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ABSTRAK

Meningkatnya kandungan klorofil b dan menurunnya rasio
klorofil a/b merupakan mekanisme adaptasi tanaman
kedelai terhadap intensitas cahaya rendah. Regulasi
biosintesis klorofil b penting di dalam pengaturan atau
penyesuaian ukuran antena klorofil terhadap intensitas
cahaya. Klorofil a oksigenase merupakan protein enzim
yang berfungsi mengkatalisis perubahan klorofil a menjadi
klorofil b, yang dikodekan oleh gen CAO. Pada paper ini
dibahas tentang kloning cDNA CAO pada kedelal toleran
naungan dengan menggunakan lima pasang (reverse dan
forward) primer spesifik CAO, yang didisain dari aksesi
AB021310-Oriza sativa dan AB021316-Arabidopsis
thaliana. Dari kelima pasang primer spesifiik yang
digunakan, empat pasang primer spesifik telah berhasil
mengamplifikasi cDNA kedelai, yaitu CAO-3, CAO-4, CAO-5,
dan CAO-6. Selanjutnya kloning fragmen cDNA CAO
dilakukan dengan menggunakan teknik kloning standar
(ligasi, transformasi ke E. coli, LB plate, minipreparasi, dan
purifikasi DNA plasmid). Enzim restriksi yang meliputi
BamHl, Eco RI, dan Sal | serta bufer 10x H digunakan pada
tahapan digest minipreparasi Insert dari plasmid pT7 Blue
vang digunakan, Berdasarkan tahapan minipreparasi telah
dihasilkan sembilan kandidat cDNA CAOQ, yang selanjutnya
akan dirunut basa nukleotidanya dengan menggunakan
DNA Sequencer.

Kata kunci : Kloning, Gen CAQ, Toleran naungan, Primer
spesifik, Minipreparasi

PENDAHULUAN

Pemerintah telah mencanangkan program swa
sembada kedelai dalam revitalisasi pertanian. Tahun 2010
ditargetkan 60% kebutuhan kedelai nasional dapat
terpenuhi, sedangkan tahun 2015 akan mencapai 100% swa
sembada kedelai. Upaya swa sembada kedelai diharapkan
dapat menghemat devisa negara, yang rata-rata mengimpor
700 juta ton setahun (Deptan, 2004). Salah satu upaya
peningkatan produksi kedelai nasional adalah melalui
penambahan  Juas areal baru dan  peningkatan
produktivitasnya. Penambahan luas areal dapat dilakukan
dengan mengoptimalkan lahan tidur seperti gawangan
diantara tanaman HTI dan tanaman perkebunan (TBM).
Namun demikian, pengembangan kedelai sebagai tanaman
sela di bawah tegakan tanaman perkebunan, kehutanan
(HTI) dan sebdgai tanaman yang ditumpangsarikan, aka.i
menghadapi kendala utama intensitas cahaya rendah akibat
adanya naungan.

Perubahan-perubahan  spesifik pada  berbagai
tingkatan sebagai bentuk adaptasi tanaman terhadap stres
naungan, telah banyak dilaporkan seperti perubahan
struktur morfologi, fenomena fisiologi (physiological
behavior), dan modifikasi lintasan biokimia (Sopandie et.al.,

2001, 2003a-b; Khumaida er a/. 2001; Murchie et al., 2002;
Alves de Alvarenga, 2003; Juraimi et al, 2004). Akan tetapi
pada tingkat molekuler, mekanisme fisiologi toleransi
tanaman terhadap stres naungan, belum sepenuhnya
diketahui dengan baik (Biswal dan Biswal, 1999).

Beberapa hasil penelitian sebelumnya.menyebutkan
bahwa kandungan khlorofil b pada daun padi gogo dan
kedelai meningkat ketika ditumbuhkan dibawah kondisi
cekaman naungan, sehingga menurunkan rasio khlrofil a/b
(Khumaida, 2001; Khumaida, 2002; Sopandic er al, 2006),
Meningkatnya kandungan klorofit U lui merupakan
mekanisme toleran tanaman kedelai terhadap cekaman
naungan. Telah diketahui bahwa meningkatnya
kandungan khlorofil b akan meningkatkan antenna size
vang diimplikasikan oleh menururnnya rasio khlorefil a/b.

Hasil studi ckspresi gen LHCP (light harvest complex
binding protein) pada beberapa kedelai genotipe toleran
dan peka naungan yang ditumbuhkan dibawah kondisi
cekaman intensitas cahaya rendah menunjukkan gen LHCP
terekspresi  dengan  kuat pada genotipe  toleran
dibandingkan genotipe peka dibawah kondisi cekaman
naungan. Ekspresi gen LHCP ini berkorelasi positif dengan
kandungan klorofil b, namun berkorelasi negatif dengan
rasio klorofil /b (Khumaida, 2002).

Hidema er al (1992) melaporkan bahwa intensitas
cahaya rendah menurunkan nisbah klorofil /b, penurunan
ini disebabkan oleh peningkatan klorofil b pada tanaman
yang dinaungi, yang berkaitan dengan peningkatan protein
klorofil /b pada LHC IlI. Membesarnya antena untuk
fotosistem II ini akan mempertinggi efisiensi pemanenan
cahaya. Selain itu, walaupun kandungan klorofil meningkat
namun terjadi penurunan klorofil per luas area karena daun
menjadi lebih tipis (Nilsen dan Orcutt, 1996).

Selanjutnya Masuda er al (2003) menyatakan bahwa
tanaman yang tumbuh pada lingkungan dengan intensitas
cahaya rendah mempunyai ukuran antena klorofil yang
lebih besar karena fotosistem mengandung klorofil b yang
cukup tinggi dan kompleks pemanen cahaya klorofil a-b
(LHC) yang relatif besar, serta rasio klorofil a/b yang lebih
rendah. Sebaliknya, pada kondisi intensitas cahaya tinggi,
tanaman memiliki ukuran antena yang lebih kecil karena
fotosistem mengandung klorofil b dalam jumlah relatif
rendah dan ukuran antena LHC yang lebih kecil, serta rasio
klorofil a/b yang lebih ringgi. Kemampuan tanaman
memperbesar dan memperkecil ukur: 1 antena membantu
tanaman untuk mampu beradaptasi pada perubahan
intensitas cahaya.

Tanaka er al (2001) melaporkan bahwa sintesis
klorofil b pada Arabidopsis thaliana mempunyai peran
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” g di dalam pengaturan ukuran antena, karena
i sintesis klorofil b dengan pemberian asam 5-
prekursor  klorofil,  meningkatkan
si LHCII dan menyebabkan over ekspresi dari gen
byllide a oxygenase (CACQ), yang mempeioesar
antena PSIL
orofil a oksigenase merupakan protein enzim yang
mengkatalisis perubahan klorofil a menjadi
5, yang dikodekan oleh gen CAO (Tanaka et al.
Diilaporkan bahwa regulasi biosintesis klorofil b
; di dalam pengaturan atau penyesuaian ukuran
orofil terhadap intensitas cahaya. Tanaka et al.

gen regulator yang berasal dari kloroplas.
orofil b merupakan pigmen antena fotosintetik

orofit (chlorophyte). Pada golongan klorofit,
tesis klorofil b meregulasi ukuran antena fotosintetik.
fil b disintesis dari klorofil a melalui dua tahap reaksi
nasi oleh enzim chiorophyllide a oxygenase (CAOQ)

giai b, serta rasio klorofil a/b menjadi sangat penting
:ﬁ!&bih dipelajari sampai taraf molekulernya.

“Tujuan penelitian adalah untuk mendapatkan
pa kandidat fragmen ¢cDNA CAO (gen CAO) pada
an kedelai toleran naungan. Beberapa kandidat
~CAQ yang diperoleh akan dirunur pasangan basa
ohd ya_

““BAHAN DAN METODE
- __" Persiapan bahan tanaman. Benih kedelai genotipe
3 n Ceneng ditanam di dalam pot trai yang telah berisi
' dan akuades steril. Benih ditumbuhkan di dalam
~“fiadg- yang terkontrol pencahayaannya. Daun trifoliat
‘pertama dan kedua dipanen pada pagi hari, segera disimpan
dalam boks pendingin untuk segera dilakukan ekstraksi
s

_ - Isolasi RNA total dari daun. Isolasi RNA total
aﬂ?_ﬁikan dengan menggunakan Plant RNA Mini Kit
dnﬁmgen) sesuai protokol. Satu gram sampel daun
trifoliat muda yang telah dihancurkan sampai halus dalam
fitrogen cair dimasukkan ke dalam tabung mini 2 ml
Kemudian ditambahkan bufer ekstraksi sesuai protokol.
Pt‘-‘ﬂg‘tijia.n kuartitas RNA total dilakukan menggunakan
$PekToluinerer pada panjang gelombang 260 nm.
Pengujian kualitas RNA total dilakukan dengan cara
dielektroforesis pada 0.8% gel agarose, dengan marka 168,
238 ribosomal.

Pembentukan cDNA. Pembentukan first strand
cDNA dari RNA total yang telah diperoleh dilakukan
menggunakan metode Reverse Transcriptase Moloney
Murine Leukemia Virus (RT-M-MLV) (RNase H-) (Takara
Bio Inc) sesuai protokol. Sepuluh pL campuran reaksi A (1
B8 RNA, 300 pmol primer oligo (dT) dan milliQ)
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diinkubasikan pada suhu 70°C selama 5 menit, dilanjutkan
pada suhu 4°C selama 2 menit. Kedalam campuran A
ditambahkan reaksi B (4 pL 5x RTase M-MLV buffer, 1 11
10mM dNTP mix, 20 unit RNase inhibitor, 200 unit RTase
M-MLV (RNase H') dan 3 pL milliQ) hingga volume 20 pL.
Selanjutnya reaksi diinkubasi pada 42 °C selama 60 menir,
dipanaskan 70 °C selama 10 menit, dan didinginkan di atas
es selama 2 menit,

Perancangan  primer spesifik  (GSP) CAO,
Penelusuran gen CAO dari beberapa tanaman tingkat tinggi
pada database di GenBank dilakukan melalui situs NCBIL
Perancangan primer spesifik (forward dan reverse) dilaku-
kan dengan memanfaatkan runutan mRNA dari gen CAO
tanaman arabidopsis (Arabidopsis thaliana, AB021316) dan
tanaman padi (Oryza sativa; AB021310). Panjang primer
adalah 20 mer baik untuk forward maupun primer reverse.

Amplifikasi ¢cDNA dengan primer spesifik. cDNA
yang dihasilkan digunakan sebagai template untuk PCR,
dengan reaksi : 30 puL yang mengandung 2 pL cDNA, 3 pL
10x buffer KOD, 1.5 pL 25 mM MgSO4, 3 pL 2 mM dNTP
mix, masing-masing 1 pL 20 pM primer GSP CAO (forward
dan reverse), 0.5 pL KOD Plus DNA polymerase (Takara,
Japan), dan 18 pl milliQ, Reaksi PCR dimulai pertama
dengan denaturasi selama 2 min pada 94°C, 35 siklus
(denaturasi pada suhu 94°C selama 30 dt, annealing pada
suhu 60-65°C selama 30 detik, dan pemanjangan pada suhu
68°C selama 1 menit), diikuti pemanjangan akhir pada suhu
68°C selama 2 menit. .

Kloning ke dalam vektor. cDNA disisipkan ke dalam
vektor pT7blue (Novagen). Ligasi dilakukan menggunakan
End Conversion perfectly blunt cloning kits (Novagen)
sesuai protokol. Campuran reaksi £nd Conversion
diinkubasi pada suhu 16°C selama semalam (overnight).
Kemudian dilakukan presipitasi dengan etanol (EtOH),
dikeringkan dan dilakukan pengenceran kembali dengan 3
pl milliQ,

Transformasi ke E. coli. Sebanyak 1 ul. DNA insert
ditransformasikan ke dalam sel £ colf strain [M109
menggunakan £. coli pulser. Segera ditambahkan 450 il
media SOC cair, diinkubasi pada suhu 37°C selama 60
menit, dan dikulturkan selama semalam (overnight) pada
media LB padat (100 ml LB cair + 1.5 g bacto agar).
Kedalam media LB padat ditambahkan 100 pL Ampicillin
(antibiotik), 100 pL X-Gal (substrat untuk -galactosidase),
dan 10 uL IPTG (isoprophyl--D-thiogalactosidase, induser
lac operon E. coli).

Perbanyakan rigid culture. Pembuatan rigid culture
yang terdiri atas 5 ml LB cair, 5 pl Ampicilin, dan 1 koloni
tunggal berwarna putih. Kemudian kultur dikocok dengan
shaker pada ruang dengan suhu 37 °C selama semalam.
Pengecekan  keberhasilan  transformasi  selanjutnya
dilakukan dengan cara Miniprep Boiling method (Miniprep
DNA plasmid dengan cara pemanasan) (Biotech Parma
Bioprotocol).

Minipreparasi DNA plasmid dengan cara pemanasan.
Kurang lebih 1000 ml kultur £ coli disentrifus pada
kecepatan 12.000 rpm pada suhu ruang selama 3 menit.
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Kedalam pelet ditambahkan 350 pL bufer STET dan 25 pl
lisozim (1 mg/100 i milliQ). Setelah tercampur merata
kemudian dipanaskan dengan cara memasukkan minitube
(1.5mL atau 2 mL) kedalam air mendidih selama kurang
dari 40 detik. Minitube disentrifus pada 15.000 rpm selama
10 menit pada suhu ruang. Peled (berupa lendir warna
putih) dibuang. Kedalam supernatan ditambahkan 400 pl
isopropanol dan diinkubasikan pada -20 °C selama 10
menit, selanjutnya disentrifus dengan kecepatan 15.000
rpm, pada suhu 4 °C selama 10 menit. Peled dikering
anginkan, kemudian dilarutkan dengan 20 pl milliQ atau
bufer TE. Selanjutnya dilakukan perlakuan dengan enzim
restriksi.

Pemotongan insert dengan enzim restriksi. Pertama
disiapkan 8 pl larutan (mix solution) yang terdiri atas 1 pL
enzim restriksi I, 1 pL enzim restriksi II, 1 pL bufer, dan 5
pl milliQ. Kedalam larutan ini ditambahkan 2 pL DNA
plasmid (hasil minipreparasi), dan 1ul RNAse. Reaksi cam-
puran diinkubasikan pada 37°C selama 1 jam. Selanju'nya
sampel dielektroforesiskan pada ge} agar se 0.8%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perancangan primer spesifik gen  CAO telah
dilakukan dengan memanfaatkan sekuens mRNA CAO
Arabidopsis thalizna (AB021316) dan tanaman padi
(AB021310) dengan target 400 sampai 800 bp. Jumlah
pasangan primer spesisfik yang didisain berjumlah lima
pasang (Khumaida er «/, 2007). Sejauh ini gen CAO pada
tanaman Xkedelai masih belum dipublikasikan. Sekuen
mRNA gen CAQ pada tanaman padi masih bersifat partial
cds, sedangkan pada tanaman Arabidopsis, sekuen mRNA
gen CAO merupakan complete cds (Tomitani et al. 1999).

Hasil pensejajaran menggunakan program clustalW
menunjukkan kedua sekuen tersebut memiliki tingkat
homologi sekitar 50%, akan tetapi memiliki daerah
konsensus yang cukup tinggi. Hal ini dapat dipahami
karena sekuen gen CAOQ pada tanaman padi masih
merupakan cds parsial, sedangkan yang dari Arabidopsis
merupakan cds lengkap.

Amplifikasi dan kloning ¢cDNA CAO telah dilakukan
dengan mengamplifikasi c¢DNA  template dengun
menggunakan lima pasang (reverse dan forward) primer
spesifik CAO. Namun hanya empat pasang primer spesifik
(reverse dan forward) yang berhasil mengamplifikasi cDNA
kedelai. Kelima pasang primer spesifik tersebut adalah
CAO-1, CAO-3, CAO-4, CAO-5, dan CAO-6.

Selanjutnya cDNA insert diligasikan kedalam plasmid
pT7Blue dengan penambahan End Conversion (Perfectly
Blunt Cloning Kit, Novagen) dan T4 DNA ligase (Takara).
Hasil ligasi kemudian ditransformasikan ke sel kompoten £
coli strain JM109 menggunakan E. coli pulser dan
dikulturkan pada media LB padat. Koloni E coli yang
ditumbuhkan pada media LB padat menunjukkan warna
putih dan sebagian ada yang berwarna biru (Gambar 1a).

Kultur cair dilakukan dengan cara mengkulturkan
satu koloni tunggal berwarna putih kedalam media LB cair.
Warna dan kondisi kultur cair £ colf yang sudah
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ditransformasi disajikan pada Gambar 1b. Tabung yang
berisi media LB yang masih bening menunjukkan tidak
adanya £ coli pada media LB tersebut,

Gambar 1. Koloni E coli Hasil Transformasi yang Ditumbuhkan
Pada Media LB Padal (a) dan LB Cair (b)

Minipreparasi dilakukan untuk memisahkan cDNA-
insert dari plasmid dengar teknik Boiling/pemanasan.
Pemotongan ¢cDNA-insert dari plasmid dilakukan dengan
perlakuan enzim restriksi. Keragaan enzim restriksi yang
digunakan pada tahap minipreparasi disajikan pada Tabel 1,
Enzim restriksi Bam HI, Fco RI, dan Sal I digunakan pada
tahapan digest dengan bufer 10x 1i. Hasil elektroforesis
beberapa kandidat cDNA CAO yany telah dipotong dengan
enzim restriksi disajikan pada Gambar 2 dan 3. Terlihat
pada gambar 2 dan 3, telah diperoleh enam kandidar cDHA
CAO pada tanaman kedelai yang diamplifikasi dengan
primer spesifik CAO-6-3 dan CAO-6-4.

Tabel 1. Enzim Restriksi yang Digunakan dalam Minipreparasi

Kandidat cDNA Enzim restriksi
No CAO ; N Bufer
1 CAO03-1 Bam HI EcoR|I 10x H
2 CAO34 Bam HI EcoR|I 10x H
3 CAD4-2 Bam HI EcoR | 10xH
4 CAO4-3 Bam HI EcoRI 10x H
5 CAO051 EcoR| Sall 10x H
6 CAD5-2 EcoR1 Sal | 10x H
7 CADG-1 Bam HI EcoR|I 10x H
8 CAO0G6-2 Bam HI EcoR1I 10x H
9 CA06-3 Bam HI EcoR| 10x H

Tanaka er al, (1998) menyatakan bahwa klorofil b
yang tersebar pada LHC sehingga sintesis klorofil b sangat
penting bagi pembentukan LHC. Akan tetapi, apabila
klorofil b dihasilkan terlalu banyak, kelebihan LHC atau
klorofil b bebas akan terakumulasi dan mcnyebabkan
kerusakan sel (photodamage). Jumlah klorofil b ditentukan
oleh dua reaksi: sintesis kioronl b oleh enzim
chlorophyllide a oxygenase (CAO) dan terjadinya
rekonversi klorofil b menjadi klorofil a melalui siklus
klorofil. Sintesis klorofil b oleh enzim chlorophyllide a
oxygenase (CAO) merupakan tahap regulatori kunci di
dalam regulasi ukuran antena (Tanaka et al, 1998). Dengan
demikian gen CAO diduga berperan penting dalam
pengaturan mekanisme adaptasi tanaman terhadap kondisi
intensitas cahaya rendah.

Kloning fragmen cDNA CAO pada tanaman kedelai
toleran naungan menjadi penting karena belum tersedianya
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3 Gambar 2. Hasll Minlpreparasi Kandidat Gen CAO yang Diamplifikasi dengan Praimer Spesifik CAO-6-4

M 1 2 3 4
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Gambar 2. Hasll Minipreparasi Kandidat Gen CAO yang Diamplifikasi dengan Praimer Spesifik CAO-6-3

informasi sekuens mRNA CAOQ tanaman kedelai pada data
base GeneBank NCBI. Beberapa kandidat fragmen gen
CAO kedelai ini akan dirunut nukleotidanya untuk
mempelajari sekuens dan karakterisasinya.

Yamasato er al (2005) juga telah berhasil mengisolz;i

dan menjelaskan fungsi dari masing-masing domain,
dengan cara mengintroduksi gen beberapa domain CAO ke
dalam Arabidopsis. Ketika gen CAO terekspresi, jumlah
protein CAO berada di bawah level yang dapat dideteksi
dan rasio klorofil a/b rendah, Akan tetapi, ketika
diintroduksikan gen yang terkait domain C, terdapat
akumulasi domain C dalam jumlah banyak dan rasio
kiorofil a/b berkurang secara drastis.
Dilaporkan bahwa tembakau transgenik dengan introduksi
gen CAO meningkat kandungan klorofil totalnya 6-7%.
klorofil b 20% dan rasio klorofil a/b menurun 16%. Analisis
Northern blot menunjukkan bahwa pada kondisi intensitas
cahaya rendah, terjadi peningkatan ekspresi gen CAO
seiring dengan peningkatan kandungon Klorcfil b,
sebaliknya pada kondisi intensitas cahaya tinggi, ekspresi
gn CAC menurun dan kandungan Xlorofil b juga
menurun, Meningkatnya kandungan klorofil b diikuti
dengan meningkatnya kandungan light-harvesting chl-
protein complex I (LHCPII) (Pattanayak et al,2005).
Korelasi positif antara kandungan klorofil b pada kedelai
tleran naungan dengan ekspresi gen LHCP juga telah
dilaporkan oleh Khumaida (2002).
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah disampaikan,
dapat disimpulkan sebagai berikut :

a. Pasangan primer gen spesifik yang didisain telah
berhasil mengamplifikasi cDNA kedelai toleran naungan.

b. Proses ligas dan transformasi kedalam E'coli telah
berhasil dilakukan.

c. Telah diperoleh sembilan kandidat cDNA CAO
pada tanaman kedelai toleran naungan.
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