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Kata Pengantar

Setiap tanggal 28 Oktober, dalam rangkaian memperingati Hari Sumpah Pemuda,
Forum Peneliti Muda Indonesia (ForMIND) melaksanakan kegiatan konferensi
tahunannya. Tahun ini, tuan rumah kegiatan konferensi bertempat di Osaka Univer-
sity, Jepang dan seperti biasa menerbitkan Buku Bunga Rampai ForMIND 2018.

Buku Bunga Rampai ForMIND merupakan kumpulan artikel ilmiah, semi-ilmiah
dan populer-ilmiah dari berbagai disiplin ilmu yang disusun sedemikian rupa
sehingga dapat memberikan gambaran yang jelas secara ilmiah, serta dapat
memberikan ilustrasi tentang suatu keilmuan sehingga dapat dengan mudah
dimengerti oleh tidak hanya bagi anggota ForMIND saja tetapi masyarakat umum.
Buku ini akan menjadi sumber referensi alternatif terkait perkembangan ilmu dan
teknologi serta status penerapannya di Indonesia. Untuk penerbitan tahun 2018 ini
kontribusi penulis dari berbagai lembaga dan perguruan tinggi semakin beragam
yang berasal dari dalam dan luar negeri. Para penulis berasal dari lembaga riset
seperti PT. Bio Farma (Persero), Banana Group ITB, Bali International Research
Center for Banana, Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia, Balai Pengkajian
Teknologi Pertanian (BPTP) Jambi, Dinas Pariwisata Provinsi Maluku serta
perguruan tinggi selain ITB yaitu Universitas Indonesia, Universitas Islam
Indonesia, Universitas Yarsi, Universitas Nahdlatul Ulama Indonesia, Universitas
Bina Nusantara, Universitas Jember, Universitas Andalas, Universitas Budi Luhur,
Universitas Brawijaya, Universitas Pembangunan Nasional “Veteran” Jakarta, Uni-
versitas Airlangga dan Universitas Diponegoro. Sedangkan dari luar negeri adalah
Osaka University (Jepang), Nara Institute of Science and Technology (Jepang) dan
University of College London.

Kami ucapkan terimakasih banyak kepada semua para kontributor atas makalahnya,
para reviewer, dan para editor sehingga Buku Bunga Rampai ForMIND dapat
diterbitkan. Sekali lagi kami mengundang partisipasi rekan-rekan semua, para
peneliti untuk menyumbangkan makalahnya pada penerbitan Buku Bunga Rampai
tahun berikutnya. Semoga buku ini memberi manfaat kepada para insan peneliti,
pendidik, praktisi, pemerintah, lembaga lain serta industri khususnya yang ada di
Indonesia.

Bandung, 28 Oktober 2018
Ketut Wikantika
Editor Utama
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buhan Tanaman
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Abstrak

Sukrosa sebagai senyawa hasil fotosintesis memiliki peran yang sangat penting un-
tuk mengatur partisi karbon pada tanaman. Sucrose phosphate synthase (SPS; EC
2.4.1.14) merupakan enzim kunci yang mengkatalisis terbentuknya sukrosa pada
pada tanaman. Beberapa referensi melaporkan bahwa overekspresi SPS meningkat-
kan sintesis sukrosa dan karbohidrat pada tanaman transgenik. Selain itu, sudah
diketahui bahwa aktifitas SPS tanaman diregulasi oleh metabolit G6P. Melalui studi
biokimia, telah diklarifikasi fungsi domain N-terminal SPS dari tanaman tebu. Ana-
lisis pada level struktur atom akan berguna dalam memecahkan regulasi pada SPS
dan menjelaskan model regulasi alosterik yang tepat. Hal ini memunculkan suatu
strategi untuk re-desain regulasi metabolisme sukrosa pada tanaman melalui
rekayasa pada sisi katalitik enzim. Suatu tantangan yang muncul adalah belum
pernah dilaporkan adanya struktur kristal SPS tanaman.

Kata kunci: sucrose phosphate synthase, enzim, partisi karbon, bioteknologi tana-
man

Abstract

Sucrose occupies many essential roles to control regulation of carbon partitioning in
plants. Sucrose phosphate synthase (SPS; EC 2.4.1.14) is a key enzyme to catalyze
the form of sucrose in primary sucrose synthesis pathway. Several refere regarding
overexpression of SPS and it revealed the enhancement of sucrose and starch syn-
thesis in transgenic plants. In addition, it is well known that the activity of plant SPS
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is modulated by metabolic effectors, such as G6P. Eventually, present biochemical
studies have clarified the functional roles of the N-terminal region of sugarcane
SPS. Atomic structural analysis may useful to provide an insight into molecular
mechanism of SPS and elucidation of the precise model of the allostery. This led to
the hypothesis that one of the strategies to redesign the regulation of plant sugar
metabolism is through catalytic site engineering of plant SPS. This work is challeng-
ing since a crystal structure of plant SPS has not yet been obtained.

Keywords: Sucrose phosphate synthase, enzyme, carbon partitioning, plant biotech-
nology

1. PENDAHULUAN

Sebagian besar tanaman menggunakan sukrosa sebagai produk utama hasil fotosin-
tesis. Sukrosa disintesis dari daun (source tissue) dan ditransportasi melalui floem
menuju jaringan lain yang membutuhkan (sink tissue), termasuk organ penyimpanan
pada tanaman. Sebagai bentuk karbohidrat yang lebih kompleks dari pada glukosa,
sukrosa lebih sesuai sebagai karbon mobile yang dikirimkan ke seluruh bagian
tanaman. Hal ini disebabkan glukosa merupakan jenis monosakarida yang bersifat
lebih reaktif (gula reduksi) dan besar kemungkinan terjadi reaksi biokimia lain keti-
ka proses transportasi berlangsung (Leloir dan Cardini, 1954). Selain sukrosa, pati
(starch) juga termasuk bentuk karbohidrat yang efesien dalam menyimpan energi.
Akan tetapi, pati memiliki karakter yang tidak larut dalam air (insoluble) sehingga
sumber karbon ini tidak dapat ditransportasikan melalui floem. Umumnya hasil
fotosintesis berupa pati akan disimpan di kloroplas pada siang hari dan akan dipecah
menjadi bentuk monosakarida pada malam hari (Gambar 1). Hasil pemecahan kar-
bohidrat akan digunakan kembali sebagai sumber substrat pada sintesis sukrosa
(Smith, 2008; Taiz dan Zeiger, 2010). Oleh karenanya, peran sukrosa sangat penting
pada tanaman utamanya sebagai metabolit yang mobile dan penyedia energi.
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Gambar 1. Metabolisme sukrosa dan pati pada tanaman (Taiz dan Zeiger, 2010)
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Banyak referensi menyatakan bahwa sukrosa menjadi metabolit penentu dalam
mengatur alokasi sumber karbon pada tanaman. Salah satu faktor yang
mempengaruhi partisi karbon adalah enzim-enzim yang berperan dalam proses me-
tabolisme sukrosa, sehingga adanya perubahan biosintesis sukrosa dapat
mempengaruhi proses biosintesis karbohidrat atau proses penyediaan karbon pada
tanaman (Huber, 1983; Huber dan Huber, 1992; Sharkey, dkk., 2000).

2. PERAN SPS PADA BIOSINTESIS SUKROSA DANREGULASINYA

Beberapa enzim yang terlibat dan bertanggung jawab dalam biosintesis sukrosa
dikelompokkan dalam Sucrose Biosynthesis Related Protein (SBRP), yaitu dian-
taranya sucrose phosphate synthase (SPS; EC 2.4.1.14), sucrose synthase (SuSy; EC
2.4.1.13), dan sucrose phosphate phosphatase (SPP; EC 3.1.3.24) (Salerno dan
Curatti, 2003). SPS mengkatalisis proses pembentukan sucrose-6-phosphate (S6P)
dari substrat fructose-6-phosphate (F6P) dan uridine diphosphate glucose (UDP-G).
S6P selanjutnya dihidrolisis menjadi sukrosa oleh enzim SPP dan sukrosa kembali
dipecah menjadi UDP-G dan Fruktosa oleh enzim SuSy (Gambar 2). Reaksi katalitik
enzim SuSy merupakan reaksi bolak-balik (reversible) yaitu terlibat dalam sintesis
dan pemecahan sukrosa. Meskipun SPS dan SuSy sering dibandingkan berdasarkan
kemampuan enzim dalam mensintesis sukrosa, akan tetapi melalui studi biokimia
membuktikan bahwa SuSy cenderung memecah sukrosa. Selain itu, telah diidentifi-
kasi bahwa invertase (INV; EC 3.2.1.26) mempunyai peranan penting dalam proses
degradasi sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa. Pada Gambar 2 menunjukkan bah-
wa hanya SPS yang terlibat dalam reaksi pembentukan sukrosa dan tidak bersifat
bolak-balik (irreversible). Hal ini membuktikan bahwa SPS adalah enzim kunci
yang berperan dalam sintesis sukrosa (Huber dan Huber, 1996).

Sel tanaman Sucrose Phosphate Phosphatase
SPP
/" Biosintesis ™ UDP- Fructose| —— | Sucrose I = = Sucrose
\ | B Glucose | 6-P 6-P
\ (4 =
sukrosa \ SPS UDP |-, —
: Sucrose Phosphate Synthase
Sucrose Synthase
SuSy
Glucose
‘ 5 +
MOEE: 1 Fructose
Glucose Fructose

Gambar 2. Skema mekanisme biosintesis sukrosa pada sel tanaman

Walaupun SPS merupakan enzim kunci yang menentukan sintesis sukrosa pada
tanaman, tetapi enzim ini diregulasi pada tingkat post-translasi. Regulasi enzim SPS
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pada tanaman sangat kompleks dengan melibatkan regulasi alosterik, yaitu glucose-
6-phosphate (G6P) sebagi aktifator dan phosphate inorganic (Pi) sebagai inhibitor
(Doehlert dan Huber, 1983). Pada penelitian sebelumnya telah dibuktikan bahwa
adanya G6P akan meningkatkan aktifitas SPS tanaman hingga konsentrasi maksi-
mum 5 mM (Sawitri, dkk., 2016). Selain itu, SPS juga diregulasi oleh proses fosfori-
lasi-defosforilasi pada residu serin posisi 162 (Serl62) pada jagung dan tebu
(Takahashi, dkk., 2000; Sugiharto, dkk., 1997) dan serine posisi 158 (Ser158) pada
tanaman bayam (Toroser, dkk., 1983). Adanya peningkatan konsentrasi metabolit
G6P dan penurunan konsentrasi Pi pada tanaman yang terjadi pada siang hari (kon-
disi terang), maka secara bersamaan enzim SPS dalam kondisi ter-defosforilasi se-
hingga SPS menjadi lebih aktif. Sebaliknya ketika akumulasi G6P menurun pada
malam hari (kondisi gelap) dan SPS dalam kondisi terfosforilasi, maka aktifitas SPS
akan menurun (Gambar 3).

M}' "/‘1 Sel tanaman
“S Wl

‘ TA\ae "} ",r"/Biosintesis\\v
: /¥ |\ sukrosa os SPS Tanaman

ga. % 04 — ::—}
A " Regulasi SPS o %8
) " \ v
. metabolit > =#=20 mM of F6P
: & P2 o
’ P Pi <10 mM of F6P
5 mM of F6P
OH - Ser162 ‘l‘ “I' v
\ OmM 2mM 4mM 6mM 8mM
Il Kondisi terang [G6P]
g Aktif \ G6P dependent
! (defosforilasi) i
Y Reptlhs) (allosterically regulated)
¢ alosterik
—— Kurang aktifJ
R m:m,z(fosforilasi)
b W, Kondisi gelap ‘

: ('sps
Tanaman -
Gambar 3. Regulasi alosterik SPS tanaman yang teraktifasi oleh metabolit G6P

3. REKAYASA GENETIK ENZIM SPS

Beberapa studi melaporkan bahwa overekspresi gen penyandi SPS pada tanaman
dapat meningkatkan sukrosa maupun karbohidrat. Hal ini dibuktikan dengan overek-
spresi SPS jagung pada tanaman tomat menunjukkan peningkatan sukrosa di daun
tomat (Worrell, dkk., 1991). Selain itu, hasil overekspresi SPS dari cyanobacteria
pada tanaman tembakau juga menunjukkan peningkatan aktifitas enzim SPS dan
translokasi sukrosa (Lunn, dkk., 2003). Meningkatnya kualitas fiber kapas melalui
overekspresi SPS jagung (Haighler, dkk., 2007) membuktikan bahwa regulasi SPS
berpengaruh pada sintesis karbohidrat.
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Untuk memahami peran SPS pada tanaman, telah dilakukan isolasi dua jenis gen
penyandi SPS pada tanaman tebu yaitu SoSPS1 dan SoSPS2. Pada studi ini lebih
fokus pada SoSPS1 karena ekspresi SoSPS1 ditemukan aktif di daun dan menjadi
representatif enzim yang bertanggung jawab untuk fotosintesis serta alokasi karbon.
Sedangkan SoSPS2 belum dikarakterisasi dan diduga diekspresikan pada organ non-
fotosintetik (Sugiharto, dkk., 1997). Selanjutnya, cDNA SoSPS1 diekspresikan di
bakteri E. coli dan insect cell sebagai rekombinan protein. Pada umumnya SPS
tanaman memiliki berat molekul sebesar 120 kDa, sedangkan ekspresi rekombinan
SPS tebu pada E. coli menunjukkan adanya penurunan berat molekul hingga sekitar
100 kDa dan hilangnya karakter alosterik terhadap metabolit G6P. Akan tetapi full-
length SPS tanaman dengan ukuran 120 kDa dapat diekspresi secara rekombinan
pada insect cell. Untuk menginvestigasi fenomena tersebut, telah dikonstruk
berbagai macam mutan SPS dan salah satunya adalah penghilangan domain N-
terminal SPS tebu (AN-SPS). Melalui hasil analisis biokimia, telah ditemukan bah-
wa domain N-terminal memiliki peran mengatur regulasi metabolit G6P pada SPS
tanaman. Hal ini dibuktikan dengan pemotongan domain N-terminal akan mening-
katkan spesifik aktifitas SPS hingga 10 kali lipat. Sehingga dapat disimpulkan bah-
wa domain N-terminal SPS berfungsi sebagai penghambat (suppressor) pada aktifi-
tas enzim. G6P dihipotesiskan berikatan dengan bagian N-terminal pada full-length
SPS sehingga meningkatkan afinitas pengikatan substrat. Penurunan berat molekul
rekombinan SPS hingga 100 kDa dimungkinkan karena adanya pemotongan proteo-
litik pada bagian SPS yang hanya terjadi ketika SPS diekspresikan pada sel prokari-
otik seperti E. coli (Sawitri, dkk., 2016). Diharapkan rekayasa enzim SPS dengan
menghilangkan domain N-terminal dapat lebih bermanfaat dalam meningkatkan
sukrosa dan pertumbuhan tanaman.

4. PENGEMBANGAN RISET BERBASIS NANOTEKNOLOGI PADA EN-
ZIM SPS

Hingga saat ini, mekanisme Kkatalik maupun regulasi alosterik SPS tanaman secara
presisi masih belum jelas. Meskipun telah diketahui struktur protein tiga dimensi
SPS bakteri non-fotosintetik melalui metode x-ray kristalografi (Chua, dkk., 2008),
tetapi ada perbedaan struktur antara SPS tanaman dan SPS bakteri. Pada SPS bakteri
non-fotosintetik, domain N-terminal dan C-terminal SPS tanaman tidak ada. Begitu
pula pada organisme cyanobacteria, domain N-terminal SPS tanaman tidak
diketemukan (Gambar 4). Oleh karena itu, memecahkan struktur protein tiga dimen-
si SPS tanaman sangat diperlukan untuk mempelajari regulasi SPS secara presisi.

Beberapa referensi melaporkan bahwa struktur SPS tanaman terdiri dari 3 jenis do-
main, yaitu domain N-terminal, domain sentral yang berhubungan dengan sisi
pengikatan substrat, dan domain C-terminal. Seperti yang telah dijelaskan sebe-
lumnya bahwa domain N-terminal berhubungan dengan alosterik regulasi. Se-
dangkan domain C-terminal dihipotesiskan mengandung domain phosphohydrolase
tetapi fungsinya masih belum jelas. Hal menarik ada di domain sentral yang
mengandung domain glycosyltransferase. Enzim-enzim yang terlibat dalam metabo-
lisme sukrosa memiliki karakter yang sama yaitu memiliki homologi yang tinggi
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pada domain glycosyltransferase (Gambar 4).

N-terminus Domain Glycosyltransferase Domain Phosphohydrolase
b L 1t "

1 Ji ) SPS Tanaman
( ){ )SPS cyanobacteria
( = )

SPS bakteri (Chua, et al. 2008. The Plant Cell)
SuSy tanaman (Zheng, et al. 2011. J. Biol. Chem)
jSPP cyanobacteria (Fieulaine, et al. 2005. The Plant Cell)

Gambar 4. Kesamaan struktur protein antara SPS tanaman, SPS bakteri, SPS cyanobacte-
ria, SuSy, dan SPP

Berdasarkan homologi sekuens protein tersebut, telah diidentifikasi beberapa residu
yang berperan penting dalam katalitik enzim dengan metode site-directed mutagene-
sis (Sawitri, dkk., 2018). Dengan adanya informasi sisi aktif dan katalitik enzim,
maka interaksi atom antara substrat dan enzim dapat diketahui. Seperti pada SuSy,
asam amino yang bertanggung jawab dalam pengikatan substrat UDP-G telah teri-
dentifikasi melalui metode x-ray kristalografi (Zheng, dkk., 2011). Hal ini dapat
memunculkan ide untuk dilakukan re-desain enzim melalui rekayasa bukan hanya
pada tataran genetik, melainkan pada tataran nanoteknologi yaitu rekayasa struktur
protein. Dengan rekayasa tersebut, kajian SPS dalam mengontrol partisi karbon juga
dapat dipelajari. Mekanisme pengikatan substrat pada level atomik sangat diper-
lukan sebagai informasi selanjutnya ketika akan melakukan rekayasa proteomik.
Adanya pemanfaatan energi yang lebih efisien dalam proses partisi karbon, maka
dihipotesiskan akan terjadi peningkatan sintesis sukrosa dan partisi karbon sebagai
sumber karbon dan energi, sehingga dapat meningkatkan pertumbuhan dan produk-
tivitas tanaman.

5. KESIMPULAN

Sesuai dengan uraian artikel di atas, telah diketahui bahwa SPS merupakan enzim
kunci dalam sintesis sukrosa, yaitu mengkatalisis UDP-G dan F6P menjadi S6P.
Banyak referensi yang melakukan rekayasa genetik dengan overekspresi gen pen-
yandi SPS pada tanaman, sehingga meningkatkan aktifitas enzim, sintesis sukrosa,
serta pertumbuhan dan hasil tanaman. Hal ini membuktikan bahwa SPS terlibat da-
lam proses penyedia energi dan alokasi sumber karbon pada tanaman. Oleh kare-
nanya, perlu kajian lebih lanjut pada level nanoteknologi mengenai mekanisme
katalitik enzim secara detil dan regulasi SPS dalam partisi karbon.
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