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TRANSFORMASI GEN SUCROSE PHOSPHATE SYNTHASE (SoSPS1)
MENGGUNAKAN Agrobacterium tumefaciens UNTUK MENINGKATKAN
SINTESIS SUKROSA PADA TANAMAN TEBU (Saccharum officinarum L.)

Miswar,* Bambang Sugiharto,** Joedoro Soedarsono*** dan Sukarti Moeljapawiro****
* Puslit Biologi Molekul dan Fakultas Pertanian Universitas Jember, Jember
** Puslit Biologi Molekul dan Fakultas MIPA Universitas Jember, Jember
*** Faklutas Pertanian Universitas Gadjah Mada, Jogjakarta
**** Fakultas Biologi Universitas Gadjah Mada Jogjakarta

ABSTRACT

Sucrose phosphate synthase (SPS; EC 2.3.1.14) plays an important role in partition of assimilated carbon in most plants. SPS
catalyses the penultimate reaction in the pathway of sucrose synthesis, in which sucrose-6-phosphate (Suc6P) is synthesized from UDP-
glucose (UDPG) and fructose-6-P (Fru6P). To increase the capacity of sugarcane in sucrose synthesis, spindle leaves of sugarcane cv
R579 were transformed with cDNA SoSPS1 from sugarcane under the control of constitutive promoter (35S CaMV) that constructed
in pBI 121 (pKYS) using Agrobacterium tumefaciens. Based on PCR analysis, we have detected the existence of SPS transgene in
some lines of transformed sugarcane, called line 4, 5, 6, and 7. The SPS transgene in transformed sugarcane could be expressed into
translation level and increased the amount of leaves SPS protein, so the activity of leaves SPS was higher than wild type sugarcane
as control. The transformed sugarcane line 4, 5, 6, and 7 showed 1.4-2.9 fold increases in SPS activity and 1,76-2,2 fold increases in
leaves sucrose content. Increasing in SPS activity in transgenic sugarcane was coupled by the increase in invertase activity and ratio

between sucrose and starch content.

Key words: SoSPS1, sugarcane, CaMV, Agrobacterium tumefaciens, pBI112]

PENGANTAR

Tanaman tebu (Saccharum officinarum L.) banyak
dibudidayakan di daerah tropis dan subtropis untuk
kepentingan industri gula dan kertas serta pakan ternak.
Ploidi yang tinggi (high ploidy), fertilitas yang rendah
(low fertility), genom yang besar (large genome) dan
interaksi dengan lingkungan yang kompleks menyebabkan
pemuliaan secara konvensional untuk memperbaiki
genetik tebu sulit dilakukan (Gallo-Meagher dan Irvine,
1996). Perkembangan yang pesat dalam bidang biologi
molekul dan transformasi genetik memungkinkan untuk
mengidentifikasi, mengisolasi, dan memindahkan gen yang
dikehendaki ke dalam tanaman tebu (Manickavasagam
et al.,2004). Penggunaan Agrobacterium tumefaciens dalam
transformasi tanaman lebih menguntungkan dibandingkan
dengan metode lain (Arencibia et al., 1998). Jumlah kopi
gen yang diintegrasikan ke genomik tanaman relatif
sedikit, lebih stabil dan tanaman transgenik bersifat fertil
(Le et al., 2001) serta pewarisannya mengikuti sistem
Mendel (Rhodora dan Thomas, 1996) merupakan kelebihan
penggunaan Agrobacterium dalam proses transfer gen
dibandingkan menggunakan gene gun.

Sukrosa dalam tanaman mempunyai fungsi yang
sangat penting, tidak hanya menyediakan energi tetapi
juga merangsang pertumbuhan dan perkembangan tanaman
(Fung et al., 2003). Selain itu sukrosa juga berperan sebagai
pengatur ekspresi gen-gen fotosintetik (Koch, 1996; Jang
dan Sheen, 1994) dan gen-gen nonfotosintetik seperti gen
yang terlibat dalam pembelahan dan diferensiasi sel. Dalam
sel sukrosa disintesis di sitosol yang dikatalisis oleh sucrose
phosphate synthase (SPS; E.C. 2.3.1.14). SPS merupakan
enzim utama yang menentukan kemampuan tanaman dalam
sintesis sukrosa (Komatsu et al., 1999; Langenkamper
et al., 2002). Pada tanaman aktivitas SPS memengaruhi
partisi karbon hasil fotosintesis di daun (Lunn dan Hatch,
1997).

Enzim SPS mengkatalisis reaksi terakhir kedua
(penultimate reaction) yang menghasilkan Sucrose-6-
phosphate (Suc-6-P) dan phosphate kemudian dihidrolisis
oleh sucrose phosphate phosphatase (SPP) menghasilkan
sukrosa, seperti tampak pada Gambar 1. Pada tanaman
aktivitas kedua enzim tersebut saling terkait, peningkatan
aktivitas SPS akan meningkatkan ketersediaan substrat
(sucrose-6-phosphate) bagi enzim SPP, sehingga aktivitasnya
meningkat (Echeverria ef al., 1997).
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UDP-Glc + Fru-6-P ————— Suc-6-P + UDP
SPS

SPP

Sukrosa + Pi

Gambar 1. Jalur sintesis sukrosa yang dikatalisis oleh enzim SPS

Sampai saat ini telah berhasil diisolasi gen SPS dari
jagung (Worrell et al., 1991), spinach (Sonnewald et al.,
1993) dan bit gula (Hesse et al., 1995). Pada tanaman
tebu berhasil diisolasi dua gen (cDNA) SPS (SoSPS1 dan
SoSPS2) dengan jumlah asam amino masing-masing 1.047
dan 963 (Sugiharto et al., 1997). Lebih lanjut dijelaskan
bahwa gen SoSPS1 mengkode SPS yang terdapat pada
jaringan fotosintetik, sedangkan gen SoSPS2 mengkode
SPS yang diekspresikan secara konstitutif.

Transformasi gen SPS jagung di bawah kontrol promoter
rbeS pada tanaman tomat dapat meningkatkan aktivitas SPS
dan kandungan sukrosa daun, sebaliknya kandungan pati
menurun (Worrell et al., 1991). Pada tembakau transgenik
yang mengekspresikan gen SoSPS1 tebu di bawah kontrol
promoter 35S CaMV dapat meningkatkan aktivitas SPS dan
kandungan sukrosa daun (Miswar dkk., 2005). Tanaman
tomat yang ditransformasi dengan gen SPS jagung di
bawah kontrol promoter CaMV 35S, aktivitas SPS pada
daun muda dan akar muda meningkat masing-masing
sebesar 2-3 kali dan 10-20 kali, tetapi pada buah muda
tidak terjadi peningkatan SPS (Laporte et al., 1997). Pada
Arabidopsis thaliana yang mengandung gen SPS jagung
dengan promoter rbcS dapat meningkatkan aktivitas SPS
daun sampai tiga kali (Signora et al., 1998). Pentingnya
peran SPS pada biosintesis sukrosa mendorong penelitian
transformasi gen SPS pada tanaman tebu. Data awal
menunjukkan bahwa tinggi rendahnya aktivitas SPS pada
beberapa kultivar tebu berkorelasi positif dengan hasil gula
tebu (Sugiharto et al., 1996). Tujuan penelitian ini adalah
untuk meningkatkan aktivitas SPS dan sintesis sukrosa pada
daun tebu melalui transformasi gen SoSPS1 yang dimediasi
oleh Agrobacterium tumefaciens.

BAHAN DAN CARA KERJA

Bahan

Pucuk tebu cv. R579 diambil dari tebu berumur 4-5
bulan dan disterilisasi untuk digunakan sebagai bahan untuk
transformasi gen SOSPS1. Agrobacterium tumefaciens galur
LBA4404 ditumbuhkan pada media YEP yang mengandung
(per liter) 10 g yeast ekstrak, 10 g bacto peptone, 5 g NaCl

Spel

P
—+ =
. pcr 4
Spel Sspl
Dipotong dengan 1‘
Dipotong dengan Sacl, di-blunt end Spel dan SspI Sspl
dengan end filling, lalu dipotong lagi E—
dengan Xbal
e Diligasikan
Pros
pBI 121 tanpa '}
Tnos »
e
;;;;;;;

Blunt end

Xbal

Gambar 2. Strategi pembuatan konstruk pKYS untuk
transformasi cDNA SoSPSI pada tanaman tebu dengan bantuan
Agrobacterium

dan 15 g agar, pH 7,0. Konstruk cDNA SoSPS1 pada
pBI 121 tanpa gen GUS (pKYS) didapat dari Dr. Keiko
Yonekura (RIKEN-Plant Science Center, Japan), seperti
tampak pada Gambar 2.

Transformasi Agrobacterium dengan Konstruk
pPKYS

Agrobacterium ditransformasi dengan konstruk pKY'S
menggunakan direct transformation method dari An et al.
(1988). Seratus mikroliter kultur Agrobacterium yang telah
dibuat kompeten dengan 10 mM CaCl2 ditambah 1 ug DNA
pKYS, lalu diinkubasi pada suhu 37 °C selama 5 menit.
Campuran DNA-bakteri ditambah dengan 1 ml larutan
YEP dan dikocok dengan shaker incubator pada suhu 28 °C
selama 2 jam. Agrobacterium diambil dengan menggunakan
sentrifugasi (10.000 rpm, 4 °C) selama 2 menit, supernatan
dibuang dan endapan bakteri disuspensikan dengan
100 g1 larutan YEP. Lima puluh mikroliter (50 1) suspensi
Agrobacterium ditumbuhkan pada media YEP agar yang
mengandung antibiotik 100 g ml-1 kanamisin, 100 ug
ml-1 Rifampisin dan 25 g ml-1 gentamisin. Agrobacterium
yang tumbuh dianalisis dengan menggunakan PCR untuk
memastikan keberadaan cDNA SoSPS|1 tebu.

Analisis Polymerase Chain Reaction (PCR)

DNA plasmid (konstruk pKYS) diisolasi dari
Agrobacterium transforman dengan menggunakan metode
mini prep (Sambrook et al., 1989). Untuk konfirmasi
keberadaan cDNA SoSPS1 tebu pada plasmid hasil isolasi
dari Agrobacterium transformasi dilakukan analisis PCR
dengan program sebagai berikut: predenaturation pada
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Gambar 3. Posisi macam primer (P, , ;) yang digunakan dalam analisis PCR

94 °C selama 2 menit, denaturation pada 94 °C selama
1 menit, annealing pada 55 °C selama 1 menit dan extension
pada 72 °C selama 2 menit. Primer yang digunakan untuk
analisis PCR didesain berdasarkan sekuen promoter
CaMV- SoSPS1 (P1 dan P2), sekuen CaMV-CaMV (P1
dan P3) seperti tampak pada Gambar 3. Sekuen primer
yang digunakan sebagai berikut:

P1:5- GGACCTAACAGAACTCGCCG -3’ (forward
primer);

P2 : 5’- CACCTCCTCGACGAAGTAGTG - 3’ (reverse
primer)

P3 : 5’- CGTCATCCCTTACGTCAGTGG- 3’ (reverse
primer)

Transformasi Tanaman Tebu dengan
Agrobacterium

Eksplan steril berupa potongan daun tebu yang
menggulung dinfeksi dengan Agrobacterium: pKY'S dalam
media MS cair yang mengandung 3 ppm 2,4-D (MS-1) dan
100 ppm acetosyringone. Eksplan dipindah ke media MS-
1 padat yang mengandung 100 ppm acetosyringone dan
diinkubasi pada suhu 28 °C dalam keadaan gelap selama
3 hari untuk ko-kultivasi. Eksplan dicuci 3 kali dengan
MS-1 cair yang mengandung 500 ppm cefotaxime, lalu
ditanam pada media MS-1 padat yang mengandung
500 ppm cefotaxime untuk mematikan Agrobacterium.
Eksplan yang telah bebas Agrobacterium ditanam pada
media MS-1 yang mengandung 500 ppm cefotaxime dan 50
ppm kanamisin untuk pembentukan kalus selama 3 minggu.
Kalus yang terbentuk diregenerasikan untuk membentuk
tunas pada media MS padat yang mengandung 2 ppm
TAA, 59 ppm dalapon dan 50 ppm kanamisin. Subkultur
dilakukan setiap 3 minggu sampai tunas menjadi tanaman
sempurna (plantlet), lalu aklimatisasi.

Analisis Tebu Hasil Transformasi dengan PCR

DNA genomik tebu hasil transformasi diisolasi dengan
menggunakan metode SDS (Ainsworth et al., 1995).
Untuk mengetahui keberhasilan proses transformasi pada
tebu dilakukan analisis PCR dengan menggunakan DNA
genomik dari tebu hasil tranformasi sebagai template.
Primer yang digunakan untuk analisis PCR adalah Py, P,
dan P;.

Analisis Western Blot Protein SPS

Protein daun tebu sebanyak 50 ug dipisahkan dengan
SDS-PAGE pada konsentrasi akrilamide 12%, kemudian
protein dipindahkan ke membran nitroselulosa dengan
elektroblotting selama 2 jam. Protein SPS pada membran
direaksikan dengan antibodi SPS1 (Sugiharto et al.,
1997) dan kemudian membran dicuci 3 kali dengan PBS
(phosphate buffer saline). Membran lalu direndam dalam
alkaline phosphatase-IgG conjugate yang telah diencerkan
1/3000 kali dengan blocking reagent. Untuk visualisasi
protein SPS, membran direndam dalam bufer akaline
phosphatase yang mengandung BCIP dan NBT.

Ekstraksi Protein Daun Tebu Hasil Transformasi

Sampel daun sebanyak 1 g dibekukan dengan nitrogen
cair dalam mortar, lalu digerus menjadi tepung. Tepung
dihomogenasi dengan 3 ml bufer ekstraksi yang mengandung
50 mM Mops-NaOH (pH 7,4), 20 mM MgCL2, 1 mM
EDTA, 5 mM DTT dan 10% PVP-25 dan 1 mM PSMF.
Homogenat disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm, 4 °C
selama 15 menit. Supernatan dilewatkan (gel filtrasi) pada
kolom sephadex-G25 yang telah diekuilibrasi. Enzim hasil
filtrasi ditampung dan kandungan protein diukur dengan
metode Bradford (1976) menggunakan protein bovine
serum albumin (BSA) sebagai standar.
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Pengukuran Aktivitas SPS dan Acid Invertase
(AD)

Aktivitas SPS diukur berdasarkan jumlah sukrosa
yang terbentuk selama reaksi berdasarkan metode yang
dilakukan Sugiharto et al. (1996). Larutan pereaksi yang
digunakan mengandung 85 mM Mops-NaOH (pH 7,5) dan
26 mM MgCl12, 10 ul 0,1 M fructose-6-phosphate, 10 ul
0,1 M glucose-6-phosphate dan 10 u1 0,1 M UDP-glucose.
Reaksi dihentikan dengan penambahan 70 ¢1 0,5 N NaOH
dan dipanaskan pada suhu 100 °C selama 10 menit. Jumlah
sukrosa yang terbentuk selama reaksi ditentukan dengan
menggunakan resorcinol.

Aktivitas Al diukur berdasarkan jumlah gula reduksi
yang dihasilkan dari pemecahan sukrosa selama reaksi
berdasarkan metode Arai et al. (1991). Larutan pereaksi
yang digunakan mengandung bufer 25 mM Mops-NaOH
(pH 5,5) dan 100 mM sukrosa. Jumlah gula reduksi yang
terbentuk selama reaksi ditentukan dengan menggunakan
DNS.

Pengukuran kandungan sukrosa daun

Sukrosa daun tebu diekstraksi dengan menggunakan
80% etanol, hasil ekstraksi dikeringkan dengan
menggunakan rotary evaporation dan dilarutkan dengan
air distilasi (Botha dan Black, 2000). Kandungan sukrosa
diukur dengan menggunakan resorcinol.

HASIL
Analisis gen SoSPS1 pada Agrobacterium

Agrobacterium yang telah ditransformasi dengan
konstruk pKYS dianalisis dengan PCR untuk memastikan

Gambar4. Hasil elektroforesis produk PCR dengan menggunakan
pasangan primer CaMV-SoSPSI (A): (1,2) template pKYS dari
Agrobacterium transforman, (3) plamid pBI 121, (M) marker 1 kb
invitrogen. PCR menggunakan pasangan primer CaMV-CaMV (B):
(4) template pKYS dari Agrobacterium transforman

keberadaan gen SoSPS1 tebu. Hasil analisis menunjukkan
bahwa Agrobacterium positif membawa gen SoSPS1 tebu,
seperti tampak pada Gambar 4.

Analisis Tebu Hasil Transformasi

Keberadaan SPS transgen pada tebu hasil transformasi
dengan menggunakan Agrobacterium dianalisis dengan
metode PCR, seperti tampak pada Gambar 5. Pada Gambar
5 terlihat bahwa pada tebu hasil transformasi galur 4, 5, 6
dan 7 telah mengandung gen SoSPS1 di bawah kontrol
promoter 35S CaMV.

Deteksi protein SPS daun tebu TO

Hasil analisis western blot menunjukan bahwa jumlah
protein SPS pada tebu TO galur 4, 5, 6 dan 7 lebih banyak
dibandingkan kontrol, sedangkan pada galur 3 jumlah
protein SPS lebih sedikit dibandingkan tebu TO yang lain,
seperti tampak pada Gambar 6.

1650

850
6350
500
400

300

1 2 3 4 3 6 7 8

Gambar 5. Hasil PCR tebu yang diduga transgenik, (A)
menggunakan pasangan primer (CaMV-SoSPSI): (1) kontrol, (2)
galur 3, (3) galur 4, (4) galur 5, (5) galur 6, (6) galur 7, (7) Marker
invitrogen, (8) DNA pKYS. (B) pasangan primer (CaMV-CaMV): (1)
kontrol, (2) galur 3, (3) galur 4, (4) galur 5, (5) galur 6, (6) galur 7,
(7) DNA pKYS, (8) Marker invitrogen. Tanda panah menunjukkan
fragmen DNA hasil amplifikasi
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Gambar 6. Hasil analisis western blot protein SPS daun tebu
hasil transformasi. Tanaman kontrol, (G3-G7) tanaman tebu hasil
transformasi galur 3, 4, 5, 6, dan 7

Aktivitas SPS dan Al daun tebu TO

Aktivitas SPS dan Al tanaman tebu hasil transformasi
dengan bantuan Agrobacterium lebih tinggi dibandingkan
dengan tebu kontrol dan bervariasi antara galur, seperti
tampak pada Gambar 7.

Kandungan sukrosa daun tebu

Kandungan sukrosa pada daun tanaman tebu hasil
transformasi lebih tinggi dibandingkan tanaman kontrol,
seperti tampak pada Gambar 8.
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Gambar 7. (A) Aktifitas SPS (mg sukrosa menit! mg-! protein)

dan (B) invertase (ug sukrosa menit' mg-! protein) daun tebu hasil
transformasi dengan bantuan Agrobacterium
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Gambar 8. (A) Kandungan sukrosa dan kandungan pati (mg g-
1 berat segar daun), (B) Rasio sukrosa: pati daun tanaman tebu
hasil transformasi

PEMBAHASAN

Agrobacterium tumefaciens merupakan bakteri tanah
yang secara genetik dapat memindahkan (mentransfer) gen
ke tanaman. Pada awalnya bakteri ini hanya digunakan untuk
mentrasfer gen ke tanaman dikotil, sedangkan tanaman
monokotil masih sangat jarang karena dianggap bukan sel
inangnya. Akhir-akhir ini telah digunakan Agrobacterium
untuk mentransfer gen ke tanaman monokotil seperti padi
(Oryza sativa). Pada penelitian ini cDNA SoSPS1 berhasil
ditransfer ke tanaman tebu (monokotil) menggunakan
Agrobacterium. Berdasarkan analisis PCR terhadap tebu
hasil transformasi didapat 4 galur (galur 4, 5, 6 dan 7) yang
positif mengandung SPS transgen. Dari ke-4 galur tebu
tersebut berhasil diamplifikasi fragmen cDNA SoSPS1
dan promoter CaMV dengan panjang masing-masing 700
bp dan 400 bp, seperti terlihat pada Gambar 5. Hasil PCR
pada Gambar 5 sama dengan hasil PCR yang menggunakan
pKYS yang disolasi dari Agrobacterium transforman
sebagai template, seperti terlihat pada Gambar 4. Hal ini
menunjukkan bahwa Agrobacterium dapat digunakan untuk
proses transformasi cDNA SoSPS1 ke tanaman monokotil,
dalam hal ini tanaman tebu.
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Keberhasilan dalam transfer gen SPS ke sel target
harus dapat diekspresikan sehingga menghasilkan protein
atau enzim yang secara fungsional dapat aktif. Berdasarkan
analisis western blot (Gambar 6) tampak intensitas band
protein SPS pada tebu transgenik galur 4, 5, 6, dan 7 lebih
tebal dibandingkan tanaman kontrol yang berarti galur-galur
tersebut menghasilkan protein SPS lebih banyak. Hal ini
menunjukkan gen SoSPS1 yang ditransfer ke tanaman tebu
dengan menggunakan Agrobacterium dapat diekpresikan
sampai tingkat translasi sehingga dihasilkan protein SPS.

Jumlah protein SPS yang meningkat pada tebu hasil
transformasi galur 4, 5, 6, dan 7 mengakibatkan peningkatan
aktivitas SPS yang lebih tinggi dibandingkan tebu kontrol,
seperti tampak pada Gambar 7A. Peningkatan aktivitas SPS
pada galur 4, 5, 6, dan 7 masing-masing mencapai 142,8%;
178,6%; 228%; 285,7% dari kontrolnya. Hasil ini hampir
sama dengan hasil penelitian Laporte ez al. (1997), di mana
aktivitas SPS pada tomat yang ditransformasi dengan gen
SPS jagung yang dikendalikan oleh promoter 35S-CaMV
meningkat rata-rata dua kali dari tanaman tomat kontrol.
Tingginya aktivitas SPS pada galur 7 juga diikuti dengan
tingginya aktivitas Al yang menghidrolisis sukrosa menjadi
glukosa dan fruktosa sehingga kandungan sukrosanya
menjadi lebih kecil. Pada Gambar 7B tampak bahwa ada
kesamaan pola antara aktivitas SPS dengan aktivitas invertase
dari tebu hasil transformasi, semakin tinggi aktivitas SPS
semakin tinggi juga aktivitas Al. Aktivitas SPS daun yang
lebih tinggi pada tebu transgenik, menyebabkan kandungan
sukrosa daun lebih tinggi dibandingkan kontrolnya (Gambar
8A). Namun di antara tebu transgenik, aktivitas SPS yang
lebih tinggi menghasilkan kandungan sukrosa yang lebih
rendah. Menurut Laporte ef al. (2001) bahwa aktivitas
SPS yang tinggi menyebabkan ketidakseimbangan antara
sintesis sukrosa dan sintesis asam amino. Pada tanaman
yang mempunyai aktivitas SPS tinggi, sintesis asam amino
akan menurun, terutama asam amino yang berperan dalam
pembentukan rubisco. Terjadinya peningkatan sintesis
sukrosa menyebabkan penurunan sintesis pati, sehingga
rasio antara kandungan sukrosa dengan pati lebih tinggi
pada tebu transgenik dibandingkan kontrol (Gambar
8B). Demikian pula pada tanaman Arabidopsis thaliana
yang ditransformasi dengan gen SPS dari jagung terjadi
peningkatan rasio sukrosa: pati sekitar 0.03—0.17 (Signora
et al., 1998). Peningkatan rasio ini terjadi karena alokasi
penggunaan fotosintat (triosa phosphat) untuk sintesis
sukrosa di sitosol lebih besar dibandingkan untuk sintesis
pati di kloroplas.
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