JUR pASIN DOIT « 2004

I 1OTEKNOLOGI &
- Q 'OSAINS FRRVRCOIK

VOLLMES NONOS 1 A 20e

"aq _ i AL e
b R R o
m%ummu-.
ALOCE SERBATE W B e AN
nm-uwo-v
L T N

NN T8 R aassa oL "
OO A BRREE S w1 ﬂ’
. -.n.)w’w-. - .

LA )

PO A BN W A P o o
BRI DTN M 1 AN DT BAC
e B ph Rign ORI, | 3 A7 ' e
Bl S, Pt St Ty T e ey

WA D VD ge o N

PN PR L PO L U e A A
O SN LR e AT e
Fuls TaaMMA Tedn s W o

S Lamswrgddmabd Aps an v lase N iiaeis
Fondaliomra Vg "o llave e v Wirru v

FUMAAAY AN A BN L CA e TR an
AATE PO s TN PN AW - ey
PSR ME B Ee A )

ats Sovlor o Tuahtuw 3. e

VI A sl isAS ram N
rrwn tavgne Voo liman

&7

Cowdabor oo
frawmnPorgna on an Pora o "suwing
Lant B 10 vng A aiBan N By



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

EDITOR-IN-CHIEF

Dr. Teuku Tajuddin, Laboratory for Biotechnology, Agency for the Assessment and
Application of Technology (BPPT), Indonesia

MANAGING EDITOR

Indria Puti Mustika, S.Si, Laboratory for Biotechnology, Agency for the Assessment and
Application of Technology (BPPT), Indonesia

Siti Zulaeha, S.Si, Laboratory for Biotechnology, Agency for the Assessment and Application
of Technology (BPPT), Indonesia

EDITORIAL BOARD

Dr. Drs. Agung Eru Wibowo, Apt. M.Si., Laboratory for Biotechnology, Agency for the
Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia

Diana Dewi, M.Si, Laboratory for Biotechnology, Agency for the Assessment and Application
of Technology (BPPT), Indonesia

Dyah Noor Hidayati, M.Si, Laboratory for Biotechnology, Agency for the Assessment and
Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dr. Edy Marwanta, B. Eng., M. Eng., Laboratory for Biotechnology, Agency for the
Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia

Prof. Dr. Eniya Listiani Dewi, B.Eng., M.Eng., Deputy for Agroindustrial Tech. &
Biotechnology, Agency for the Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia
Dr. Hardaning Pranamuda, MSc, Center For Agroindustrial Technology, Agency for the
Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia

Drs. Tarwadi , M. Si, Center for Pharmaceutical and Medical Technology, Agency for the
Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dr. Wahyu Bahari Setianto, Center For Agroindustrial Technology, Agency for the
Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dr. Dra. Yenni Bakhtiar, M.Ag.Sc, Centre for Technology Service, Agency for the Assessment
and Application of Technology (BPPT), Indonesia

131


javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/54')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/661')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/60')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/654')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/58')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/588')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/696')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/698')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/684')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/652')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/651')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/685')
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.
17.

18.
19.

20.

21.
22.

23.
24.
25.
26.
217.
28.
29.
30.

31.

132

PEER REVIEWER

Dr. Agustin Krisna Wardani, Faculty of Agricultural Technology, Brawijaya University,
Indonesia

Dr. R. Ahmad Fauzantoro, Laboratory for Biotechnology, Agency for the Assessment and
Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dr. rer. nat. Anis Herliyanti Mahsunah, Laboratory for Biotechnology, Agency for the
Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dr. Anuraga Jayanegara, Dept. of Nutrition Science and Feed Technology, Faculty of
Husbandry, Bogor Agricultural University, Bogor, Indonesia

Dr. C Churiyah, Center of Technology for Pharmautical and Medical BPPT, Indonesia

Dr. Dewi Sukma, Departemen Agronomi & Hortikultura, Faperta Institut Pertanian Bogor,
Indonesia

Dr. Dudi Hardianto, Center for Pharmaceutical and Medical Technology, Agency for the
Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dr. Elok Zubaidah, Faculty of Agriculture Technology, Brawijaya University, Malang,
Indonesia

Dr. Erwahyuni Prabandari, Laboratory for Biotechnology, Agency for the Assessment and
Application of Technology (BPPT), Indonesia

Eva Nikastri, STP., M.Si, Pusat Riset dan Kajian Obat & Makanan BPOM, Indonesia

Prof. Herdis, Center for Agricultural Production Technology, Agency for the Assessment and
Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dr. Hermin Pancasakti Kusumaningrum, Diponegoro University, Indonesia

Dr. Josephine Siregar, Eijkman Institute for Molecular Biologi, Jakarta, Indonesia

Juwartina Ida Royani, M.Si, Center For Agricultural Production Technology, Agency for The
Assesment and Application of Technology, Indonesia

Dr. rer. nat. Kartika Senjarini, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, The University of
Jember, East Java, Indonesia

Dr. Marwan Diapari, London Research and Development Centre, Ottawa, Canada

Dr. Mia Miranti, Department of Biology, Faculty of Mathematics and Natural Sciences,
Padjadjaran University, West Java, Indonesia

Dr. Mulyoto Pangestu, Monash Clinical School, Monash University, Australia

Prof. Netty Widyastuti, Center for Bioindustrial Technology, Agency for the Assessment and
Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dr. Ratu Siti Aliah, Center for Agricultural Production Technology, Agency for the
Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia

Ir. Rinaldi Sjahril, M.Agr., Ph.D, Faculty of Agriculture, Hasanuddin University, Indonesia
Dr. Riza Arief Putranto, Pusat Penelitian Bioteknologi dan Bioindustri, Bogor, West Java,
Indonesia

Dr. Rofig Sunaryanto, Center for Bioindustrial Technology, Agency for the Assessment and
Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dr. Sabar Pambudi, Center for Pharmaceutical and Medical Technology, Agency for the
Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dr. Satya Nugroho, Research Centre for Biotechnology, LIPI, Bogor, Indonesia

Prof. Dr. Sismindari, Faculty of Pharmacy, Gadjah Mada University, Yogyakarta, Indonesia
Prof. Dr. S. Sudarsono, Department of Agronomy and Horticulture, Bogor Agricultural
University, Bogor, Indonesia

Prof. Dr. Sony Suharsono, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Bogor Agricultural
University, Bogor, Indonesia

Prof. Suyanto Pawiroharsono, Center for Bioindustrial Technology, Agency for the
Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dr. Tia Setiawati, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Padjadjaran University,
Indonesia

Dr. Waras Nurcholis, Department of Biochemistry, Faculty of Mathematics & Natural
Sciences, Bogor Agricultural University, Bogor, Indonesia


javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/1007')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/1043')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/346')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/673')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/998')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/1132')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/209')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/165')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/68')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/1058')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/567')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/1006')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/551')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/345')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/566')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/267')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/997')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/565')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/162')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/674')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/1035')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/550')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/57')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/1460')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/1482')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/564')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/517')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/562')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/161')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/1036')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/1461')
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

32.

Prof. Dr. Ir. Yusnita M.Sc, Faculty of Agriculture, University of Lampung, Lampung,
Indonesia.

LANGUAGE EDITOR
Dr. Ir. Akhmad Jufri, MSc., Center for Agricultural Production Technology, Agency for the
Assessment and Application of Technology (BPPT), Indonesia

Dra. Hadiyati Tarwan, Centre for Information Management, Agency for the Assessment and
Application of Technology (BPPT), Indonesia

ONLINE JOURNAL MANAGER

Dr. rer. nat. Catur Sriherwanto, Laboratory for Biotechnology, Agency for the Assessment and
Application of Technology (BPPT), Indonesia

Devit Purwoko, SP, Laboratory for Biotechnology, Agency for the Assessment and
Application of Technology (BPPT), Indonesia

133


javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/1501')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/695')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/43')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/55')
javascript:openRTWindow('http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI/about/editorialTeamBio/663')
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

VOL 6, NO 1. 2019

DAFTAR ISI

EFFECT OF TROGLITAZONE ON MORPHOLOGICAL CHANGES AND PPAR-y GENE EXPRESSION IN 3T3-L1 ADIPOCYTE _41’[635
CELLS 33
EEE 10.29122bbiw6il 3117

Asn Sulfianti, Mayriska Trwulansan, . Nurahh, . Churivah

MIKROPROPAGASI TANAMAN TALAS BENENG (Xanthosoma undipes K. Koch) DENGAN PERLAKUAN BENZIL AMINOPURIN, POF
TIAMIN, DAN ADENIN 61-73
EEH 10.29122bbiw6il 3216

Laela Sari, Aida Wilanzari, 81ti Noorrohmah, Tri Muji Ermavanti

EKSTRAK KAYU TEGERAN (Cudrania javanensis Trécul) SEBAGAI ANTI JAMUR. Peniophora sp. _mpoE
[FPH 10.29122/bbi.w6il 3168 14
Cici Darsih, Muhammad Ilvas, Vita Taufika Rosyida, Diah Pratiwi, A. Wheni Indrianingsih, . Hemawan, Wurl Apriyana
EMBRIOGENESIS SOMATIE IV ITTRO DAN REGENERASI PLANLET DARI TIGA VARIETAS ALFALFA (Medicago sativaL.) Sql’ligﬂq:
FEE 10.29122jbbiw6il 3348 i
Sulastri Sulastri, Winda Nawfetrias, Djatmiko Pimardi, Henti Rosdayant
PENGARUH VARIASI KONSENTRASI METANOL DAN LAMA INDUKSI TERHADAP EKSPRESI PROINSULIN OLEH Pichia L PoE
pastoris SECARA INTRASELULER. 93-103
EEE 10.29122bbiw6il 3176
Efrida Martius, Andree Trivadi, Dewi Yustika Sofia, Ams Herliyat Mahsunah
PENGARUH TEENIK PENGAPUNGAN HAYATI MELALUT FERMENTASI Rhizopus sp. TERHADAP KANDUNGAN NUTRISI EDF
PAKAN [KAN APUNG L05-117
EEE 10.29122jbbiw6il 3477
Sabrina Ayu Paramadim, Catur Sriherwanto, . Nurlaila, Imam Swja't, Mutiara Ayu Anniza
PERBANDINGAN TIGA KIT EKSTRAKSI RNA UNTUK ANALISIS TRANSKRIPTOMIKA PADA KELAPA SAWIT (Elaeis guineensis . 1;'?;
Jacg.) -la
EER 10.29122bbiw6il.3372
Siti Zulaeha, Devit Purwoko, Imam Cartealy, Teukn Tajuddin, . Karyanti, Hayat Khairiyah
TRANSFORMASI GENETIK DAN EKSPRESIMUTAN SUCROSE PHOSPHATE SYNTHASE PADA TANAMAN TOMAT o BF
B 10.29122fbbix6il 3341 13014
Suwinda Fibriani, Invana Dwi Agustien. Widhi Dvah Sawitri, Bambang Sugiharto
SERINING DAN IDENTIFIKAS] MIKEROBA LIGNINOLITIK PADA PENGOMPOSAN ALANMI TANDAN KOSONG KELAPA SAWIT . 1;3;
39-

EEE 10.29122bbiw6il 3237
Bedah Rupaedah, Devit Purwoko, Anna Safamda, Teuku Tajuddin, Abdul Walid, Mzhmnd Sugianto, Imam Sudjai, Agus Suyono

134


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Transformasi Genetik dan Ekspresi Mutan... Fibriani et al.

VOLUME 6 NOMOR1 JUNI 2019 ISSN 2548 - 611X

= JURNAL ==

BIOTEKNOLOGI & BIOSAINS INDONESIA

Homepage Jurnal: http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI

TRANSFORMASI GENETIK DAN EKSPRESI MUTAN SUCROSE
PHOSPHATE SYNTHASE PADA TANAMAN TOMAT

Genetic Transformation and Expression of Sucrose Phosphate Synthase
Mutant in Tomato Plant

Suwinda Fibriani®?, Inyana Agustien?3, Widhi Dyah Sawitrit>#** Bambang Sugiharto®?3
1Prodi Magister Bioteknologi, Program Pascasarjana, Universitas Jember. JI. Kalimantan 37, Jember 68121
2UPT. Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi-CDAST, Universitas Jember. JI. Kalimantan 37, Jember 68121
3Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember. JI. Kalimantan 37, Jember 68121
4Departemen Budidaya Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Gadjah Mada. JI. Flora Bulaksumur, Yogyakarta 55281
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ABSTRACT

Sucrose phosphate synthase (SPS) is a key enzyme responsible for sucrose biosynthesis. In
its regulation, SPS activity is modulated by an allosteric effector glucose-6-phosphate (G6P)
suggested to have an ability to bind SPS N-terminus domain. To understand the role of N-
terminus in regulating SPS, the SPS gene was mutated with the deletion of N-terminus domain
(AN-SPS). The AN-SPS gen was transformed into tomato plants with 5% transformation
efficiency. Three transgenic tomato plant 4.20, 5.5.1, and 5.10 were obtained and confirmed
by PCR analysis. Transgenic tomato expression was characterized by enzymatic analysis.
Result showed that the G6P allosteric regulation in transgenic AN-SPS had lost and the SPS
activity increased by 2-fold compared to non-transgenic plant. This showed that N-terminus
domain-deleted SPS could be actively expressed in plant.

Keywords: enzyme, genetic transformation, N-terminus domain deletion, sucrose phosphate
synthase, tomato

ABSTRAK

Sucrose phosphate synthase (SPS) merupakan enzim kunci yang bertanggung jawab dalam
sintesis sukrosa. Dalam regulasinya, aktifitas SPS dipengaruhi oleh alosterik efektor glukosa-
6-fosfat (G6P) yang diduga dapat berikatan pada domain N-terminus SPS. Untuk mengetahui
peran N-terminus pada regulasi SPS, dilakukan mutasi SPS dengan penghilangan domain N-
terminus (AN-SPS). Gen AN-SPS diinsersi pada tanaman tomat melalui transformasi genetik
dengan efisiensi transformasi 5%. Tiga tanaman transgenik tomat (event4.20; 5.5.1; dan 5.10)
didapatkan dan positif terkonfirmasi melalui analisis PCR. Ekspresi mutan dikarakterisasi
melalui analisis enzimatik. Hasil menunjukkan bahwa tanaman tomat transgenik AN-SPS tidak
dipengaruhi regulasi alosterik G6P dan aktifitas SPS 2 kali lipat lebih tinggi daripada tanaman
bukan transgenik. Ini menunjukkan bahwa SPS dengan delesi domain N-terminus dapat
terekspresi aktif pada tanaman.

Kata Kunci: delesi domain N-terminus, enzim, sucrose phosphate synthase, tomat,
transformasi genetik
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PENDAHULUAN

Sukrosa berperan sangat penting,
utamanya sebagai penyedia energi dan
sumber karbon pada tanaman (Lemoine et al
2000; Ruan 2012). Sucrose phosphate
synthase (SPS; EC 2.4.1.14) merupakan
enzim kunci yang mengkatalisis terbentuknya
sukrosa  dimana reaksinya bersifat
irreversible dari uridine diphosphate glucose
(UDP-G) dan fructose 6-phosphate (F6P)
menjadi sucrose 6-phosphate (S6P) dan UDP
(Verma et al. 2011; Wang et al. 2018). SPS
tidak hanya diregulasi dalam sel tanaman,
tetapi juga terdapat pada sel prokariotik lain
seperti cyanobacteria (But et al., 2013) dan
bakteri non-fotosintetik (Diricks et al. 2015).
Selain itu, SPS  dipercaya dapat
mempengaruhi partisi karbon pada tanaman.
Hal ini dibuktikan dengan overekspresi yang
telah dilakukan pada beberapa tanaman
seperti pada transgenik arabidopsis, tomat,
tembakau, tebu menunjukkan peningkatan
translokasi sukrosa pada tanaman (Coleman et
al. 2010; Maloney et al. 2015; Seger et al. 2015).
Mekanisme aktivitas SPS sangat
kompleks karena melibatkan regulasi
alosterik, fosforilasi, dan pengaruh kondisi
sinar terang-gelap (Yonekura et al. 2013;
Solis-Guzman et al. 2017). Regulasi alosterik
SPS pada tanaman dikontrol oleh metabolit
glucose 6-phoshate (G6P) dan inorganik
fosfat (Pi) (Volkert et al. 2014). Regulasi
fosforilasi dan defosforilasi SPS diatur pada
residu asam amino serin posisi 162 (Serl162)
pada tanaman jagung dan tebu (Sugiharto et
al. 1997) serta posisi 158 (Serl58) pada
tanaman bayam (Toroser et al. 1999).
Aktifitas SPS meningkat pada siang hari
dimana kondisi SPS mengalami de-fosforilasi
dan metabolit G6P melimpah, sedangkan
aktiftas SPS berkurang ketika SPS
mengalami fosforilasi dan konsentrasi G6P
berkurang pada malam hari (Huber dan
Huber 1996).

Studi sebelumnya melaporkan bahwa
adanya perbedaan ekspresi SPS di bakteri
dan tanaman (Wang et al. 2017). Perubahan
ini diasumsikan karena terputusnya domain
N-terminus SPS selama proses kultivasi yang
berlangsung di E. coli. Untuk mempelajari
peran domain N-terminus pada regulasi
alosterik SPS, maka mutan SPS dengan
pemotongan domain N-terminus dianalisis
secara in vitro. Hasil analisis tersebut
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didapatkan bahwa SPS yang kehilangan
domain N-terminus tidak dapat diaktivasi oleh
G6P, tetapi spesifik aktifitas enzim meningkat
hingga 10 kali lipat (Sawitri et al. 2016).
Meskipun mutan tersebut lebih stabil dan
memiliki prospek dalam pengembangan
bioteknologi, tetapi karakterisasi dan ekspresi
penghilangan domain N-terminus SPS perlu
dikaji lebih lanjut pada tanaman.

Tujuan dari penelitian ini adalah
dilakukan  transformasi genetik  dan
karakterisasi tanaman transgenik untuk
mempelajari ekspresi penghilangan domain
N-terminus SPS secara in vivo. Pada studi ini,
tanaman tomat digunakan sebagai tanaman
model selama proses transformasi genetik
(Sun et al. 2015).

BAHAN DAN METODE

Konstruksi mutan SPS pada vektor biner

Konstruksi gen AN-SPS dimulai dengan
delesi sekitar 0,3 kB pada domain N-terminus
gen ful-SPS vyang telah dilakukan pada
penelitian sebelumnya (Sawitri et al. 2016). Full-
SPS adalah gen full-length cDNA SPS tebu
(SoSPS1) yang berukuran 3,3 kB dengan
nomor aksesi AB001337 di GenBank
(Sugiharto et al. 1997). Vektor pRI101-AN
merupakan vektor biner yang mengandung gen
penyandi ketahanan pada antibiotik Kanamycin
yaitu nptll dengan promoter CaMV 35S
(Gambar 1).

Tahap pertama konstruksi dilakukan
dengan mengamplifikasi gen full-SPS dan gen
AN-SPS dengan menggunakan reagen
PrimeSTAR HS DNA Polymerase (TAKARA,
Japan) dan sepasang primer yang
mengandung penambahan Ndel (forward) dan
Afel (reverse) di kedua sisi ujungnya. Kondisi
suhu polymerase chain reaction (PCR) yaitu
94°C pada suhu pre-denaturation selama 3
menit, 98°C suhu denaturation selama 10 detik,
55°C suhu anelling selama 10 detik, 72°Csuhu
extention selama 3 menit dengan 35 siklus, dan
72°C suhu final extention selama 7 menit.

PCR produk AN-SPS yang dihasilkan
mengandung restriksi enzim Ndel dan Afel,
selanjutnya dipotong dan diinsersikan pada sisi
Ndel dan Smal yang terdapat pada vektor biner
pRI101-AN  (TAKARA, Japan). Strategi
konstruksi gen yang dilakukan adalah dengan
pemotongan dan penyambungan pada bagian
Ndel di sisi 5 (upstream) insert dan vektor.
Sedangkan pada sisi 3’ (downstream), insert
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dipotong dengan Afel dan vektor dipotong
dengan Smal selanjutnya diligasi melalui teknik
dengan  menghasilkkan  potongan  yang
komplemen satu sama lainnya (compatible
cohesive ends).

Konstruk yang telah didapat selanjutnya
diperbanyak pada bakteri E. coli strain XL10-
Gold, kemudian hasil konstruksi gen
dikonfirmasi dengan pemotongan DNA dan
sekuensing DNA. Konfirmasi melalui teknik
pemotongan DNA dilakukan pemotongan
dengan restriksi enzim Ndel untuk bagian
upstream dan EcoRI di bagian downstream
karena pada bagian downstream tidak lagi bisa
memotong restriksi enzim Afel maupun Smal.

Transformasi genetik dan seleksi

Tunas apikal tanaman tomat yang telah
ditumbuhkan secara in vitro selama 14 hari
digunakan sebagai eksplan dalam proses
transformasi menggunakan Agrobacterium
tumefaciens strain GV3101. Gen yang akan
ditransformasi meliputi full-SPS dan AN-SPS
yang telah diinsersi pada vektor pRI101-AN.
Metode transformasi yang digunakan sesuai
dengan protokol yang telah deskripsi oleh
Sugiharto (2018).

Transformasi gen full-SPS dan AN-SPS
melalui infeksi Agrobacterium meliputi beberapa
tahapan yang terdapat pada Gambar 2. Setelah
proses inkubasi eksplan selama 30 menit
dalam kultur Agrobacterium yang mengandung
gen target, tahap ko-kultivasi dilakukan untuk
memberi kesempatan infeksi Agrobacterium

C-terminal
domain

full-sPS =—{ F !' '

Glycosyltransferase

dan memaksimalkan proses transfer T-DNA dari
Agrobacterium ke tanaman (Gambar 2.1).
Setelah eksplan diinkubasi selama 30 menit
dengan kultur ~ Agrobacterium  yang
mengandung gen target, selanjutnya
dilakukan  ko-kultivasi dimana eksplan
ditumbuhkan dalam media basal MS
mengandung acetosyringone selama 2 hari.
Eksplan yang terinfeksi dipindahkan pada
media seleksi MS basal mengandung 75ppm
antibiotik kanamycin dan 500ppm cefotaxime
(Gambar 2.2).

Seleksi tanaman transgenik dilakukan
sebanyak 5 kali seleksi dan dibutuhkan 2
minggu setiap 1 kali seleksi. Tanaman yang
mampu bertahan pada medium seleksi
merupakan tanaman putatif transgenik (Gambar
2.3). Pada medium seleksi, cefotaxime berperan
untuk mengeliminasi  pertumbuhan  bakteri
Agrobacterium supaya tidak mengalami over-
growth. Sedangkan mekanisme gen nptll
terhadap ketahanan antibiotik yaitu dengan
mensintesis enzim nptll dan menginaktivasi
antibiotik melalui proses fosforilasi antibiotik jenis
aminoglukosida seperti kanamycin (Breyer et al.
2014). Setelah dilakukan hingga seleksi ke-5,
eksplan diaklimatisasi di dalam growth
chamber selama 4 minggu dan dipindahkan
ke rumah kaca.

Tahap selanjutnya adalah aklimatisasi
dengan menumbuhkan tanaman putatif
transgenik pada medium tanah di growth-
chamber (Gambar 2.4) dan rumah kaca
(Gambar 2.5 dan 2.6).

N-terminal
. domain

domain

AN-SPS (3 kB)

f Nos NosP lINosT

Afel/Smal

EcoRl

PRI101AN::AN-SPS (+ 13 kB)

Gambar 1. Skema yang mewakili desain konstruk pRI101AN::AN-SP
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Analisis genomik melalui PCR

Metode ekstraksi DNA dari daun tomat
mengacu pada metode Dellaporta et al.
(1983) dengan modifikasi minor dan sesuai
dengan metode yang dilakukan oleh Apriasti
et al. (2018). DNA genom yang diekstraksi
sebanyak 0.5 gram daun tanaman tomat
yang ditumbuhkan di rumah kaca. Daun
tomat tersebut digerus dengan penambahan
nitrogen cair di dalam mortal dan pestel,
selanjutnya dicampur buffer sebanyak 1 mL
(2 kali volum) yang mengandung 100 mM
Tris-HCI (pH 8), 50 mM EDTA, 500 mM NacCl,
1% SDS, dan 5 mM 2-mercaptoethanol.
Setelah diinkubasi pada suhu 65°C selama
10 menit, sampel diberi 300uL 5M Potasium
Asetat dan diinkubasi dalam es selama 10
menit. Pemisahan antara pellet dan
supernatan dilakukan menggunakan

J Bioteknol Biosains Indones — Vol 6 No 1 Thn 2019

sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm
pada suhu 4°C, selanjutnya supernatan
dipresipitasi dengan penambahan 0,8 Kali
volum isopropanol dan diinkubasi pada suhu
-20°C selama 1 jam. DNA yang terpresipitasi
didapatkan dari sentrifugasi 12.000 rpm dan
suhu 4°C setelah inkubasi -20°C selama 1
jam. Pellet DNA dilarutkan dalam 300uL
buffer TE dan untuk menghilangkan
kontaminan RNA, dilakukan penambahan
RNAse dan inkubasi selama 1 jam.
Selanjutnya DNA dipresipitasi kembali
menggunakan metode presipitasi etanol dan
pellet DNA yang didapat dilarutkan dalam
20uL buffer TE.

Analisis  PCR  dilakukan  untuk
mendeteksi keberadaan gen target pada
tanaman tomat putatif transgenik. Pada studi
ini, analisis PCR yang ditargetkan adalah gen

Gambar 2. Tahap transformasi gen AN-SPS pada tanaman tomat: (1) ko-kultivasi; (2) eliminasi; (3) seleksi dengan
medium mengandung Kanamycin; (4) aklimatisasi di growth-chamber; (5-6) aklimatisasi di rumah kaca
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Tabel 1. Prosentase hasil efisiensi transformasi gen AN-SPS pada tanaman tomat

Tahap transformasi

K S1 S3 S4 S5 A
Jumlah tanaman 298 231 217 173 150 15
Prosentase 100% 78% 73% 58% 50% 5%

nptll  (neomcyin phosphortransferasell) dan
gen SPS (full-length SPS dan AN-SPS).
Amplifikasi gen nptll menggunakan sepasang
primer nptll forward (F1) 5-GTC ATC TCA
CCTTGC TCC TGC C-3’ dan reverse (R1) 5'-
GTC GCT TGG TCG GTC ATT TCC-3' dan
reagen PCR Master Mix (Promega, USA),
sedangkan untuk gen SPS menggunakan
primer promoter Cauliflower mosaic virus
(CaMV) 35S pada bagian forward (F2) 5-GAA
GAC GTT CCA ACC ACG-3'dan primer SPS
P9 pada bagian reverse (R2) 5-ACA CGG
TAT GCG CAC AAT GTA-3 dengan reagen
LA Taq DNA polymerase (TAKARA, Japan).
Reaksi PCR dilakukan menggunakan mesin
T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA) dengan
kondisi suhu pre-denaturation 95°C selama 3
menit, selanjutnya proses denaturation 95°C
selama 30 detik, anelling selama 58°C selama
30 detik, extention 72°C selama 1 menit
sebanyak 35 siklus, dan final extention 72°C
selama 1 menit. Visualisasi produk PCR
selanjutnya dielektroforesis menggunakan 1%
agarose dengan ethidium bromide dan
didokumentasikan menggunakan Gel
Documentation System (Major Science, USA).

M  Ndel/EcoRI
(kB)
10 —> pRI101AN

8 (10 kB)

6

5

4

5 —> AN-SPS

(3 kB)

2

Gambar 3. Hasil pemotongan restriksi enzim
Ndel/EcoRIl. Marker (M) DNA yang
digunakan adalah 1kB DNA Ladder
(New England Biolabs, UK)

Ekspresi protein melalui aktifitas enzim

Enzim yang digunakan dalam uiji
aktiftas enzim didapatkan dari daun
transgenik tomat. Metode ekstraksi mengacu
pada Torres et al. 1989 dengan sedikit
modifikasi (Sawitri et al. 2016; Neliana et al.
2019). Daun tomat digerus dengan nitrogen
cair dan dicampur dengan modifikasi buffer
ekstraksi sebanyak 3 kali volum [50mM Tris-
HCI (pH 7,5), 150mM NaCl, 1mM MgCl,,
1mM EDTA, 2,5mM DTT dan 10% PVPP].
Ekstrak tersebut selanjutnya disentrifugasi
dengan kecepatan 14000 rpm pada suhu 4°C
selama 15 menit. Bagian supernatan diambil
dan selanjutnya dipakai dalam pengukuran
aktifitas enzim SPS.

Analisis biokimia dilakukan dengan
mereaksikan supernatan dari ekstrak daun
tanaman tomat dengan substrat UDP-G dan
F6P yang diperlakukan dengan penambahan
efektor alosterik G6P. Metode pengujian
aktifitas SPS telah dideskripsikan pada
penelitian sebelumnya (Huber et al. 1985;
Sawitri et al. 2016; Sawitri et al. 2018b)
dengan menggunakan mixture buffer yang
mengandung 50mM MOPS-NaOH (pH 7,5)
dan 20mM MgCl,. Buffer tersebut dicampur
dengan substrat 20mM F6P dan 20mM UDP-
G, selanjutnya direaksikan dengan ekstrak
enzim SPS selama 10 menit. Reaksi
enzimatis dihentikan dengan penambahan
35uL 1M NaOH dan diinkubasi pada suhu
95°C selama 10 menit. Sukrosa yang
terbentuk selanjutnya diwarnai dengan
penambahan 125uL 0.1% Resolcinol dalam
95% Etanol, 375uL 30% HCI, dan diinkubasi
pada suhu 85°C selama 5 menit. Warna yang
terbentuk diukur dengan panjang gelombang
520nm menggunakan microtiter plate reader
SH-1000 (Corona Electric, Japan).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Konstruksi gen AN-SPS dan transformasi
Pada hasil konstruksi gen AN-SPS

telah didapatkan bahwa vektor pRI101AN

berukuran 10kB dan insersi gen AN-SPS
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berukuran 3 kB dapat terpotong sempurna
pada sampel hasil kloning setelah 2 jam
inkubasi (Gambar 3). Hal ini membuktikan
bahwa telah didapatkan klon positif yang
mengandung gen AN-SPS. Selanjutnya
sekuensing DNA dilakukan untuk memeriksa
apakah urutan basa nukleotida pada klon
positif tersebut sesuai dengan desain
konstruk yang dibuat (data tidak ditampilkan).
Klon positif tersebut selanjutnya digunakan
untuk  transformasi  genetik  sehingga
menghasilkan tanaman transgenik tomat.

Pada penelitian ini, efisiensi metode
transformasi genetik mulai tahap ko-kultivasi
(K), seleksi (S) 1 hingga 5, dan aklimatisasi
(A) tanaman putatif transgenik sebesar 5%.
Sesuai dengan referensi yang ada bahwa
prosentase efisiensi transformasi pada
tanaman yang bagus adalah di atas 1%
(Sugiharto 2018; Apriasti et al. 2018).
Perhitungan hasil transformasi disajikan pada
Tabel 1. Penurunan paling tinggi adalah
perpindahan pada seleksi 5 (S5) ke tahap
aklimatisasi yaitu terdapat penurunan
sebesar 10 kali lipat. Hal ini mungkin
disebabkan tanaman membutuhkan
penyesuaian dari medium kultur jaringan ke
medium tanah karena tanaman masih dalam
kondisi tidak stabil.

Konfirmasi tanaman putatif transgenik

Untuk membuktikan bahwa tanaman
putatif transgenik telah terinsersi gen target,
analisis genomik menggunakan PCR
digunakan dalam penelitian ini. Hasil
amplifikasi PCR dengan menggunakan
pasangan primer F1-R1 dan F2-R2
menunjukkan  bahwa tanaman  tomat
merupakan tanaman transgenik AN-SPS.
Pada umumnya, nptll sering digunakan
dalam mendeteksi tanaman transgenik (Yang
et al. 2013). Pasangan primer F1-R1
mengamplifikasi DNA dengan ukuran sekitar
0,5 kb pada gen nptll, sedangkan primer F2-
R2 mengamplifikasi DNA dari promoter
CaMV 35S sampai dengan gen insersi SPS.
Pada Gambar 4, hasil amplifikasi PCR yang
menggunakan pasangan primer F2-R2
terdapat 2 macam band yaitu berukuran 1 kb
dan 0,5 kb. Jika produk PCR yang dihasilkan
sebesar 0,5 kb, maka gen yang terinsersi
sesuai dengan gen target yaitu SPS yang
telah kehilangan domain N-terminus (AN-
SPS). Hal ini ditunjukkan sampel nomor 2, 4,
5, dan 6 pada Gambar 4. Sedangkan jika
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sampel yang teramplifikasi sebesar 1 kb,
maka dapat dipastikan bahwa sampel
merupakan SPS dimana domain N-
terminusnya masih belum hilang (full-SPS)
dan ditunjukkan pada sampel nomor 1. Oleh
karenanya sampel nomor 1 dijadikansebagai
kontrol pada penelitian ini.

Tiga macam sampel pada penelitian ini
digunakan sebagai kontrol yaitu sampel
nomor 1, 2, dan 3 (Gambar 4). Sampel homor
1 adalah plasmid pRI101AN dengan insersi
full-SPS, sampel nomor 2 adalah plasmid
pRI101AN dengan insersi AN-SPS, dan
sampel homor 3 adalah tanaman tomat wild-
type (non-transgenik) yaitu tanaman yang
tidak dilakukan transformasi genetik. Haslil
transformasi gen didapatkan 3 event
tanaman tomat yang positif mengandung
insersi gen AN-SPS. Hal ini menunjukkan
bahwa ukuran amplifikasi gen menggunakan
primer F2-R2 adalah 0,5 kb, sedangkan
positif teramplifikasi gen nptll menggunakan
primer F1-R1 (Gambar 4). Tiga event
tanaman tomat positif transgenik tersebut
adalah event 4.20 (sampel nomor 4), event

(sampel nomor 5), dan event 5.10
(sampel nomor 6). Ketiga tanaman transgenik
AN-SPS tersebut selanjutnya dilakukan studi
biokimia melalui analisis enzimatik untuk
mengkonfirmasi apakah mutan AN-SPS pada
tanaman merupakan enzim yang masih aktif
seperti penelitian sebelumnya pada bakteri E.
coli (Sawitri et al. 2016).

Analisis enzimatik tanaman mutan AN-SPS
Studi biokimia melalui analisis aktifitas
enzim pada tanaman positif transgenik AN-

o) os 1™ 3 405 6

il

0.5
0.25

nptll
(F1-R1)

1 [[—_=
05 -
0.25

SPS
bl Bl (F2-R2)

Gambar 4. Hasil analisis PCR genomik DNA: (M)
marker 1Kb DNA Ladder (Geneaid,
Taiwan); (1) plasmid pRILO1AN::full-
SPS; (2) plasmid pRI101AN::AN-SPS;
(3) tanaman tomat non-transgenik;
(4) tanaman tomat transgenik event 4.20;
(5) tanaman tomat transgenik event
5.5.1; (6) tomat transgenik event 5.10
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SPS perlu dilakukan untuk mengetahui
regulasi SPS di tanaman. Grafik hasil analisis
aktifitas enzim disajikan dalam Gambar 5.
Warna biru menunjukkan aktifitas enzim SPS
ketika tidak ditambahkan G6P dan warna
merah menunjukkan aktifitas enzim SPS
dengan penambahan G6P. Sesuai dengan
referensi sebelumnya bahwa pada tanaman
wild-type aktifitas enzim SPS diinduksi oleh
metabolit G6P (Sawitri et al. 2016; Sawitri et al.
2018b).

Hal ini sesuai dengan hasil analisis
enzimatis pada Gambar 5, yaitu menunjukkan
adanya regulasi alosterik pada tanaman tomat
yang tidak transgenik (wild-type). Aktifitas
enzim pada wild-type dalam kondisi tanpa
G6P menunjukkan sukrosa yang terbentuk
sekitar 0,28 mM sukrosa/10 menit. Sedangkan
dengan pemberian 5 mM G6P, produk
sukrosa yang terbentuk mengalami
peningkatan hingga 0,38 mM sukrosa/10
menit (Gambar 5). Sehingga dapat
disimpulkan bahwa aktifitas SPS pada
tanaman wild-type dipengaruhi oleh GG6P.
Tetapi ekspresi SPS pada tanaman tomat
transgenik AN-SPS menunjukkan adanya
perbedaan dari tanaman wild-type. Melalui
data yang dihasilkan pada Gambar 5,
tanaman transgenik AN-SPS secara dominan
tidak dipengaruhi oleh G6P. Sukrosa yang
terbentuk pada kondisi tidak diberi G6P yaitu
sekitar 5,8 mM sukrosa/10 menit, sedangkan
pada kondisi adanya G6P sebesar 5,7 mM
sukrosa/10 menit. Hasil yang sama didapat

0.7
m G6P-

0.589 g 574
0.6 = G6P+

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

Tanaman
wild type

Tanaman
transgenik AN-SPS

Gambar 5. Perbandingan aktifitas enzim SPS terhadap
regulasi G6P antara tanaman transgenik
AN-SPS dan tanaman wild-type

pada penelitian sebelumnya bahwa ketika gen
AN-SPS diekspresikan pada E. coli, dimana

SPS yang mengalami pemotongan domain N-

terminus menunjukkan adanya penghilangan

sifat alosterik dan tidak terpengaruh oleh G6P

(Sawitri et al. 2016; Sawitri et al. 2018b).

Selain itu sesuai dengan referensi
sebelumnya oleh Sawitri et al. (2016) bahwa
aktifitas enzim pada transgenik AN-SPS lebih
tinggi daripada  wild-type, meskipun
peningkatan ekspresinya tidak seperti pada
bakteri E. coli maupun kultur sel eukaryotik
(insect cell). Pada tanaman, ekspresi
peningkatan  aktiftas =~ AN-SPS  hanya
mencapai sekitar 2 kali lipat lebih tinggi
daripada wild-type pada kondisi tanpa G6P
(Gambar 5).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
N-terminus SPS berpengaruh penting dalam
regulasi sintesis sukrosa. Domain N-terminus
SPS diasumsikan berinteraksi dengan G6P
dan berfungsi sebagai suppressor aktifitas
SPS (Sawitri et al. 2016). Tetapi ketika domain
N-terminus dihilangkan maka SPS akan
kehilangan interaksi dengan G6P, sehingga
regulasi alosterik menjadi hilang. Tanaman
wild-type mengandung full-length SPS asli dari
tomat dimana domain N-terminus masih
terdapat pada SPS. Oleh karenanya, aktifitas
SPS tanaman wild-type berpengaruh terhadap
G6P. Sedangkan AN-SPS pada tanaman
transgenik tomat ekspresinya lebih dominan,
maka sesuai prediksi bahwa aktifitasnya lebih
tinggi dan tidak terpengaruh pada G6P. Hasil
ini membuktikan bahwa mutasi penghilangan
domain N-terminus masih menghasilkan
enzim SPS yang aktif pada tanaman. Oleh
karenanya, dapat diasumsikan bahwa gen
AN-SPS berpotensi untuk menjadi target
dalam pengembangan genom editing.

Kesimpulan

Melalui studi ini telah didapatkan tiga
positif tanaman transgenik tomat dengan
transformasi  genetik  yaitu  tanaman
transgenik event 4.20, 5.5.1, dan 5.10.
Tanaman transgenik telah dikonfirmasi
melalui analisis PCR dan karakterisasi
tanaman transgenik dilakukan dengan
analisis biokimia. Sesuai prediksi, hasil
analisis tersebut menunjukkan bahwa
ekspresi AN-SPS pada tanaman transgenik
tomat merupakan enzim yang sama aktifnya
dengan ekspresi AN-SPS di E. coli.
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