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Peran Sucrose Phosphate Synthase (SPS) dan Sucrose Transporter (SUT) dalam
Akumulasi Sukrosa pada Tomat (Lycopersicon esculentunt) Transgenik

Parawita Dewanti', Tri Ratnasari®’, Septyan Christanto”’ dan Bambang Sugiharto™

Diakultas Pertanian Universitas Jember. “'Fakultas MIPA Universitas Jember.
1In Kalimantan 111/23 Jember, JATIM
e-mail : parawita@@y zhoo.co i

Abstrak

Sukrosa merupakan salah satu komponen penting untuk menentukan kualitas dan hasil
pada tanaman tomat (Lycopersicon esculentuny). Kandungan sukrosa ditentukan oleh aktivitas
enzim sucrosa phosphate synthase (SPS). Enzim ini mengkatalisis reaksi pembentukan
sukrosa dari fruktosa-6-fosfar (F6P) dan uridin-5-diphospho glukosa (UDPG). Sukrosa
disintesis pada daun kemudian ditranslokasikan ke seluruh organ dan diakumulasikan pada
buah. Proses translokasi sukrosa difasilitasi oleh protein sucrase wansparier (SUT). Oleh
karena ity adanya SPS dan SUT sangat berperan terhadap akumulasi sukross pada tanaman
omat.

Penclitian ini bertujuan untuk mengetahui peran SPS dan SUT dalam akumulasi
sukrosa pada beberapa buah tomat transgenik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa tanaman
gomat trunsgenik hasil overekspresi gen SPS mampu meningkatkan sukrosa daun scbesar
116% dan overckspresi gen SUT meningkatkan sukrosa buah sebesar 124% dibandingkan
wnaman kontrol (wild rype).

Kata Kunci: Tomat. sucrose phosphat synthase (SPS). sucrose transporfer (S| 'T). sukrosa.
transgenik

PENDAHULUAN berkorelasi  positif  dengan  tingkat
pertumbuhan dan  produktifitas  gulanya
(Sugiharto ¢ al.. 1997), Peranan penting
sroses fotosintesis adalah sukrosa dan pati SPS dalam simtesis sukrosa i telab
(Kim ef al.. 2000 ). Hasil lotoasimilat yang mendorong para peneliti untuk melakukan
berupa sukrosa selanjutnya ditranslokasikan isolasi. ¢cDNA vyang menyandi SPS
ke scluruh bagian tanaman  untuk diantaranya pada tonaman jagung. bayam
perkembangan tanaman {Huber dan Huber, (Sonewald ef af., 1993) dan pada tanaman
1996). Biosintesis sukrosa di dalam sel tebu (Sugibarto ¢ aof., 1997). Bahkan
wnaman dipengaruhi oleh beberapa enzim, overekspresi gen SPS darn tanaman jagung
wermasuk enzim SPS (Sucrose Phosphai telah  berhasil  meningkatan  kandungan
Symthase). Enzim SPS  berfungsi  untuk sukrosa pada daun tanaman tomat (Worrel
mengkatalis  fruktosa-6-phosphate dan et al,, 1991; Galtier ef al., 1993 : Laporte e/
LDP-Glucosa menjadi sucrosa-6-phosphal al.. 2001). tembakau (Baxter, 2003 ; Lunn

Produk akhir asimilasi karbon pada

(Bruncau ¢/ al, 1991).

Hasil beberapa penelitian
membuktikun bahwa SPS merupakan
enzim ulama vang menentukan kemampuan
waaman dalam biosintesis sukrosa tanaman
{Huber and Huber, 1996; Sugiharto et al..
19973 Akumulasi sukrosa di daun tebu

et al. 2003, Miswar et al., 2008), spinach
dan Arabldopsis thaliuna (Signora ef al.,
1998).

Selain  ditentukan  oleh  tingkal
sintesisnya, besarmya sukrosa yang dapat
diakumulasikan pada organ penyimpanan
juga ditentukan oleh proses ransportast
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sukrosa  dari  daun ($ource)  menuju
batang/bush  (sink), Proses transportasi
suqusa 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 pencliti
lelah berhasil mengisolasi_gen SUT dari
lanaman tembakau (Burkle ef al., 1998),
kentang ( Riesmeierer al., 1993 ; Weise ¢
al.. 2000 ; Ketigel er ul.. 2008). tomat
(Weise ez al., 2000). tebu (Sugiharto ¢/ af.,
unpublished results, 2008) Para peneliti
menduga bahwa dengan melakukan over
ckspresi gen yang mengkode transporter

sukrosa . dapat  meningkatkan laju
transportasi sukrosay, 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 eral., 2006,

Besar  kecilnya  aktivitas 8PS
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 tomarl yang digunakan dalam
penclitian ini adalah klon T-SPS(3) (hasil
insersi gen SeSPSA), klon T-SUT (1) (hasil
insersi gen SoSUTI), klon G1 dan G2 (hasil
insersi gen SoSPS| dan SoSUT1). 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,
kurena  diperkirakan memiliki  aktivitas
metabolisme yang optimal. Pengambilan
dilakukan dengan cara memotong  dan
menimbang  daun  sebanyak 2 gram,
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kgmudian langsung  dimasukkan dalam
nitrogen cair sampai dilakukan analisis,

Ekstraksi Enzim
Sampel daun beky digerus dengan
menggunakan mortar-stumper  dingin

dengan bantuan N cair sampai  menjadi
tepung. Sampel ditambah buffer ekstraksi
(50 mM Mops-NaOH (PH 7.4). 10 mM
MgCl. | mM EDTA, 5 mM DTT dan 10 Y
PVP dan 10% PSMF) sebanyak 2 Kkali
volume dari berat samel yang digunakan
dan dicampur sampai menjadi homogenat.
Homogenat disentrifugasi pada kecepatan
12.000 rpm, suht 4°C selama 10 menit dan
supematan  diambil. Untuk menjaga
stabilitas  enzim, maka protein  dalam
Supernatan yang diperoleh dilewatkan pada
kolom kromatografi Sephadex G25, dengan
tujuan _menghilangkan sényawa-senyawa
kecil yang diduga dapat menjadi inhibitor
aktiviias enzim. Senyawa-senyawa  kecil
tersebut akan terperangkap datam pori-pori
scphadex-G25 dan protein SPS akan lolos
dan ditampung dalam mikrotube kemudian
disimpan di freezer -80°C untuk analisis
selanjutnya,

Penentuan Aktivitas SPS (Sucrosa
Phosphate Synthase)

Aktivitas enzim SPS  ditentukan
berdasarkan jumlah sukrosa vang dibentuk
sclama reaksi Sesuai  dengan metode
Sugiharto e al,, 1995), Sampel yang sudah
dilewatkan kelom kromatografi sephadek
G-25 diukur aktivitas enzimnya, Sampel
sebanyak 50pl ditambah 40ul buffer (
SUmM  MOP-NaOH (pH  7.5). 15mM
MgCl; dan H,0), 10ul 70 mM F-6-P dan
10ul 70mM UDP-G sebagai substrat serta
0ul 70mM  G-6-P schagai aktivator.
Reaksi dilakukan pada suhu 30°C selama
0.10 dan 20 menit. Reaksi dihentikan
dengan menambahkan 70ul NaOH 05N,
kemudian divorteks dan dipanaskan dalam
air pada suhu 100°C selama 10 menit,
Sctelah  dingin  ditambahkan 250 pl
resorsinol 0,1 % dalam 95% alkohol dan
750 pl HCI 30% dan diinkubasi pada suhu

.
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sclama 8 menit. Besarnya sukrosa
an dengan intensitas warna merah
terbentuk dan nilai absorban diukur
; menggunakan  spektrofotometer
panjung gelombang 520 nm.

mtuan  Kandungan Sukrosa daun
buah
Ekstraksi  dilakukan - dengan
aggerus 2 gram  daun o tomat  dalam
hanol 80% scbanyak 5 ml kemudian
@enkubasi pada subu 60°C selama 10
enit. Pemisahan bahan terlarut dan tidak
plarut dilakukan dengan sentrifugasi pada
wepatan 12.000 rpm selama 10 menit dan
pernatan - yang  diperoleh  ditampung
lam botol faleon. Perlakuan ini diulang
, pelet - yang tersisa berwama putih.
Supernatan yang diperoleh dievaporasi pada
W 60°C  dengan  relary evaporafor
metanol  klorofom . menguap
igga  yang tersisa adalah larutan
krwlnnn air.
| Pengujian sukrosa dilakukan dengan
- metode Selivanofl” delam Bintang (2010)
dengan  sedikit  modifikasi.  Sampel
schanyak 50 pl ditambah 05 N NaOH
schanyak 70 ul  pada sampel dan
dipanaskan dalam air mendidih selama 10
menit, setelah dingin diwarmai dengan 0.1
% resorsinol dalam 95% alkohol sebanyak
250 pul dan 30% HCL sebanyak 750 pl
Untuk selanjuinya diinkubasi pada suhu
BO°C selama 8 menit. Warna yang terbentok
diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer pada-panjang gelombang
320 nm. Untuk mendapatkan konsentrasi
sukrosa. maka nilai  absorban tersebut
dihitung  kandungan  sukrosanya dan
dibandingkan dengan kurva standan
sukrosa yang telah dibuat.

Penentuan kandungan gula sukrosa
buah dilakukan pada buah womat yang
sudah masak (100% buah berwarna merah).
Ekstraksi  buah  dilakukan  dengan
menggerus 3 gram daging buah tomal.
kemudian disentrifuugasi dengan kecepatan
5000 rpm sclama 10 menit  untuk
memisahkan bahan terdarut dan tidak

.
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terlarut,  Supernatan  yang  diperoleh
ditampung untuk  diukur kandungan
sukrosanya dengan menggunakan metode
SeliwanofY 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  wji  akuvitas

enzim SPS, Klon T-SPS(3) mempunyai
kenaikan aktivitas SP'S paling tinggi yaitu
scbesar  156% dari  tanaman  Kkontrol
(Gambar la). Pada tanaman transgenik G1.,
G2 dan T-SUT(1) juga menunjukkan
menunjukkan aktivitas SPS mencapai 157%
146% dan 110% dibandingkan tanaman
kontrol.

$ 29
. < (Q\ G’\-‘*)*\\\ \’sés\
Kion Tomat
Gambar 1. Kenaikan  Aktvitas  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) vyaitu mengalami peningkatan
115%. 117% dan 116% dibandingkan

47
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erjadinya kenaikan aktivitas SPS pada
: transgenik  discbabkan  oleh
ingkatnya ekspresi SPS. Hasil ekspresi
tertinggi terjadi pada klon 3 yaitu
ingkat  204% awu 204 Kkali
dibandingkan tanaman kontrol. Hasil ini
hampir sama dengan yang dilakukan
Laporte ¢f al.(1997) yang mengekspresikan
‘gen SPS jagung pada tanaman fomat,
‘dimana aktivitas SPS meningkat 2-3
kalinya.
Tingginya aktivitas SPS daun tomat
gransgenik klon T-SPS(3) (204%) ternyata
menghasilkan kandungan sukrosa daun
yvang tinggi pula (173%) demikian juga
pada kandungan sukrosa bugh, (237%).
Pengamatan pada tomat transgenik klon G1
dan' G2 menunjukkan bahwa aktivitas SPS
vang rendah  (110%) mengak:batkan
kandungan sukrosa daun rendah  juga
{101%). namun kandungan sukrosa buah
meningkat vaitu 124%. Pengamatan pada
tomat transgenik hasil transformasi ganda
SoSPSI-SoSUT!  menunjukkan — bahwa
aktivitas SPS daun pada tanaman Gl dan
G2 sebesar 157% dan 146% mngakibatknn
kandungan sukrosa daun meningkat yaitu
115% dan 117% serta meningkatkan
kandungan sukrosa buah sebesar 148% dan
165%. Translokasi sukrosa dan 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 memngkatkm\ 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
ditkuti  dengan peningkatan  kandungan

Jember, 6-7 Juli 2012

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
yvang cral antara  aktivitas SPS  dan
kandungan sukrosa buah, hubungan antara
peningkatan  aktivitas  SPS dengan
pcnmgkatnn kandungan sukrosa di buah
mencapai 81%. Hal ini berarti peningkatan
aktivitas SPS  mampu  meningkatkan
kandungan sukrosa bugh akan tetapi tidak
semua sukrosa  diakumulasikan  karena
sukrosa merupakan sumber energi untuk
pertumbuhan dan perkembangnu tumbuhan,
jadi selain disimpan sukrosa juga dirombak
menjadi glnkosa untuk  sumber energi.
Adanya enzim pendegradasi sukrosa yang
aktif pada organ penyimpanan = yaitu
Suerose 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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tagaman  Kontrol. Pengamatan pada
peringkatan  kandungan sukrosa daun
temyata  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 Kkontrol
(Gambar 2b).

Konakan Kandungan
Sukrosa daun (%)

>

8
2

L=

Kenalkan Kandungan
Sukrosa buah({%)
8

a Kion Tomat

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

Hubungan  Aktivitas  SPS  dengan
Kandungan Sukrosa Daun dan Buah
Tomat  Transgenik

Enzim SPS schagai pengatur sintesa
sukrosa di daun akan menentukan seberapa
besar kandungan sukrosa di daun. Untuk
mengetahui seberapa  hesar  SPS
mempengaruhi terakumulasinya sukrosa di
daun maka dikorelasikan antara aktivitas
SPS  dengan kandungan  sukrosanya.
Peningkatan aktivitas SPS  diikuti  oleh
meningkatnya kandungan sukrosa di daun
(herkorelasi 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 5PS dan sukross
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 0813 yung 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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