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ABSTRAK 

Senyawa nitrogen (N) bagi semua tanaman sangat diperlukan untuk pertumbuhan dan produksi, termasuk tanaman 

tembakau. Metabolisme senyawa N dalam tanaman sangat terkait dengan metabolisme karbohidrat.   Proses fotosintesis yang 

terjadi di daun menyediakan energi untuk proses asimilasi karbon (C) dan Nitrogen (N). Dalam asimilasi N selain memerlukan 

energi,  juga memerlukan kerangka C yang disediakan oleh metabolism karbohidrat, termasuk sukrosa.Sintesis sukrosa di daun 

sangat ditentukan oleh besarnya aktivitas enzim sucrose phosphate synthase (SPS). Tujuan penelitian ini adalah untuk 

mengetahui pengaruh transformasi gen SPS pada tanaman tembakau terhadap metabolisme senyawa N.  Proses transformasi 

gen SPS yang telah dikonstruk pada plasmid pBI121 menggunakan Agrobacterium tumefaciens LBA 4404. Hasil penelitian 

menunjukan bahwa transformasi gen SPS  mempengaruhi aktivitas enzim nitrat reduktase (NR) dan glutamine synthetase (GS). 

Aktivitas NR dan kandungan nitrat pada tembakau transgenik galur 3, 13 dan 17 lebih rendah dibandingkan kontrol. Sebaliknya 

aktivitas GS pada ketiga tembakau transgenik  lebih besar dibandingkan kontrol.  

Kata kunci : SPS, Nitrogen, GS, NR, Transformasi. 

  

PENDAHULUAN 

Nitrogen (N) sering kali menjadi faktor pembatas utama terhadap pertumbuhan dan produksi 

tanaman (Elser et al., 2007).  Tanaman menyerap unsur N dari tanah melalui akar dalam bentuk nitrat  

dan amonium. Selain unsur N, tanaman juga memerlukan unrsur Karbon (C) yang didapat melalui 

fotosintesis. Proses fotosintesis tidak hanya menyediakan sumber energi dan senyawa karbon untuk 

sintesis karbohidrat, tetapi juga untuk sintesis asam amino (Sahrawy et al., 2004). Koordinasi antara 

metabolisme N dan C sangat penting, karena dalam asimilasi N diperlukan kerangka C dalam bentuk 

2-oxoglutarate, ATP dan reduktan (Lancien et al., 2000). Keberadaan metabolit seperti sukrosa dan 

asam amino berperan penting untuk pengaturan enzim yang terlibat dalam asimilasi N (Sheen, 1990; 

Foyer et al., 2002).  

 Dalam asimilasi senyawa N, nitrate reductase (NR) dan glutamine synthetase (GS) menjadi 

kunci utama (Sahrawy et al., 2004). Enzim GS mengkatalisis asimilasi amonium menjadi glutamine, 

sedangkan NR mengkatalis reduksi nitrat menjadi nitrit. Hasil beberapa penelitian terhadap regulasi 

NR menunjukan bahwa aktivitas NR diinduksi oleh NO3, cahaya, sukrosa dan glukosa, tetapi 

dihambat oleh glutamine (Morcuende et al., 1998; Vincentz et al., 1993). Menurut Sahrawy et al. 

(2004) terjadinya peningkatan sintesis sukrosa akan menginduksi aktivitas GS. 

 

METODE PENELITIAN 

 Penelitian ini dilaksanakan pada tahun 2010 di Laboratorium Pemuliaan Tanaman Fakultas 

Pertanian Universitas Jember. Dalam penelitian ini digunakan tanaman tembakau transgenik yang 

membawa gen SPS tebu galur 3, 13, 17 dan kontrol yang ditanam dimedia tanah dalam  polibag. 

Umur 2 bulan setelah tanaman, dilakukan sampling daun untuk dianalisis. Satu setengah gram daun 

tembakau yang telah dibekukan dengan nitrogen cair digerus sampai menjadi tepung, lalu ditambah 

dengan 10%  polyvinylpolypyrolidone. Tepung disuspensikan dengan bufer ekstraksi dengan 

komposisi 50 mM Mops-NaOH pH 7,5; 5 mM NaF; 10 mM MgCl2; 5 mM EDTA dan 1 mM β-

mercaptoethanol. Suspensi kemudian disentrifugasi pada kecepatan 1200 rpm, 4
O
C, ekstrak enzim 

NR dalam supernatan diambil dan disimpan pada suhu -80
O
C sampai dianalisis. 
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 Aktivitas Nitrat reduktase ditentukan berdasarkan jumlah nitrit yang terbentuk selama reaksi 

menggunakan metode Cramer et al. (1996). 200 µL ekstrak NR dimasukan ke dalam tabung reaksi, 

lalu ditambah dengan 500 µL 0,1 M kalium fosfat, 200 µL 0,1 M KNO3 dan 100 µL 4 mM NADH. 

Campuran dihomogenkan dengan vortek, lalu di inkunbasi pada suhu 30
O
C dalam waterbath selama 

0, 10 dan 20 menit. Reaksi dihentikan dengan penambahan  1 mL 1% Sulfanilamide dan 1 mL 0,2% 

NED. Intesitas warna diukur dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 540 

nm. Jumlah nitrit yang terbentuk dihitung dengan menggunakan kurva standar. 

 Satu setengah gram daun tembakau yang telah dibekukan dengan nitrogen cair digerus 

sampai menjadi tepung, lalu ditambahkan 10% polyvinylpolypyrolidone. Tepung disuspensikan 

dengan bufer ekstraksi yang terdiri dari 25 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM MgCl2; 1 mM EDTA dan 14 mM 

β-mercaptoethanol. Suspensi kemudian disentrifugasi pada kecepatan 1200 rpm 4
O
C, ekstrak enzim 

GS dalam supernatan diambil dan disimpan pada suhu -80
O
C sampai dianalisis. 

 Aktivitas GS ditentukan berdasarkan terbentuknya fosfat anorganik selama reaksi sesuai 

dengan metode dari Srivastava and Dwivedi (2002). 200 µL ekstrak enzim dimasukan ke dalam 

tabung reaksi, lalu ditambah dengan  larutan substrat. Larutan substrat terdiri dari 0,1 M Tris-HCl (pH 

7,5); 0.05 M NH4Cl; 0,02 M ATP; 0,05 M MgCl2; dan 0,1 M Glutamat. Campuran dihomogenkan, lalu 

diinkubasikan pada suhu 30OC selama 0, 10 dan 20 menit. Reaksi dihentikan dengan penambahan 1 

ml larutan pewarna, kemudian diinkubasikan pada suhu 50
O
C selama 20 menit. Hasil reaksi 

disentrifugasi pada kecepatan 12000 rpm  pada suhu ruang selama 10 menit.  Supernatan diambil 

dan optical density diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 690 nm. 

 Daun sebanyak 1,5 g dibekukan dengan nitrogen cair, lalu digerus sampai menjadi tepung. 

Tepung disuspensikan dengan akuades bebas ion sebayak 7,5 ml, lalu dimasukan ke dalan tabung.  

Tabung  dipanaskan pada suhu 100
O
C selama 10 menit, setelah dingin disentrifugasi pada kecepatan 

5000 rpm, suhu ruang, supernatan diambil.  Proses ekstraksi diulangi sampai 5 kali, supernatan 

dikumpulkan jadi satu. 

 Kandungan sukrosa ditentukan menggunakan metode resorcinol.  50 µL ekstrak  sampel dan 

70 µL  0,5 N NaOH dimasukan ke dalam tabung reaksi, lalu direbus selama 10 menit. Setelah dingin 

ditambahkan 250 µL reagen resorcinol dan 750 µL 30% HCl, lalu diinkubasi pada suhu 80
O
C selama 

8 menit. Setelah dingin intensitas warna diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 

520 nm. Kandungan sukrosa dihitung dengan menggunakan kurva standar sukrosa. 

 Sampel daun sebanyak  1 gram dibekukan dengan nitrogen cair, lalu digerus sampai menjadi 

tepung, lalu disuspensikan dengan etanol 80%.  Suspensi dimasukan ke dalam tabung sentrifugasi 

dan diinkubasi pada suhu 80
O
C selama 10 menit. Setelah dingin lalu disentrifugasi pada kec. 5000 

rpm, lalu supernatant diambil. Proses ekstraksi diulang sebayak 5 kali, lalu supernatant dijadikan satu 

untuk dianalisis kandungan nitrit dan ammonium. 

 Kandungan nitrit ditentukan sebagai berikut : 400 µL ekstrak, 100 µL ddH2O, 500 µL 1% 

sulfanilamide dan 500 µL 0,02 NED dimasukan ke dalam tabung reaksi, lalu dihomogenkan. 

Campuran larutan diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit, lalu diukur intensitas warna yang 

terbentuk dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 540 nm. Kandungan nitrit dihitung 

dengan menggunakan kurva standar nitrit. 

 Kandungan ammonium ditentukan dengan menggunakan cawan Conway. Setelah 

direaksikan pada cawan Conway selama 3 jam pada suhu ruang, lalu ditambah dengan reagen 

nessler. Intesitas warna yang terbentuk diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 420 

nm. Kandungan ammonium dihitung dengan menggunakan kurva standar ammonium. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

1.  Kandungan Sukrosa 

Sukrosa sebagai salah satu hasil akhir dari fotosintesis mempunyai peranan yang sangat 

penting dalam metabolism tanaman. Peningkatan jumlah sukrosa melalui trnasformasi gen SPS tebu, 

tentu akan mempengaruhi metabolism senyawa lain, khususnya senyawa yang mengandung N.  Hasil 

penelitian menunjukan bahwa kandungan sukrosa tembakau transgenik yang membawa gen SPS 

tebu lebih tinggi dibandingkan tanaman kontrol, seperti tampak pada Gambar 1. 
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Gambar 1.  Kandungan sukrosa daun tanaman tembakau transgenik 

                     (G3,13 dan 17 : tembakau transgenik galur 3, 13 dan 17) 

 

Pada Gambar 1 terlihat bahwa kandungan sukrosa pada ketiga tembakau transgenik lebih  

tinggi dibandingkan tembakau kontrol (non transgenik), tertinggi pada galur13. Meningkatnya jumlah 

enzim SPS pada tembakau transgenik, seperti terlihat pada Gambar 2, menyebabkan kemampuan 

tembakau untuk mensintesis sukrosa juga meningkat.  

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Hasil analisis western blot protein enzim SPS pada tembakau transgenik 

2. Aktivitas Nitrat Reduktase (NR) 

 Nitrat reduktase merupakan enzim yang berperan dalam metabolisme unsur N dalam 

tanaman yaitu mereduksi nitrat (NO
-
3) menjadi nitrit (NO

-
2). Hasil analisis menunjukan bahwa aktivitas 

spesifik NR pada ketiga tembakau transgenik lebih besar dibandingkan tembakau kontrol, seperti 

terlihat pada gambar 3a.  Tingginya aktivitas spesifik NR menghasilkan nitrit daun yang tinggi pula, 

seperti tampak pada gambar 3b. 

 

 

 

 

  

 

 

 

Gambar 3. Aktivitas spesifik NR (A) dan kandungan nitrit (B) daun tembakau transgenik 
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Dalam proses reduksi nitrat menjadi nitrit yang dikatalisis oleh nitrate reduktase (NR) 

diperlukan energi berupa NADH/NADPH yang dapat berasal dari siklus krebs atau fotosintesis, dalam 

hal ini pembentukan dan penggunaan sukrosa sebagai substrat, seperti tampak pada Gambar 4. 

Pada Gambar 4 terlihat dengan jelas bagaimana hubungan metabolisme C (fotosintesis) dengan 

metabolisme N yang dikatalisis oleh nitrate reduktase (NR). Semakin banyak ketersediaan sukrosa, 

maka sebanyak pula ketersediaan energi (NADH/NADPH)  untuk reduksi nitrat. 

 

Gambar  4. Hubungan antara fotosintesis dengan metabolisme nitrat dalam tanaman 

3. Aktivitas Glutamine synthetase (GS) 

Hasil aktivitas enzim NR berupa nitrit bersifat toksit, sehingga harus segera diubah menjadi 

amonium. Demikian pula halnya dengan amonium, juga bersifat toksit, maka segera diubah menjadi 

glutamine yang dikatalisis oleh GS.  Hasil analisis menunjukan bahwa tanaman tembakau transgenik 

yang membawa gen SPS tebu cenderung mempunyai akivitas GS lebih tinggi dibandingkn kontrol. 

Diantara tembakau transgenik, tembakau galur 17 (G17) mempunyai aktivitas tertinggi, seperti terlihat 

pada Gamabr 5a.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.  Aktivitas spesifik GS (A) dan kandungan amonium daun tembakau transgenik. 

Seiring dengan tingginya aktivitas GS pada galur 17, maka semakin banyak jumlah amonium 

yang dikondensasikan dengan glutamat menjadi glutamin, sehingga jumlah amonium dalam daun 

menjadi lebih rendah (Gambar 5b).  Namun tingginya aktivitas GS tidak terkait langsung dengan 

tingginya kandungan sukrosa. Hal ini bertentang dengan pendapat Sahrawy et al. (2004). 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Berdasarkan hasil penelitian menunjukan bahwa peningkatan kandungan sukrosa pada 

tanaman tembakau transgenik yang membawa gen SPS tebu menginduksi aktivitas nitrat reduksi 

(NR), tetapi tidak secara langsung menginduksi aktivitas glutamin synthetase. Untuk lebih 

memperjelas peran sukrosa terhadap aktivitas enzim yang terlibat dalam asimilasi senyawa N (NR 

dan GS), perlu diteliti pemberian sukrosa dari luar melalui daun  dan diamati macam metabolit yang 

terlibat. 
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DISKUSI 

Penanya 1 : Eko S 

Pertanyaan : 

Apa ciri khusus tanaman transgenik?  

Jawaban :  

Secara morfologi tidak ada, untuk mengetahuinya harus dianalisis secara laboratoris.  

 

Penanya 2 

Pertanyaan : 

Mengapa menggunakan transormasi plasmid PBS 1-21? 

Jawaban :  

Karena paling mudah mendapatkannya  

 

Penanya 3  

Pertanyaan : 

Apa kultivar tembakau yang digunakan?  

Jawaban :  

Tembakau naus, kasturi. 


