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ABSTRACT

Agrobacterium-mediated transformation has known provide the increase of sucrose production on tomato (Lycopersicon
esculentum). Transformation technique, medium composition, age of explant, antibiotic concentration as selection agent were optimized
to improve transformation efficiency. Cotyledon and axillary bud from L. esculentum cv. zamrud and liontin were co-cultivated with
Agrobacterium strain LBA4404 that harboured a pKYS binary vectors carrying genes for both neomycin phosphotransferase (NPTII)
and S. officinarum SPS (SoSPS1). Kind of explants, explant age (14, 15, and 16 days-old in vitro seedlings) and kanamycin selection
medium (0, 25, 50, 75, and 100 mgL™ ") were used as treatment. This study aimed to determine transformation efficiency and obtain
transgenic tomato plants transformed with the SoSPS1 gene using Agrobacterium tumefaciens. Transformation efficiency was obtained
at 14 days old cotyledon explants, with the percentage of explants forming shoots 19.8%. PCR results showed that the plasmid-SoPS1
PpKYS already integrated in the explant and has obtained eight clones of transgenic tomato plants.
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PENGANTAR

Hasil akhir dari proses fotosintesis pada tanaman tomat
adalah sukrosa dan pati. Sukrosa di dalam sel tanaman
mempunyai peran penting dalam proses metabolisme
(Castleden et al., 2004) sebagai sumber energi dan kerangka
karbon serta merupakan bentuk karbohidrat yang lebih
mudah untuk ditranslokasi antar jaringan tanaman (Cheng
etal., 1996). Biosintesis sukrosa di dalam sel tanaman tomat
(Lycopersicon esculentum) dikatalisis oleh beberapa enzim.
Sucrose phosphat synthase (SPS) merupakan enzim yang
berfungsi dalam mengkatalis fruktosa-6-phosphate dan
UDP-glucose menjadi sucrose-6-phosphate (Dickinson et
al., 1991). Pada beberapa tanaman diketahui SPS sebagai
enzim utama dalam menentukan kandungan sukrosa, seperti
pada buah tomat, melon, batang tebu, dan umbi bit dan
merupakan salah satu enzim kunci dalam asimilasi karbon
(Sugiharto et al., 2003).

Tomat (Lycopersicon esculentum) merupakan tanaman
sayuran penting di Indonesia. Salah satu upaya perakitan
galur tomat adalah dengan rekayasa genetik melalui
metode DNA rekombinan. Penyisipan materi genetik pada
tanaman tomat menggunakan Agrobacterium tumefaciens
telah dilakukan sejak tahun 1986 (McCormick et al.,
1986), namun hasilnya masih bervariasi. Beberapa faktor
mempengaruhi keberhasilan penyisipan materi genetik,

diantaranya adalah binary vector (An, 1986), varietas (Ling
et al., 1998; Ellul et al., 2003; Santoso et al., 2009), tipe
eksplan (Fillati et al., 1987), zat pengatur tumbuh (Pfitnzer
et al., 1998; Cortina et al., 2004), konsentrasi bakteri
(Shanin et al., 1986), strain Agrobacterium (Roekel et al.,
1993), dan konsentrasi antibiotik (Hu dan Phillips, 2001;
Qiu et al., 2007).

Transformasi gen SPS (Sucrose Phophat Synthase)
telah dilakukan pada beberapa tanaman seperti tembakau
(Miswar et al., 2005), tomat (Laporte et al., 2001, Worrel et
al., 1991), bayam dan Arabidopsis thaliana (Signora et al.,
1998), dan tebu (Miswar et al., 2007). Hasil dari beberapa
transformasi gen SPS tersebut menunjukkan adanya
peningkatan aktivitas SPS dan kandungan sukrosa. Hasil
penelitian Dali ef al. (1992) menyatakan bahwa sukrosa
yang dibentuk di daun tomat akan dihidrolisis menjadi
glukosa dan fruktosa oleh invertase setelah sampai di
buah. Sukrosa kemudian dibentuk kembali (resintesis) dari
glukosa dan fruktosa yang dikatalisis oleh SPS buah (Miron
dan Schaffer, 1991). Disini terlihat bahwa SPS merupakan
enzim penting dalam pertumbuhan dan perkembangan
tanaman. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efisiensi
transformasi dan mendapatkan tanaman tomat transgenik
yang ditransformasi dengan gen SoSPSI/ menggunakan
Agrobacterium tumefaciens.
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BAHAN DAN CARA KERJA

Bahan Tanam

Benih tomat varietas Zamrud dan Liontin berasal
dari Balitsa (Balai Penelitian Sayuran) Lembang. Benih
direndam air hangat selama 5 menit, kemudian disterilisasi
dengan larutan Hipoklorit 5% selama 30 detik dan dibilas
3 kali dengan aquadest steril. Benih ditanam pada media
perkecambahan (MS + 30 g/l sukrosa + 3 g/l phytagel, pH
5,8). Inkubasi dilakukan selama 4 hari diruang gelap dan
10 hari diruang terang dengan penyinaran 1600 lux dan
pada suhu 25° C.

Pengkulturan Agrobacterium

Koloni tunggal dari Agrobacterium tumefaciens strain
LBA4404, yang mengandung konstruk gen SPS (Gambar
1), ditumbuhkan pada media YEP (yeast extract pepton)
2 ml ditambah antibiotik kanamycin 50 mgL-1, Streptomicyin
30 mgL-1, dan refamicyin 50 mgL-1, kemudian diinkubasi
pada shaker (150 rpm) pada suhu 28° C selama 2 hari.
Kultur Agrobacterium di subkultur ke 50 ml YEP (yeast
extract pepton) cair ditambah antibiotik (kanamycin
50 mgL-!, Streptomicyin 30 mgL'1 dan refamicyin 50
mgL-T1), kemudian diinkubasi pada shaker (150 rpm) pada
suhu 28° C hingga OD + 0,5 — 0,8. Pengukuran OD diukur
menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang
600 nm (Ag)-

NOS-Pro H NP1l Kan R) H NOSTer H Pro CaMV H CDNASPS tebu H'-;mwﬂ Hj)

Gambar 1. Peta konstruk pKYS-SoSPS7. cDNA-SoSPS1 dibawah
kendali promoter CaMV35S dan gen ketahanan terhadap kanamisin
NPT II

Infeksi dan Kokultivasi

Eksplan kotiledon dipotong bagian pangkal dan ujung
sehingga membentuk persegi panjang, sedangkan tunas
aksilar dipotong + 0,5 cm. Potongan kotiledon dan tunas
aksilar di tanam pada media prekultur (MS + 30 g/I sukrosa
+0,2 mgL-'TAA+2 mgL-! BAP + 3 g/l phytagel, pH 5,8).
Eksplan diprekultur selama 24 jam pada suhu 25° C.

Bakteri Agrobacterium pada media 50 ml YEP (yeast
extract pepton) cair di sentrifuge dengan kecepatan 5.000
rpm selama 10 menit dan peletnya disuspensikan pada
media MS cair sebanyak 50 ml.

Eksplant tomat hasil prekultur dimasukkan ke dalam
suspensi Agrobacterium, kemudian digojok dengan shaker
selama 30 menit pada suhu 28° C dan kecepatan 50 rpm.

Eksplan ditanam pada media kokultivasi (MS + 30 g/l
sukrosa + 0,2 mgL-1 IAA + 2 mgL-! BAP + 3 g/l phytagel
+ 50 mgL-! acetosyringone, pH 5,8.) dan diinkubasi di
tempat gelap selama 2 hari.

Eliminasi Agrobacterium

Eksplant dari media kokultivasi dicuci dengan
menggunaan MS cair 50 ml yang mengandung cefotaxime
500 mgL-! dan ditiriskan diatas kertas saring. Eksplant
ditanaman pada media eliminasi (MS + 30 g/l sukrosa + 0,2
mgL-1 TAA +2 mgL-! BAP + 3 g/l phytagel + 500 mgL-!
cefotaxim, pH 5,8) pada kondisi terang selama 5 hari.

Seleksi Tomat Putative Transforman

Eksplan ditanam pada media kanamisin 0, 25, 50, 75
dan 100 mgL-! untuk mengetahui efektivitas kanamisin
sebagai agen seleksi.

Optimasi eksplan umur 14, 15 dan 16 hari setelah
perkecambahan juga dilakukan untuk mengetahui
efektivitas umur eksplant dalam membentuk tunas. Hasil
uji kanamisin dan umur eksplant digunakan sebagai dasar
untuk transformasi.

Eksplant dari media eliminasi disubkultur pada media
seleksi (MS + 30 g/l sukrosa + 0,2 mgL-! IAA + 2 mgL-!
BAP + 3 g/l phytagel + 500 mgL-! ceffotaxim + 50
mgL-! kanamisin, pH 5,8). Planlet yang mampu tumbuh
disubkultur pada media seleksi baru dengan 5 kali media
seleksi. Dengan masa seleksi masing-masing 14 hari.
Apabila eksplan sudah bertunas disubkultur ke media
perpanjangan MS + 30 g/l sukrosa + 0,25 mgL-! BAP+0,25
mgL-! GA3 + 3 g/l phytagel + 500 mgL-! ceffotaxim + 50
mgL-! kanamisin, pH 5,8), kemudian media perakaran (MS
+30 g/l sukrosa + 0,15 mgL-! NAA + 3 g/l phytagel + 500
mgL-! ceffotaxim + 50 mgL-! kanamisin, pH 5,8).

Parameter Pengamatan

Pengamatan dilakukan pada persentase eksplant
berkalus, persentase eksplant bertunas dan jumlah tunas
per eksplant.

Analisis PCR (Polymerase Chain Reactions)

Isolasi DNA genomik berasal dari daun tomat. Untuk
mengetahui keberadaan gen SoSPS! pada plasmid pKYS
yang diisolasi dari Agrobacterium tumefaciens transforman
dilakukan PCR menggunakan forward primer nptll (5’-
GTCATCTCACCTTGCTCCTGCC-3), dan reverse primer
nptll (5’-GTCGCTTGGTCGGTCATTTC-3) dengan
ukuran + 650 bp.


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

Dewanti, Islahuddin, Okviandari, Waluyo, Saputra, Wardiyati, dan Sugiharto 75

HASIL

Efektifitas Kanamisin Sebagai Agen Seleksi

Kanamisin merupakan antibiotik yang digunakan
sebagai agen seleksi pada eksplan yang sudah diinfeksi
dengan Agrobacterium. Hasil pengamatan menunjukkan
bahwa eksplant tunas aksilar dan kotiledon tomat yang
dikulturkan selama 28 hari pada media MS + kanamisin
(25,75, 50, 100) mgL-! menunjukkan bahwa 100% eksplan
berwarna hitam dan mati, sedangkan eksplan yang ditanam
pada media tanpa kanamisin tidak menunjukkan kematian
(Tabel 1).

Tabel 1. Persentase kematian eksplan tunas aksilar dan
kotiledon tomat yang ditumbuhkan pada media MS
yang mengandung kanamisin

Persentase Tunas Mati

Tipe Konsentrasi .
Eksplan Kanamisin (mgL:1) pada Harl kes

7 14 21 28
Tunas 0 0 0 0 0
aksilar 25 0 40 60 100
50 0 50 70 100
75 0 60 100 -

100 0 100 -
Kotiledon 0 0 0 0 0
25 40 60 100 -
50 60 100 - -
75 70 100 - -
100 100 100 - -

Pengaruh Umur Eksplant pada Efektifitas
Pembentukan Tunas Putative Transforman

Perbedaan umur eksplan akan mempengaruhi
efektivitas pembentukan tunas transforman. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa kemampuan ekplan untuk membentuk
tunas putative transforman adalah 72% pada umur eksplant
14 hari, 10% pada umur eksplant 15 hari dan 0% pada umur
eksplant 16 hari (Tabel 2).

Tabel 2. Persentase jumlah eksplant bertunas pada umur eksplan
yang berbeda

Umur  Jumlah Jumlah forsentase
Eksplan Eksplan Eksplan Bertunas JumlaRE Ksglent
P P P Bertunas
14 hari 50 36 72
15 hari 50 5 10
16 hari 50 0 0

Efisiensi Transformasi

Penelitian dilaksanakan sampai tahap pembentukan
tanaman putative transforman dengan cara seleksi eksplan

pada media antibiotik. Berdasarkan penelitian pendahuluan,
hipokotil yang diinfeksi dengan Agrobacterium, selalu
menunjukkan kematian. Oleh karena itu, eksplan yang
digunakan adalah tunas axilar dan kotiledon. Hasil
transformasi menunjukkan bahwa eksplan kotiledon dan
tunas aksilar mampu membentuk tunas 19,80% dan 8,28%
(Tabel 3).

Tabel 3. Tabel jenis eksplant, jumlah eksplan, eksplan berkalus,
eksplan bertunas dan tunas per eksplan

Jenis Jumlah Eksplant Eksplant Tunas per
Eksplan Eksplant Berkalus Bertunas Eksplant
(%) (%) (%)
Kotiledon 300 71,66 19,80 1,90
Tunas aksilar 300 66,00 8,28 0,51

Eksplant ditanam pada media MS tanpa kanamisin
(kontrol-) dan media MS dengan kanamisin (kontrol+),
sedangkan eksplan yang sudah diinfeksi dengan
Agrobacterium ditanam pada media seleksi (transforman).
Seleksi dilakukan 5 kali dengan lama seleksi masing-masing
2 minggu. Hasil pengamatan sampai seleksi 5 menunjukkan
bahwa eksplan yang ditanam pada media kontrol negatif
mampu berregenerasi hingga 100%, sedangkan eksplan
yang di tanam pada media kontrol positif menunjukkan
kematian secara bertahap, tampak bahwa pada seleksi 4,
eksplan sudah menunjukkan kematian. Dari hasil pegamatan
didapatkan bahwa transformasi gen SoSPS/ ke tanaman
tomat mempunyai persentase keberhasilan pada media
seleksi 1-5 masing-masing 98,4%, 78,13%, 48,8%, 28,53%
dan 4% (Gambar 2).

ketahanman eksplant Pada Media
Regenerasi
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Gambar 2. Ketahanan eksplant pada media seleksi (S1: seleksi
ke 1, S2: seleksi ke 2, S3: seleksi ke 3, S4: seleksi ke 4, S5:
seleksi ke 5)

Analisis PCR

Isolasi genom dilakukan pada tanaman transforman
(T0), kemudian dikonfirmasi dengan PCR untuk mengetahui
keberhasilan transformasi. Hasil PCR dapat dilihat pada
Gambar 3.
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Gambar 3. Hasil PCR dengan primer F/R NPT II, (M) Marker, (K*) pKYS, (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) tanaman transforman, (K) tanaman wild type

PEMBAHASAN

Kanamisin merupakan antibiotik yang digunakan
sebagai agen seleksi, karena dalam konstruk gen target
terdapat gen ketahanan terhadap kanamisin (npt/l). Eksplan
yang ditanam pada media kontrol (MS + 0 mg/l kanamisin)
sampai hari ke 28 mampu beregenerasi, tetapi ekslant
yang ditanam pada media perlakuan (MS + 25, 50, 75,
100 mgL-! kanamisin) mengalami kematian (Tabel 1). Hal
ini membuktikan bahwa eksplant yang tidak mempunyai
gen ketahanan pada kanamisin akan mengalami kematian.
Hasil pengamatan yang dilakukan dengan interval 7 hari
menunjukkan bahwa penambahan kanamisin 100 mgL!
pada tunas aksilar dan kanamisin 50 mgL-! pada kotiledon
selama 14 hari, sudah dapat mematikan eksplan sebesar
100%. Santoso et al. (2001) melaporkan bahwa penambahan
50 mgL-! kanamisin pada media MS sudah dapat mematikan
eksplant kotiledon tomat. Berbeda dengan yang dilaporkan
Miswar et al. (2007), eksplant daun tembakau menunjukkan
kematian pada penambahan kanamisin 100 mgL-1.

Kemampuan eksplant untuk membentuk tunas tergantung
umur eksplant yang digunakan. Hasil pengamatan pada
eksplant kotiledon menunjukkan bahwa eksplant yang
mampu membentuk tunas adalah eksplan yang mampu
membentuk kalus berwarna hijau pada kedua ujung potongan
kotiledon, sedangkan kalus yang berwarna coklat tidak
mampu beregenerasi. Kalus yang berwarna hijau (kalus
embriogenik) akan terbentuk setelah 14-21 hari setelah
ditanaman pada media seleksi. Eksplant yang umurnya lebih
dari 14 hari hanya mampu membentuk kalus yang berwarna
coklat tetapi tidak mampu beregenerasi. Santoso et al. (2001),
melaporkan bahwa kalus embriogenik akan membentuk
primordia tunas setelah sekitar 10—14 hari.

Media seleksi mengandung kanamisin 50 mgL-!
dan cefotaxim 500 mgL-!. Kanamisin digunakan sebagai
agen seleksi dan cefotaxim untuk membunuh bakteri.
Eksplant yang ditanam pada media seleksi bertujuan untuk
mendapatkan tanaman putative trasforman, karena di
dalam gen target terdapat gen penyeleksi (npt II) dibawah
kendali promoter NOS yang resisten terhadap kanamisin,
sehingga kanamisin digunakan sebagai penyeleksi awal
untuk eksplant yang tidak tertransformasi. Eksplant yang
resisten terhadap kanamisin diasumsikan bahwa gen
target telah tertransformasi. Nasir (2002) berpendapat
bahwa, kanamisin yang bersifat meracun akan membunuh
sel non transformasi secara berlahan-lahan. Namun, sel
yang tertransformasi mampu hidup secara normal karena
regenerasi tanaman tidak terganggu.

Hasil transformasi pada eksplant kotiledon dan tunas
menunjukkan bahwa eksplan kotiledon menghasilkan
persentase tanaman putatif trasforman 19,80% lebih banyak
dibandingkan eksplant tunas 8,28%. Eksplant yang tumbuh
dan mampu bertahan pada media seleksi diduga bahwa
T-DNA A. tumefaciens mampu terintegrasi pada genom
tanaman. Frary et al., 1996; Cortina et al., 2004; Qiu et
al., 2007, melaporkan bahwa metode transformasi pada
eksplant kotiledon lebih responsive namun tidak menutup
kemungkinan untuk dilakukan infeksi pada eksplant lain
seperti tunas aksilar, daun dan hipokotil. Hasil penelitian
Frary et al., 1996, menunjukkan bahwa efisiensi transformasi
sebesar 10,6% pada kultivar tomat Moneymaker. Cortina
et al., 2004, juga melaporkan bahwa efisiensi transformasi
pada tomat mencapai 12,5%.

Hasil transformasi pada eksplan kotiledon menunjukkan
bahwa kalus muncul pada bekas potongan, 21 hari setelah
transformasi, tetapi hanya kalus embrionik yang mampu
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membentuk tunas. Pada eksplan tunas aksilar, tunas muncul
dari pangkal bagian bawah, tunas baru yang muncul
nampak lebih hijau dibandingkan tunas asalnya. Hal ini
diduga bahwa tunas yang tumbuh adalah tunas yang putatif
transforman. Setelah terbentuk tunas eksplant disubkultur
pada media pemanjangan sampai tinggi palanlet + 2 cm,
kemudian eksplant disubkultur pada media perakaran,
selanjutnya plantlet siap diaklimatisasi. Hasil aklimatisasi
telah diperoleh 8 klon tanaman putatif transforman.

Hasil PCR dengan F/R nptll pada 8 klon menunjukkan
bahwa terdapat pita pada 650bp pada kontrol positif dan
sample tanaman, namun tidak nampak pada tanaman
kontrol tidak (Gambar 3). Hal ini membuktikan bahwa
tanaman tomat yang dihasilkan merupakan tanaman tomat
transgenik.

Hasil penelitian menunjukan bahwa Efisiensi
transformasi diperoleh pada eksplan kotiledon umur
14 hari, dengan persentase eksplan membentuk tunas
sebesar 19,8%. Berdasarkan hasil PCR menunjukkan bahwa
plasmid pKYS-SoPS1 sudah terintegrasi pada eksplan dan
telah diperoleh 8 klon tanaman tomat transgenik.
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