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KLONING DAN TRANSFORMASI GEN HOMOGLUTATION SINTETASE YANG
DIISOLASI DARI BINTIL AKAR LEGIIM LIAR PADA Agrobacterium tumefaciens

CLONING AND TRANSFORMATION OF HOMOGLUTHATION SYNTHETASE GENE
ISOLATED FROM WILD TYPE ROOT NODULE INTO Asrobacterium turnefaciens

Bambang B. Santoso dan Sunarpi
Jurusan Budidaya Pertanian Fakultas Pertanian, Universitas Mataram

ABSTRAK

Homoglutation diketahui sebagai senyawa uipeptida yang terlibat dalam mekanisme
pembentukan bintil akar dan fiksasi nihogen tanaman legum pada kondisi air terbatas. Karena itu,
induksi ekspresi gen yang terlibat dalam biosintesis homoglutation, berperan penting dalam upaya
peningkatan produksi legum di lahan kering, Artikel ini melaporkan proses kloning gen homoglutation
sintetase (hGSHS) dan transformasinya pada Agrobacterium tumefaciens. Gen hGSHS yang diisolasi
dari bintil akar legum liar dan disubklon pada vector TOPO, dipotong dengan Eco-Rl, disisipkan pada
vector biner pSW600 setelah vector tersebut yang juga direstiksi dengan Eco-Rl, dan diEansformasi
pada E. coli stain XLl Blue, Bakteri E. coli yang membawakan gen hGSHS diransformasi ke
Agrobacterium tumefaciens dengan prosedur "triparental mating". Hasil percobaan menunjukkan bahwa
gen hGSHS berhasil diklon pada vector biner pSW600 dengan arah sesuai konstruksi yang ditetapkan.
Selain itu, plasmid yang membawa gen hGSHS juga berhasil ditransformasi ke Agrobacterium
tumefaciens, dan siap diinfeksikan ke tanaman legum untuk menghasilkan tanaman tansgenik yang
diduga mampu tumbuh dan berproduksi pada kondisi air tanah terbatas.

ABSTRACT

Homogluthation is known as a tripeptide involved on root nodule formation and nitrogen
fixation of legumes during water deficit condition. Therefore, the induction of gene expression involved
on homogluthation biosynthesis, plays an important role on productivity improvement of legumes in dry
land areas. This article reports the process of homogluthation synthetase gene cloning (bGSHS) and it
transformation into Agrobacterium tumefaciens. LGSHS gene which was isolated from root nodule of
wild type legumes and subcloned in TOPO cloning vector, was digested with Eco-Rl, inserted in binary
vector pSll600 having Eco-Rl site, and transformed into E. coli strain XLI-Blue. Then, the bacteria
that having hGSHS gene was transformed into Agrobacterium tumefaciens according to "triparental
mating" procedure. The results show that hGSHS gene was successfully cloned on binary vector
pSlY600 and Agrobacterium tumqfaciens. This clone is ready to be infected into legumes to produce the
transgenic plants that may be able to grow and produce high grains under limited water condition.

Kata kunci: Kloning, gen homoglutation sintetase, bintil akar, vector biner dar. Agrobacterium
tumefaciens

Key words: Cloning, homogluthation synthetase gene, root nodule, binary vector and Agrobacterium
tumefaciens
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PENDAHULUAN

Budidaya tanaman pertanian di lahan

kering dihadipkan pada berbagai persoalan

fisiol6gis yang menghambat pernrmbuhan dan

oerkembanean tanaman. Proses fiksasi nitrogen

fN) v*g 
-merupakan proses penting dalam

Litu*vi dengan produksi prgteq tanaman

ligum bersifatiangat peka terhadap kondisi air

t fu"t"t di medium tumbuh (Serraj dan Sinclair,

1996; Silva et al', 1996; Matamoros e.t .al''
1999i, meskipun ada sebagian kecil tumbuhan

yang'Lersifat toleran (Vuong et al', .1996)' 
Hal

ini iiseUaUtcan beberapa enzim katalitik seperti

amylase, lipase, dan protease sangat aktif,

t"hinggu terjadi degradasi berbagai makromo-

lekulJeperti polisakarida, lemak, dan 
-Protein

(Campbell, 1992; Salisbury dan Ross, 1992)'.' ' 
Aktifrrya enzim katalitik sistem perakar-

an tersebut, di satu sisi dapat nreningkatkan

negatifitas sitosol sel'sel akar (Agboma et a/',

tigl), sehingga dapat mencegah terjadinya

plasmolisis iit-set akar, bahkan beberapa

ipesies tanaman yang toleran, kondisi tersebut

membantu serapan unsur hara' Namun demi-

kian, kondisi tirsebut menyebabkan rusaknya

dinding sel akar (Campbell, 1992; Salisbury dan

nor., i992;, sehingga sistem perakaran menjadi

homoglutation sangat rendah, yang secara

[ontiti.n dibarengi dengan rendatrnya jumlah

bintil akar. Sebalikny4 pada kondisi tersebut,

kadar y-glutamil sistein terakumulasi cukup

tinggi. 
'lrtengingat pada penelitian tersebut

,f.tliit* enr'lr-homglutation sintetase tidak

terdeteksi, maka disimpulkan batrwa rendahnya

kadar homoglutation disebabkan oleh tidak

aktiftrya enzim homoglutation sintetase yang

bemeran dalam konversi y-glutamil sistein

,.n3"Ai homoglutation pada bintil a!1' .pengan
a.rit i*, mata pembentukan bintil akar

i*** legum dapat diinduksi plda kondisi

defisit air dengan cara mengaktifkan enzim

homoglutation s intetase.
Penggunaan bioteknotogi melalui trans-

formasi genetis merupakan pendekatan yang

paling mlngkin dilakukan untuk mengaktifkan

enriri t om-oglutation sintetase di bintil akar

nada kondisi defisit air. Hal ini dapat dilakukan
'd.ng* mengisolasi gen yang mengkode enzim

hornoglutation sintetase dari jenis legum yang

tahan-tumbuh dan mampu memproduksi bintil

akar pada kondisi defisit air' Gen tersebut'

selanjutnya diklon, dan ditransformasi ke

t*oln* l.gom target dengan mediasi A-grobac-

teritum trir|o"tr^. Dengan cara tersebut akan

aapat Ailrasilkan tanaman legum ransgenik

y*g.o.pu tumbuh dan mampu memproduksi
-Uintit 

ut ur pada kondisi defisit air'
Kajian molekular gen homoglutation

sintetase ielah dilakukan oleh peneliti sebelum'

nya (Moran et al'.2000), sehingga urutan basa

nirog"n lengkap $ull seq19ry D.NA) gen

homiglutation sintetase (hGSHS) dan urutan

assam- amino protein produk gen telah

diaom*"ntusikan dengan baik' Berdasarkan

primer yang didesain dari potongan- sequent
'DNA g;" h-omoglutation sintetase (18 bp dari

posisi ;trart codon"l foruard primer, alau"-stop
'codon"/rwerse primer), gen tersebut telah

berhasil diamplifikasi dengan teknik PCR

(Budianto dan Sunarpi, 2003), dari legum liar

talran kering (Clotaliria striata) yang diketahui

memiliki 
-ui.tiritut enzim homoglutation

sintetase cukup tinggi pada bintil akarnya

(Sunarpi, 2003L). Fragmen DNA produk PCR

sepanjanS 654 bp yang. Peruqakln 
gen

tll"gr"t"ti"n sintetase, telah pula 
-berhasil

aituUfi'ton oleh kelompok peneliti tersebut pada

vector TOPO (TOPO cloning vector)' Namun

demikian, gen tersebut harus diklon pada vector

b;ner (biiary vector) dan ditransformasi ke

Agorbacterium tumefaciens untuk dapat
jiinfeksikan ke tanaman target, mengingat

.p..i.t bakteria tersebut memiliki gen virulen

yang mampu mengintegrasikan gen asing

sangat Poros terhadaP oksigen.
bktig.n dikeiahui sangat penting rntuk

proses respiiasi, baik respirasi sistem perakaran'

maupun iespirasi bakteri Rhizobium' Namun

demikian, dalam beberapa literatur dipahami

bahwa oksigen berlebih menghambat 
- 
kerja

enzim nitro{enase (Senaj dan Sinclair, 
-199.7)'

suatu enziit yang berfungsi mengkatalisa

p.nutnUutun gas nitrogen menjadi ammonia'.Hal

ini berarti, pembentukan bintil akar juga

terhambat, yang mengakibatkan fiksasi N

terganggu, iehingga pertumbuhan, perkem-

bangan dan produksi tanaman terganggu'

Fenimena ini menjadi perhatian beberapa

peneliti dalam beberapa tahun terakhir (lihat

review Udvardi,200l).
Homoglutation yang merupakan qip:.p-

tida berberaimolekul rendah, sekitar 50 kD'

diketahui sebagai senyawa antioksidan yang

sangat efektif dalam mengendalikan-pengaruh

negitif oksigen aktif (Klapeck, 1988;.Btlry:*
aoi n *"n'Uerg, 1993; May et aI', 199-8ab;

iiang aan Olivir, 1998; Riccillo et al',2000)'
pen.iti lain melaporkan senyawa tersebut

terakumulasi pada bintil akar legum yang

toleran defisit air (Moran et al',2000)'
Kajian keterlibatan homoglutatiol -dalam

pembentutan bintil akar tanaman kedelai telah

juga dilaporkan peneliti sebelumnya (Sunarpi'

Tioad, bahwa pada kondisi defisit air, kadar
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dengan DNA genom tanaman target (Buchanan

et a1.,2001).
Artikel ini melaporkan proses kloning

gen homoglutation sintetase pada vector biner
pSW 600, dan transformasi plasmid yang
membawakan gen tersebut pada Agrobacterium
nmefaciens strain LBA 4404, Berdasarkan
analisis menggunakan enzim restriksi dan
sequen DNA, gen homoglutation sintetase telah

berhasil diklon dan diransformasi pada spesies

bakteria tersebut. Klon tersebut selaqiutnya
dapat dimanfaatkan untuk menghasilkan tanam-
an legum transgenik yang mampu memproduksi
bintil akar, tumbuh dan berproduksi pada

kondisi air tanah terbatas.

METODE PENELITIAN

Klon Gen Target pada Vector Blner pSW600

Proses pengklonan gen hGSHS pada

vector biner pSW600 yang diturunkan dari
vector biner PBIl2l, diawali dengan memotong
gcn SFAS dari pSW600 menggunakan enzim
rcstriksi Eco-Rl, karena vector tersebut memili-
ki sisi (site) enzim Eco-Rl. Dengan cara

demikian, SFAB terlepas dari vector pSW600,
dan selanjutnya plasmid tersebut memiliki sisi

untuk menerima gen hGSHS (Gambar l). Gen
target yang telah disubklon pada "TOPO
Cloning Vector" juga dipotong dengan enzim
yEng sama (Eco-Rl). Fragmen hGSHS yang

tcrlcpas dari vector TOPO memiliki sisi Eco-Rl
schingga dapat disisipkan pada pSW600
(Gambar l).

Kedua fragmen selanjutnya diligasi
suai konstruksi pada Gambar l, dengan
yolume campuran reaksi 12 ul, yang terdiri atas

rcctor DNA (fragmen pSW600) 3 ul, fragmen
rcSHS 3 ul, dan enzim ligase (ligation high) 6
ul. Campuran reaksi diinkubasi pada suhu 16 oC

schma 2 jam, ditransformasi pada E.Cold strain
)(Ll-Blue dengan prosedur diinkubasi pada es

30 menit, pada suhu 42oC I menit, pada es I
Ecnit. Setelah itu, transforman dipre-kultur
pc& media LB tanpa antibiotik pada suhu 37 oC

rlarna I jam, dan dikulturkan pada media LBA
ymg mengandung 15 ug/ml kanamysin.

Campuran reaksi pemotongan vector baik
pSW600 maupun vector TOPO, dilakukan
d-rgen lotal volume 30 ul, terdiri atas Vector
DNA (pSW600 atau TOPO) 2 ul, Buffer M 3 ul,
EEim Eco-Rl 0,5, dan air 24,5 ul. Campuran
r*i diinkubasi pada suhu 37 oC selama dua
ja' yang selanjutnya dipisahkan dengan

c&oforesis pada gel agarosa lolo. Fragmcn
GHS &n vector pSW 600, yang masing-

ing berukuran 654 bp dan 5,21 kb,
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dipisatrkan dan dimurnikan dari gel dengan

"GFX puritication kif' yang disuplai oleh
Perusatraan Invitogen.

lfl ll 'rs(rMV mS x;$r (il:f

Gambar Diagram konstruksi plasmid
pSW600 yang membawakan
gen homoglutation sintetase.
Gen hGSHS disisiplon diantara
promotor 3'scaMv dan gen

GUS yang merupakan gen

penanda (marker).

Kultur diinkubasi pada suhu 37 oC

selama 12 jam. Untuk mengecck keberadaan
vector pSW600 dan ftagmen hGSHS pada

koloni yang tumbuh di media selektif yang
mengandung 15% kanamysin, maka dilakukan
koloni PCR menggunakan primer forward 0,25

ul dan rrverse 0,25 ul yang didesain dari sequen

hGSHS. Progmm PCR terdiri atas 94 oC 2
menit, 94 oC 40 detik, 55 oC 0,5 menit, 72 oC I
menit, 72 oC I menit, dan 4 oC tak tcrhingga.
Produk PCR selanjutnya dipisahkan dan

divisualisasi dengan elektroforesis pada gel

agarosa loZ.
Koloni yang positif membawakan vector

pSW600 dan fragmen hGSHS berdasarkan hasil

koloni PCR, dikulturkan pada media LB cair
yang mengandung 15 ug/ml kanamisin pada

suhu 37 oC sepanjang malam. Plasmid pSW600
yang membawakan fragmen hGSHS diisolasi
dengan prosedur "lYEard Miniprey'' yang

disuplai Promega. Untuk mengecek kebenaran
konstruksi DNA rekombinan yang telah

dikonstruksi, plasmid dipotong dengan enzim
restriksi Eco-Rl. Hasil potongan dipisahkan dan

divisualisasi dengan elektroforesis pada gel

agarosa lo/o. Selain itu, dilakukan sequen

plasmid menggunakan DNA sequencer sesuai

dengan prosedur baku (Sambrook dan Russell,

200r).

Transformasi Plasmid pSW600 yang Mem-
bawakan Gen hGSHS ke Agrobacterlum
lumefaclens

Transformasi plasmid pSW600 dari E.

coli ke Agrobacterium tumefaciens dilakukan
secara "triparental mating'. Dikulturkan 3 sfain
bakterig masing-masingE. colt strain XLI-Blue
yang membawakan pSW600 pada LBA+ 15

ug/ml kanamisin; E cofi strain MM294 (hepler

Agroteksos Yolume 14 Nomor 2, Juli 2004
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plasmid) pada LBA yaug mengandung 15 ug/ml
tetacyclin; dan Agrobacterium tumefaciens
stain LBA 4404 yang mengandung 15 ug/ml
rifanpicin. E. coli diinkubasi pada suhu 37 "C
sepanjang malanr, sedangkan Agrobacterium
tumefaciens diin}ubasi selama 2 hari pada suhu
30 oC. Ketiga strain dicampur pada media,
disamping setiap strain juga dikultur secara

terpisah. Peridis yang mengandung kultur
bakteri tersebut diinkubasi pada suhu 30 "C
sepanjang malam, Strain bakteria yang

dicanpur dioleskan (streak) pada media LBA
yang mengandung 15 ug/ml masing-masing
kanamisin dan rifampisin. Kanamisin digunakan
untuk menseleksi Agrobacterium tumefaciens
yang tidak membawakan pSW600, sedangkan
rifampisin menseleksi E. coli. Petidis selanjut-
nya diinkubasi selama tiga hari pada suhu 30 oC.

Untuk memurnikan stain diolgskan Agrobac-
terium tumefaciens pada LBA+15 ug/rtl
kanamisin+l5 ug/ml rifampisin dan inkubasi
secara berulang (dua kali) dengan prosedur yang
sama seperti di atas. Setelah didapatkan sfrain
Agrobacterium tumefaciens yang mumi, disim-
pan pada LBA yang mengandung 15% gliserol
pada suhu -80 oC. Stran Agrobacterium tumefa-
ciens ini mengandung plasmid yang membawa-
kan gen hGSHS, dan siap untuk diinfeksikan
pada tanarnan legum untuk menghasilkan
tanaman le gum transgenik.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Klon Gen hGSIIS pada Vector pSW600

Gen hGSHS diklon pada vector biner
pSW600 yang diturunkan dari vector pBll2l
dengan konstruksi seperti ditunjukkan pada
Gambar 1. Gen hGSHS disisipkan di antara
promotor 35S CaMV dan gen GUS, yarrg
berfungsi sebagai gen penanda. Sebelum
promotor, ditempatkan gen NPT-II yaitu gen
resisten terhadap antibiotik kanamysin. Karena
itu, untuk menseleksi E.coli strarn XLI Blue
yang membawakan plasmid pSW600 dilakukan
dengan mengkulturkan bakteria tersebut pada
media LBA yang mengandung 15 ug/ml
kanamysin.

M, marker X-HindIII; I vector pMAT
(kontrol positif) dipotong dengan Eco-R1; 2-3,
vector TOPO dipotong dengan Eco-Rl.

Hasil percobaan menunjukkan bahwa
reaksi pemotongan vector TOPO dengan enzim
restriksi berlangsung dengan sempunu (Gambar
2). Hal ini dibuktikan dengan vektor pMAT
(kontrol positif) yang memiliki tiga sisi Eco-R1,
menghasilkan tiga band setelah dipotong dengan
enzim Eco-Rl. Vector TOPO yang memiliki
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dua sisi Eco-Rl juga dicerna dengan senrpuma,
dan dihasilkan dua band (kolom 2 dan 3 pada
Gambar 2), mengingat vector ini memiliki dua

sisi Eco-Rl. Dengan cara demikian gen hGSHS
dapat dipisahkan dari vector TOPO, dan
disisipkan pada vector pSW600. Pelepasan gen
dari suatu vector menggunakan enzim restriksi
merupakan pendekatan yang rutin dilaiarkan
oleh peneliti di bidang Biologi Molel$l
(Sambrook dan Russell, 2001).

Gambar 2. Hasil elektroforesis pemotongan
vector TOPO yang membawa gen
hGSHS pada gel agaxosa l%
rnenggunakan enzim restriksi
Eco-Rl.

Gen hGSHS yang diisiolasi dari legum
liar dan dilepaskan dari vector TOPO memiliki
panjang sekitar 6-54 bp berdasarkan berat marker

X-HindIII yang digunakan pada Gambar 2. Gen
tersebut narrrFaknya memiliki panjang yang
sama dengan gen serupa yang diisolasi oleh
peneliti sebelumnya dari tanarnan kedelai
(Moran et al., Z0fli}) dan tanaman Medicago
truncatula (Frendo et a1.,2001).

Gambar 3. Hasil elektroforesis pemotongan
vector pSW600 yang membawa
gen hGSHS pada gel agarcsa lo/o

menggunakan enzim restriksi'Eco-
Rl. M, marker 1-HindIII; I vector
pMAT dipotong dengan Bam Hl
(kontol positif); 2-3, vector TOPO
dipotong dengan Eco-Rl.

Mengingat gen hGSHS kedua sisinya
merupakan sisi Eco-Rl, maka vector pSW600
yang akan digunakan sebagai pembawa gen
tersebut juga harus memiliki sisi Eco-Rl.
Karena itu, vector pSW600 dipotong dengan
enzim restriksi Eco-Rl (Gambar 3). Hasil
percobaan menunjukkan bahwa proses pemo-
tongan (restriksi) vector pSW600 berlangsung
seperti yang diharapkan. Vector pMAT yang
juga digunakan sebagai kontol positif pada
percobaan ini, memiliki dua sisi BamHl,
sehingga pada percobaan ini memberikan dua



band, dengan ukuran yang lebih besar dari gen

albumin (SFA8) pada kolom 2-3, yang
panjangnya sekitar 524 bp sesuai dengan berat

marker 1-HindlIL Berat tersebut sesuai dengan
hrat gen albumin yang dilaporkan oleh peneliti
sebelumnya (Tabe et al., 1990), sehingga dapat
dipastikan fragmen yang dilepaskan menggu-
nakan enzim restriksi Eco-Rl merupakan gen
albumin yang sebelumnya diklon pada pSW600.
Mengingat vector pSW600 juga memiliki dua
sisi enzim Eco-Rl pada daerah "multicloning
site" nya, maka pemotongan vector tersebut
dengan enzim Eco-Rl juga memberikan dua
band (Gambar 3), yaitu vector pSW600 yang
memiliki dua sisi Eco-Rl terbuka, dan gen

albumin (SFAB).

Kedua fragmen, masing-masing pSW600
yilg,telah memiliki sisi Eco-Rl dan hGSHS
yang juga memiliki sisi Eco-Ri diligasi dan
diransformasi ke E, coli sfain XLI-Blue.
Koloni diseleksi monggunakan antibiotik 15

ug/ml kanamysin. Setelah inkubasi, ditemukan
koloni yang mampu tumbuh pada media sclcksi
yug mcngandung 15 ug/ml kanamysin, Hal ini
mcmberikan indikasi bahwa pada koloni yang
mEmpu tumbuh tersebut terdapat plasmid
pSW600 yang kemungkinan mengandung
fragmen hGSHS. Pendekatan pengklonan dan

rleksi menggunakan antibiotik ini sudah sangat
umum dilakukan oleh peneliti di bidang Biologi
Molekul (Ainsworth et al.,1995; Sambrook dan

Russel,200l; Moran et a1.,2002).
Namun demikian, keberhasilan koloni

urmbuh pada media selektif tidak sepenuhnya
pSW600, tetapi juga membawa gen hGSHS,
mengingat pSW600 dapat meligasi dirinya
rndiri untuk membentuk suatu dimer, seperti
disinyalir peneliti lain aktrir-akhir ini (Sambrook
dan Russell, 2001). Bila hal ini terjadi maka ada
kemungkinan plasmid pSW600 tidak memba-
wakan gen hGSHS, meskipun bakteria mampu
ambuh pada media selektif. Karena itu, untuk
membuktikan kebenaran keberadaan fragnen
bGSHS pada koloni yang mampu tumbuh pada
media selektif, dilakukan analisis PCR pada
koloni dengan menggunakan primer spesifik
yang didesain dari sequen gen hGSHS (18 bp),
sehingga primer tersebut hanya mengamplifikasi
gen hGSHS, seperti proses amplifikasi gen
serupa dari genom tanaman kedelai (Moran et
a1.,2000), Medicogo truncatula (Frendo et al.,
2001) dan bintil akar kedelai (Moran et al.,
2002). Berdasarkan hasil penelitian yang cukup
meyakinkan dari peneliti di bidang Biologi
Molekul akhir-akhir ini, maka pendekatan
aalisis PCR koloni bakteria, dengan meng-
gunakan DNA koloni sebagai templet
mempakan pendekatan yang rutin dilaksanakan
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untuk membuktikan keberadaan suatu gen asing
yang telah diklon.

Hasil koloni PCR menunjukkan bahwa
klon nomor 1,2, 4,5, 13 dan 14 memberikan
indikasi positif membawakan vektor pSW600
dan fragmen hGSHS (Gambar 4), mengingat
fragmen tersebut memiliki panjang sekitar 654
bp, sesuai dengan panjang gen hGSHS. Selain
indikator berat, fragmen tersebut juga dapat
dipastikan merupakan gen hGSHS, mengingat
primer yang digunakan untuk mengamplifftasi
gen tersebut bersifat sangat spesifik, didesain
dari sequen gen hCSHS, sehingga hanya
mengamplifikasi gen target. Hal ini juga konsis-
ten dengan band gcn serupa yang dilaporkan
peneliti sebelumnya (Moran el a1.,2000,2002;
Frendo et a1.,2001\.

Untuk mendukung kebenaran koloni.
koloni tersebut mcmbawakan pSW600 dan
fragmen hGSHS (Gambar 4), perlu dilakukan
analisis menggunakan enzim restriksi
(Sambrook dan Russcl, 2001). Pendekatan ini
dipandang cukup baku untuk mcmbuktikan
kebenaran plasmid dan keberadaan gcn tortentu
pada suatu plasmid, seporti yang dilakukan
peneliti sebelumnya untuk mengklon gon Berupa
(Moran et a1.,2000 dan Frendo et a1,,2001),

r6+b:

Gambar 4. Hasil PCR beborapa koloni (l-16)
yang mampu tumbuh pada media
selektif mengandung l5 ug/ml
kanamysin. M, marker 1-HindIII,
l-l6,nomor koloni.

Dengan rnengacu pada prosedur kloning
peneliti sebelumnya, maka koloni yang
membawakan plasmid pSW600 dan gen hGSHS
diinokulasi ke media LB cair yang mengandung
15 ug/ml kanamysin, dan diinkubasi pada suhu
37 oC. Setelah diinkubasi sepanjang malam,
plasmid DNA diisolasi dari koloni tersebut,
dan dipotong dengan enzim Eco-Rl. Hal ini
dilakukan mengingat pada kedua sisi gen
hGSHS terdapat sisi Eco-Rl (Gambar l),
dengan kata lain pada daerah "multicloning site"
plasmid pSW600 terdapat dua sisi Eco-Rl
(Sambrook dan Russell, 2001). Karena itu,
pemotongan pSW600 yang membawakan gen

hGSHS dengan enzim Eco-Rl akan membe-
rikan dua fragmen, potongan pSW600 dan gen
hGSHS. Dengan demikian, dengan pendekatan
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ini dapat dipastikan bahwa plasmid DNA yang
menghasilkan dua band bila dipotong dengan
Eco'Rl, merupakan plasmid pSW600 yang
membawakan gen hGSHS. Pendekatan serupa
juga dilakukan untuk membuktikan keberadaan
gen 'ferric leghemoglobin reductase (FLbR)
pada pBIl2l asal diturunkannya plasmid
pSW600 oleh peneliti sebelumnya (Moran et al.,
2002).

Hasil pemotongan plasmid yang diisolasi
dari beberapa koloni-koloni tersebut (Gambar 5)
menunjukkan bahwa hanya klon nomor 5 dan 6
memberikan dua band, sedangkan klon 1,2, 3

dan 4 hanya memberikan I band. Dengan
demikian, berdasarkan peta plasmid pBll2l
(Sambrook dan Russell, 2001) yang merupakan
asal diturunkannya plasmid pBI600, dan
diagnm konstruksi (Gambar l), maka dapat
dipastikan bahwa klon nomor 5 dan 6
mengandung plasmid pSW600 dan gen hGSHS.

*[ r I t { #s

'hfisms

Gambar 5. Elektroforesis hasil pemotongan
plasmid yang diisolasi dari bebe-
rapa koloni yang berindikasi
positip membawakan pSW600 dan
hGSHS dengan enzim Eco-Rl. M,
marker 76-HindIII, l-l6,nomor
koloni.

Tahap terakhir untuk membuktikan
kebenaran keberadaan pSW600 dan fragmen
hGSHS pada plasmid, dilakukan sequen plasmid
menggunakan primer yang didesain dari sequen
hGSHS. Berdasarkan hasil sequen (terlampir),
maka dapat dipastikan bahwa klon nomor 5 dan
6 membawakan vector pSW600 dan gen hGSHS
yang sehat (tidak mengalami mutasi). Dengan
demikian, klon nomor 5 dan 6 selanjutnya
dilakukan transformasi ke Agrobacterium
tumefaciens.

Transformasi Plasmid pSW600 dari E. coli
ke A g r o b a ct e fi umT um efa c I en s

Transformasi plasmid pSW600 yang
membawakan gen hGSHS dari E coli ke
Agrobacterium tumfaciens dilakukan dengan
konjugasi secara triparental mating (Ainsworth
et al., 1995; Sambrook dan Russell, 2001).
Dalam hal ini digunakan tiga induk strain,
masing-masing E. coli strain XLI-Blue yang

membawakan pSW600, E. coli strain MM294
yang membawakan helper plasmid, dan
Agrobacterium tumefaciens strain LBA 4404
yang berfungsi sebagai resipien. Saat
ditumbuhkan pada media LBA tanpa antibiotik,
ketiga strain bakteria mampu tumbuh, baik yang
dikulturkan secara terpisah setiap strain maupun
yang dikulturkan secara dicampur (Gambar 6).

Gambar 6. Kultur A, Agrobacterium tume-

faciens LBA4404 yang me-
ngandung pSW600, E. coli
Mln294 dan E. coli JM 109; B,
Agrobacterium tumefaciens
LBA 4404 tanpa pSW600; C, E.
coli Ml,tl294; dan D, E. coli
JMl09 pada media LBA tanpa
antibiotik.

Namun demikian, tidak semua strain
bakteria mamptt tumbuh pada media LBA yang
mengandung 15 ug/ml kanamysin dan 15 ug/ml
rifampisin (Gambar 7). Data tersebut
memberikan indikasi bahwa hanya Agrobac-
terium tumefaciens yang membawakan vector
pSW600 dan gen hGSHS yang mampu tumbuh
pada media selektif tersebut. Hal ini disebabkan
karena antibiotik rifampisin menyeleksi kedua
strain E coli (l'rlNL294 dan JMl09), mengingat
kedua srain bakteri tidak mengandung plasmid
yang membawakan gen resisten terhadap
rifampisin (Tabe et al., 1990; Sambrook dan
Russell, 2001), sedangkan kanamysin menye-
leksi Agrobocterium tumofacrens yang tidak
membawakan pSW600 yang mengandung gen
tahan terhadap antibiotik kanamysin (Effendi er
ol., 2000). Dengan demikian, maka dapat
dipastikan bahwa hanya Agrobacterium tume-

faciens yang membawakan plasmid pSW600
yang mampu tumbuh pada media LBA yang
mengandung lSug/ml kanamysin dan 15 ug/ml
rifampisin. Proses transfonnasi suatu plasmid
dari E coli ke Agrobacterium tumefociens
secara "triparental mating", dilaporkan juga
berhasil dalam proses transformasi gen S-
formylglutathione hydrolase (Haslam et al.,
2002); gen PEP-carboxylase kinase (Xu et al.,
2003), gen Sultrl-3 (Yoshimoto et al., 2003)
dan berbagai jenis gen lainnya (Ainsworth el a/.,
1995; Sambrook dan Russell, 2001).
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Gambar 7. Kultur A, Agrabacterium tume-

faciens LBA4404 yang membawa-
kan pSW600; B, Agro-bacterium
tumefaciens LBA 4404 tanpa
pSW600; C, E. coli MM294; dan
D, E. coli JMl09 pada media LBA
yang mengandung 15 ug/ml kana-

mysin dan l5 ug/ml rifampisin.

Strain Agrobacterium tumefaciens yang
membawakan pSW600 dimurnikan dengan cara
mengkulturkan Agrobacterium tumefaciens
dalam tiga tahap pada media LBA segar yang
mengandung 15 ug/ml kanamysin dan 15 ug/ml
rifampisin. Untuk mempertahankan kesta-
bilannya, Agrobacterium tumefociens yang

membawakan pSW600 ditumbuhkan pada
media LB yang mengandung 15% gliserol dan
disimpan pada -80 oC. Pada tahap ini,
Agrobacteritum tumefaciens yang membawakan
gen hGSHS sudah siap diinfeksikan ke tanaman
legum, untuk menghasilkan tanaman transgenik
yang mampu tumbuh dan berproduksi di lahan
kering.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Gen hGSHS yang mengkode enzim
homoglutation sintetase berhasil diklon pada
vector biner pSW600, dan ditransformasi ke
Agrobacterium tumefaciens strain LBA 4404.
Plasmid pSW600 yang membawakan gen

hGSHS dipelihara pada Agrobacterium tume-

faciens yang dikulturkan pada media LB yang

mengandung 15% gliserol dan disimpan pada

t0 oC. Agrobacterium tumefaciens yang mem-
bawakan gen hGSHS tersebut siap ditrans-
formasi ke tanaman legum untuk menghasilkan
tanaman transgenik yang mampu tumbuh dan

berproduksi pada kondisi air terbatas.

Srran

Mengingat target akhir kegiatan pene-
litian ini adalatr untuk menghasilkan tanaman
legum transgenik yang mampu memproduksi
bintil akar memadai pada lahan kering sehingga
Enaman tersebut dapat berproduksi pada
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kondisi air tanah terbatas, maka tahap
berikutnya adalatr transformasi gen hGSHS ke
tanaman legum melalui media Agrobacterium
tumefaciens. Perlu dilalukan studi lebih lanjut
tentang regulasi ekspresi gen tersebut pada
berbagai jenis tanaman legum.
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