-
SoSPS1 pada Agrobacterium tumefaciens

Konfirmasi  konstruk  plusmid
pCL4-SoSPS!  dan  pSMAB-SoSPS!

dilakukan untuk mengetahui keberadaan
konstruk plasmid pada dgrebacterium
sebelum  digunakan  pada  proscs
rransformasi. Konlirmasi diawali dengan
mengisolasi DNA plasmid menggunakan
metade alkaiing hisis with SDS (Sumbrook
et al, 1989), vang sclanjutnya hasil isolasi
dijadikan scbagat DNA templare pada
analisis PCR (polymerase chain reaction).

Transformasi gen SoSPS

Transformasi gen SoSPST dilakukan
denpan menggunakan vektor
Agrobacterium fumefaciens strain GV 2101
vang mengandung konstruk plasmid pCld-
SoSPST atan pSMAB-SoSPST (Gambar 1).

Gambar 1, Konstruk Plasmid pCLA-SoSPST (A) dan pSMAB-SaSPS!(B3)

Koloni tunggal bukieri Arnumefacieny
diambil dari YEP padat lalu dilumbuhkan
puda media YEP cair 2 ml yang
meng'andtmg antibiotik nfamptcm 100
me,L, kanamw in 50 mgL’ geniamyein
12.5 mgL untuk konstwk pCLA-SuSPSd
dan rifampicin 100 myl”!, spectinomycin
50 mel” untuk konstruk’ pSMAB-SeSPST.
A.tumefaciens yang telah tumbuh dimabil

106

dengan menggunakan sentrifugasi 10.000
pm, subu  4°C sclama 10 menit. Pellct
yang  didapat  dihomogenkan  dun
dimasukkan ke dalam 50 ml media inleksi
(MS cair pll 3,5 + acetosyringone 10
mgl") dan eksplan digojog dalam media
infeksi selama 30 menit dalam kondisi
pelap. Sectclah proses infeksi, cksplan
disaring pada kertas saring sleril dan
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pindahkan ke dalam media kokultivasi (MS
= acetosyringone |00 mgL ™),

Eliminasi A. fwmefacieny dilakukan
dengan  mencuci  eksplan  vang  telah
diinfcksi denpan menggunakan antibiotik
ceforcocime 500 mgL™'. Seleksi dilakukan
dengan menumbuhkan cksplan pada media
Murashige Skoog (MS) yang mengandung
antibiotik  kanamycin  atan  herhisida
phosphinolitiicin.

Eksplan yang mampu tumbuh dan
berkembang  puda  media  scleksi
diaklimatisasi pada media tanah dalam
rumah kaca, setelah berumue 1 hulan
dilakukan analisa tanaman transforman.

Analisa Tanaman T'ransforman

Analisa  (anaman transforman
diawali dengan melukukan isolasi DNA
genonl yang nantinya dijadikan sebagas
template pada analisa PCR. lselasi DNA
genom  dilakukan dengan menggunakan
promeis kil DNA extraction,

Analisis PCR dilakukan
menggunakan pasangan primer gen sptlf
atau gen bar dengan sekuens primer siptf/
(forward) 53°- TGA ATG AAC TGC AGG
ACG AG-3" dan mprld (reverse) 5°-AGC
CAA CGT ATG TCC TGAT-3" atau
primer baer (forward) 5’-ATC GIC AAC
CAC TAC ATC GAG AC-}’ dan bar
{reverse) §'-CCA GCT GCC AGA AAC
CCA CGT C-37,

Seninar Nasional dan Kungres Indonesian Protein Society
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HASIL

Regenerasi Tunas  Laterul  Tebu
Menjadi Tanaman Tebu in vitro

Gambar 3. Tahapan regenerasi tunas
latcral tebu hingga menjadi
tanaman tebu in vitro,

Tunas lateral tebu  yuanyg lelah
diisolasi dari tanaman tebu ditanam pada
media MS dengan penambahan  hormon
1.5 mgl™ BAP serta 0.1 mplL”! A3
sesupi mctode  Safittn dan Sugiharto
(20113, bhal  im1 forbukti  dapat
meningkalkan mulliplikasi tanaman tchu
sehingga dapal mempercepal perlumbuhan
dan menghasilkan anakan lebih hanyuk.

Optimasi Eksplan 'ada Media Scleksi

Hasil optimasi cksplan pada mcdia
seleks) menumjukkan scnsitivitas tanaman
lebu in vitro lerhadap antibiotik kananpcin
dan herbisida phosplinotrieyn ditunjukkan
pada rabel 1. Antibiotik kenomycin pada
konsentrasi 50 mgL” telah mampu
mematikan sel tamaman tehu in vitre poda
periode sclcksi ke-5. Sedangkan herbisida
phosphinotricyn  telah  dapat mematikan
stluruh sel tanaman tcbu pada periode
seleksi ke-3,
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Tabel . Optimasi Eksplan Pada Media Seleksi

Agen |Konsentrasi | Y ’ .

seliksi (mgL™) 'eksplan BL |84 | 8 | 8% 83

20 | 50 |42 [33 [28 [21 [14

pCL4-SoSPS] 30 50 |40 |28 20 |14 | R
(Kanamycing S 50 35 [22 T15 [10 | 3
50 50 (30 [18 127 |-

2 30 |38 |25 [18 |13 |7

pSMAB-SoSPS/ 3 SO.30 (22 |15 | 5
(Phosphinokhtricin) 4 50 1-2ielsS |8 - -
5 50 |18 [0 | - | -

Konfirmasi Konstruk Plasmid pCL4-505P8 dan pSMAB-SaSPS

Konstruk plasmid pCl¥ dan pSMAB
mengandung gen SoSPS sehapal gen af
miferest (o), promoter Rice uhiguirin2
(RUBQ2). Gen bar sebagal seleciadle
marker vang memiliki resistens! terhadap
phospinotricyn (PPT) untuk pSMAB dan

nptll  sebagai  selectable  marker yang
memiliki  resistensi  terbadap antibiotik

kanamyein, Konfirmasi kenstruk  plasmid
pSMAB  dilakukan dengan cara isolasi
DNA  plasmid  dari  Agrobacterium
fumefaciens  strain GV 3101 yang
digunakan, Analisis polymerase chain
reaction (PCR) dilakukan menggunakan

10 by
Ham
% b
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template plasmid  yang diisolasi untuk
membuklikan hahwa Agrohacrertion telah
tersisipi oleh plasmid pCL4 dan pSMAB
yung membawa gen SoSPS.

Analisis PCR dilakukan dengan
menggunakan pasangan primer, yaitu 2-
forward SPS {2F) dan 2-reverse SPS (2R)
untuk mengetahui keberadaan gen SoSPSY,
Primer 2F/2R memiliki seluen: SPS 2F (5%
GAT TCT GAT ACA GGT GGC CA -3"),
primer SPS-2R {5~ TCC TGC CTT GTG
CTC GIG AT -3") dan DNA  yang
teramplifikasi berukuran 600 basepair (bp).

Gambar 4, Hasil ¢lekiroloresis
PCR preduk DNA plasmid
pCL4 dan pSMAB
menggunukan pasangan primer
R SPS: (M) DNA marker
(intron  biotechnology [ kb
ladder).
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Hasil ‘Transformasi gen SoSPS/ dengan
menggunakan Vektor pCL4-SoSPST dan
PSMAR-SoSPST

lanaman vang putatif transtormun
yang  dihasilkan  dari cransformasi
menggunakan vekor pCl4-SoSPS! akan
mampu hercgencrasi pada media scleksi
dan tidak terganggu proses
metabolismenya, scdangkan tanaman non
transforman akun mengalami  kematian
yang diawali  dengan  terpanggunya
melabolisme klaraplas, sehingga
menyehabkan tanaman menjadi albino dan
mati.

Gambar 3. lanaman putatif wansfarmuan
pCLA-SeSPST (1), dan Tapaman non-
transforman pCL4-SoSPST (2).
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Transformasi dengan menggunakan
vektor  pSMAB-S08PS?  menunjukkan
mekuanisme [uin, Tanaman non vansforman
akan mengnlami nckrosis dan  berakhir
dengan  kematian. Hal ini dikarenakan
phosphinotricyn menghambal aktivitas dart
enzim glutamine synthase yuang bertugas
untuk merubah ammonia menjadi asam
glutamat, schingga penghambatan terscbut
menyebabkan  kematian  @anaman  vang
disebabkan skumulasi ammonia puda sei.

Gambar 6. Tenaman putatf translomman
putatif tansforman pSMAB-SoSPEST (3),
dan ‘lanaman non-transforman pSMVIAR-
SoSPSI4).

Persentase Jumlah Eksplan  Tlasil

Transformasi Pada Media Seleksi
Jumlah eksplun yang digunakan

Antihiotik Kanamyein memiliki :
d rans seb ! allal
kemampuan  untuk  membual  organ Al \pmsiomnes! sebanyak 30gfanaman

tanaman yang tidak transforman menjudi
ctiolasi  dan  klorosis, Hal tersebul
disebubkan protein yang dibhutuhkan untuk
biogenesis kloropas terpanggu sintcsanya
melalui pengikatan sub unit ribssom olch
antibiotih  kemsamyein  sehinpga  proses
translasi mRNA terganggu.

tebu J/n wvitro, dari jumlah terschut
didapatkan 6 tanamun putatif transforman
pCL4-SoSPSE. dan 12 tanaman pucatif
translorman pSMAB-SHSPST vang
berhasil diuklimatisasi, Persentase masing-
masing veklor adalah 12% untwk pCLA4-
SoSPS! dan 24 % untuk pSMAB-SoSPS]

(tabel 1),
Tabel 2. Persentasc cskplan pada media scleksi
Media seleksi
v K S L A
extor E (?) SQ2)S3) S SE)
ol so | so [39 26 19 10 6 6
P 100% |100% |78% 352% 38% 20% 12% |100%
. il &0~ (350 |31 2% 1% 12
PSMAB {1000 J100% J62os s6% 360~ © lesw
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Keterangan:

S : Seleksi (dilakukan selama 21 hari}.

K : Kokultivasi (dilakukan selama 3 hari).
E : Eliminasi (dilakukan selama 7 hari)
A: Aklimatisasi

ITasil Analisis PCR Tanaman Tchu
Puatatif T'ransforman

Analisis PCR  dapat digunakan
untuk mendeteksi keberadaan gen dalam
genom tanaman, dan DNA  genom
didapatkan dari hasil isolasi genom semua
tapaman putatil’ tansforman yang telah

pCL4 : Agen seleksi antibiotik Kanamycin.
pSMAR : Apgen seleksi herbisida

phosphirothricin.

berhasil diaklimatisasi (Klon 1.1, klan 1.2,
klon 2, kion 3, klon 6.1 klon 6.2)

Analisis PCR tanaman tansforman
dilakukan dengan menggunakan pasangan
primer »ell yang memiliki sekuen primer
forward (PF) (5°-1GA ATG AAC TGC
AGG ACG AG-3") dan »everse (PR) (5°-
AGC CAA CGT ATG TCC TGAT-3%)
yang dapal mengamplifikasi frapmen DNA
dengan ukuran panjang + 550 bp,

Gambar 7. Agarose pel clektroforesis hasil PCR DNA genom daun tcbu menggunakan
pasangan primer #pefl, M: 1 kb DNA ladder, K™: kontrol plasmid pCL4-SoSPS7, K: tebu wild
tepe, By — Fsz: tanaman transforman tahan terhadap antibiotik kanamycin. Tanda panah
menunjukkan pita DNA aptff yang teramplifikasi pada ukuran 550 bp.

Gambar 8. Analisis agarose gel clektroforesis hasil PCR DNA genom daun  Iehu
mengpunakan pasangan primer bar, M: 1 kb DNA ladder (Fermentas), K': kontrol plusmid
PSMAB-SaSPS!, K- tebu wild fype, T — [y anaman transforman tahan terhadap herbisida

phosphinohiricin .

KESIMPULAN

fektifitas transformast gen SeS/S
dengan  menggunakan ‘plasmid  pCl.4-
SuSPYT sebesar 12% scdangkuan pSMARB-
SoSPS!  szebesar 2%. Hasil tersebut
membuktikan bahwa transformasi gen
So8£S] menggunakun  konstruk  plasmid

pCL4-SoSPS7  dengan agen  scleksi
antibiotik  kamamicyn  lebih  efekduf
dibandingkan  dengan  menggunakan
ptasmid pSMAB-SeSPS] vang

mengaunakan herbisida phosphinothricin,

UCAPAN TRIMAKASIII

Penelitian  ini didanai  olch  Penelitian
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